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RESUMO

Introducdo: A combinacdo dos esteroides anabolicos androgénicos (EAA) com 0 exercicio
pode induzir alteracBGes patoldgicas em tenddes, porém pouco se sabe sobre os efeitos do
destreinamento e da interrup¢do da administracdo dos EAA sobre os tendbes. Objetivo:
Analisar os efeitos do destreinamento e da interrupcéo do uso de decanoato de nandrolona sobre
as propriedades morfoldgicas do tenddo calcaneo (TC) de ratos, imediatamente e 6 semanas
apos a administracdo. Material e métodos: Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos
experimentais (n = 10/grupo): sedentario (S), treinados (T), tratados com EAA (Deca-Durabolin
5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por semana) (EAA) e animais tratados com EAA e
treinados (EAAT). O protocolo de treinamento consistiu em 1 semana de adaptacao (2-4 series,
5-10 saltos, 30s de descanso e 50% de sobrecarga) e 7 de treinamento (4 series de 10 saltos, 30s
de descanso e um aumento na sobrecarga de 5%/semana chegando a 80%). Resultados: Os
principais achados sugerem que o treinamento aumentou a vascularizagdo e celularidade da
camada peritendinea (Pe). O uso de EAA aumentou a VVv% de celulas do tenddo propriamente
dito (TPD) e reducdo na Vv% de células adiposas e comparado ao grupo T também mostrou
uma reducéo na vascularizacao e celularidade da camada externa. O grupo EAAT mostrou uma
reducdo na adiposidade, comparado ao T, além de reducdo na vascularizagao e celularidade da
camada Pe. O grupo destreinado (T) ndo apresentou alteracbes. O grupo em que foi
interrompida a administracédo de (EAA) mostrou um aumento na adiposidade e reducdo na
celularidade das camadas interna e externa. O grupo interrupcao associado ao destreinamento
(EAAT) mostrou uma reducdo na adiposidade comparado ao EAA, reducdo na vascularizagao
e celularidade da camada Pe, comparados ao grupo T e reducdo de células do TPD. A analise
temporal mostrou que o destreinamento foi representado por um aumento na adiposidade e
células internas, além de reducdo na vascularizagdo. A interrupcdo da administracdo de EAA
foi representado por aumento na adiposidade e de células da camada Pe, além de reducdo na
celularidade do TPD. A associagdo da interrupcdo da administracdo com o destreinamento
mostrou um aumento em todas as variaveis na regido distal e reducdo na celularidade do TPD,
na regido proximal. Conclusdo: Os beneficios do treinamento permanecem mesmo apos 6
semanas de destreino, porém isso s6 é observado quando ocorre a interrupg¢ao da administracao
de EAA.

Palavras Chaves: tenddo, esterdides anabolico-androgénicos (EAA), exercicio de carga,
morfologia.
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ABSTRACT

Introduction: The combination of anabolic-androgenic steroids (AAS) with exercise can induce
pathological changes in tendons, but little is known about the effects of detraining and
discontinuation of the EAA on the tendons. Objective: To analyze the effects of detraining and
discontinuing the use of nandrolone decanoate on the morphological properties of the Achilles
tendon (CT) mice immediately and 6 weeks after administration. Methods: Wistar rats were
divided into four experimental groups (n = 10 / group): sedentary (S) trained (T), treated with
AAS (Deca-Durabolin 5 mg / kg of body weight twice per week) (EAA) and animals treated
with AAS and trained (EAAT). The training protocol consisted of one week of adaptation (2-4
series, 5-10 jumps, 30s rest and 50% overload) and 7 training (4 series of 10 jumps, 30 seconds
of rest and an increase in overhead 5% / week reaching 80%). Results: The main findings
suggest that training increased vascularization and cellularity Peritendinous layer (Pe). The use
of EAA increased Vv% tendon cell itself (TPD) and VVv% reduction in fat cells and compared
to the T group also showed a decrease in cellularity and vascularity of the outer layer. The
EAAT group showed a decrease in adiposity, compared to T, and reduction in vascularization
and cellularity Fr layer. The untrained group (T) had no change. The group that was interrupted
administration of (EAA) showed an increase in adiposity and reduced cellularity of the inner
and outer layers. The interruption group associated with detraining (EAAT) showed a reduction
in adiposity compared to the EAA, reduced vascularization and cellularity Pe layer, compared
to the T group and reducing TPD cells. The temporal analysis showed that the detraining was
represented by an increase in adiposity and internal cells, and decrease in vascularization.
Discontinuation of EAA administration was represented by an increase in adiposity and Pe layer
of cells, and reduced cellularity of TPD. The administration of termination of association with
detraining showed an increase in all variables in the distal region and reduced cellularity of the
TPD in the proximal region. Conclusion: The training benefits remain even after 6 weeks of
detraining, but this is only observed when the interruption occurs EAA administration.
Keywords: tendon, anabolic-androgenic steroids (AAS), load exercise, morphology.



1.0 INTRODUCAO

1.1 Morfologia Tendinea

Anatomicamente, o tendado calcaneo (TC) se origina a partir dos musculos gastrocnémio
e soleo e se insere no 0sso calcaneo. Os tendBes tém a funcdo de dissipar as forcas de tracéo
produzidas pelos musculos para a unidade subsequente, determinando, dessa forma, o grau de
movimento articular produzido (Wang, 2006; Benjamin et al., 2008). Além disso, sdo capazes
de se adaptar mecanicamente e estruturalmente em resposta as forcas de tenséo aplicadas pelo
sistema musculo esquelético, o que resulta em adaptacdo funcional, para atender a demanda
biomecanica (Koob, Summers, 2002; Birch, 2007).

Em relacdo a sua composic¢éo, por se tratar de um tecido conjuntivo, a diviséo acontece
entre o meio celular e a matriz extracelular (MEC) (Wang, 2006). Em relagéo ao meio celular,
os fibroblastos (tenoblastos e tendcitos) compreendem 90-95% dos elementos, juntamente com
células endoteliais e mastocitos (Kannus, 2000; Kjaer, 2004; Wang, 2006) que se distribuem
entre os feixes de fibras colagenas, ao logo do eixo de forca, na direcdo do estresse fisiologico.
Essas células monitoram continuamente a magnitude e a direcdo desta forca, conectando-se
umas as outras através de juncdes do tipo gap (Wang, 2006) e sintetizam varios elementos da
MEC, incluindo colageno, proteoglicanos (PGs) e outras proteinas (Magnusson et al., 2003)

A ligacéo entre os fibroblastos e a MEC ocorre por meio das integrinas (receptores de
superficie celular de adesao) através de um processo conhecido como mecanotransducgédo, que
conecta o citoesqueleto intracelular & matriz, permitindo a propagacéo de sinais mecanicos de
fora para dentro e de dentro para fora (bidirecional) (Franchi et al., 2007). Através desse
mecanismo 0 estresse mecanico age sobre as celulas iniciando processos de sinalizagdes
intracelulares, promovendo, em alguns casos o crescimento celular, alteracdo morfoldgica e na
arquitetura de diversos tipos celulares, além de influenciar em respostas metabdlicas (Kjaer,
2004; Chiquet-Ehrismann, Tucker, 2004; Chiquet et al., 2009).

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

A MEC tendinea é formada aproximadamente por 70% de agua, com boa parte associada aos



glicosaminoglicanos (GAGs), além de PGs, glicoproteinas de adesdo, proteinas néo
colagenosas e proteinas fibrosas (colageno e elastina) (Wang, 2006).

Os tenddes sdo compostos por cerca de 60-85% de colageno (predominantemente do
tipo 1) arranjado em fibras resistentes a tenséo, além do tipo 111 (0-10%), IV (~ 2%), V e VI. Ha
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
alinhamento do colageno tipo | garante a integridade estrutural dos tenddes (Yoon, Halper,
2005).

A formacdo do coladgeno se d& por meio do tropocolageno, trés cadeias peptidicas
helicoidais e espiralada. A grande quantidade de liga¢Oes cruzadas, existente na sua molécula,
torna essa estrutura altamente resistente a forcas de tensées. O colageno tipo | é constituido por
duas cadeias polipeptidicas ol e uma a2 entrelacadas em uma tripla-héelice para formar o pro-
colageno. (Risteli et al., 1995). O colageno tipo Il € estruturalmente similar ao colageno tipo
I, entretanto ¢ uma molécula homotrimérica (Banos, et al., 2008) de trés cadeias o 1 (Kadler,
1995). O colageno tipo Ill, é o segundo colageno mais comumente encontrado, localizado
principalmente no epitenddo e endotendéo, (Wang, 2006) possui a habilidade de formar fibrilas
heterotipicas de colageno tipo | e V, além de controlar o didmetro fibrilar (Waggtett et al.,
1998). A associacdo de colageno tipo | e 111 é essencial para a fibrilogénese nos tenddes (Banos
et al., 2008).

