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Resumo

O exercicio excéntrico € um veiculo de sobrecarga mecanica e
metabdlica com forte potencial lesivo para o musculo esquelético e quando
praticado de forma inabitual ou extenuante, induz dano nos musculos
solicitados. No entanto, individuos exercitados regularmente parecem possuir
tolerancia a este tipo de estimulo sendo este fendmeno explicado, em parte,
por adaptagdes crénicas morfoldgicas ao nivel das fibras musculares e ao nivel
do tecido conjuntivo intramuscular. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar as alteragdes no conteudo de colagénio do quadriceps sujeito a treino
com exercicio excéntrico. Ratos Wistar machos foram divididos em dois grupos
(n=5 por grupo): controlo (SED) e treinado (TR). Os animais TR praticaram
corrida em tapete rolante (-25° 30m/minuto; 60 min) 1x/semana, durante 8
semanas. A atividade sanguinea da Creatina Quinase foi avaliada ao longo do
protocolo e, apds sacrificio, recolheu-se o musculo quadriceps para analise
histologica. O efeito protetor do treino ao exercicio foi demonstrado pelos
resultados da atividade sanguinea da Creatina Quinase (p=0,002). Verificou-se
um aumento da area de secgéao transversal (p=0,000) das fibras musculares,
simultaneamente com um aumento do conteudo total de colagénio e da
espessura do endomisio (p=0,000) nos musculos esqueléticos. E possivel
concluir-se que, paralelamente ao efeito de tolerancia, o treino com exercicio
excéntrico promoveu um acentuado aumento do conteudo muscular
esquelético de colagénio e um incremento moderado da area de secgéo

transversal das fibras musculares.

Palavras-chave: EXERCICIO EXCENTRICO; TOLERANCIA;
TECIDO CONJUNTIVO; COLAGENIO; ENDOMISIO;
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Abstract

Eccentric exercise is a vehicle of enhancement of mechanical and
metabolic stress with strong potential to adversely affect the skeletal muscle
and when practiced on a unusual or strenuous way induces muscle damage in
the requested muscles. However, regularly trained individuals seem to have
tolerance to this type of stimulus, a phenomenon partly explained by chronic
morphological adaptations on muscle fibers and on intramuscular connective
tissue. The objective of this study was to evaluate the changes in the collagen
content of eccentric exercise trained quadriceps. Male wistar rats were divided
into two groups (n=5 per group): Control (SED) and trained (TR). The TR
animals practiced downhill running on a treadmill (-25°;, 30meters/minute; 60
minutes) 1x/week, for 8 weeks. Blood activity of Creatin Kinase was measured
during the protocol and, after sacrifice, the quadriceps muscle was collected to
histological analysis. A progressive protective effect of training to exercise bout
was demonstrated by blood activity of Creatin Kinase (p=0,002). there was an
increase in muscle fibers cross-sectional area (p=0,000), simultaneously with an
increase in the total collagen content and endomysium thickness (p = 0.000) in
trained skeletal muscles. It can be concluded in addition to the tolerance effect,
that eccentric exercise training induced a remarkable increase in skeletal
muscle collagen content in parallel with a slight increase of muscle fibers cross-

sectional area.

Key words: ECCENTRIC EXERCISE; TOLERANCE; CONNECTIVE
TISSUE; COLLAGEN; ENDOMYSIUM;
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1. Introducao geral

O exercicio fisico impde ao musculo esquelético diferentes exigéncias
adaptativas conforme os tipos distintos de contracdo muscular. As contragdes
excéntricas sdo realizadas quando a carga imposta no musculo é superior a
forga produzida pelo conjunto de fibras musculares recrutadas (Boppart et al.,
2013), sendo por esse motivo o tipo de contragdo maior potencial lesivo para o
musculo esquelético (Lieber & Friden, 1999). Este potencial lesivo deve-se ao
facto de, comparativamente as contragcdes concéntricas e isométricas, as
contragbes excéntricas recrutarem uma menor quantidade de unidades
motoras para a mesma exigéncia mecanica, levando a uma distribuicdo do
stress mecanico por uma menor quantidade de musculo (Abbott et al., 1952).

Desta forma, a pratica inabitual ou extenuante de exercicio com
predominancia de contracdes excéntricas tende a induzir dano sobre a
estrutura muscular esquelética, podendo, em situagbes de grande exigéncia,
motivar o aparecimento de uma entidade anatomopatolégica nos musculos
recrutados denominada por miopatia do exercicio (Duarte et al., 2001).
Individuos com miopatia do exercicio frequentemente manifestam diminuicao
da forga maxima voluntaria e involuntaria ndo atribuivel a fadiga, disturbios da
propriocepgao, coativagdo do musculo antagonista, edema, redugdo em
repouso do angulo articular, elevacdo de enzimas lisossomicas, elevagao
plasmatica de varias proteinas musculares, alteracbes estruturais e ultra-
estruturais musculares e sensagao retardada de desconforto muscular (Appell
et al., 1992; Paulsen, Crameri, et al., 2010; Prasartwuth et al., 2006; Proske &
Morgan, 2001; Semmler et al., 2007; Soares & Duarte, 1989; Weerakkody et
al., 2003). Por sua vez, estas manifestagées tém como base lesées agudas de
caracter local, que podem culminar em necrose segmentar das fibras
musculares recrutadas (Appell et al., 1992; Duarte, 2009; Soares & Duarte,
1989). As principais evidéncias histolégicas descrevem a existéncia de
desorganizagao do padrao estriado (Appell et al., 1992; Crameri et al., 2007;
Duarte et al., 2001; Malm & Yu, 2012; Raastad et al., 2010), dano ao nivel do



sarcolema com consequente aumento da permeabilidade ao ido calcio (Duarte,
2009; Proske & Morgan, 2001), dilatagdo do sistema de tubos transversos e
fragmentacdo do reticulo  sarcoplasmatico, aumentando também,
consequentemente, o nivel de caélcio intracelular (Butterfield & Best, 2009;
Duarte et al., 1992; Lieber & Friden, 2002). Verifica-se também vacuolizagao
sarcoplasmatica, induzida geralmente por anomalias mitocondriais, causadas,
em parte, pela perda celular da homeostasia ao ido calcio anteriormente
descrita (Duarte, 2009).

Motivada pela forte agressdo do exercicio, € desencadeada uma
resposta inflamatéria local com invasao leucocitaria semelhante ao padrao
inflamatoério de outros tecidos (Duarte, 1988, 2009; Paulsen et al., 2012),
acompanhada de um processo reparativo igualmente idéntico ao geralmente
descrito para outros estimulos lesivos (Duarte et al., 2001) mas que, quando
provocado por exercicio excéntrico inabitual ou extenuante, pode ocorrer
durante semanas até o musculo conseguir retornar a sua aparéncia histoldgica
normal (Paulsen, Egner, et al., 2010). Durante este processo regenerativo &
normal observar, nas fibras musculares afetadas, nucleos em posi¢cdo central
(Duarte et al., 1994; Duarte et al., 1993; Duarte et al., 1992; Folker & Baylies,
2013), resultado da diferenciac&o das células satélites com fusdo de mioblastos
as fibras em questao (Duarte et al., 2001; Paulsen et al., 2012).

O correto desenrolar destes processos reparativos € essencial para o
musculo esquelético, uma vez que é no seguimento da recuperagdo ao dano
agudo que se desencadeiam adaptagbes que capacitam o musculo de uma
maior tolerancia a exercicios futuros idénticos. Esta tolerancia manifesta-se
através de uma menor resposta inflamatdria, local e sistémica, recuperacao
mais rapida dos niveis forca maxima, perdidos apds o exercicio e diminuicao
da atividade sanguinea da Creatina Quinase (CK), que culminam numa menor
sensacgao retardada de desconforto muscular (Dartnall et al., 2011; Hyldahl et
al., 2015).

Uma adaptacdo a longo prazo ja bem documentada, proveniente do
processo reparativo, € a hipertrofia das fibras musculares apos treino com



exercicio excéntrico (Atherton & Smith, 2012; Flann et al., 2011; Guilhem et al.,
2010; Touchberry et al., 2012).

No entanto a maioria dos trabalhos sobre o processo reparativo tem-se
centrado nas alteracdes fenotipicas inerentes as fibras musculares, tal como o
descrito anteriormente, tendo sido dedicada pouca atengcdo aos processos
remodelativos externos, ao nivel da matriz extracelular. Composta
principalmente por proteoglicanos, glicoproteinas e colagénio, a ,atriz
extracelular é primordial para providenciar uma boa funcionalidade, integridade
e organizagdo estrutural, retransmitindo sinais mecanicos e regulando o
comportamento de outras células ai residentes, tal como as células satélite
(Thomas et al., 2015). E por possuir esta fungdo de distribuicdo e de suporte
das tensdes mecanicas ao longo do musculo (Hyldahl et al., 2015) que se
pensa que o tecido conjuntivo possua também um papel essencial na
tolerancia induzida pelo treino e que as alteragcdes nele induzidas pelo exercicio
fisico sejam de uma grande importancia. Apesar de ja existirem evidéncias de
que o treino com exercicio excéntrico aumenta a transcricdo dos genes
envolvidos na sintese do colagénio (Hyldahl et al., 2015), ndo foram
encontradas na literatura evidéncias histologicas de uma maior deposigao de
colagénio nos musculos treinados tal como dos efeitos do treino na espessura
do endomisio.

