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Aos meus pais Emanuel e Teresa,
por toda a atengéo filial que o tipo
de trabalho que escolhi lhes tira.



... estudara um pouco, entre as partes da filosofia, a Iégica, e entre as matematicas, a
anélise dos gedmetras e a dlgebra, trés artes ou ciéncias que pareciam dever contribuir al-
guma coisa para o meu propésito. Mas, ao examina-las, repare que, para a Iégica, os seus
silogismos e a maior parte das suas outras instrucées (como a dialética a respeito da arte
de argumentar, ou a dos Topicos, a respeito da arte de desenvolver lugares comuns) ser-
viam mais para explicar a outrém as coisas que se sabem, ou mesmo, como a arte de

Lulo, para falar sem critério daquilo que se ignora, do que para aprender. E ainda que ela
contenha efetivamente numerosos preceitos muito verdadeiros e bons (como as regras do
silogismo, o preceito de ir sempre do mais conhecido ao menos conhecido, de dividir bem
os problemas antes de os examinar ou de os expor etc), encontram-se, porém, com eles
misturados muito outros que sdo nocivos ou indteis, e é quase téo dificil separa-los como
tirar uma Diana ou uma Minerva de um bloco de marmore ainda nao trabalhado. Depois,
quanto a anélise dos antigos gedmetras e a élgebra dos modernos, além de se aplicarem
apenas a matérias muito abstratas e parecerem de pouca utilidade, a primeira esta sempre
tao ligada a consideracédo das figuras que ndo pode exercitar o entendimento sem fatigar
muito a imaginacédo (os geémetras gregos, considerando apenas as proprias linhas em
vez de raciocinarem com os simbolos algébricos que a representavam, eram obrigados a
raciocianar diretamente sobre as figuras e, por consequéncia, a aplicar continuamente a
imaginacdo); e, na ultima esta-se de tal maneira sujeito a certas regras e certos algarismos
que se faz dela uma arte confusa e obscura que embaraga o espirito, em vez de ser uma
ciéncia que o cultive. O que me levou a pensar que era necessario procurar um outro
método que, compreendendo as vantagens desses trés, estivesse isento dos seus
defeitos.

René Descartes

O Discurso do Método
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Resumo

O tendio do misculo plantaris longus de da ri-touro (Rana catesbeiana) estd sujeito a forgas de
compressio, de torsio e de fricgdo, em adicio as forgas de tensao exercidas pelo misculo. Este trabalho visou
caracterizar as adaptacies estruturais e composicionais apresentadas por este tenddo frente a este complexo
sisterna biomecénico. Estruturalmente duas regides principais foram delimitadas, uma regifo de tensdo,
tipicamente fibrosa e tida como responsével pela transmissio das forgas de tensao, e uma regido de compressao,
de aspecto cartilaginoso, que se desenvolve na drea em que o tenddo contorna a articulagio tibio-fibular distal.
A regiio de compressio distingue-se do aspecto fibrocartilaginoso descrito para tendGes de mamiferos
encontrados em situagdes semelhantes e apresenta feixes primdrios e fibras extremamente onduladas e/ou
contorcidas, na superficie dos quais deposita-se um material basofilico caracterizado como proteoglicanos.
Ultraestruturalmente estes feixes apresentam-se formados por fibrilas associadas em grupos indepententes que
i semelhanca dos feixes que formam sio também contorcidas e sem direcionamento predominante. A fixagéo
em presenca de vermelho de ruténio faz com que os proteoglicanos precipitem-se como grinulos interligados
por filamentos que formam estruturas aneladas. Além destes componentes encontrados nos espagos inter-
fibrilares, existern grinulos que sio encontrados em associagdo com as fibrilas de coldgeno e distribuidos de
forma periédica de acordo com o perido d. A comparagio dos tamanhos destes grinulos na regido de
compressio com aqueles observados na regiio de tensio demonstra que os primeiros sio bem maiores que 0s
altimos. Estudo morfométrico revelou que as fibrilas de coligeno da regido de compressio apresentam
didmetros reduzidos e com distribuigio de valores menos ampla que a regido de tensdo. As células da regido
de compressdo podem ser distinguidas em trés tipos, principalmente pelo conteddo de filamentos
intermedidrios que acumulam no citoplasma e no tipo de interagio com componentes da matriz extracelular.
Foi demonstrado que a regido de compressio possui cerca de 7 vezes mais glicosaminoglicanos (quantificados
pelo método do carbazol) que a regido de tensdo e que parte destes componentes estdo associados na formagao
de grandes proteoglicanos, como revelado por filtracio em gel de Sepharose CL-4B, eletroforese em gel de
agarose-acrilamida e por ultracentrifugacdio em gradiente de cloreto de césio. Também os pequenos
proteoglicanos foram identificados, sendo que o biglicam é encontrado na regido de compressio e estd
virtualmente ausente da regido de tensdo, onde o decorim apresenta tamanho reduzido provavelmente por
menor extensdo do seu glicosaminoglicano. O menor tamanho do decorim ¢ demonstrado também pela
dimensio reduzida dos grinulos associados as fibrilas de coldgeno que sio revelados pelo vermetho de ruténio.
Fibromodulim foi identificado nas duas regides sem apresentar modificacdes estruturais evidentes entre elas.
Foi demonstrado que o coldgeno do tipo I é o principal componente das duas regibes do tenddo, embora a
presenga de outros componentes de natureza colagénica tenha sido sugerida pela existéncia de fragmentos
distintos obtidos por digestio com pepsina de mate rial proveniente de cada regido e por precipitacio diferencial
de coldgenos, com contetddo em aminodcidos diferente daquele apresentado pelo coldgeno do tipo I. Asanilises



