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RESUMO

Os diferentes protocolos ou meétodos de treinameesistido sdo os treinamentos de
hipertrofia, de forca e o de resisténcia. O treimatm resistido vem se tornando cada vez mais
estudado por pesquisadores devido a importdncia pamanutencdo da saude e para o
desempenho dos atletas. Este tipo de treinamernte @adtar possiveis lesdes por meio do
fortalecimento de musculos e tenddes. Entre o®vdenddes, o tenddo calcaneo é um dos
mais estudados na medicina esportiva. O tendaarezdc possui matriz extracelular (MEC),
constituida por fibras de colageno e elastinapgliateinas ndo colagénicas e proteoglicanos,
e capaz de se adaptar a diferentes estimulos imices. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi analisar a resposta de diferentes potwiecde treinamento resistido como
hipertrofia, forca e resisténcia, sobre a orga@iaaips tenddes calcaneares ap0s treinamento.
Ratos Wistar foram divididos nos grupos: ndo-t@m@NT), treinamento de resisténcia (TR),
treinamento de hipertrofia (TH) e treinamento dedo(TF). O protocolo de treinamento em
plataforma de escalada vertical foi realizado tliés por semana, durante doze semanas para
todos os grupos de treinamento. A quantificacdo haroxiprolina, que infere na
concentracdo de colageno total no tecido, mostraiwmtoncentracdo nos grupos TH e TR
em relacdo ao grupo NT. Com relacdo a dosagemadieipas nao colagénicas foi observada
maior concentracdo no grupo TR quando comparada@ogis grupos. Na microscopia de
polarizacdo as medidas de birrefringéncia paracdate da organizacdo das fibras de
colageno nos tenddes mostraram maior birrefringéngigrupo TH e menor valor no grupo
TF, quando comparados ao grupo NT. Na densitomd&idandas (pixels), o grupo TF
apresentou maior valor para a isoforma latente 8PN quando comparado com 0s grupos
TH, TR e NT. A banda correspondente a isoformaaalia® MMP-9 foi mais proeminente no
grupo TH. Na zimografia para MMP-2 a densitomet@ bandas mostrou diferencas
significativas da isoforma latente entre os grupeés e NT. Na analise das isoformas
intermediaria e ativa foram encontrados resultasigsificativos quando comparados 0s
grupos de treinamento ao grupo nao-treinado. Ndssoorados com azul de toluidina (AT),
maior metacromasia foi observada na regido distasl @nddes dos grupos TH e TR.
Concluimos que estes protocolos promoveram difesemspostas na MEC principalmente na
concentracdo de colageno total, quantidade de MMRRIP-9 e na organizacao dos feixes

de colageno, sugerindo que os protocolos promoveno® de remodelamento na MEC.

Palavras-chave:exercicio resistido, tendao, matriz extracelular.



ABSTRACT

The calcaneal tendon has an fibrous extracellulatrirn (ECM) consisting of collagen,
glycoproteins and proteoglycans, and it is abladapt to different biomechanical stimuli. In
this sense, the objective of this study was to yameathe response of different resistance-
training protocols, such as hypertrophy, strengttl eesistance, on the organization of the
calcaneal tendon after training. Wistar rats weveldd into the following groups: untrained
(UT), resistance training (RT), hypertrophy trami(HT), and strength training (ST). The
training protocol in vertical climbing platform waerformed thrice per week during twelve
weeks. The quantification of hydroxyproline, whikclfers the total collagen concentration in
the tissues, showed higher concentrations in thearlI RT groups compared with the NT
group. Regarding the levels of non-collagenousganst a higher concentration was observed
in the RT group when compared with the other grodpspolarization microscopy, the
birefringence measures for the detection of colidgeers organization in the tendons showed
higher birefringence in the HT group and lower trirgence in the ST group when compared
with the NT group. In densitometry of bands (pixetee ST group showed a higher value for
the latent MMP-9 isoform compared with the HT, UhdaRT groups. The band
corresponding to the active MMP-9 form was morenprent in the HT group. In
zymography for MMP-2, the densitometry of bandsvetw significant differences of the
latent isoform between the HT and UT groups. In @nalysis of intermediate and active
isoforms, significant results have been found whemparing the trained groups with the
non-trained group. In sections stained with toldblue (TB), higher metachromasia was
observed in tendon's distal region in the TH and gmups, as this area is subject to
compression forces, indicating greater amount aftgmglycans. We conclude that these
protocols produced different responses in the EEdpecially in total collagen concentration,
amount of MMP-2 and MMP-9, and in the organizatidrcollagen bundles, suggesting that
the protocols promote a remodeling effect on thtMEC

Keywords: Extracellular matrix, Matrix metalloproteinase,dtgise, Achilles tendon.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o treinamento resistido ganhou amplalgacéo na sociedade sendo
indicado tanto para a manutencdo da saude na gdputan geral (FISHERt al., 2011;
RIBEIRO et al., 2014; PALOP MONTORG al., 2015), quanto para o aprimoramento do
desempenho em atletas (MARQUESal., 2013; VAVERKA et al., 2013). Portanto o
treinamento resistido tem aplicabilidade para diiegs populacdes devido as adaptacdes
morfolégicas (aumento na area de seccao transsersalisculo), neuromusculares (aumento
do recrutamento das unidades motoras), fisiolég{easnento da resisténcia elastica das
fibras do sarcémero ao alongamento) e metabdlaaandnto da sintese protéica) que produz
(ACSM, 2009; BARROSCet al., 2005). Entretanto a repeticdo de determinaduss tde
atividade com posi¢cdes e movimentos habituais per@®do e a sobrecarga de treinamento
promovem um processo de adaptacao organica quenpedeltar em efeitos deletérios como
lesGes musculares, articulares e ligamentares efestos benéficos como, por exemplo, a
estabilidade articular e a absorcéo de forcas regeatuantes nas articulagbes dos membros
inferiores principalmente e para diversas estrsta@atomicas do corpo (CADORE al.,
2014). Neste contexto o treinamento resistido tambk® visto como um componente
importante na reabilitacdo fisica, auxiliando nauperacdo ou também atuando para a
prevencdo de doencas, especialmente no processavethecimento (AARSKOGt al.,
2012).

1.1 Exercicio Resistido

O treinamento resistido vem se tornando cada veis nestudado por
pesquisadores por sua importancia tanto para atereg@o da saude, na populacdo em geral,
quanto para o desempenho em atletas. (BARR®@S&., 2005; FISHERet al., 2011). E
utilizado para descrever algum tipo de exercicie laguer 0 movimento ou a tentativa de mover
um musculo contra uma forca opo$EISHER et al., 2011) Uma das principais adaptacdes
associadas a pratica do treinamento com peso énerao nos niveis de forca muscular,
relacionada a dois fatores principais: neurais eculares (ARMSTRONGa al., 1983;
FAVIER et al., 1986).

