UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

EFEITOS DOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS SOBRE A
BIOQUIMICA, MORFOLOGIA, BIOMECANICA E EXPRESSAO GENICA DE

DIFERENTES TENDOES DE RATOS SUBMETIDOS AO EXERCICIO DE CARGA

RITA DE CASSIA MARQUETI

SAO CARLOS -SP

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

EFEITOS DOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS SOBRE A
BIOQUIMICA, MORFOLOGIA, BIOMECANICA E EXPRESSAO GENICA DE

DIFERENTES TENDOES DE RATOS SUBMETIDOS AO EXERCICIO DE CARGA

RITA DE CASSIA MARQUETI

Tese de Doutorado apresentada ao programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal de Sao Carlos como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias Fisiologicas.

Orientadora: Prof*. Dr*. Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo (UFSCar)
Co-orientador: Prof°. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho (UNICAMP)

Apoio Financeiro: FAPESP

SAO CARLOS - SP

2010



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

M357ee

Marqueti, Rita de Céssia.

Efeitos dos esterdides anabdlicos androgénicos sobre a
bioquimica, morfologia, biomecéanica e expresséo génica de
diferentes tendfes de ratos submetidos ao exercicio de
carga / Rita de Cassia Marqueti. -- Sdo Carlos : UFSCar,
2010.

207 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de S&o Carlos,
2010.

1. Fisiologia humana. 2. Decanoato de nandrolona. 3.

Remodelamento do tend&o. 4. Metaloprotease. 5.
Biomecénica. 6. Expressao génica. |. Titulo.

CDD: 612 (207




Programa Interinstitucional de P6s-Graduagéo em Ciéncias
Fisiolégicas
Associacdo Ampla UFSCar/UNESP

Defesa de Tese de Rita de Cassia Marqueti Durigan

Profé. Dr. Ana Claudia Mattiel!o-Sverzut...._._.-:':'./..

&

Prof. Dr. Nivaldo Antonio Parizotto....... 4. ﬂ/f




“A vida ndo é sempre o que se espera,
Pobre de quem ndo se considera um aprendiz.
Cada um é um, tudo vale nada,

Se até o fim da estrada ndo se chega a ser feliz”.



Aos meus amados pais, Alfério e Terezinha,
por serem os alicerces de cada etapa sonhada e cumprida.
Pela imensa compreengdo, incentivo e auxilio em todos os momentos da minha vida,

minha infinita gratiddo!



Ao meu esposo, Jodo Luiz Quaglioti Durigan.

Vocé é minha fortaleza, meu grande amigo e companheiro.

Ndo tenho palavras para expressar meu amor, gratiddo e admiracdo por vocé.

A cada dia que passa vocé me proporciona concentracdes de respeito, alegria, sinceridade e
compromisso presente. Tudo isso se traduz em felicidade miitua... faz tudo valer a pena, torna
a vida mais bonita e interessante. Vocé é o anjo da minha vida. Obrigada por tudo!

Te Amo!



A minha querida orientadora,

Heloisa Sobreiro Selistre de Araiijo, minha mestre!

Passaram-se seis anos e meio de convivéncia e durante todo este periodo aprendi muito
contigo. Minhas palavras a vocé sdo de gratiddo, pelos constantes ensinamentos, pela
orientacdo, incentivo, paciéncia e companheirismo. Por respeitar as minhas limitacdes e me
ensinar a superd-las; por me mostrar os caminhos da pesquisa, pelos conselhos (e olha que
ndo foram poucos), e principalmente pela grande amizade. Sobre a amizade basta lembrar
que vocé sempre esteve ao meu lado nos momentos mais dificeis e também nos mais felizes da
minha vida... O meu crescimento profissional e pessoal certamente se deve a sua competéncia
e exemplo. Mulher admirdvel!

Muito Obrigada!



Ao meu co-orientador, Hernandes Faustino de Carvalho (do Instituto de Biologia da
UNICAMP), por ter me orientado e confiado em meu trabalho,

pela paciéncia e ajuda em todos os momentos...

Pelas criticas construtivas e palavras de incentivo que me fizeram enxergar mais longe.
Pela atengdo e conversas nos momentos inoportunos da vida.

Admiro-te pela competéncia e sabedoria. Por ter me ensinado a ndo dizer “enfim”,
simplesmente porque ndo podemos subornar nossas proprias opinides e sim estimular nossa

capacidade critica de ir além. Obrigada por tudo!



|
-3
]
g
8

Sports Medicine




O compromisso de sempre ter respostas prontas é pesado para qualquer ombro. Porém, é
exatamente a possibilidade de ndo sabermos tudo que nos faz correr atrds e nos torna
perseverantes. A curiosidade, esta é que excita nossa capacidade de descoberta, nos fortalece
nos faz acreditar que podemos ser melhores do que somos. Quando se descobre que buscar as
respostas, mesmo que muitas vezes sem sucesso, significa ao mesmo tempo aprender, ensinar,
trocar experiéncias, criticas, oportunidades e vivéncias e que tudo isso pode nos tornar mais

leves e felizes... Bem, entdo jd temos motivos de sobra para agradecer!

A Deus, “Por me dar a serenidade para aceitar as coisas que ndo posso mudar, a coragem para

modificar as coisas que posso e a sabedoria para distinguir a diferenca”.

Agradeco imensamente a minha familia, em especial meus pais, Alfério e Terezinha, meus
irmaos, Rafael e Donaldo, cunhada, Lucimara e sobrinho, Henrique. Minha nona, Egide,
querida amada, sinto muita saudade de ti! Meu esposo Jodo, que é minha nova familia... Meus
sogros, Victorio e Maria Ivone e tia Maria Irma. A todos vocés, obrigada de coragio aberto,

por andarem comigo, confiarem em mim e por me ensinarem a sabedoria maior: “O Amor”.

Ao Prof. Dr. Sérgio Eduardo de Andrade Perez e Prof. Dr. Vilmar Baldissera pela parceria
com o Laboratério de Fisiologia do Exercicio que contribuiu para a realizacdo da pesquisa,

sempre me abrindo portas, pela atengdo e licoes compartilhadas.

A todos os professores do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, pela atengdo, respeito, e

conhecimento transmitido

A Profa. Dra. Ténia de Fdtima Salvini, do Departamento de Fisioterapia, por todo o
aprendizado compartilhado e pelas portas sempre abertas do seu laboratorio. Agradeco
também a sua equipe, meus colegas e amigos em especial: Gabriel, Thiago, Sabrina, Dério,
Marcela, Cristina, Esperanza e Jodo (meu esposo) pela troca de experiéncias, sugestoes,

atengdo e principalmente pela amizade e carinho.

Ao Prof. Dr. Edson Rosa Pimentel, do Instituto de Biologia da UNICAMP, e seus alunos em

especial, Andrea e Tati, pela atengdo, troca de experiéncias, conversas e amizade.



10

A Profa. Dra. Edilamar Menezes de Oliveira da Escola de Educagio Fisica e Esporte da USP,
pela colaboragio nas dosagens de hidroxiprolina e enzima conversora de angiotensina, pela
sua atencdo, disponibilidade e contribuicdo com este trabalho. Também a técnica Gloria e a

todos os alunos do seu laboratorio que me auxiliaram nos experimentos. Muito obrigada.

Aos amigos e colegas do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, pela convivéncia
didria, compreensdo, auxilio, troca de experiéncias, aprendizado e amizade. Sou imensamente
grata. Nosso laboratério tem uma caracteristica, o de estar sempre cheio de pessoas! Convivi
com muitos colegas queridos, que jd defenderam e se foram deixando saudades: Renner,
Marcelo, Raquel, Cristina, Carol, Oscar, Lili, Verzola, Estela, Milena e Mdrcia (que além de
amiga agora é vizinha). Algumas colegas de longa data firme e forte ainda me acompanham:
Carmen, Kelli e Juliana. Alguns de data ndo muito longa: Cldudio, Ana Carolina, Ana,
Sabrina, Silvia, Uliana, Veronica, Araceli, Natdlia, Patty. Outras jovens pesquisadoras: Livia
e Cinthia. Algumas “agregadas”: Patricia, Daniela, Angélica, Daise e Elaine. E uma
satisfacdo té-las em nosso laboratdrio. Todos vocés foram sempre muito importantes para meu
crescimento profissional e pessoal. Aprendi a respeitar as diferencas e trabalhar em equipe.
Sempre quardarei boas lembrangas. Ah! Perdoem-me se esqueci de alguém, afinal sdo tantos!!
Meu muito obrigado também aos técnicos: “Bete” (sempre alegre) e “Zé Roberto,” por terem

auxiliado sempre que precisei, pela atengdo e carinho.

Nio poderia esquecer-me dos amigos e colegas do Laboratério de Fisiologia do Exercicio,
Richard, Guilherme, Jonato, Juca, Jose, Matheus, Rodrigo, Maria Fernanda, Diego, pela troca
de conhecimentos, pelos momentos de alegria e risadas na hora do café, pela boa convivéncia e
incentivos. Ao técnico, “Cacau”, obrigada por ter me ajudado e ensinado nos experimentos,

sempre com muita paciéncia, a arte de trabalhar com animais.

Aos amigos que fiz no Laboratdério do Prof. Hernandes, todos (incluindo os que jd se foram e
o0s que chegaram) vocés me acolheram e sempre estiveram dispostos a me ajudar. Agradego em

especial, Danilo, Taize, Alexandre, Marco e Fabiana.

A amiga Estela, pela amizade, atengdo e carinho ao longo de todo esse tempo... Pelas iniimeras

vezes que me acolheste na sua casa, sempre que precisei!



11

A amiga Carol, pelo carinho, amizade, paciéncia e atengdo. Sempre te falo, sua familia é linda

e vocé tem um coragdo grande!

A minha sempre amiga Araceli, pela convivéncia e verdadeira amizade... Ndo porque choras-te
comigo nos momentos dificeis, mas porque ris-te comigo nos momentos alegres. “Eu também

jamais vou me esquecer de tudo que passamos juntas”.

A amiga e madrinha, Anelena Follini, pela sua amizade, carisma e exemplo. Vové é uma

pessoa de grande beleza interior.

I would like to express my gratitude to Dr. Michael Kjeer, who accepted me into the
laboratory, for his support, advice and patience in improving my career at the Institute of
Sport Medicine Copenhagen. I would also like to address my special thanks to collaborators
Dra. Katja M. Heinemeier and Dr. Peter Schjerling, who helped me immensely in developing
part of this project (gene expression in tendons). They were also a valuable source of ideas and
motivation. I want to extend a special thanks to senior researchers: Nina Beyer, Henning
Langberg, Peter Magnusson, and Jesper Andersen Lovindeer. Their collaboration was greatly
appreciated. I am grateful to my colleagues and friends Jessica, Monica, Tinna, Abigail, Lotte,
Frank, Ida, Ulla, Martin, Mette, Lars, Dorthe, Teressa, Christian, Philip, Susanne, Jackob,
Anders and Troels (whose name I could never pronounce correctly, but who always
understood) for being so considerate; to the technicians Ann-Christina, Anja, Ann-Marie and
Camilla for their help; and, finally, to the friendly secretaries Birgitte, Else, Pia, Trine,
Kirsten and Merethe. I am very grateful for the warmth and friendship I received and for the
many lessons I learned during my time at the Institute. I have only good memories and I will
never forget the moments and opportunities that allowed me to grow professionally and

personally.
A todos, que de uma forma ou de outra participaram desta minha trajetoria, mesmo aqueles
que estiveram longe... A todos que fazem a diferenca na minha vida. Aquele abraco de

gratidio.

A FAPESP pela concessio da bolsa e assim proporcionar a realizagio deste trabalho.



1.1

1.2

1.3

1.4

2.1

2.2

SUMARIO

INTRODUQGAOQ.......coererererereresnsesesesssesesssssesessssssesessssssesesssssesesessaseseses 16
Estrutura organizacio e composicao dos tendoes..........cceeeeeerieescneeesscnnes 17

Descricao anatomica do tendao calcaneo (TC), tendao flexor superficial

(TFS) e tendao flexor profundo (TFP) ........ccvieeicnnnsneicssesanrisssansecssonnns 27
Esteroides anabdlicos androgeénicos (EAA).....coeeccveecssenessencssassssansosasces 28
Contextualizacdo do modelo experimental utilizado ...........cccceevueeerunenene. 34
OBJETIVOS .cuiiiiiiintiisninnecsssesssisssesssssssesssassssssssssssassssssssssssssssssssasens 38
ODbjJetivo eral......ciiceicrerccssrseniossssanecsssssssosssssssessssssssssssssessossssssssssssssssonass 39
Objetivos eSPECIFICOS ...eveiierrrrrricssssnsicssesssressessssessssssscsssansssssossassssssnssssssonaes 39
REFERENCIAS......coutuinmcnnmesnnscsssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
MANUSCRITO L..uucuiiiiiiiinnicsnicsnncssnenssncssesssscsssesssnsssassssesssssssassssssssees 48

Atividade das metaloproteinases de matriz (MMP-2) nas regides

tendineas: efeitos do exercicio de carga associado ao esterdide anabolico

ANATOZEIICO «.vveeierrreeiessesssrossessseessssassossssssssssssssssssonssssssssssssssssasssssssssssssonses 49
MANUSCRITO IL..uccuiininiininsnenenseessenssessesssessesssessssssesssssssssssssesssssssssans 71
MMP-2, exercicio de salto e nandrolona no muasculo esquelético ........... 72
MANUSCRITO IIL..cuuciuiiiininrnensenseessensnessesssessesssessesssessasssessssssessssssssane 86

Respostas biomecanicas de diferentes tendoes de ratos submetidos ao

exercicio de carga e o decanoato de nadrolona..............ceecveeeesancssasossances 87

MANUSCRITO LV caereeneenennenesnennsnenssssesssssssssssssssssssssssssssnes 117



Analise morfolégica de diferentes tendoes de ratos apds exercicio de

carga e administracio de esterdides anabolicos androgeénicos..........ceee.. 118
MANUSCRITO V ..uuciiiinineisnnssnissessssnsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 158

Expressao génica em diferentes regioes de tendoes de ratos submetidos ao

exercio de carga associado a administraciao de decanoato de nandrolona 159

CONSIDERACOES FINATS.....ccoevureerenessesesessessessessessessassassassasssssssases 205

13



14

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do salto vertical em associacdo com esterdide
anabdlico androgénico (EAA) nas propriedades bioquimicas, biomecanicas, morfoldgicas e a
expressdo dos principais genes responsaveis pelo remodelamento do tendao calcaneo (TC),
tenddo flexor superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) de ratos. Ratos Wistar foram
divididos em quatro grupos experimentais: animais sedentdrios (S); animais sedentdrios com a
administracdo de EAA (EAA) (5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por semana); animais
treinados (T) (salto vertical na dgua com carga de 50 a 80% do peso corporal do animal,
duracdo de 7 semanas — 5 dias/semana) e animais treinados com a administracio de EAA
(EAAT). Foram utilizadas as técnicas: de zimografia (para analisar a atividade da
metalopeptidase - MMP-2); teste biomecénico (4rea de seccdo transversa, deslocamento até a
carga maxima, tensdo maxima, deformac¢do maxima, e médulo de elasticidade); morfologia
dos tenddes e real time PCR. A zimografia mostrou que o treinamento aumentou a atividade
da MMP-2 em todas as regides do TFS enquanto o EAA ou associa¢do de ambos reduziu a
atividade da mesma em todas as regides analisadas. O teste biomecanico mostrou que o EAA
aumentou a rigidez dos tenddes (baixa elasticidade e capacidade de resistir carga), e os efeitos
foram reforgados pela associagdo de ambos, EAA e treino. O TFP foi o mais afetado pelo
treinamento, EAA, e pela interacdo de ambos. A morfologia juntamente com a estereologia
mostrou que o treinamento aumenta a vascularizacdo e celularidade, enquanto o EAA
associado ao treinamento reduz esses dois pardmetros nos 3 tenddes avaliados. A expressdo
génica mostrou que o treinamento ndo aumentou a expressdo dos principais genes
responsaveis pela resisténcia tecidual: coldgeno tipo I e III, mas o EAA ou a associacdo com o
treinamento promoveram uma reducdo na expressdo desses genes em todas as regides dos
tenddes. Assim, conclui-se que o exercicio aumentou o remodelamento e modulou
diferentemente a expressdao de genes relacionados com o remodelamento da MEC no tendao.
J4 a administracio de EAA e associagdo com o exercicio acarretaram efeitos negativos no
tenddo, propiciando um remodelamento deficiente que pode estar relacionado com a

ocorréncia de lesdes.

Palavras-chave: Tendao, esteréide anabdlico androgénico, remodelamento, metalopeptidase

de matrix, teste biomecanico, histologia, expressdo génica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of vertical jump associated with anabolic
androgenic steroids (AAS) on the biochemical, biomechanical and morphological properties,
and the expression of the main genes responsible for remodeling in the calcaneal tendon (CT),
superficial flexor tendon (TFS) and deep flexor tendon (TFP) in rats Animals were divided
into four experimental groups: Sedentary (S), Trained (T) (vertical jump, 50 — 80% body
weight load, 7 weeks, 5 days/week), AAS-treated sedentary rats (AAS) (5 mg/kg of body
mass, twice a week).), and AAS-treated and trained animals (AAST). The techniques
performed were: zymography (to analyze the metalopeptidase activity - MMP-2);
biomechanical test (cross-sectional area, displacement at maximum load, maximum stress,
maximum strain, and elastic modulus); morphology and real time PCR. The training
promoted an increased in MMP-2 activity in the three regions of TFS, while the AAS
treatment or the combination of training and AAS decreased both MMP-2 concentration and
active form in all regions of the SFT. The biomechanical test showed that AAS increased
tendon rigidity (i.e., lower elasticity and capacity to resist load) and the effects were enhanced
by the combination of AAS and training. The DFT was the most affected by training, AAS,
and the interaction of both. Take together the morphology and stereology showed that training
increases the vascularity and cellularity, while the AAS combined with training reduced these
two parameters in the three evaluated tendons. Gene expression showed that training did not
increase the main genes expression responsible for tissue resistance: collagen type I and III,
but the AAS or the association with training promoted a downregulation of expression in
these genes on all tendons regions. In conclusion, the exercise increased remodeling and
differently modulates the genes expression related to ECM remodeling in tendon. The AAS
administration and combination with exercise induce negative effects, providing a poor

remodeling and increasing risk of tendons injury.

Key-words: tendon, steroid anabolic androgenic, remodeling, matrix metallopeptidases,

biomechanical test, histology, gene expression.
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1.1 Estrutura, organizacao e composicao dos tendoes

Os tenddes sdo estruturas dindmicas capazes de se adaptar mecanicamente e
estruturalmente em resposta as forcas de tensdo aplicadas pelo sistema musculo esquelético, o
que resulta em adaptacdo funcional, para atender & demanda biomecanica (Koob, Summers,

2002; Birch, 2007).

Os tenddes sdo os responsdveis mecanicamente pela transmissdo de forgas para o 0sso,
fato que permite a locomocdo e aumenta a estabilidade articular (Ker, 2002; Koob, Summers,
2002; Maganaris, Paul, 2002; Ritty, Herzog, 2003; Wang, 2006; Clegg et al., 2007). O tenddo
também ¢é definido como um feixe inelastico de fibras de coldgeno arranjadas paralelamente
na direcdo a aplicacdo da forca do musculo (Wang, 2006). No entanto, os tenddes nédo se
comportam como um material inextensivel, mas agem como molas bioldgicas que se alongam
elasticamente, armazenam e liberam energia durante a locomocao (Zajac, 1989) e respondem

a cargas mecanicas mudando o metabolismo e suas propriedades mecéanicas (Wang, 2006).

O tenddo é uma estrutura altamente organizada em forma hierdrquica, que contém
moléculas de coldgeno, fibrilas, feixes de fibrilas, fibras, fasciculos e unidades tenddo que
correm paralelos ao eixo geométrico (Fig. 1) (Silver et al., 2003; Kjar, 2004, Franchi et al.,
2007a). As fibras de coldgeno consistem em um varidvel niimero de fibrilas. O didmetro das
fibrilas varia de 20 nm até 150 nm. No tenddo de Aquiles em humanos, as fibrilas estdo entre
30 nm e 130 nm de didmetro; enquanto os flexores e extensores dos dedos das mdos e dos

pés, o diametro € 20-60 nm (Kannus, 2000).
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Figura 1. A.Estrutura hierarquica do tenddo. O diagrama acima mostra a relacdo entre

moléculas de coldgeno, fibrilas, fibras, fasciculos e unidade de tendao. Modificado de Silver

et al., (2003). B. Microscopia eletrdnica mostrando o crimp fibrilar. Franchi et al., (2007b).

Os tenddes sdo revestidos por uma cédpsula de tecido conjuntivo frouxo denominado

paratendao, constituido principalmente por coldgeno tipo I e III e fibras elasticas, funcionando

como uma luva eléstica permitindo a livre circulacido do tendédo contra os tecidos circundantes

(Kannus, 2000). Abaixo do paratenddo, o tenddo é inteiramente recoberto pelo epitenddao que

¢ uma rede relativamente densa de coldgeno fibrilar com 8-10 nm de espessura (Kannus,

2000; Magnussonet al., 2003). Na sua superficie externa, também chamada de camada
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parietal (Franchi et al., 2007a) o epitenddo é continuo com o paratenddo e na superficie
interna com o endotenddo, também chamada de camada visceral (Kannus, 2000, Franchi et
al., 2007a), é formado por uma rede fina de tecido reticular no interior do tendao envolvendo
cada fibra individual bem como grandes unidades de feixes de fibras, e capaz também de
conduzir vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (Jozsa et al., 1991; Kannus, 2000). A
bainha rica em vasos sanguineos e nervos e juntamente com o epitenddo que adere a

superficie do tenddo é chamado muitas vezes peritenddo (Bejamin et al., 2008).

Os tenddes s@o constituidos de 55-70% de agua, e uma substancial parte desta estd
associada aos proteoglicanos (PGs) na MEC. No tendao seco, cerca de 60-85% ¢é composto de
coldgeno (predominantemente do tipo I) arranjado em fibras resistentes a tensdo. O tendao
também contém colageno do tipo III (0-10%), IV (~ 2%), V e VI. H4 elastina (~ 2% do peso
seco) e muito pouca substancia inorganica (< 0,2%). O restante das substancias (~ 4,5 %)
consiste de diferentes proteinas (Kjer, 2004, Bejamin et al., 2008). O coldgeno tipo I é
constituido por duas cadeias polipeptidicas al e uma cadeia polipeptidica 02 entrelacadas em
uma tripla-hélice para formar o pré-coldgeno. (Risteli et al., 1995). O colageno tipo III é
estruturalmente similar ao coldgeno tipo I, entretanto € uma molécula homotrimérica (Banos,
et al., 2008) de trés cadeias al (Kadler, 1995). O coldgeno tipo III, que é o segundo coldgeno
encontrado mais comum, localizado principalmente no epitenddo e endotenddo (Wang, 2006)
possui a habilidade de formar fibrilas heterotipicas de coldgeno tipo I e V, além de controlar o
diametro fibrilar (Waggtett et al., 1998). A associagd@o de coldgeno tipo I e III € essencial para

a fibrilogénese nos tenddes (Banos et al., 2008)

As fibrilas que formam o tenddo sao virtualmente orientadas em uma direcdo, ou seja,
sao direcionadas ao longo do eixo que € também a direcdo do estresse fisiolégico normal; os

fibroblastos monitoram continuamente a magnitude e a dire¢do desta forca (Koob, Summers,
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2002) sintetizando varios elementos da matriz extracelular (MEC), incluindo coldgeno,
proteoglicanos e outras proteinas (Magnusson et al., 2003). Os fibroblastos sdo arranjados
tipicamente ao longo do eixo de for¢a (Fig. 2) e podem ser conectados uns com os outros via

jungdes tipo gap (Wang, 20006).

Figura 2. Seccido longitudinal de tendao flexor superficial de rato corado com hematoxilina e
eosina mostrando as ondulacdes dos feixes de fibras de coldgeno e fibroblastos (setas). Barra;

30 um.

A ligagdo fisica entre os fibroblastos e a MEC formando uma interagdo célula-matriz
permite que as células detectem e respondam a estimulos mecénicos, presumivelmente vitais
para a fungdo dos fibroblastos (Sarasa-Rened, Chiquet, 2005). Este processo, chamado de
mecanotransdugdo, € um importante mecanismo no qual o estresse mecanico age sobre as
células, iniciando processos de sinalizac¢des intracelulares, promovendo, em alguns casos o

crescimento celular, alteracdo de arquitetura e morfologia de diversos tipos celulares, além de
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influenciar em respostas metabdlicas (Kjaer, 2004; Chiquet-Ehrismann, Tucker, 2004; Chiquet
et al., 2009). Em geral os fibroblastos se fixam a MEC via integrinas, receptores de superficie
celular de adesdo e que conectam o citoesqueleto intracelular a matriz permitindo que sinais
mecanicos se propaguem de forma bi-direcional, ou seja, de fora para dentro e de dentro para
fora. (Sarasa-Renedo, Chiquet, 2005; Franchi et al., 2007a). No entanto, outras proteinas nao
colagénicas como a tenascina C, uma glicoproteina que contribui na estruturacao da MEC, liga-
se também as integrinas na membrana dos fibroblastos transmitindo as modificages que ocorrem

na MEC para as células (Jarvinen et al., 2003; Chiquet-Ehrismann, Tucker, 2004).

Ja o componente celular dos tenddes, representado pelos fibroblastos, compreende cerca
de 90 -95% dos elementos celulares do tenddo, os outros 5 — 10% sdo compostos por
condrécitos, células sinoviais e células vasculares como células endoteliais de capilares

(Kannus, 2000; Wang, 2006).

As células do tenddo sdo cercadas pela MEC (Waggett et al., 1998) descrita como um
gel aquoso dominado por coldgeno (Kerr, 2002). A integridade e especificidade da MEC sdo
vitais para a funcdo eficiente dos tenddes (Birch et al., 2008). A elevada resisténcia a tracio
fornecida pelas fibras da matriz garante que o tenddo seja capaz de resistir a grandes forgas,

enquanto o componente celular é responsavel pela manuteng¢do da matriz (Birch et al., 2008).

Em relacdo a muitos tecidos organicos, os tenddes t€m baixa celularidade e a forga é
transmitida pela rede densa de fibras de coldgeno do tipo I, altamente alinhada ao longo do
eixo de forca, suplementado por varias PGs e outras proteinas ndo colagenosas (Ritty, Herzog,
2003). A maioria das macromoléculas presentes na MEC dos tenddes pode ser classificada em
trés grupos: (1) coldgeno, (2) proteoglicanos (PGs) e (3) glicoproteinas. O alinhamento do

coldgeno tipo I garante a integridade estrutural dos tenddes (Yoon, Halper, 2005).
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O tendao contém uma variedade de PGs sendo que as interacdes entre o coldgeno e as
PGs sdo um importante aspecto para o seu desenvolvimento (Buchanan, Marsh, 2002). A
dgua presente nos tenddes estd associada aos PGs (Kjar, 2004) que sdo grandes moléculas
hidrofilicas, compostas por uma proteina central na qual estdo covalentemente ligadas uma ou
mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs), que sdo agucares sulfatados (Provezano,
Vanderby Jr, 2006). Pequenos PGs atuam na organiza¢do do tecido, orienta¢do e ordenamento
das fibrilas de coldgeno (Buchanan, Marsh, 2002; Silver et al., 2003). As PGs dos tenddes t€m
ainda um papel de lubrificar e de dar espagamento, bem como permitir a fusdo fibrilar. Essa
lubrificacdo é importante para permitir o livre deslizamento das fibras e fibrilas préximas
umas das outras e talvez previna a formagdo excessiva de ligagdes cruzadas (Franchi et al.,
2007a). Os PGs promovem a difusdo de moléculas de dgua e a migracdo de células. Além de
modular a crescimento celular e a maturacdo de tecidos especializados, funcionam como
filtros biolégicos e modulam a atividade dos fatores de crescimento. Sdo responsdveis ainda
pela fibrilogénese do tenddo e sua expressdo € regulada de acordo com o estimulo mecénico
que recebe (Yoon, Halper, 2005). Por exemplo, forcas de tensdo induzem a sintese de
decorina (Yoon, Halper, 2005), fibromodulin e bliglicana (Waggett et al., 1998; Rees et al.,
2000) enquanto que as forgas de compressdo promovem a sintese de agrecanas (Yoon, Halper,

2005).

-

E importante ainda destacar que o conteido de PGs é muito maior nas regides de
compressdo que nas de tensdo (Yoon, Halper, 2005). Os pequenos proteoglicanos, decorina,
fibromodulina e bliglicana correspondem a 90% do total de proteoglicanos (Carvalho, 2005).
Covizi et al (2001) avaliaram em trés diferentes tenddes de ratos a quantidade e tipo de GAGs
e detectaram a presenca de dermatana sulfato em todas as regides (proximal, intermedidria e
distal do tenddo flexor superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) e regido proximal e

distal do tenddo calcaneo (TC) enquanto que a condroitina sulfato foi predominante na regido
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intermedidria do TFP e distal do TC. Estes achados indicam que a MEC dos tenddes possui
uma relacdo direta com a presenca de forcas mecanicas. Ha distintas regides que diferem
quanto a atuacdo de cargas biomecanicas, isso tem incentivado o estudo das propriedades da

matriz extracelular (Carvalho, Vidal, 1995).

Quando os tenddes mudam de dire¢do e contornam uma extremidade dssea ou uma
articulacdo, ou ainda nas insercdes dos tenddes aos o0ssos (enteses) uma regido de
fibrocartilagem € desenvolvida como resposta adaptativa para protecdo dos tenddes contra
pressdes prejudiciais (Benjamin, Ralphs, 1998; Rees et al., 2009) estimulando a sintese de
coldgeno tipo II e proteoglicanos (Benjamin, Ralphs, 2004). As fibrocartilagens nos tenddes
também aumentam a drea de fixacdo & superficie e funcionam como um “freio”, ou ancoras,
que auxiliam na dissipagdo das forcas e limitam o alongamento do tenddo quando os
musculos sdo contraidos (Benjamin et al., 2006; Shaw, Benjamin, 2007); estas estruturas sao

ordenadas para resistir as forgas aplicadas perpendicularmente (Vogel, Koob, 1989).

Comparados aos miusculos, os tenddes possuem uma vascularizagdo relativamente
limitada; a drea ocupada por vasos sanguineos representa ~1-2% de toda a MEC onde os
vasos emanam principalmente para o epitenddo (Kjer, 2004). A hipovascularizagdo em
tenddes de adultos ocorre devido a limitada taxa metabdlica e suas fun¢des mecénicas. A
angiogénese nos tenddes € controlada por vérias proteinas estimulatdrias e inibitérias (Pufe et
al, 2005). Fatores inibitérios como a endostatina sdo expressos por células da fibrocartilagem
dos tenddes enquanto as mesmas células ndo expressam fatores estimulatérios (Benjamin et
al., 2008). A inibi¢do da angiog€nese € necesséria para a o desenvolvimento e manutenc¢do da
hipovascularizacdo dos tenddes (Pufe et al., 2005). Nas regides onde os tenddes recobrem

superficies dsseas hd uma diminui¢do ainda maior do suprimento sanguineo, € essa



24

caracteristica pode ter uma relacdo direta com as forcas de compressdo aplicadas nestas

regides (Benjamin et al., 2008).

Estudos em humanos t€ém demonstrado que o exercicio fisico pode aumentar o fluxo
sanguineo dentro e ao redor do tecido conjuntivo de tenddes (Kjer, 2004). O fluxo sanguineo
na regido peritendinea do tenddo calcaneo de humanos aumentou 7 vezes durante exercicio
intenso de flexdo plantar comparado com os valores obtidos em repouso (Bousel et al., 2000).
Durante longo periodo de treinamento um dos maiores papéis do fluxo sanguineo estd no

reparo do tenddo atuando como mediador inflamatério (Magnusson et al., 2003).