efetuadas permitem concluir que este tenddo possui grande capacidade de deformagdo, possibilitada pelo
arranjo dos elementos fibrilares e pelo conteido em grandes proteoglicanos, além da esperada resisténcia a
compressio, comuns a outros tenddes sujeitos a forgas de compressio.



Abstract

The tendon of muscle plantaris longus of Rana catesbeiana is subjected to compressive, torsional and
frictional forces in addition to the tension forces exerted by the muscle. This work was carried out to
characterize the structural and compositional features of the tendon facing this complex biomechanical system.
Two main regions can be distinguished structurally. The tension region, typically fibrous and assumed to be
responsible for the transmission of tension forces, and the compression region, with cartilaginous aspect, which
develops in the area where the tendon wraps the distal tibial joint. At histological level, the compression region
differs from the fibrocartilaginous array described for mammalian tendons under compression and exhibits
primary bundles and fibers extremely wavy and convoluted, with an coarse covering of basophilic material
identified as proteoglycans. Ultrastructurally, these bundles are constituted by independent groups of con-
voluted fibrils without a predominant direction. Fixation in presence of ruthenium red precipitates the
proteoglycans as granules associated by filaments in ring formations. Besides these granules of the interfibrillar
spaces, there are granules associated with the collagen fibril surface and disposed periodically according to
the d period. Comparison of the size of these granules in the compression regions with those of the tension
regions demonstrated that the former are larger than the latter granules. A morphometric study demonstrated
that the fibrils of the compression region show reduced diameters with a narrow distribution of values while
fibrils of the tension region exhibit a wide dispersion of values reaching extremely large diameters. Cells of
the compression region can be distinguished in three main types, differing essentially by the amount of
intermediate filaments deposited in the cytoplasm and in the kind of association with extracellular matrix
components. Biochemical analysis demonstrated that the compression region possess almost 7 times the
amount of glycosaminoglycans found in the tension region. Part of these glycosaminoglycans are in the form
of large proteoglycans as demonstrated by gel filtration in Sepharose CL-4B, composite agarose-acrylamide
gel eletrophoresis, and ultracentrifugation in cesium chloride gradient. DEAE-cellulose chromatography of
material extracted by 4M GuCl unveil the existence of small proteoglycans in both region of the tendon,
eventhough biglycan is virtually absent of the tension region and that decorim from this region migrates faster
in SDS-PAGE, pointing to its smaller size. It agrees with the smaller size of fibril-associated granules revealed
by fixation in presence of ruthenium red. Fibromodulim was also identified in both regions without remarkable
structural modifications. Is was shown that collagen type I is the main collagenous component of both regions,
though other members of the family must be present as indicated by differences in fragments obtained by
digestion with pepsin and by obtention of residues of collagenous material other than type I in differential
precipitation by NaCl from neutral saline. The analysis allow us to conclude that this tendon has an increased
deformability, which is guaranteed by the spacial arrangement of fibrillar components as well as by the content
in large proteoglycans, besides the expected capacity to resist compressive forces, shared with different
pressure-bearing tendons.



Introducio

TendGes representam sistemas com estrutura e composicido aparentemente simples, facilitando o es-
tabelecimento de relagdes entre estrutura e fungio. Defini¢es anatOmicas para tendes limitam-se a descrevé-
los como estruturas fibrosas altamente resistentes que ligam os misculos aos 0ssos ou estendem-se em
aponeuroses, sendo no geral estruturas brancas e brilhantes, compostas por fascias que por sua vez so formadas
por feixes espessos de fibras de coligeno. Descrigdes histologicas restringem-se em descrever o aspecto basico
do arranjo paralelo dos feixes de coldgeno e dos fibroblastos que se alongam e se enfileram segundo a diregio
dos feixes, posicionando-se entre eles. As vezes descreve-se o sistema de cpsulas, sem muito detalhes
(KRSTIC, 1985). Em virias outras, o tenddo € tido como uma estrutura relativamente inerte (HAM, 1974;
EVANS & BARBENEL, 1975).

Entretanto, esta aparente "simplicidade" estrutural merece ser questionada quando se verifica as
propriedades biomecinicas dos tendGes. A partir de experimentos biomecénicos, alguns autores descrevem os
tenddes como estruturas que possuem elevada resisténcia e flexibilidade, considerdvel inextensibilidade ¢
quase perfeita elasticidade (VIIDIK, 1973; EVANS & BARBENEL, 1975; VILARTA, 1986).