As adaptacdes neurais ocorrem principalmente devidaior ativacao do sistema

nervoso central, a padrbes de recrutamento neunais eficientes e a uma melhor
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sincronizagéo das unidades motoras, estas adaptacoatecem de forma mais acentuada
durante as primeiras semanas de treinamento, ggedominante no treinamento de forca
(FAVIER et al., 1986). No treinamento de hipertrofia, as adaptagdesculares séo
determinadas por fatores anatdomicos e fisiolodmoalizados na unidade musculo-articular e
ocorrem apos algumas semanas de treinamento (BARRODS., 2005; MCARDLEE€t al.,
2008). Ja o treinamento de resisténcia proporciesaltados positivos na funcéo céardio-
respiratoria e no desempenho motor, também promarnbkos de forca aumento da ativacao
da unidade motora (WAUGH al., 2014).

O tipo de contracdo muscular no treinamento regisé isotbnica de acao
concéntrica e excéntrica. A agdo concéntrica refera trabalhos nos quais o musculo
encurta-se e o comprimento diminui, quando a &% (peso) € menor que a forca. Ao
contrario da acéo concéntrica, no trabalho exa@ntrimisculo alonga-se e o angulo articular
aumenta, ou seja, os trabalhos excéntricos fazemasgulo retornar ao comprimento original
(FAVIER et al., 1986). Assim a contragdo muscular por meio do estinmecanico,
principalmente com peso, provoca adaptacfes quétamsem aumento da area de seccao
transversa no muasculo e alteragcdes nas caraatasistontrateis das fibras musculares e
tendinosas (BARROSE& al., 2005).

Para verificar os efeitos agudos e cronicos do céier resistido os modelos
experimentais que utilizam animais tem sido de sump@rtancia ampliando o conhecimento
em diversas areas. Os modelos mais utilizados naéumdé s&o exercicio em esteira
(CONTARTEZEget al., 2008; MELLO MALHEIROet al., 2009; KEet al., 2011), impulsédo
vertical (MELLO MALHEIRO et al., 2009), natagédo (CONTARTEZ# al., 2008; CAMBRI
et al., 2011) e escalada vertical (HORNBERGER & FARRARQ£Z0SCHEFFERet al.,
2012) os quais mimetizam o treinamento resistidchemanos (MARQUETTEt al., 2008;
AGUIAR et al., 2010), entre estes o treinamento em escaladaalefti desenvolvido por
Hornberger e Farrar (2004) e demonstrou que oittaeas de treinamento induziu hipertrofia
muscular esquelética em ratos Sprague-Dawley risdgeque o protocolo pode imitar o
treinamento resistido progressivo de humanos (LEEARRAR, 2003; HORNBERGER &
FARRAR, 2004).

1.1.1 Treinamento de resisténcia muscular

No contexto do treinamento resistido a resistémuiacular é a capacidade que o

muasculo tem de realizar repetidamente, por um lopgdodo de tempo e com cargas
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moderadas, contragbes dindmicas (concéntricaskexed) ou estaticas (isométricas)
(BARROSO et al., 2005). A resisténcia € obtida por repetidas cofigaga fibra muscular,
exigindo um continuo suprimento de energia e adivagas fibras musculares. Portanto a
forca de resisténcia condiciona ao sistema neurcutarssustentar niveis de forca moderado
por intervalos de tempo prolongado. Os testes fpaii@amento de resisténcia muscular sdo
aqueles que diversas contracdes sao realizadasagas submaximas (MCARDL# al.,
2008; MAYER et al., 2011). Neste tipo de treinamento enfatiza-se umomaslume de
repeticdes com menores cargas. O numero de regetigbia de 13 a 20, utilizando cargas de
40 — 60% de 1RM (repeticdo maxima) (BARRO&Q., 2005; PARKEet al., 2015). Neste
tipo de treinamento, por exemplo, podem ser utbzavarios tipos de equipamentos e

materiais na modalidade de circuito (Figura 1).

Figura 1. Equipamentos e materiais utilizados para treindamneée resisténcia em circuito. (Imagem do site
www.lamiadolcevita.com.br).

1.1.2 Treinamento de hipertrofia

O treinamento resistido de hipertrofia desenvolee nmisculo o aumento do
tamanho das fibras individuais induzindo a marcaateeracdes morfolégicas (BARROSO
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al., 2005) e este aumento na tensdo muscular (forcappriona o estimulo priméario dando
inicio ao diferencial de volume no musculo esqieéfMCARDLE et al., 2008, PARKet

al., 2015). Este aumento ocorre devido ao estresse nisec@ue induz as proteinas
sinalizadoras a ativarem os genes que estimulamtese protéica refletindo na adaptacéo
biolégica fundamental a uma maior carga de trab@ihAYER et al., 2011, PARKet al.,
2015). No treinamento de hipertrofia as repetigissgam de 6 a 12 com um percentual da
carga de 70-90% de 1RM (repeticdo maxima). Esgadavorece o aumento das miofibrilas,
da densidade capilar, maior quantidade de proteim@sateis (actina e miosina), de enzimas
e nutrientes armazenados, levando a um aumentore® téansversal do musculo e
consequentemente a uma hipertrofia muscular (FAVBER., 1986; MAYER et al., 2011).
Este tipo de treinamento é muito utilizado, pomep®, por atletas de fisioculturismo (Figura
2).

Figura 2. Atleta egipcio de fisioculturismo Mamdouh Elsshiflynagem do site da International Federation of
Bodybuilding and Fitness (IFBB, 2015)).

1.1.3 Treinamento de forca
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A forga é a capacidade de superacdo da resist&xteima e de acdo oposta a esta
resisténcia, por meio dos esforcos musculares (AINSKY & ZATSIORSKY, 1978;
BARROSOet al., 2005), portantearacteriza-se pelo desenvolvimento de forgca masimante
um esfor¢o isolado, em que fatores neuromusculaueseurais podem aumentar ou afetar os
ganhos de forcaE diretamente proporcional a capacidade contrésl mhlsculos, que s&o
dependentes da quantidade de proteina contratifioras musculares, e da capacidade de
recrutamento de unidades motoras (GHORAYEB & BARRTI®9).

Os mecanismos de adaptacfes neurais e morfologimagem no decorrer de
um periodo de treinamento de forca e nas etapeiaigido treinamento (4-6 semanas) apos
esse periodo inicial, a contribuicdo das adaptagdedologicas aumenta, enquanto das
neurais tende a diminuir. O ganho de forca depdadatimizacdo dessas adaptacdes durante
o treinamento (FARTHING & CHILIBECK, 2003). Nestaonrlidade de treinamento o
namero de repeti¢cdes varia de 04 a 05, utilizamdgas de 70 — 100% de 1RM (BARROSO
et al., 2005). Podemos citar como um exemplo para ested#ptreinamento os atletas da

confederacao brasileira de levantamento de pesgsréR3).

y.r AteS (

EVRODLET

Figura 3. Atleta brasileiro de levantamento de peso Ferndtals. (Imagem do site da Confederacéo Brasileira
de Levantamento de Pesos (CBLP, 2015)).

Portanto para os envolvidos no esporte, 0 treintomessistido pode evitar

possiveis lesbes por meio do fortalecimento de ulidse tenddes (FISHER al., 2011).



16

Entre os varios tenddes, o tendao calcaneo temedadp especial interesse devido a sua
importancia na medicina esportiva (BENJAMéNal., 2004; SHAW & BENJAMIN, 2007).