Os tenddes sdao submetidos a forgas mecanicas in vivo, como aquelas inerentes a
atividade fisica, e, portanto, apresentam padrdes de fibra e caracteristicas viscoeldsticas que
contribuem para o seu comportamento mecanico (Wang, 2006, James et al., 2008). O arranjo
e a orientacdo fibrilar resultante da associagdo do coldgeno com outros componentes da
matriz, bem como o grau de organizacio e ordem molecular sdo os principais responsaveis
pelas propriedades biomecanicas de tenddes e ligamentos (Vilarta, Vidal, 1989; Vidal,

Carvalho, 1990).

As moléculas de coldgeno se alinham para produzir as caracteristicas do arranjo
alternado e formar ligacdes cruzadas entre as moléculas com o aumento da estabilidade
(Cawston,1996). Este auto-alinhamento das moléculas de coldgeno forma fibras que originam
tecidos fortes e rigidos (Cawston, 1996). A habilidade das moléculas do coldgeno de se reunir
dentro de fibrilas em liga¢Ges cruzadas é um importante requerimento para o desenvolvimento

da forga tecidual (Silver et al., 2003; Kjar, 2004).

O arranjo paralelo das fibras de coldgeno produz uma estrutura muito resistente e com
alta forca de tensdo, porém pouco resistente a compressao ou cisalhamento (Riley, 2004). As

fibras coldgenas por possuirem ondulacdes quando uma pequena forga ténsil € aplicada,
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permitem que o tenddo seja alongado facilmente e se comporte como um bom material
elastico (Riley, 2004). Embora as fibras sejam inelésticas, o tenddo pode responder de modo
elastico pelo recuo e elasticidade do tecido conjuntivo. Os tenddes podem suportar altas
forcas tensoras produzidas pelos musculos e apresentar um comportamento viscoeldstico em

resposta a carga (Wang, 2006).

O comportamento dos tecidos bioldgicos em resposta ao estresse mecinico pode ser
representado por um grafico cldssico que mostra a magnitude da forga aplicada sobre o
material em relacdo ao deslocamento apresentado (Fig. 3) (Binkley, 1989). A curva forca-
deslocamento € representada pela curva tensdo-deformacdo (stress-strain), onde a forca é
dividida pela area de secgdo transversa do tecido, e a variagdo no comprimento pelo
comprimento inicial (Binkley, 1989). A curva tensdo-deformacdo prové informacdes

relacionadas a elasticidade, plasticidade, rigidez, ponto de falha, e energia que um tecido é

capaz de absorver antes da ruptura (Binkley, 1989).

A deformacio do tenddo € caracterizada por uma regido inicial ndo linear, com baixa
tensdo, denominada ‘“toe region” correspondente a conformagdo “crimp” (Fig. 1), que é
caracterizado por uma configuragdo em “zigzag” ou arranjos em forma ondulada dos tenddes
(Franchi, 2007a) cujo angulo varia entre 0 e 60° (Kannus, 2000). Na “toe region”, uma
pequena forca de tensdo € necessdria para que ocorra o alongamento do “crimp” (Hansen et
al., 2002), iniciacdo do alongamento da tripla hélice, das extremidades ndo helicoidais e das
ligacdes cruzadas (Riley, 2004), ou seja, uma pequena carga é capaz de causar uma grande

deformacio.
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Figura 3. Curva tensdo x deformacio do tenddo, adaptado de Wang, 2006.

Em seguida h4 uma regido linear, conhecida como fase eldstica do tenddo, sendo que a
inclinag@o da curva tensdo-deformacao nessa regido se refere ao médulo elédstico, ou médulo
de Young, que representa a rigidez do tecido, e esta diretamente relacionada com a resisténcia
do material a deformacdo, ou seja, o tenddo exibe pouca deformacdo em relagdo a carga
aplicada (Wang, 2006). Finalmente, encontra-se uma regido ndo linear, onde ocorre ruptura
dos elementos fibrilares do tenddo. Esta fase € irreversivel, e o rompimento do tenddo pode
ocorrer, caso haja continuidade da aplicacdo da for¢ca (Wang, 2006; Riley, 2004). As
propriedades mecénicas dos tenddes t€m sido muito estudadas e alteram-se durante o

desenvolvimento, com a idade e também em resposta ao exercicio (Riley, 2004).
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1.2 Descricio anatomica do tendao calcaneo (TC), tendao flexor superficial (TFS) e

tendao flexor profundo (TFP)

De acordo com a localizacdo anatdomica, o tendao calcineo se origina a partir dos
musculos gastrocnémio e séleo e se insere no osso calcineo (Fig. 4A) O TFS tem origem no
miisculo flexor digitorum superficialis, sua por¢cao intermedidria se dobra fixando-se sobre a
tuberosidade calcanear, a por¢ao distal se estende ao segundo, terceiro e quarto digito (Fig. 4
A, B e C). O TFP tem origem no misculo flexor digitorum profundus, sua porcao
intermedidria passa pelo sulco do maléolo medial deslizando sobre ele quando o misculo se
contrai. A porcdo distal se divide em 5 tenddes que se estendem para os digitos (Fig.4 A e D)

(Covizi et al., 2001).

Figura 4. Localiza¢do anatdmica do tendao calcineo (TC), tenddo flexor superficial (TFS) e

tendao flexor profundo (TFP).
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1.3 Esteroéides anabdlicos androgénicos (EAA)

Substincias farmacologicamente ativas com o objetivo de melhorar o desempenho
fisico sao usadas ha séculos, mas tem aumentado nos tltimos 40 anos, desde a introducdo dos
esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) (Sjoqvist et al., 2008). Os atletas de diversos
esportes utilizam os esterdides anabdlicos androgénicos com a finalidade de aprimorar sua
forca, massa muscular, desempenho (LaBree, 1991; Milles, 1992) e aparéncia fisica (Labre,

2002).

Os EAA, denominados compostos quimicos de derivagdo sintética, imitam os efeitos
anabolicos da testosterona, enquanto a0 mesmo tempo, minimizam os efeitos androgénicos
(Inhofe, 1995; Mottram, George, 2000; Evans, 2004). Modificacdes na molécula de
testosterona t€m sido usadas farmacologicamente para alterar o potencial anabdlico-

androgénico (Evans, 2004).

Os derivados sintéticos da testosterona sdo modificados estruturalmente para aumentar
as acOes anabdlicas mais que as a¢des androgénicas deste hormodnio (Mottram, George, 2000).
Mais de 100 esterdides sintéticos vem sendo desenvolvidos sendo que modificagdes
estruturais originaram trés grupos de derivados (Fig. 4). O grupo A é composto pelos ésteres
do grupo 17 (cipionato de testosterona, propionato, enantato e undecanoato). A esterificacio
confere ao esteréide menor polaridade da molécula, tornando-a mais solivel em veiculos
lipidicos permitindo preparacdes injetdveis que produzem a liberacdo lenta do esterdide na
circulag@o (Shahidi, 2001). No grupo B estdo os alquilados na posi¢cdo 17a (metiltestosterona,
metandrostenolona, nortrandolona, fluoximesterona, danazol, oxandrolona e estanozol),
derivados que resistem ao metabolismo hepatico, portanto sdo ativos quando administrados

oralmente. A modificacdo estd associada a niveis elevados de hepatoxicidade. O grupo C
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compreende os que sofreram alteracdes nos anéis A, B ou C da molécula de testosterona

(Kuhn, 2002; Shahidi, 2001).

/0 E— Modificagdodotipo A
‘ 17— Modifica¢ido dotipo B
13— \ ®

/1 6

Modificacdo dotipo C
Substituicdo em
qualquer ponto

Figura 5 Principais transforma¢des na molécula de testosterona que originam seus derivados
sintéticos. Os EAA do tipo A sdo do grupo dos 17B-esterificados, os do tipo B formam o
grupo dos 17a-alquilados e os do tipo C sdo os que sofrem alteragdes nos anéis A. B e C da

molécula original (adaptado de Mottram, George, 2000).

O decanoato de nandrolona é formado pela esterificagdo de um grupo 17a-hidroxil com
o 4cido decandico, um 4cido graxo de cadeia longa, e € liberado lentamente na corrente
sangiiinea apds sua injecdo intramuscular, exercendo sua atividade anabdlica 6tima acima de
seis a sete dias (Shahidi, 2001). Possui grande atividade anabdlica e sua atividade androgénica

€ menor do que a da testosterona (Mottram, George, 2000; Kuhn, 2002).

Uma vez no meio intracelular, a nandrolona sofre acdo da Sa-redutase. Esta conversdo
ocorre em grandes propor¢des nos Orgdos sexuais, que possuem altas concentragdes da
enzima Sa —redutase. Nos musculos, como a presenca de Sa —redutase € menor, e a propria
nandrolona, classificada como nio-aromatizdvel, interage com os receptores para esterdides,

sdo produzidas respostas anabdlicas relativamente maiores (Celotti, Cesi, 1992; Mottram,
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George, 2000; Kuhn, 2002). Comparada a testosterona, a nandrolona proporciona menor
atividade androgénica e maior ac¢do anabdlica, sendo por isso, um dos EAA mais utilizados no

mundo (Kutscher et al., 2002).

Os EAA tém uma grande variedade de efeitos nos tecidos corporais. Suas ac¢des
fisiologicas ocorrem similarmente a ligacdo dos hormonios esterdidais com uma proteina
intracelular nos tecidos alvo. Este complexo hormdnio-receptor se transloca para os sitios
ligantes na cromatina promovendo a transcricdo e subseqiiente sintese de RNAm. (Bahrke,
Yesalis, 2004). Os efeitos dos EAA variam em diferentes tecidos de acordo com o local, tipos

de enzimas e concentragdo de receptores andrégenos.

Entretanto, os mecanismos responsaveis pelas mudancas na for¢ca e composicdo
corporal ainda ndo sdo conclusivos (Bahrke, Yesalis, 2004). Acredita-se que os EAA
convertem um balanco nitrogenado negativo em positivo tanto pelo aumento da ingestdo de
proteina quanto pelo aumento da reteng¢do de nitrogénio e da sintese de proteina nas células
musculares esqueléticas. Outro mecanismo é a competicio dos EAA por receptores de

glicocorticéides promovendo efeitos anticatabdlicos (Bahrke, Yesalis, 2004; Maravelias et al.,

2005).

Com relag@o as dosagens suprafisiologicas, Wu (1997) relatou que o padrdo de abuso
dos EAA por atletas excede de 10 a 100 vezes os niveis fisiol6gicos ou as doses terapéuticas,
justificando assim, os efeitos téxicos adicionais, uma vez que os receptores farmacoldgicos
especificos sdo saturados com doses bem inferiores a estas. Os efeitos adversos do abuso dos
EAA dependem da idade e sexo dos individuos, da duracio e exposicao total da dose e do tipo

de esterdide usado. (Wu, 1997)

O uso dos EAA em longo prazo traz um alto risco de doencas somdticas e efeitos

psicolégicos adversos, havendo mais comumente envolvimento hepdtico, enddcrino,
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cardiovascular, imunoldgico, reprodutivo e psicoldgico que podem ser divididos em efeitos
virilizantes, feminilizantes e toxicos, mediados por mecanismos incertos (Evans, 2004).
Outros efeitos sdo relatados, como nos musculo-esqueléticos, necrose avascular da cabeca do
fémur e aumento de lesdes miisculo-tendineas (Hatifield, 1986; Laseter, Russell, 1990; Visuri,

Lindholm, 1993; Evans et al.,1998).

Alguns casos de ruptura de tenddo ja foram relatados em associacdo com os EAA
(Kramhoft, Sogaard, 1986; Standart, Bucknell, 1993; Visuri, Lindholm, 1993; Evans et al.,
1998). Virios estudos clinicos e em animais sugerem que os efeitos deletérios dos EAA
possam atuar sobre as propriedades mecénicas do tecido conjuntivo do tenddo (Karpaka,
Pesola, Takala, 1992; Miles et al, 1992; Stannard, Bucknell, 1993). Dosagens
suprafisiolégicas de EAA parecem resultar em alteragdes no metabolismo do colageno

muscular e 6sseo (Evans et al., 1998).

A combinagdo dos EAA com o exercicio pode induzir alteragdes patoldgicas em
tenddes (Hatfield, 1986; Michna, 1987; Miles et al., 1992; Motram, George, 2000; Bahrke;
Yesalis, 2004) bem como mudangas da morfologia da juncdo miusculo-tendinea (Laseter,
Russell, 1990). Outro estudo mostrou a ocorréncia de lesdo do tenddo pelo aparecimento de
uma displasia nas fibras de coldgeno, com a associag@o do exercicio (10 semanas de corrida) e

administracido de EAA (Michna, 1987).

De acordo com Inhofe, (1995) na andlise de microscopia eletrnica de tenddes
calcaneos de ratos foi observado que a administracdo de EAA associada a exercicios ndo
causou alteragdes no didmetro ou forma das fibrilas de coldgeno, bem como os testes
bioquimicos ndo revelaram nenhuma mudancga no sinal de imunofluorescéncia qualitativa em
relacdo ao coldgeno tipo III e fibronectina. Porém, os testes biomecanicos mostraram aumento

da rigidez, menor absorcdo de energia e menor alongamento dos tenddes.
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O tendao calcaneo de ratos tratados com EAA (decanoato de androlona e estanozolol)
associado a exercicio (corrida, 1,8 Km/h, 8 graus de inclinacdo, durante 30 minutos, 5
dias/semana, durante 6 semanas) indicaram em microscopia eletrdnica um aumento das fibras
de coldgeno, e quanto as propriedades biomecanicas, observaram aumento da rigidez e menor
alongamento (Miles et al., 1992). Uma explicagdo € a de que administracdo de EAA associada
a exercicios pode aumentar a area de seccdo transversa e reduzir a flexibilidade dos tenddes
pela diminui¢do do limite de alongamento e aumento da rigidez na regido. A forca mixima
que o tenddo pode suportar parece ndo ser afetada. Porém, a energia que o tenddo pode
absorver antes da falha é diminuida devido a reducao da flexibilidade (Miles et al., 1992). O
aumento da ocorréncia de lesdes nos tenddes pode resultar de um desenvolvimento
insuficiente destes com relacdo ao rdpido aumento de for¢ca do musculo e, quando o sujeito
aumenta a intensidade e a freqiiéncia do treinamento, pode sofrer alto risco de ruptura de
acordo com os casos publicados (Shahidi, 2001; Battista et al., 2003; Maravelias et al., 2005).
O aumento da for¢a € muito maior no musculo do que nos tenddes, pois os ganhos de massa
muscular sdo maiores quando o uso de EAA é combinado com treinamento de forca em
comparacdo com o uso de EAA sozinho (Mottran, George, 2000; Basaria, Wahlstrom, Adrian
2005). O EAA aumenta o nimero de miontcleos e o exercicio de forca parece aumentar
também o ndmero de sitios receptores androgénicos no musculo (Hartgnes, Kuipers, 2004;

Casavant et al., 2007; Kadi, 2008).

Adicionalmente, os EAA podem inibir a sintese de coldgeno tanto em ligamentos
quanto em tenddes, e induzir mudancas no arranjo das fibrilas de coldgeno, levando a

alteracdes criticas da plasticidade tendinea (Karpakka et al., 1992; Evans et al.,1998).

Por outro lado, Fontana e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da mesterolona (um
EAA de via oral) associada a corrida intensa (6 semanas, 5 dias/semana, com média de 15,82

m/min e 45,8 min/dia) no remodelamento do tenddo calcineo de ratos e observaram a
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combinagdo de combinado mesterolona com o exercicio aerdbico intenso estimula a sintese
de proteinas coldgenas e de proteinas ndo colagénicas, bem como o aumento da concentracio
de hidroxiprolina, do diametro e da area das fibrilas de colageno. A densidade de fibroblastos

também se mostrou aumentada em animais treinados, tratados ou a associacdo de ambos.

Neste contexto, fica evidente que os estudos realizados com EAA tanto em animais
quanto em humanos ainda sao controversos. No entanto, o uso abusivo dos EAA ainda é um
grande problema, refletindo seus efeitos negativos sobre o organismo, em especial sobre o
sistema musculoesquelético, porém neste ultimo, com mecanismos de acdo pouco
esclarecidos e explorados. Assim, este trabalho apresenta importante contribui¢éo a literatura
cientifica, uma vez que houve a preocupacdo em analisar os efeitos do decanoato de
nandrolona associado a um programa de exercicio de carga em trés tenddes diferentes

dividindo-os em regides.

Em um trabalho prévio, Marqueti e colaboradores (2006) mostraram que os EAA e/ou
EAA associado ao exercicio de carga reduziu a atividade de metalopeptidase-2 (MMP-2) em
tenddes calcaneos de ratos, e alterou a estrutura tendinea. Em contra partida, o exercicio de
carga promoveu aumento da atividade da MMP-2 juntamente com adaptagdes estruturais e
funcionais. Este estudo forneceu subsidios fundamentais para estimular o uso desse modelo
experimental adaptado e investigar outras varidveis em diferentes tenddes. As MMPs sdo
endopeptidases dependentes de cdlcio (Ca™) ou zinco (Zn"™) que desempenham um
importante papél na degradacio e remodelamento da ECM (George, Dwivedi, 2004; Ortega et
al., 2004; Collins et al., 2005). A familia de MMPs compreende pelo menos 23 membros nos
seres humanos que sdo reguladas ao nivel da transcricio gé€nica, ativacdo enzimdtica e
inibi¢do por inibidores teciduais de MMPs (TIMP). Em condi¢des normais, as MMPs estio

presentes em niveis baixos, geralmente em forma latente, e sdo ativadas para manter o
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remodelamento fisioldgico do tecido (Mott, Werb, 2004; Jones et al., 2006; Page-McCaw et

al., 2007). A degradacdo do colageno € iniciada no meio extracelular pelas MMPs,

particularmente pela MMP-2 e -9 (Kjer, 2004).

Assim, a principal hipdtese deste trabalho foi a de que o exercicio de carga poderia ser
capaz de modular e adaptar a morfologia, propriedades bioquimicas e biomecéanicas e a
expressdo de genes envolvidos no remodelamento do TC, TFS e TFP. Por outro lado, espera-
se ainda que essa adaptacdo molecular, estrutural e funcional, seja prejudicada pelo uso de
esterdides anabolizantes. Este estudo acrescenta ainda informagdes sobre o comportamento

dessas diferentes regides mediante o exercicio de carga e também em animais sedentarios.

Deste modo, o principal objetivo do presente estudo foi verificar as alteracdes
morfoldgicas, bioquimicas e biomecénicas, bem como avaliar a regulacdo dos principais
genes que atuam no remodelamento do tecido tendineo, nas regides proximal e distal do TC,
proximal, intermediaria e distal do TFS e TFP, quando aplicado exercicio de carga

progressivo e/ou a associacio do esterdide anabdlico decanoato de nandrolona.

1.4 Contextualizacdo do modelo experimental utilizado

O exercicio de salto vertical na dgua utilizado nesse trabalho foi baseado no modelo
proposto por Silva et al., (1999), com algumas modificagdes. Esses autores utilizaram um
programa de exercicio anaerdbio para estudar os efeitos na gordura sérica e tecidual de ratos
alimentados com dieta hiperlipidica. Esse programa consistiu de 4 sessdes de 10 saltos cada,
intercalados por 1 minuto de repouso, cinco dias por semana, em tanques contendo dgua a 32°

+ 1°C, com uma sobrecarga de 50% do peso corporal dos animais. Esses autores encontraram
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que esse tipo de exercicio diminuiu significativamente a gordura tecidual e os niveis séricos

de colesterol no excesso de gordura da dieta.

Cunbha et al., (2005) utilizaram também um modelo de salto semelhante para analisar a
concentragdo de triglicerideos no plasma, o contetido de glicogénio no figado e no musculo
esquelético antes e apds o exercicio, com e sem o uso de EAA (dos esterdides anabdlicos
androgénicos). Eles relataram que houve aumento no conteuido de glicogénio do figado ap6s o
treino o que € importante uma vez que esse 6rgio € responsdvel pela manutengdo da glicemia

durante o exercicio. Ndo houve influéncia da administracdo de EAA nesse parametro.

Nao houve alteracdo no conteido de glicogénio no misculo séleo com o exercicio.
Porém, a administracio de EAA aumentou o conteido de glicogénio nesse musculo. Na
porc¢do branca do musculo gastrocnémio, o qual possui predominantemente fibras musculares
glicoliticas, houve aumento na concentragdo de glicogénio com o exercicio. Eles encontraram
ainda uma reducdo significativa dos niveis de triglicerideos no plasma em resposta ao
exercicio de alta intensidade, sugerindo que a oxidacdo dos 4cidos graxos no periodo de
recuperacdo apds esse tipo de exercicio é provavelmente influenciado pelo baixo contetido de

glicogénio no figado ap6s o treino (Cunha et al., 2005).

Nosso grupo de pesquisa tem adotado esse modelo para analisar as alteracdes em
tenddes e musculos envolvidos nesse tipo de exercicio, concomitantemente, para investigar
também os efeitos da administracdo suprafisiolégica EAA. De acordo com Triplett et al.,
(2009), o salto vertical é muito usado no treinamento de atletas para aumentar a forca
muscular da perna. Além disso, tem a vantagem de ser menos lesivo que o treino em solo.
Ademias, esse modelo faz com que o animal “utilize” os tenddes propostos no estudo,
resultando numa melhor especificidade do treinamento. No caso, o salto com carga requer o

uso dos musculos flexores (posteriores) da pata e seus respectivos tenddes. Assim no primeiro
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trabalho, Marqueti et al., (2006) encontraram um aumento significativo na atividade da
metalopeptidase de matriz (MMP-2) no tendao calcaneo (TC) de ratos que realizaram esse
exercicio (4 séries/10 saltos, 30 segundos de repouso entre as séries, 5 dias/semana, 5
semanas, carga de 50 a 70% do peso corporal do animal). Sabe-se que a MMP-2 é uma das
enzimas dessa familia mais importante para o remodelamento tendineo (Kjaer, 2004). Assim,
e esse achado indicou que em resposta a demanda mecénica do exercicio de carga o TC
mostrou uma boa adaptagdo. Porém, a administracdo de esterdides anabolizantes reduziu a
atividade da MMP-2 no TC acarretando um remodelamento prejudicado. Dessa forma, para
compreender melhor esses achados, um novo estudo foi proposto para avaliar o
remodelamento de trés tenddes diferentes (TC, TFS e TFP) dividindo-os em regides e
associando novamente a administragao de EAA. Nesse trabalho o modelo de salto passou por
pequenas modificagdes em comparacdo com o de Marqueti et al. (2006). Assim, o modelo
consistiu de 4 séries/10 saltos, 30 segundos de repouso entre as séries, 5 dias/semana, 7
semanas, carga de 50 a 80% do peso corporal do animal. Essa proposta deu origem aos
trabalhos apresentados nessa tese. Dois deles ja publicados (Marqueti et al., 2008a, Marqueti
et al., 2008b), um artigo esta submetido (Biomechanical responses of different rat tendons to
nandrolone decanoate and load exercise) e dois manuscritos estdo em fase de redacdo (Analise
morfoldgica de diferentes regides de tenddes de ratos apds exercicio de carga e administracio
de ester6ides anabdlicos androgénicos; Expressdo génica em diferentes regides de tenddes de

ratos submetidos a exercicio de carga associado a administracdo de decanoato de nandrolona).

Paralelo a esse trabalho, outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa foi
desenvolvido com o objetivo de analisar a expressdo génica do VEGF do miisculo séleo de
ratos com a administracdo suprafisiolégica de decanoato de nandrolona, associando ao
exercicio de carga na dgua (Paschoal et al., 2009). Esses autores, relatam que o treinamento de

salto com carga na dgua promoveu aumento na expressdo do RNAm de VEGF, enquanto que
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o salto com carga quando combinado com a administracdo de decanoato de nandrolona, inibe

a expressao do RNAm de VEGF.

Malheiro et al., (2009), recentemente compararam 2 modelos de exercicio (salto
vertical com carga na dgua e corrida em esteira inclinada) e avaliaram a atividade da MMP-2
e histologia nas regides proximal e distal do tenddo calcineo. Na regido proximal a MMP-2-
pro e ativa aumentaram com o salto vertical, mas somente a MMP-2-pro aumentou apds
esteira rolante. Na regido distal, apesar de tanto o salto vertical quanto a corrida aumentarem a
atividade da e MMP-2- pr¢ e ativa, a corrida aumentou a MMP-2 ativa cerca de 11 e 8 vezes
apos 1 e 4 dias de treinamento respectivamente. Os achados histoldgicos mostraram aumento
também da vascularizagdo em resposta aos modelos de exercicios utilizados, bem como da
celularidade e espessura da camada peritendinea no tenddo calcineo de ratos apds 1 dia de

salto vertical e 4 dias de corrida em esteira.

Para compreender melhor como o rato executa o exercicio salto na dgua, foi realizada
a gravacdo de um video. Observamos que quando o animal estd se preparando para saltar
ambas as patas ficam apoiadas no solo com os joelhos em flexdo. De acordo com Komi
(1984) essa postura € importante para que os musculos posteriores da pata (flexores) fiquem
relaxados e armazenem energia eldstica necessdria para a execugdo do salto, esta é chamada
fase excéntrica do movimento. Em seguida, o animal inicia a fase concéntrica, os joelhos se
estendem juntamente com a flexdo plantar. Nesta etapa, o calcaneo é o primeiro a deixar o
solo enquanto os dedos sdo os dltimos. Ocorre uma flexdo dos dedos das patas assim que
deixam o solo por completo (toe-off). Na fase de aterrisagem, os dedos, bem estendidos agora

sd0 os primeiros a tocar o solo seguido pelo calcaneo e por fim toda a pata se acomoda.

Os detalhes do salto podem ser visualizados no site abaixo:

http://www.megaupload.com/?d=IAHECCIU
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2.1 Objetivo geral

¢ Investigar os efeitos do exercicio de carga associado ou ndo ao decanoato de
nandrolona sobre o remodelamento e funcdo do tenddo calcdneo (TC), tendio

flexor profundo (TFP) e tenddo flexor superficial (TFS) de ratos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o remodelamento tecidual pela atividade de MMPs.

® Analisar as propriedades biomecanicas do TC, TFS e TFP.

® Analisar a organizacio tecidual por meio de andlises histoldgicas.

e Avaliar o conteido de coldgeno por meio da dosagem de hidroxiprolina.

® Analisar os efeitos dos EAA sobre a expressdo génica de coldgeno tipo I e III,

MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 e IGF-a

Este trabalho deu origem a 2 artigos ja publicados, 1 manuscrito submetido que

encontra-se na segunda revisdo, além de 2 manuscritos em fase de redagéo.
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Titulo resumido: Exercicio e EAA afetam a atividade da MMP-2 em tenddes.
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Resumo

As metalopeptidades (MMPs) s@o responsdveis pela degradagdo dos componentes da matriz
extracelular e pelo remodelamento tecidual. Para uma melhor compreensdo dos efeitos do
EAA no tenddo de rato, foi analisada a atividade da MMP-2 nas regides proximal e distal do
tenddo calcaneo (TC) e proximal, intermedidria e distal do tendao flexor superficial (TFS) e
tendado flexor profundo (TFP) apds exercicio de carga associada ao EAA. Os animais foram
agrupados em quatro grupos experimentais: animais sedentarios (S); animais sedentdrios com
a administracio de EAA (S + E); animais treinados (T) e animais treinados com a
administracdo de EAA (T + E). A andlise da atividade das MMPs foi realizada por meio da
técnica de zimografia. Ambas as regides proximal e distal do tenddo calcdneo apresentaram
menor concentracdo de MMP-2 e a maior proporcio de MMP-2 na forma ativa. A regido
intermediaria do TFS diferiu (p<0.01) das regides proximal e distal com maior % de MMP-2
na forma ativa no grupo sedentdrio. A propor¢do de MMP-2 ativa diminuiu na regido
proximal do TC. O tratamento com EAA reduziu tanto a concentracdo como a forma ativa da
MMP-2 nas trés regides do TFS e na regido proximal do TC, porém néo houve alteragdo no
TFP. As diferentes respostas relacionadas ao exercicio e ao uso do EAA s@o resultados da

disparidade de metabolismo e recrutamento destas regides tendineas.

Palavras-chave: metalopeptidases de matrix (MMPs), tenddo, esterdides anabdlico-

androgénicos (EAA), treinamento.
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Introducao

Os tenddes sdo estruturas especializadas, responsdveis pela transmissdo das forcas do
musculo para o osso (Carvalho et al., 2000; Ker, 2002; Koob e Summers, 2002; Maganaris e
Paul, 2002; Ritty e Herzog, 2003). Os fibroblastos monitoram a magnitude e a direcdo da
forca (Koob e Summers, 2002), a sintese e manutencio de elementos da matriz extracelular
(MEC), incluindo colageno, proteoglicanos (PGs) e outros componentes (Magnusson et al.,
2003). A maioria dos tenddes € pobre em nimero de células e a forca € transmitida por meio
de uma matriz densa de fibras de coldgeno tipo I, que estdo alinhadas ao longo do eixo de
forca e apoiadas por PGs e outras proteinas ndo colagenosas (Ritty e Herzog, 2003). A
composicdo dos tenddes varia de acordo com vérios fatores, incluindo estdgio de
desenvolvimento, de carga mecanica e envelhecimento (Carvalho, 1995, Carvalho et al.,

2006).

Os tenddes exibem uma variedade de propriedades, como resisténcia a tragao, a lesdo
local e reparo de rupturas, bem como a capacidade de modular a sua composi¢do apds a
aplicagdo da carga mecanica (Carvalho, 1995). Além disso, os tenddes possuem uma regido
fibrocartilaginosa (entese) adaptada para resistir as forgas perpendiculares (Vogel e Koob,
1989). Distintas regides nos tenddes respondem de forma diferente a carga mecénica, o que
incentivou o estudo das propriedades da MEC tendinea (Carvalho e Vidal, 1995; Waggett et
al., 1998). Algumas regides do tenddo tém alta quantidade de glicosaminoglicanos (GAGs), o
que permite a este tecido suportar grandes quantidades de forcas de compressdo (Evanko e

Vogel, 1990).

A manutencdo da integridade da matriz envolve a sintese e degradagcdo dos
componentes da MEC, incluindo coldgeno, glicoproteinas, glicosaminoglicanos e

proteoglicanos (Gonzélez et al., 2002). A expressdo de enzimas proteoliticas € essencial para
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o remodelamento tecidual (Stannard e Bucknell, 1993). As MMPs sdo endopeptidases
dependentes de cdlcio (Ca™) ou zinco (Zn"") que desempenham um importante papél na
degradacgio e remodelamento da ECM (George e Dwivedi, 2004; Ortega et al., 2004, Collins
et al., 2005). A familia de MMPs compreende pelo menos 23 membros nos seres humanos
que sdo reguladas ao nivel da transcricdo génica, ativagdo enzimdtica e inibi¢do por inibidores
teciduais de MMPs (TIMP). Em condicdes normais, as MMPs estdo presentes em niveis
baixos, geralmente em forma latente, e sdo ativadas para manter o remodelamento fisioldgico
do tecido (Mott e Werb, 2004; Jones et al. 2006; McCaw et al., 2007). A degradacdo do
coldgeno ¢ iniciada no meio extracelular pelas MMPs, particularmente pela MMP-2 e -9
(Kjeer, 2004). Um aumento da forma pr6 da MMP-2 foi descrito para em tenddo de homens
trés dias apds a execucdo do exercicio (Koskinen et al., 2004). Além disso, o estiramento

mecanico aumenta a expressido génica das MMPs, resultando em elevados concentragdes de

MMP-2 e MMP-9 no meio intersticial no tecido peritendinoso humano (Kjer, 2004).