Tal conjunto de propriedades biomecinicas leva a crer que a simplicidade anatomica e histologica do
tenddo seja na verdade o reflexo da combinagio de diferentes dominios submicroscopicos com caracteristicas
especificas e que possibilitam associar as diferentes propriedades mencionadas acima numa tinica estrutura.

Na verdade, um indicio de uma maior complexidade organizacional pode ser notada simplesmente pela
observagio de um corte histélogico nio corado de tenddo & microscopia de polarizagdo. Quando posicionado
a45° em relagio aos filtros polarizadores o material normalmente exibe birrefringéncia, uma anisotropia optica
que reflete uma ordenacio molecular dos elementos moleculares constituintes do objeto em andlise. A
birrefringéncia € uma caracteristica usual de tendes e ligamentos normais € sua intensidade estd diretamente
associada ao grau de ordem interna exibida por estas estruturas. No caso dos tenddes e ligamentos a maior
parte da birrefringéncia detectada € devida as moléculas de coldgeno do tipo I e, mais especificamente, a
distribuigfio espacial ordenada das suas ligagGes peptidicas.

Quando o material é girado de 45° e é posicionado paralelamente a um dos filtros de polarizagio, a
birrefringéncia deve extinguir-se, dada a coincidéncia do "eixo 6ptico” do material com o eixo do polarizador.
Um corpo composto por um arranjo perfeitamente paralelo de elementos fibrilares mostra-se completamente
negro nesta posigio conhecida como posigao de extingao paralela da birrefringéncia. Um exemplo de extincio
total, ou seja de completa abolicio da birrefringéncia € encontrado no sistema quitinoso das conchas resquiciais
de lulas (CARVALHO & VIDAL, 1990). Embora os tendGes e ligamentos sejam intensamente birrefringentes
quando observados a luz polarizada, na maioria das vezes eles ndo exibem extincéo total quando posicionados
paralelamente a um dos filtros de polarizagdo. Outrossim, estas estruturas exibem um bandado caracteristico



de faixas brilhantes entremeadas por faixas negras. Este bandado, conhecido por "crimp" ou por morfologia
em "crimp", € a manifestagio de um arranjo diferenciado do padrio alinhado normalmente assumido para os
tendGes. O "crimp" reflete uma periodicidade de mudancas de direcio dos elementos fibrilares e nio
descontinuidades de material ou de estrutura. Na verdade ele corresponde a uma unidade identificdvel ao
microscépio de polarizagio e que apresenta uma variagio organizacional periédica (GATHERCOLE &
KELLER, 1991). Em outras palavras, o bandado ou "crimp" revela variagGes na orientagio de componentes
estruturais.

Apresencga de "crimp" € notada em diferentes tenddes e ligamentos e € caracteristica para cada um deles.
Quanto maior o periodo de crimp, maior a capacidade de acomodamento do tenddo frente a fogas de tensio,
antes que as fibras sejam tensionadas. Desta forma a mais provavel fungio do "crimping" € prover o tenddo
de um mecanismo de absorgio de choques (GATHERCOLE & KELLER, 1991).

O entendimento da fungio do "crimp” pode ser facilitado pela anilise do comportamento de tenddes e
ligamentos em experimentos de estresse-deformagao, quando o estiramento do tendao ¢ medido em fungao da
aplicagdo de cargas de tensdo. Nos primeiros instantes da aplicagdo de cargas com valores crescentes, ocorre
um acomodamento das fibras e seu alinhamento com o longo eixo do tenddo, antes que elas comecem a exercer
resisténcia a tensdo (DIAMANT et alii, 1972; VIIDIK, 1973; VILARTA, 1986). Nesta fase, hi uma
deformacio ou estiramento relativamente grande frente a cargas pequenas. Um tenddo fixado neste estado de
tensdo perde o aspecto de "crimp” quando analisado a microscopia de polarizagdo. Esta fase € reversivel, ou
seja, o tenddo reassume a condigdo inicial caso a carga seja removida. Apds esta fase, o tenddo exibe pouca
deformacio frente a carga aplicada. O pequeno estiramento apresentado é normalmente atribuido a um ligeiro
deslizamento entre os componentes fibrilares e é também reversivel, desde que a distensio ndo tenha
ultrapassado 4-10% do comprimento do tenddo. Ap6s um determinado limiar, os elementos fibrilares comegam
a se romper, de modo que o tenddo volta a exibir estiramento relativamente grande frente a aplicagdo de carga.
Esta fase é irreversivel e nela ocorre o rompimento do tendéo caso a aplicacdo de cargas continue.

Uma das caracteristicas biomecinicas do tenddo € a sua flexibilidade. Esta propriedade é comumente
atribuida 2 capacidade de deslizamento entre as diferentes fibrilas que compdem os feixes mas € também devida
a arranjos de ordem superior adotados pelos feixes e por outros componentes estruturais dos tenddes.