Assim sendo, o objetivo do estudo experimental desta dissertagao,
apresentado no capitulo 3, foi verificar o efeito crénico do treino com exercicio
excéntrico no espaco extracelular, nomeadamente no conteudo de colagénio e
na espessura do endomisio, assim como na area de seccao transversal das
fibras musculares do musculo quadriceps do rato (reto femoral, vasto lateral,
vasto medial). Espera-se como efeito cronico da repeticdo do exercicio
excéntrico, um aumento da quantidade de colagénio no espago extracelular em
geral, assim como um aumento da espessura do endomisio, em particular,
juntamente com um aumento da area de seccao transversal das fibras
musculares.

A presente dissertagao foi elaborada segundo o modelo escandinavo

com a presenca de um artigo experimental. Esta, no geral, organizada em 5



capitulos principais sendo o primeiro capitulo a prépria “Introducéo Geral”. No
2° capitulo esta presente uma revisao da literatura com o objetivo de sintetizar
os temas mais relevantes para uma correta compreensdo do artigo
experimental, tentando reunir informagcao sobre das adaptacdes musculares a
longo prazo, bem como os mecanismos e processos indutores dessas
adaptagdes provocadas pelo treino com exercicio excéntrico no musculo
esquelético. No 3° capitulo € apresentado um artigo experimental que avaliou
os efeitos a longo prazo do treino excéntrico, na atividade sanguinea da CK e
nas alteragdes morfolégicas do tecido conjuntivo e das fibras musculares do
musculo quadriceps. No 4° capitulo sdo apresentadas as Conclusdes Gerais

da dissertagao seguindo-se as Referéncias Bibliograficas no 5° capitulo.



2. Revisao da literatura

2.1. Dano muscular esquelético induzido pelo exercicio

agudo

O dano induzido pelo exercicio tem sido alvo de estudo desde ha muitos
anos, ndo sendo as suas etiologia e fisiopatologia ainda totalmente conhecidas
(Peake et al., 2005). Este dano induzido pelo exercicio parece atingir maiores
propor¢cdes na presengca de contragdes de natureza excéntrica (Lieber &
Friden, 1999). Estas contragdes estdo presentes regularmente no nosso dia-a-
dia em diversas atividades, como por exemplo, descer escadas ou pousar
pesos de forma controlada, acontecendo quando a tensdo imposta por uma
carga no musculo, ou grupos musculares, é superior a tensdo produzida pelo
conjunto das unidades motoras ativadas (Boppart et al., 2013). Estas agdes
excéntricas musculares para a mesma exigéncia mecanica, comparativamente
as restantes contragdes concéntricas e isométricas, estdo associadas a um
menor recrutamento de unidades motoras (Abbott et al., 1952), provocando
uma distribuicdo do stress mecanico por uma menor quantidade de fibras
musculares recrutadas (Newham et al., 1983). Assim, apesar de reduzir o custo
energético devido ao menor recrutamento de fibras musculares, este tipo de
contracdo aumenta a probabilidade de dano muscular, uma vez que é capaz de
produzir maiores niveis de forca e atingir o mesmo trabalho absoluto com

custos metabdlicos mais baixos (Abbott et al., 1952; Newham et al., 1983).

2.1.1. Fisiopatologia

O dano induzido pelo exercicio, com lesbes agudas de caracter local,

estd bem documentado na literatura através de varias evidéncias histologicas
(Duarte et al., 2001).



Logo apos o término do exercicio, sobretudo se exaustivo, inabitual e
com grande percentagem de contragdes excéntricas, observa-se em alguns
locais pontuais do musculo, fibras com a desorganizagdo do padrao estriado
causado por um alargamento das bandas isotropicas (l) e anisotrépicas (A)
(Appell et al., 1992; Crameri et al., 2007; Malm & Yu, 2012; Raastad et al.,
2010). Também se verifica disrupgédo do sarcolema com consequente aumento
da permeabilidade ao ido célcio (Duarte, 2009; Proske & Morgan, 2001),
dilatacdo do sistema de tubos transversos e fragmentagdo do reticulo
sarcoplasmatico, contribuindo igualmente para o aumento intracelular do ido
calcio (Butterfield & Best, 2009; Duarte et al., 1992; Lieber & Friden, 2002).

Esta perda da homeostasia ao ido calcio, além de provocar edema
mitocondrial com consequente vacuolizagao sarcoplasmatica (Duarte, 2009) vai
também iniciar um processo de degradac&o proteica através da ativagdo da
protéases dependentes do calcio, tanto em animais (Blunt et al., 2007) como
em humanos (Raastad et al., 2010), sendo as mais estudadas as calpainas.
Estas proteases tém como principais substratos as estruturas miofibrilares das
linhas Z e outras proteinas estruturais, como por exemplo a desmina (Belcastro
et al., 1998). Possuem um papel importante na recuperagdo ao dano induzido
pelo exercicio, uma vez que, como dependem da presenga do ido calcio,
induzem a degradacao dos substratos e libertagdo das proteinas miofibrilares
dos segmentos das fibras musculares afetadas pelo exercicio, onde a
permeabilidade ao ido calcio se encontra desregulada (Blunt et al., 2007). Esta
degradagao das proteinas musculares é finalizada posteriormente pelo sistema
ubiquitina-proteossoma (Wei et al., 2005).

Quando o dano muscular leva a perda irreversivel da permeabilidade e
homeostasia celular ao i&o calcio, juntamente com o vazamento de proteinas
miofibrilares para o meio extracelular, o dano vai aumentando com o tempo
culminando no colapso final da estrutura do citoesqueleto (Proske & Morgan,
2001). A zona afetada entra assim num estado de autodestruicdo com
disrupcéo de varias estruturas, autofagia e forte atividade lisossomica (Duarte
et al., 2001). Acontece que, ao contrario de outros tecidos, a fibra muscular é

um sincicio onde multiplos nucleos monitorizam apenas uma pequena parte da



célula, o chamado dominio nuclear (Teixeira & Duarte, 2011). Assim sendo, a
perda da homeostasia raramente afeta toda a fibra muscular, existindo apenas
morte dos pequenos segmentos afetados pelo estimulo onde a homeostasia
nao foi restabelecida. Esta particularidade, caracteristica das células
musculares, denomina-se de necrose segmentar (Duarte et al., 2001). Este
processo degenerativo, despoletado pelas préprias fibras aquando da perda

homeostatica grave, € denominado degeneragao intrinseca

Além de processos degenerativos intrinsecos a fibra muscular, o
exercicio também provoca alteragdes estruturais a nivel extracelular. O tecido
conjuntivo muscular é formado por 3 bainhas, interligadas entre si e entre o
citoesqueleto das fibras musculares. Sao elas, o epimisio, que engloba todo o
ventre muscular, sendo ao mesmo tempo o mais espesso e rigido, o perimisio,
que organiza varias fibras musculares em fasciculos, sendo o segundo mais
espesso e um pouco mais elastico que o anterior e por fim, o endomisio, que
engloba individualmente cada fibra muscular, sendo ao mesmo tempo a mais
fina camada conjuntiva e de propriedades mais elasticas, estando assim ao
mesmo tempo mais sujeito a dano (Smith et al., 2010).

Este tecido conjuntivo extracelular de estrutura complexa € composto
principalmente por proteoglicanos, glicoproteinas e colagénio, estando em
constante interagdo com o sarcolema das miofibras, através das integrinas,
possibilita uma boa transmissao e distribuicdo das forgas produzidas e sofridas
dentro da célula muscular para todo o musculo (Hyldahl et al., 2015).

Apesar de nao haver tanta informagao acerca do dano induzido pelo
exercicio na matriz extracelular, esta descrito que este provoca um aumento da
expresséo da proteina tenascina-C (TNC) e do N-pré-peptideo do colageno lli
(PIIINP), dois indicadores biologicos associados a presenca de dano estrutural
na matriz extracelular e igualmente associados a sua remodelagao (Raastad et
al.,, 2010). Pensa-se que também participem neste processo degenerativo
inicial as metaloproteinas (MMPs), uma vez que estas sdo as principais
proteinas responsaveis pela degradagdo da matriz extracelular, sendo ao

mesmo tempo biomarcadores da ativagao dos processos fibréticos, embora as



suas funcionalidades ainda ndo sejam completamente conhecidas
(Giannandrea & Parks, 2014).