A arquitetura tendinea é considerada uma estrutura altamente organizada
hierarquicamente de forma a controlar as cargas tensionais unidirecionais (Kjaer, 2004). As
moléculas de tropocolageno sdo organizadas e agrupadas em microfibrilas e, posteriormente,
em fibrilas. Esses feixes primarios unem-se para a formagéo dos fasciculos (menores unidades
funcionais do tenddo). Abrangendo os fasciculos, encontra-se o endotenddo, uma camada de
tecido conjuntivo, com estruturas nervosas, vasculares e linfaticas. Agrupando os endotenddes
de forma organizacional, encontra-se o epitenddo, que é uma rede relativamente densa de
colageno fibrilar responsavel por envolver o tenddo propriamente dito. Por fim, chegamos ao
paratenddo, camada de tecido conjuntivo frouxo constituido principalmente de colageno I e 111
e fibras elasticas, mais vascularizada que pode se tornar uma camada dupla, preenchida por
liquido sinovial (produzido pela membrana sinovial) em tenddes sujeitos a friccdo (Kannus,
2000; Sharma e Maffulli, 2005) (Figl).
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Figl. Organizacdo Hierdrquica do tenddo (Nourissat et al., 2015)

Em relacdo a muitos tecidos organicos, os tenddes tém baixa celularidade e a forca é
transmitida pela rede densa de fibras de colageno do tipo I, altamente alinhada ao longo do eixo
de forca, cuja caracteristica garante a integridade estrutural e biomecénica do tecido, sendo
suplementado por varias PGs e outras proteinas ndao colagenosas (Ritty, Herzog, 2003). O
tendao contém uma variedade de PGs, sendo que as interacdes entre o colageno e as PGs sdo
um importante aspecto para o seu desenvolvimento (Buchanan, Marsh, 2002).

As fibras colagenas por possuirem ondulagGes, denominadas de conformagdo crimp,
quando uma pequena forca ténsil é aplicada permite que o tenddo seja alongado facilmente e se
comporte como um bom material elastico. Embora as fibras sejam inelasticas, o tenddo pode
responder de modo eléstico pelo recuo e elasticidade do tecido conjuntivo (Fig.2) (Marqueti et
al, 2013).
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Fig.2 Seccdo longitudinal de tend&o flexor superficial eosina mostrando as ondulagdes dos feixes
de fibras de colageno e os fibroblastos (Marqueti et al., 2013).

Em relacdo as proteinas ndo colagenosas, 0os PGs e glicoproteinas séo essenciais para
garantir a ligacdo entre as fibras de colageno, a difusdo de moléculas de agua, a fibrilogénese
do colageno e para manter a estrutura da matriz (Rees et al., 2000; Sharma e Maffulli, 2005).

Dentre as glicoproteinas, a tenascina-C atua na estabilidade e estruturacdo da MEC e
sua expressdo € maior em tecidos onde o volume de turnover da MEC esta mais ativo, ja a
fibronectina serve de ponte entre as células e a MEC (Hynes, 1999; Jarvinen et al., 1999).

A maior parte desses elementos ja citados sao renovados dentro da MEC por meio de
processos moleculares, realizados pelas metaloproteinases de matriz (MMPs) e os inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs). As MMPs sdo enzimas proteoliticas, responsaveis pela
degradacdo do colageno, PGs, elastina e outros componentes da MEC, além disso atua na
recuperacao do tecido ap6s a lesdo e ampliacao da atividade metabdlica, apresentando um papel
fundamental no turnover da MEC (Kjaer, 2004; Marqueti et al., 2006; Marqueti et al., 2008).
Sendo assim, os TIMPs tém o objetivo de controlar a degradacdo excessiva desses
compontentes, prevenir alteragdes exacerbadas e regular as atividades das MMPs e,
consequentemente, da MEC (Del Buono et al., 2013). Todo esse mecanismo desencadeia 0
remodelamento tendineo.

Comparados aos musculos, os tendGes possuem uma vascularizacdo relativamente
limitada; a area ocupada por vasos sanguineos representa ~1-2% de toda a MEC onde 0s vasos

emanam principalmente para o epitendao (Kjeer, 2004). A hipovascularizacdo em tenddes de
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adultos ocorre devido a limitada taxa metabolica e suas fun¢des mecénicas. A angiogénese nos
tenddes é controlada por vérias proteinas estimulatérias 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).

1.2 Treinamento

O exercicio modifica a morfologia e a organizacdo das fibras colagenas, resultando em
tendBes com maior resisténcia a tracdo (Woo et al., 1980; Vilarta, Vidal, 1989). Tem sido bem
demonstrado que o exercicio fisico aumenta a sintese de colageno tipo | no tecido conjuntivo
peritendineo do tenddo calcaneo (TC) em humanos (Kjeer, 2004; Koskinen et al., 2004).
Trabalhos prévios mostraram aumento do namero de fibroblastos na regido peritendinea e da
atividade de 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). Essas alteracdes também
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). Foi demonstrado que
0 exercicio de carga pode regular a expressao de fatores de crescimento capazes de estimular a
sintese de colageno, como o fatores de crescimento B1(TGF-1), fator de crescimento do tecido
conjuntivo (CTGF) e fator de crescimento semelhante a insulina tipo-I (Chiquet et al., 2003).

Os tendGes apresentam um aumento da area transversal e resisténcia a tracdo, bem como
aumento da sintese de colageno tipo | em resposta ao treinamento fisico, resultando em
hipertrofia do tendao (Woo et al., 1980; Kjaer et al., 2005; Wang, 2006; Nakagaki et al., 2007).
Foi demonstrado que os tenddes flexores digitais de ratos treinados por uma semana com
corrida em esteira aumentam o nimero e o espessamento das fibras colagenas (Wang, 2006).
Por outro lado, as propriedades estruturais do TC de coelho ndo foram afetadas ap6s 40 semanas
de treinamento (Viidik, 1967). Além disso, o treinamento em esteira de alta intensidade nédo
influenciou a area de sec¢éo transversa do TC 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 forca dos tendBes com o treinamento de longa
duracdo (Buchanan, Marsh, 2002; Koongsgaard et al., 2007; Couppé et al., 2008).

Buchanan e Marsh (2002) sugeriram que modifica¢des nas propriedades mecanicas ndo

sdo uma tentativa do tendao para aumentar a forca e, assim, suportar maiores cargas, mas sim
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uma estratégia para resistir aos danos causados por fadiga no tecido. Esta estratégia deve incluir
0 aumento no remodelamento do tecido.

O remodelamento da MEC é influenciado pelo exercicio fisico, e tanto a sintese de
colageno quanto a atividade das MMPs aumentam com exercicio de carga. A atividade da
MMP-2 é encontrada em tecidos sob constante remodelamento, e um aumento desta atividade
é geralmente indicativo de degradacdo da MEC e aumento do remodelamento tecidual, fator
fundamental para permitir o crescimento do tecido. O exercicio de carga aumentou
significativamente a atividade da MMP-2 no TC e nos musculos gastrocnémio e soleo,
sugerindo que o remodelamento tecidual foi provavelmente aumentado para permitir a
adaptacao do tenddo em resposta & demanda mecanica e consequentemente, contribui para o
desenvolvimento da forca muscular (Marqueti et al., 2006). O turnover da MEC nos tenddes €
influenciado pela atividade fisica, pela demanda de oxigénio e fluxo sanguineo, pelas
modificacBes na da sintese de colageno e pela atividade da MMPs em resposta a carga mecanica
(Buchaman, Marsh 2001; Marqueti et al., 2008).