A supra-estrutura dos tendoes

Além do sistema de feixes de fibrilas de cold geno, existe um sistema de "cdpsulas" que envolvem o tenddo
externamente € emitem prolongamentos que revestem grupos de feixes. A fina camada de tecido conjuntivo
que reveste o tenddo externamente corresponde ao epitenon. Esta camada estende-se por entre os feixes de
colageno, entdo recebendo o nome de endotenon. Esta Gltima muitas vezes conduz pequenos vasos sangiiineos,
vasos linfitivos e nervos (ELLIOT, 1965). Cada te nddo € revestido externamente por uma capsula, o paratenon.
Quando uma maior lubrificacdo é necessdria frente a um aumento na friccdo, o que pode ocorrer por uma
mudanca de diregdo, o paratenon divide-se nas camadas visceral e parietal (ELLIOT, 1965; MERRILLES &
FLINT, 1980). Estas camadas delimitam um espaco conhecido por mesotenon que € preenchido por um fluido
semelhante ao liquido sinovial (NISBIT, 1960).



Para os tendGes de rabo de rato este sistema foi detalhado e aspectos ultraestruturais dos diferentes
componentes de revestimento do tendio foram descritos (STROCCHI et alii, 1985). Alguns aspectos
discordantes e provavelmente errOneos da denominagio adotada por STROCCHI e colaboradores (1985)
foram publicados por ROWE (1985a; b). Posteriormente foi demonstrada a existéncia de diferentes componen-
tes do sistema eldstico nos diferentes niveis do sistema de revestimento do tenddo (CALDINI et alii, 1991),
demonstrando que elasticidade é uma das propriedades destas estruturas,

As fibras de coldgeno ou feixes primdrios sio agrupados em feixes secunddrios, fasciculos ou fascias,
que apresentam didmetros ao redor de 600 um. Uma modificagio gradual desta estrutura € observada nas
inser¢oes dos tenddes nos ossos (VIIDIK, 1973). As fileiras de fibroblastos sdo transformadas em grupos de
ostedcitos, a principio arranjando-se também em fileiras e depois dispersando na distribuigdo caracteristica
dos ossos. Numa posicio intermedidria entre estes dois tipos celulares sdo encontradas células semelhantes a
condrdcitos, alinhados a forma de uma fibrocartilagem. Outros aspectos da matriz extracelular garantem que
entre o tenddo e O 0ss0 existe uma regido fibrocartilaginosa (RALPHS et alii, 1991; 1992; RUFAI et alii, 1992).
Segundo ELLIOT (1965), na regido de insergdo, os elementos fibrilares que comp6em os feixes do tenddo
abrem-se em leque, promovendo uma maior drea de insercio, de modo a distribuir as forgas de tensdo, evitando
assim a aplicacdo do estresse sobre uma drea localizada.

Enquanto os ligamentos possuem insergdes dsseas nas duas extremidades, os tendées possuem uma de
suas extremidades ligadas ao misculo. A forma de ligagio entre misculos e tenddes parece ser bem mais
complexa que a insercio no osso, uma vez que a forga motora originada no interior da célula muscular deve
ser transmitida para o tenddo. Parece haver uma continuidade entre os elementos fibrilares do tenddo com o
tecido conjuntivo que compde os elementos de revestimento das unidades musculares. Na transi¢do mio-ten-
dinosa, os componentes fibrilares colagénicos parecem estar intimamente associados a superficie das fibras
musculares, de forma que as acompanham no momento da contragio. Este efeito € somado por todo o miisculo
e transferido através do tenddo até o 0sso, 0 que é possivel através da inextensibilidade e resisténcia do tenddo.
JOZSA e colaboradores (1991) demonstraram que as fibrilas de coldgeno do tenddo inserem-se na ldmina basal
das células misculares, especialmente em recessos da superficie celular, o que amplia enormemente as
superficies de contato entre a célula muscular e os componentes fibrilares do tenddo, difundindo efeitos
localizados. Intimeras fibrilas com pequenos didimetros sio observadas na superficie da limina basal, de onde
se direcionam para o tendio, passando por entre os fibroblastos da transicio mio-tendinosa e misturando-se
com as fibrilas espessas do tenddo. A regido composta por estas fibrilas mais finas tem sido chamada de

anat

"microtendio"”, correspondendo a um sitio fragil, onde sdo comuns os traumatismos causados por exercicios
(MOORE, 1983; SWASDISON & MAYNE, 1991)

Os diferentes niveis da organizacéo fibrilar

O principal responsivel pelas caracteristicas biomecanicas dos tenddes e ligamentos € o arranjo fibrilar
resultante da associacio de moleculas de coligeno e alguns outros componentes da matriz extracelular.