Além do stress mecanico que se faz sentir no musculo esquelético, o
exercicio, principalmente quando praticado de forma extenuante, vai produzir
também um aumento do stress metabdlico, térmico e oxidativo. Durante a
pratica de exercicio o metabolismo muscular é superior, levando ao aumento
da producdo de calor, da concentracdo de ADP e da sintese de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Sharafi & Rahimi, 2012). Consequentemente, a
maior concentragdo de ROS no musculo vai induzir um aumento do stress
oxidativo que por sua vez agrava o dano muscular, podendo contribuir para o
processo necrotico ou induzir a apoptose das células musculares em caso de
perda da homeostasia (Sharafi & Rahimi, 2012). Este processo de morte
celular programada € executado pelas caspases, principalmente as caspases-
2, -3, -7, -8, -9 e -10, protéases responsaveis pela degradagdo de substratos
musculares criticos para a aceleragéo do processo da apoptose (Shalini et al.,
2015; Sharafi & Rahimi, 2012). No entanto, estas enzimas também possuem
um papel importante no controlo da resposta inflamatodria, principalmente as
caspases-1, -4, -5, -11 e -12, promovendo a maturacdo de mediadores
inflamatadrios tais como algumas citoquinas (Shalini et al., 2015).

Motivada pela forte agressao do exercicio, € induzida uma resposta
inflamatdria local com invaséo leucocitaria idéntica ao padrao inflamatorio de
outros tecidos (Duarte, 1988, 2009; Paulsen et al., 2012). A magnitude desta
resposta é reflexo da severidade do dano produzido (Paulsen, Crameri, et al.,
2010; Paulsen, Egner, et al., 2010) e quando provocada por exercicio
excéntrico inabitual, pode decorrer durante 3 semanas até o musculo conseguir
retornar ao normal a sua aparéncia histolégica, conteudo proteico total e
funcionalidade (Paulsen, Egner, et al., 2010).

A invasado leucocitaria € geralmente detetavel 24-48 horas apds o
estimulo (Paulsen, Crameri, et al., 2010) sendo os neutrofilos os primeiros
leuctcitos a chegar a zona lesada. Estes atingem o seu pico numeérico as 24

horas apds a lesdo, deixando rapidamente de serem detetados no musculo



danificado por volta das 36-48 horas (Saclier et al., 2013). Estas células imunes
iniciam o processo inflamatorio e facilitam a regeneragdo muscular através da
libertacdo de citoquinas pro-inflamatorias, radicais livres e enzimas
lisossbmicas, aumentando o dano e atraindo macréfagos adicionais para a
area lesada (Buford et al., 2014). Este contributo é denominado de
degeneragao extrinseca.

2.1.2. Manifestagoes clinicas do dano induzido pelo exercicio

E atualmente aceite que sempre que se faz exercicio moderado ou
ligeiro € induzido algum stress nas fibras musculares recrutadas, as quais, se o
exercicio for habitual desenvolvem adaptagdes cronicas que dao tolerancia a
esse stress. No entanto, quando praticado de forma inabitual ou extenuante e
com grande percentagem de contragdes excéntricas, ou seja, em situagbes de
grande exigéncia mecanica, o exercicio pode provocar, como descrito acima,
um dano consideravel nos musculos esqueléticos recrutados, onde a
degeneragao celular é exuberante, provocando ao mesmo tempo uma forte
destabilizacdo do ambiente interno do musculo (Duarte et al., 2001).

Esta entidade anatomopatoldgica, habitualmente designada por miopatia
do exercicio, tem um carater transitorio e € geralmente acompanhada de varias
manifestagdes de ordem clinica. Esta descrito na literatura o aparecimento de
disturbios de controlo nervoso com interferéncias a nivel do sistema nervoso
central, tais como alteracbes da propriocepgcao (Weerakkody et al., 2003),
reducao da forga muscular maxima voluntaria (Hubal et al., 2008; Paulsen,
Crameri, et al., 2010; Prasartwuth et al., 2006; Raastad et al., 2010), hipertonia
muscular com redugédo do angulo articular em repouso (Paulsen, Crameri, et
al., 2010; Proske & Morgan, 2001), aumento de biomarcadores sanguineos de
lesdo, como por exemplo a atividade sanguinea da CK (Brancaccio et al.,
2007).

Este estado anatomopatoldgico apresenta sintomas caracteristicos, tais

como a sensacdo do aumento da rigidez do musculo, astenia e sensagéo



retardada de desconforto muscular (Jarvinen et al., 2013), com caibras e dor
muscular espontanea ou induzida pela palpagdo ou pelo movimento. O pico
sintomatico ocorre por volta do 2-3 dia, possuindo assim uma natureza
retardada e localizada aos musculos exercitados (Appell et al., 1992; Duarte,
2009; Soares & Duarte, 1989). Esta sensacdo retardada de desconforto
muscular tem sido frequentemente observada com pratica de exercicios
excéntricos, ndo sendo, no entanto, exclusividade dos mesmos (Brickson et al.,
2014; Guilhem et al., 2010; Jarvinen et al., 2013; Stauber et al., 1990). Atinge
especialmente musculos nao treinados (Jarvinen et al., 2013), os quais ndo tém
tolerancia ao exercicio realizado, e vai desaparecendo progressivamente ao
longo de 5-7 dias apds exercicio (Guilhem et al., 2010; Jarvinen et al., 2013).

A magnitude deste quadro clinico assim como o numero de fibras
musculares afetadas e a intensidade do dano nem sempre sao idénticos de
estudo para estudo, existindo varios fatores condicionantes (Duarte, 1988,
2009; Soares & Duarte, 1989). Diferengcas na intensidade do exercicio
(Paulsen, Crameri, et al., 2010), volume do exercicio (Nosaka et al., 2002),
variagdes na suscetibilidade entre os individuos da amostra (Paulsen, Crameri,
et al., 2010; Paulsen, Egner, et al., 2010), métodos de estimulagéo distintos e
angulos de movimento diferentes, induzindo diferentes intensidades de
exercicio (Black et al., 2008), tipo de musculo exercitado, o que pode levar a
diferengas na percentagem de cada tipo de fibras recrutado, nivel de atividade
fisica, indices de dano avaliados e espaco temporal desde a pratica de
exercicio excéntrico até ao dia de avaliacdo (Crameri et al., 2007; Lovering &

Brooks, 2014) sao alguns dos fatores ja referenciados na literatura.

2.2. Processo regenerativo

ApoOs as fases de degeneracgdo intrinseca e extrinseca das fibras
musculares, ha infiltracdo de mondcitos nas zonas lesadas dos musculos
recrutados, os quais se diferenciam em macréfagos M1 (Chazaud et al., 2009).

A sua concentragdo muscular mantém-se elevada durante 3-4 dias (Paulsen,
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Crameri, et al., 2010), diminuindo apenas apoés diferenciacdo e fusdo das
células miogénicas (Arnold et al., 2007). De uma forma geral estes leucdcitos
tém por missdo fagocitar e remover as areas necréticas e outros detritos
celulares, libertando ao mesmo tempo citoquinas e fatores de crescimento nas
areas lesadas (Pelosi et al., 2007). Progressivamente comega a haver uma
mudancga, em termos funcionais, nos macrofagos residentes (Arnold et al.,
2007) através da diferenciagdo dos macréfagos M1 em macréfagos M2,
passando de um estado pro-inflamatério para um anti-inflamatério. Esta
mudanga é essencial para a resolugdo da inflamagéao (Arnold et al., 2007) e
para o desenvolvimento do processo miogénico (Arnold et al., 2007; Tidball &
Villalta, 2010).

Apos a remogao dos produtos celulares danificados pelas células
inflamatorias decorre um evento reparativo igualmente idéntico ao geralmente
descrito para outros estimulos lesivos e que engloba tanto as fibras musculares
como a matriz extracelular (Duarte et al., 2001).

Relativamente as fibras musculares, durante este processo miogénico,
ha um recrutamento de uma populagdo de células estaminais, as células
satélite, cuja concentracdo aumenta rapidamente nas primeiras 24 horas e se
mantem geralmente elevada nos 8 dias seguintes (Paulsen et al., 2012),
havendo até, em caso de pratica de exercicio excéntrico inabitual e
exuberantes, relatos de concentracdes elevadas destas células ao 27° dia apos
exercicio (Hyldahl et al., 2015). Estas células satélite, que em situagdo basal se
encontram num estado quiescente e num local discreto entre o sarcolema e a
lamina basal do musculo, constituem a maior fonte de células progenitoras
musculares (Murphy et al., 2011). Apés a sua ativagdo, proliferam para
mioblastos que por sua vez se fundem com as fibras lesadas adjacentes e, no
local de dano muscular, se diferenciam em miotubos, repondo ou
acrescentando material contratil e mionucleos as fibras musculares lesadas,
sofrendo posterior maturagdo para fibras musculares completamente
regeneradas ao final de 2-3 semanas (Bruusgaard et al., 2010). Este ultimo
processo de maturacdo dos miotubos em fibras musculares completamente

regeneradas € histologicamente detetdvel em microscopia 6tica, em cortes
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transversais, através da observagao da posicao central dos mionucleos (Duarte
et al., 2001; Paulsen, Egner, et al., 2010). A posi¢ao central do nucleo indica
que a fibra em questdo foi afetada e esta, naquele momento, em processo
reparativo (Duarte et al., 1994; Duarte et al., 1993; Duarte et al., 1992; Folker &
Baylies, 2013). E importante também realcar que, durante a proliferacdo das
células satélite, uma parte da populagdo ndo chega a executar o programa
miogénico, restabelecendo o nicho muscular de células satélite quiescentes e
garantindo ao mesmo tempo a sua autorrenovagédo e prontiddo para um
proximo caso de miogénese (Crameri et al., 2007; Sambasivan et al., 2011).
Um numero reduzido de células satélite no musculo equivale a um menor
potencial regenerativo (Sambasivan et al., 2011) e como tal, a regeneracéo
muscular induz também um aumento desta reserva estaminal celular (Crameri
et al., 2007).