Os tenddes, sdo tecidos brancos, diferentes dos musculos, vermelhos, possuem uma
vascularizagdo considerada pobre, porém mesmo assim, 0s vasos Sao importantes para garantir
as funcBes normais das células e reparo tecidual (Benjamin et al., 2008). Durante o exercicio,
o fluxo sanguineo de tendBGes pode aumentar até sete vezes quando comparado com o fluxo
normal de repouso (Magnussun et al., 2003). Malheiro et al., 2009 analisaram o TC de ratos
divididos entre grupos controle, adaptados a agua (3 dias sem sobrecarga), que realizaram saltos
verticais (4 series/10 saltos, 50% de carga durante 4 dias) e animais que correram (30 mim/dia,
13 m/mim, 5 graus de inclinacdo, durante 4 dias). Este trabalhno mostrou que 3 dias apds a
adaptacao dos animais & agua foi observado um aumento da espessura e da vascularizagdo na
regido peritendinea, além disso 1 e 4 dias ap0s 0s exercicios de salto e corrida houve aumento
também da celularidade. Embora os tendbes sejam considerados tecidos quase que
metabolicamente inativos, a regido peritendinea é capaz de aumentar a atividade metabolica em
resposta a atividade fisica (Magnusson et al., 2003). Assim, sugere-se que 0 exercicio de carga
aumenta a celularidade na regido peritendinea e que isso esta relacionado com o metabolismo
tecidual local, pois, essa regido também apresentou maior densidade de volume (Vv%) de vasos
sanguineos (Marqueti et al, 2008).

Os principais achados sugerem que o0s tendGes possuem diferentes mecanismos de
adaptacdo a carga mecanica e alteram a sua composicéao tecidual de acordo com a demanda e
funcdo regional (Birch et al., 2008). Marqueti et al., 2008, em estudo envolvendo treinamento

de salto vertical na 4gua, concluiu que a regido de cada tendao difere morfologicamente entre
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si de acordo com a funcdo e a carga aplicada alterando: a Vv% e a forma das células, a
celularidade da camada peritendineae, da area interna e por fim o contetdo de colageno, este
trabalho mostra alteragdes morfoldgicas significativas que refletem os efeitos adaptativos
promovidos pelo exercicio de carga tais como o0 aumento da VVv% de vasos, células da camada
peritendinea e da &rea interna, além da ativacéo de fibroblastos.

1.3 Esteroides Anabdlicos Androgénicos (EAA)

Os EAA sdo hormodnios sexuais masculinos, responsaveis pelas caracteristicas
associadas a masculinidade e ao status anabodlico dos tecidos somaéticos. Eles incluem a
testosterona e seus derivados. (Junior, 2013; Abrahin et al., 2013). Os derivados sintéticos da
testosterona foram desenvolvidos com o objetivo de minimizar os efeitos masculinizantes
(androgénicos), maximizando assim os efeitos sobre a sintese proteica e o crescimento muscular
(anabdlico) (Graceli et al., 2010). Porém, o uso dos EAA a longo prazo traz um alto risco no
desenvolvimento de doencas somaticas e efeitos psicolégicos adversos. Alguns efeitos
relatados foram: necrose avascular da cabeca do fémur e aumento de lesdes musculo-tendineas
(Marqueti et al., 2013).

Os EAA tém uma grande variedade de efeitos nos tecidos corporais. Suas acdes
fisiologicas ocorrem similarmente a ligagdo dos horménios esteroidais a uma proteina
intracelular nos tecidos alvo. Este complexo horménio-receptor se transloca para 0s sitios
ligantes na cromatina promovendo a transcricdo e subsequente sintese de RNAm. (Bahrke,
Yesalis, 2004). Os efeitos dos EAA variam em diferentes tecidos de acordo com o local, tipos
de enzimas e concentracdo de receptores androgenos e os efeitos adversos do abuso dos EAA
dependem da idade e sexo dos individuos, da duracdo e exposi¢do total da dose e do tipo de
esteroide usado.

Com relacao as dosagens suprafisioldgicas, Wu (1997) relatou que o padrédo de abuso
dos EAA por atletas excede de 10 a 100 vezes os niveis fisioldgicos ou as doses terapéuticas,
justificando assim, os efeitos toxicos adicionais, uma vez que os receptores farmacologicos
especificos sdo saturados com doses bem inferiores a estas.

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). Varios estudos clinicos e em animais sugerem que os efeitos deletérios dos EAA
possam atuar sobre as propriedades mecanicas do tecido conjuntivo do tendao (Karpaka, Pesola,
Takala, 1992; Miles et al., 1992; Stannard, Bucknell, 1993). Dosagens suprafisioldgicas de
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EAA parecem resultar em alteragfes no metabolismo do colageno muscular e 6sseo (Evans et
al., 1998).

A combinacao dos EAA com o exercicio pode induzir alteragdes patologicas em tenddes
(Michna, 1987; Miles et al., 1992; Motram, George, 2000; Bahrke, Yesalis, 2004) bem como
mudancas da morfologia da juncdo musculo-tendinea (Laseter, Russell, 1990). Estudo mostrou
a ocorréncia de lesdo do tendao pelo aparecimento de uma displasia nas fibras de colageno,
com a associacdo do exercicio (10 semanas de corrida) e administracdo de EAA (Michna,
1987). EAA e exercicio quando combinados induzem a um aumento na &rea da sec¢do
transversal do tenddo e rigidez. Ha relatos ainda de que EAA induzem displasia de colageno,
inflamacdo e fibrose sendo que esses efeitos tém sido associados ao angulo crimp e toe region
da fibrila de colageno, na curva de carga-deformacdo do tenddo (Seynnes et al., 2012).

Demonstrou-se 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 0s EAA,
em concentragcOes elevadas, podem ligar-se aos receptores de corticoides (Rogol, Yesalis,
1992). No estudo desenvolvido por Marqueti et al; 2013, observou-se a reducao nos niveis de
RNAmM do IGF-1 nos grupos em que foi administrado apenas o EAA bem como no que o EAA
foi associado ao treinamento, em comparagdo com o grupo treinado. A reducédo do IGF-1 por
meio da administracdo de EAA pode proporcionar reducao na traducédo e producao de colageno
(Hishikawa et al., 2001; Heinemeier et al., 2007; Heinemeier et al., 2009), e este fato pode estar
relacionado a reducdo dos niveis de RNAm do colageno I e Il inerente ao tratamento com EAA
observado no presente estudo, mais importante ainda, a administracdo de EAA reverteu o efeito
do treinamento no TC. Além disso, constatou-se que EAA pode induzir lesdes no tenddo e
prejudicar o remodelamento tecidual por meio da inibigé&o da atividade da MMP-2.

A anélise dos dados mostrou que o exercicio modula diferentemente a expressdo de
genes relacionados com o remodelamento da MEC no tenddo. No entanto, a administragédo de
EAA e sua associacdo com o exercicio demonstraram efeitos deletérios no remodelamento da
MEC do tend&o, o que pode estar relacionado com lesBes tendineas (Lasseter, Russell, 1991;
Evans et al., 1998; Evans, 2004). Experimentos em modelos animais sugerem que 0os EAA
alteram as propriedades biomecanicas e ultraestruturais dos tenddes (Evans et al., 1998) e que
a diminuicdo da sua forca pode ser decorrente da displasia das fibras de colageno (Michna,
1987; Laseter, Russel, 1991; Miles et al., 1992).

Com relagdo a avaliacdo biomecénica, observou-se que os efeitos dos EAA s&o
reforcados pelo treinamento simultaneo, resultando em tendGes que absorvem menos energia e

falham com menor alongamento (Miles et al., 1992; Inhofe et al., 1995), mesmo utilizando
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protocolos que diferem em natureza (salto vs corrida), intensidade (agua vs solo) e duragdo. Em
conjunto, essas alteracdes sugerem que a perda de flexibilidade é um fator importante que
contribui para o elevado risco de ruptura do tendao durante o treino em consumidores de EAA.

Foi observado que a associacdo do EAA ao exercicio de carga acarreta uma maior
rigidez nos 3 tenddes avaliados (Fig.3) (Marqueti et al, 2011).

30 - )
“SFT

20 - s /.~ DFT

0 + — . :
0 10 20 30
Strain (%)

Fig3. Curvas tensdo obtidas para TC (A), tenddo flexor superficial (TFS) (B) e tendao
flexor profundo (TFP) (C) em resposta ao exercicio de carga (T), administracdo de EAA
(EAA), e da associacao de EAA e exercicio de carga (EAAT) (Marqueti et al., 2011).

Desse modo, pode haver uma forte correlacédo entre os achados morfoldgicos com os
biomecanicos os quais sinalizam, dentre efeitos adversos provocados pelos EAA, uma maior
rigidez capaz de predispor lesfes e ocasionar futuras rupturas no tenddo tanto com relacéo a
administracdo de EAA ou a combinacdo de exercicio de carga e EAA. Alguns estudos relatam
que os EAA podem inibir a sintese de colageno tanto em tendGes quanto em ligamentos e
induzir mudancas no arranjo das fibrilas de colageno acarretando alteracGes criticas da
plasticidade tendinea (Karpakka, Pesola, Takala, 1992; Evans, Bowrey, Newman, 1998).