Os fibroblastos sintetizam e degradam a MEC nos tenddes, um processo de renovagio
tecidual que € importante na resposta do tecido ao exercicio, carga mecanica e apds lesdo
(Riley, 2005). No entanto, o uso de esterdides anabodlico-androgénicos (EAA) inibe
fortemente este remodelamento tecidual (Marqueti et al., 2006). Doses supra-fisioldgicas de
EAA resultam em alteragdes musculares, 6sseas e do metabolismo tendineo (Pirssinen et al.,
2000). Os EAA sdo usados como ergogénicos por atletas e ndo atletas para melhorar o
desempenho, aumentando o tamanho e a for¢a muscular. Altas concentracdoes de EAA, bem
como o0 seu uso periddico para o aumento de performance podem levar a danos graves e
irreversiveis a diversos orgdos (Maravelias et al., 2005). A combinagdo de EAA e exercicio
induzem alteragdes deletérias no tenddo, como a presencga de displasia fibrilar (Michna 1986;
Michna 1987; Miles et al., 1992; Inhofe et al., 1995; Mottram e George , 2000, Pérssinen et

al., 2000; Bahrke e Yesalis, 2004). Essa alteracdo estrutural resulta em aumento da rigidez do
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tenddo e perda de elasticidade, de modo que tenddo torna-se mais propenso a ruptura (Wood
et al., 1988; Miles et al., 1992; Inhofe et al., 1995; Laseter € Russel, 1991; Evans , 2004). As
injecdes de EAA sdo freqiientemente associadas as rupturas de tenddes (Stannard e Bucknell,
1993) e ligamentos (Freeman e Rooker, 1995). O tratamento com EAA também compromete

a sintese de coldgeno nos musculos e tenddes (Karpakka et al., 1992).

Recentemente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que o remodelamento do tendao
de rato pode ser prejudicado, devido a diminuicdo da atividade da MMP-2, quando dois tipos
de EAA estdo associados (DecaDurabolin e Durateston), com ou sem a associacdo de
exercicio de carga (Marqueti et al., 2006). A MMP-2, também conhecida como gelatinase-A,
ou colagenase tipo IV de 72kDa, pode ser transformada em uma forma ativa de 62kDa. A

MMP-2 regula a integridade da MEC e a composi¢do dos tenddes (Kjer, 2004).

No entanto, as células e componentes da MEC ndo sdo igualmente distribuidos em
diferentes regides dos tenddes. Dessa forma, seria interessante determinar se essas regides sao
afetadas de forma diferente pelo treinamento e / ou pelo tratamento com EAA. Além disso, o
conhecimento da atividade da MMP-2 em diferentes regides do tenddo pode ser dtil na
compreensdo da adaptacdo de longo prazo do tenddo ao exercicio. Portanto, neste trabalho
avaliou-se a presenca de MMP-2 e sua forma ativa nas regides proximal e distal do tenddo
calcaneo (TC), e proximal, intermedidria e distal regides superficial (TFS) e tenddes flexores
profundos (TFP) em ratos, associando EAA e um protocolo de exercicio de salto de alta
intensidade. Os resultados demonstraram que a atividade da MMP-2 em distintas regides do
tenddo é afetada de maneira diferente por estes dois tratamentos e que estes tenddes e suas

regides desempenham papéis distintos na adaptagdo fisioldgicos ao exercicio.
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Material e métodos

Animais: Quarenta ratos (Wistar novergicus albinus, pesando aproximadamente + 200
g, no inicio do experimento) foram agrupados em 4 gaiolas de pléstico, a temperatura
ambiente com luz controlada em ciclo de 12 h (claro escuro). A dgua e a comida foram
administradas ad libitum. Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo
com o guia de pesquisa para o cuidado e utilizagdo de animais de laboratério (National
Research Council, 1996). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo
de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Federal de Sao Carlos, processo n°.

002/2006, parecer 004/2006.

Grupos experimentais: Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais (10 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentdrios sem suplementacdo de
EAA (S), sedentdrio com suplementacdo de EAA (S + EAA), treinado sem suplementagéo de

EAA (T), e exercitado com suplementacdo de EAA (T + EAA).

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a um programa de exercicio
(saltos) em um tubo de plastico 25 centimetros de didmetro, contendo uma quantidade de dgua
equivalente ao dobro do comprimento do corpo do animal, com temperatura constante de 30 +
2 ° C. Apdés a semana de adaptacdo os animais foram submetidos a um protocolo de

treinamento que consistiu de 7 semanas (5-d/semana).

Administracdo de EAA: Os animais receberam Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona,
Organon do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Doses de 5 mg/kg de massa corporal (dose
suprafisioldgica) foram injetadas por via subcutinea na regido dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi andloga a dosagem freqiientemente utilizada por atletas (Pope,

1988). Os grupos experimentais que nao tiveram administracdo de EAA (S e T) receberam um



55

veiculo apenas com 6leo de amendoim e dlcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apés a

semana de adaptacao.

N

Protocolo de treinamento: Para reduzir o estresse, os animais foram adaptados a dgua na
semana pré-treinamento (semana de adaptacdo). Esta adaptacdo consistiu de sessdes de
levantamento de peso (50% da carga de peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em
dgua a 30 + 2 ° C. A sobrecarga foi fixada no peito do animal, usando um colete adequado que
permitia a execucdo dos saltos sem que a vestimenta caisse do corpo do mesmo. O niimero de
séries (2-4) e repeticdes (5-10) foi ajustado diariamente e aumentado gradualmente. Todas as
sessoes sempre foram realizadas no periodo da tarde, apds as 16:00 horas. Apds a semana de
adaptacdo, os animais foram submetidos ao treinamento de saltos, com sobrecarga ajustada de
acordo com o peso corporal do animal, como descrito anteriormente (Cunha et al., 2005;
Marqueti et al., 2006). O protocolo de saltos consistiu de uma primeira semana de
treinamento, em que o animal executou 4 séries de 10 saltos, um periodo de descanso de 30
segundos entre as séries e sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as seis semanas
restantes o treinamento foi executado com o mesmo nimero de séries (4) e saltos (10) e
intervalos de descanso (30 segundos entre as séries), porém, com uma sobrecarga adicional de
5%/semana, chegando a 80% do peso corporal na ultima semana. Todos os animais foram

pesados trés vezes/semana.

Preparagdo do tecido: Apos sete semanas experimentais, uma udltima sessdo de treinamento
foi realizada antes do sacrificio dos animais. O tendao calcidneo (TC), tenddo flexor
superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) foram imediatamente dissecados e
congelados em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. Os tenddes (Fig.1) foram divididos

em regides proximal e distal (para o TC) e proximal, intermedidria e distal (regido para o TFS



56

¢ TFP).

Zimografia de gelatina: As amostras dos tenddes foram tratados como descrito por (Cleutjens
et al. 1995) Os tenddes foram homogeneizadas e incubadas em 0,5 ml de tampao de extracio
(cacodilico acido 10mM pH 5,0; NaCl 0,15 M; ZnCI2 1mM, CaCI2 20mM, NaN3 1,5 mM;
Triton X-100 0,01% [v / v]), a 4 © C por 24 horas. Apés este periodo a solucdo foi
centrifugada (10 min., 13.000xg a 4 ° C). Amostras contendo um pool de cinco regides
individuais de cada tenddo foram concentradas com 10 microgramas de proteinas totais. As
amostras foram resolvidas por eletroforese em gel de policrilamida contendo SDS 10% e
gelatina na concentragdo final de Img/ml. Apds a eletroforese, os géis foram lavados duas
vezes em 2,5% de Triton X-100 para remover o SDS e incubados em tampao de substrato
(Tris-HCI 50mM pH 8,0; de CaCl2 SmM e NaN3 0,02%) a 37 ° C por 20 h. Os géis foram
corados com Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1 ¥2 h e descorados com &cido
acético: metanol: dgua (1:4:5, v: v: v). A atividade gelatinolitica foi visualizada como faixas
claras no gel corado. Os géis foram fotografados com uma Canon G6 Power Shot 7.1 mega
pixels e as médias de intensidade das bandas foram analisadas utilizando o software Gene
Tools. Os dados estdo expressos como a concentragdio da MMP-2 (ou seja, a totalidade da
densidade ptica integrada para a MMP-2 pré-enzima, intermedidria e ativa) e forma ativa da

MMP-2.

A andlise estatistica dos dados: Os resultados foram submetidos aos testes de homogeneidade
(Teste de Levene) e normalidade. Em seguida, foi aplicada andlise de varidncia ANOVA,
seguida pelo teste de Dunnet, comparagdo com o controle (sedentdrios) e pelo teste de Tukey
para detectar as diferencas entre os diferentes grupos. O nivel de significancia minimo

estabelecido foi de 5%. O pacote de software utilizado foi o Minitab 14.1.
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Resultados

A atividade proteolitica das regides proximal, intermedidria e distal do TFS e TFP, e as
regides proximal e distal do TC foram analisadas por zimografia em gel de gelatina SDS-

PAGE (Fig. 2A-C) e quantificadas por densitometria das bandas (Figs. 3 e 4).

Concentracio e atividade da MMP-2: comparacio entre as regioes dos tendoes no grupo

sedentario

Nao houve variagdo na concentragdo total de MMP-2 entre as diferentes regides de cada
tenddo analisados neste estudo nos animais sedentérios (Fig. 3A). No entanto, a % de MMP-2
na forma ativa foi significativamente menor nas regides proximais e distais do TFS em
comparagdo com a regido intermedidria (Fig.3B). A atividade da MMP-2 destas regides do

TFS também foi menor do que a atividade nas regides do TFP e do TC.

Concentracio e atividade da MMP-2 nas regioes do tendao: comparacio entre os grupos

experimentais

Efeito do treinamento: O unico efeito estatisticamente significativo do treinamento (grupo T)
sobre a concentracdo total de MMP-2 foi observado na regido proximal do TFS (Fig. 4a). Por
outro lado, o treinamento aumentou a atividade da forma ativa da MMP-2 em todas as regides
do TFS (embora ndo seja estatisticamente significativa para a regido proximal) (Fig. 4a-c). O
efeito oposto foi observado na regido proximal do TC, onde a atividade da MMP-2 foi
reduzida quando comparado ao grupo S (Fig. 4g). A forma ativa da MMP-2 nas trés regides
da TFP (Fig. 4d-f) e na regido distal do TC (Fig. 4h) ndo se alterou em resposta ao

treinamento.

Efeito do EAA: a administracio do EAA nos animais sedentdrios (S + EAA) reduziu a

atividade da forma ativa da MMP-2 nas trés regides do TFS (Fig. 4a-c). Este efeito também



58

foi observado para a regido proximal do TC (Fig. 4g), sendo que essa regido foi a tinica em

que a concentracdo total de MMP-2 diminuiu em resposta ao tratamento com EAA (Fig. 4g).

EAA associado ao treinamento: Os resultados obtidos com a administracio de EAA associado
ao treinamento (T + EAA) foram semelhantes aos observados apds tratamento dos animais
sedentdrios. Houve uma tendéncia para uma queda da concentracio total de MMP-2 para as
regides proximal, intermedidria e distal de ambos os TFS e TFP (Fig. 4a-f). Uma reducio
significativa foi observada para a forma ativa da MMP-2 nas trés regides do TFS e para a
regido distal da TFP. A regido proximal do TC apresentou comportamento semelhante (Fig.

4g), enquanto a regido distal do TC niao demonstrou diferenca significativa (Figura 4h).

Discussao

As distintas regides dos tenddes estudados no presente trabalho diferem na sua
morfologia e estrutura geral. A regido intermedidria do TFS e a regido distal do TC circundam
extremidades ésseas e sdo, presumivelmente, submetidos a altos niveis de forcas de
compressdo e atrito do que a outras regides do tenddo (Covizi et al., 2001). Estruturalmente, a
regido intermedidria do TFS € achatada e menos flexivel do que a regido proximal e distal
(Covizi et al.,, 2001). Além dessas diferencas estruturais, existem também diferencas no
conteudo de glicosaminoglicanos sulfatados e elastina (Covizi et al., 2001). Assim, a hipdtese
desse estudo foi que as diferentes regides dos tenddes TFS, TFP e TC diferem em sua
resposta a estimulos mecénicos e hormonais, no caso a administracio de EAA. Essas
diferencas sdo provavelmente um resultado da diferenca na morfologia e fisiologia das
regides dos tenddes, bem como do distinto recrutamento dos mesmos durante o exercicio de

salto. No presente estudo, o TFS respondeu mais rapidamente ao exercicio, em uma clara
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associacdo do miusculo flexor superficial dos dedos para saltar, enquanto que a TFP estd

associado com o movimento das partes distais dos digitos.

Tem sido bem demonstrado que o exercicio fisico aumenta a sintese de coldgeno tipo I
no tecido conjuntivo peritendineo do TC em humanos (Kjar, 2004; Koskinen et al., 2004).
Considerando que a concentragéo total da MMP-2 e % de forma ativa foram aumentadas no
TFS em resposta ao exercicio, € possivel considerar que o aumento do remodelamento e do
turnover da MEC estd associado a uma resposta adaptativa dos tenddes ao exercicio. O TFS
também respondeu mais rapidamente ao tratamento com EEA e isso pode estar relacionado
com uma maior densidade de células neste tenddo, em comparacdo com a predominancia da
MEC no TFP e TC. No entanto, mais detalhes sobre a fisiologia destes trés tenddes sdo

necessarios para uma melhor compreensio de suas respostas ao exercicio e tratamento EAA.

O aumento na atividade das MMPs estd associado a degradagdo da MEC e aumento do
remodelamento tecidual (Koskinen et al., 2004; Riley, 2005; Riley et al., 2002). Assim, o
exercicio de carga aumentou significativamente a atividade da MMP-2 no tendéo calcéaneo,
sugerindo que o remodelamento tecidual foi provavelmente aumentado para permitir a

adaptacdo do tenddo em resposta a demanda mecanica (Marqueti et al., 2006).

Marqueti e colaboradores (2006) também demonstraram uma diminui¢ao significativa
na atividade de MMP-2 no TC associado a administragcdo do EAA. Além disso, foi observado
que o somente treinamento aumentou a atividade da MMP, mas este efeito foi inibido quando
o treinamento foi associado a administracdo de EAA. Da mesma forma, no presente estudo, a
associacdo do treinamento ao EAA reduziu a forma ativa da MMP-2 em todas as regides do
TES e na regido proximal do TC, porém ndo foi observada diferenca significativa no TFP.
Dessa forma, esse estudo demonstrou que ha uma evidente diferenga entre as respostas dos

tenddes como um todo e de suas regides especificas ao exercicio e ao tratamento com EAA.
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O presente estudo demonstrou claramente que a adaptacdo dos tenddes e de diferentes
regides a carga mecanica e ao uso do EAA envolve a regulagdo da MMP-2. O treinamento
fisico aumentou a atividade da forma ativa da MMP-2 tendinea, € isso demonstrou uma
ativacdo do remodelamento tecidual. No entanto, o uso do EEA ndo somente causou uma
reducdo de MMP-2, mas também inibiu o efeito do treinamento de salto, o que sugere uma
reducdo do remodelamento do tenddo. Nao estd claro como o EAA modula a ativagdo da
MMP-2. A presenca de elementos andrégenos responsivos (androgen responsive elements-
ARES) no promotor génico da MMP-2 de células humanas (Li et al., 2007) acrescenta
subsidios tedricos a compreensdo de como a expressdao génica da MMP-2 é regulada, e
fornece a explicagdo de que a inducibilidade androgénica ndo é provida pela seqii€ncia
caracteristica cis-regulatoria relacionada a transcrigdo constitutiva (Liao et al., 2003; Yang e
Boyd, 2007). A controvérsia entre a regulacdo da expressa génica da MMP-2 e a regulacio
negativa promovido pelo EAA, como observado no presente trabalho, pode ser explicado por
uma possivel acdo antiinflamatéria do EAA que tanto trans-regula a expressdo de MMP-2 e

previne a migracdo de células inflamatdrias para o tenddo. No entanto, essa hipdtese ainda

precisa ser testada.

Com base nos resultados do presente estudo, tornou-se claro que a administragcdo
abusiva de EAA, em associacdo com o exercicio de carga pode resultar em efeitos colateral
graves, além de comprometer a capacidade do sistema musculo esquelético em se adaptar ao
exercicio de carga. Este efeito nos tenddes é provavelmente um reflexo da resposta anabdlica
atrasada neste tecido em relacdo a alta vascularizagdo e resposta androgénica no musculo

esquelético.
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Figura 1

Figura 1. A) Localizacdo anatdmica tendao calcaneo (TC), tenddo flexor superficial (TFS) e
tenddo flexor profundo (TFP) do membro posterior de ratos, como visto a partir do aspecto
medial. B) Tenddes dissecados mostrando a posicdo correspondente de cada regido. O TFS e
o TFP foram divididos em regides proximal (p), intermediaria (i) e distal (d), e o TC foi
dividido em regides proximal e distal. A regido intermedidria do TFS € achatada e firmemente

fixada ao TC (Adaptado de Covizi et al., 2001).
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Figura 2. Andlise da atividade da MMP-2 no TFS (A), TFP (B) e TC (C) por zimografia em
1% de gelatina-SDS-PAGE (S, T, S + EAA, e T + EAA grupos experimentais; p, proximal, i,

intermediario e d, a regido distal). Os géis foram analisados por densitometria e a atividade foi

expressa em unidades arbitrarias. Os valores foram apresentados pelas médias £ 1DP, p

<0,05. * Diferenga estatisticamente significativa do grupo treinado.
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Figura 3. A) concentracdo da MMP-2 nas diferentes regides do TFS, TFP e TC de animais

sedentdrios determinada pela zimografia. A concentracio da MMP-2 foi determinada

somando-se a densidade 6ptica integrada (DOI) obtida (expressa em unidades arbitrarias) para

as trés bandas (MMP-2 na forma prod, intermedidria e ativa). Os valores foram apresentados

como média + 1DP. Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada entre regides do mesmo

tenddo. B) Variagcao da forma ativa da MMP-2, mensurada pela porcentagem da banda ativa

(62KDa), em diferentes regides. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada na forma ativa

da MMP-2 entre as regides do TFP e TC. A regido intermedidria (I), do TFS apresentou niveis

aumentados na forma ativa da MMP-2, em comparagdo com as regides proximal (P) e distal

(D).
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Figura 4
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Figura 4. Concentracdo da MMP-2 (DOI) e proporcdo da forma ativa (MMP-2 ativa em
porcentagem) obtida (expressa em unidades arbitrarias) em resposta ao treinamento (T),
tratamento com EAA (S + EAA) e tratamento com EAA associado ao treinamento (T + EAA)
nas diferentes regides do TFS (A-C), TFP (D-F) e TC (G e H). Os valores foram
apresentados como média + 1DP. * Diferenca estatisticamente significativa para o grupo
sedentério (S). A ANOVA revelou diferencas na concentragdo da MMP-2 entre os diferentes
grupos experimentais para a regido distal do tendao calcanear (p = 0,048). Teste de Tukey
identificou que esta diferenca foi devido ao tratamento EAA, em comparagdo com o grupo

treinado.
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Resumo

As metalopeptidades de matriz (MMPs) sdo cruciais para o desenvolvimento e manutengdo da
homeostasia tecidual. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade de MMP-2 nos
musculos gastrocnémio, séleo, extensor longo dos dedos (ELD) e tibial anterior (TA) apds o
exercicio de carga associado ao esterdide anabolizante androgénico (EAA). Ratos Wistar
foram agrupados em 4 grupos: sedentério (S); sedentirio com administracdo de EAA (EAA),
treinado, (T) e treinado com administracio de EAA (EAAT). Os grupos exercitados
realizaram 7 semanas de um programa de treinamento de salto em 4gua. O exercicio
aumentou a atividade da MMP-2 no gastrocnémio e s6leo, mas ndo no TA e EDL. O
tratamento com EAA diminuiu a atividade MMP-2 no EDL, em relagdo ao grupo S, sem
alteracdes significativas no gastrocnémio e sdleo. A associagdio do EAA e treinamento
restabeleceram a atividade da MMP-2 no EDL. O treinamento aumentou o turnover tecidual
nos musculos motores primdrios, que por sua vez, responderam de forma diferente ao
tratamento com EAA. Estes dados podem ser tteis para uma melhor compreensdo da

fisiologia muscular sob uso de EAA.

Palavras-chave: metalopeptidases de matriz, musculo esquelético, esterdides anabdlicos

androgénicos, exercicio de carga.
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Introducao

A matriz extracelular (MEC) que envolve as fibras musculares fornece suporte
estrutural, protecdo e manutengdo da integridade funcional muscular [3]. Algumas proteinas
da MEC muscular podem aumentar com o treinamento fisico, [14,15] e a manutengdo dessa
MEC depende de uma variedade de enzimas proteoliticas, como as metalopeptidases de
matriz (MMPs) [21,27]. As MMPs sdo geralmente encontradas em tecidos na isoforma pro-

MMPs [14] e sua expressdo € altamente regulada por fatores de crescimento e citocinas

produzidas durante o remodelamento tecidual [2,18,22,25,26].

A MMP-2 desempenha um papel essencial na proliferacio e diferencia¢do miofibrilar,
na recuperagdo apds lesdo local e na manutencdo da homeostase do tecido conjuntivo [4].
Ap6s a lesdo muscular, as células satélites, que s@o precursoras de células musculares, sdo
ativadas e expressam as MMPs. A ativagcdo da MMP-2 estd relacionada com a regeneragéo de
novas miofibrilas, provavelmente devido a degradacdo do colageno tipo IV da membrana
basal durante a proliferacdo dos mioblastos, migracdo e fusdo [13]. A lesdo muscular induzida
pelo exercicio aumenta a atividade das MMPs, no entanto, a correlagdo entre a intensidade do
exercicio e da atividade de MMP misculo ndo estd bem estabelecida [5]. O exercicio
excéntrico intenso induziu um aumento da atividade das MMPs que é responsdvel pela
degradacdo do coldgeno IV no misculo esquelético [18]. A corrida de baixa intensidade (~
40% do VO’max) ndo alterou a expressao da MMP-2 nos musculos gastrocnémio, séleo e
quadriceps de ratos [5]. Por outro lado, no exercicio de corrida em alta intensidade (70-75%
do VO®max), ocorreu aumento da expressdo da proteina da MMP-2 na por¢ao superficial do

gastrocnémio e quadriceps.

Os esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) tém sido utilizados para aumentar o

desempenho fisico durante o exercicio fisico [12,19,28]. No entanto, o abuso dos EAA por
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longo periodo aumenta o risco de doengas, induz efeitos psicolégicos adversos e promove
lesdo do tendao do musculo esquelético [8,10,20]. Alguns cientistas acreditam que ha um
aumento do risco de lesdes musculos-esqueléticas com o uso de EAA [1,24]. O principal
efeito negativo do uso do EAA parece estar relacionado ao tecido conjuntivo do sistema

musculo-esquelético [28].

Nesse sentido, Marqueti et al. [20] mostraram que exercicio de alta intensidade
associado ao tratamento com EAA, diminuiu significativamente a atividade da MMP-2 no
tenddo de Aquiles de ratos. No entanto, o efeito dos EAA sobre a atividade das MMPs no
musculo esquelético ainda ndo foi descrito. O objetivo do presente estudo foi investigar o
efeito do exercicio de alta intensidade associado ao EAA na atividade de MMP-2 dos
musculos gastrocnémio, séleo, extensor longo dos dedos (EDL) e tibial anterior (TA), os dois
ultimos sdo musculos antagonistas do salto [9]. Esse trabalho demonstrou que estes quatro
tipos de miusculos respondem diferentemente ao mesmo estimulo, portanto, modificando o

remodelamento da MEC muscular de maneira distinta.

Material e Métodos

Animais e grupos experimentais: Quarenta ratos (Wistar novergicus albinus, pesando
aproximadamente + 200 g, no inicio do experimento) foram agrupados em 4 gaiolas de
pléstico, a temperatura ambiente com luz controlada em ciclo de 12 h (claro escuro). A dguae
a comida foram administradas ad [libitum. Todos os procedimentos com animais foram
realizados de acordo com o guia de pesquisa para o cuidado e utilizagdo de animais de
laboratério (National Research Council, 1996). Todos os procedimentos utilizados foram

aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
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Sao Carlos, processo n°. 002/2006, parecer 004/2006. Os ratos foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais (10 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentarios
sem suplementacdo de EAA (S), sedentdrio com suplementacdo de EAA (EAA), treinado sem

suplementagdo de EAA (T), e exercitado com suplementagdo de EAA (EAAT).

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a um programa de exercicio
(saltos) em um tubo de plastico 25 centimetros de didmetro, contendo uma quantidade de dgua
equivalente ao dobro do comprimento do corpo do animal, com temperatura constante de 30 +
2 ° C. Apdés a semana de adaptacdo os animais foram submetidos a um protocolo de

treinamento que consistiu de 7 semanas (5-d/semana).

Administrac@o de EAA: Os animais receberam Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona,
Organon do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Doses de 5 mg/kg de massa corporal (dose
suprafisioldgica) foram injetadas por via subcutinea na regido dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi andloga a dosagem freqiientemente utilizada por atletas (Pope,
1988). Os grupos experimentais que ndo tiveram administracdo de EAA (S e T) receberam um
veiculo apenas com 6leo de amendoim e dlcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apés a

semana de adaptacdo.

Protocolo de treinamento: Para reduzir o estresse, os animais foram adaptados a dgua na
semana pré-treinamento (semana de adaptacdo). Esta adaptacdo consistiu de sessdes de
levantamento de peso (50% da carga de peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em
dgua a 30 + 2 ° C. A sobrecarga foi fixada no peito do animal, usando um colete adequado que
permitia a execucdo dos saltos sem que a vestimenta caisse do corpo do mesmo. O niimero de
séries (2-4) e repeticdes (5-10) foi ajustado diariamente e aumentado gradualmente. Todas as

sessdes sempre foram realizadas no periodo da tarde, apds as 16:00 horas. Apds a semana de
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adaptacdo, os animais foram submetidos ao treinamento de saltos, com sobrecarga ajustada de
acordo com o peso corporal do animal, como descrito anteriormente (Cunha et al., 2005;
Marqueti et al., 2006). O protocolo de saltos consistiu de uma primeira semana de
treinamento, em que o animal executou 4 séries de 10 saltos, um periodo de descanso de 30
segundos entre as séries e sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as seis semanas
restantes o treinamento foi executado com o mesmo nimero de séries (4) e saltos (10) e
intervalos de descanso (30 segundos entre as séries), porém, com uma sobrecarga adicional de
5%/semana, chegando a 80% do peso corporal na tdltima semana. Todos os animais foram

pesados trés vezes/semana.

Preparagao do tecido: Os animais foram eutanasiados por decapitagdo, imediatamente apds a
ultima sess@o de treinamento. Em seguida, os musculos inteiros (gastrocnémio, séleo, TA e
EDL) foram retirados de ambas as patas posteriores. Os musculos foram pesados, congelados

em nitrogénio liquido e armazenado a -84 °C para posterior andlise bioquimica.

Zimografia: As amostras de musculo foram tratadas como descrito anteriormente para extrato
musculare [6]. Cinco amostras (25mg cada) foram agrupadas em um total de 100 mg de
tecido e incubadas em 2 mL de tampdo de extragdo (cacodilico dcido 10mM pH 5,0; NaCl
0,15 M; ZnCI* 1mM, CaCl* 20mM, NaN® 1,5 mM; Triton X-100 0,01% [v / v]), a 4 ° C por
24 horas. Apos este periodo, a solucdo foi centrifugada (10 min., 13.000xg a 4 °C). As
amostras foram concentradas com 20 microgramas de proteinas totais e resolvidas por
eletroforese em gel de policrilamida contendo SDS 10% e gelatina na concentracdo final de
Img/mL. Apds a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes em 2,5% de Triton X-100
para remover o SDS e incubados em tampao de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0; de CaCl*
5mM e NaN’ 0,02%) a 37 ° C por 20 h. Os géis foram corados com Coomassie Blue Brilliant

R-250 (Bio-Rad) por 1 %2 h e descorados com acido acético: metanol: dgua (1:4:5, v: v: v). A
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atividade gelatinolitica foi visualizada como faixas claras no gel corado. Os géis foram
fotografados com uma Canon G6 Power Shot 7.1 mega pixels e as médias de intensidade das

bandas foram analisadas utilizando o software Gene Tools.

A andilise estatistica. Todos os dados foram apresentados como média + erro padrido da média
(EPM). Os resultados foram submetidos aos testes de Homogeneidade (Teste de Levene) e
Normalidade. Todas as varidveis apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade,
assim foi tulizado o ANOVA two-way, (levando em consideracdo as varidveis: exercicio x
EAA) e quando a diferenga apresentada foi significativa, o teste de Tukey foi aplicado para
comparagdes multiplas. Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% (p <0,05). O

software utilizado foi o Statistica ® 6.1.

Resultados

As bandas encontradas em todos os grupos foram 72-62 kDa [3]. Embora as amostras
apresentassem outras bandas de atividade da MMP-2, nesse estudo, foi enfatizada a banda

ativa.

No grupo a EAA, a atividade da MMP diminuiu significativamente no misculo EDL
comparado com os grupos S e EAAT (Figura 1). A atividade da MMP-2 nio se alterou

musculo TA em todos os grupos experimentais (Figura 2).

Os resultados observados para o gastrocnémio (Figura 3) e séleo (Figura 4) foram
semelhantes. Porém, em ambos os miusculos, o treinamento aumentou significativamente o
nivel de atividade de MMP-2 em comparagdo com os grupos S, EAA e EAAT. A atividade da

MMP-2 nos grupos EEA e EEAT foi similar ao grupo S em ambos os musculos.
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Discussao

As MMPs e seus inibidores no musculo esquelético t€m importantes funcdes
fisiologicas na manutencdo da integridade e da homeostasia das fibras musculares e da MEC.
No entanto, ainda pouco se sabe sobre o papel das MMPs no miisculo esquelético. As MMPs
tém um papel regulador no desenvolvimento e crescimento muscular, pois liberam fatores de
crescimento locais, e também sdo importantes no processo de reparo apds lesdo traumética ou
miopatia de desuso [4,13,15]. A atividade da MMP-2 ¢ encontrada em tecidos sob constante
remodelamento [14], e um aumento desta atividade é geralmente indicativo de degradacao da
MEQC, fator fundamental para permitir o crescimento do tecido [16,17]. Uma das MMPs mais
importantes associadas com a fun¢io do musculo esquelético é a MMP-2, também conhecida
como gelatinase A, ou colagenase tipo IV de 72kDa, que pode ser transformada em uma
isoforma ativa de 62kDa. A MMP-2 regula a integridade da MEC e a composi¢do do musculo
esquelético, exercendo um papel essencial na proliferacio e diferenciagdo das miofibrilas, na
regeneracdo das fibras musculares e na manutencdo do tecido conjuntivo [4]. O tecido
conjuntivo tem um papel importante na manuten¢do da forca muscular [14]. Como mostrado
anteriormente, um protocolo de salto na dgua ativada de maneira distinta a MMP-2 em vérios
musculos envolvidos neste movimento. Nossos resultados indicaram um aumento
significativo na atividade de MMP-2 nos miusculos séleo e gastrocnémio apds o treinamento
de carga. Esses miusculos sdo considerados motores primdrios no movimento de salto,
enquanto p EDL e o TA sdo mdsculos antagonistas desse movimento. De fato, nossos
resultados mostraram que o treinamento ndo alterou a atividade da MMP-2 tanto no TA
quanto no EDL. Estes resultados sugerem um maior remodelamento na MEC envolvendo os

principais musculos envolvidos no salto. Por outro lado, o tratamento com EAA aboliu o
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aumento da atividade da MMP-2, sugerindo que o gastrocnémio e séleo foram mais sensiveis

ao EAA do que o EDL.

Tem sido demonstrado que o exercicio de alta intensidade induz um aumento na
atividade da MMP-2 nos miusculos predominante compostos por fibras do tipo I e II [5,11,18].
De acordo com a literatura, o aumento na atividade da MMP-2 foi observada em fibras
musculares predominante tipo I (s6leo) e no tipo II (gastrocnémio), apds o treinamento carga

no presente estudo.

O remodelamento da MEC ¢ influenciado pelo exercicio fisico, e tanto a sintese de
coldgeno quanto a atividade das MMPs aumentam com exercicio de carga [5]. A MMP-2 ¢
expressa em mioblastos, bem como em fibroblastos no tecido muscular normal e tem a sua
expressdo aumentada sob vdrias condi¢des patoldgicas, como inflamag¢do e exercicio
excessivo [18]. Da mesma forma, no tenddo calcineo, o protocolo de treinamento de salto
mostrou um aumento significativo na atividade da MMP-2, sugerindo que o remodelamento
provavelmente foi aumentado com o intuito de permitir o crescimento do tenddo para uma

melhor resposta ao exercicio intenso [20].