Quanto ao espaco extracelular, as mudancgas ao nivel da composi¢ao da
matriz extracelular e dos seus componentes sao um processo muito importante
para uma correta restauragdo da arquitetura tecidual durante a regeneracéo
muscular, uma vez que € o ambiente promovido por esta estrutura que permite
o funcionamento das fibras musculares contracteis. No entanto, a maioria dos
estudos tem-se centrado nas alteragcbes fenotipicas e nos processos
reparativos inerentes as fibras musculares havendo menor conhecimento sobre
0s processos que aqui decorrem. No espaco extracelular, o processo
reparativo parece ter inicio logo nas primeiras horas apds o estimulo mecéanico
(Raastad et al., 2010), e a magnitude da resposta encontra-se relacionada com
a intensidade desse mesmo estimulo (Hyldahl et al., 2015). S&o inicialmente
libertadas protéases (Hyldahl et al., 2015; Raastad et al., 2010) que vao
provocar alguma degradagcdo da matriz extracelular e desta forma induzir um
estado ligeiro de desadesédo celular. Das proteinas responsaveis pela agéo
desadesiva, salienta-se a participacdo da TNC e da PIIINP e principalmente
das MMPs, tal como ja referido anteriormente (Giannandrea & Parks, 2014;
Raastad et al.,, 2010). Estas ultimas, além da funcdo catabolica dos
constituintes da matriz extracelular possuem outros papeis no desenrolar do

processo reparativo, existindo cerca de 25 tipos destas proteinas (Cunha
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Nascimento et al., 2015; Nagase et al., 2006; Serrano & Mufoz-Canoves,
2010), destacando-se na literatura as MMP-2 e MMP-9. As MMP-2 séao
essencialmente secretadas pelas células satélite e pelos fibroblastos
intramusculares (Smith et al., 2010) e a sua atividade esta relacionada com a
formacgao de novas fibras musculares através da degradagao do colagénio tipo
IV da membrana basal, permitindo assim uma melhor proliferagdo, migracéo e
fusdo dos mioblastos as fibras adjacentes (Cunha Nascimento et al., 2015;
Nagase et al.,, 2006; Serrano & Mufoz-Canoves, 2010). As MMP-9 sao
essencialmente secretadas pelos neutréfilos (Smith et al.,, 2010) e a sua
atividade esta n&o so relacionada com a degradacdo da matriz extracelular
durante a inflamagédo como também com a ativagdo das células satélite (Cunha
Nascimento et al., 2015; Nagase et al., 2006; Serrano & Munoz-Canoves,
2010).

O estado catabdlico e desadesivo inicialmente provocado pelas MMPs é
posteriormente regulado, no final da reparagdo extracelular, pelos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que de forma antagdénica promovem
um estado adesivo da matriz extracelular e a deposigdo dos seus principais
componentes, sendo o desequilibrio da proporgédo entre estas 2 proteinas, que
a niveis basais se encontra 1:1, que vai provocar a mudancga entre um estado
de desadesdo ou de adesao extracelular (Cunha Nascimento et al., 2015;
Nagase et al., 2006; Serrano & Munoz-Canoves, 2010).

Este estado desadesivo inicial da matriz extracelular é essencial para o
processo regenerativo através da criagdo de um ambiente favoravel ao
processo miogénico e a consequente remodelagdo da matriz extracelular
(Hyldahl et al., 2015; Raastad et al., 2010; Stauber et al., 1990; Thomas et al.,
2015). O estado desadesivo, favorecido por estas proteases, permite um
melhor recrutamento e mobilidade das células envolvidas no processo
reparativo da matriz extracelular e das fibras musculares, como é o caso dos
leucdcitos, fibroblastos e células satélite para o local de lesdo (Cunha
Nascimento et al., 2015; Nagase et al., 2006; Serrano & Mufoz-Canoves, 2010;
Stauber et al., 1990; Wernbom et al., 2012).
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Deste conjunto de células, os fibroblastos sdo essenciais para o
crescimento desta estrutura extracelular, uma vez que séo eles que produzem
as suas componentes, incluindo integrinas ligantes como as fibronectinas,
colagénio tipo | e Ill e proteoglicanos e ao mesmo tempo para a proliferagao
celular através da libertacdo de fatores de crescimento essenciais para a
reparagao muscular (Murphy et al., 2011; Serrano & Mufioz-Canoves, 2010).
Um dos aspetos mais importantes para o correto funcionamento destas células
produtoras de tecido conjuntivo esta na ligagdo a matriz através de integrinas,
uma ligacdo que permite a leitura e reagdo a qualquer estimulo mecanico
imposto na matriz extracelular (Smith et al., 2010). Além da produgédo dos
componentes da matriz extracelular em geral, estas células também reagem a
presencga de lesdo nas fibras adjacentes, principalmente em caso de rutura da
ldamina basal ou do sarcolema, formando uma camada proviséria de tecido
conjuntivo a volta da lesdo segmentar com o objetivo de proteger a zona de
rutura, fornecendo algum poder preventivo relativamente a um posterior
agravamento da zona lesada através de novas contragdes musculares
(Abdelmagid et al., 2012; Murphy et al., 2011). As componentes produzidas
pelos fibroblastos, incluindo a sintese de colagénio, parecem ser induzidas de
forma atrasada, sendo apenas notoria 0 seu aumento, geralmente, no segundo
dia apds pratica de exercicio (Hyldahl et al., 2015). Hyldahl et al. (2015) ainda
mostraram que o exercicio excéntrico praticado de forma inabitual e
extenuante, pode induzir uma expressdo dos genes responsaveis pela
producao colagénica até 27 dias apos o estimulo.

Como a magnitude da expressdo de colagénio €& controlada pela
severidade do dano sofrido, quando este é exagerado ou existe continua lesédo
muscular, pode resultar num processo inflamatério exagerado com proliferagcéo
excessiva dos fibroblastos provocando consequentemente a deposigao
excessiva de colagénio e restantes componentes da matriz extracelular, com
formacdo de uma cicatriz fibrética nao funcional, prejudicando ao mesmo
tempo o processo regenerativo (Carosio et al., 2011). Esta € uma das razdes
pela qual o repouso nos primeiros dias apos uma les&o, evitando novas ruturas

e novo dano do local ja lesado anteriormente, é muito importante, caso

14



contrario podera formar-se uma cicatriz tecidual, capaz de diminuir a
funcionalidade do musculo e a sua capacidade contratil (Jarvinen et al., 2013).
Num outro ponto de vista encontra-se também o efeito nefasto da falta
de carga mecanica sobre esta estrutura, levando a uma desregulacdo com
diminuicdo da expressdo de colagénio muscular, sugerindo mais uma vez a
ideia da rapida e dindmica resposta, por parte da matriz extracelular, ao
aumento ou diminui¢ao de estimulo mecanico. (Smith et al., 2010)
Paralelamente ao processo regenerativo das fibras musculares e do
espaco extracelular, o sistema vascular responde também ao dano induzido
pelo exercicio através do processo angiogénico. A angiogénese possui uma
forte ligagdo com o processo regenerativo, uma vez que é necessaria uma boa
reperfusdo de tecido danificado para poder ocorrer uma completa e correta
reparagao muscular (Buford et al., 2014). O processo angiogénico tem como
fator chave o VEGF (vascular endothelial growth factor) (Buford et al., 2014),
secretado apds stress mecanico, por exemplo, pelas células satélite e
citoquinas do processo inflamatério (Buford et al., 2014; Huntsman et al., 2013).
O VEGF estimula o crescimento e a remodelagdo vascular no musculo apos
exercicio excéntrico (Wagner, 2011), além de influenciar o crescimento e

diferenciacao das células miogénicas (Christov et al., 2007).

2.3. Efeito protetor do treino ao exercicio fisico

O produto final dos processos reparativos musculares esqueléticos é
essencial para o futuro dos mesmos, uma vez que é no seguimento da
recuperacao ao dano agudo do exercicio que se desencadeiam adaptagdes
que induzem no musculo uma maior tolerancia a estimulos futuros idénticos
(Guilhem et al., 2010; Hyldahl et al., 2015).