Por outro lado a administracdo de EAA isolada apresentou pequenas alteragdes sobre a
morfologia dos tenddes. Porém, a combinacdo de exercicio de carga e EAA mostraram
alteracdes morfologicas negativas que o exercicio ndo conseguiu reverter (Marqueti et al, 2013).
Estas alteracbes podem acarretar danos ou lesdes futuras por comprometer ndo sé o
remodelamento e o reparo tecidual, mas também as propriedades biomecéanicas dos tenddes.

O treinamento associado a administracdo de EAA interferiu negativamente nas
propriedades morfologicas dos tenddes, principalmente com relacéo a vascularizacdo (Marqueti
et al; 2013). 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 séo
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associados ao exercicio causam efeito mais potencializado que a administracdo de EAA
isolados (Bamman et al., 2001). Sabendo-se que os tendBes ndo acompanham o aumento de
forca dos musculos, portanto a maior intensidade e frequéncia de treinamento podem predispor
lesOes e rupturas (Shahidi, 2001; Battista, Combs, Warne, 2003; Maravelias et al, 2005).

O efeito dos EAA sobre a Vv% de vasos sanguineos, ainda ndo esta clara, mas um estudo
realizado por Paschoal et al., 2009 em musculo séleo de ratos, mostrou que o treinamento de
salto com carga aumentou a expressdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
relacdo aos grupos nao treinados (sedentario com e sem uso de EAA). Nos animais que
treinaram e receberam administragdo de EAA houve uma inibicdo na expressdo de VEGF. A
partir desse achado, pode-se sugerir uma forte ligacdo entre a inibicdo da expressdo do VEGF
com a inibicdo da 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
exposi¢do prolongada de células endoteliais a doses diferentes de EAA alterou o seu
crescimento, com um forte efeito anti-proliferativo, induzindo apoptose e modificando os niveis
de célcio intracelular. Desta forma, as alteracdes observadas nas células endoteliais podem
predispor sérios danos nas células vasculares, uma vez que as células endoteliais séo o0s
principais componentes da parede dos vasos (D’Ascenzo, 2007).

Marqueti et al., 2008, mostraram ainda que a combinacdo de exercicio de carga com 0
EAA acarretou o aparecimento de células adiposas na regido proximal do TC, que pode
determinar uma resposta ndo funcional ao tenddo. Benjamin et al, (2004) propuseram uma série
de funcBes para o tecido adiposo nas enteses dos tendBes que inclui a facilitacdo da circulacéo
entre os fasciculos do tenddo, e entre o tenddo e o 0sso; e a dissipacdo do estresse e da
concentracédo de tensGes nos locais de fixagcdo. Apesar das descri¢fes funcionais a respeito do
tecido adiposo nos tenddes, Jozsa e colaboradores (1997) descrevem uma relacdo de
tendinopatia com o aparecimento de lipidios e infiltrado de linfocitos em TC lesionado de

humanos.

1.4 Destreinamento

Se por um lado a pratica de exercicios fisicos acarreta beneficios fisioldgicos e
funcionais, o tempo necessario para que esses beneficios sejam mantidos apos a interrupgdo no
treinamento  permanece controverso. Essa interrupcdo, também conhecida como
destreinamento, gera a perda parcial ou completa das adaptacdes anatémicas, fisioldgicas e de
desempenho induzidas pelo treinamento e variam quantitativa e qualitativamente dependendo

do periodo de pausa (Michelin, 2008).
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Estudo concluiu que a atividade fisica moderada prolongada exerce um efeito protetor
sobre a estrutura e morfologia do tenddo e induz um aumento dos PGs. Interromper essa
atividade tem efeitos opostos e em curto prazo perturba a morfologia intra-tendinea, mostrando
que ambos tanto o contetdo de PG quanto a organizacdo das fibras de colageno foi
significativamente menor nos animais nédo treinados e destreinados que nos treinados, foi
demonstrado ainda que a interrupgdo do treinamento causa um rearranjo na disposi¢cdo das
fibras de colageno, reducdo na atividade de sintese dos tendcitos e apesar disso as MMPs
sintetizadas durante a fase de treinamento permanecem ativas auxiliando no remodelamento
tecidual. (Frizziero et al., 2011).

Estudos com corredores de longa distancia destreinados mostraram diminuigao na
vascularizacdo muscular ap6s 15 dias de interrupcdo do exercicio, além disso foi demonstrado
que um destreinamento de 12 semanas resultou numa reducdo de 17% na forca e 19% na
resisténcia a fadiga. Além disso, a gordura intramuscular aumentou 14% em compara¢do ao
periodo anterior ao destreinamento. Foi demostrado também que o exercicio aumentou o
nimero e a atividade de mitocéndrias em adipdcitos, medida por aumento na atividade de
marcadores mitocondriais e que 4 semanas destreino em ratos mostrou a reversao total do efeito
do treinamento sobre a adiposidade, aumentando a capacidade lipogénica em relacéo ao grupo
treinado, o destreinamento ainda pode ter estimulado o processo adipogénico e eventos
apoptoticos que contribuem para recuperar rapidamente a massa adiposa (Sertie et al., 2013).

Recentemente foi realizada uma revisdo sistematica mostrando o efeito do
destreinamento em tenddes e observou-se que em curto prazo (2-4 semanas) ocorre uma
alteracdo na sintese de tendcitos, celularidade, vascularizagdo e na atividade metabdlica
relacionada ao propeptideo terminal-C, colageno tipo | e 111, fibronectina, agrecanas, tenascina-
C, interleucina-1b e metaloproteinase | e I11. Esses resultados indicam que os tendcitos ndo se
limitam a um papel passivo mas desempenham uma funcdo importante durante o destreino.
Além disso, estudos mostraram alteragfes na morfologia tendinea e nas enteses envolvendo
conteudo de PGs, organizacdo das fibras de colageno com aumento de colageno 11 e reducao
do tipo I, reducédo da resisténcia a tensdo, aumento da rigidez e do risco de ruptura (Frizziero et
al; 2016).

Dessa forma, a hipotese desse trabalho é de que o uso de EAA, associado ou ndo ao
treinamento, possa acarretar efeitos adversos imediatos no tendéo calcaneo (TC), e que poderao
ndo ser revertidos 6 semanas apos a interrupcao da administracdo da droga. Os efeitos negativos

causados pelos EAA incluem alteracdes celulares, estruturais e funcionais. Por outro lado, a
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demanda mecénica inerente ao exercicio podera acarretar beneficios celulares e estruturais

imediatos, porém poderdo ndo permanecer com o destreinamento de 6 semanas.

200BJETIVO GERAL
Analisar os efeitos do destreinamento e da interrupg¢ao do uso de esteroides anabolicos

androgénicos sobre as propriedades morfolégicas do tendao calcaneo (TC) de ratos.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a morfometria da regido proximal e distal do TC considerando as seguintes
variaveis: densidade de volume (Vv%) de tecido adiposo, vasos sanguineos, células da camada
peritendinea e células do tendao propriamente dito de ratos submetidos ao treinamento de salto

vertical na agua.

3.0 METODOLOGIA

3.1 Animais

Quarenta ratos (Wistar novergicus albinus, pesando aproximadamente 200+ 17g, no
inicio do experimento) foram agrupados em 4 gaiolas de pléstico. 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) e os procedimentos utilizados foram
submetidos & Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sio
Carlos (n° 004/2006).

3.2 Procedimento experimental

Os animais foram primeiramente distribuidos de forma aleatéria em 4 grupos
experimentais (10 animais/grupo), na seguinte ordem: sedentario sem administracdo de EAA
(S), sedentario com administracdo de EAA (EAA), treinado sem administracdo de EAA (T), e
exercitado com administracdo de EAA (EAAT). Apos as 7 semanas de treinamento, 5 animais
de cada grupo foram eutanasiados aleatoriamente (compondo o grupo imediatamente ap0s —
IA). Os animais restantes (5 animais/grupo), iniciaram uma nova fase com interrupcdo do
treinamento e da administracdo de EAA durante 6 semanas (compondo o grupo 6 semanas ap0s
—6S) (Fig.4).
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7 SEMANAS (TREINAMENTO/EAA)

EUTANASIA
N=5/GRUPO

S$6 Té6 EAAGL EAAT6

6 SEMANAS (DESTREINAMENTO/INTERRUPCAQ)

EUTANASIA
N=5/GRUPO

Fig4. Organograma do desenho experimental

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a um programa de saltos verticais
em um tubo de plastico, contendo uma quantidade de agua equivalente ao dobro do
comprimento do corpo do animal, com temperatura constante de 30 £ 2 ° C. Ap0s uma semana
de adaptacéo, os animais foram submetidos a um protocolo de treinamento que consistiu em 7
semanas (5-d/semana).