1.2 Caracteristicas estruturais e bioquimicas do meldo calcaneo

O tenddo calcaneo se origina da juncdo das apae=urdos musculos
gastrocnémios lateral e medial e do séleo que itoist 0 musculo triceps sural e insere no
0sso calcaneo da regifio tarsal do pé (KOSKINERMI., 2004) E um dos mais resistentes
tenddes do corpo humano (SIMONSIEENal., 1995; KOSKINENEet al., 2004) e recrutado
constantemente durante as atividades diarias oatetdades esportivas. Em sua estrutura
anatémica o tend&o é circundado por tecido comjoritouxo, que permite o seu movimento
contra os tecidos vizinhos abaixo deste tecido.oTodend&o é circundado por uma fina
bainha de tecido conjuntivo, que envolve cada fdwaenddo e une essas fibras individuais,
formando grandes unidades de feixes de fibras ldgeoo (O'BRIEN, 1997; KJAER, 2004).

No tecido conjuntivo do tendao calcaneo ha um prédi@ de matriz extracelular
(MEC) em relacédo a quantidade e tipos de célulaBlEL do tecido conjuntivo consiste de
um conjunto de macromoléculas localizadas foraédala que se integram e interagem de
forma altamente organizada para que o tecido exsuwgs propriedades fisioldgicas e
biomecanicas (KJAER, 2004).

A MEC dos tenddes é composta de colageno e elagpirdeoglicanos e
glicoproteinas nao-colagénicas, possuem de 55 adé0dgua e o peso seco do tendédo é de 60
a 85% de colageno. Colageno desempenha importapét para o tenddo calcaneo e neste ha
predominio do colageno do tipo | organizado emiléiby fibras, feixes de fibras e fasciculos
(Figura 4) que sao organizados em um arranjo héét@ao longo do maior eixo do tendao
(O'BRIEN, 1997; KJAER, 2004). Outros tipos diferest de colageno também sé&o
encontrados em tenddes, os tipos I, Ill, IV, XIVXO'BRIEN, 1997). A heterogeneidade do
coldgeno é relacionada & composi¢cdo dos aminoa@dosnsequentemente os tipos de
cadeias em triplice hélice formadas, determinarssing uma seérie de estruturas diferentes
(JAMESet al., 2008).



17

SUBFASCICULO

FASCICULO

FIBRA DE
COLAGENO

FIBRILA DE
COLAGENO

Aeh
&d -‘}"\I]
2 0)

!
v,

ENDOTENDAO EPITENDAO

Figura 4: Organizacéo hierarquica do tenddo (adaptado der(is, 2000)).

No tenddo as fibrilas exibem um padrdo onduladonokhenado crimp
(GATHERCOLE & KELLER, 1991; VIDAL, 1995, 2003), queermite o tenddo, como um
todo, se adaptar a diferentes situacdes de esteedséormacao, (FRANCHidt al., 2007),
assim o aspecto ondulado permanece enquanto ootesgla relaxado, mas desaparece
quando o tenddo é submetido a uma carga tensic@PER, 1996). Portanto, ha variagbes
na organizacao daimp nas diferentes regides do mesmo tendao (VIDALHLIue podem
ser vistas na microscopia de luz polarizada (VIDAIQ03) e estas regibes aeimp
favorecem adaptacéo dos feixes de colageno dodendfhdo submetidos a forgcas de tenséo
gue promovem estresse e deformacéo nas fibras (ERTGOLE & KELLER, 1991).

O desenvolvimento e remodelamento adequado destarduia das fibras de
colageno sao fundamentais para a integridade esthé funcional dos tenddes (RILEY
al., 2002). A funcionalidade e as propriedades biomeaandos tendfes sdo determinadas
tanto pela associagdo entre o colageno e os oeleosentos da matriz extracelular, como
também, pelo diametro e orientacéo de suas fibfaxes (VIDAL & CARVALHO, 1990).

As forcas de compressao e atrito adicionadas &rsid normal exercida pelos musculos,
levam a variacdes regionais na morfologia e conggosidos tendbées (CARVALHO &

VIDAL, 1994). Desta forma, a MEC se adapta a difege forcas biomecéanicas, apresentando
diferencas regionais em termos de composicéo eiaagEo ao longo do tenddo. Nas regides

onde a tensdo € exercida em todas as direcdegjxes e colageno estdo dispostos sem
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orientacdo regular, enquanto que em regides otelesdo é exercida apenas em uma direcao,
as fibras demonstram uma disposi¢éo ordenada gaaiahal (O’'BRIEN, 1997).

Além das moléculas de colageno também esta presanMEC uma pequena
quantidade de fibras elasticas que se organizamordea ordenada e paralela as fibras de
colageno, permitindo aos tenddes suportar cargdgegionais a que sdo submetidos durante
a contracdo muscular no exercicio ou em outraglaties diarias (AQUING@t al., 2005). Os
componentes nao fibrilares da MEC sao os protemgie (PGs) e glicoproteinas nao
colagénicas. Os PGs consistem de um esquelet@kdatproteina e pelo menos uma cadeia
de glicosaminoglicano (GAG) ligada covalenteme®@8QUISATTOet al., 2003). Os PGs
estdo presentes especialmente em regides de ceapr@EOGEL & HEINEGARD, 1985),
pois sdo estruturas altamente hidratadas por upes®s camada de agua de solvatacédo que
envolve a molécula, tornando o tecido viscoso (EESA et al., 2002). As fibras elasticas
posicionam-se paralelamente as fibras de colaganaegides de tensdo, enquanto que na
regido de compressédo, as fibras elésticas e ca@agestao distribuidas em varias direcoes,
imersas em grande quantidade de proteoglicanosANI® CARVALHO, 1990; FEITOSA
et al.,, 2002). Entre as proteinas nédo-colagénicas animtina e laminina servem de
mediadores da adeséo celular com outros compondatesatriz (JOHANSSON, 1996). A
fibronectina € a glicoproteina de adesdo mais aniadno tecido conjuntivo, € sintetizada
por fibroblastos, células endoteliais, condrocitaulas gliais e miécitos, e pode se ligar as
integrinas, aos proteoglicanos, ao colageno eriadljPIEZ & REDDI, 1984).

A manutencado da integridade e organizacédo da netrialve, portanto a sintese
e degradacdo dos componentes da MEC. A sinteseemadelamento da maior parte dos
constituintes da MEC envolvem também uma classe emgimas denominadas
metaloproteinases de matriz (MMPs) (SUMMERS & KO@B02; MAGNUSSONEet al.,
2003). Estas enzimas estdo presentes na formaeais quais sdo ativadas no espaco
extracelular por enzimas (plasmina, triptase, qaena outras metaloproteinases) e outros
mecanismos (auto clivagem e auto-ativacdo) (MOTWERB, 2004; PAGE-McCAWt al.,
2007).