Este fendmeno manifesta-se através da reducdo de varios sinais de
dano muscular apés uma segunda sessdao do mesmo treino com exercicio
excéntrico (Dartnall et al., 2011). Estdo descritos, apds exercicio, uma menor

resposta inflamatéria aguda, local e sistémica, diminuicdo da atividade
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sanguinea de CK circulante, menor expressdo de TNC, significando uma
menor degradacgdo da matriz extracelular, e uma recuperagao mais rapida dos
niveis de forca maxima perdidos apods exercicio, culminando numa
sintomatologia induzida pelo exercicio excéntrico reduzida e evidente na menor
sensacao retardada de desconforto muscular (Dartnall et al., 2011; Hyldahl et
al., 2015).

Apesar deste fendbmeno se encontrar vivamente comprovado por varios
estudos, parece haver pouco consenso sobre os mecanismos por detras deste
efeito (Chen et al., 2009; Dartnall et al., 2011; Hyldahl et al., 2015), que
geralmente se faz notar logo 2-3 dias apds exercicio chegando a durar até 4
semanas (Chen et al.,, 2009). Tal como nos processos regenerativos, existe
maior conhecimento sobre as adaptag¢des do exercicio excéntrico a longo prazo
nas fibras musculares do que no tecido conjuntivo extracelular.

Relativamente as fibras musculares, um dos efeitos crénicos do
exercicio excéntrico, proveniente dos processos reparativos, € a hipertrofia
muscular (Atherton & Smith, 2012; Flann et al., 2011; Guilhem et al., 2010;
Touchberry et al., 2012). Este crescimento muscular resulta do acumular
sucessivo de aumentos na sintese proteica e da fusdo de mioblastos com as
fibras musculares estimuladas apos sessdes repetidas de exercicio excéntrico
(Atherton & Smith, 2012; Flann et al., 2011; Guilhem et al., 2010). Pensa-se
que este aumento do numero de sarcémeros ajude a dissipar a energia, uma
vez que permite a distribuigdo da energia sofrida e produzida pelo forte
estimulo mecanico do exercicio excéntrico por uma maior quantidade de massa
contratil (Flann et al., 2011). Uma vez que as contracbes excéntricas sao
capazes de apresentar maiores producdoes de forca comparativamente aos
outros dois tipos de contragbes, com a inerente ocorréncia de dano muscular,
muito autores tém vindo a defender que este tipo de contragdo possui um maior
potencial para desenvolver crescimento muscular. De facto, Kostek et al.
(2007) observaram uma maior expressao dos genes responsaveis pelo
crescimento muscular apds exercicio com contragdes excéntricas

comparativamente a exercicios com contragdes concéntricas ou isométricas.
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Uma outra adaptacao, relacionada, em parte, com o efeito hipertréfico do
exercicio excéntrico, € o aumento da forga muscular, provocando um aumento
da funcionalidade musculo-esquelética e um consequente melhor suporte das
tensées mecéanicas induzidas pelos estimulos excéntricos (Flann et al., 2011).
Novamente pelas particularidades das contragdes excéntricas, parece que o
exercicio excéntrico possui um potencial para induzir superiores ganhos de
forgca, quando comparada ao exercicio concéntrico ou isométrico (Remaud et
al., 2007).

No entanto, parece que a principal contribuicdo para este efeito protetor
do treino ao exercicio excéntrico recai sobre as remodelagbes da matriz
extracelular e no aumento da deposicao de colagénio (Hyldahl et al., 2015).

Ja foi abordado anteriormente que o exercicio excéntrico, pela inerente
produgdo de altos niveis de stress sobre as fibras musculares recrutadas,
provoca uma forte remodelacdo da matriz extracelular, promovendo o seu
aumento e permitindo consequentemente uma melhor dissipacdo das tensodes
sofridas pelo musculo ao longo de toda a matéria amorfa extracelular, incluindo
o tendao (Hyldahl et al., 2015; Thomas et al., 2015). Desta forma, pensa-se que
o treino promova um aumento do tecido conjuntivo, com grande énfase no
aumento do colagénio intramuscular, juntamente com a reorganizagdo do
citoesqueleto celular, levando a um aumento da rigidez, de forma passiva e
ativa, do sistema muscular esquelético e culminando assim numa maior
resisténcia a futuros estimulos idénticos (Guilhem et al., 2010; Hyldahl et al.,
2015).

O tecido conjuntivo, providencia ao sistema muscular uma boa
integridade e organizagao estrutural (Thomas et al.,, 2015). A habilidade das
fibras musculares em contrair € inutil se a forga produzida nessas contracoes
nao for conduzida até aos tenddes, sendo que a estrutura responsavel por essa
transmissdao mecanica é, nada mais nada menos que, o proprio tecido
conjuntivo e como tal, o seu reforgo e homeostasia sdo de extrema importancia
funcional para o musculo esquelético (Smith et al., 2010).

Contudo, apesar de inicialmente vantajoso, se a deposi¢cdo dos

componentes da matriz extracelular for exagerada, devido a persisténcia de
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dano e reacao inflamatdria, levando a uma libertacdo excessiva de citoquinas,
fatores de crescimento e consequente ativacdo exaustiva de fibroblastos, pode
induzir um estado patogénico caracteristico de doengas musculares como a
distrofia muscular de Duchenne e do proprio envelhecimento, levando a
substituicdo de fibras musculares contracteis por tecido fibrético (Serrano &
Muinoz-Canoves, 2010). Assim, ao mesmo tempo que uma produgédo adequada
de tecido conjuntivo € benéfica para o musculo, uma vez que melhora a
distribuicdo e o suporte de forgas mecanicas ao longo do musculo, por outro
lado uma producgao excessiva de tecido fibrético pode induzir alteracbes nao
desejaveis na rigidez do musculo, provocando a diminuigdo da sua
distensibilidade e performance muscular.

Relativamente ao processo danoso oxidativo induzido pela pratica de
exercicio fisico inabitual ou extenuante, através da elevagao da concentragao
de ROS no musculo, parece que o treino habitual promove também proteg¢ao
contra este stress metabdlico. Devido ao aumento do sistema antioxidante
corporal em individuos treinados, os niveis oxidativos musculares sofrem um
menor aumento apds exercicio, levando assim a menores niveis de apoptose
miofibrilar. H& também um aumento da atividade enzimatica mitocondrial
responsavel por modular a produgdo de ROS nesta estrutura (Shalini et al.,
2015).

Finalizando, alguns autores também sugerem que, além da influéncia
das alteragbes morfologicas do musculo esquelético na toleréncia ao exercicio
induzida pelo treino, adaptagdes ao nivel do sistema neuromuscular possam
estar igualmente na origem deste mesmo efeito (Dartnall et al., 2011). Alias,
pensa-se que estas sejam as mais rapidas alteragdes a induzir protegédo contra
exercicios excéntricos posteriores, observaveis logo 24 horas apds o término
do exercicio (Dartnall et al., 2011). Estas alteragdes do sistema nervoso central
induzem uma melhor sincronizacdo das unidades motoras ativadas, através da
melhoria, tanto do tempo como da intensidade, da descarga dos potenciais de
acao em diferentes unidades motoras (Dartnall et al., 2011), ao mesmo tempo
que existe também um aumento do numero de unidades motoras recrutadas

para contragdo, repartindo assim o stress por uma maior quantidade de
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musculo e diminuindo consequentemente a probabilidade de dano muscular
(Dartnall et al., 2011).
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Abstract:

Eccentric exercise (EcEx), specially when unusual or strenuous, is
harmful to skeletal muscle. However, when usually repeated through time it
motivates tolerance to future exercises. Despite the chronic adaptations of
muscle fibers may explain some of this tolerance, the possible contribution of
increased connective tissue to the training-induced protection can not be
excluded. The objective of this study was to evaluate the changes in the
collagen content of EcEx trained quadriceps. Male wistar rats were divided into
two groups (n=5 per group): Sedentary control (SED) and trained (TR). The TR
animals practiced downhill running on a treadmill (-25°;, 30meters/minute; 60
minutes) 1x/week, for 8 weeks. Blood activity of Creatine Kinase (CK) was
measured during the protocol and, after sacrifice, the quadriceps muscle was
collected to histological analysis. CK results demonstrated a progressive
training protective effect to exercise bout (p=0,002). In TR skeletal muscles,
there was a moderate increase in muscle fibers cross-sectional area (p=0,000),
simultaneously with a huge increase in the total collagen content and
endomysium thickness (p = 0.000). It can be concluded in addition to the
tolerance effect, that EcEx training induced a remarkable increase in skeletal
muscle collagen content in parallel with a moderate increase of muscle fibers

cross-sectional area.