Os animais dos grupos EAA e EAAT 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 subcutanea na regido dorsal dos animais duas vezes
por semana. Esta dosagem foi analoga a dosagem frequentemente utilizada por atletas (Pope,
1988). Os grupos experimentais que ndo tiveram administracdo de EAA (S e T) receberam um
veiculo apenas com 06leo de amendoim e alcool benzilico. O decanoato de nandrolona foi
administrado durante 7 semanas com inicio na primeira semana de treinamento, apds a semana
de adaptacéo.

A semana de adaptacdo consistiu em sessoes de levantamento de peso (sobrecarga de
50% do peso corporal), uma vez por dia durante 5 dias em agua a 30 = 2 ° C. A sobrecarga foi
fixada no peito do animal, usando um colete adequado que permitiu a execugédo dos saltos sem
que a vestimenta caia do corpo do mesmo. O nimero de séries (2-4) e repeti¢bes (5-10) foi
ajustado diariamente e aumentado gradualmente (Cunha et al., 2005; Marqueti et al., 2006).
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O protocolo de salto 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 series e
sobrecarga de 50% do peso corporal. Durantes as seis semanas restantes o treinamento foi
executado com 0 mesmo numero de séries, saltos e intervalos de descanso, porém, com uma
sobrecarga adicional de 5%/semana, chegando a 80% do peso corporal na Gltima semana. Todos
0s animais foram pesados trés vezes/semana.

ApOs as sete semanas experimentais os animais do grupo imediatamente apds foram
eutanasiados. Nesse momento o treinamento e a administragdo de EAA foi interrompido no
grupo 6 semanas, 0s animais desse ultimo grupo foram eutanasiados apds esse periodo
respectivo, para assim avaliar os efeitos do destreinamento e da interrupcdo do uso de EAA. Os
tenddes calcaneos foram imediatamente dissecados das patas posteriores e divididos nas regides
proximal e distal. Cada regido foi fixada por imersdo em paraformaldeido 4% em tampao salina
fosfato (PBS) por 24 horas, lavadas com &gua destilada, desidratadas em etanol 70% e incluidas
em resina glicol metacrilato (historresina, Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). Foram
obtidos cortes seriados longitudinais de 2 um e corados com HE (Nuclear, SP, Brasil) para a
realizacdo da andlise morfologica. Os cortes foram examinados utilizando um microscépio
Olympus BX51 equipado com uma camera digital SV Micro Sound Vision (Preston South,

Australia) e as imagens capturadas em 20x de aumento.

3.3 Analise das imagens

Todas as regides de cada tenddo foram analisadas levando em consideracao duas partes:
a camada peritendinea e a area interna. Dez imagens ndo-consecutivas foram adquiridas em
cada uma das partes. Para a analise 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, células da camada peritendinea e do tenddo propriamente
dito, 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. Ap6s a contagem, foi determinada a
porcentagem das estruturas da camada peritendinea e da area interna, tendo como referéncia o
numero de pontos da grade que incidiam sobre estas camadas. O nimero de pontos da camada
peritendinea variou de acordo tamanho da mesma enquanto a area 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
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interesse por 100, dividindo-se pelo nimero total de pontos incidentes sobre as partes (camada

peritendinea e area interna). Os resultados foram expressos em porcentagem.

3.4 Anélise estatistica

A anélise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de Kolmogorov e Smirnov para
a normalidade e o teste de homocedasticidade (critério de Bartlett). Quando todas as variaveis
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade, portanto, a ANOVA two way seguida
de analise multipla de Tukey foi utilizada para comparacdes entre 0s grupos. Para as
comparagdes entre os diferentes tempos utilizou-se o teste t ndo pareado. Para todas as
comparacdes, a significancia estatistica foi considerada um nivel de 5% (p <0,05). Os dados
foram apresentados como média + Erro Padrdo da Média (EPM) e o software utilizado foi o
Statistica® 7.0 (Stat. Soft. Inc. Tusa, Ok, USA).

4.0 RESULTADOS
Ap0s sete semanas de exercicio de carga associado a administracdo de decanoato de

nandrolona os grupos exibiram diferencas histolégicas consistentes entre si.

IA- comparagéo entre 0s grupos

Efeito do treinamento:

O exercicio de carga acarretou um aumento na Vv% de vasos sanguineos e células da
camada peritendinea da regido distal do TC (Fig.5F e G, Fig6.F)

Fibroblastos com citoplasma reduzido alinhados linearmente entre os feixes de colageno
dispostos longitudinalmente foram visualizados tenddo propriamente dito da regido proximal
(Fig. 6 G). Na regido distal os fibroblastos exibiram uma forma ovalada (Fig. 6H). Esta
morfologia pode ser devido & acdo das forcas (de compressdo) aplicadas nesta regido

tipicamente caracterizada como fibrocartilagem.

Efeito do tratamento com EAA:

O tratamento com EAA aumentou a Vv% de células no tend@o propriamente dito na
regido proximal (Fig. 5D). Por outro lado, causou redugéo na VVv% de células adiposas na regido
distal (Fig. 5E). Comparado ao grupo T, ocorreu uma reducdo na Vv% de vasos sanguineos e
células da camada peritendinea na regido distal (Fig.5F e G). Ao redor da camada peritendinea

da regido distal, foram observadas células redondas e alinhadas sugerindo a presenca de células
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semelhantes as sinoviais (Fig. 6J) Na regido distal do TC o tend&o propriamente dito apresentou

fibroblastos com forma alongada dispostos linearmente (Fig. 6L).

Efeito da associacdo EAAT:

Na regido distal do TC a administracdo de EAA associada ao exercicio de carga
promoveu uma redugdo na Vv% de células adiposas (Fig. 5E, Fig. 6N) e comparado ao grupo
T a mesma regido apresentou uma diminuicdo na Vv% de vasos sanguineos e de células da
camada peritendinea (Fig. 5F e G, Fig. 6N).

Assim, o exercicio de carga quando associado a administracdo de EAA parece nao ser
capaz de proteger do efeito negativo do decanoato de nandrolona sobre a Vv% de vasos
sanguineos (Fig. 5F). Nao foram observadas diferencas entre 0s grupos experimentais relativo

a Vv% de ceélulas do tendao propriamente dito nas regides proximal e distal do TC (Fig5. D e

H, Fig6. O e P).
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Camada Peritendinea Tend&o Propriamente Dito
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Fig 6. Cortes longitudinais das regiées proximal e distal do tenddo calcaneo de rato (TC) corados com
hematoxilina-eosina- Grupo imediatamente ap6s. Grupo S, Grupo T, Grupo EAA e Grupo EAAT: Camada
peritendinea (seta de ponta dupla), células adiposas (asterisco), vasos sanguineos (seta continua), células
da camada peritendinea e tenddo propriamente dito (seta tracejada).

6S- comparacao entre 0s grupos

Efeitos do destreinamento:

Esse grupo nédo apresentou alteracdo de nenhuma das variaveis relativas a Vv% de
células adiposas, Vv% de vasos sanguineos, Vv% de células da camada peritendinea e do
tend&@o propriamente dito, nas regides avaliadas (Fig7. A, B,C,D,E,F, Ge H; Fig8. E, F, G e
H).

Efeitos da interrupcéo uso de EAA:

Nesse grupo foi observado um aumento significativo na Vv% de células adiposas na
regido distal, tanto em comparacdo ao grupo S quanto ao grupo T. Foi verificado também, uma
reducdo na Vv% de células da camada peritendinea e de células do tenddo propriamente dito
(Fig. 7 E, G e D). A interrupcdo da administracdo de EAA por 6S parece ndo ser capaz de
reverter o efeito negativo do decanoato de nandrolona sobre o tendao (Fig. 8J e K).
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Efeito do destreinamento associado a interrupgéo da administragdo de EAA:

A associacdo entre o destreinamento e a interrupcdo da administracdo de EAA apds 6
semanas mostrou uma reducgédo na Vv% de células adiposas, na regido distal, quando comparado
ao grupo EAA, indicando o efeito positivo do treinamento permanece mesmo apds 6 semanas
de destreino (Fig.7E, Fig.8N). Também foi observado uma reducdo na Vv% de vasos
sanguineos nas regides proximal do TC comparada ao grupo T (Fig. 7B, Fig. 8M). Em relagédo
a camada peritendinea, ocorreu uma reducao na VVv% das células nas duas regides, sendo que a
regido proximal também mostrou uma redugdo quando comparada ao grupo T (Fig.7C e G, Fig.
8MeN).
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Fig 8. Cortes longitudinais das regifes proximal e distal do tenddo calcaneo de rato (TC) corados com
hematoxilina-eosina- Grupo imediatamente apds. Grupo S, Grupo T, Grupo EAA e Grupo EAAT:
Camada peritendinea (seta de ponta dupla), células adiposas (asterisco), vasos sanguineos (seta continua),
células da camada peritendinea e tenddo propriamente dito (seta tracejada).