Neste estudo prévio foi observado que EAA pode induzir lesdes no tenddo e prejudicar
o remodelamento tecidual por meio da inibi¢do da atividade da MMP-2 [20]. No entanto, o
efeito dos EAA sobre a atividade da MMP muscular ainda ndo foi descrito. O presente estudo
mostrou que os musculos responderam de forma diferente ao tratamento com EAA. A
atividade das MMPs no miusculo TA, gastrocnémio e s6leo ndo se alteraram em comparacio
com o grupo controle, enquanto que a atividade MMP-2 do misculo EDL reduziu
significativamente. Curiosamente, o musculo EDL apresentou resultados diferentes em
comparagdo com os outros musculos analisados. Assim, foi repetido seis vezes a técnica de

zimografia para assegurar a confiabilidade dos resultados. Infelizmente, devido a escassez de
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estudos que avaliaram a MMP-2 no musculo apds a exercicio de salto associado com EAA ¢
dificil explicar os mecanismos responsaveis por essas alteracdes no musculo EDL. Dessa
forma, sugere-se que mais estudos sejam realizados associando a atividade das MMP,
exercicio e o uso do EAA no EDL, pois esses achados sdo de extrema importancia para a drea

de medicina fisica e esporte.

O tratamento com EAA aboliu o aumento na atividade da MMP-2 induzida pelo
exercicio dos musculos primérios envolvidos no salto (gastrocnémio e séleo). Contrariamente,
no musculo antagonista do salto (EDL), o treinamento evitou esse efeito inibitério sobre na
atividade da MMP. Essas alteracdes nao foram observadas no musculo TA. Resumidamente,
o treinamento aumenta a demanda fisioldgica e dessa forma requer um maior remodelamento
tecidual, principalmente nos misculos motores primdrios. O aumento na atividade da MMP-2
induzida pelo exercicio tem um significado bioldgico positivo, fato que estd relacionado com
a regeneracdo muscular. A MMP-2, também exerce importante papel na regulacdo
homeostitica da MEC que, conseqiientemente, contribui para o desenvolvimento da forga
muscular. O aumento na atividade da MMP-2 e 0 aumento do remodelamento da MEC apds o
exercicio de carga é um importante mecanismo fisiolégico de adaptagdo. Contrariamente, a
administracdo de EAA e sua associagdo com o exercicio ndo modifica, ou mesmo reduz a
atividade MMP-2, o que pode comprometer o remodelamento da MEC muscular. Assim, a
inibi¢do na atividade das MMPs e o remodelamento tecidual prejudicado em uma situacdo de
alta demanda fisioldgica, pode levar a perda da funcionalidade e acarretar lesdo no tecido

muscular.
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Figura 1. Andlise da atividade da MMP-2 no extrato do musculo EDL por meio de
zimografia em gel de gelatina 1%-SDS-PAGE. Cada banda representa um pool de amostras (n
= 5; 25mg/amostra; 20pg de proteina de cada grupo) de diferentes grupos de animais. Antes
de corar com Coomassie, o gel foi incubado por 20 horas em tampdo de substrato, a 37 °C. Os
géis foram analisados por densitometria e a atividade da banda de 62 kDa foi expressa em
unidades arbitrdrias. Os valores foram apresentados por media + erro padrio da média, p
<0,05. * Diferencas significativas em comparacio com o grupo S. # Diferencas

estatisticamente significativas entre EAA e grupos EAAT.
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Figura 2
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Figura 2. Anélise da atividade da MMP-2 no extrato do musculo TA por meio de zimografia
em gel de gelatina 1%-SDS-PAGE. Cada banda representa um pool de amostras (n = 5;
25mg/amostra; 20pg de proteina de cada grupo) de diferentes grupos de animais. Antes de
corar com Coomassie, o gel foi incubado por 20 horas em tampao de substrato, a 37 °C. Os
géis foram analisados por densitometria e a atividade da banda de 62 kDa foi expressa em
unidades arbitrdrias. Os valores foram apresentados por media + erro padrdo da média, p

<0,05.
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Figura 3
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Figura 3. Anidlise da atividade da MMP-2 no extrato do musculo gastrocnémio por meio de
zimografia em gel de gelatina 1%-SDS-PAGE. Cada banda representa um pool de amostras (n
= 5; 25mg/amostra; 20ug de proteina de cada grupo) de diferentes grupos de animais. Antes
de corar com Coomassie, o gel foi incubado por 20 horas em tampao de substrato, a 37 °C. Os
géis foram analisados por densitometria e a atividade da banda de 62 kDa foi expressa em
unidades arbitrdrias. Os valores foram apresentados por media + erro padrdo da média, p
<0,05.* Diferencas significativas em comparacdo com o grupo S. # Diferencas

estatisticamente significativas entre EAA e grupos EAAT quando comparado com o grupo T.
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Figura 4
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Figura 4. Andlise da atividade da MMP-2 no extrato do miusculo séleo por meio de
zimografia em gel de gelatina 1%-SDS-PAGE. Cada banda representa um pool de amostras (n
= 5; 25mg/amostra; 20ug de proteina de cada grupo) de diferentes grupos de animais. Antes
de corar com Coomassie, o gel foi incubado por 20 horas em tampéo de substrato, a 37 °C. Os
géis foram analisados por densitometria e a atividade da banda de 62 kDa foi expressa em
unidades arbitrarias. Os valores foram apresentados por media + erro padrio da média, p
<0,05.* Diferencas significativas em comparacido com o grupo S. # Diferencas

estatisticamente significativas entre EAA e grupos EAAT quando comparado com o grupo T.
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Resumo

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) tém sido associados com o aumento da
incidéncia de ruptura em tenddes. O objetivo deste estudo foi comparar as propriedades
biomecéanicas do tenddo calcaneo (TC), tenddo do musculo flexor superficial (TFS) e tenddo
flexor profundo (TFP) em ratos e também determinar o efeito do EAA em associacdo com
exercicio de carga (7 semanas de salto em dgua).Ratos Wistar foram divididos em quatro
grupos experimentais: sedentério (S), treinados (T), tratados com EAA (5 mg/kg de peso
corporal, duas vezes por semana) (EAA) e animais tratados com EAA e treinados (EAAT).

Ensaios mecénicos mostraram que o TC diferiu do TFP e TFS, que apresentaram
propriedades mecanicas semelhantes. No TC o exercicio de salto promoveu uma “toe region”
mais prolongada, aumentou da resisténcia a carga tensional e reduziu o moédulo de
elasticidade, caracteristicas de um tenddo eldstico capaz de armazenar energia. O EAA
originou um tenddo menos complacente, e os efeitos foram reforcados pela associacdo de
ambos, EAA e treino. O TFP foi o mais afetado pelo treinamento, EAA, e a interacdo de
ambos, provavelmente devido o envolvimento dos dedos na etapa toe-off do salto, o que
sugerimos estar relacionada com a rdpida transmissdo de forca mais que a funcdo de estocar
energia. Em conclusdo, os tenddes se adaptaram de forma diferente ao exercicio, mas
responderam igualmente ao EAA, demonstrando flexibilidade reduzida, o que € sugerido para

0 aumento do risco de ruptura do tenddo em consumidores de EAA.

Palavras-chave: decanoato de nandrolona, teste biomecénico, propriedades material,

exercicio de carga.
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Introducao

Os tenddes sdo estruturas especializadas, responsdveis pela transmissdao das forgas
do musculo para o osso (Carvalho et al., 2000). A interacdo dindmica entre musculo e tenddo
influencia a transmissdo de forca (Magnusson et al. 2008; Benjamin et al. 2008), e como
resultado, as propriedades mecanicas dos tenddes podem se modificar, dependendo do seu
nivel de utilizacdo (Reeves, 2006). Os tenddes possuem fungdes especializadas dependendo
da sua localizagdo anatdmica e relagdo com outras estruturas. Além disso, eles apresentam
uma variagdo notdvel nas propriedades morfoldgicas, moleculares e mecénicas, as quais estao
relacionadas as suas funcdes (Birch, 2007). Alguns tenddes se dobram ao redor das
articulagdes ou dos ossos e sdo adaptados as forcas de friccdo e de compressio,
desenvolvimento regides especializadas no que se refere aos componentes da matriz

extracelular e metabolismo (Carvalho & Vidal, 1995; Esquisatto et al., 2007).

O exercicio modifica a morfologia e a organizacdo das fibras coldgenas, resultando em
tenddes com maior resisténcia a tragdo (Woo et al., 1980; Vilarta, Vidal, 1989). Os tenddes
apresentam maior drea transversal e resisténcia a tragdo, bem como aumento da sintese de
coldgeno tipo I em resposta ao treinamento fisico (Woo et al., 1980). Foi demonstrado que os
tenddes flexores digitais de ratos treinados por uma semana com corrida em esteira aumentam
0o ndmero e o espessamento das fibras coldgenas (Wang, 2006). Por outro lado, as
propriedades estruturais do tenddo calcaneo de coelho nio foram afetadas apds 40 semanas de
treinamento (Viidik, 1967). Além disso, o treinamento em esteira de alta intensidade ndo
influenciou a 4drea de seccdo transversa do tenddo de Aquiles de cavalos apds 5 meses,
enquanto que 18 meses promoveu em um aumento de 14% (Birch et al., 1999). Apesar destes
resultados conflitantes e da escassez de estudos sobre os efeitos do treinamento de longa

duracdo sobre a resisténcia a ruptura dos tenddes, os estudos disponiveis sugerem uma

correlacdo entre o aumento da forga dos tenddes e da rigidez, com o treinamento de longa
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duracdo (Buchanan & Marsh, 2002, Koongsgaard et al., 2007; Couppé et al., 2008). Além
disso, as forcas geradas pelos musculos durante atividade fisica intensa pode ultrapassar a

capacidade de transmiss@o de forca do tenddo e levar a ruptura ou degeneracdo (James et al.,

2008).

O uso de esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) tem efeitos nocivos sobre o
sistema musculotendineo e aumenta o risco de ruptura do tenddo (Battista et al., 2003). Além
disso, a ruptura do tenddo tem sido associada ao abuso dos EAA em alguns casos (Kramhgft
& Solgaard, 1986; Stannard et al., 1993; Visuri, Lindholm, 1993; Evans, 1998). Os dados
experimentais em modelos animais sugerem que os esterdides alteram as propriedades
biomecanicas dos tenddes (Evans, 1998) e que a sua combinagdo com o exercicio aumenta o
risco de lesdo do tenddo (Visuri & Lindholm, 1993). Os tenddes ndo aumentam a sua
resisténcia a tracdo como os musculos durante o treinamento e dessa forma, estdo mais
susceptiveis a ruptura (Battista et al., 2003; Maravelias et al., 2005). O tenddo flexor
digitorum longus de camundongos tratados com EAA e submetidos a corrida em esteira
rolante (10 semanas), mostrou uma mudanga significativa na distribui¢do do diametro das
fibrilas de coldgeno e um alinhamento menos organizado das fibras coldgenas, o qual estd
relacionado a reduzida resisténcia a tracdo e um tenddo mais propensos a ruptura (Michna,

1987). A associagdo dos EAA e exercicio resultou em alteragdes morfoldgicas na jungdo mio-

tendinea com maior freqiiéncia de sua ruptura em seres humanos (Laseter & Russel, 1991).

O mecanismo de acdo do EAA nos tenddes ainda ndo é totalmente conhecido.
Marqueti e colaboradores, (2006) mostraram que o EAA reduz a atividade das
metalopeptidases de matriz-2 (MMP-2) em animais submetidos ao exercicio de salto vertical,
prejudicando o remodelamento do tendao, o qual pode ser definido com um fator de risco para
lesdes do tenddo calcineo. No entanto, considerando a detalhada andlise anatOmica e

diferencas regionais no tendao calcaneo (TC), tenddo flexor superficial (TFS) e tenddo flexor
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profundo (TFP) (Covizi et al., 2001), nés encontramos variacdes regionais na atividade da

MMP-2 em resposta ao exercicio e esterdides anabdlicos (Marqueti et al., 2008).

Com base nos resultados prévios em nosso laboratdrio, formulamos a hipétese que
essas variacoes resultam das diferencas fisiologicas de cada tenddo e da capacidade de se
adaptar aos movimentos necessarios para realizar um determinado exercicio, que por sua vez,
refletem as diferentes func¢des especializadas em movimentos dos membros inferiores. Além
disso, especulamos que as variacdes relatadas na MMP-2 podem correlacionar a habilidade
dos tenddes em se adaptar ao exercicio e/ou tratamento com esterdides anabdlicos. Por isso,
realizamos um estudo que consistiu em caracterizar as propriedades biomecénicas do TC,

TFS, e TFP e suas variacdes em resposta ao exercicio de salto e administracdo de EAA.

Material e métodos

Animais: Vinte e seis ratos (Wistar novergicus albinus, pesando aproximadamente + 200 g,
no inicio do experimento) foram agrupados em 4 gaiolas de plastico, a temperatura ambiente
com luz controlada em ciclo de 12 h (claro escuro). A 4gua e a comida foram administradas
ad libitum. Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com o guia de
pesquisa para o cuidado e utilizacdo de animais de laboratério (National Research Council,
1996). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sao Carlos, processo n°. 002/2006,

parecer 004/2006.

Grupos experimentais: Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(6 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentarios sem suplementacdo de EAA (S), sedentirio
com suplementacdo de EAA (EAA), treinado sem suplementacdo de EAA (T), e exercitado

com suplementacdo de EAA (EAAT). Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a
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um programa de exercicio (saltos) em um tubo de pldstico 25 centimetros de diametro,
contendo uma quantidade de dgua equivalente ao dobro do comprimento do corpo do animal,
com temperatura constante de 30 £ 2 ° C. Apés a semana de adaptacdo os animais foram

submetidos a um protocolo de treinamento que consistiu de 7 semanas (5-d/semana).

Tratamento com EAA: Os animais receberam Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona,
Organon do Brasil, Sao Paulo, Brasil). Doses de 5 mg/kg de massa corporal (dose
suprafisiolégica) foram injetadas por via subcutinea na regiao dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi andloga a dosagem freqiientemente utilizada por atletas (Pope,
1988). Os grupos experimentais que nao tiveram administracdo de EAA (S e T) receberam um
veiculo apenas com 6leo de amendoim e dlcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apds a

semana de adaptacao.

Protocolo de treinamento: Para reduzir o estresse, os animais foram adaptados a dgua na
semana pré-treinamento (semana de adaptacdo). Esta adaptacdo consistiu de sessdes de
levantamento de peso (50% da carga de peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em
dgua a 30 + 2 ° C. A sobrecarga foi fixada no peito do animal, usando um colete adequado que
permitia a execucdo dos saltos sem que a vestimenta caisse do corpo do mesmo. O niimero de
séries (2-4) e repeticdes (5-10) foi ajustado diariamente e aumentado gradualmente. Todas as
sessdes sempre foram realizadas no periodo da tarde, apds as 16:00 horas. Apds a semana de
adaptacdo, os animais foram submetidos ao treinamento de saltos, com sobrecarga ajustada de
acordo com o peso corporal do animal, como descrito anteriormente (Cunha et al., 2005;
Marqueti et al., 2006). O protocolo de saltos consistiu de uma primeira semana de
treinamento, em que o animal executou 4 séries de 10 saltos, um periodo de descanso de 30
segundos entre as séries e sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as seis semanas

restantes o treinamento foi executado com o mesmo nimero de séries (4) e saltos (10) e
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intervalos de descanso (30 segundos entre as séries), porém, com uma sobrecarga adicional de
5%/semana, chegando a 80% do peso corporal na ultima semana. Todos os animais foram
pesados trés vezes/semana. A profundidade da dgua e a sobrecarga constituiram barreiras para
impedir que os ratos utilizassem suas caudas para auxiliar na atividade de salto. Algumas
sessdes de treinamento foram gravadas com uma camera de alta velocidade (Cannon, HV20),

para analisar o movimento a 30 frames por segundo.

Preparagdo do tecido: Apés 7 semanas do experimento, os animais foram sacrificados
imediatamente apds a ultima sess@o de treinamento. O tendao calcaneo (TC), tenddo flexor
superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) foram imediatamente da pata direita
posterior e colocados em soro fisioldgico para evitar a secagem. Todo o procedimento para o
ensaio mecanico foi realizado a temperatura ambiente (Crevier et al., 1996; Schechtman e

Bader, 1997; Carpenter et al., 1998; Benevides et al., 2004).

Teste mecdnico: O comprimento e a drea de sec¢do transversa (mm?) foram determinados
através do calculo dos valores médios obtidos de trés diferentes partes da regido de interesse
para cada tendio, utilizando-se paquimetro digital (Digimess, Stainless Steel, USA) antes do
teste. Os tenddes foram fixados a um suporte mecanico por meio de garras especiais fixando
as regides proximal e distal dos trés tenddes. Um filtro de papel foi envolvido nas regides de
contado dos tenddes com as garras para protegé-los de lesdes macroscépicas e evitar deslize
dos mesmos durante os ensaios (Probst et al., 2000). Um aparelho Instron (modelo 5500R) foi
utilizado para o teste. Cada tendao foi submetido a um aumento gradual da carga, a uma taxa
de deslocamento constante de 20 mm/min utilizando uma célula de carga de 0,5 kN
(Tohyama, Yasuda, 2000). Os dados foram utilizados para a construcdo das curvas forga-x-
deslocamento, a partir do qual a curvas tensdo X deformac@o foram derivadas.Com base
nestas curvas, os parametros seguintes foram calculados: (a) deslocamento até a carga

maxima, (b) tensdo, (c) deformacdo, e (d) modulo de elasticidade, de acordo com Nakagaki et
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al., (2007). A érea da sec¢do transversa foi uma apresentada de acordo com os efeitos do
exercicio de carga, do EAA, ou a combinagdo dos dois, sobre as propriedades estruturais dos
tendoes.

A andlise estatistica: Os dados foram apresentados como média + Erro Padrio da Média
(EPM). A andlise estatistica foi feita inicialmente pelo teste de Shapiro-Wilk para a
normalidade e o teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas as variaveis
apresentaram distribui¢do normal e homocedasticidade e, portanto, a uma ANOVA seguida de
andlise multipla pareada de Tukey foi utilizada para comparagdes entre os tenddes e a
ANOVA two way foi utilizada (levando em consideragdo as varidveis intervenientes T x
EAA), seguido do teste post-hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas. Em todos os
célculos, um nivel de significancia critica de 5% (p <0,05) foi corrigido. O software utilizado

foi o Statistica 6.1.

Resultados

Salto vertical

Niao ha informacdo disponivel sobre a cinética de saltos verticais em ratos. Assim, os saltos
foram registrados com uma camera digital de alta velocidade. As imagens foram separadas
em periodos de tempo (0,03 s), e utilizadas para determinar as principais caracteristicas do
movimento que poderia ajudar a compreender a participacdo do CT, TFP, e TFS, na fase
ascendente do salto. A Figura 1 mostra uma série de tempo no qual as setas foram atribuidas a
posicdo das coxas, perna, pé e dedos. O takeoff foi integrado em 0,3 s (10 frames). O
movimento foi dividido em trés grandes etapas sobrepostas: (1) extensdo da perna, (2)

extensdo plantar, e (3) toe-off. A extensdo das pernas continuou do inicio do movimento até o
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takeoff. A extensdo plantar ocorreu na segunda metade do movimento, e o foe-off foi
particularmente rapido, gastando apenas um periodo de tempo (cerca de 0,03 s).
Propriedades biomecéanicas do TC, TFS e TFP (comparacdes entre os tendées do grupo
sedentario)

A Figura 2 mostra o modelo da curva tensdo-deformagéo obtida para cada tendao no grupo S.
Os TFS e TFP mostraram propriedades mecanicas semelhantes, ao contrario do TC que
apresentou propriedades diferentes de ambos. As diferencas no perfil da curva indicaram que
o TC acomodou menos energia e resistiu a carga tensional mais rapidamente do que o TES e
TFP no grupo sedentirio. A andlise das propriedades materiais dos trés tenddes mostrou que o
TFS e o TFP foram semelhantes entre si e diferiram do TC, considerando-se o deslocamento
com a carga maxima (Fig. 3A), estresse (Fig. 3B), tensdo (Fig. 3C) e o mddulo elastico (Fig.

3D).

Efeito do treinamento, EAA e do treinamento associado ao EAA nas propriedades

estruturais e biomecanicas do TC, TFS e TFP

A Figura 4 mostra um modelo (medias) das curvas tensdo-deformagfo obtidas para os trés
tenddes nas diferentes condicdes experimentais, e as tabelas I e II mostram os dados
numéricos e a andlise estatistica, respectivamente. A estatistica apresentada na Tabela II
indica que o TFP foi o mais afetado pelo exercicio e o tratamento com EAA e pela interacio

entre os dois fatores, nas atuais condi¢des experimentais.
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Tendao calcineo

O TC apresentou uma toe region mais longa e alcangou uma maior deformacio em resposta
ao exercicio de salto (Fig. 4). Considerando que a administracdo de EAA teve pouco efeito
sobre o perfil geral da curva tensdo-deformacéo, a sua administragdo comprometeu a curva
gerando mudancas quando associado ao treinamento de salto.A drea de se¢fo transversa do
TC foi reduzida em resposta ao EAA, mas ndo em resposta ao treinamento de salto isolado
(T) ou T associado com EAA (EAAT) (Tabela I e II). Na verdade, o TC foi muito resistente
aos efeitos do treinamento, do EAA e do treinamento associado ao EAA (EAAT) com relacio
ao deslocamento até a carga maxima, tensdo e deformacgdo. No entanto, foi observada uma
tendéncia de reducdo para o modulo eldstico em resposta ao treinamento, o qual foi
negativamente modulado nos grupos EAA e EAAT. A diminui¢do significativa da

deformacio foi observada para o EAA e EAAT em comparacdo com o grupo T.

Tendao flexor superficial

Ao contrdrio do que foi observado para o TC, o TFS mostrou uma “toe region” mais curta em
resposta ao treinamento (Fig. 4B). Como mencionado acima, o TFS foi o menos afetado pelo
treinamento, EAA, ou a combinagdo de ambos(Tabelas I e II). Como julgado pelos dados
experimentais, os tnicos pardmetros afetados foram a redugéo na drea de sec¢do transversa e

0 aumento do médulo de elasticidade no grupo de EAAT.

Tendao flexor profundo

O padrdo geral das curvas de tensdo-deformacao foi semelhante para o TFS e TFP, mas o TFP
foi capaz de resistir maior tensdo nos grupos T e EAA (Fig. 4C). Por outro lado, EAA
associado ao treinamento (EAAT) resultou em um tenddo mais fraco e menos flexivel

(Tabelas I e II). Ao contrdrio do TC e o TFS, a TFP mostraram uma reduzida area de secio
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transversa em resposta ao T, EAA, ou EAAT. O EAA mostrou um efeito menos evidente do
treinamento.O TFP mostrou uma redugdo no parametro deslocamento até carga maxima no
grupo EAAT, mas ndo nos grupos T e EAA. Por outro lado, o treinamento causou um
aumento da tensdo, enquanto EAA sozinho ndo causou nenhum efeito, e a associacdo a
administracdo de EAA (EAAT) reverteu o efeito do exercicio e o tenddo apresentou uma
menor resisténcia a tensdo. A tensdo s foi afetada no grupo EAAT. Surpreendentemente,
enquanto o T e o EAA resultaram em um aumento no médulo de eldstico, a combinacdo de

exercicio de carga e EAA restauraram esse valor para os niveis do grupo controle no TFP.

Discussao

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que investiga os efeitos da carga mecanica
resultante do exercicio de salto combinado com EAA sobre a biomecanica do TC, TFS e TFP.
Os resultados demonstraram que (1) as caracteristicas biomecanicas do TC e (2) sua resposta
ao exercicio de salto sdo diferentes das caracteristicas dos TFS e TFP, e que (3) EAA
provocou um desvio a esquerda na curva tensdao-deformacdo para os trés tenddes, e (4) seus
efeitos foram amplificados com a associagdo simultdnea do exercicio. Além disso, a andlise
estatistica mostrou que o TFP foi o mais afetado pelo treinamento e EAA, e pela interacio
desses dois fatores.

A andlise do movimento envolvido no salto vertical em ratos revelou que, de forma
semelhante aos seres humanos, a extensdao da perna (pela acdo do musculo quadriceps) e
extensdo plantar (pela acdo dos musculos séleo e gastrocnémio) correspondem a fase lenta do
movimento e da maior parte da carga durante o salto, enquanto que a fase foe-off é rapida e
estd menos associada com o gasto de energia necessdria para a “decolagem” take off. Mesmo
que ndo tenhamos avaliado o armazenamento de energia no presente estudo, supomos que a

extensdo da perna e a extensdo plantar armazenem energia para executar o salto, enquanto o
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toe-off € uma etapa rapida e depende mais da velocidade do que do armazenamento de
energia, e é provavel que esteja associado com o equilibrio e a direcio do movimento. Além
disso, o trabalho experimental é necessdrio para desenvolver essas idéias, que se forem
provadas verdadeiras, poderiam explicar as diferengas entre os tenddes em sua resposta ao
exercicio salto

As fibras do tenddo assumem uma configuracdo de repouso, ou acomodacdo,
tipicamente representada na curva tensido-deformacdo que € a foe region de modo que uma
pequena tensdo exercida no tenddo é capaz de alongar essa regido inicial, ou seja, o
alongamento das ondulagdes das fibras em resposta a uma leve tensdo. As fibras alinhadas
resistem a deformacdo adicional que resulta na inclinac¢do da curva tensdo-deforma¢do em um
segmento linear. Nesta regido linear, o tenddo é alongado menos de 4% e as fibras de
coldgeno se tornam progressivamente mais orientadas na dire¢do da carga, aumentando a
rigidez do tenddo. Até este estdgio, a deformacdo do tenddo é reversivel. Se um tenddo é
alongado acima de 4%, ocorre o rompimento de fibras do tenddo (Devkota & Weinhold
2003); a falha macroscépica ocorrerd em cerca de 8-10 % da deformacio, resultando em
ruptura do tenddo (Wang 2006, Rees et al. 2006).

O TC diferiu do TFP e TFS com relagcdo ao padrdo das curvas tensdo-deformacéo e
parametros biomecanicos dos animais sedentdrios. O TC mostrou menor deslocamento até a
carga maxima e maior médulo de elasticidade. Curiosamente, a resposta do TC para o
exercicio de salto também foi diferente daquela mostrada pelo TFP e TFS. Considerando que
a curva tensdo-deformacio obtidos para o TC mostrou um deslocamento para a direita e uma
longa toe region em resposta ao treinamento, as curvas encontradas para o TFP e TFS
mostraram um desvio a esquerda. Esses parAmetros sdo na maior parte qualitativos, mas
mostram que o TC se tornou mais eldstico, com uma longa foe region e reduzido médulo

eléstico, coerente com a idéia de que este tenddo atua em conjunto com os musculos para
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armazenar energia para saltar. A adaptabilidade e a flexibilidade do TC tém sido consideradas
caracteristicas importantes para alcancar a efici€ncia ideal para atividades esportivas
(Lichtwark & Wilson, 2007). E possivel que a menor fragio de trabalho realizada pela
unidade sdleo-gastrocnémio durante o salto e a flutuacdo na dgua (mesmo na presenga da
sobrecarga imposta pelo peso adicional) minimizou os efeitos observados e comprometeu a
significincia estatistica dos dados.

A andlise estatistica demonstrou que a TFP é o mais afetado pelo exercicio, EAAT, e
pela combinacdo dos dois e isso deve ser por causa de seu envolvimento no movimento toe-
off. Como mencionado anteriormente, esse movimento é caracterizado pela velocidade (em
vez de armazenamento de energia), e poderia ser o principal fator responsdvel pelo
comportamento diferente observado do TC e TFP, em resposta ao treinamento. O TFS ¢
provavelmente apenas minimamente recrutado durante o salto.

O treinamento fisico pode aumentar o contetido de coldgeno e resultar em hipertrofia
do tendao (Kjaer et al., 2005; Wang, 2006; Nakagaki et al., 2007). No entanto, o exercicio de
salto levou a uma diminuicdo da drea se seccdo transversa do TFP, o que sugere que o
treinamento pode aumentar a capacidade do tenddo em suportar carga, mesmo sem um
aumento na drea se sec¢do transversa.

Sommer (1987) relatou que 16 semanas de corrida resultou em um aumento de 40% na
area de secgdo transversa do TC de rato com o treinamento de alta intensidade, enquanto que
o treinamento de resisténcia de baixa intensidade nao alterou a drea transversal do tenddo. J4 a
maior drea de seccdo transversa no tenddo de corredores treinados (treinamento durante 5
anos, com 80 km/semana), sugere que a exposi¢do cronica a cargas repetitivas resulta em
hipertrofia do tecido (Rosager et al., 2002). Outro estudo relatou que o treinamento de corrida

de curta durag@o reduziu a espessura do tenddo (Shadwick, 1990). Portanto, 7 semanas de
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regime de treinamento utilizado no presente estudo parece ser moderado em comparacdo com
outros tipos de exercicios que resultaram em marcado espessamento dos tenddes.

Apesar das diferencgas entre o TC e TFP (e TFS) com relacio a adaptacgio ao exercicio
discutido acima, os trés tenddes responderam qualitativamente da mesma forma para os
grupos EAA e EAAT. Os trés tenddes apresentaram capacidade reduzida em acomodar carga
tensional inicial (ou seja, diminuida foe region), reduzida capacidade para resistir a tensdo (ou
seja, diminuida deformagcdo médxima), e reduzida deformabilidade (ou seja, aumento médulo
de elasticidade) nos grupos EAA e EAAT.

Mais importante ainda, a administracio de EAA reverteu o efeito do treinamento no
TC. E importante ressaltar que o médulo de elasticidade foi significativamente maior no
grupo de EAAT mesmo para o TFS, que foi menos afetado pelo exercicio ou EAA sozinho.
Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que mostram que os efeitos dos EAA
sdo reforgados pelo treinamento simultaneo, resultando em tenddes que absorvem menos
energia e falham com menor alongamento (Miles et al., 1992; Inhofe et al., 1995), mesmo
utilizando protocolos que diferem em natureza (salto vs corrida), intensidade (dgua vs solo) e

duracdo. Em conjunto, essas alteragdes sugerem que a perda de flexibilidade é um fator
importante que contribui para o elevado risco de ruptura do tenddo durante o treino em
consumidores de EAA.

Buchanan e Marsh (2002) sugeriram que modificagdes nas propriedades mecanicas
ndo sdo uma tentativa do tendio para aumentar a forca e, assim, suportar maiores cargas, mas
sim uma estratégia para resistir aos danos causados por fadiga do material. Esta estratégia
deve incluir o aumento no remodelamento do tecido. O furnover da matriz extracelular nos
tenddes ¢é influenciado pela atividade fisica, pela demanda de oxigénio e fluxo sangiiineo,
pelas modificacdes na da sintese de coldgeno e pela atividade da metalopeptidases de matriz

em resposta a carga mecanica (Buchaman & Marsh 2001; Marqueti et al., 2008).
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E interessante notar que as diferengas observadas nas propriedades biomecanicas dos
tr€s tenddes em resposta ao treinamento coincidiram com os efeitos opostos sobre o contetido
da forma ativa da MMP-2: o TC mostrou uma diminui¢do da quantidade de MMP-2 ativa,
enquanto a TFP e SFT apresentaram quantidades aumentadas da forma ativa desta enzima.
Por outro lado, os trés tenddes se comportaram igualmente no grupo EAA e EAAT, com
flexibilidade reduzida e correspondente reducdo do conteido da forma ativa da MMP-2
(Marqueti et al., 2008).