A capacidade dos coldgenos fibrilares em formar agregados € uma propriedade bésica que lhes permitem
formar fibrilas e/ou fibras. A agregaciio das moléculas de coligeno na formacio de um elemento fibrilar
depende de caracteristicas como uma estrutura molecular

alongada e com sitios de interacdo presentes a espacos regulares, que permitam a agregacao lateral, além
de possibilitar o deslocamento axial de moléculas vizinhas na formacio dos arranjos encontrados nas fibrilas



mais finas (MILLER, 1985). A formacio de fibrilas no espago extracelular ocorre por um processo de
auto-agregacdo que € controlado principalmente pela sequéncia primdria do coldgeno, em especial pela
distribuigio dos residuos polares carregados e dos hidrofébicos (HOFMANN et alii, 1978).

As fibrilas de coligeno podem variar em didmetro de 16 a 1500nm, dependendo do tecido (PIEZ, 1984),
embora 0 menor arranjo visivel ao microscépio eletrénico seja um fino filamento com cerca de 4nm de
espessura, correspondente a associagdo lateral de 4 ou 5 moléculas (VIDIK, 1973).

O didmetro das fibrilas de coldgeno é extremamente varidvel. O coligeno dotipo I, porexemplo, apresenta
diferentes didmetros médios e mesmo da distribuicdo de didmetros, conforme a estrutura. Assim, na cornea as
fibrilas apresentam didmetro extremamente pequenos e uma distribuicio bastante uniforme, o que também
acontece em gengivas. Na pele e nos ossos as fibrilas possuem didmetros com valores intermedidrios mas com
ampla variagdo e nos tenddes estes valores sio bem maiores e também com uma distribuicio bastante
heterogénea, quase sempre bimodal (PARRY et alii, 1978a; 1978b; BRODSKY & EIKENBERRY, 1985).

Na verdade sido também frequentes variagcOes entre os diferentes tendSes em diferentes estados
fisiologicos (PARRY, 1978; PARRY et alii, 1978a; 1978b) e no mesmo tendio frente a diferencas nas forgas
mecinicas a que esti sujeito ao longo de seu trajeto (MERRILLES & FLINT, 1980; OKUDA et alii, 1987a;
1987b).

BRODSKY & EIKENBERRY (1985) sugerem que seria improvdvel que a informacdo para controle do
diAmetro das fibrilas resida nas moléculas colagénicas em triplice hélice simplesmente e que este controle seja
simplesmente o resultado de um processo de autoagregacio, baseados principalmente na existéncia de
diferentes estruturas com a mesma constituicio basica no que se refere ao tipo de coldgeno predominante ¢
que exibem diferentes padroes de distribuicio dos didmetros dos componentes fibrilares, Ainda segundo
BRODSKY & EIKENBERRY (1985), os fatores extrinsecos com participacio provdvel no controle do
didmetro das fibrilas incluem a prdpria presenca dos pré-coligenos e o seu processamento, a presenca de
proteoglicanos especificos, o controle celular e interagoes que ocorrem a nivel de superficie celular e a presenca
dos coldgenos que se associam as fibrilas formadas pelos tipo de colidgeno predominante. Um fator essencial,
que foi poreles negligenciado € o tipo e a extensdo de alguns dos processamentos pos-traducionais que também
podem ter influéncia no tipo de agregado ¢ até mesmo no didmetro final da fibrila. Estes fatores podem ser
responsdveis pela variacio do didmetro das fibrilas formadas in vifro por coligeno do tipo I purificado de
tenddes provenientes de ratos de diferentes idades (VIDAL & CARVALHO, 1990). Aremocio dos carboidratos
associados as moléculas de coligeno, por exemplo, resulta em reducdo no grau de polimerizacio das moléculas
de coldgeno do tipo I (BRASS & BENSUSAN, 1976).

Especialmente nos estigios iniciais de formagao dos feixes, foram detectadas fibras que se anastomosam,
indicando a possibilidade de fusdo entre fibrilas como um mecanismo relacionado com o espessamento das
fibrilas (BIRK et alii, 1989).

Quaisquer que sejam os mecanismos de controle do didmetro das fibrilas, tem-se que os componentes
fibrilares correspondem as estruturas alongadas com didmetro usualmente variando entre 20 ¢ 60nm, podendo
chegar aos 400nm. A distingdo entre microfibrilas com didmetro de 20 a 100nm e fibrilas com didmetro de
200 a 500 nm ¢ tida como um fator indutor de incoer€ncias no tratamento destes elementos fibrilares (VIIDIK,
1973). Fibras ou feixes primarios sdo os arranjos assumidos por fibrilas e que sdo visiveis ao microscopio
6ptico, com didmetros de até 12 um,

Longitudinalmente as fibras exibem um bandado periddico, que nos tendodes e ligamentos estd ao redor
de 64nm. VariagGes neste padrdo de periodicidade longitudinal foram reportadas para o mesmo tenddo segundo



as forgas de tensdo a que estd sujeito (FLINT & MERRILLES, 1977) e ao longo do desenvolvimento (SCOTT
et alii, 1981). A origem deste padrio periddico de bandas detectadas ao nivel ultraestrutural estd na sequéncia
primdria das moléculas do coldgeno, na qual os aminodcidos ndo estio dispostos uniformemente ao longo da
cadeia mas estao distribuidos em grupos. As difere ntes bandas corresponderiam entdo a grupos de aminoécidos
com cadeias laterais de propriedades similares capazes de ligar ou de excluir os contrastantes empregados para
a microscopia eletrénica. Andlises da sequéncia primdria do coldgeno do tipo I demonstraram que a associagio
dependente de interagoes hidrofébicas ao longo da cadeia é mais forte quando cada molécula é defasada de
67 nm da molécula vizinha, o que coincidiria com resultados de investigagdes ao microscépio eletronico e de
difracdo de raios X (HOFMANN et alii, 1978).