Anédlise Temporal: 1A X 6S

Grupo S: controle
Nesse grupo foi observado diferenca apenas na regido distal, que mostrou um aumento

na Vv% de células da camada peritendinea apds 6 S de destreinamento (Fig.9).
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Fig 9. Teste T ndo pareado- Analise temporal do subgrupo S

Grupo T: Treinamento X Destreinamento
O grupo 6S comparado ao 1A apresentou um aumento na Vv% de células adiposas na
regido proximal e de células do tenddo propriamente dito na regido distal (Fig.10 A, H e F).

Mostrou tambeém uma redugdo na VVv% de vasos sanguineos na regido distal.
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Fig 10. Teste T ndo pareado- Analise temporal do subgrupo T

Grupo EAA: Adminstracdo X Interrupcéo

O grupo 6S comparado ao 1A mostrou um aumento na Vv% de células adiposas na
regido distal, bem como na Vv% de células da camada peritendinea nas duas regiGes do TC
(Fig.11 E, C e G). Além disso, observou-se uma reducdo na Vv% de células do tenddo
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propriamente dito na regido proximal (Fig.11D). A VVv% de vasos sanguineos foi a Unica

variavel que ndo apresentou diferenca (Fig.11 B e F).
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Fig 11. Teste T ndo pareado- Analise temporal do subgrupo EAA

Grupo EAAT: Efeito do EAA + Treinamento X Interrupgdo + Destreinamento

O grupo 6S comparado ao IA mostrou um aumento em todas as variaveis na regido

distal, quais sejam, Vv% de células adiposas, de vasos sanguineos, de células da camada

peritendinea e do tenddo propriamente dito (Fig. 12E, F, G H), j& a regido proximal mostrou

uma reducdo na Vv% de células do tendd@o propriamente dito, mostrando um efeito contrario

ao da regido distal do mesmo grupo (Fig.12D)
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Fig 12. Teste T ndo pareado- Analise temporal do subgrupo EAAT

5.0 DISCUSSAO

IA- comparacéo entre 0s grupos experimentais
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Efeitos do treinamento:

A Vv% de células da camada peritendinea e a vascularizacdo aumentaram nesse grupo
como resposta ao treinamento de carga. Esta resposta 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 contracdo muscular, que promove estimulo mecénico para a
sintese de colageno (Kjaer et al., 2009).

Assim, os fibroblastos respondem convertendo o estimulo mecanico 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 modificac6es que ocorrem no interior do tenddo (Langberg et
al., 2002) como por exemplo, 0 aumento do pro-peptideo carboxiterminal do pro-colageno tipo
I (PICP) no espago intersticial peritendineo em resposta ao exercicio fisico agudo indicando
maior sintese de colageno no tenddo calcaneo de humanos (Langberg et al., 2001; Langberg et
al., 2002; Kjaer, 2004).

O treinamento também modifica as propriedades estruturais e mecanicas (Magnusson,
etal., 2003), bem como a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno nos tend6es (Woo,
1980; 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).

Malheiro e colaboradores (2009) mostraram aumento da celularidade e da espessura da
camada peritendinea no tenddo calcaneo de ratos apos 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 esté relacionada também com o metabolismo tecidual local, pois, essa
regido também apresentou maior Vv% de vasos sanguineos.

Nesse sentido, os tenddes, tecidos brancos, diferentes dos musculos, vermelhos,
possuem uma vascularizacdo considerada pobre, mas mesmo assim, 0S vasos sdo importantes
para garantir as funcdes 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.
Durante o exercicio, o fluxo sanguineo de tendbes pode aumentar até sete vezes quando

comparado com o fluxo normal de repouso (Magnussun et al., 2003). Malheiro e colaboradores
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(2009) também observaram aumento da vasculariza¢do da camada peritendinea em resposta aos

modelos de exercicios utilizados (salto e corrida em esteira).

Efeitos da administracdo de EAA:

A administragdo de EAA ocasionou diferentes efeitos negativos no TC. Foi observada
uma reducdo na Vv% de células adiposas e um aumento na celularidade interna do TC. Além
disso a referida regido ainda mostrou uma reducdo de células da camada peritendinea e na
vascularizagdo, porém, apenas quando comparada ao grupo T.

Marqueti et al., 2013 utilizando o mesmo modelo experimental do presente trabalho
assim como tempo de treinamento mostrou um aumento na celularidade peritendinea, efeito
diferente do encontrado em nosso estudo que ndo mostrou diferenca, apenas uma redugao em
tal variavel, quando comparada ao grupo T.

Michna (1987) observou que a administracdo de EAA em ratos causou um acumulo de
coldgeno na matriz extracelular e desordens no tecido conjuntivo. Os EAA também
comprometeram o remodelamento do tenddo calcaneo estrutural e funcionalmente por reduzir
a atividade de MMP-2, além de indicar sinais de lesdo tecidual nos achados histologicos
(Marqueti et al., 2006).

Ha uma escassez de trabalhos associando os efeitos dos EAA e as varidveis avaliadas
neste estudo, em diferentes regides do tendao, fato que dificulta a comparacéo e discusséo dos
achados do presente manuscrito. No entanto, em um estudo prévio utilizando o mesmo modelo
experimental deste atual trabalho, Marqueti et al., 2006, mostraram que a administracao
combinada de deca-durabin e decanoato de nandrolona acarretou um alteragdo na morfologia
(fibrose periférica) e diminuicdo na atividade de metalopeptidases de matriz tipo 2 (MMP-2),

prejudicando assim o remodelamento do tend&o calcaneo.

Efeitos da associacdo EAAT:

O treinamento associado a administragdo de EAA interferiu negativamente nas
propriedades morfologicas dos tenddes, principalmente com relacdo a vascularizacdo e a
celularidade da camada peritendinea que sofreram uma reducao , quando comparados ao grupo
T. 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 séo 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 forgca como o0s masculos,
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a maior intensidade e frequéncia de treinamento podem predispor lesdes e rupturas (Shahidi,
2001, Battista, Combs, Warne, 2003; Maravelias et al, 2005).

O efeito dos EAA sobre a Vv% de vasos sanguineos, ainda ndo esta clara, mas um estudo
realizado por Paschoal e colaboradores (2009) em musculo séleo de ratos, mostrou que o
treinamento de salto com carga aumentou a expressdao de VEGF em relacdo aos grupos nédo
treinados (sedentario com e sem uso de EAA). Nos animais que treinaram e receberam
administracdo de EAA houve uma inibicéo na expressao de VEGF. A partir desse achado, pode-
se sugerir uma forte ligacdo entre a inibicao da expressdo do VEGF com a inibi¢do da Vv% de
vasos no tecido, uma vez que o VEGF é uma molécula importante na inducéo da angiogénese
(Prior et al, 2003). Em uma anélise biomecénica foi observado que a associa¢ao do treinamento
ao uso de EAA acarreta uma maior rigidez nos tenddes (Marqueti et al, 2013). Desse modo,
pode haver uma forte correlacdo entre os achados morfoldgicos com os biomecanicos 0s quais
sinalizam, dentre efeitos adversos provocador pelos EAA, uma maior rigidez capaz de predispor
lesOes e ocasionar futuras rupturas no tendao.

Outro efeito observado no presente trabalho foi a reducao na VVv% de células adiposas,
efeito mantido pelo uso de EAA que nao foi influenciado por associagdo ao treinamento.
Marqueti et al., 2013 utilizando o0 mesmo modelo experimental, mostrou resultados inversos,
com um aumento na VVv% de células adiposas na regido proximal.

Observou-se portanto que, que o treinamento potencializa os efeitos negativos causados
pelo uso de EAA, revertendo os beneficios ocasionados pelo treinamento sobre vasos
sanguineos e celulas da camada peritendinea, e somado a isso afeta a celularidade da camada
interna do tenddo, pois esta estava aumentada no grupo EAA porém quando associou ao

treinamento a mesma reduziu, voltando a niveis similares aos animais sedentarios.