1.3 Metaloproteinases de Matriz Extracelular
As MMPs sdo membros de uma familia de mais de 30nas (KUPAIlet al.,

2010) que requerem zinco para a atividade de sewcafalitico (APTE & PARKS, 2015). As

células do tenddo secretam MMPs na forma de pnoeszinativas que quando ativadas, sao
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capazes de degradar diversos componentes da reatracelular, tais como o colageno,
elastina e proteoglicanos (STERNLICHT & WERB, 2004SSE & NAGASE, 2003;
PAGE-McCAW et al., 2007). A familia das MMPs é subdividida em quatlasses:
colagenases, gelatinases, estromelisinas e MMBsntgmbrana (CHAKRABORTEt al.,
2003; PARKSet al., 2004). Portanto, estas enzimas s&o importantedegeadacéo e
remodelagcdo da matriz extracelular de tendbes (RMGEAW et al., 2007).

Um desequilibrio entre a atividade de MMPs e TIMsbidor tecidual de
metaloproteinases) provoca degradacdo no colagéap eom que a integridade da matriz
extracelular de tenddes seja afetada (KAROUSE@LUAl., 2008). TIMPs sdo proteinas
reguladoras da atividade de MMPs, que se liganit@oativo ou em sitios alternativos destas
enzimas (MALEMUD, 2006). Durante o processo deareplo tenddo, ha um aumento da
atividade de MMPs que esta relacionado com a dagé&adde colageno desnaturado. As
MMPs do tipo gelatinases envolvidas nesse procesgo a MMP-9 que participa da
degradacdo de colageno, e a MMP-2 participa daadagéo e remodelacdo do colageno
(RILEY et al., 2002; MOTT & WERB, 2004). Devido as func¢des diversss MMPs tém sido
consideradas fatores regulatérios importantes nmebstasia da matriz extracelular
(TAKALA & VIRTANEN, 2000; STERNLICHT & WERB, 2001;PARKS et al., 2004,
PAGE-McCAWEet al., 2007).

No entanto a resposta das MMPs do tend&o ao eixetefo sido mostrada em
situacOes de exercicio agudo (corrida em estemadee, apos o término do exercicio houve
elevacéao dos valores intersticiais de Pro-MMP-8déas ap0s o0 exercicio, 0 aumento de pro-
MMP-2 no tecido do tend&o calcaneo em humanos (KNEK et al., 2004), assim como
aumentos na MMP-2 e MMP-9 também foram encontragas exercicio com salto vertical
no tendao calcaneo de ratos (MARQUEETlal., 2006), mostrando que as MMPs (e seus
inibidores) desempenham papel importante na adap@g MEC no exercicio (KOSKINEN
et al., 2004).

2. JUSTIFICATIVA

A sobrecarga cronica na forma de treinamento figionduz os tenddes e

musculos a aumento dornover de colageno. Pesquisas relatam que a sinteseldogicos
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tipo | e tipo Il aumenta apos estimulos mecanijsos meio de exercicio fisico intenso no
musculo (LANGBERGset al.,1999; MELLO MALLHEIRO et al., 2009). Trabalhos também
relatam que o exercicio agudo induz a sintese dgeoo no tendédo e no muasculo, indicando
resposta adaptavel no tecido conjuntivo (HORNBERGHRARRAR, 2004; HEINEMEIER
et al., 2007). Porem néo se sabe se o treinamento fisiedeya a um aumento de colageno
resulta em aumento na organizacdo dos feixes dgewbd, de mesmo modo também né&o se
sabe se ocorre aumento de proteoglicanos e pretefitacolagénicas.

O turnover do colageno no sistema musculo esquelético é a4BMITH &
RENNIE, 2007) e ja foi documentado que na MEC ¢ influerwipdla atividade fisica. A
sintese de colageno e das MMPs aumenta com a macfnica, portanto, o exercicio fisico
induz a aumento transitorio na concentracao inteabkto produto de degradacéo da ligacao
cruzada do colageno tipo | (VAN WART & BIRKEDAL-HASEN, 1990). Estudos relatam
que o exercicio indica aumento na degradacao dgenb tipo | (LANGBERG al.,1999).

Desta forma, o tendao calcaneo, que pela suazacab esta sujeito a forcas de
tensdo e de compressdo e que € capaz de modii@srestruturas e componentes quando
submetido a estimulos, merece atencao especialeca)refere a importante atividade das
metaloproteinases da MEC. A realizacao da pesqussifica-se devido a escassez de estudos
gue demonstram as respostas adaptativas das regidesdao calcaneo a diferentes tipos de

treinamento fisico resistido a longo prazo.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar a resposta dos diferentes protocolos e@amento resistido sobre a

matriz extracelular e identificar presenca de nogtalteinases-2 e -9 em tendéo calcaneo.

3.2 Especificos:

a) Analisar a organizacao estrutural, através daasoapia de luz comum e de polarizagéo,

do tendé&o calcaneo em resposta ao treinamenttidesis forca, hipertrofia e resisténcia;
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b) Quantificar proteinas, GAGs sulfatados e hidroxXipeodo tendao calcaneo em resposta ao
treinamento resistido de forga, hipertrofia e tésisia,;

c) Identificar a presenca e a atividade enzimatica rdataloproteinases-2 e -9 do tendéao

calcaneo em resposta ao treinamento resistidorga, foipertrofia e resisténcia.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, adultegne (60 dias), pesando em
média 250 gramas, provenientes do Biotério da Usidade do Extremo sul Catarinense
(UNESC). Os animais foram divididos em 4 gruposlfpara cada grupo) e mantidos em
gaiolas plasticas padrdo, em cama de maravalha, looen acesso a agua e racdo e

temperatura ambiente de°23 com ciclo de claro e escuro de 12h.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram manipulados de acordo com as rsoenagprovacao do Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA) da UNESC (em anexa) protocolo 096-2014-01. Os
animais foram divididos em Grupo NT — N&o treinad&rupo TR - Treinamento de
Resisténcia Muscular, Grupo TH — Treinamento deeHiipfia, Grupo TF — Treinamento de

Forca.

4.3 Protocolo de Exercicio

Os animais (n= 60) foram distribuidos, aleatoriai®enos 4 grupos descritos
anteriormente, apdés um periodo de familiarizagc&afomais com a plataforma de escalada
(1.1 X 0.18 m e 80° de inclinagéo) (Figura 5, A)e(BORNBERGER & FARRAR, 2004,
SCHEFFERet al., 2012). A carga foi fixada a base da cauda dos tatliando fita flexivel
Micropore 3M (Figura 5, C e D). Durante a primeg@mana de treinamento os animais

carregavam uma carga de 5% da sua massa indiwidygadral (periodo de adaptacdo). A
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repeticéo foi considerada bem sucedida quandonadusubiu da parte inferior da plataforma
para o topo. Apés o periodo de adaptacéo, os animalaram o periodo de treinos trés dias
na semana, com pausa de 48 horas, durante 12 sen@anampo de exercicio foi de 30

minutos.

Figura 5: Aparato e pesos utilizado para o Treinamento fdeigim Escala verticalA] vista frontal e B) vista

lateral,(C) pesos utilizadogD) posicionamento do animal na escalada.