Key words: Eccentric exercise; Tolerance; Connective tissue;

Collagen; Endomysium; Quadriceps muscle;
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Resumo:

O exercicio excéntrico (ExEx), inabitual ou extenuante, € um indutor de
dano muscular esquelético. Contudo, quando repetido no tempo, de forma
habitual, motiva tolerdncia muscular a essa agressédo. Apesar das adaptagdes
cronicas das fibras musculares poderem explicar alguma desta tolerancia, néo
€ de excluir a possivel contribuicdo do aumento do tecido conjuntivo muscular
para essa protecao induzida pelo treino. Assim, o objetivo deste trabalho foi o
de avaliar as alteragbes no conteudo de colagénio do musculo quadriceps
sujeito a treino com ExEx. Ratos Wistar machos foram divididos em dois
grupos (n=5 por grupo): sedentario controlo (SED) e treinado (TR). Os animais
TR praticaram corrida em tapete rolante (-25°, 30m/minuto; 60 min) 1x/semana,
durante 8 semanas. A atividade sanguinea da Creatina Quinase (CK) foi
avaliada ao longo do protocolo e, apds sacrificio, recolheu-se o musculo
quadriceps para analise histoldgica. Os resultados da CK demostraram o efeito
protetor do treino ao exercicio (p=0,002). Nos musculos esqueléticos,
observou-se um aumento da area de seccgao transversal (p=0,000) das fibras
musculares, simultaneamente com um aumento do conteudo total de colagénio
e da espessura do endomisio (p=0,000). E possivel concluir-se que,
paralelamente ao efeito de tolerancia, o treino EXEx promoveu um acentuado
aumento do conteudo muscular esquelético de colagénio e um incremento

moderado da area de secc¢ao transversal das fibras musculares.

Palavras-chave: Exercicio excéntrico; Tolerancia; Tecido conjuntivo;

Colagénio; Endomisio; Musculo quadriceps;
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Introducao

O tecido muscular esquelético possui uma forte capacidade plastica,
estando em constante adaptagdo as exigéncias fisioloégicas a que é solicitado
(Saclier et al., 2013). Durante o exercicio fisico e comparativamente ao
repouso, os musculos esqueléticos solicitados estao sujeitos a um maior stress
metabdlico e/ou mecanico, dependendo do tipo de contragdes efetuadas. As
contragcdes excéntricas sdo aquelas com maior potencial lesivo para o musculo
(Lieber & Friden, 1999), uma vez que, comparativamente as contragdes
concéntricas e isométricas, recrutam uma menor quantidade de unidades
motoras para o mesmo trabalho efetuado, levando a uma distribuigdo do stress
mecéanico por uma menor quantidade de fibras musculares (Abbott et al.,
1952). Desta forma, a pratica inabitual ou extenuante de exercicios com
predominio de contragbes excéntricas, pela grande sobrecarga mecanica
imposta, tende a induzir dano sobre as estruturas musculares, podendo, em
situagbes de grande exigéncia, motivar o aparecimento de uma entidade
anatomopatolégica nos musculos recrutados denominada por miopatia do
exercicio, com manifestagdes clinicas e laboratoriais (Duarte et al., 2001).

Como consequéncia desta agressao pelo exercicio, € despoletada
localmente uma reagdo inflamatdria, com a consequente invasdo leucocitaria
(Dehne et al., 2011; Paulsen et al., 2012), semelhante ao modelo inflamatério
padrao observado noutros tecidos (Duarte, 1988, 2009), seguindo-se também
um processo reparativo, envolvendo a regeneracéo e/ou cicatrizagéo, idéntico
aos geralmente descritos para outros estimulos lesivos (Duarte et al., 2001;
Paulsen, Egner, et al., 2010). A reparagdo pode ocorrer durante semanas,
como demonstra a presenca de nucleos em posicdo central das fibras
musculares (Duarte et al., 1994; Duarte et al., 1993; Duarte et al., 1992; Folker
& Baylies, 2013).

Curiosamente, durante a recuperagcdo a este dano agudo,
desencadeiam-se adaptacbes que capacitam o0 musculo de uma maior

toleréncia para estimulos idénticos futuros (Guilhem et al., 2010; Hyldahl et al.,
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2015), estando este fendmeno na base da protecdo muscular ao exercicio em
individuos treinados. A existéncia de uma menor resposta inflamatoéria, local e
sistémica, a menor atividade da CK circulante e uma recuperacdo mais rapida
dos niveis de forca maxima perdidos apdés o exercicio, culminando numa
sensacao retardada de desconforto muscular reduzida (Dartnall et al., 2011;
Hyldahl et al., 2015), s&o alguns exemplos desta maior tolerancia induzida pelo
treino para exercicios futuros.

A maioria da investigacdo efetuada sobre o processo reparativo
muscular apos exercicio tem-se centrado no estudo das alteragdes fenotipicas
das fibras musculares esqueléticas, estando, por exemplo, ja bem
documentada a hipertrofia das fibras musculares apoés treino EXEx (Atherton &
Smith, 2012; Flann et al., 2011; Guilhem et al., 2010; Touchberry et al., 2012).
No entanto, a matriz extracelular, sendo uma estrutura complexa composta
principalmente por proteoglicanos, glicoproteinas e colagénio, é essencial para
providenciar uma boa funcionalidade, integridade e organizagao estrutural,
retransmitindo sinais mecanicos e regulando o comportamento de outras
células ai residentes, tal como as células satélite (Thomas et al., 2015),
possibilitando ao mesmo tempo uma melhor distribuicdo e suporte das tensdes
mecéanicas ao longo do musculo (Hyldahl et al., 2015). Por esta razéo, é
possivel que o tecido conjuntivo possua também um papel importante na
tolerancia induzida pelo exercicio, apesar de pouca atencdo por parte dos
investigadores Ihe ter sido dada. Por exemplo, num desses estudos, esta
descrito um aumento da expressdo dos genes envolvidos na sintese de
colagénio no musculo esquelético apds treino com ExEx (Hyldahl et al., 2015)
apesar de nao haver evidéncia histolégica da maior deposi¢gao de colagénio
nesses musculos treinados.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo principal verificar o
efeito cronico do treino com ExXEx no espacgo extracelular, nomeadamente no
conteudo de colagénio e na espessura do endomisio, assim como a area de
secc¢ao transversal das fibras musculares no musculo quadriceps do rato (reto
femoral; vasto lateral; vasto medial). Espera-se, como efeito cronico da

repeticdo do ExEx, um aumento da quantidade de colagénio no espaco
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extracelular em geral, assim como um aumento da espessura do endomisio,
em particular, juntamente com um aumento da area de secgao transversal das

fibras musculares.

Material e métodos

Modelo animal e desenho experimental

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 10 ratos Wistar, machos
com 16 semanas de idade, provenientes de Charles River Laboratories,
Espanha S. A. (Barcelona). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (5
por gaiola), em condi¢des ambientais controladas (21°C-22°C de temperatura,
50%-60% humidade), num ciclo de luz/escuridéo invertido de 12h e com livre
acesso a agua e comida comercial para roedores (dieta padrao de laboratério
4RF21®, Mucedola, ltalia). Apés 1 semana de aclimatizag&o os animais foram
distribuidos aleatoriamente por 2 grupos: grupo controlo sedentario (SED, n=5,
peso de 466g + 28,99g) e grupo experimental exercitado (TR, n=5, peso de
461g £ 43,099).

Os animais do grupo TR foram submetidos a um protocolo de treino em
tapete rolante (Treadmill Control LE 8710, Harvard Apparatus, USA), com
declive negativo (-25° 30 metros/minuto, durante 60 minutos), uma vez por
semana, ao longo de 8 semanas. Antes do inicio do protocolo o grupo TR teve
1 semana de adaptagdo ao tapete (10 min/dia sem inclinacdo e a baixa
intensidade durante a aclimatizagao). Os animais do grupo SED permaneceram
limitados ao espago da gaiola durante todo o protocolo experimental.

Durante o protocolo foram efetuadas recolhas sanguineas, numa veia da
cauda, de 32 ml para medigdo da atividade sanguinea de CK. A todos os
grupos foi efetuada uma colheita basal, antes do inicio do protocolo. Aos
animais do grupo TR as recolhas sanguineas aconteceram 48 apo6s cada

sessdo de treino. Os valores de CK, expressos em unidades por litro (p/L),
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foram medidos com tiras apropriadas (Roche, Ref 373007) com recurso a um
aparelho de quimica seca, o reflotron analyser (The Reflotron Plus, Roche
Diagnostics, Almere, The Netherlands).

Uma semana apds a oitava sessdao de treino, os animais foram
anestesiados com injecdo intraperitonial de Ketamina e Xilazina e eutanizados
por exsanguinagdo, procedendo-se de seguida a colheita amostral dos

musculos quadriceps (reto femoral; vasto lateral; vasto medial).

Microscopia ética e analise histologica

Apos excisdo dos musculos quadriceps, estes foram seccionados em
por¢cdes de menores dimensdes (4 a 5 porgdes) e imersos, durante 24h, numa
solugdo de paraformaldeido 4% (v/v) em tampao PBS 0,1M, pH 7,2, a 4 °C
para fixagdo. De seguida as porgdes foram lavadas com tampao PBS 0,1M pH
7,2 e desidratadas através de etanol graduado. Foram diafanizadas em xileno e
incluidas em parafina, utilizando-se numa primeira fase solugdes de
xileno:parafina em diferentes proporgdes e, numa segunda fase, parafina pura.