Além do didmetro da fibra, o estado de agregacdo molecular dentro de cada fibra e o espago ocupado por
elas também tém influéncia nas propriedades biomecinicas dos tenddes e ligamentos. Isto faz sentido a partir
do momento em que se reconhece algumas das propriedades materiais de elementos fibrilares. O espaco
ocupado pelos componentes fibrilares, por exemplo, refere-se a fragio volumétrica das fibrilas. Isto cor-
responde 4 quantidade de elementos fibrilares € a drea ocupada por elas em corte transversal por unidade de
espago, o que tem reflexo sobre as suas propriedades de resisténcia. Por outro lado, aumentos na fragio
volumétrica dos componentes fibrilares resulta em uma birrefringéncia mais intensa. Tanto na resisténcia
mecinica quanto na birmrefringéncia, nio somente a fracio volumétrica tem importincia, mas também a
orientacio dos fibrilas dentro da estrutura. Desta forma, se as fibrilas sdo os elementos responsiveis pelo
"reforgo” ou resisténcia de um tenddo ou ligamento, a eficiéncia deste reforgo depende do direcionamento
destes elementos, que é definido pela expressdo:

n= cos4¢,

onde 1 € a contribuicdo de uma dada fibrila a resisténcia da estrutura ("reforgo"), e ¢ corresponde ao dngulo
formado entre a direcio de transmissdo de forgas e a direcio da fibrila. Isto significa que uma fibrila colabora
na resisténcia de um tenddo no momento em que seu direcionamento coincide com o trajeto das forcas a que
o tendao esta sujeito (HUKINS & ASPDEN, 1985; PARRY, 1978). Como nos tendées estes elementos estao
essencialmente paralelos entre si e em concorddncia com o longo eixo da estrutura, variagdes no estado de
agregacio molecular lateral (VILARTA & VIDAL,, 1989; VIDAL & CARVALHO, 1990) sdo de importéancia,
ao lado de variagoes nos didmetros das fibras (PARRY et alii, 1978a; 1978b). Na verdade estes dois fatores
tém sido interrelacionados com base em caracteristicas anisotropicas dpticas, i.e. na birrefringéncia exibida
pelos tenddes (VIDAL & CARVALHO, 1990). Os pardmetros interrelacionados acima foram adicionalmente
confirmados por resultados de difracio de raios-X (NARESH & BRODSKY, 1992).

Uma vez que as moléculas de pré-coldgeno atingem o espaco extracelular e parte das extremidades da
cadeia sio removidas (KUHN, 1987), existe uma tendéncia espontinea de auto-agregacio que resulia na
formagdo de elementos fibrilares.

Sabe-se hoje que em virias situacdes, como na pele (FLEISCHMAJER et alii, 1985; KEENE et alii,
1987), na cornea (LINSENMAYER et alii, 1985; KEENE et alii, 1988), e nas cartilagens (EYRE et alii, 1987;
VAUGHAN et alii, 1988), as fibrilas sio formacdes hibridas entre diferentes tipos de coligeno. Nestes
sisternas, as fibrilas sio na verdade biocompostos estruturados ndo somente por coligenos mas também por
outros componentes como, por exemplo, os peque nos proteoglicanos. Nos tenddes em particular, parece haver
uma predomindncia do coldgeno do tipo I, sem exclusio dos pequenos proteoglicanos. Coldgeno do tipo II1 €



encontrado em tenddes mas fazendo parte do endotenon (BECKER et alii, 1976; HERMANN et alii, 1980).
J4 o colageno do tipo V foi purificado de tenddo de embrides (JIMENEZ et alii, 1978), mas néo foi detectado
em tendbes adultos. Ha também indicagio da presenga de coldgeno tipo VI nos tendGes onde atuaria como um
"adaptador”, comectando elementos da matriz extracelular com as células (TIMPL & ENGEL, 1987).
Coldgenos da classe FACIT (coldgenos associados as fibrilas com triplice hélice interrompidas - SHAW &
OLSEN, 1990), em especial o tipo XII (SUGRUE et alii, 1989) e tipo XIV (CASTAGNOLA et alii, 1992)
foram encontrados em tendGes de fetos. A andlise ultra-estrutural dos elementos fibrilares em diversas situagGes
demonstrou existir dois tipos de arranjos dos elementos subfibrilares (BOUTEILLE & PEASE, 1971; LILLIE
et alii, 1977; REALLE et alii, 1981). No primeiro, os elementos subfibrilares estariam arranjados paralela-
mente ao longo eixo da fibrila e, no segundo, eles estariam arranjados de forma helicoidal. O arranjo helicoidal
de componentes fibrilares dos tenddes foi também sugerido por MELLO & VIDAL (1975), através de analises
de dispersio da birrefringéncia e do dicroismo linear extrinseco obtido por coloragdo com azul de toluidina
em pH 5.0. Segundo RASPANTI e colaboradores (1990), as fibrilas compostas por componentes helicoidais
estariam melhor organizadas para resistir a flexGes, compressdo e deformagdo multidirecional, enquanto as
fibrilas compostas por componentes paralelos estariam adaptadas somente a transmissdo de tensdo, sendo
menos capazes de resistir a compressio, frente 2 qual facilmente se romperiam.