6S- comparacao entre 0s grupos experimentais
Efeitos do destreinamento:

O destreino de 6 semanas ndo alterou nenhuma das variaveis relativas a Vv% de células
adiposas, Vv% de vasos sanguineos, Vv% de células da camada peritendinea e do tendao
propriamente dito, nas regides avaliadas, mostrando assim que esse periodo € capaz de reverter
os beneficios causados pelo treinamento, sendo observado o retorno de todas as variaveis aos
niveis basais, quando comparado aos animais do grupo S.

O tempo necessario para que os beneficios adquiridos com a pratica de exercicio sejam
mantidos apds a interrupgdo no treinamento permanece controverso. Essa interrupcdo, gera a

perda parcial ou completa das adaptacGes anatdmicas, fisiologicas e de desempenho induzidas



32

pelo treinamento e variam quantitativa e qualitativamente dependendo do periodo de pausa
(Michelin, 2008). Estudo concluiu que a atividade fisica moderada prolongada exerce um efeito
protetor sobre a estrutura e morfologia do tenddo e induz um aumento dos PGs. O
destreinamento causa efeitos opostos e em curto prazo altera a morfologia intra-tendinea,
mostrando que ambos tanto o contetido de PG quanto a organizacdo das fibras de colageno foi
significativamente menor nos animais ndo treinados e destreinados que nos treinados, foi
demonstrado ainda que a interrupcdo do treinamento causa um rearranjo na disposicdo das
fibras de colageno, reducdo na atividade de sintese dos tendcitos e apesar disso as MMPs
sintetizadas durante a fase de treinamento permanecem ativas auxiliando no remodelamento
tecidual. (Frizziero et al., 2011).

Efeitos da interrupcdo da administracdo de EAA:

Nesse grupo foi observado um aumento na Vv% de células adiposas, além de, uma
reducdo na celularidade da camada peritendinea e do tenddo propriamente dito. Os EAAS
exercem efeitos anabolicos sobre tecidos, o que gera o0 aumento da celularidade, fato mostrado
nesse estudo, além disso, causa a inibi¢do da adipogénese o que explica a reducdo na Vv% de
células adiposas obsevados nesse trabalho. Porém, com a interrupg@o da administracdo de EAA
(grupo 6S) elimina-se o estimulo anabolico, e portanto, ocorrem efeitos contrarios aos
observados durante o uso, o que explica a redugéo na celularidade observada nesse grupo. Além
disso, em relacdo a algumas variaveis a interrup¢do da administracdo de EAA ainda exerce um
efeito negativo exacerbado. Sugere-se a ocorréncia de um efeito negativo (rebote), observado
com interrupcdo da administragdo de EAA sobre a varidvel Vv% de células adiposas, pois o
uso de EAA causa inibicdo da adipogénese e ao retirar o estimulo ocorre um aumento
descontrolado de tecido adiposo. Conclui-se portanto, curiosamente, que a interrup¢do da
administracdo de EAA interfere negativamente, sendo que tanto ndo reverte os maleficios
causados pelos EAAs, como os potencializa. Jozsa e colaboradores (1997) descrevem uma
relacdo de tendinopatia com o aparecimento de lipidios e infiltrado de linfocitos em tenddo
calcaneo lesionado de humanos. Dessa forma, esses achados determinam uma resposta ndo
funcional ao tendao, por possivel reducdo do remodelamento tendineo, reducédo na concentracdo

de MMP-2, aumento da rigidez e consequentemente maior tendéncia de lesdes.

Efeitos da associagdo do destreinamento e interrupgéo da administracdo de EAA:
A combinacdo destreinamento e interrupcdo da administracdo de EAA mostrou uma

reducdo na Vv% de células adiposas, quando comparado a interrupcdo de EAA somente, e
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também acarretou uma reducdo na vascularizagdo e na celularidade da camada peritendinea,
sugerindo que os efeitos negativos remanescentes dos EAAS permanecem mesmo apos 6S de

destreino e interrupcao da administracao.

Andlise Temporal: 1A X 6S
Grupo S: Controle

Nesse grupo foi observado diferenca apenas na regido distal, demostrando aumento na
Vv% de células da camada peritendinea apds 6S de destreinamento, ndo se sabe 0 que acarretou
essa reposta com o passar de 6S, talvez um nimero maior de amostras poderia minimizar esse

efeito.

Grupo T: Treinamento X Destreinamento

O destreinamento de 6S resultou em aumento na Vv% de tecido adiposo e de células do
tendao propriamente dito. Um resultado curioso é que o treinamento ndo alterou a Vv% de
celulas do tenddo propriamente dito, porém o destreinamento promoveu aumento nessa
variavel, resultado possivelmente oposto ao encontrado no estudo de Frizziero et al., 2016,
aonde mostrou que o destreino altera a curto prazo (4semanas) a sintese e a atividade metabolica
dos tendcitos. Os resultados também mostraram uma reducdo na Vv% de vasos sanguineos,
demonstrando que esse intervalo temporal é suficiente para reverter os beneficios causados pelo
treinamento de 7 semanas sobre a vascularizacao. 1sso pode ter ocorrido em resposta a falta de
demanda tecidual ocasionada pela interrupcdo do treinamento, uma resposta fisiologicamente
esperada.

Estudos com corredores de longa distancia destreinados mostraram diminuigdo na
vascularizacdo muscular apés 15 dias de interrupcéo do exercicio. Foi demostrado também que
0 exercicio aumentou o numero e a atividade de mitocondrias em adipdcitos, medida por
aumento na atividade de marcadores mitocondriais e que 4 semanas de destreino em ratos
mostrou a reversdo total do efeito do treinamento sobre a adiposidade, aumentando a capacidade
lipogénica em relacdo ao grupo treinado, o destreinamento ainda pode ter estimulado o processo
adipogénico e eventos apoptoticos que contribuem para recuperar rapidamente a massa adiposa
(Sertie et al., 2013).

Recentemente foi realizada uma revisdo sistematica mostrando o efeito do
destreinamento em tenddes e observou-se que em curto prazo (4 semanas) ocorre alteracdo na
sintese de tendcitos, na celularidade, na vascularizacdo e na atividade metabolica relacionada

ao propeptideo terminal-C, colageno tipo 1 e Ill, fibronectina, agrecanas, tenascina-C,
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interleucina-1b e metaloproteinase | e Il1. Esses resultados também indicam que os tenocitos
ndo se limitam a um papel passivo mas desempenham uma fungdo importante durante o
destreino. Além disso, estudos mostraram alteracfes na morfologia tendinea e nas enteses
envolvendo conteudo de PGs, organizacao das fibras de colageno com aumento de colageno 1|
e reducéo do tipo I, reducéo da resisténcia a tensédo, aumento da rigidez e do risco de ruptura
(Frizziero et al; 2016).

Grupo EAA: Administracdo X Interrupgéo

A interrupcdo da administracdo de EAA causou um aumento na Vv% de células
adiposas, bem como reducdo na Vv% de células do tendao propriamente dito. A interrup¢do do
estimulo anabolico parece ocasionar efeitos contrarios aos observados durante o uso. Os EAA
causam reducdo de adipocitos. Estudo desenvolvido por Singh et al., 2003, mostrou que 0s
EAA (testosterona e diidrotestosterona) regulam a composicéo corporal através da estimulagédo
das células mesenquimais pluripotentes em sua linhagem miogénica e inibicdo de sua
diferenciacdo em linhagem adipogénica, o que consequentemente resulta em aumento de massa
muscular e reducdo na Vv% de células adiposas. A interrupcao da administracdo de EAA, por
outro lado, ocasionou a restauracdo da adipogénese que estava suprimida, bem como a reducéo
na celularidade interna do TC. Além disso, observou-se um aumento na Vv% de células da
camada peritendinea. Os tenddes sdo constituidos por alguns tipos celulares como: fibroblastos
(tenoblastos e tendcitos), células endoteliais, células sinoviais e mastocitos (Kannus, 2000;
Kjaer, 2004; Wang, 2006). Nesse estudo, em relacdo a camada peritendinea, ndo foi feito
selecdo quanto ao tipo de célula que seria considerada. A camada peritendinea por ter um
melhor aporte vascular apresenta também maior conteddo de células e € metabolicamente mais
ativa (Magnusson et al., 2003). A camada peritendinea expressa muitas alteracfes que ocorrem
no interior do tenddo (Langberg et al., 2002). O aumento da celularidade e da espessura da
camada peritendinea foi observado apds 1 dia de salto vertical e 4 dias de esteira corrida foi
observada no TC de ratos (Malheiro et al., 2009). A regido peritendinea é capaz de aumentar a
atividade metabdlica em resposta a atividade fisica (Magnusson et al., 2003), talvez a
interrupcdo da administracdo de EAA possa despertar o aparecimento de células cujas vias
poderiam estar inibidas. Sugere-se que alguns efeitos negativos dos EAA ainda permanecem
mesmo apds 6S de interrup¢do da administracao.