4.3.1 Treinamento de resisténcia muscular (TR)

TR consistia em subir a plataforma carregando uangacde 10% do peso do
corpo, que foi progressivamente aumentado para 30%, 40%, e 50%, 12-15 repeticdes, 2
minutos de intervalo, 3 dias por semana, duranteeb2anas (Figura 6) (SCHEFFERal.,
2012).



Figura 6. Treinamento de resisténcia muscular.
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4.3.2 Treinamento de hipertrofia (TH)

TH consistia em subir a plataforma carregando uangacinicial que foi de 25%

do peso do corpo, aumentando progressivamentespéta 75% e 100%, 8-10 repeticdes, 2

minutos de intervalo, 3 dias por semana, durantseh2anas (Figura 7) (SCHEFFERal.,

2012).

Figura 7. Treinamento de hipertrofia.
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4.3.3 Treinamento de forca (TF)

TF consistia em subir a plataforma carregando uangacinicial de 25% do peso

do corpo, que foi progressivamente aumentado p@%a, 300%, 125% e 150% de 4-5
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repeticdes, 2 minutos de intervalo, 3 dias por semndurante 12 semanas (Figura 8) adaptado
de SCHEFFERt al., 2012.

Figura 8. Treinamento de forca.

3 séries 4 séries 5 séries 6 séries
{ A | A |
Carga 251% 501% 75% ! 100% 125]% 150%
Y Y Y
Adaptacad] | | | | | | | | | | |
Semangsseman 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

4.4 Andlises Bioquimicas:

4.4.1 Extracdo dos componentes da MEC do tendao

Os componentes da MEC foram obtidos ap6s extragAdedddo calcanear
(Figura 9) com cloreto de guanidina 4 M (contend@50M EDTA e 1mM de PMSF em
tampao acetato de sédio 0,05 M - pH 5,8) durantee24 4° C em constante agitacdo, de
acordo com o método de Heinergard e Sommarin (12§0s centrifugacdo por 1h, a 10.000
rpm e a 4° C (centrifuga Beckman J2-21 - Rotor OA sobrenadante foi estocado em

temperatura de -8°C para as diferentes analisesiinncas.

Figura 9: Tendao calcéneo de rato Wistak) {ista dorsal B) vista lateral €C) tend&@o dissecado. Observe as
regides de tenséo (t) e compresséo (cp) do tendao.
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4.4.2 Quantificacao de hidroxiprolina

Apos lavagem em PBS (0,15 M de NaCl e 50 mM de ERTAS mM de tampéao
fosfato), os tenddes foram picados e imersos emorzelurante 48 horas e, em seguida, em
cloroférmio: etanol (2:1) durante 48 h. Os fragnosrforam pesados e hidrolisado em HCI 6
N (1 mL para cada 10 mg de tecido) durante 16 heoEHO°C. O hidrolisado foi neutralizado
com NaOH 6 N, e 2QL de cada amostra foi tratada com uma solucéoatarnina T, como
descrito por Stegemann e Stalder (1967) com algamagtacdes. A absorbancia foi medida
em 550 nm em espectrofotometro. Solugées de hjghalkia em concentracdes de 0,2 a
6ug/mL foram usadas para a curva padrao.

4.4.3 Dosagens de proteinas nao colagénicas

O extrato total do tendao foi utilizado para qu@sar proteinas pelo método de
Bradford (1976), utilizando o kit BioRad (BioRadofein assay) e albumina sérica bovina
(BSA) como padrao, nas concentracdes 1, 2, 4,18)46L . A leitura das amostras foi feita a

595 nm, em espectrofotdmetro Ultrospec, modelo 2r@0da Amersham Biosciences.

4.4.4 Zimografia para deteccao das gelatinases MMPe MMP-9.

Os tendbes foram fragmentados e imersos em sobtugéendo 50 mM Tris-HCI
(pH 7.4), 0.2 M NaCl, 10 mM Cag;10.1% Triton e 1% de coquetel de inibidor de psée
(Sigma) para extracdo de proteinas (LQ0de tampé&o de extracdo para g de tecido), a
4°C durante 2h (MARQUETEt al., 2006; SILVA et al., 2008). Depois dessa primeira
extracdo, as amostras foram incubadas adicionandid3as do volume da mesma solucdo
descrita anteriormente, a 60°C durante 5 minut@&sAquantificacdo de proteinas totais de
acordo com o método de Bradford (1976), usando BS4ma) como padrao, foi aplicado
20ug de proteinas por amostra no gel. O gel de addifi0%) contendo gelatina (1%) foi
realizada a 4°C e, em seguida, o gel foi lavado 2d®o Triton X-100 e encubado durante
21h, em solucdo de 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) 0.1 MONa 0.03% de azida sédica a 37°C. O
gel foi corado com coomassie brilliant blue R-290g(na) por 1h. Em seguida, o gel foi
lavado com solucdo contendo 30% de metanol e 10%cide acético para observacdo das

bandas correspondentes a atividade gelatinol&ideionalmente como controle positivo, foi
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usado 20 mM de EDTA no tampéao de incubacéo o cuiaiui a atividade das gelatinases,
confirmando a identificagcdo das MMPs-2 e -9 no(NeARQUET] et al., 2006).

4.4.5 Quantificacao de glicosaminoglicanos sulfatad

Os tendbes foram fragmentados e desidratados etanacpor 24 h. Apos a
desidratacdo, os fragmentos foram secos por lhstrfaea 37°C, pesados e seguiram para a
digestdo com papaina (40 mg de papaina para cpde lecido) em tampao fosfato de
sédio 100 mM, pH 6,5, contendo EDTA 40 m\s-enercaptoetanol 80 mM, por 24h a 50°C.
Apoés a digestdo, os glicosaminoglicanos sulfatd@sGs) presentes nas amostras foram
dosados atravées do método com azul de dimetiémet (FARNDALE et al.,1986) com

leitura a 526 nm no espectrofotdbmetro Ultrospealetm2100 Pro da Amersham Biosciences.

4.5 Anélises Morfologicas

4.5.1 Andlise da Birrefringéncia

Os tenddes foram fixados em formaldeido 4% em taniidonig (fosfato de
sédio 0,13 M, NaOH 0,1 M, pH 7,4) durante 24 h aC4°Em seguida, os tenddes foram
lavados em 4gua, desidratados em etanol, diafarsizeam xilol e embebidos em parafina.
Cortes longitudinais de um foram analisados para detectar possiveis difagenta
birrefringéncia, que refletem as variacbes na odrggdo dos feixes de colageno. A
birrefringéncia foi analisada utilizando microsadpie polarizagdo Olympus BX53 e um
analisador de imagem (Life Science Imaging Softwdezsion 510 UMA cellSens16Han em
00). O brilho da birrefringéncia foi expresso enovas medios de cinza (pixels). As medidas
foram realizadas ap0s a imerséo das laminas emsaguaoloracdo (VIDAL, 1986; VIDAL
& MELLO, 2010).

4.5.2 Analise em microscopia de luz comum
Os tenddes foram imersos em solugdo fixadora quesiste em 4% de

formaldeido e tampé&o Millonig (0,13 M fosfato del®g 0,1 M de NaOH a pH 7,4), durante

24 horas, em temperatura ambiente. As amostras fenddo lavadas, desidratadas em etanol,
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diafanizadas com xilol e incluidas em parafina. #pbtencao de cortes seriados de te
espessura e subsequente desparafinizacdo, osdesgdfiéram para analise microscépica.