Como detalhado acima, os fatores que controlam a espessura que a fibrilas atingirdo sdo diversos e
possivelmente varidveis entre os diferentes tecidos, sendo que ao menos as primeiras etapas da associacdo
entre as moléculas de coldgeno e a capacidade de agregagao lateral é dependente das modificagdes pos-
traducionais pelas quais passam as moléculas de coldgeno.

As modificacoes pos-traducionais do colageno

Um das caracteristicas essenciais dos coligenos é observada jé na sua estrutura primdria. Cerca de um
terco da molécula é composta pelo aminoicido glicina, que € encontrado na seqiiéncia -X-Y-Gly-. A
probabilidade de que X seja uma prolina e que Y seja uma lisina € grande, o que faz destes dois aminoacidos
dos mais frequentes no coligeno. Além disto estes dois aminodcidos sio tipicamente hidroxilados pos-
traducionalmente. A hidroxilagio da prolina pode ser por uma prolil-3-hidroxilase ou uma prolil-4-hidroxilase.
A posicio de adicao do grupamento hidroxila depende da posigio do residuo uma lisil-hidroxilase. Estas
hidroxilacées sd o inibidas se as cadeias estdo em triplice hélice (KIVIRIKKO & MYLLYLA, 1985). Por outro
lado, a ocorréncia destas hidroxilagoes ¢ fundamental para que trés cadeias alfa enrolem-se numa hélice tripla,
que é uma caracteristica estrutural primordial dos coldgenos (KUHN, 1987). Uma vez que houve a formacio
da hélice tripla, ocorre a adi¢do de residuos de galactose por galactosil-transferases e de glicose por
galactosil-glicosil-transferases aos residuos de lisina hidroxilados. Neste momento, a molécula € denominada
de pro-coldgeno e possui extensdes em ambas extremidades das cadeias que impedem a agregacdo lateral. E
nesta forma que o coldgeno é secretado pela célula. Uma vez fora da célula as extremidades da moléculas sdo
" cortadas por peptidases especificas encontradas na face externa da membrana das células produtoras. O
coligeno entdo formado pode associar-se lateralmente na formagdo de fibrilas. Como ji mencionado, a
capacidade de formar fibrilas resulta da estrutura alongada da molécula, com sitios de interagdo maltiplos e
capacidade de interagao lateral com pelo menos 4 outras moléculas (MILLER, 1985).

O espessamento e a manutencio do didmetro das fibrilas dependem da formagdo de ligagGes cruzadas
entre diferentes moléculas, dentre outros fatores. As ligacbes cruzadas sio de diferentes ordens e envolvem a



complexagio de residuos de hidroxilisina com residuos de lisina. A primeira ligagdo formada ¢ denominada
de dehidrolisinonorleucina. Até quatro residuos de lisina podem ser comprometidos e, neste caso, tem-se a
formagio de comnplexos de ligagdo com estrutura ciclica, capaz de emitir fluorescéncia com pico em 540nm
(MILLER, 198<). Enquanto as primeiras etapas da formacdo destas ligagdes cruzadas dependem de enzimas
como a lisil-oxidase, as seguintes ocorrem espontaneamente, e acumulam-se com a idade do individuo (EYRE
et alii, 1984). O principal efeito da formagao destas ligaces cruzadas € o de polimerizar e tornar insolivel as
moléculas envolvidas. As diferentes etapas do processamento pds-traducional tém importdncia em diferentes
passos da formagio e na capacidade de auto-agregacdo das moléculas de coligeno (Tabela I). Destas etapas
as que parecem ser importantes na determinacio do didmetro das fibrilas por influenciarem na capacidade de
auto-agregacdo e na formacio de ligagOes cruzadas e provavelmente na capacidade de intera¢do com outras
moléculas s@o as de hidroxilagio de residuos de prolina e de lisina e a de glicosilagio dos residuos de
hidroxilisina.

Como ja mencionado, os proteoglicanos sio também tidos como sendo de importincia na manutengio
ou regulacio do didmetro das fibrilas de coldgeno e, além disto, devem estar envolvidos em outras propriedades
dos tenddes.