Os estudos biomecanicos realizados por Miles et al. e Inhofe et al. concluiram que 12
semanas de tratamento com EAA causaram um aumento na rigidez tendinea e uma falha ao

menor alongamento e que essas alteracbes foram reversiveis ap0s a descontinuacdo do
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tratamento (Tsitsilonis et al.,2014). Outro estudo demostrou que a massa muscular reduz dentro
de poucas semanas ap6s a cessacao de terapéutica com androgenios (Bonetti et al., 2008).
Estudo realizado com diferentes doses de nandrolona (3,75 e 7,5 mg / kg) mostrou que 30 dias
apos a Ultima dose, o efeito anabdlico promovido pela nandrolona sobre a massa muscular foi
reduzido (Berlardin et al., 2014).

Grupo EAAT: Efeito do EAA e Treinamento X Interrupcdo e Destreinamento

O grupo 6S comparado ao IA mostrou um aumento em todas as variaveis na regiao
distal, como Vv% de células adiposas, de vasos sanguineos, de células da camada peritendinea
e do tenddo propriamente dito. Além disso, a regido proximal apresentou uma redugdo na Vv%
de células do tenddo propriamente dito, mostrando um efeito contrario ao da regido distal do
mesmo grupo. As diferentes regides do TC respondem de forma diferente ao mesmo estimulo
(Marqueti et al., 2013). Parece que o treinamento exerce um efeito tardio no tendao, similar a
“memorizac¢do de um evento” interpretado por sinalizagdo celular mesmo apds 6S. Assim, tanto
a vascularizacdo quanto o conteldo de células, que sdo elementos teciduais dependentes,
respondem aos mecanismos de carga, que parecem estar suprimidos durante a administracao de
EAA associado ao exercicio, porém apos a interrupcdo de ambos esses elementos conseguem

ser restaurados.

6.0 CONCLUSAO

Um dos aspectos chaves do nosso trabalho foi demonstrar os inumeros beneficios
promovidos pelo treinamento vertical na agua, por outro lado demostrar os efeitos negativos da
administragcdo de EAA sobre a morfologia do TC. Contudo, o efeito mais adverso encontrado
foi o da associacdo de EAA com o treinamento, por potencializar os efeitos negativos dos EAA.

Outro aspecto importante € que o treinamento quando interrompido reverte até niveis
basais as varidveis analisadas, em especial células e vasos. Por outro lado, quando se refere ao
destreinamento associado também a interrupcéo de EAA, nesse aspecto o treinamento pareceu
exercer um efeito protetor mesmo apds 6 semanas. Nossos resultados indicam que os tendGes
sdo tecidos mecanoresponsivos e parecem possuir algum mecanismo (sensor/memaoria), porém
suprimido pelo uso de EAA, capaz de interpretar os sinais mecanicos do treinamento e despertar
respostas celulares importantes apds a interrupcdo da administracdo de EAA.

Algumas limitacdes nesse trabalho foram identificadas, como a avaliagdo de um nimero
pequeno de animais e a realizacdo apenas da andlise histoldgica. Outros estudos sdo necessarios

como a expressao génica, e analises funcionais (biomecéanica) para ampliar nosso entendimento
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sobre a fungdo tendinea tanto com relagdo ao destreinamento como a interrupcdo da

administracdo de EAA.

7.0 CONSIDERACOES FINAIS

Apresentacédo das atividades desenvolvidas e dificuldades encontradas durante a execugéo do
estudo:

Para o desenvolvimento do presente estudo, envolvendo a analise morfoldgica do TC
foi realizado diversos testes e protocolos, que incluiram desde os cortes das amostras até a
anélise propriamente dita, durante os meses de agosto/2014 a abril/2016. Véarios foram os
laboratorios envolvidos: Laboratérios de Histologia da Universidade Catolica de Brasilia
(UCB), Laboratorio de Histopatologia Bucal da Universidade de Brasilia (UnB), Laboratorio
de Biologia Molecular da UnB-IB, Laboratorio de Genética da UnB-IB e Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal de Sao Carlos (Ufscar).

Todo esse periodo de ensaio foi necessario devido a caréncia de referencial que
descrevessem protocolos especificos para coloracdo usando a historesina como substancia de
emblocamento das amostras. Os tenddes desse estudo foram emblocados em historesina, uma
substancia que de forma vantajosa permite efetuar cortes muito finos (2um) do tecido
facilitando a visualizacdo das estruturas que compde a amostra sem sobreposi¢des. A maior
dificuldade e limitacdo desse trabalho foi em padronizar uma metodologia para coloracdo das
amostras de tenddo em historesina Para um melhor entendimento desta proposta de pesquisa,

serdo contextualizadas, a seguir, em forma de sintese, as atividades envolvidas neste processo.

7.1 Detalhamento dos Métodos

Durante os primeiros meses de experiéncia, o foco inicial foi estabelecer uma
metodologia para a realizagdo dos cortes das amostras, visto que foram emblocadas em
historesina e seria necessario que fossem obtidos cortes com 2um de espessura para a realizacdo
das analises. Foi entdo realizado um piloto, de forma inicial, que seguiu da seguinte forma.

Inicialmente foi utilizado o Micrétomo Leica RM2155 com utilizacdo de navalhas
descartaveis, aonde nao foi obtido éxito devido ao fato desse aparelho ndo apresentar um
suporte aos toquinhos de madeira nos quais as amostras estavam coladas. Seguiu-se tentando
outro aparelho, um pouco mais arcaico mas tinha o suporte para os toquinhos e assim as
amostras poderiam ser cortadas, porém teria que ser utilizado uma navalha de aco. Obtemos

varios cortes no piloto, porém apdés a visualizacao das imagens observou-se muitos problemas
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como a qualidade do corte. Apds seguiu-se na tentativa de padronizacdo dos cortes nos
laboratorios de genética e de biologia molecular da UnB-Instituto de Biologia (IB), nos quais
encontramos o ultramicrétomo onde poderiam ser realizados cortes utilizando-se navalhas de
vidro na expectativa de éxito nos cortes. Porém o aparelho ndo possuia suporte para 0s
toquinhos e mesmo com ajustes no material e adaptagfes os cortes apresentaram falhas,
imperfeicGes e dobras impossibilitando sua utilizagao.

Por fim, j& em 2015, contactamos o Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar), onde finalmente obtivemos cortes com éxito utilizando o
micrétomo da Leica anteriormente citado com adaptacdo para navalhas de vidro e para 0s
toquinhos de madeira que seguravam as amostras.

Ap0s a padronizacao dos cortes iniciou-se a etapa de testes das coloracdes. Inicialmente
pensou-se em realizar a imunohistoquimica e histologia com a utilizacdo das seguintes
coloragBes: Hematoxilina-eosina (HE) para a analisar a morfologia bésica, Safranina para a
anélise do contetdo de PGs e Alizarina para a verificacdo da incidéncia de calcio. Porém a
primeira técnica ja foi logo descartada devido ao fato da resina ndo permitir a ligacdo da amostra
com o anticorpo e pela falta de um protocolo adequado para retirar a historesina das amostras.
Tentou-se o contato com a propria Leica (empresa que vende a historesina) mas infelizmente
nédo obtivemos sucesso em adquirir um protocolo de retirada da mesma.

Iniciou-se a parte histoldgica com a HE, com a qual foram realizados varios testes sem
éxito, pois os protocolos envolviam a desidratacdo e nessa etapa descorava todo o material.
Portanto, conseguiu-se contato com a laboratorio de Biologia Celular e Estrutural da Unicamp
no qual obtivemos um protocolo para corar amostras emblocadas com historesina e o tipo de
Hematoxilina utilizada, pois isso diferencia o processo de coloragdo. A partir disso, foi
padronizada a coloragéo.

Seguiu-se com a padronizacédo da alizarina, a qual ndo foi possivel por essa coloracao
ndo corar o0s cortes com historesina, posteriormente tentou-se Von Kossa o qual também nao
deu certo. Realizou-se a Gltima tentativa de padronizacdo, para a safranina, porém ocorreu o
mesmo problema anteriormente citado sem sucesso na padronizacdo. Finalmente, seguiu-se
apenas com a HE visto que, ainda foi a Gnica que conseguimos corar, obter as imagens e realizar

as analises.
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