Os presentes resultados permitem a distincdo de dois tipos de adaptabilidade do
tenddo. Os tenddes podem se tornar mais flexiveis (ou elasticos) (como o TC) ou tornarem-se
mais rigidos (como o TFP e TFS), dependendo da fun¢do desempenhada pelo musculo
correspondente durante os movimentos necessdrios. Isso confirma a hipdtese de que
diferentes tenddes possuem fungdes distintas em um conjunto de movimentos, modulando o
remodelamento da matriz extracelular e adaptagdo as novas demandas fisioldgicas.
Considerando que a capacidade de suportar carga e modular a elasticidade sdo caracteristicas
inerentes aos tenddes e que essas propriedades sdo adaptadas de forma diferenciada pelo
exercicio, o EAA promoveu efeitos negativos aumentando a rigidez do tendao (ou seja, menor
elasticidade e capacidade de resistir a carga) e o comprometendo a capacidade de se adaptar a
diferentes movimentos e rotinas de treinamento. Além disso, 0 uso abusivo e indiscriminado
dos EAA em associagdo com o treinamento comprometeu a capacidade do tenddo de se
adaptar individualmente para exercicios complexos, colocando-os em maior risco de ruptura.
Resumindo, o uso descontrolado dos EAA durante o treinamento de alta performance

compromete a fungcdo do tendao e o risco de ruptura é um preco demasiado alto a pagar.
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Perspectivas

Em estudos futuros, seria muito interessante analisar as propriedades mecanicas em
diferentes protocolos de exercicio, tais como o exercicio em esteira rolante, escalada, salto em
solo, pois os efeitos do impacto podem ser minimizados em exercicios aquaticos, como o
usado neste estudo. Além disso, diversas doses ou a associagdo de 2 ou 3 diferentes EAA
também poderiam ser estudadas. Ainda, seria muito importante avaliar diferentes
metodologias de ensaios mecénicos, tanto nos tenddes e como nos musculos relacionados
anatomicamente com esses tenddes, ndo apenas para melhorar a compreensdo da efici€éncia

mecanica no complexo mio-tendineo, mas também para entender melhor os efeitos dos EAA.
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Tabela I

Tabela I — Variacdo na drea de seccdo transversa e propriedades materiais do TC, TFS e TFP em resposta ao exercicio
de salto (T), esterdides anabdlicos androgénicos (EAA), e simultineo exercicio de salto e EAA (EAAT). Os dados foram

apresentados como média * erro padrdo da média (p <0,05).

Propiedades
Area~d N Deslocamento ~ o ~ Moédulo de
~ seccao . Tensao maxima Deformacado .
Tenddes  Grupos até a carga o elasticidade
transversa ‘o (MPa) maxima (%)
maxima (mm) (MPa)
(mm?)
S 1.47 + 0.05 1.32+£0.11 37.88 £ 2.97 12.01 + 1.00 136.0 + 10.2
TC T 1.38 +0.03 1.43 £0.12 41,55 +4.02 15.61+0.652 71.1+£155
EAA 0.92 £ 0.04 ab 1.61+0.18 44,19 +1.83 12.42 + 0.94 181.1 +21.3b
EAAT 1.43+0.04¢ 1.41+0.14 39.97 £ 4,40 10.80+0.85b 196.5 + 37.3 be
S 0.84 £ 0.06 1.77 £0.12 30.68 £ 3.16 17.58 +1.37 79.1£10.7
TFS T 0.83+£0.04 1.91 +0.08 30.39£1.02 18.86 + 2.54 116.7 +17.9
EAA 0.91+0.03 2.04 £0.22 29.72 £1.45 14.69 + 0.96 119.4 + 13.7
EAAT 0.70£0.03 ¢ 1.59+0.16 30.84 £ 091 12.79 + 0.85 1484+ 4.7a
S 2.11+£0.06 1.73 £0.12 23.49+£2.73 16.64 +2.01 778+ 5.3
TFP T 1.49 +0.03 - 1.86+0.11 41.40+1.362 19.18+1.48 128.8+13.0a
EAA 1.70 + 0.04 ab 1.92 +0.14 30.83 £5.01 17.90 + 0.89 129.8+15.8=
EAAT 1.39 + 0.05 ac 1.06 + 0.05 abc 16.40 + 1.10 be 9.07 + 0.63 abc 77.8+ 5.9bc

aDiferente do grupo S; b Diferente do grupo T; ¢Diferente do grupo EAA. ANOVA seguida por teste de Tukey.
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Tabela II

Table II - Andlise da ANOVA Two-way para area de seccdo transversa e dados das
propriedades materiais obtidos do TC, TFS e TFP em resposta ao exercicio de salto (T), EAA,

e interacdo de ambos (EAAT). N.S., variacdo ndo-significativa.

Tenddes Parametros Treinamento EAA Interacdo
Area de secgdo 0.000079 0.000011 0.000001
transversa
Deslocamento até N.S. N.S. NS.

a carga maxima

TC Tensdo maxima N.S. N.S. N.S.
Deformagdo N.S. 0.019636 0.007126
maxima
Médulo de N.S. 0.001970 N.S.
elasticidade
Area de secgio

0.016034 N.S. 0.027200

transversa
Deslocamento até N.S. N.S. NS.
a Carga maxima

TFS Tensdo maxima N.S. N.S. N.S.
Deformagdo N.S. 0.010197 N.S.
maxima
Médulo de 0.016805 0.010731 N.S.
elasticidade
Area de secgdo 0.000000 0.000019 0.002870
transversa
Deslocamento até 0.003235 0.009953 0.000178
a Carga maxima

TFP Tensdo maxima N.S. 0.007752 0.000026
Deformagdo 0.032046 0.004036 0.000469
maxima
Médulo de N.S. N.S. 0.000237
elasticidade
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Figura 1
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Figura 1. Desenho esquematico obtido a partir de gravagdo na parte ascendente do salto
vertical do rato nas condi¢cdes experimentais usadas. (A série) sobrepostas de movimentos
das coxas (C), perna (P), pé (P€), e dedos (D). (B) A seqiiéncia dos eventos da perna do
rato consiste de extensdo da perna, extensao plantar, e toe-off. A série foi composta de 10
frames e cada frame consistiu em 0,03 s. Extensdo de perna durou o tempo inteiro da
série, enquanto a extensdo plantar comp0s a segunda metade do movimento. O toe-off foi

uma fase rapida, durando cerca de 0,03 s, imediatamente antes do takeoff (decolagem).
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Figura 2 Curvas tensdo-deformacao obtidas para o TC, TFS e TFP no grupo S.
Fica evidente que o TFS e TFP se comportaram de forma semelhante no grupo
sedentdrio, diferindo do TC. O perfil da curva indica que o TFS e TFP se deformam

mais sob tensdo, mas foram capazes de resistir a for¢cas semelhantes.
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Figura 3
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Figura 3 Propriedades materiais dos tenddes TC, TFP e TFS (comparagdo entre os tenddes do
grupo sedentdrio). Sdo apresentados o deslocamento até a carga maxima (A), tensdo maxima
(B), deformacdo méxima (C) e modulo de elasticidade (D).Os ensaios mecanicos dos
diferentes tenddes apontou que o TC possui menor deslocamento até a carga maxima, maior
tensdo e maior modulo de elasticidade do que o TFP e TFS. Estes tltimos mostraram
propriedades semelhantes. Esses resultados demonstram que o TC foi mais resistente ¢ menos

deformdvel, em resposta a tensdo. Os dados foram apresentados como média + SEM (p

<0,05).
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Figura 4 Curvas tensdo-deformagéo
obtidas para TC (A), TFS (B) e TFP (C)
em resposta ao exercicio de carga (T),
administracio de EAA (EAA), e da
associacdo de EAA e exercicio de carga
(EAAT). Fica evidente que o treinamento
de salto apresentou um comportamento
diferente em cada tenddo. Apesar de a
capacidade dos tenddes em se adaptar as
condig¢des fisioldgicas, as respostas dos trés
tenddes com relacdo ao tratamento com
EAA e exercicio de carga (EAAT) foram

semelhantes.
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Resumo

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) podem predispor alteragdes morfofuncionais e
acarretar ruptura aos tenddes. Porém, pouco se sabe sobre a influéncia dessas drogas na
camada peritendinea e area interna de diferentes regides dos tenddes. Assim, este trabalho
teve como principal objetivo avaliar as alteracdes morfolégicas e o conteudo de coldgeno em
diferentes regides do tenddo calcaneo (TC), tenddo flexor superficial (TFS) e tenddo flexor
profundo (TFP) quando aplicado exercicio de carga associado ou ndo a EAA. Ratos Wistar
foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 5/grupo): sedentario (S), treinados (T),
tratados com EAA (5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por semana) (EAA) e animais
tratados com EAA e treinados (EAAT). Os tenddes foram processados e analisados por meio
da técnica de histologia morfometria e quantificacdo de hidroxiprolina (OH-Pro). Os
principais achados mostram que o treinamento aumentou a densidade de volume (Vv%) de
vasos sanguineos em todas as regides do TC e TFP; aumentou a Vv% de células da camada
peritendinea nas regides proximal e distal do TFS e proximal do TFP; aumentou a Vv% de
células do tenddo propriamente dito nas regides proximal e distal do TFS e TFP. A
administracio de EAA isolada ndo mostrou alteragdes significativas sobre a morfologia,
exceto a ocorréncia de células redondas e alinhadas contornando internamente a camada
peritendinea da regido distal do TC e diminuicdo da concentragdo de OH-Pro na regido
proximal do TFP. Porém, a associacio de EAA e exercicio de carga apresentou como
principal efeito negativo a deten¢do do aumento da Vv% de vasos na regido proximal do TC,
intermediaria do TFS e todas as regides do TFP e um aumento exacerbado da Vv% de células
adiposas na regido proximal do TC. Resultados semelhantes foram encontrados em relagcdo a
concentragdo de OH-Pro, em geral o treinamento aumentou e a associacio de EAA e
exercicio reduziu o conteido de OH-Pro. Em conclusio, o exercicio promove modificagdes
morfoldgicas benéficas para adaptagcdo do tecido a sobrecarga. No entanto, esse efeito parece
ser perdido quando hd associacdo de EAA e exercicio de carga e esta implicacdo negativa

pode acarretar potencial risco de lesdo aos tendoes.

Palavras-chave: tenddo, esterdides anabdlico-androgénicos (EAA), exercicio de carga,

histologia, hidroxiprolina.
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Introducao

Nos tenddes como nos demais tecidos conjuntivos, ha uma predominancia de matriz
extracelular (MEC) sobre os componentes celulares (Wang, 2006). Neles a MEC € altamente
organizada em uma estrutura multihierdarquica de moléculas de coldgeno, fibrilas, fibras,
fasciculos e unidades de tenddes (Silver et al., 2003; Kjar, 2004, Provezano, Vanderby,

2006).

Os arranjos adotados pelo coldgeno e suas associagcdes com outras moléculas resultam
numa série de propriedades especiais para resistir as for¢as de tensdo, compressio e friccdo
(Benjamin, Ralphs, 1998). Estas regides de fibrocartilagem sdo exemplos de extrema
organizagdo da estrutura e composicdo da MEC dos tenddes para resistir ao atrito e cargas
compressivas € sem comprometer a transmissdo de forcas dos miusculos para 0s 0ssos
(Carvalho, 1995a; Felisbino, Carvalho 1999; Shaw, Bejamin, 2007; Malheiro et al., 2009) As
diferencas nas microestruturas do tenddo ao longo do seu comprimento sdo principalmente
reflexos das diferentes cargas mecanicas aplicadas (Abrahamsson et al., 1989; Carvalho,
1995b; Waggett et al., 1998). Adicionalmente, quando os tenddes passam por estruturas
Osseas que causam compressdo, hd a formacdo de uma camada sinovial que possui a

finalidade de reduzir a fric¢do (Abrahamsson et al., 1989).

O treinamento modifica as propriedades estruturais e mecanicas (Magnusson, et al.,
2003), bem como a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coldgeno nos tenddes (Woo,
1982; Benjamim et al., 2008). Trabalhos prévios mostraram aumento do nimero de
fibroblastos na regido peritendinea e aumento da atividade de metalopeptidase (MMP-2) em
animais que realizaram treinamento de salto com carga durante 6 semanas (Marqueti, et al

2006) e 7 semanas (Marqueti et al 2008).
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O consumo de esterdides anabdlicos androgé€nicos (EAA) tem efeitos adversos sobre o
sistema musculotendineo, aumentando o risco de rupturas nos tenddes (Battista et al., 2003;
Maravelias et al., 2005). Michna (1987) observou que a administracio de EAA em ratos
causou um acimulo de coldgeno na matriz extracelular e desordens no tecido conjuntivo.
Inhofe e colaboradores (1995) observaram aumento da rigidez, diminuicdo do alongamento e
menor absorcdo de energia, e estes efeitos sdo potencializados pela associacdo de EAA com
exercicios. Outro estudo relatou que a atividade da MMP-2 foi inibida em diferentes regides
de tenddes de ratos com administracio de EAA ou associagdo de EAA e exercicio de carga
(Marqueti et al., 2008). Em adi¢do, os EAA também comprometeram o remodelamento do
tenddo calcaneo estrutural e funcionalmente por reduzir a atividade de MMP-2, além de

indicar sinais de les@o tecidual nos achados histoldgicos (Marqueti et al., 2006).

As regides proximal e distal do tenddo calcineo (TC), e as regides proximal,
intermedidria e distal do tendao flexor superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) foram
estudas por Covizi e colaboradores (2001) em ratos de 90 dias de idade. Os autores
demonstraram que hd variagdes na morfologia e na quantidade de glicosaminoglicanos
(GAGs) entre as regides de cada tenddo. Recentemente, Malheiro e colaboradores (2009)
analisaram o tenddo calcineo de ratos divididos entre grupos controle, adaptados a dgua (3
dias sem sobrecarga), que realizaram saltos verticais (4 séries/10 saltos, 50% de carga durante
4 dias) e animais que correram (30 mim/dia, 13 m/mim, 5 graus de inclinag¢do, durante 4 dias).
Este trabalho mostrou que 3 dias apds a adaptacdo dos animais a dgua foi observado um
aumento da espessura e da vascularizagdo na regido peritendinea, e 1 e 4 dias apds os

exercicios de salto e corrida houve aumento também da celularidade.

Neste contexto, o principal objetivo do presente estudo foi verificar as alteracdes
morfoldgicas e o conteudo de coldgeno da camada peritendinea e drea interna, de trés tenddes

diferentes quando aplicado exercicio de carga associado ou ndo ao esterdide anabdlico,
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decanoato de nandrolona. A hipdtese foi que o treinamento, por meio do mecanismo de carga,
pode promover alteracdes morfolégicas benéficas para adaptar o sistema musculo-tendineo,

enquanto que altas doses de EAA pode reduzir essa habilidade de adaptacdo.

Material e métodos

Animais: Vinte ratos (Wistar novergicus albinus, pesando aproximadamente 200+17
g, no inicio do experimento) foram agrupados em 4 gaiolas de pldstico, a temperatura
ambiente com luz controlada em ciclo de 12 h (claro escuro). A 4gua e a comida foram
administradas ad libitum. Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo
com o guia de pesquisa para o cuidado e utilizagdo de animais de laboratério (National
Research Council, 1996). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissao
de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Federal de Sio Carlos, processo n°.

002/2006, parecer 004/2006.

Grupos experimentais: Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais (5 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentdrios sem suplementacdo de EAA
(S), sedentario com suplementacdo de EAA (EAA), treinado sem suplementacio de EAA (T),

e exercitado com suplementacido de EAA (EAAT).

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a um programa de exercicio
(saltos) em um tubo de plastico 25 centimetros de didmetro, contendo uma quantidade de dgua
equivalente ao dobro do comprimento do corpo do animal, com temperatura constante de 30 +
2 °© C. Apdés a semana de adaptacdo os animais foram submetidos a um protocolo de

treinamento que consistiu de 7 semanas (5-d/semana).

Administrac@o de EAA: Os animais receberam Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona,

Organon do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Doses de 5 mg/kg de massa corporal (dose
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suprafisioldgica) foram injetadas por via subcutinea na regiao dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi andloga a dosagem freqiientemente utilizada por atletas (Pope,
1988). Os grupos experimentais que ndo tiveram administracdo de EAA (S e T) receberam um
veiculo apenas com 6leo de amendoim e dlcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apés a

semana de adaptacao.

Protocolo de treinamento: Os animais foram adaptados a dgua na semana pré-treinamento
(semana de adaptagdo). Esta adaptacdo consistiu de sessdes de levantamento de peso (50% da
carga de peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em dgua a 30 + 2 ° C. A sobrecarga
foi fixada no peito do animal, usando um colete adequado que permitia a execucdo dos saltos
sem que a vestimenta caisse do corpo do mesmo. O niimero de séries (2-4) e repeti¢cdes (5-10)
foi ajustado diariamente e aumentado gradualmente. Todas as sessdes sempre foram
realizadas no periodo da tarde, apds as 16:00 horas. Apds a semana de adaptacdo, os animais
foram submetidos ao treinamento de saltos, com sobrecarga ajustada de acordo com o peso
corporal do animal, como descrito anteriormente (Cunha et al., 2005; Marqueti et al., 2006).
O protocolo de saltos consistiu de uma primeira semana de treinamento, em que o animal
executou 4 séries de 10 saltos, um periodo de descanso de 30 segundos entre as séries e
sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as seis semanas restantes o treinamento foi
executado com o mesmo nimero de séries (4) e saltos (10) e intervalos de descanso (30
segundos entre as séries), porém, com uma sobrecarga adicional de 5%/semana, chegando a

80% do peso corporal na dltima semana. Todos os animais foram pesados trés vezes/semana.

Preparacdo do tecido: Apos sete semanas experimentais, uma dltima sessdo de treinamento
foi realizada antes do sacrificio dos animais. Os tenddes calcaneo, flexor superficial e flexor
profundo foram imediatamente dissecados das patas posteriores. O TC foi dividido nas

regides proximal e distal e o SFT e DFT nas regides proximal, intermedidria e distal. Os
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tenddes podem ser visualizados na figura 1. Cada regido foi fixada por imersdo em
formaldeido 4% em tampao salina fosfato (PBS) por 24 horas, lavadas com dgua destilada,
desidratadas em etanol 70% e incluidas em resina glicol metacrilato (historresina, Leica
Microsystems, Heidelberg, Alemanha). Cortes seriados longitudinais de 2 um foram obtidos
com navalhas de vidro e corados com hematoxilina-eosina para as andlises histologicas. Os
cortes foram examinados utilizando um microscopio Olympus BX51 equipado com uma
camera digital SV Micro Sound Vision (Preston South, Australia). Todas as imagens foram

capturadas em 20x de aumento.

Anadlise das imagens: Todas as regides de cada tenddo foram analisadas levando em
consideracdo duas partes: a camada peritendinea (ou bainha peritendinosa) e a drea interna
(interior do tenddo). Dez imagens nao-consecutivas foram adquiridas em cada uma das partes
(peritendinea e interna). Para a andlise das imagens foi utilizado o software Photoshop (Adobe
Systems Inc, San Jose, Calif). Um sistema de planimetria com uma grade de 130 pontos
interfaceado com Photoshop foi utilizado para determinar a densidade de volume (Vv%) de
células adiposas, vasos sanguineos (luz do vaso, camada perivascular, células endoteliais),
células da camada peritendinea (outras células) e das células do tenddo propriamente dito
(fibroblastos e fibrocondrdécitos) de acordo com o método de Weibel (1969). A estereologia
foi realizada contando as estruturas acima citadas quando estas coincidiam com os pontos
indicados pela grade. Apds a contagem, foi determinada a porcentagem das estruturas da
camada peritendinea e da drea interna tendo como referéncia o nimero de pontos da grade que
incidiam sobre estas camadas. O nimero de pontos da camada peritendinea variou de acordo
tamanho da mesma enquanto a 4rea interna foi completamente preenchida pelos pontos da
grade (130 pontos). A densidade de volume foi calculada multiplicando-se a soma do nimero

de pontos da grade coincidentes com as estruturas de interesse por 100, dividindo-se pelo



125

ndmero total de pontos incidentes sobre as partes (camada peritendinea e drea interna). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

Hidroxiprolina

A concentracdo de hidroxiprolina (OH-Pro) foi realizada para estimar a variacdo no
conteido de colageno das diferentes regides dos tenddes. As regides dos tenddes foram
hidrolisadas em HCI 8N (1 ml/100 mg de tecido), por 12 horas a 115 °C. A quantificagio de
OH-Pro foi realizada utilizando-se o método de Bergman e Loxley (1970) adaptado por Leite

e colaboradores (1995).

Andlise estatistica: A anélise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de Kolmogorov e
Smirnov para a normalidade e o teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Todas as
varidveis apresentaram distribui¢do normal e homocedasticidade e, portanto, a ANOVA two
way seguida de andlise miltipla de Tukey foi utilizada para comparacdes entre os tratamentos.
Para as comparacdes entre as regides proximal e distal do TC foi realizado teste ¢ de Student e
para as comparacdes entre as regides proximal, intermedidria e distal do TFS e TFP foi usada
ANOVA one way seguida de andlise multipla de Tukey pareada Para todas as comparacdes, a
significincia estatistica foi considerado um nivel de 5% (p <0,05). Os dados foram
apresentados como média + Erro Padrio da Média (EPM). O software utilizado foi

Statistica® 7.0 (Stat. Soft. Inc. Tusa, Ok, USA).

Resultados

N

Apés sete semanas de exercicio de carga associado a administracdo de decanoato de

nandrolona os grupos exibiram diferengas histoldgicas consistentes entre si.
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CT - comparacio entre as regioes proximal e distal dos animais sedentarios

Poucas células adiposas foram observadas apenas na regido proximal do TC (Fig. 2A, Fig.
3A). As demais varidveis ndo apresentaram diferencas significativas entre as regides proximal
e distal (Fig. 3B, C e D). Uma organizacfo tipica da camada peritendinea foi observada na
regido proximal e distal do TC de animais sedentdrios, sem diferengas notaveis entre estas
duas regides (Fig. 2A e B). Feixes paralelos e compactos de coldgeno foram observados na

regido proximal e distal do tenddo propriamente dito (Fig. 2C e D).

TC - comparacio entre 0s grupos

Efeito do Treinamento: O exercicio de carga acarretou um aumento da Vv% de vasos
sanguineos na camada peritendinea das regides, proximal e distal do TC (Fig. 2E e F, Fig. 4 C
e D). O exercicio de carga induziu um aumento da Vv% de células adiposas apenas na regido
distal (Fig. 2F, Fig. 4B). Fibroblastos com citoplasma reduzido alinhados linearmente entre os
feixes de coldgeno dispostos longitudinalmente foram visualizados tenddo propriamente dito
da regido proximal (Fig. 2G). Na regido distal os fibroblastos exibiram uma forma ovalada
(Fig. 2H). Esta morfologia pode ser devido a acdo das forcas (de compressio) aplicadas nesta

regido tipicamente caracterizada como fibrocartilagem.

Efeito do tratamento com EAA: O tratamento com EAA aumentou a Vv% de células apenas
na camada peritendinea da regido distal (Fig. 2J, Fig. 4F). Curiosamente, ao redor da camada
peritendinea da regido distal, foram observadas células redondas e alinhadas (indicado por
cabeca de setas, Fig. 2J) sugerindo a presenca de células semelhantes as sinoviais. Na regido
distal do TC o tenddo propriamente dito apresentou fibroblastos com forma alongada

dispostos linearmente (Fig. 2L).

Efeito da Associacdo EAAT: Na regido proximal do TC a administragdo de EAA associada

ao exercicio de carga promoveu aumento da Vv% de células adiposas (Fig. 2M , Fig. 4A). O
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EAA associado ao treinamento reduziu fortemente a Vv% de vasos sanguineos na camada
peritendinea quando comparado com animais que realizaram somente o treinamento (Fig.
4C). Assim, o exercicio de carga quando associado a administracdo de EAA parece nio ser
capaz de proteger do efeito negativo do decanoato de nandrolona sobre a Vv% de vasos
sanguineos (Fig. 4C e D). Nao foram observadas diferengas entre os grupos experimentais
relativo 2 Vv% de células do tenddo propriamente dito nas regides proximal e distal do TC

(Fig. 2C,D, G, H, K, L, O e P, Fig. 4G e H).

TFS - comparacio entre as regides proximal, intermediaria e distal dos animais

sedentarios

O TFS apresentou diferencas morfoldgicas interessantes entre a regido proximal,
intermedidria e distal dos animais sedentdrios. Uma das observagcdes mais importantes foi a
presenca de células de gordura apenas na camada peritendinea da regido proximal dos animais
sedentérios (Fig. SA, Fig.6A, e Fig. 7A). A regido intermediaria apresentou aumento na Vv%:
de vasos sanguineos, de células da camada peritendinea e de células do tenddo propriamente

dito (Fig. 5C, Fig. 6C e D, respectivamente).

TFS - comparacoes entre os grupos

Efeito do Treinamento: O exercicio de carga promoveu aumento da Vv% de células na
camada peritendinea nas regides proximal, intermedidria e distal do TFS (Fig. 5G, I e K, Fig.
7G, H e I, respectivamente),. Além disso, na regido intermedidria, a camada peritendinea
apresentou sitios de fibrocartilagem com células de formato redondo e ndo alinhadas (Fig. 5I).
Esta organizacdo tipica de fibrocartilagem parece ser restrita a superficie articular. No
entanto, interessantemente, o treinamento parece reforcar esta resposta morfologica. Com
relacdo ao tenddo propriamente dito, o exercicio de carga promoveu aumento da Vv% de

células nas regides proximal e distal (Fig. SHe L, Fig. 7J e L).
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Efeito do EAA: O tratamento com EAA no TFS ndo mostrou alteracdo de nenhuma das

varidveis quando administrado isoladamente.

Efeito da associacdo EAAT: A associagdo dos EAA e exercicio de carga diminuiu a Vv% da
de vasos sanguineos na regido intermediaria (Fig. 5U, Fig. 7E). Nas regides proximal e distal,
ndo foram observadas diferencas entre os grupos (Fig.7D e F, respectivamente). Com relagio
ao tenddo propriamente dito, a Vv% de células aumentou na regido proximal e diminuiu na
regido intermedidria (Fig. ST e V, Fig.7J e K, respectivamente). Curiosamente, foi observado
na camada peritendinea da regido intermedidria células atipicas, redondas, condensadas e com

matriz pericelular abundante (células semelhantes as sinoviais) (Fig. 5U).

TFP - comparacio entre as regioes proximal, intermediaria e distal dos animais

sedentarios

A regido distal da TFP mostrou maior Vv% de vasos sanguineos que as demais regides (Fig.
8E, Fig. 9B). As regides intermedidria e distal apresentaram maior Vv% de células na camada
peritendinea (Fig. 8C e E, Fig.9C). No tenddo propriamente dito a regido intermedidria
apresentou maior Vv% de células (Fig. 8D, Fig. 9D). Ainda, no tenddo propriamente dito da
regido intermedidria os fibroblastos possuem forma ovalada (Fig. 8D), enquanto nas regides
proximais e distais foram observadas células alongadas, em forma de fuso e achatadas (Fig.

8B ¢ F).

TFP - comparacoes entre 0s grupos

Efeito do Treinamento: O exercicio de carga aumentou a Vv% de vasos sanguineos na regiao
proximal, intermedidria e distal da camada peritendinea no TFP (Fig. 8G, I e K, Fig. 10D, E e

F, respectivamente). As células da camada peritendinea apresentaram maior Vv% na regido
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proximal (Fig. 81, Fig. 10G), as demais regides ndo mostraram diferencas entre os grupos
(Fig. 10H e I). Células semelhante as sinoviais foram observadas na borda da camada
peritendinea das regides proximal e intermediaria (Fig. 8G e I, nesta ordem). No tenddo
propriamente dito, o exercicio de carga promoveu aumento da Vv% de células nas regides
proximal e distal (Fig. 8H e L, Fig. 10J e L, respectivamente). Observou-se que o0s
fibroblastos da regido proximal possuem formato redondo, dispostos em lacunas e separados
com ampla matriz pericelular (Fig. 8H). Nos demais grupos, ao contrdrio, os fibroblastos

dessa regido sdo mais alongados e em forma de fuso (Fig. 8B, N e T).

Efeito do EAA: Apenas na regido intermedidria da camada peritendinea foi observado um
aumento da Vv% de vasos sanguineos (Fig. 80, Fig. 10E). No entanto, no tenddo
propriamente dito, ocorreu a diminuicdo da Vv% de células na regido intermedidria (Fig. 8P,

Fig. 10K).

Efeito da associacdo EAAT: O principal achado quanto a associacdo do EAA e exercicio de
carga foi a contengdo da Vv% de vasos na regido proximal, intermedidria e distal (Fig. 8S, U
e X, Fig. 10D, E e F, respectivamente). Ficou claro que o exercicio de carga ndo foi capaz de
reverter o efeito negativo do EAA, inibindo o aumento da Vv% de vasos em todas as regides
e o aumentou da Vv% de células dessa camada na regido proximal (Fig. 8S, Fig. 10G), e
inibindo também a Vv% das células do tenddao propriamente dito (Fig. 8T, Fig. 10J e). As
regides intermedidria e distal ndo demonstraram diferencas entre os grupos com relagdo a
Vv% de células da camada peritendinea (Fig. 10H e I). No entanto, ambas as regides
demonstraram células semelhantes as sinoviais na borda da camada peritendinea (Fig. 8S e
U). Néo foram observadas células adiposas no TFP em nenhum dos grupos experimentais

(Fig. 8A, Ce E, Fig. 10A, B e C).

Concentracao de Hidroxiprolina (OH-Pro)
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O exercicio de carga aumentou a concentracdo de OH-Pro nas regides distal do TC (Fig.
11A), e intermediaria e distal do TFP (Fig. 11C). A administracdo de EAA reduziu os niveis
de OH-Pro na regido proximal do TFP (Fig. 11C). Quando o exercicio de carga foi
combinado com EAA a concentracdo de OH-Pro diminuiu na regido distal do TFS (Fig. 11B).
Observa-se, no entanto que exercicio de carga combinado com EAA ndo foi capaz de reverter
os efeitos negativos do EAA, esse efeito é bem evidente na regido intermedidria do TFP (Fig.

110).

Quando comparamos a concentragdo de OH-Pro entre as regides dos animais sedentdrios
observamos diferencas significativas em todos os tenddes. A regido distal do TC (Fig. 11D)
apresentou maior concentracdo de OH-Pro. No TFS, a regido intermedidria e distal (Fig. 11E)
apresentou maior concentracio de OH-Pro que a regido proximal, sendo que regido distal
também indica um maior contetido de OH-Pro que a intermediéria. Com relacio ao TFP (Fig.
11F) a regido intermedidria apresentou maior concentracdo de OH-Pro que a regido proximal,

porém esta tltima mostrou um conteido de OH-Pro maior que a regido distal.

Discussao

Este trabalho avaliou os aspectos morfolégicos e o conteido de coldgeno nas
diferentes regides do TC, TFS e TFP. Os principais achados sugerem que os tenddes possuem
diferentes mecanismos de adaptacdo a carga mecénica e alteram a sua composicio tecidual de
acordo com a demanda e funcdo regional. Evidentemente, até mesmo em atividades
cotidianas, alguns tenddes estdo sujeitos a maiores cargas tensionais que outros apresentando

assim propriedades mecénicas e estruturais distintas (Birch et al., 2008).

Animais sedentdrios: Em animais sedentdrios, foi observada uma interessante variacio

morfoldgica do ponto de vista funcional de cada tenddo. A regido intermedidria do TFS
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apresentou simultaneamente maior Vv% de células na camada peritendinea e no tenddo
propriamente dito, bem como maior Vv% de vasos. Além disso, as células e os feixes de
coldgeno da drea interna apareceram dispostos de forma menos organizada, quando
comparado com o arranjo tipicamente ordenado das células em paralelo com as fibras de
coldgeno. Na camada peritendinea deste tenddo, este arranjo desorganizado fica ainda mais
evidente. No tenddo, regides onde a tensdo € exercida em todas as direcdes, os feixes de
coldgeno se entrelagam sem orientacdo regular, enquanto em regides onde a tensdo é
unidirecional, as fibras apresentam-se alinhadas preferencialmente na direcdo da forga
aplicada (O'Brien, 1997), assim o arranjo variado da regido intermedidria pode indicar que
esta regido do tenddo esté sujeita a forgas aplicadas em direcdo diferente daquelas paralelas ao
longo do tenddo. A regido intermedidria do TFP também apresentou maior Vv% de células na
camada peritendinea e no tenddo propriamente dito. No entanto, no TFP a regido distal
mostrou maior Vv% de vasos comparada com as demais e a Vv% de células da camada
peritendinea foi similar a regido intermedidria. Para entender essas diferencas, é necessario
compreender que anatomicamente, as regides intermedidrias desses dois tenddes sdo
diferentes (TFS e TFP). Enquanto a regido intermedidria do TFP passa pelo maléolo lateral e
pode deslizar sobre o mesmo quando da contragdo do musculo flexor digital profundo, a
regido intermedidria do TFS, com formato mais achatado e menos flexivel, encontra-se

firmemente fixada a superficie articular tibio-tarsica restringindo o deslizamento desse tendao

(Fig. 1).