Seccgdes transversais (5 ym de espessura) dos blocos de parafina foram
cortadas num micrétomo (Leica, RM 2125) e colocadas em laminas revestidas
a silano. As seccgdes foram desparafinadas em xileno e hidratadas através de
etanol graduado. Parte das laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e
a outra parte corada com picrosirius Red, de acordo com o método descrito por
Sweat et al. (1964). Para montagem das laminas usou-se o DPX.

Procedeu-se a analise das laminas ao microscopio o6tico com
digitalizacdo aleatéria de fotos através de uma cémara digital acoplada
(AxioCam MRc5, Axio Imager A1, Carl Zeiss; Alemanha).
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Analise da area de seccgao transversa e da posicao do nucleo das

fibras musculares

Fotos aleatdrias coradas com hematoxilina-eosina de magnitude 100x
foram analisadas pelo software Imaged 1.50b (National Institute of Health,
USA) para contagem da area de secgao transversal e posi¢do do nucleo das
fibras musculares. A cada fibra muscular, simultaneamente a medigao da area
de secc¢ao transversal, foi atribuida a classificacdo 0 quando o seu nucleo se
encontrasse em posicao periférica e a classificacdo 1 quando o seu nucleo se
encontrasse em posigcdo central. O numero total de fibras musculares

analisadas nos grupos SED e TR foi de 13.345 e 14.295, respetivamente.

Analise do conteudo total de colagénio e espessura do endomisio

Fotos aleatdrias coradas com Picrosirius Red, de magnitude 400x, foram
analisadas pelo software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernectics, Inc).
Analisaram-se no total 100 fotos, 50 por cada grupo e 10 por cada musculo.
Quantificou-se a area percentual (racio) de colagénio por tecido muscular. Para
a medicao da espessura da parede do endomisio, fotos aleatdrias coradas com
Picrosirius Red de magnitude 400x foram analisadas pelo software ImageJ
1.50b (National Institute of Health, USA). Analisaram-se no total 1800 pontos
de medicdo, 900 por cada grupo e 180 por cada musculo. Foram apenas
medidas as paredes de endomisio cujas fibras musculares se encontravam
justapostas. Cada parede que separava duas células foi medida em 3 pontos
distintos, diminuindo assim a probabilidade de medir apenas zonas de menor

OuU maior espessura.
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Analise dos indices de dano muscular

Fotos aleatédrias, coradas com hematoxilina-eosina, de magnitude 400x,
foram avaliadas segundo 4 parametros indicadores de dano muscular, sendo
eles sinais de Degenerescéncia Celular (dilatagdo das fibras, vacuolizacéo,
presenga de nucleos picnéticos e densidade sarcoplasmatica), de Necrose
(fibras musculares necréticas ou eosinofilicas), da presengca de Reacéao
Inflamatéria (leucdcitos intersticiais ou no interior das fibras) e o grau de
Desorganizagédo Tecidual, de acordo com a metodologia previamente descrita
(Dinis-Oliveira, Duarte, et al., 2006; Dinis-Oliveira, Remiao, et al., 2006; Dinis-
Oliveira et al., 2007). Analisaram-se no total 100 fotos, 50 por cada grupo e 10

por musculo.

Analise estatistica

Para testar a normalidade dos dados usou-se o teste Kolmogorov-
Smirnov para amostras com n>50 (valores da area de secgdo transversal das
fibras musculares; valores do conteudo total de colagénio e valores do
espessamento do endomisio) e o teste Shapiro-Wilk para amostras com n<50
(valores da atividade sanguinea de CK). As varidveis com distribuicdo nao
normal ou categoéricas foram apresentadas sobre a forma de mediana e
intervalo interquartil, enquanto que as variaveis com distribuicdo normal foram
apresentadas sobre a forma de médiatdesvio padrdo. Para comparar as
diferencgas intergrupais foi utilizado o teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney
(variaveis categoricas ou sem distribuicdo normal), o teste ndo-parameétrico de
Friedman para a analise de variaveis com medidas repetidas (atividade da CK)
e o teste Chi-Square para andlise bivariada (posicdo do nucleo na fibra
muscular). O nivel de significancia estabelecida foi de 5%. Para a analise dos

dados recorreu-se ao programa IBM SPSS Statistics verséo 23
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Resultados

Resultados da analise da atividade sanguinea de CK

Nao se verificaram diferencas entre os valores basais de ambos os
grupos (Figura 1). Durante o protocolo de treino verificou-se no grupo TR um
aumento significativo (p=0,002) dos valores de CK 48 horas apds o 1° exercicio
do protocolo. Contudo, apds as restantes sessdes de treino, os valores de CK
retomaram os niveis basais (Figura 1) demonstrando a tolerancia adquirida

pelo primeiro exercicio.

Resultados da area de secg¢ao transversal e posi¢gdo do nucleo da

fibra muscular

O treino também induziu um aumento significativo da area de secgéo
transversal das fibras musculares do quadriceps, tal como pode ser verificado
na Tabela 1. Comparativamente ao grupo SED, o grupo TR teve um aumento
de 20,9% deste parametro.

Ainda relativamente a analise da fibra muscular, observou-se no grupo
TR um aumento significativo (p=0,000) da quantidade de fibras musculares
com o nucleo em posi¢ao central. Enquanto no grupo SED 3,8 % do total das
fibras musculares analisadas apresentaram o nucleo em posi¢cdo central, no
grupo TR 6% do total das fibras analisadas apresentaram nucleo em posigéao

central (Figura 2).

Resultados do conteudo total de colagénio

O protocolo experimental resultou num aumento significativo da

percentagem do conteudo de colagénio por quantidade de tecido muscular
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(Tabela 1). Comparativamente ao grupo SED, o grupo TR sofreu um aumento
exuberante de 262,2% neste parametro, tal como demonstrado na tabela 1

observado na Figura 3.

Resultados da espessura do endomisio

Durante o periodo experimental, o treino provocou um aumento
significativo da espessura da parede do endomisio. Comparativamente ao
grupo SED, o grupo TR sofreu aumentos de 74% deste parametro, tal como

ilustrado na Tabela 1 e na Figura 3.

Resultados dos indices de dano muscular

Nao foram constatadas diferencas significativas entre os dois grupos
relativamente a totalidade do dano muscular (Tabela 2). O mesmo se observou
nas comparagoes intergrupais de cada uma das 4 variaveis de dano muscular
avaliadas. Na Tabela 2 também é possivel verificar que os valores da mediana
de todas as variaveis possuem um valor igual a 0, expressando o baixo nivel
de dano muscular 8 dias apds o término do protocolo experimental, em ambos

OS grupos.

Discussao

Os resultados obtidos demostraram que a pratica repetida de ExEx
induziu um efeito de tolerancia, um acentuado aumento da area percentual do
conteudo de colagénio muscular juntamente com o aumento da espessura da
parede do endomisio. Os nossos resultados também mostram que o treino

ExEx promoveu uma hipertrofia moderada das fibras musculares.
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No que respeita a atividade sanguinea de CK, convém referir que esta
enzima tem sido frequentemente usada na investigagcdo cientifica como um
importante marcador de lesdo muscular, estando a sua atividade elevada apos
a pratica de ExEx inabitual (Brancaccio et al., 2007). O aumento da atividade
de CK 48h apds a 12 sessao de treino era esperado e esta de acordo com a
literatura. Tal como explica Duarte et al. (2001), a miopatia induzida pelo
exercicio € superior quando este € inabitual e/ou extenuante, sendo mais
intensa quando o exercicio praticado possui elevada percentagem de
contragdes excéntricas. O retorno desta variavel a valores basais 48 horas
ap6s a segunda sessdao de treino, mantendo-se assim nas avaliagdes
subsequentes, sugere a ocorréncia de adaptagbes protetoras teciduais
induzidas pela 12 sessao e que se mantiveram ao longo do protocolo de treino.
A inexisténcia de diferengas intergrupais na analise semi-quantitativa do dano
muscular correspondeu ao esperado, apoiando também a ideia de tolerancia
ao exercicio, uma vez que nao demonstram a presenca significativa de insultos
focais no musculo quadriceps dos animais TR. Desta forma, o nivel de
degenerescéncia muscular, da resposta inflamatoria, da necrose celular e da
desorganizagao celular dos musculos exercitados foi idéntica a dos musculos
sedentarios, estando todos muito préximo de 0, valor equivalente a uma
aparéncia estrutural muscular normal.