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosirecdedo com Kiernan (1981).
Para deteccéo de proteoglicanos os cortes foraad@®rcom azul de toluidina (0,025%) em
tamp&o Mcllvaine (0,03 M Acido citrico, 0,04M fosfade sddio dibasico, pH 4,0) (MELLO
& VIDAL, 2003). Para analise foi usado microscofitympus BX 53.

4.6 Andlise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados em médiav@opadrao ou mediana e
amplitude interquartilica. Utilizou-se o Teste deugkal-Wallis seguido do teste post-hoc de
Dunn. Todas as andlises foram realizadas no seft®atistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versado 20.0 e utilizou-se um dévsignificancia p<0,05. Os gréficos foram
elaborados no software Excel verséo 2010.

5. RESULTADOS

Nas analises bioquimicas e morfologicas, foramzatlos tenddes calcaneares
inteiros. Para avaliar as diferencas nas concdigsade colageno na MEC do tenddo dos
diferentes grupos, foi realizada a dosagem indiegtavés da hidroxiprolina (n= 5). As
maiores concentragdes de hidroxiprolina foram etnadas nos grupos TR e TH. Diferencas
significativas foram encontradas quando comparadgogrupos TR e NT (p= 0.001) e os
grupos TR e TF (p= 0.016) (Figura 10).
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Figura 10. Concentracéo de hidroxiprolina (mg/g de tecidag thmddes dos grupos experimentais. Diferencas
significativas foram encontradas (p<0,05) compawandgrupo TR com os grupos NT e TF. Diferencas
significativas entre os grupos estdo marcadas comsana letra.

Com relacdo a dosagem de proteinas néo-colagémsas) (Figura 11) maior
concentracdo foi observada no grupo TR (14.98) dmasomparado aos demais grupos.

Nenhuma diferenca foi encontrada entre NT, TF e TH.
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Figura 11. Concentracao de proteinas nao colagénicas (mgtgciio) dos tenddes dos grupos experimentais.
Observe maior concentracdo no grupo TR. Note ditare significativas (p<0,05) encontradas quando
comparado o grupo TR (*) com os demais. Letraaigjimndicam diferencas significativas entre os gaup
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Andlise da quantificacdo de glicosaminoglicanos 4h£Figura 12) ndo mostrou

diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 12. Concentracao de GAGs (mg/g de tecido seco) naldésndos grupos experimentais. Nota-se menor
concentracdo aparente no grupo TH, mas ndo hofeenitas significativas entre os grupos (p<0,054alise
foi pelo teste de Dunn.

Os dados relacionados a organizacdo e agregacéibes de colageno foram
obtidos a partir de imagens de microscopia de galgdo (n=5) (Figura 13) e de medidas de
birrefringéncia (Tabela 1). Os resultados mostragasao posicionar 0 maior eixo do tendao
a 45 em relac&o aos polarizadores cruzados, maioifimgéncia foi observada em tenddes
do grupo TH em relacdo ao grupo NT. Ao passo quaomieirrefringéncia foi detectada no
grupo TF, quando comparado também ao grupo NT.

A intensa birrefringéncia nos tendbes evidencia lavagla agregacao e
organizacdo dos feixes de colageno predominantenmigntados em uma Unica direcao.
Quando posicionado paralelamente a um dos polanieados feixes de colageno no grupo
TF mostraram baixa birrefringéncia com areas museuras, indicando praticamente
auséncia desrimp nos feixes de colageno especialmente neste gkipmas de colageno
arranjadas em outras direcdes e algumas com olaslégram detectadas principalmente em
TH e TR, indicando a presenca demp. As medidas de birrefringéncia (Tabela 1)

comprovaram as diferencas observadas na andlisendagns dos tenddes dos diferentes
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grupos, mostrando maior valor de birrefringéncia € e menor valor em TF, ambos

comparados com NT.

Figura 13. Imagens de birrefringéncia de tenddes analisaddis & microscopia de polarizacdo, com
polarizadores cruzados. S&o mostrados os grupd@N), TF (d,e,f), TH (g,h,i) e TR (f k). O roaieixo do
tenddo esta a 45° em relacdo aos polarizadoreslmaacda esquerda, menos inclinado na coluna do, reei
paralelo a um dos polarizadores na coluna da dir@bserve nos tenddes posicionados a 45°, um indioo
detectado no grupo TH, acompanhando o mesmo rdguliias tenddes menos inclinados em relagéo a um dos
polarizadores. Nos tenddes posicionados paralelom alos polarizadores (c,f,i,[), € notério a presede
crimp(cabeca de seta), especialmente nos grupos TH ©b$erve a mudanca (seta) de brilho dos feixes de
colageno a medida que se inclina em relacéo aesipamdores, indicando que esses feixes mudam eeddirao
longo do tend&o. Barras= 50um.
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Tabela 1.Medidas de birrefringéncia, em niveis de cinza (@i&els), dos feixes de colageno dos tenddes dos
diferentes grupos. Observe maior valor de GA nopas TH e TR, assim como menor valor no grupo T, e
relacdo ao grupo NT. As medidas foram feitas comagor eixo do tendao posicionado a 45° em relaglo a
polarizadores cruzados. As medidas (80) foram Seita regido proximal dos tenddes de cada grupo. (*)
Diferenca significativa entre os grupos (p< 0.05).

Grupos (GA Média - 1Q) Comparagoes Kruskal-Wallis- Dunn (p)
NT 111.0 (95.3-134.3) TF x NT (p<0.001)*
TF 80.7 (70.3-103.0)
TH 124.5 (98.2-152.8) TF x TH (p<0.001) *
TR 114.3 (94.6-137.8) TF x RT (p<0.001) *

IQ - Intervalo Interquartil

Os resultados referentes a zimografia (h= 4) m@strdbandas correspondentes as

isoformas latente (92 kDa) e ativa (83 kDa) da M#&m todos os grupos (Figura 14).

NT TF TH TR

83 kDa

NT TF TH TR

72 kDa
68 kDa
62 kDa

Figura 14. Zimografias para MMP-9 (A) e MMP-2 (B). A) As isafoas latente (92 kDa) e ativa (83 kDa) da
MMP-9 aparecem em todos os grupos. Bandas maisantascforam observadas nos grupos de treinamehnto. B
As isoformas latente (72 kDa), intermediaria (68&kP ativa (62 kDa) da MMP-2 aparecem mais proeméase
nos grupos de treinamento.