Além disso, foi observada uma maior Vv% de vasos na regido distal do TFP.
Benjamin e colaboradores (2008) relataram que as regides dos tenddes que correm em direcao
aos dedos sdo bem vascularizadas, alternando com regides hipovascularizadas no mesmo
tenddo. Do ponto de vista anatdmico, a regido distal do TFP se ramifica em cinco por¢des que

se estendem aos digitos (Covizi et al., 2001).
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Neste trabalho, a regido distal do TC, também descrita como uma regido de
compressdo (Shaw, Benjamin, 2008), e a regido intermediaria do TFP, mostraram aspectos de
fibrocartilagem, apresentando células redondas dispostas em lacunas. Este achado corrobora a
descricdo da literatura sobre as células de regides fibrocartilaginosas (Covizi et al., 2001;
Carvalho, Vidal, 1995a; Shaw, Benjamin, 2007). As células neste sitio sdo mais arredondadas,
cujo fendtipo lembra os condrdcitos (Vogel, Koob 1989; Perez-Castro, Vogel, 1999; Clegg et
al., 2007; Newsham-West, 2007) apresentando uma matriz pericelular com uma maior
concentracdo de proteoglicanos (Benjamin, Ralphs, 1998; Carvalho et al., 2000; Covizi et al.,
2001; Carvalho et al., 2006). No atual trabalho, observamos que estas regides (distal do TC e
intermedidria do TFP) nos animais que realizaram exercicio de carga as caracteristicas

referentes ao fendtipo celular ficam ainda mais evidentes.

Ja as regides proximais dos trés tenddes e distal do TFS e TFP apresentaram
fibroblastos com formato mais alongado e alinhados em paralelo com os feixes de coldgeno.
De acordo com Covizi e colaboradores (2001), estas regides foram classificadas como mais
fibrosas e tipicamente tensionais por apresentarem fibroblastos mais alongados e menor
conteido de glicosaminoglicanos. Esse formato alongado e mais achatado dos fibroblastos
parece ter uma relacdo direta com a dire¢do da forca aplicada (Kjaer et al., 2009) e
representam células mais maduras entre os feixes de coldgeno (Oshiro et al., 2003). Deste
modo, a regido proximal dos trés tenddes parece ter um metabolismo tecidual diferenciado,
preservando o coldgeno, contendo menor Vv% de células na periferia, no tenddo
propriamente dito e menor Vv% de vasos, porém esta pode assegurar a funcdo de resisténcia

as forcas tensionais aplicadas durante a contracdo muscular.

Exercicio de carga: A Vv% de células no tenddo propriamente dito foi significativamente
maior nos animais treinados, considerando o TFS e o TFP (regido proximal e distal), além de

um aumento da Vv% de células na camada peritendinea como resposta ao exercicio de carga
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no TFS (em todas as regides) e no TFP (na regido distal). Esta resposta celular ao exercicio de
carga pode ser explicada pelo aumento da demanda tecidual local, aumento do turnover do
tecido conjuntivo e proteinas da MEC, em virtude do aumento da forca de contragio
muscular, que promove estimulo mecanico para a sintese de coldgeno (Kjaer et al., 2009).
Assim, os fibroblastos respondem convertendo o estimulo mecénico em sinais quimicos para
modificar a expressdo génica aumentando a sintese de coldgeno bem como dos componentes
da MEC (Chiquet, 1999; Kjaer, 2004; Chiquet, 2009). O tecido conjuntivo peritendineo
reflete muitas das modificagdes que ocorrem no interior do tenddo (Langberg et al., 2002)
como por exemplo, o aumento do pro-peptideo carboxiterminal do pré-coldgeno tipo I (PICP)
no espago intersticial peritendineo em resposta ao exercicio fisico agudo indica maior sintese
de coldgeno em tenddo calcaneo de humanos (Langberg et al., 2001; Langberg et al., 2002;
Kjaer, 2004). Malheiro e colaboradores (2009) mostraram aumento da celularidade e da
espessura da camada peritendinea no tendao calcineo de ratos apods 1 dia de salto vertical e 4
dias de corrida em esteira. Embora os tenddes sejam considerados tecidos quase que
metabolicamente inativos, a regido peritendinea é capaz de aumentar a atividade metabdlica
em resposta a atividade fisica (Magnussun et al., 2003). Assim, sugere-se que a maior
celularidade na regido peritendinea apresentada nesse estudo estd relacionada também com o
metabolismo tecidual local, pois, essa regido também apresentou maior Vv% de vasos
sanguineos. No estudo de Malheiro e colaboradores (2009) as varidveis foram analisadas 1 e
4 dias ap6s exercicio, e no atual estudo as varidveis foram avaliadas 7 semanas apods o
treinamento de salto. Nossos achados indicam claramente que as respostas inerentes a
atividade fisica nessa regido peritendinea sinalizam adaptacdo e remodelamento tecidual

continuo com o treinamento de longa duragdo.

Nesse sendito, os tenddes, tecidos brancos, diferentes dos musculos, vermelhos,

possuem uma vascularizacdo considerada pobre, porém mesmo assim, Os vasos Sa0
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importantes para garantir as fun¢des normais das células e reparo tecidual (Benjamin et al.,
2008). Nesse estudo, foi observado aumento na Vv% de vasos em reposta ao exercicio de
carga no TC (regides proximal e distal) e TFP (regides proximal, intermedidria e distal).
Durante o exercicio, o fluxo sanguineo de tenddes pode aumentar até sete vezes quando
comparado com o fluxo normal de repouso (Magnussun et al., 2003). Malheiro e
colaboradores (2009) também observaram aumento da vascularizagdo da camada peritendinea
em resposta aos modelos de exercicios utilizados (salto e corrida em esteira). Ao contrario do
que mostram alguns estudos, a regido intermedidria do TFS que passa por uma proeminéncia
Ossea (calcineo), apresentou maior Vv% de vasos que as demais regides em animais
sedentérios. Esses estudos relatam que nas regides onde os tenddes recobrem superficies
Osseas hd uma grande diminuicdo do suprimento sanguineo, sendo que essa caracteristica
pode ter uma relacdo direta com as forcas de compressao aplicadas nessas regides (Petersen et
al., 2000, 2002, 2003; Benjamin et al., 2008). Porém, parece que os tenddes que sdo expostos
ao atrito possuem uma camada sinovial abrangendo os vasos sanguineos e assim estes tenddes
recebem a sua nutri¢do a partir do liquido sinovial (O’Brien, 1997). Este dltimo pode explicar

nossos achados, mas é importante acrescentar que a maioria dos estudos avaliou a regido

interna do tenddo e ndo a regido periférica como realizado nesse.

Administragdo de EAA: A administracdo de EAA ocasionou diferentes efeitos em cada
tenddo. No TC (regido distal) foi observado um aumento de células na camada peritendinea.
No TFS (regido intermedidria) as células da 4rea interna aumentaram apenas quando
comparado com o grupo EAAT, e no TFP (regido intermedidria), houve aumento da Vv% de
vasos na camada peritendinea e diminui¢do da Vv% de células da area interna. H4 uma
escassez de trabalhos associando os efeitos dos EAA e as variaveis avaliadas neste estudo, em
diferentes regides dos tenddes, bem como em diferentes tenddes, fato que dificulta a

comparagdo e discussdo dos achados do presente manuscrito. No entanto, em um estudo
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prévio utilizando o mesmo modelo experimental deste atual trabalho, Marqueti e
colaboradores (2006) mostraram que a administracdo combinada de deca-durabin e decanoato
de nandrolona acarretou um alteragdo na morfologia (fibrose periférica) e diminui¢do na
atividade de metalopeptidases de matriz tipo 2 (MMP-2), prejudicando assim o

remodelamento do tenddo calcaneo.

N

Exercicio de carga associado ao EAA: O treinamento associado a administragcdo de EAA
interferiu negativamente nas propriedades morfoldgicas dos tenddes, principalmente com
relacio & vascularizacdo. E importante destacar que o exercicio de carga aumenta o RNAm de
receptores androgénicos tanto em musculos de roedores como de humanos, assim quando os
EAA sdo associados ao exercicio causam efeito potencializado mais que a administracdo de
EAA isolado (Bamman et al., 2001). Sabendo-se que os tenddes ndo acompanham o aumento
de for¢a como os musculos, a maior intensidade e freqiiéncia de treinamento podem predispor

lesdes e rupturas (Shahidi, 2001; Battista, Combs, Warne, 2003; Maravelias et al, 2005).

Neste estudo o EAA associado ao exercicio de carga comprometeu o aumento da Vv%
de vasos sanguineos no TC (regido proximal), no TFS (regido intermediaria) e TFP (as 3
regides). A maioria dos trabalhos na literatura associou o uso de EAA a uma série de efeitos
cardiovasculares, incluindo o desenvolvimento de cardiomiopatias, fibrilacdo atrial, acidente
vascular cerebral, infarto do miocardio, distirbios do sistema hemostatico, trombose
ventricular e embolia sist€émica, e faléncia aguda do coracdo (Hartgens, Kuipers, 2004). O
efeito dos EAA sobre a Vv% de vasos sanguineos, ainda ndo estd clara, mas um estudo
realizado por Paschoal e colaboradores (2009) em misculo séleo de ratos, mostrou que o
treinamento de salto com carga aumentou a expressdo de VEGF em relacdo aos grupos ndo
treinados (sedentdrio com e sem uso de EAA). Nos animais que treinaram e receberam
administracdo de EAA houve uma inibi¢do na express@o de VEGF. A partir desse achado,

pode-se sugerir uma forte ligacdo entre a inibicdo da expressdo do VEGF com a inibi¢do da
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Vv% de vasos no tecido, uma vez que o VEGF é uma molécula importante na inducdo da
angiogénese (Prior et al, 2003). Além disso, outro estudo mostrou que a exposicdo prolongada
de células endoteliais a doses diferentes de EAA alterou o crescimento das células endoteliais
com um forte efeito antiproliferativo, induzindo apoptose e modificando os niveis de calcio
intracelular. Desta forma, as alteracdes observadas nas células endoteliais podem predispor
sérios danos nas células vasculares, uma vez que as células endoteliais sdo os principais

componentes da parede dos vasos (D’ Ascenzo, 2007).

Curiosamente, a combinagdo de exercicio de carga com o EAA acarretou o
aparecimento de células adiposas na regido proximal do TC. No entanto, as células adiposas
aparecem também no grupo exercitado (regido distal do TC) e nos grupos sedentdrios (regido
proximal do TFS e proximal do TC). Benjamin et al, (2004) propuseram uma série de funcoes
para o tecido adiposo nas enteses dos tenddes que inclui a facilitagdo da circulacdo entre os
fasciculos do tenddo, e entre o tenddo e o 0sso; e a dissipacao do estresse e da concentracio de

tensdes nos locais de fixacdo.

Apesar das descri¢des funcionais a respeito do tecido adiposo nos tenddes, Jozsa e
colaboradores (1997) descrevem uma relagdo de tendinopatia com o aparecimento de lipidios
e infiltrado de linfécitos em tenddo calcaneo lesionado de humanos. Curiosamente, no grupo
EAAT a Vv% de células adiposas encontrada no TC foi 2 vezes maior que nos animais
treinados (TC) e 4 vezes maior que os animais sedentdrios (TFS). Dessa forma, o aumento
exacerbado da Vv% de tecido adiposo no grupo EAAT pode determinar uma resposta nao

funcional ao tenddo. Entretanto, outros estudos sdo necessdrios para confirmar esta hipotese.

De forma interessante, em nosso estudo, algumas células semelhantes as sinoviais
apareceram contornando internamente a camada peritendinea de animais que realizaram

exercicio carga (TFP, regido proximal e intermediaria), nos animais que tiveram
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administracdo de EAA (TC, regido distal) e no EAA associado ao exercicio de carga (TFS,
regido intermedidria e TFP, regido proximal e intermedidria). Outro estudo também
demonstrou que estas células podem cobrir internamente o tecido peritendineo (Franchi et al,
2007). No entanto, as células sinoviais ndo foram encontradas em todas as regides, pois nem

todos os tenddes possuem uma camada sinovial (Benjamin, Kaiser, Wilz, 2008).

As células sinoviais nos tenddes secretam liquido sinovial, assim como nas
articulacdes, e este liquido auxilia na reducdo do atrito e nutri¢do do tecido (Benjamin, Kaiser,
Wilz, 2008). O 4cido hialurdnico esta presente tanto no liquido sinovial quanto no fluido das
bainhas dos tenddes, e Amadio (2005) sugere que o principal papel do dcido hialurdnico é
fornecer uma alta viscosidade ao liquido sinovial facilitando a entrega de nutrientes, ao invés
de agir apenas como um lubrificante. As bainhas sinoviais formam tdneis de acesso para os
tenddes, que passam por superficies dsseas ou estruturas anatomicas que possam causar atrito
(Jozsa, Kannus, 1997; Klan, 1996). Estas bainhas podem ser encontradas, mais
freqiientemente, nas regides de compressio ao redor dos tendodes flexores das maos e dos pés
(Jozsa, Kannus, 1997; Klan et al., 1996). Porém, foi encontrado uma maior quantidade de
células semelhantes as sinoviais na regido intermediaria do TFS (do grupo EAAT, Fig. 5U), o
qual nao descarta a possibilidade de lesdo neste local. Chang e colaboradores (1998) relatam
que a proliferacdo e a migracdo das células sinoviais pode ocorrer na presenga de lesao, com o
propésito de auxiliar na cicatrizagdo do tenddo. Nestas condigdes, as células sinoviais podem
exibir o papel de marcadores inflamatérios mostrando-se ativas logo apds a lesdo (Khan et al.,
1996). O aparecimento do aglomerado de células no atual trabalho (Fig. SU), talvez esteja
relacionado com algum tipo de lesdo na tentativa de induzir uma resposta de prote¢do, por
uma razdo ainda desconhecida e que precisa ser melhor investigada. No entanto, em uma
andlise biomecénica foi observado que a associagdo do treinamento ao exercicio de carga

acarreta uma maior rigidez nos 3 tenddes avaliados (Marqueti et al, in press, 2010). Desse
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modo, pode haver uma forte correlagdo entre os achados morfolégicos com os biomecanicos
os quais sinalizam, dentre efeitos adversos provocador pelos EAA, uma maior rigidez capaz

de predispor lesdes e ocasionar futuras rupturas no tendao.

Com relagdo ao contetido de coldgeno foi observada uma interessante resposta do
exercicio de carga, que promoveu um aumento na concentragdo de OH nas regides: distal do
TC e intermediaria e distal do TFP. Neste sentido, o exercicio de carga acelera a formacdo e
degradacdo do tecido conjuntivo em musculos e tenddes, resultando na adaptacéo fisiolégica
da MEC (Kjaer et al, 2005). Além disso, o, exercicio de carga exerce um efeito intrinseco
importante aumentando a proliferagdo celular, promovendo a sintese protéica e aumentando o
coldgeno da MEC (Kjaer, 2004). Assim, o treinamento fisico intenso pode controlar o
metabolismo do coldgeno (Langeberg et al, 1999). Estudos mostram que o coldgeno tipo I é
sintetizado e degradado no espaco peritendineo do tenddo calcaneo de homens depois de 4 a
11 semanas de treinamento fisico intenso (Langberg, Rosendal, Kjaer, 2001). Um fato curioso
€ que o conteudo de OH-pro nos tenddes de animais sedentdrios apresentaram maior
concentragdo justamente nas regides onde hid maior quantidade de células. Apesar dos
fibroblastos sintetizarem o coldgeno, o fato é que estas células ocupam um espago local
considerdvel e mesmo com a presenca dessas células o contetido de coldgeno foi maior. Uma
possivel explicacdo seria a presenga de fibras mais compactadas e maior conteido de
coldgeno por drea. Porém, essa hipdtese precisa ser investigada como por meio de
microscopia de luz polarizada para observacdo da birrefringéncia. Outra hipétese seria que as
regides que possuem maior expressdo de coldgeno tipo III também apresentem maior

concentracdo de OH-pro de acordo com a expressdo génica do manuscrito seguinte.

Com relagdo a administragdo de EAA ou a combinac@o de exercicio de carga e EAA,
nossos dados mostram que houve, em algumas regides, a diminui¢do do conteido de OH,

indicando que EAA exerce um efeito negativo sobre o metabolismo do coldgeno. Alguns
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estudos relatam que os EAA podem inibir a sintese de coldgeno tanto em tenddes quanto em
ligamentos, e induzir mudancas no arranjo das fibrilas de coldgeno acarretando alteracdes
criticas da plasticidade tendinea (Karpakka, Pesola, Takala, 1992; Evans, Bowrey, Newman,

1998).

Conclui-se que a regido de cada tenddo difere morfologicamente entre si de acordo
com a funcdo e a carga aplicada alterando: a Vv% e a forma das células, a celualridade da
camada peritendinea da drea interna e por fim o conteido de coldgeno. Este trabalho mostra
alteracdes morfoldgicas significativas que refletem os efeitos adaptativos promovidos pelo
exercicio de carga tais como o aumento da Vv% de vasos, células da camada peritendinea e
da érea interna, além da ativacdo de fibroblastos. Por outro lado a administracio de EAA
isolada apresentou pequenas alteragdes sobre a morfologia dos tenddes. Porém, a combinacio
de exercicio de carga e EAA mostraram alteragdes morfoldgicas negativas que o exercicio
nido conseguiu reverter. Estas alteracdes podem acarretar danos ou lesdes futuras por
comprometer ndo s6 o remodelamento e o reparo tecidual, mas também as propriedades

biomecanicas dos tenddes.
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Figura 1
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Figura 1. Localizagfo anatdmica do tenddo calcineo (TC), tendéo flexor superficial (TFS) e

tendao flexor profundo (TFP) do membro posterior de ratos (vista postero-medial).
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Figura 2. Cortes longitudinais das regides proximal e distal do tenddo calcineo de rato (TC)
corados com hematoxilina-eosina. Grupo Sedentario: Camada peritendinea (Pe) da regido
proximal e células adiposas (asterisco) (A) e regido distal (B) apresentaram vasos sanguineos
(seta tracejada) e células (seta compacta). Tendao propriamente dito da regido proximal (C) e
distal (D) mostrando a organizacao das fibras de coldgeno e detalhes dos fibroblastos (setas).
Grupo Treinado: Camada Pe da regidao proximal (E) e distal (F) mostrando os vasos
sanguineos (seta tracejada), células (seta compacta) e células adiposas (asterisco). Tendao
propriamente dito da regido proximal (G) e distal (H). A regido distal (H) apontando
fibrocondrécitos (seta compacta) que corresponde sitios de fibrocartilagem. Grupo EAA:
Regido proximal (I) e distal (J) mostrando as diferentes componentes da camada Pe. Regido
proximal (I) apontando algumas células (seta compacta), em contrapartida, a regido distal (J)
mostrando células secretoras ao redor da camada peritendinea (cabeca de seta), vasos
sanguineos (seta tracejada) e muitas células distribuidas todos os pontos da camada Pe (seta
compacta). Tenddo propriamente dito da regido proximal (K), e regido distal (L) mostrando
fibroblastos alongados (seta compacta). EAAT grupo: A camada Pe da regido proximal (M)
com células adiposas (asterisco), células (seta compacta) e vasos sanguineos(seta tracejada);
regido distal (N) com alguns vasos sanguineos (seta tracejada). Tenddo propriamente dito da
regido proximal (O) apresentando fibroblastos menos alinhados (seta compacta) que na regido
distal (N) com fibroblastos em formato oval e alinhados com os feixes de coldgeno. Barra =

30 um .
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Figura 3. Comparagdo entre a densidade de

calcaneo (TC) nos animais sedentarios.
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Figura 4. Varia¢do na densidade de volumes (Vv%) de elementos estruturais encontrados nas

regides proximal e distal do tenddo calcaneo (TC) nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 5. Cortes longitudinais das regides proximal, intermedidria e distal do tenddo flexor
superficial (TFS) corados com hematoxilina-eosina. Grupo Sedentario: Camada peritendinea
(Pe) da regido proximal (A) apresentando células adiposas (asterisco); regido intermediaria (C)
indicando vasos sanguineos (seta tracejada) e células (seta compacta) e regido distal (E). O
tenddo propriamente dito da regido intermedidria (D) mostrou fibroblastos ndo-alinhados (seta
compacta) enquanto no tenddo propriamente dito da regido proximal (B) e distal (F) os
fibroblastos aparecem alinhados e alongados (seta compacta). Grupo treinado: camada Pe da
regido proximal (G) apontado células (seta compacta); regido intermedidria (I) mostrando
muitas células (fibrocondrdécitos) redondas e ndo alinhadas (seta compacta) e vasos sanguineos
(seta tracejada) e por fim a regido distal (K) indicando células (seta compacta) e vasos
sanguineos (seta tracejada). O tenddo propriamente dito da regido proximal (H) e regido distal
(L) apontando fibroblastos bem alinhados (seta compacta) e a regido intermedidria (J)
apresentando uma distribui¢do ondulada dos feixes de coldgeno e células (seta compacta).
Grupo EAA: Camada Pe da regido proximal (M); regido intermedidria (O) apontando células
(seta compacta) e vasos sanguineos (seta tracejada) e regido distal (Q). No tenddo propriamente
dito da regido intermedidria (P) fibroblastos e fibras coldgenas aparecem de forma ndo-alinhada
(seta compacta) quando comparado com as demais regides proximal (N) e regido distal (R)
apontando os fibroblastos (seta compacta). Grupo EAAT: A camada Pe da regido proximal
(S), intermedidria (U) mostrando uma concentracdo de células de formato redondo, provaveis
células secretoras (regido em destaque) e da regido distal (X) apontando células (seta compacta)
e vasos sanguineos (seta tracejada). Tenddo propriamente dito da regido proximal (T) e regido
distal (Z) apontando os fibroblastos alinhados (seta compacta) e regido intermedidria (V) com

fibroblastos de nao alinhados (seta compacta). Barra = 30 um
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Figura 6
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Figura 6. Comparacéo entre a densidade de volumes (Vv%) de elementos estruturais encontrados nas regides proximal e distal do tenddo

flexor superficial (TFS) nos animais sedentarios.
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Figura 7
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Figura 7. Variacdo na densidade de volumes (Vv%) de elementos estruturais encontrados nas
regides proximal e distal do tenddo flexor superficial (TFS) nos diferentes grupos experimentais.
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Figura 8
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Figura 8. Cortes longitudinais das regides proximal, intermedidria e distal do tenddo flexor
profundo (TFP) corados com hematoxilina-eosina. Grupo Sedentdrio: Camada peritendinea
(Pe) da regido proximal (A) células (seta compacta); regido intermedidria (C) e regido distal (E)
ambas indicando vasos sanguineos (seta tracejada) e células (seta compacta). O tenddo
propriamente dito da regido intermedidria (D) mostrou fibroblastos de formato redondo (seta
compacta) enquanto No tenddo propriamente dito da regido proximal (B) e distal (F) os
fibroblastos aparecem alongados (seta compacta). Grupo treinado: camada Pe da regido
proximal (G) e regido intermedidria (I) ambas apontado células (seta compacta), vasos
sanguineos (seta tracejada) e células secretdrias alinhadas ao redor da Pe (cabeca de seta); e da
regido distal (K) indicando vasos sanguineos (seta tracejada). Tenddo propriamente dito da
regido proximal (H) mostrando células redondas bem alinhadas e com ampla matriz pericelular
(seta compacta); regido intermedidria (J) com células similares as da regido proximal (seta
compacta) e a regido distal (L) mostrando fibroblastos alinhados e alongados (seta compacta).
Grupo EAA: Camada Pe da regido proximal (M) apontando fibroblastos (seta compacta);
regido intermedidria (O) e regido distal (Q) ambas apontando células (seta compacta) e vasos
sanguineos (seta tracejada). No tenddo propriamente dito a regido proximal (N) e distal (R)
ambas com fibroblastos alinhados e alongados (seta compacta) e a regido intermedidria (P) com
fibroblastos de formato oval (seta compacta). Grupo EAAT: camada Pe da regido proximal (S)
e regido intermedidria (U) ambas apontado células (seta compacta), vasos sanguineos (seta
tracejada) e células secretdrias alinhadas ao redor da Pe (cabeca de seta); regido distal (X)
apontando vasos sanguineos (seta tracejada). No tenddo propriamente dito as trés regides
proximal (T), intermedidria (V) e distal (Z) apontando fibroblastos (seta compacta). Barra = 30

pum
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Figura 9. Comparacio entre a densidade de volumes (Vv%) de elementos estruturais encontrados nas regides proximal e distal do tendao flexor

profundo (TFP) nos animais sedentarios.
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Figura 10. Variacdo na densidade de volumes (Vv%) de elementos estruturais encontrados
nas regides proximal e distal do tenddo flexor profundo (TFP) nos diferentes grupos

experimentais.
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Resumo

O uso de esterdides anabolizantes (EAA) estd associado as incidéncias de rupturas em
tenddes, por alterar suas propriedades biomecanicas e ultraestruturais, porém pouco se sabe
sobre o efeito dos EAA na expressdo génica desse tecido. Assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar a express@o dos principais genes que atuam no remodelamento do tenddo nas
regides proximal e distal do TC, intermediéria e distal do TFS e proximal, intermedidria e
distal do TFP, no exercicio de carga e associagdo com EAA. Ratos Wistar foram divididos
em quatro grupos experimentais: sedentario (S), treinados (T), animais sedentdrios tratados
com EAA (5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por semana) (EAA) e animais tratados com
EAA e treinados (EAAT). A expressdo dos genes COL1A1, COL3A1, TIMP-1, TIMP-2,
MMP-2, IGF-1, GAPDH, CTGF e TGF-J foi avaliada por real-time PCR. Nossos resultados
indicaram que o treinamento nao alterou a expressao dos genes COL1A1, COL3A1 e MMP-
2, porém, a administracio de EAA ou a sua associagdo com o treinamento diminuiram a
expressdo dos mesmos. A expressdo do IGF-Ia foi aumentada com o exercicio de carga,
enquanto o EAA ou EAA associado ao treinamento diminuiram a sua expressdo. As
diferentes regides dos tenddes nos animais sedentdrios apresentaram uma variada expressio
dos genes estudados. Conclui-se, portanto, que o exercicio modula diferentemente a
expressdo de genes relacionados com o remodelamento da MEC no tenddo. Ja as alteragcdes
na expressdo desses genes causadas pela administracdo de EAA e associacdo com o
exercicio indicam a possibilidade de um remodelamento deficiente na ECM do tenddo que

pode estar relacionado com a ocorréncia de lesdes tendineas.

Palavras chave: tendao, esteréide anabdlico androgénico, expressdo génica, exercicio de

salto.
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Introducao

Virios estudos mostraram que as respostas adaptativas do tecido conjuntivo, tanto
em miusculo esquelético quanto em tenddes, envolvem o aumento da sintese de coldgeno
tipos I e III, os mais abundantes nos tenddes, além de outras proteinas da matriz extracelular
(MEC). Essas alteragdes podem ser promovidas por estimulos mecanicos como o exercicio
fisico e estdo diretamente relacionadas a liberacdo de fatores de crescimento (Koskinen et
al., 2001; Olesen et al., 2006b; Heinemeier et al., 2007a; Heinemeier et al., 2008). O
coldgeno dos tenddes e musculos e outros componentes do tecido conjuntivo respondem de
acordo com os niveis da atividade fisica (Kovanen, Suominen, Peltonen, 1987; Kovanen,
1989; Stetler-Stevenson, 1996). A conexdo fisica entre a MEC e o citoesqueleto através da
superficie celular, via integrinas em sitios de adesdo, permite que forcas mecanicas se
propaguem pelo interior da célula (Sarasa-Renedo, Chiquet, 2005, Chiquet et al., 2009).
Estes sinais mecénicos se traduzem em informac¢des quimicas e poderdo influenciar uma
série de respostas celulares como a morfologia, organizacdo do citoesqueleto, sobrevivéncia,

diferenciagdo e expressdo gé€nica celular (Sarasa-Renedo, Chiquet, 2005).

O tecido conjuntivo tem uma importante fungdo na transmissdo de forca e o arranjo
fibrilar dos tenddes permite absor¢do de energia e carga (Kjaer et al., 2005). Os sinais
mecanicos inerentes da atividade fisica promovem uma resposta adaptativa do tecido
conjuntivo, acarretando um aumento da sintese de varias proteinas da MEC, dentre elas o
colageno (Kjaer et al., 2009). Os coldgenos fibrilares, tipo I e tipo III, sdo predominantes nos
tenddes (Kjaer et al., 2009). Estudos demonstraram que o aumento € a diminui¢do da carga
mecanica podem aumentar e diminuir a sintese de coldgeno, respectivamente (Kovanen,

1989).
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A degradacdo do coldgeno, bem como de outros componentes da MEC ¢ iniciada
pelas metalopeptidases de matriz (MMPs) (Kjer, 2004). As MMPs possuem um importante
papel na promocdo do furnover da MEC de tecidos ricos em coldgeno como os tenddes
(Koskinen et al., 2004), cuja atividade proteolitica é essencial para promover o crescimento,
manutengdo, adaptacdo e reparo tecidual (Visse, Nagase, 2003). A familia das MMPs ¢é
formada pelo menos por vinte e cinco membros encontrados em humanos, que exibem
similaridades estruturais e funcionais e estdo divididos em vdrias classes: colagenases
(MMP-1, 8, e 13), gelatinases (MMP-2 e 9), stromelisinas (MMP-3 e 10), matrilisinas
(MMP-7 e 26) e MMPs tipo-membrana (MMP-14 a 17 e 24) (Zhang et al., 2009). A MMP-2

e MMP-9 degradam fragmentos de coldgeno (Pasternak, Aspenberg, 2009).

A atividade das MMPs é regulada por inibidores teciduais de metalopeptidases
(TIMPs). O TIMP-1 e o TIMP-2 sdo capazes de inibir a atividade de todas as MMPs
conhecidas, no entanto o TIMP-2 é conhecido por se ligar mais efetivamente a MMP-2

enquanto que o TIMP-1 possui maior afinidade pela MMP-9 (Gomez, et al., 1997).

E importante destacar que a indugdo da sintese da matriz extracelular (MEC) em
resposta a carga mecénica pode ser: 1) efeito imediato da sinalizacdo de fatores de
transcrigdo, 2) efeito secunddrio induzido pelo aumento da expressdo de fatores de
transcricdo, 3) ou o efeito indireto relacionado com a expressdo, mecanicamente induzida,
de fatores de crescimento, liberados de forma autdcrina e paricrina induzindo a sintese de
proteinas da MEC (Sarasa-Renedo, Chiquet, 2005). O aumento da expressdo de coldgeno
pode ser induzido pelo fator de crescimento transformante -1 (TGF-p), fator de crescimento
semelhante a insulina — I (IGF-Ia), fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)
(Hishikawa, Oemar, Nakaki, 2001; Heinemeier et al., 2007a; Heinemeier et al., 2007b;

Heinemeier et al., 2009).
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O TGF-B1 (transforming growth factor-f1) funciona como um mediador mecanico
induzindo a expressdo de coldgeno tipo I sintetizado pelos fibroblastos em véarios tipos de
células (Gutierrez, Perr, 1999; Nakatani et al., 2002; Kim et al., 2002; Yang et al., 2004),
incluindo os fibroblastos do tenddo (Yang et al., 2004). Os efeitos do TGF- B1 podem ser
mediados por um complexo de proteinas denominadas Smad, o qual sdo ativadas pela
ligacdo do TGF- B1 extracelular ao complexo receptor-TGF- B1. Quando ativadas, as Smad
regulam a expressdo génica no nucleo celular (Attisano, Wrana, 2000). A ativacdo da via das
Smad pode induzir também a expressdo do CTGF (Zhang et al., 2000; Chen et al., 2000;
Roberts et al., 2001). O CTGF é uma proteina secretada por células endoteliais e induz
sintese de coldgeno in vivo e in vitro (Frazier et al., 1996). Em fibroblastos, os CTGF ¢
induzido pelo TGF- B1 e parecer ser, pelo menos em parte, responsdavel pela sintese de

coldgeno induzindo acdes do TGF- B1 (Frazier et al., 1996).