Quanto as alteragbes fenotipicas estruturais musculares, o aumento
significativo da area de secgdo transversal das fibras musculares encontra-se
em conformidade com a literatura (Atherton & Smith, 2012; Flann et al., 2011;
Franchi et al., 2015; Guilhem et al., 2010; Touchberry et al., 2012; Vikne et al.,
2006). O ExEx demonstrou ser um potenciador do crescimento das fibras
musculares, bastando apenas 1 sessdo de treino por semana (durante 8
semanas de treino). Para este parametro foram avaliadas mais de 27,500
fibras, um valor bastante superior a média de fibras analisas noutros trabalhos,
permitindo uma melhor caracterizacdo e avaliacdo de todo o musculo,
ultrapassando ao mesmo tempo algumas das limitagbes que podem ser
apontadas a metodologia de outros trabalhos, nomeadamente, a da analise

insuficiente e nao representativa das fibras musculares. Este aumento da area
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de seccao transversal das fibras pode ser explicado pelo incremento do
numero de sarcomeros em paralelo, isto €, pelo maior numero de miofibrilas,
situagcdo que ajudara a dissipar a energia através da reparticdo do stress
mecanico por uma maior quantidade de miofibrilas, podendo assim diminuir a
possibilidade de dano estrutural e contribuir para a tolerdncia ao exercicio
presente em individuos treinados (Flann et al., 2011). Este processo miogénico
€ apoiado pelo maior numero, estatisticamente significativo, de fibras
musculares com presenca de nucleos centrais. Esta centralidade nuclear
representa um fator tipico de regeneragéo celular (Duarte et al., 1993; Duarte et
al., 1992; Folker & Baylies, 2013), estando relacionada com uma elevada
concentragao de células satélite (verificada 8 dias apés o estimulo) (Paulsen et
al., 2012) e o seu processo de diferenciacdo em mioblastos, miotubos e fusédo
com as miofibras em reparagdo (Duarte et al., 2001). Desta forma, este
fendbmeno parece representar o estimulo das fibras musculares e o
consequente processo miogénico induzido pelo exercicio em causa.

Além das adaptagdes morfolégicas detetadas nas fibras musculares
esqueléticas, também verificamos uma alteracdo estrutural no tecido
conjuntivo, um tecido essencial para providenciar uma boa integridade,
organizacdo e funcionalidade musculares (Thomas et al., 2015).
Comparativamente as alteracbes ocorridas nas dimensbdes das fibras
musculares, é de realgar que as modificagdes do tecido conjuntivo foram,
proporcionalmente, mais exuberantes. Ja tinha sido constatado num outro
estudo um aumento da expressdo de mRNA para a sintese de colagénio apods
um unico treino de ExEx (Hyldahl et al., 2015), no entanto, os nossos dados
suportaram histologicamente esses dados bioquimicos como efeito crénico do
treino ExEx. Observamos, ao mesmo tempo, um aumento de 74% da
espessura do endomisio que, apesar de existirem artigos que defendam o
aumento da matriz extracelular como resultado da pratica de ExEx, nao foi
encontrado nenhum trabalho que tivesse estudado histologicamente o efeito do
ExEx na espessura da parede do endomisio. Estas adaptacdes extracelulares
sao extremamente importantes para o musculo, uma vez que se especula

fornecerem alguma protegao contra posteriores estimulos danosos (Hyldahl et
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al., 2015) através de uma melhor dissipagédo das tensdes sofridas pelas fibras
musculares e aumento da rigidez passiva e ativa do sistema muscular (Guilhem
et al., 2010; Hyldahl et al., 2015; Thomas et al., 2015). Estao relacionados com
a reducao de sinais de dano muscular, entre os quais se encontram uma menor
infiltracdo leucocitaria e CK sanguinea (Dartnall et al., 2011; Hyldahl et al.,
2015), sendo fortes mecanismos hipotéticos da toleréncia ao ExEx. Contudo, a
producao excessiva dos componentes caracteristicos da matriz extracelular, da
qual faz parte o colagénio, através da ativagdo excessiva e recorrente dos
fibroblastos, € uma caracteristica presente em patologias como a distrofia
muscular de Duchenne, e no proprio envelhecimento, com inerente reducio da
funcionalidade do musculo (Serrano & Mufoz-Canoves, 2010). Estes
resultados sugerem que, apesar desta formacdo de tecido fibrético ser
vantajosa no suporte estrutural contra posteriores exercicios excéntricos
idénticos, 0 mesmo pode n&o se acontecer noutras exigéncias fisiologicas,
como por exemplo com a necessidade de distensibilidade usada para altas
amplitudes articulares.

No seguimento da analise dos possiveis efeitos responsaveis pela
tolerancia ao exercicio induzida pelo treino, além das alteragbes morfolégicas
extracelulares e ao nivel da fibra muscular, é importante referir que também
podem ter existido influéncias neuronais favoraveis que nao foram a avaliadas.
Uma melhor sincronizacdo das unidades motoras ativadas e um aumento do
numero de fibras em contracdo (Dartnall et al., 2011), sdo alguns dos
mecanismos neuronais provocados pelo treino, sendo estes também capazes
de repartir o stress por uma maior quantidade de musculo e diminuir a
probabilidade de dano. Estas alteragdes surgem temporalmente mais cedo do
que as adaptagdes morfolégicas, sugerindo uma explicagdo para o facto dos
valores da atividade sanguinea da CK terem sofrido um cedo retorno aos niveis
basais logo apds o 2° exercicio.

Em conclusdo, o ExXEx praticado uma vez por semana induziu, de forma
cronica, um aumento moderado da area de seccao transversal das fibras
musculares e um acentuado incremento da deposicdo de colagénio assim

como do espessamento do endomisio, sendo estes alguns dos mecanismos
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hipotéticos explicativos da tolerancia ao exercicio verificada na redugdo dos
valores sanguineos de CK.
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Tabela 1 - Valores da mediana (intervalo interquartil) de cada grupo e dos testes
estatisticos referentes a area de secgéo transversal, conteudo total de colagénio e

espessura do endomisio.

Area secgao Contetdo Espessura
Grupos ) . .
transversal (um”) total colagénio (%) endomisio (um)
1842,0 0,477 (0,405-
SED 3,7 (2,3-5,1) (
E— (1237,7-2675,8) 0,573)
22263 0,778 (0,589-
TR 13,4 (8,8-20,7) (
— (1593,9-3009,8) 1,057)
Mann-
Whitney U
meyeE 0,000 0,000 0,000
Asymp. Sig.
(2-tailed)

SED - Grupo sedentario
TR — Grupo treinado
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Figura 2 - Fotografias representativas de cortes histolégicos do quadriceps, corados

com hematoxilina-eosina, de animais do grupo SED (A + B) e do grupo TR (C + D). E
possivel observar no grupo TR um aumento das fibras com nucleo central (assinalado
com setas brancas), caracteristica representativa de uma superior degeneragao
muscular. Ainda pode ser observada uma fibra necrética na foto D caracterizada pela

forma redonda e edemaciada, infiltrada por leucdcitos.
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Figura 3 - Fotografias representativas de cortes histoldgicos do quadriceps, corados
com picrosirius red, de animais do grupo SED (A + B) e do grupo TR (C + D). E
possivel verificar de forma clara um maior conteiudo de colagénio e um aumento da

espessura da parede do endomisio no grupo TR comparativamente ao grupo SED.
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Tabela 2 - Valores da mediana (intervalo interquartil) dos testes estatisticos referentes

aos indices de dano muscular total e individual (degeneragéo, inflamagéo, necrose e

organizagao) de cada grupo.

Grupos Degenerescéncia Resposta Necrose Desorganizagdo Dano
up celular inflamatoria celular tecidual total
SED 0(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
TR 0(0-1) 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-2)
Mann-
Whitney U
Asymp. Sig. 0,277 0,519 0,707 0,317 0,487
(2-tailed)

SED - Grupo sedentario

TR — Grupo treinado

42



4. Conclusoes gerais

Tendo como base os objetivos propostos no capitulo 1 e os resultados
obtidos, é possivel concluir que o treino com exercicio excéntrico, realizado

uma vez por semana, promoveu a Iongo prazo:

. Uma tolerancia ao exercicio excéntrico, verificada na reducéo dos
valores da atividade sanguinea de CK para niveis basais 48h apds a segunda
sessao de treino.

. Uma moderada hipertrofia muscular esquelética através de um
aumento da area de seccao transversal das fibras musculares, sendo esta um
hipotético mecanismo explicativo da tolerancia ao exercicio induzida pelo
treino.

. Um incremento exuberante do conteudo muscular esquelético de
colagénio e um forte aumento da espessura do endomisio, sendo estes
hipotéticos mecanismos explicativos da tolerancia ao exercicio induzida pelo

treino.

Aceitam-se assim as hipoteses inicialmente formuladas de que o treino
com exercicio excéntrico provoca um aumento da quantidade de colagénio no
espaco extracelular em geral, assim como um aumento da espessura do
endomisio, em particular, juntamente com um aumento da area de secgéo
transversal das fibras musculares aliado a um efeito protetor do treino a

exercicios excéntricos idénticos.

Como sugestdes para estudos futuros achamos que seria interessante
acrescentar um segundo grupo experimental, com um protocolo de treino
concéntrico, na tentativa de avaliar que diferencas poderao existir, entre os dois
tipos de treino, concéntrico ou excéntrico, relativamente aos efeitos
hipertréficos (ndo havendo um claro consenso na literatura revista) e

remodelativos da matriz extracelular.
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