Na densitometria de bandas (pixels) (Tabela 2)rupa@ TF apresentou maior
valor para a isoforma latente da MMP-9 quando coagmacom os grupos TH, TR e NT. A
banda correspondente a isoforma ativa da MMP-9rfais proeminente no grupo TH em

relacdo ao NT, e menos intensa no grupo TR emaelag grupo NT.
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Na andlise na zimografia de MMP-2 foram detectaassoformas latente (72
kDa), intermediaria (68 kDa) e ativa (62 kDa) emia® 0os grupos. A densitometria de bandas
(Tabela 2) exibiu diferencas significativas conagélo a isoforma latente entre os grupos TH
e NT. Os resultados para a isoforma intermedié@ranf significativos quando comparados o0s
grupos de treinamento TF, TH e TR ao grupo naodd®. Na analise da isoforma ativa
foram encontrados resultados significativos quasaioparados os grupos de treinamento TF,

TH e TR com o grupo nao-treinado, e entre os grijpos TR com o grupo TH.

Tabela 2: Densitometria das bandas (pixels) correspondenteP-9 e MMP-2 nos grupos experimentais.
Diferencas significativas entre os grupos marcaoos a mesma letra (p<0.05).

Parametros NT TF TH TR
MMP-9 latente (92 kDa) 69116682 12883+5032°° 5860+252° 5957+528°
MMP-9 ativa (83 kDa) 7220+248° 7120+117° 10595+435%% 59304209
MMP-2 latente (72 kDa) 95346455909 94427+89568  184867+6765° 173018+9696
MMP-2 intermediaria (68 kDa) ~ 153708+6019"  188514+9131™  217595+16755™ 216121+13368™
MMP-2 ativa (62 kDa) 819687341 98011£7996"  142977+2906" 97280+2760

Nos cortes corados com hematoxilina-eosina (HE) §h=e observados sob a
microscopia de luz (Fig. 15), observou-se coloragés intensa nos grupos TF e TH em
relacdo aos grupos TR e NT. Nos cortes coradosazuinde toluidina (AT) (n= 5), a regido
distal do tenddo, submetida as forcas de compressdioiu metacromasia em todos o0s
grupos, sendo mais intensa nos grupos TH e TRglaalistal apresenta organizacéo tipica
de fibrocartilagem, com células similares a coniiosée MEC mais fortemente corada do que
na regiao de tensdo. O notavel acumulo de mategtcromatico na matriz dos grupos TH e
TR € devido a presenca de maior quantidade degglatanos. Na regido de insercdo do

tend&do pode-se observar maior metacromasia nazmasigrupos TF, TH e TR (Figura 15).
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Figura 15. Cortes longitudinais de tenddes corados com HH eNY, TF, TH, TR corresponde aos grupos. A
coluna da esquerda corresponde a coloracdo de Heégide de compresséo, a coluna do meio correspmnde
coloracdo de AT da regido de compresséo e a calardireita corresponde a coloracao de AT da redé&o
insercdo. Nos cortes corados com HE pode-se percebmacdo mais forte (seta) na matriz nos grupms
treinamento TF e TH. Nos cortes corados com ATenlesmaior metacromasid)(nas regides de compressao
dos grupos TH e TF. Na regido de insercdo do tepdde-se observar presenca de material metacran}ic
nos grupos de treinamento. Barras= 50um.

6. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi estudar a r@spala MEC do tendao
calcanear aos diferentes protocolos de exercisigtido de hipertrofia, forca e resisténcia.
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Com relacdo a quantificacéo de hidroxiprolina, ivgis foram maiores nos grupos treinados.
A mais alta concentracao de hidroxiprolina foi alzada no grupo TR e este resultado pode
estar relacionado a um aumento na quantidade lokas file colageno. Estudos tem mostrado
gque o exercicio acelera a sintese e degradac&zxide tonjuntivo em musculos e tenddes,
levando & adaptacgédo fisiolégica e reparo de daeossttuturas da MEC (LANGBER&
al.,1999; KOSKINENEet al., 2000).

Estas adaptacOes induzem o aumento na expresséidide, podendo levar a um
colapso das fibras de colageno. Possivelmente,fagalo treinamento resistido exercer um
estimulo mecanico constante com cargas sobre @depdomovendo aumento significativo
da atividade de MMP-2 nos grupos de treinamentofocme observado em outros estudos
(WOESSNER, 1991; NAGASE & WOESSNER JR, 1999).

A combinacdo destes resultados confrontam o quen&aeos nas medidas e
imagem de birrefringéncia, onde o grupo TH exibiumaior brilho, indicando maior
organizacdo e compactacdo das fibras de colagentrodde um processo de remodelacéo.
Possivelmente este fato ocorreu indicando uma gGitivado estimulo da degradacdo do
colageno seguida de um processo de inibicdo dessdade, para adaptacdo do tecido a
carga mecanica atuante. Adaptacées composicionsimtals do tenddo podem ocorrer
dependendo do tipo de estimulo mecanico aplicatRO(& al., 2008).

Com relacdo a dosagem de proteinas ndo colag&RCads), foram observadas
diferencas significativas entre 0s grupos, sende qu grupo TR apresentou maior
concentracdo em relacdo aos demais grupos, e o i menor. Este resultado pode ter
ocorrido devido a presenca das MMPs. O processerdedelamento da MEC inicia com a
degradacédo do coldgeno principalmente por gel&n@SIAER, 2004), e esta remodelacédo é
importante para o desenvolvimento, morfogéneseparaedo do tecido (NAGASSE al.,
2006).

Em nosso estudo, a concentracéo total de MMP-B¢cipalmente na sua forma
ativa, foi maior nos grupos TH, TF e TR, em relag@oNT possivelmente como parte do
processo de remodelacao das fibras de colagenespuosta adaptativa dos tenddes para os
treinamentos. A maior concentracdo da MMP-2 atiea dncontrada no grupo TH,
possivelmente indicando a degradacéo e consequemedelacdo da matriz (RILE¥
al.,2002; KOSKINENet al., 2004; MOTT & WERB, 2004). O mesmo foi encontrado em
estudos com tendfes calcaneos de ratos exerci(adibds em agua) (MARQUETEt al.,
2006) e em tenddes calcaneos humanos apdés estimubla; exercicio agudo de corrida
(KOSKINEN et al., 2004). Nosso estudo difere dos demais citadosipahlmente pelo tempo
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e cargas utilizados durante os treinamentos, cammestudo com corrida em esteira e salto
vertical, que utilizaram baixa intensidade, no ettas exercicios promoveram nivel elevado
de MMP-2 principalmente na regiao distal do tenddBLLO MALHEIRO et al., 2009).

Em nosso estudo este aumento na presenca das Mid&s2ias diferentes formas
sugere que a carga mecanica aplicada durante inantk@ntos e o numero de repeticdes
induziram a uma maior resposta adaptativa do terg#cineo. Aumento significativo
também foi encontrado na atividade gelatinolitieaMMP-2 em tendao calcaneo de rato apos
cinco semanas de impulsédo vertical (MARQUIEMT&I., 2006).

O exercicio fisico também tem mostrado aumentsideese de coldgeno, em
tecido conjuntivo peritendinoso de tenddes calcédnemm humanos (KJAER, 2004,
KOSKINEN et al., 2004). Em ratos a adaptacédo de diferentes redddésndao, parece ser
reguladas pela atividade das MMPs em respostaga caecanica (KOSKINENt al., 2004;
MARQUETI et al., 2008).