Fundamentado nestes achados, a hipdtese deste trabalho é de que o exercicio de
carga possa ser capaz de modular e adaptar a expressio de genes envolvidos no
remodelamento do TC, TFS e TFP. Por outro lado, acreditamos que essa adaptagdo celular
possa ser prejudicada pelo uso de esterdides anabolizantes. De acordo com Maravelias
(2005) o uso abusivo de esterdides aumenta o risco de lesdes no sistema musculotendineo.
Experimentos em modelos animais sugerem que os esterdides alteram as propriedades
biomecanicas e ultraestruturais dos tenddes (Evans et al., 1998) e que a diminui¢do da sua
forca pode ser decorrente da displasia das fibras de coldgeno (Michna, 1987; Laseter,
Russel, 1991; Miles et al., 1992). Estudos prévios tem demonstrado ainda que a
administracdo de EAA prejudicam o remodelamento do tenddo por inibir a atividade das
MMPs (Marqueti et al., 2006; Marqueti et al., 2008). Porém, os efeitos dos esterdides

anabdlicos androgé€nicos sobre o metabolismo do coldgeno, ainda sdo pouco estudados,
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apesar disso, podem estar associados a disfun¢ao dos tendoes e fibrose tecidual (Pirssinen et

al., 2000).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a regulagdo dos principais genes que
atuam no remodelamento do tecido tendineo, nas regides proximal e distal do TC,
intermediaria e distal do TFS e proximal, intermedidria e distal TFP, quando aplicado
exercicio de carga progressivo e/ou a associacdo do esteréide anabodlico decanoato de

nandrolona.

Material e Métodos

Animais: Vinte ratos (Wistar novergicus albinus, pesando aproximadamente + 200 g, no
inicio dos experimentos) foram agrupados em 4 gaiolas de pléstico, a temperatura ambiente
com luz controlada em ciclo de 12 h (claro escuro). A dgua e a comida foram administradas
ad libitum. Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com o guia de
pesquisa para o cuidado e utilizacdo de animais de laboratério (National Research Council,
1996). Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos, processo n°. 002/2006,

parecer 004/2006.

Grupos experimentais: Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais (5 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentdrios sem suplementacdo de
EAA (S), sedentdrio com suplementacdo de EAA (EAA), treinado sem suplementacdo de
EAA (T), e exercitado com suplementacio de EAA (EAAT). Animais dos grupos
exercitados foram submetidos a um programa de exercicio (saltos) em um tubo de plastico
25 centimetros de didmetro, contendo uma quantidade de dgua equivalente ao dobro do

comprimento do corpo do animal, com temperatura constante de 30 + 2 ° C. Apds a semana
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de adaptag@o os animais foram submetidos a um protocolo de treinamento que consistiu de 7

semanas (5-d/semana).

Administracdo de EAA: Os animais receberam Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona,
Organon do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Doses de 5 mg/kg de massa corporal (dose
suprafisioldgica) foram injetadas por via subcutinea na regido dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi andloga a dosagem freqiientemente utilizada por atletas (Pope,
1988). Os grupos experimentais que ndo tiveram administracio de EAA (S e T) receberam
um veiculo apenas com 6leo de amendoim e dlcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apds a

semana de adaptacdo.

Protocolo de treinamento: Para reduzir o estresse, os animais foram adaptados a dgua na
semana pré-treinamento (semana de adaptacdo). Esta adaptacdo consistiu de sessdes de
levantamento de peso (50% da carga de peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em
dgua a 30 + 2 ° C. A sobrecarga foi fixada no peito do animal, usando um colete adequado
que permitia a execucdo dos saltos sem que a vestimenta caisse do corpo do mesmo. O
nimero de séries (2-4) e repeticdes (5-10) foi ajustado diariamente e aumentado
gradualmente. Todas as sessdes foram realizadas no periodo da tarde, apds as 16:00 horas.
Apo6s a semana de adaptacdo, os animais foram submetidos ao treinamento de saltos, com
sobrecarga ajustada de acordo com o peso corporal do animal, como descrito anteriormente
(Cunha et al., 2005; Marqueti et al., 2006). O protocolo de saltos consistiu de uma primeira
semana de treinamento, em que o animal executou 4 séries de 10 saltos, um periodo de
descanso de 30 segundos entre as séries e sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as
seis semanas restantes, o treinamento foi executado com o mesmo nimero de séries (4) e

saltos (10) e intervalos de descanso (30 segundos entre as séries), porém, com uma
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sobrecarga adicional de 5%/semana, chegando a 80% do peso corporal na dltima semana.

Todos os animais foram pesados trés vezes/semana.

Preparacdo do tecido: Apds sete semanas os animais foram eutanasiados e o tenddo
calcineo (TC), tenddo flexor superficial (TFS) e tenddo flexor profundo (TFP) foram
imediatamente dissecados e tratados com o reagente estabilizador RNAlater (Qiagen,
Valencia, CA, USA) de acordo com o manual do fabricante e armazenadas a -20 °C. Esses
tenddes foram divididos em regides proximal e distal (para o TC) e proximal, intermedidria

e distal (regido para o TFS e TFP).

Extracdo de RNA: As regides dos tenddes foram transferidas em gelo seco para uma camera
refrigerada com temperatura mantida a —20 C onde foram pesadas e cortadas para melhor
homogenizagdo. A extracdo de RNA total de cada regido foi obtida utilizando-se o reagente
Trizol (Gibco) pelo método descrito por Chomczynski and Sacchi (1987). Apds o
isolamento da fase aquosa, o RNA foi precipitado usando isopropanol. O pellet foi lavado
em etanol e subseqiientemente dissolvido em 10 ul de 4gua livre de RNases. A concentragio
de RNA em cada regido dos tenddes foi determinada utilizando-se o reagente fluorescente

Ribogren (Qiagen).

RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

Um total de 40 ng de RNA de cada regido dos tenddes foram convertidos em cDNA
(volume final 20 ul) usando o Sensiscript Kit (Qiagen, Valencia, CA) de acordo com o
manual do fabricante. Foi preparado um unico Master Mix para processar as 140 amostras
contendo: 332 pl de tampdo RT (transcri¢do reversa); 332 ul de dNTP (deoxynucleiotide
triphosphate); 332 ul de oligo dT (10 uM); 161 pl da enzima transcriptase reversa e 483 ul

de 4gua livre de RNase. Foram adicionados 10 pl de Master Mix em cada amostra. As
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amostras foram incubadas a 37°C por 1 h e ap6s foram incubadas por mais 15 minutos a 70

°C.

As reagdes foram efetuadas utilizando-se 5 ul de cDNA diluido em tampado TE e
DNA de salmio (Sigma), para todos os genes avaliados, adicionados a uma reacio contendo
12,5 ul de SYBR Green PCR Master Mix, 100nM de cada primer e 7,45 ul de dgua livre de

RNase, em uma solu¢do com volume final de 25 pl.

Real Time-PCR

A amplificacio em cadeia da Polimerase (PCR) foi monitorada em tempo real
usando a mdquina MX3000P real-time PCR (Stratagene, CA). As amostras foram
distribuidas de forma aleatdria e corridas em placas de 96 pogos com uma curva padrdo em
duplicata feita de produtos de PCR clonados e especificamente confirmada pela curva de
melt ap6s a amplificacdo. A condicdo de ciclagem para todos os primers foram: Segmento 1:
10 minutos a 95 °C; Segmento 2: 15 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C e 1: 30 minutos
a 63 °C; Segmento 3: 1 minuto a 95 °C, 30 segundos a 55 °C e 30 segundos a 95 °C. Estes
segmentos acima citados foram repetidos até completar um total de 50 ciclos. A tabela 1
mostra os a seqii€ncia senso e antisenso dos primers que foram utilizados. A seqii€éncia dos
primers COL1A1, COL3A1, TGF-1, CTGF, IGF-a, MGF, GAPDH, RPLPO foram descritos
por Heinemeier e colaboradores (2009) e a seqiiéncia dos demais primers, MMP-2, TIMP-2,
TIMP-1, foram descritos por Heinemeier e colaboradores (2007a). Os valores de Ct (cycle
threshold) das amostras foram relacionados com a curva padrdo. Os dados foram analisados
usando o método de comparagdo absoluta por meio da curva padrio que possibilitou

determinar a diferenca entre os valores de Cts das amostras.

Normalizag¢ao dos dados: O gene RPLPO (Ribossomal protein PO) foi escolhido como

controle interno, assumindo que o mRNA do RPLPO tenha sido expresso constitutivamente
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(Dheda et al. 2004). O GAPDH, outro gene constitutivo usado, foi mensurado e o RPLPO
foi normalizado pelo GAPDH. No entanto, um estudo mostra que os genes constitutivos
podem ser influenciados por alguns tipos de intervencdes (Heinemeier et al. 2007b). No
presente estudo observamos que tanto 0 RPLPO como o GAPDH mostraram alteragdes nao
apenas nas intervengdes bem como nas diferentes regides dos tenddes de animais
sedentarios. Porém, a razdo RPLPO/GAPDH variou menos que a razio GAPDH/RPLPO. Por
esta razdo, escolhemos o RPLPO como gene constitutivo. O grupo controle (sedentério) foi

considerado igual a 1 como valor de referéncia.

Analise estatistica: todos os dados foram transformados em valores logaritmicos (logl0)
antes da andlise estatistica e foram apresentados como média geométrica + SE. Todas as
varidveis apresentaram distribuicio normal e homocedasticidade e, portanto, o teste
ANOVA two way (treinamento X EAA) seguida de andlise multipla de Tukey pareada foi
utilizado para comparacdes entre os tratamentos. Para as comparagdes entre as regides
proximal e distal do TC foi realizado teste t de student e para as comparagdes entre as
regides proximal, intermediaria e distal do TFS e TFP foi usada ANOVA one way seguida
de andlise multipla de Tukey pareada. Para todas as comparagdes, a significancia estatistica
foi considerada um nivel de 5% (p <0,05). Os dados foram apresentados como média + Erro
Padrao da Média (EPM). O software utilizado foi Statistica 7.0 (Stat. Soft. Inc. Tusa, Ok,

USA).

Resultados

A expressdo dos genes descritos abaixo foi avaliada nas regides proximal e distal do TC,
proximal, intermedidria e distal do TFP e apenas nas regides intermedidria e distal do TFS.
Neste udltimo, ndo foi possivel incluir a regido proximal pelo fato de ndo apresentar

quantidade de RNA suficiente para a sintese de cDNA.
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COL 1A1

Nas as regiodes, proximal e distal do TC (Fig. 1A e B, respectivamente) e na regido proximal
do TFP (Fig. 1E) o tratamento com EAA reduziu significativamente a expressdao génica do
COL1A1. No TFS e TFP, tanto o tratamento com EAA quanto a associacio de EAA e
exercicio de carga também reduziram a expressdo do COL1A1 nas regides intermediaria e

distal (Fig. 1C e D; F e G, respectivamente).

COL 3A1

Os achados sobre a expressdo génica do coldgeno tipo III (COL3A1) foram bastante
similares aos descritos acima referentes ao COL1Al. O tratamento com EAA reduziu a
expressao génica COL3A1 na regido distal do TC (Fig.2B) e intermedidria do TFP (Fig. 2F).
A regido proximal (Fig.2A) ndo apresentou diferenga entre os grupos. Nas regides
intermedidria e distal do TFS (Fig. 2C e D, respectivamente) e proximal do TFP (Fig. 2E)
tanto o tratamento com EAA quanto a associacido de EAA e exercicio de carga acarretaram a
diminuicdo da expressdo do COL3Al. O treinamento aumentou a expressdo gé€nica do

COL3A1 apenas na regido distal do TFP (Fig. 2G).

TIMP-1

O treinamento aumentou a expressdo do TIMP-1 na regido proximal do TC (Fig. 3A) e
regido distal do TFP (Fig. 3G). O EAA também aumentou a expressdo do TIMP-1 na regido
proximal do TC (Fig. 3A), porém a administracio de EAA, bem como EAA associado ao
exercicio de carga diminuiram a expressdo desse gene na regido intermedidria do TFS (Fig.
3C). As regides: distal do TC (Fig. 3B), distal do TES (Fig. 3D), proximal (Fig. 3E) e distal

(Fig. 3F) do TFP ndo apresentaram diferengas na expressdo de TIMP-1 entre os grupos.

TIMP-2
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Com relagd@o a expressdo de TIMP-2, ndo houve diferencas significativas observadas entre
as intervengdes nas regides proximal e distal do TC (Fig.4A e B, nesta ordem); regido distal
do TFS (Fig.4D) e regido proximal, intermedidria e distal do TFP (Fig.4E, F e G), com
excecdo da regido intermedidria do TFS onde o administracdo de EAA e EAA associado ao

exercicio de carga diminuiram a expressao de TIMP-2 (Fig. 4C).

MMP-2

O tratamento com EAA diminuiu a expressdo do gene da MMP-2 nas regides proximal e
distal do TC (Fig. SA e B, respectivamente) e regido proximal do TFP (Fig.5 D). Além
disso, a associacdo de EAA e exercicio de carga reduziram a expressio da MMP-2 nas
regides distal do TC (Fig. 5B) e intermedidria do TFP (Fig. 5E). Nao foram observadas
diferencas na expressdo desse gene nas regides intermedidria do TFS (Fig. 5C) e distal do

TFP (Fig. 5F).

IGF-Ia

O exercicio de carga aumentou a expressao de IGF-Ia nas regides proximal do TC (Fig. 6A),
intermediaria do TFS (Fig. 6C) e regiao distal do TFP (Fig. 6G). Por outro lado, a
administracio de EAA acarretou a diminui¢do da expressio do IGF-lIa nas regides
intermediaria do TFS (Fig. 6C) e proximal do TFP (Fig. 6E). A associacio de EAA e
exercicio de carga também reduziram a expressdo do IGF-Ia na regido intermediaria do TFS

(Fig. 6C).

GAPDH

O exercicio de carga também promoveu aumento da expressio de GAPDH nas regides
proximal do TC (Fig.7A), distal do TFS (Fig.7D) e regidao distal do TFP (Fig.7G). A

administracdo de EAA aumentou a expressdo desse gene na regido distal do TFS (Fig.7D) e
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a associacio de EAA e exercicio de carga aumentou a expressdo do GAPDH na regido distal
do TFS (Fig.7D) e proximal do TFP (Fig.7E) As regides distal do TC (Fig. 7B),
intermediaria do TFS (Fig.7C) e intermediaria (Fig.7F) ndo apresentaram diferencas entre os

grupos.

TC - comparacio entre as regioes proximal e distal de animais sedentarios

No TC (Fig. 8A) o colageno tipo [ e a MMP-2 (Fig. 8E) foram mais expressos na regido
proximal. J4 o coldgeno tipo III (Fig. 8B) e o TIMP-1 (Fig. 8C) foram mais expressos na
regido distal. Os genes, TIMP-2 (Fig. 8D), IGF-Ia (Fig. 8F), TGF-§ (Fig. 8G), CTGF (Fig.
8H) e o GAPDH (Fig. 8I) ndo apresentaram diferencas entre as duas regides. Os genes TGF-
B e CTGF permaneceram abaixo dos niveis de deteccdo da curva padrdo nas diferentes
intervengdes e obtivemos resultados apenas nos animais sedentdrios (Fig. 8G e H,

respectivamente).

TFS - comparacio entre as regioes intermediaria e distal de animais sedentarios

Com relagdo ao TFS, os genes TIMP-1 (Fig. 9C), TGF-B (Fig. 9G) e CTGF (Fig. 9H)
apresentaram maior expressio na regido proximal. O GAPDH foi mais expresso na regido
distal (Fig. 9I). Os demais genes, COL1A1 (Fig. 9A), COLA3A1(Fig. 9B), TIMP-2 (Fig.
9D), MMP-2 (Fig. 9E) e IGF-Ia (Fig. 9F) nédo apresentaram diferencas significativas entre as
regides intermedidria e distal. Os genes TGF-f e CTGF permaneceram abaixo dos niveis de
deteccdo da curva padrdo nas diferentes intervencdes e obtivemos resultados apenas nos

animais sedentdrios (Fig. 9G e H, respectivamente).

TFP - comparacio entre as regioes intermediaria e distal de animais sedentarios
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Os genes COL1A (Fig. 10A), TIMP-2 (Fig. 10D) e MMP-2 (Fig. 10E) foram mais expressos
nas regides intermedidria e distal que na regido proximal do TFP. Ja os genes COL3A1 (Fig.
10B), TIMP-1 (Fig. 10C), TGF-B (Fig. 10G) e GAPDH (Fig. 10I) foram mais expressos nas
regides intermedidria e proximal que na regido distal do TFP. Apenas a regido intermedidria
teve maior expressdo do CTGF (Fig. 10H) e apenas o IGF-Ia ndo demonstrou diferencas
entre as regides do TFP (Fig. 10F). Os genes TGF- e CTGF permaneceram abaixo dos
niveis de detec¢do da curva padrdo nas diferentes intervencdes e obtivemos resultados

apenas nos animais sedentdrios (Fig. 10G e H, respectivamente).

A concentracdo de RNA por mg/tecido nas diferentes regides ndo mostrou diferenca entre as
regides proximal e distal do TC (Fig. 8J). A regido intermedidria do TFS (Fig. 9J) e regido
proximal e distal do TFP (Fig.10J) apresentaram maior concentragdo de RNA que a regido

proximal dos seus respectivos tendoes.

Discussao

O presente estudo forneceu novas informagdes sobre os efeitos do exercicio de carga,
administracdo de EAA e a sua associa¢do nos niveis d¢ RNAm em diferentes regides do
tenddo. A andlise dos dados mostrou que o exercicio modula diferentemente a expressio de
genes relacionados com o remodelamento da MEC no tenddo. No entanto, a administracao
de EAA e sua associagio com o exercicio demonstraram efeitos deletérios no
remodelamento da ECM do tenddo, o que pode estar relacionado com lesdes tendineas

(Lasseter, Russell, 1991; Evans et al., 1998; Evans, 2004).

Tem sido demonstrado que o treinamento fisico aumenta a sintese de coldgeno tipo I
no tecido conjuntivo peritendineo em tenddes de humanos (Kjaer, 2004; Heinemeier et al.,

2003; Crameri et al.,, 2004; Olesen et al., 2006), porém hd uma caréncia de estudos
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publicados analisando a expressdo de coldgeno em tenddes associando o exercicio de carga
em modelos animais. Nesse sentido, foi demonstrado que 11 semanas de exercicio (alta
freqiiéncia e baixa carga) aumentou os niveis RNAm do coldgeno tipo III no tendao
calcineo em coelhos, porém nao foram detectadas modificagdes no colidgeno tipo I
(Archambault et al., 2001). Além disso, Heinemeier e colaboradores (2007) descreveram
que apenas 4 dias de treinamento concéntrico, excéntrico ou isométrico aumentaram a
expressdo de TGF-B-1 e do coldgeno I e III no tenddo calcaneo de ratas. No entanto,
Legerlotz e colaboradores (2007) mostrou que o treinamento de alta intensidade durante 12

semanas, ndo alterou os niveis de RNAm do coldgeno I e III no tenddo calcaneo de ratos..

De acordo com os dados de Legerlotz et al., (2007) o presente estudo demonstrou
que sete semanas de exercicio de salto ndo alterou os niveis de RNAm do coldgeno tipo I e
III em todos os tenddes analisados (exceto para o COLA 3Al na regido distal do TFP).
Provavelmente, essas discrepancias podem ser atribuidas as diferencas metodoldgicas entre
os estudos, como o protocolo de treinamento e 0 modo que os tenddes foram avaliados.
Embora os estudos de Archambault et al., (2001) e Heinemeier et al., (2007) induziram a
contracdo muscular por meio de estimulacdo elétrica, o protocolo usado nesse estudo foi um
exercicio de salto na dgua, que diminui a forca de impacto e reduz o esforco do sistema
musculo-esquelético (Irmischer et al., 2004; Tanaka, 2009, Triplett et al., 2009). Além disso,
nesses estudos o padrdo de recrutamento muscular foi diferente do estudo atual, como por
exemplo, o niimero de contracdes e a carga do exercicio. E importante ainda ressaltar que
foram analisadas diferentes regides dos tenddes (CT, TFS e TFP), enquanto esses estudos

prévios (Archambault et al., 2001; Heinemeier et al., 2007) analisaram o tendao inteiro.

A auséncia de alteracdes no coldgeno I e III, também pode ser atribuida ao exercicio
de longa duracdo utilizado no presente estudo (7 semanas) e por Legerlotz et al., (12

semanas), ja que Heinemeier et al., (2007) demonstraram que o exercicio de curta duracdo (4
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dias) aumentou os niveis de RNAm do coldgeno tipo I e III no tenddo calcaneo de ratos.
Além disso, Miller e colaboradores (2005) mensuraram o coldgeno do tenddo patelar e a
sintese de coldgeno do musculo quadriceps em humanos e mostraram que o coldgeno
aumentou de forma acentuada e rapida (pico de 24 h, e aos poucos diminuiu para valores
iniciais apds 72 h) ap6s o exercicio (extensdo de joelho a 67% da carga mdaxima).
Coletivamente, estes resultados sugerem que as diferencas entre os protocolos de

treinamento desempenham um importante papel na expressao de coldgenos tipo I e III.

Foi demonstrado que o exercicio de carga pode regular a expressdo de fatores de
crescimento capazes de estimular a sintese de coldgeno, como o TGF-B-1, CTGF e IGF-1
(Chiquet et al., 2003). Nesse sentido, Heinemeier et al., (2007) revelaram um importante
mecanismo molecular pelo qual o TGF-B-1 induz o aumento da expressdo génica do
colageno tipo I e III durante o treinamento fisico no tecido tendineo. No presente trabalho os
niveis de RNAm do TGF-B-1 e do CTGF ficaram abaixo do nivel de detec¢do da curva
padréo nos grupos T, EAA e EAAT. Portanto, ndo foi possivel comparar nossos resultados

com estudos anteriores.

Em relacdo a expressdo génica do IGF-1, foi observado um aumento no CT (regido
proximal), TFS (regido intermedidria) e TFP (regido distal) nos grupos treinados. E possivel
especular que essa alteracdo esteja relacionada com a tentativa do IGF-Ia em estimular a
producdo de coldgeno durante o exercicio de carga (Hishikawa et al., 2001; Heinemeier et
al, 2007; Heinemeier et al., 2009). No entanto, de maneira diferente da sintese de coldgeno,
o IGF-Ia ¢é regulado tanto no treinamento agudo, como no croénico (Frystyk, 2010). Como
ndo foi observada modificagdo na expressdo gé€nica dos coldgenos tipos I e III nos grupos
treinados , € possivel sugerir que o exercicio de salto na dgua utilizado neste estudo nao foi
suficiente para sobrecarregar os tenddes, e como resultado, ndo induziu a sintese de

coldgeno mediada pelo IGF-1. Além disso, é interessante observar que o protocolo de
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treinamento altera a expressao do IGF-1 apenas em algumas regides tendineas. E possivel
que diferentes regides do mesmo tenddo respondam de maneira diferente ao exercicio de
carga, uma vez que estas regides apresentam aspectos distintos na sua morfologia e
bioquimica (Covizi et al., 2001; Marqueti et al., 2008). No entanto, ndo foram observadas
diferencas na expressdo do IGF-1 em todas as regides nos tenddes de animais sedentdrios.
Isto sugere que as diferencas regionais na expressdo do IGF-1 estdo relacionadas ao
exercicio de carga. Além disso, esse foi o primeiro estudo que analisou os efeitos do
treinamento e do EAA nos marcadores moleculares em diferentes regides dos tenddes.
Embora seja complexo discutir e comparar nossos resultados em relacdo a expressdo dos
fatores de crescimento (IGF-1, CTG-F e TGF-b) devido a escassez de artigos, outros estudos
serdo importantes avaliar a expressdo génica de diferentes regides do tenddo para futuras

comparagoes.

As gelatinases (MMP-2 e 9) degradam fragmentos de coldgeno liberados durante a
atividade das colagenases (Visse, Nagase, 2009). Nesse estudo, nio foi observada alteragdo
na MMP-2 nos animais treinados. Este fato estd de acordo com estudos anteriores, que
descreveram que 12 semanas de treinamento de forca ndo modificou a expressdo génica da

MMP-2 e do TIMP1 no tendéo calcaneo de ratos (Legerlotz et al., 2007).

Além disso, em um estudo anterior, utilizando o mesmo modelo experimental,
Marqueti et al. (2008) demonstraram que o treinamento alterou a concentracdo total de
MMP-2 e % da forma ativa em algumas regides tendineas dos trés tenddes avaliados (TC,
TFS e TFP). Apesar da complexa regulacdo das MMPs e da dificuldade para inferir detalhes
de um padrio espacial e temporal da expressio do seu RNAm e da sua atividade (Page
McCaw et al., 2007), € possivel sugerir que a ausé€ncia da modificacdo do contetido de
RNAm na MMP-2 pode estar relacionado com a ndo alteragdo do conteido proteico da

MMP-2 (Carmeli et al., 2004; Page McCaw et al., 2007), como observado no estudo anterior
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do nosso grupo de pesquisa por meio de zimografia (Marqueti et al., 2008). Coletivamente,
estes dados sugerem que os niveis de expressdo génica da MMP podem ndo corresponder
com o conteido de MMP tecidual. Mais estudos s@o necessdrios para esclarecer essas
diferencas e a utilizacdo de outras técnicas como zimografia in situ ou citometria de fluxo

que sdo ferramentas tteis para analisar essa questdo.

O presente estudo mostrou que o EAA, bem como sua associagdo com o treinamento
fisico reduziram os niveis de RNAm do coldgeno I e III, na maioria dos tenddes analisados.
Clinicamente, esses achados sdo importantes para a compreensdo de como a expressdo do

gene do coldgeno é regulada pela administracdo dos EEA.

Previamente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que o EAA associado ao
exercicio de carga reduz a atividade da MMP-2 e aumenta os valores séricos de
corticosterona (Marqueti et al., 2006). Parece que os EAA, em concentracdes elevadas,
podem se ligar aos receptores de corticdides (Rogol, Yesalis, 1992; Haupt, 1993). Neste
sentido, Oikarinen et al., (1992) constataram que, durante o tratamento com corticosterdides,
os niveis séricos do prdé-peptideo carboxiterminal de coldgeno tipo I e pré-peptideo
aminoterminal de coldgeno tipo III diminuiram, sugerindo que os corticosteréides suprimem
a sintese de coldgeno tipo I e III. Dessa forma, essa hipdtese poderia explicar nossos
resultados, entretanto, outras andlises, como os microarranjos de cDNA e andlises in vitro
focando a interacdo entre receptores de corticoides e EAA em células do tenddo sdo

necessarios para esclarecer esta hipotese.

-

E interessante notar que a administracio de EAA reduziu os niveis de RNAm do
IGF-1 nos grupos EAA e EAAT, em algumas regides do tenddo, predominantemente na
regido intermedidria do TFS, em comparacido com o grupo treinado. A redugédo do IGF-1 por

meio da administracdo de EAA pode proporcionar redugcdo na traducio e producio de



177

coldgeno (Hishikawa et al., 2001; Heinemeier et al., 2007; Heinemeier et al., 2009), e este
fato pode estar relacionado a reduc@o dos niveis de RNAm do coldgeno I e III inerente ao

tratamento com EAA observado no presente estudo.

Para entender a acdo dos EAA sobre a expressdo de IGF-1a € importante ressaltar que
estudos em musculo esquelético demonstraram que a sua perfusio intravenosa estimulou a
sintese protéica (Fryburg, 1994). Foi demonstrado que os andrégenos sdo necessarios para a
producdo local de IGF-Ia no musculo esquelético independentemente do IGF-Ia sistémico,
bem como dos niveis de producdo de hormonio do crescimento (GH) (Fryburg, 1994).
Assim, Mauras et al., (1998) relataram que o hipogonadismo resultou em redu¢ido dos nives
de RNAm do IGF-Ia no misculo esquelético de homens jovens sauddveis. Esta informacao
corrobora os nossos achados, uma vez que o decanoato de nandrolona é um esterdide

predominantemente anabdlico e com baixa taxa androgénica, isso gera comumente

deficiéncia androgénica e supressdo da funcio testicular (Kutscher et al., 2002).

O tratamento com EAA também diminuiu a expressdo de MMP-2 na regido proximal
e distal do CT e na regido proximal da TFP, e também na regifo distal do CT e da regido
intermediaria da TFP quando o treinamento foi associado com o EAA. Estes resultados
estdo de acordo com estudos anteriores, que relatam que a EAA e o exercicio de carga
inibiram a atividade MMP-2 avaliada por zimografia em distintas regides no tendao de ratos
(Marqueti et al. 2006; Marqueti et al., 2008). Estd bem descrito que a expressdo génica da
MMP-2 é regulada por vérios fatores, dentre eles os ésteres de forbol, sinalizagdo por
integrinas, proteinas extracelulares e mudancas na forma celular (Kheradmand et al., 1998;
Sternlicht Werb, 2001). Apesar desse fato, a inter-relacdo entre as vias de sinalizagdo que
regulam a expressdo da MMP-2 ndo sdo totalmente conhecidas (Sternlicht Werb, 2001;

Page-McCaw et al., 2007).
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Nesse sentido, foi demonstrado que os receptores de glicocorticéides se ligam ao
complexo de proteinas AP-1, e desta maneira evitam a ativagdo de genes que contém o AP-1
no sitio de ligacdo do seu promotor. A MMP-1 e MMP-9 possuem um sitio de ligagdo para o
AP-1 em seus promotores e a sua expressio pode ser regulada por meio dele (Barnes, 1998).
Além disso, a dexametasona (um esterdide sintético) pode bloquear a indu¢cdo da MMP-9 e
retarda a indu¢do de MMP-2 no endotenddo ou em células da bainha do tenddo (Ritty,
Herzog, 2003). Parece que o fator nuclear de transcricio kappa-B (NF-kB) induz um
mecanismo de controle alternativo para a MMP-2. Em células endoteliais, a expressdo da
MMP-2 ¢é mediada pela ativacdo de NF-kB (Kim et al., 2000) e nos macréfagos alveolares, a
ativacdo do NF-kB resultou no aumento da expressdo da MMP-2 e MMP-9 (Yoshida et al.
2001). Além disso, a NF-kB € conhecida por ser inibida por receptores de glicocorticdides
(Barnes, 1998) e este pode ser o mecanismo pelo qual a dexametasona reduz a MMP-2 nas
células do endotenddo. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar essa

hipétese.

Nos grupos EAA e EAAT, a expressdao do TIMP-1 e 2 demonstraram valores opostos
quando comparado com aos niveis de RNAm da MMP-2 na maioria das regides dos tenddes.
Provavelmente, essa alteragdo fisioldgica foi uma tentativa de inibir a expressio da MMP-2,
uma vez que alteracdes dos niveis dos TIMPs sdo consideradas importantes, pois afetam
diretamente a atividade das MMPs (Visse, Nagase, 2003). Além disso, alguns efeitos dos
TIMPs nos processos bioldgicos ndo podem ser explicados apenas pela inibi¢ao da atividade
das MMPs (Brinckerhoff, Matrisian, 2002). Dessa forma, a sinalizacdo induzida pelos
TIMPs durante o exercicio fisico tem que ser investigada com mais detalhas (Suhr et al.,

2009).

Além disso, foi observado um aumento nos niveis de RNAm de GAPDH nos grupos

T, EAA e suas associagdes, na maioria das regides tendineas, o que poderia estar
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relacionado a uma resposta metabdlica no tenddo iniciada por estas intervengdes. A natureza
desta resposta em relagdo a GAPDH ¢ dificil de especular, ji que esta enzima parece ter
outras funcdes, além de sua func¢io metabdlica, incluindo o envolvimento nos mecanismos

moleculares da iniciag@o apoptética (Tarze et al., 2007).

Este estudo foi pioneiro em avaliar a expressdo génica em diferentes regides do TC,
TFS e TFP em animais sedentarios, porém nenhum estudo foi encontrado que descrevesse a
expressdo génica em diferentes regides de tenddes, o que limita a comparagdo e discussdo
dos nossos resultados. Além disso, outro fator limitante nesse estudo foi a auséncia da regiao
intermediaria e distal do TFS por motivos jd descritos anteriormente, fato que limitou a

discussdo sobre a expressdo génica no TFS.

Foi observado que a maioria dos genes analisados teve sua expressdo alterada de
acordo com cada regido. O coldgeno tipo I foi mais expresso na regido proximal do TC,
enquanto o coldgeno tipo III foi mais expresso na regido distal. A regido proximal e distal do
TC também sdo denominadas regides de tensdo e compressdo, respectivamente (Vidal,
Carvalho, 1990; Covizi et al., 2001). E possivel que a regido proximal do TC, por ser mais
tensional, expresse mais coldgeno tipo I, j4 que o principal papel deste € resistir a tensao
(Benjamin, Kaiser, Milz, 2008). J4 o coldgeno tipo III foi mais expresso na regido de
compressdo. Este possui um papel fundamental na fibrilogénese do coldgeno tipo I (Franchi,
et al, 2001) e pode regular o diametro das fibrilas de coldgeno I (Waggett et al., 1998).
Assim, Carvalho e colaboradores (2000) descreveram que as fibras de coldgeno da regido de
fibrocartilagem de tenddo de aves (regido de compressdo) sdo muito espessas sob luz
polarizada, essa informacdo pode ajudar a compreender o papel do coldgeno III na regido

distal do TC.
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Interessantemente, os niveis de RNAm do coldgeno I e III nas 3 regides no TFP
foram diferentes com relacdo as regides do TC, enquanto o TFS ndo mostrou diferenca entre
as regides analisadas. Neste contexto, € importante entender que as regides dos trés tenddes
possuem uma morfologia e composic¢io diferente (Benjamin, Ralphs, 1998). Enquanto as
regides proximais dos trés tenddes e distais do TFS e TFP sdo praticamente fibrosas e
resistem as forgas tensionais, as regides intermediarias do TFP e TFS e regido distal do TC
estdo sujeitas a diferentes niveis de forcas de compressdo e fric¢dao (Covizi et al., 2001). O
mecanismo pelo qual o coldgeno I e III é expresso nas diferentes as regides ndo estd claro e

mais estudos s@o necessdrios para investigar esses achados.

Os genes TIMP-1, TIMP-2 e MMP-2, também sdo expressos distintamente em cada
regido dos tenddes. No TC a expressdo de MMP-2 foi similar a do coldgeno tipo I (maior na
regido proximal) e com o TIMP-1 ocorreu o inverso (expressdo maior na regido distal).
Neste caso, a expressdo de MMP-2 pode estar relacionada com a atividade inibitéria dos
TIMPs, ou seja, estd mais expressa na regido onde o TIMP-1 foi menos expresso. De acordo
com Bramono e colaboradores (2004) o equilibrio entre as atividades das MMPs e TIMPs é
responsavel pela regulacio remodelamento do tenddo normal. Porém em condi¢cdes normais,
as MMPs sdo encontradas em pequenos niveis, apresentando baixa expressdo e atividade

(Mott, Werb, 2004; Page-McCaw, Ewald, Werb, 2007).

Entretanto, o processo da regulacdo das MMPs pelos TIMPs ndo é simples, pois,
embora os TIMPs sejam inibidores eficazes in vitro, in vivo também podem ativar as MMPs
(Caterina et al., 2000; Wang, Juttermann, Soloway, 2000). Além disso, os TIMPs nao sao os
unicos responsaveis pelo controle da atividade das MMPs, que possuem outros inibidores
tais como a a2-macroglobulina e os Recks (proteina indutora de reversdo rica em cisteina
com dominio Kazal), uma glicoproteina que pode inibir MMP-2, 9 e 14 (Noda et al., 2003).

Assim, sugere-se que a expressio da MMP-2 possa ser alterada por outros fatores, e nao
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somente pela regulacdo dos TIMPs. Talvez o TFP seja um bom exemplo para demonstrar
que o TIMP-1 e TIMP-2 nio exercem muita influéncia sobre a atividade da MMP-2, ja que

possuem expressdes divergentes.

Em relacdo aos fatores de crescimento, ndo houve diferenca na expressdo do IGF-1
entre as regides dos tenddes. Além disso, foi observado que ambas as regides intermedidrias
(TFS e TFP) aumentaram a expressio génica do TGF-B e CTGF. E possivel especular que a
expressdo desse gene esteja relacionada com as propriedades morfoldgicas locais, uma vez
que o TGF-p estd envolvido no processo de diferencia¢do das regides do tenddo submetidas
a compressdo, regulando a sintese de proteoglicanos e também de outras proteinas da MEC
(Kjaer, 2004; Cawston, Young, 2009), bem como na proliferacdo de fibroblastos (Kjaer,
2004). O TGF-B, ainda pode estimular a expressdo e a sintese de CTGF. Neste estudo, o
CTGEF pareceu acompanhar o padrido de expressdo do TGF-B. Além disso, estudos recentes
mostram que ha uma relagdo direta entre o TGF- Bl e o CTGF, sendo que o aumento da
expressdo de CTGF por mioblastos e miotubos in vitro promoveu o aumento da expressio

de TGF-B1 (Obreo et al., 2004; Maeda et al., 2005).

O GAPDH, também mostrou uma expressdo variada, no TC sem alteracdes, e as
regides de maior expressdo foram para o TFS a regido distal e para o TFP a regido proximal
e intermedidria. Assim, o GAPDH pode nao ser um bom gene housekeeping para o tenddo,

pois varia também de acordo com cada tenddo e em diferentes regides.

Além da expressdo génica, a concentragdo de RNA também foi avaliada nas
diferentes regides. Observou-se que hd uma relacdo entre a contragdo de RNA com a
densidade de volume de células nas regides estudadas (dados nao publicados). Regides com

maior densidade de volume de células apresentaram também maior concentracdo de RNA.
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Em conclusio, este estudo indicou que o exercicio de salto na dgua ndo alterou a
expressao de coldgeno e de alguns fatores de crescimento em diferentes regides do tendédo de
ratos. Porém, a administracdo de EAA e sua associacdo com o exercicio demonstrou efeitos
deletérios no remodelamento da MEC do tenddo. Além disso, os niveis de expressdo génica
nas diferentes regides dos animais sedentdrios foram distintos entre si indicando que nédo sé
ocorrerm modificagdes estruturais e bioquimicas mas também na expressdo dos principais
genes responsdveis pelo remodelamento. Apesar do exerciciode carga na dgua ndo ter
estimulado a expressdo dos principais genes avaliados o exercicio de carga quando
associado ao EAA resultou em efeitos negativos sobre a expressdo dessos mesmos

comprometendo o remodelamente tecidual.
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Legendas das Figuras

Fig. 1. Expressdo do COL1A1 nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal
e distal do TC (A, B), regides intermedidria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentario; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 2. Expressdao do COL3A1 nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal
e distal do TC (A, B), regides intermedidria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentario; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 3. Expressdo do 1 TIMP-1 nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal
e distal do TC (A, B), regides intermedidria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentério; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 4. Expressdo do TIMP-2 nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal e
distal do TC (A, B), regides intermediaria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias

geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
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sendo: a = diferente do grupo sedentério; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 5. Expressdo da MMP-2 nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal e
distal do TC (A, B), regides intermediaria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentério; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 6. Expressdo do IGF-Ia nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal e
distal do TC (A, B), regides intermedidria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentario; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 7. Expressdo do GAPDH nos diferentes tratamentos considerando as regides proximal e
distal do TC (A, B), regides intermediaria e distal do TFS (C, D) e regides proximal,
intermediaria e distal do TFP (E, F e G). Os valores foram expressos como médias
geométricas = SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como
sendo: a = diferente do grupo sedentério; b = diferente do grupo treinado; ¢ = diferente do

grupo EAA.

Fig. 8. Expressdo dos genes: COL1A1, COL3Al1, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IGF-I, TGF-
B1 e CTGF comparando apenas as regides proximal e distal do TC (A-I). Concentragdo de

RNA/mg de tecido (J). Os valores foram expressos como médias geométricas + SE. As
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diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como sendo: a = diferente da

regido proximal.

Fig. 9. Expressdo dos genes: COL1A1, COL3Al1, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IGF-I, TGF-
B1 e CTGF comparando apenas as regides intermedidria e distal do TFS (A-I). Concentracao
de RNA/mg de tecido (J). Os valores foram expressos como médias geométricas + SE. As
diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como sendo: a = diferente da

regido proximal.

Fig. 10. Expressao dos genes: COL1A1, COL3A1, TIMP-1, TIMP-2, MMP-2, IGF-I, TGF-
B1 e CTGF comparando apenas as regides proximal, intermedidria e distal do TFP (A-I).
Concentracio de RNA/mg de tecido (J). Os valores foram expressos como médias
geométricas + SE. As diferencas relevantes entre os grupos foram demonstradas como

sendo: a = diferente da regido proximal, b = diferente da regido intermedidria.
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Tabela 1 Primers utilizados no Real-Time PCR

RNAmM Primer Senso Primer Antisenso

COL1IA1 ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG
COL3A1 TGATGGGATCCAATGAGGGAGA GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT
TGF-p1 CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGTC
CTGF CAGGCTGGAGAAGCAGAGTCGT CTGGTGCAGCCAGAAAGCTCAA
IGF-1 GGAGGCTGGAGATGTACTGTGCT TGTGTTCTTCAAGTGTACTTCCTTCTG
MMP-2 CTGGGTTTACCCCCTGATGTCC AACCGGGGTCCATTTTCTTCTITT
TIMP-2 GGACACGCTTAGCATCACCCAGA  GTCCATCCAGAGGCACTCATCC
TIMP-1 ATAGTGCTGGCTGTGGGGTGTG TGATCGCTCTGGTAGCCCTTCTC
GAPDH  CCATTCTTCCACCTTTGATGCT TGTTGCTGTAGCCATATTCATTGT

RPLPO AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG

COL1A1 e COL3Alcolageno tipo I e coldgeno tipo III, respectivamente; TGF-B1, fator de
crescimento transformante f1; CTGF, fator de crescimento do tecido conjuntivo; IGF-I;
fator de crescimento semelhante a insulina I; MGF, fator de crescimento mecanico; MMP-2,
metalopeptidase de matriz — tipo 2; TIMP 2 e TIMP-1, inibidor tecidual de metalopeptidase
tipo 2 e 1, respectivamente; GAPDH, gliceraldeido 3-fosfato hidrogenase; RPLPO, Proteina

ribosomal grande - PO.
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Figura 3
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Figura 9
10,00 TFS - COL1A1 TFS - COL3A1 TFS-TIMP 1 TFS - TIMP 2
10,00 10,00 10,00
1,00 ? T )
a
0,10 1,00 - SSE . 1,00 - ﬁ , . 1,00 ISR ,
A Intermediaria Distal B Intermediaria Distal C Intermediaria Distal D Intermediaria Distal
TFS - MMP 2 TFS-IGF a TFS-TGF b TFS - CTGF
10,00 10,00 10,00 10,00
1,00 I : . 1,00 I : .
| J M- M -
0,10 0,10 1,00 . ) 1,00 - . )
E Intermediaria Distal F Intermediaria Distal G Intermediaria Distal H Intermediate Distal
10,00 TFS - GAPDH 200 7 TFs- Concentragdo de RNA/mg tecido
150
a
100
1,00 - . ) a
b 141
0,10 [ - . L
I Intermedidria Distal J proximal intermedidria distal




196

Figura 10
10,00 TFP - COL1A1 10,00 TFP - COL3A1 10,00 TFP - TIMP1
1,00 w T T \
= I S
2 b
0,10 1,00 : ——ab 1,00 , . a ,
A Proximal Intermedidria  Distal B Proximal Intermedidria  Distal C Proximal Intermediaria  Distal
10,00 TFP - TIMP2 10,00 TFP - MMP2 10,00 TFP - IGF a
“ - a
1,00 T T T 1,00 T T T 1 1,00 T - T 1
= ; a J g
0,10 0,10 0,10
D Proximal Intermediaria Distal E Proximal Intermediaria Distal F Proximal Intermedidria Distal
10,00 TFP-TGF b 10,00 TEP - CTGF 10,00 TFP - GAPDH
l a 4]
ab
. |
1,00 T T ! 0,10 0,10
G Proximal Intermedidria Distal H Proximal Intermedidria Distal I Proximal Intermedidria Distal

200 TFP -Concentragio de RNA/mg tecido
150

a
a
100 .
50
0 T - T T

J proximal intermedidria distal




197

Referéncias

Archambault JM, Hart DA, HerzogW. Response of rabbit Achilles tendon to chronic
repetitive loading. Connect Tissue Res 42: 13-23, 2001.

Attisano L, Wrana JL. Smads as transcriptional co-modulators. Curr Opin Cell Biol 12: 235-
243, 2000.

Barnes PJ. Anti-inflammatory actions of glucocorticoids: molecular mechanisms. Clin Sci 94:

557-72, 1998.

Benjamim M; Kaiser, E, Milz, S. Structure-function relationships in tendons: a review. J.

Anat. 212: 211-228, 2008.

Benjamin M, Ralphs JR.Fibrocartilage in tendons and ligaments--an adaptation to

compressive load. J Anat. 193: 481-94, 1998.

Brinckerhoff CE, Matrisian LM. Matrix metalloproteinases: a tail of a frog that became a

prince. Nat Rev Mol Cell Biol. 3: 207-214, 2002.

Carmeli E, Moas, M, Reznick AZ, Coleman R. Matrix metalloproteinases and skeletal

muscle: a brief review. Muscle Nerve 29: 191-197, 2004.

Carvalho HF, Felisbino SL, Covizi DZ, Della Colleta HH, Gomes L. Structure and
proteoglycan composition of specialized regions of the elastic tendon of the chicken wing.
Cell Tissue Res 300: 435-446, 2000

Caterina JJ, Yamada S, Caterina NC, Longenecker G, Holmback K, Shi J, et al. Inactivating
mutation of the mouse tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (Timp-2) gene alters

proMMP-2 activation. J Biol Chem 275: 26416-2622, 2000.

Cawston TE. Metalloproteinase inhibitors and the prevention of connective tissue breakdown.

Pharmacol Ther 70: 163-182, 1996.

Chen SJ, Yuan W, Lo S, Trojanowska M, Varga J. Interaction of smad3 with a proximal

smad-binding element of the human alpha2 (I) procollagen gene promoter required for

transcriptional activation by TGF-beta. J Cell Physiol 183: 381-392, 2000.

Chiquet M, Renedo AS, Huber F and Fluck M. How do fibroblasts translate mechanical

signals into changes in extracellular matrix production? Matrix Biol 22: 73-80, 2003.



198

Chiquet M, Gelman L, Lutz R, Maier S. From mechanotransduction to extracellular matrix

gene expression in fibroblasts. Biochimica et Biophysica Acta 1793: 911-920, 2009.

Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 162: 156-159, 1987.

Covizi DZ, Felisbino SL, Gomes L, Pimentel ER, Carvalho HF Regional adaptations in three
rat tendons. Tissue Cell 33: 483—490, 2001.

Crameri RM, Langberg H, Teisner B, Magnusson P, Schroder HD, Olesen JL, Jensen CH,
Koskinen S, Suetta C, Kjaer M Enhanced procollagen processing in skeletal muscle after a

single bout of eccentric loading in humans. Matrix Biol 23: 259-264, 2004.

Cunha TS, Tanno AP, Costa Sampaio Moura MJ, Marcondes FK. Influence of high-intensity
training and anabolic steroids treatment on rat tissue glycogen content. Life Sciences, 77:

1030 — 1043, 2005.

Dheda K, Huggett JF, Bustin SA, Johnson MA, Rook G, Zumla A. Validation of
housekeeping genes for normalizing RNA expression in real-time PCR. Biotechniques 37:

112-119, 2004.

Evans NA Current concepts in anabolic-androgenic steroids. Am J Sport Med 32: 534-538,
2004.

Evans NA, Bowrey DJ, Newman GR. Ultrastructural analysis of ruptured tendon from

anabolic steroid users. Injury 29: 769-773, 1998.

Franchi M, Trire A, Quaranta M, Orsini E, Ottani V. Collagen structure of tendon relates to

function. The Scientific World Journal 7: 404-420, 2007

Frazier K, Williams S, Kothapalli D, Klapper H, Grotendorst GR. Stimulation of fibroblast
cell growth, matrix production, and granulation tissue formation by connective tissue

growth factor. J Invest Dermatol 107: 404-411, 1996.

Fryburg DA. Insulin-like growth factor I exerts growth hormone- and insulin-like actions on

human muscle protein metabolism. Am J Physiol 267:E331-E336, 1994.

Frystyk J. Exercise and the growth hormone-insulin-like growth factor axis. Med Sci Sports

Exerc. 42: 58-66, 2010.



199

Gomez DE, Alanso DF, Yoshiji H, Thorgeirsson UP. Tissue inhibitors of metalloproteinases:

structure, regulation and biological functions. Eur J Cell Biol 74: 111-122, 1997.

Gutierrez JA, Perr HA. Mechanical stretch modulates TGF-betal and alphal(I) collagen
expression in fetal human intestinal smooth muscle cells. Am J Physiol. 277: G1074-80,

1999.

Haupt HA, Rovere GD. Anabolic steroids: a review of the literature. Am J Sports Med 12:
469-484, 1984.

Heinemeier KM, Olesen JL, Haddad F, Langberg H, Kjaer M, Baldwin KM, Schjerling P.
Expression of collagen and related growth factors in rat tendon and skeletal muscle in

response to specific contraction types. J Physiol 582: 13031316, 2007a.

Heinemeier KM, Olesen JL, Schjerling P, Haddad F, Langberg H, Baldwin KM, Kjaer M.
Short-term strength training and the expression of myostatin and IGF-I isoforms in rat
muscle and tendon: differential effects of specific contraction types. J Appl Physiol 102:
573-581, 2007b.

Heinemeier K, Langberg H, & Kjaer M. Exercise-induced changes in circulating levels of
transforming growth factor-beta-1 in humans: methodological considerations. Eur J Appl

Physiol 90, 171-177, 2003.

Heinemeier KM, Olesen JL, Haddad F, Schjerling P, Baldwin KM, Kjaer M. Effect of
unloading followed by reloading on expression of collagen and related growth factors in

rat tendon and muscle. J Appl Physiol 106: 178-186, 2009.

Hishikawa K, Oemar BS, Nakaki T. Static pressure regulates connective tissue growth factor

expression in human mesangial cells. J Biol Chem 276: 16797-16803, 2001.

Irmischer BS, Harris C, Pfeiffer RP, DeBeliso MA, Adams KJ, Shea KG. Effects of a knee
ligament injury prevention exerciseprogram on impact forces in women. J Strength Cond

Res 18: 703-7, 2004.

Kheradmand F, Werner E, Tremble P, Symons M, Werb Z. Role of Racl and oxygen radicals
in collagenase-1 expression induced by cell shape change. Science 280: 898-902, 1998.

Kim SG, Kim HJ, Choi SH, Ryu JY. Inhibition of lipopolysaccharide-induced I-kappaB

degradation and tumor necrosis factor-alpha expression by dimethyl-4,4'-dimethoxy-



200

5,6,5',6'-dimethylene dioxybiphenyl-2,2'-dicarboxylate (DDB): minor role in hepatic
detoxifying enzyme expression. Liver 20: 319-29, 2000.

Kim SG, Akaike T, Sasagaw T, Atomi Y & Kurosawa H. Gene expression of type I and type
III collagen by mechanical stretch in anterior cruciate ligament cells. Cell Struct Funct 27,
139-144, 2002.

Kjaer M. Role of Extracellular Matrix in Adaptation of Tendon and Muscle Skeletal to
Mechanical Loading. Physiological Review 84: 649 — 698, 2004.

Kjaer M., Langberg H., Miller BF., Boushel R., Crameri R., Koskinen S., Heinemeier K.,
Olesen JL., Dgssing S., Hansen M., Pedersen SG., Rennie MJ., Magnusson P. Metabolic
activity and collagen turnover in human tendon in response to physical activity. J

Musculoskelet Neuronal Interact 5: 41-52, 2005.
Kjaer M. The secrets of matrix mechanical loading. Scand J Med Sci Sports 19:455-6, 20009.

Koskinen SO, Wang W, Ahtikoski AM, Kjaer M, Han XY, Komulainen J, Kovanen V,
Takala TE. Acute exercise induced changes in rat skeletal muscle mRNAs and proteins
regulating type IV collagen content. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 280: 1292-
300, 2001.

Koskinen SOA, Heinemeir KM, Olesen JL, Langberg H, Kjaer M. Physical exercise can
influence local levels of matrix metalloproteinases and their inhibitors in tendon-related

connective tissue. J Appl Phys 96: 861-864, 2004.

Kovanen V, Suominen H, Peltonen L. Effects of aging and life-long physical training on
collagen in slow and fast skeletal muscle in rats. A morphometric and

immunohistochemical study. Cell Tissue Res 248: 247-255, 1987.

Kovanen V. Effects of ageing and physical training on rat skeletal muscle. Acta Physiol

Scand 135: 1-56, 1989.

Kutscher EC, Lund BC, Perry PJ. Anabolic steroids: a review for the clinician. Sports Med
32: 285-96, 2002.

Laseter JT, Russel JA. Anabolic steroid-induced tendon pathology: a review of the literature.

Med Sci Sports Exerc 23: 1-3, 1991.



201

Laseter JT, Russel JA. Anabolic steroid-induced tendon pathology: a review of the literature.

Med Sci Sports Exerc 23:1-3, 1991.

Legerlotz K, Schjerling P, Langberg H, Bruggemann GP, Niehoff A. The effect of running,
strength, and vibration strength training on the mechanical, morphological, and

biochemical properties of the Achilles tendon in rats. J Appl Physiol 102, 564-572, 2007.

Maeda N, Kanda F, Okuda S, Ishihara H, Chihara K. Transforming growth factor-beta
enhances connective tissue growth factor expression in L6 rat skeletal myotubes.

Neuromuscul Disord 15: 790-3, 2005.

Maravelias C, Dona A, Stefanidou M, Spiliopoulou C Adverse effects of anabolic steroids in

athletes: A constant threat. Toxicol Lett 158:167-175, 2005.

Marqueti RC, Parizotto NA, Chriguer RS, Perez SEA, Selistre-de-Araujo HS. Androgenic-
anabolic steroids associated with mechanical loading inhibit matrix metallopeptidase
activity and affect the remodeling of the Achilles tendon in rats. Am. J. Sport Med 34:
1274-1280, 2006.

Marqueti RC, Prestes J, Paschoal M, Ramos OH, Perez SE, Carvalho HF, et al. Matrix
metallopeptidase 2 activity in tendon regions: effects of mechanical loading exercise

associated to anabolic-androgenic steroids. Eur J Appl Physiol.104:1087-93, 2008.

Mauras N, Hayes V, Welch S, Rini A, Helgeson K, Dokler M, Veldhuis JD, Urban RJ.
Testosterone deficiency in young men: marked alterations in whole body protein kinetics,

strength, and adiposity. J Clin Endocrinol Metab 83: 1886-1892, 1998.

Michna H. Tendon injuries induced by exercise and anabolic steroids in experimental mice.

Int Orthop 11: 157-162, 1987.

Miles JW, Grana WA, Egle D, et al. The effect of anabolic steroids on the biochemical and
histological properties of rat tendon. J Bone Joint SurgAm 74: 411-422, 1992.

Mott JD, Werb Z. Regulation of matrix biology by matrix metalloproteinases. Curr Opin Cell
Biol 16:558-564, 2004.

Nakatani T,Marui T, Hitora T, Doita M, Nishida K & Kurosaka M. Mechanical stretching
force promotes collagen synthesis by cultured cells from human ligamentum flavum via

transforming growth factor-1. J Orthop Res 20, 1380-1386, 2004.



202

National Research Council. Guide for the care and use of laboratory animals. Washington:

National Academy Press; 1996.

Noda M, Oh J, Takahashi R, Kondo S, Kitayama H, Takahashi C. RECK: a novel suppressor
of malignancy linking oncogenic signaling to extracellular matrix remodeling Cancer

Metastasis Rev 22: 167-75, 2003.

Obreo J, Diez-Marques L, Lamas S, Diiwell A, Eleno N, Bernabéu C, Pandiella A, Lopez-
Novoa JM, Rodriguez-Barbero A. Endoglin expression regulates basal and TGF-betal-
induced extracellular matrix synthesis in cultured L6E9 myoblasts. Cell Physiol Biochem

14: 301-10. 2004.

Oikarinen A, Autio P, Vuori J, Viinidnen K, Risteli L, Kiistala U, Risteli J. Systemic
glucocorticoid treatment decreases serum concentrations of carboxyterminal propeptide of

type I procollagen and aminoterminal propeptide of type III procollagen. Br J Dermatol
126: 172-8, 1992.

Olesen JL, Heinemeier KM, Haddad F, Langberg H, Flyvbjerg A, Kjaer M & Baldwin KM.
Expression of insulinlike growth factor I, insulin-like growth factor binding proteins, and
collagen mRNA in mechanically loaded plantaris tendon. J Appl Physiol 101, 183-188,
2006.

Page-McCaw A, Ewald AJ, Werb Z. Matrix metalloproteinases and the regulation of tissue
remodeling. Nat Rev Mol Cell Biol 8:221-233, 2007,

Pérssinen M, Karila T, Kovanen V, Seppild T. The effect of supraphysiological doses of
anabolic androgenic steroids on collagen metabolism. Int J Sports Med 21:406-41, 2000.

Pasternak B, Aspenberg P. Metalloproteinases and their inhibitors—diagnostic and ther-

apeutic opportunities in orthopedics. Acta Orthopaedica 80: 693-703, 2009.

Pope HG Jr, Katz DL. Affective and psychotic symptoms associated with anabolic steroids
use. Am J Psychiatry 145:487-490, 1988.

Ritty TM, Herzog J. Tendon cells produce gelatinases in response to type I collagen
attachment. J Orthopaed Res 21:442-450, 2003.

Roberts AB, Piek E, Bottinger EP, Ashcroft G, Mitchell JB, Flanders KC. Is Smad3 a major
player in signal transduction pathways leading to fibrogenesis? Chest 120: 43- 47, 2001.



203

Rogol AD, Yesalis CE. Clinical review 31: Anabolic-androgenic steroids and athletes: what

are the issues? J Clin Endocrinol Metab 74: 465-9, 1992.

Sarasa-Renedo A, Chiquet M. Mechanical signals regulating extracellular matrix gene

expression in fibroblasts. Scand J Med Sci Sports 15: 223-230, 2005.

Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinases regulate cell behavior. Annu Rev Cell

Dev Biol 17:463-516, 2001.

Stetler-Stevenson WG. Dynamics of matrix turnover during pathological remodelling of the

extracellular matrix. Am J Pathol 148: 1345-1350, 1996.

Suhr F, Brixius K, Bloch W. Angiogenic and vascular modulation by extracellular matrix

cleavage products. Curr Pharm Des; 15:389-410, 2009.

Tanaka H.Swimming exercise: impact of aquatic exercise on cardiovascular health. Sports

Med 39: 377-87, 20009.

Tarze A, Deniaud A, Le BM, Maillier E, Molle D, Larochette N, Zamzami N, Jan G, Kroemer
G, Brenner C. GAPDH, a novel regulator of the pro-apoptotic mitochondrial membrane

permeabilization. Oncogene 26: 26062620, 2007.

Triplett NT, Colado JC, Benavent J, Alakhdar Y, Madera J, Gonzalez LM, Tella VConcentric
and impact forces of single-leg jumps in an aquatic environment versus on land. Med Sci

Sports Exerc 41: 1790-1796, 2009.

Vidal BC, Carvalho HF. Aggregation state e molecular order of tendons as a function of age.

Matrix 10: 48-57, 1990.

Visse R, Nagase H. Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases

structure, function, and biochemistry. Circ Res 92: 827-839, 2003.

Waggett AD, Ralphs JR, Kwan AP, Woodnutt D, Benjamin M. Characterization of collagen
and proteoglycans at the insertion of the human Achilles tendon. Matrix Biol 16: 457-470,
1998.

Wang Z, Juttermann R, Soloway PD. TIMP-2 is required for efficient activation of proMMP-
2 in vivo. J Biol Chem 275: 26411-26415, 2000.



204

Yang G, Crawford RC, Wang JH. Proliferation and collagen production of human patellar
tendon fibroblasts in response to cyclic uniaxial stretching in serum-free conditions. J

Biomech 37: 1543-1550. 2004.

Yoshida M, Korfhagen TR, Whitsett JA. Surfactant protein d regulates nf-kappa band matrix
metalloproteinase production in alveolar macrophages via oxidant-sensitive pathways. J

Immunol;166:7514-9, 2001.

Zhang J, Yang L, Tang Z, Xue R, Wang Y, Luo Z, Huang W, Sung KL. Expression of MMPs
and TIMPs family in human ACL and MCL fibroblasts. Connect Tissue Res 50:7-13,
2009.

Zhang W, Ou J, Inagaki Y, Greenwel P, Ramirez F Synergistic cooperation between Spl and
Smad3/Smad4 mediates transforming growth factor betal stimulation of alpha 2(I)-

collagen (COL1A?2) transcription. J Biol Chem 275: 39237-39245, 2000.



9 CONSIDERACOES FINAIS

Botanisk Have - Copenhagen - Dinamarca



206

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

. Os tenddes dos animais sedentdrios apresentaram caracteristicas bioquimicas,
celulares, mecénicas, moleculares e anatdmicas varidveis em cada regido, exceto as
propriedades mecénicas, pois avaliamos o tenddo inteiro. Essas peculiaridades
revelaram que os tenddes possuem uma grande capacidade de se organizar, adaptar e
resistir ao estresse das forcas mecanicas didrias bem como as derivadas de um
exercicio com carga.

. O exercicio de carga promoveu adaptagdes e/ou pelo menos manutengio das
propriedades tendineas citadas acima respondendo positivamente ao estimulo
mecanico. Deste modo, os tenddes apresentaram capacidade de se remodelar de
acordo com as forgas tensionais, compressivas e friccionais aplicadas.

. A administracdo suprafisiologica de EAA afetou negativamente muitas
propriedades tendineas descritas anteriormente, comprometendo o remodelamento
tecidual predispondo risco de lesdes aos tenddes levando a perda da funcionalidade.
No entanto, a associagdo do EAA ao exercicio de carga foi mais prejudicial do que a
administracdo de EAA isolado.

Algumas limitacdes desse estudo valem a pena ser comentadas. No inicio desse
projeto ndo levamos em consideracdo a avaliacdo dos respectivos musculos (gastrocnémio,
séleo, flexor digital profundo e flexor digital superficial) que conectam os tenddes estudados
aos o0ssos. Depois de um tempo, percebemos o quanto seria interessante analisar as varidveis
estudadas em conjunto com estes musculos, como por exemplo, a expressdo de genes (da via
hipertrdfica, coldgenos, fatores de crescimento, entre outros) a histologia e zimografia dos
mesmos. Talvez, essa avaliagdo mais completa nos fornecesse informagdes adicionais sobre a
magnitude do exercicio ou significancia do modelo experimental utilizado (salto vertical na

dgua), bem como dos efeitos dos esterdides anabolizantes nesse tecido. Mecanicamente,
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poderiamos avaliar a razdo for¢a musculo/tenddo para saber o quanto os tenddes realmente
foram afetados pelo salto vertical e/ou pelo EAA. Dessa forma, essas consideracdes servirdo

de exemplo e estimulos para nortear os préximos estudos.
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