Portanto os diferentes protocolos de treinamentsistrdo, envolvendo
principalmente tempo, carga e intensidade, em coag@a com outros ja descritos, poderiam
explicar os diferentes resultados obtidos, sobkMP-2 e principalmente aqueles sobre a
atividade de MMP-9. Observamos na densitometriabdaslas referentes a MMP-9 que a
forma latente foi mais expressiva no grupo TF éonmaa ativa no grupo TH.

N&o podemos afirmar que estas estdo envolvidasaoes$so de remodelacdo do
tenddo calcaneo apoOs o treinamento resistido. Nantn estudo com tendao calcaneo
humano sugere que a MMP-9, além de participar daodelacdo do tecido, pode
desempenhar papel importante em reacdes inflaragatéo tecido conjuntivo peritendinoso
de tenddo calcaneo, induzido neste caso, pelo iekergitenso ou por uma reacdo
inflamatoria tecidual causada por lesdo mecanicaiddeimplantacdo da sonda de
microdialise (KOSKINEN&t al., 2004).

A analise dos cortes corados com azul de toluiginanicroscopia de luz mostrou
presenca de fibrocartilagem na regido de compregsdotodos os grupos e elevada
metacromasia nos grupos TH e TR. Estas caractadgtrovavelmente sao atribuidas a carga
aplicada no tendao durante o exercicio em TH enoendl de repeticdes e carga aplicadas em
TR que podem ter favorecido um aumento da sintesgrateoglicanos nos tenddes destes
grupos. Estudos mostraram que os tenddes podeondespmelhor ao nimero de contracdes
musculares do que a carga exercida nestes, respindem aumento a resisténcia mecanica
durante o treinamento de resisténcia (SIMONSENMI., 1995; MONTEIROet al., 2011).

Uma estrutura fibrocartilaginosa aparece em regi@eam tenddo que esta sob compressao
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(VOGEL & KOOB, 1989; BENJAMIN & RALPHS, 1995, 199@) esta estrutura se mantém
e pode diferenciar-se dependendo do estimulo n@xanie recebe (RUFAdt al., 1996;
ARO et al., 2008).

A metacromasia e as células com material metacroonabservadas na matriz
das regides de insercdo dos grupos submetidoseawrtrento sugerem a presenca de
proteoglicanos, devido aos estimulos mecanicosdgsrpelo exercicio e carga aplicada
durante o treino resultante de forcas de compressénséo no tendao calcaneo. Os PGs, em
especial os pequenos PGs, participam da fibrilaggde colageno, apresentando importante
papel durante o remodelamento tecidual (LIARGI., 2008). Vale ressaltar que apesar do
provavel remodelamento do tenddo indicado pelaepges de PGs e ocasionado pelo
treinamento resistido, ndo houve diferencas sigatitas na dosagem dos GAGs, apenas
menor concentracdo no grupo TH, provavelmenteymofqi utilizado o tendéo inteiro para
as dosagens e nao apenas a regiao de insercanguents extensdo reduzida e impossibilita
fazer uma dosagem bioquimica.

As moléculas de GAGs séao responsaveis pela metasra observada nos cortes
corados com AT e sao sintetizadas principalmentande as fases iniciais do processo de
remodelagdo (MELLOet al., 1975; MELLO & VIDAL, 2003; LIANG et al., 2008).
Salientamos que na analise microscépica dos cooteslos com azul de toluidina avaliamos
especificamente uma regido do tenddo onde posswmédmexiste um maior acumulo de
proteoglicanos devido a presenca de forcas de @ss§o localizadas (VIDAL & MELLO,
1984; VOGEL & HEINEGARD, 1985). Sabe-se que proteagos, principalmente os de
baixo peso, estdo distribuidos por todo o tenddocésdos as fibras de colageno (ARQI .,
2012), e envolvidos na regulacao da fibrilogéra=sste (SCOTEt al.,1997), mas pouco se
sabe sobre o efeito do treinamento resistido nateglicanos. Estudos com frangos
exercitados em esteira mostrou 0 aumento no comtdadoroteoglicanos nos tenddes apos
treino moderado (YOOMt al., 2003) e estudo com ratos diabéticos treinados eeiraes
inclinada constatou o efeito benéfico do exerciom musculo esquelético promovendo
aumento na expressao génica de alguns proteoghi¢hB®i Tl et al., 2006).

Os resultados da microscopia de luz corroboram @snencontrados na
microscopia de polarizacdo. O aspecto organizacdasfibras de colageno pode ser melhor
compreendido quando analisados sob microscopiaipada (VIDAL, 1986; VIDAL &
MELLO, 2010), devido as propriedades birrefringenti®s feixes de colageno (VIDAL &
MELLO, 2010; AROet al., 2012), o que permite detectar mudancas no arragdildras de
colageno, neste estudo ocasionadas pelos difetgmese treinamento resistido.
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O intenso brilho de birrefringéncia encontrado esdmente no grupo TH, se
deve ao maior alinhamento e maior compactacaoeiossfde coldgeno nesse grupo, quando
comparado com os outros grupos. Nos grupos TF &R encontradas fibras organizadas
em varias direcdes, por isso a menor intensidad®ilim em relacdo ao TH indicando que os
exercicios de forca e resisténcia também resultamearranjo dos feixes de colageno o que
leva a um processo de remodelacao das fibras (&RD, 2012), nestes grupos ocasionados
provavelmente, pela intensidade da biomecéanicpoedd treinamento, como observado em
ratos submetidos a corrida em esteira e com increne carga (MONTEIRE@t al., 2011).
Também ficou evidente ao longo das fibras muitadutatdes que indicam a presenca de
crimps especialmente no grupo TH.

Os crimps sdo padrdes ondulados presentes nas fibras dgenoldlos tenddes
(VIDAL & MELLO, 1984; VIDAL, 2003; FRANCHI et al., 2007) e em outros tecidos. E
caracteristico da estrutura fibrilar do colagemm tl presente principalmente em tecidos
conjuntivos submetidos a cargas de tensao (&R&., 2012). O padrao da fibra ondulada
pode ser alterado para adaptar-se a situacao rnaciqual € submetido (GATHERCOLE &
KELLER, 1991). A presenca dasimps observadas nos grupos TH, TR e TF esta associada a
tenséo e deformacgdo que o exercicio proporciofd@BISEN et al., 1995) fazendo com que
o tendao responda adaptando-se as fases de t&BABIERCOLE & KELLER, 1991) e de
absor¢éo do choque durante o alongamento do t€REBEFINCHI et al., 2007).

7. CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demonstra a rasp@stMEC do tendao
calcanear aos diferentes protocolos de treinanreststido de hipertrofia, forca e resisténcia.
Estes protocolos promoveram diferentes respostddEfa principalmente na concentracao
de coladgeno total, na organizacao dos feixes dayenb e na atividade de MMP-2 e MMP-9,
portanto os protocolos promovem efeitos de remouehdo no tendao calcanear, no entanto,
o treinamento de resisténcia demonstrou os mellesedtados quanto a adaptacdo da MEC
aos estimulos do treinamento sugerindo que esteosejais indicado para a manutencéo da
integridade da estrutura tendinosa durante a prdgexercicios.
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