Os proteoglicanos dos tendoes

ANDERSON (1975) descreveu um pequeno proteoglicano de tenddo composto por dermatam sulfato e
que foi separado em baixas concentragdes de cloreto de césio apos ultra-centrifugagio.

Depois disto, o mesmo autor (ANDERSON, 1982) analisou a presenga de grandes proteoglicanos em
tendoes flexores de bovinos, embora mencionando apenas sutilmente que a presenca destes grandes
proteoglicanos nos tenddes devia-se ao fato de que, na verdade, os tenddes flexores estdo sujeitos a forgas de
compressdo e que talvez seja esta a razio da presenga deste proteoglicanos.

A presenca de proteoglicanos contendo dermatam sulfato em animais adultos e a predomindncia de
proteoglicanos contento condroitim sulfato ¢ de dcido hialurénico nos animais recém-nascidos foi demonstrada
por SCOTT et alii (1981) em tenddes de cauda de ratos.

J4 VOGEL. e HEINEGARD (1985) caracterizaram os grandes e pequenos proteoglicanos de tenddes
bovinos, justamente procurando distinguir as regiGes sujeitas a tensdo daquelas sujeitas a compressdo. Os
grandes proteoglicanos da regido de tensdo sio divididos em duas subpopulagdes e sdo ligeiramente menores
que os grandes proteoglicanos de cartilagem. Ao contririo do que acontece com os proteoglicanos de
cartilagens, aqueles encontrados nos tenddes nio possuem queratam sulfato. Os pequenos proteoglicanos,
decorim e biglicam, primeiramente descritos em cartilagens foram também descritos para estes tendoes. Estes
dois pequenos proteoglicanos possuem porgdes protéicas com grande homologia no contetido e na seqiiéncia
de aminodcidos e possuem uma (decorim) ou duas (biglicam) cadeias de dermatam sulfato (VOGEL &
HEINEGARD, 1985; HEINEGARD & OLDBERG, 1989; HEINEGARD & PIMENTEL, 1992). Enquanto o
decorim é capaz de se ligar as fibras de coldgeno e inibir a progressio da fibrilogénese in vitro, o biglicam nio
interage com coldgeno e fica disperso nos espacos entre as fibras (VOGEL et alii, 1984; LONGAS &
FLEISCHMAJER, 1985; HEINEGARD & PIMENTEL, 1992; FLEISCHMAJER et alii, 1991). A interacdo
do decorim com o coldgeno ndo depende dos glicosaminoglicanos mas sim do componente protéico (VOGEL
et alii, 1984) e, principalmente, de uma conformagao nativa estabilizada por pontes de dissulfeto (SCOTT et
alii, 1986). Decorim e biglicam correspondem a cerca de 95% dos proteoglicanos dos tecidos fibrosos e
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Tabela X. As modificagbes pos-traducionais do coligeno e os eventos a que estio relacionadas
modificada de KIVIRIKKO & MYLLYLA, 1985)

Etapas Eventos relacionados
Intracelulares
Hidroxilacdo de residuos de prolina Formacio da triplice hélice
Hidroxilagdo de residuos de lisina Glicosilagio da hidroxilisina
Glicosilacdo da hidroxilisina Possivel influéncia na interacdo entre cadeias

e resultante agregacdo lateral das fibrilas,
formacdo de ligagdes cruzadas
Associacdo das cadeias e

formacdo de pontes dissulfeto Formacdo da triplice hélice
Formacgao da triplice hélice Formacio da proteina funcional
Extracelulares
Remocido dos N- e C-propeptideos Autoagregacio e formacio de fibrilas
Agregacao ordenada Crescimento das fibrilas em espessura e comprimento
Formacao de ligacdes cruzadas Polimerizagido do coligeno e estabilizagdo das fibrilas

atingem apenas cerca de 2% em cartilagem (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987a; GALLAGHER, 1989).
Posteriormente foi identificado um terceiro pequeno proteoglicano, primeiramente purificado de cartilagem,
o fibromodulim (HEDBOM & HEINEGARD, 1989). Este pequeno proteoglicano possui quatro cadeias de
queratam sulfato, sua porgdo protéica € também homologa aquelas do decorim e biglicam (OLDBERG et alii,
1989) e, como o decorim, interage com o coldgeno de forma a impedir a fibrilogénese (HEDBOM &
HEINEGARD, 1989). A interagio do fibromodulim com coligeno nio depende das cadeias de
glicosaminoglicanos da molécula, uma vez que o core protéico por si s6 € capaz de ligar-se ao coldgeno e de
afetar a fibrilogénese (HEDBOM & HEINEGARD, 1989). Esta ligacio do fibromodulim sem as cadeias de
glicosaminoglicanos ao coligeno di-se provavelmente através de ligagoes eletrostiticas entre residuos de
tirosina sulfatada, presentes no fibromodulim, e residuos basicos na molécula do coldgeno.

A distribuigio dos grandes proteoglicanos nos tenddes € pouco conhecida. A demonstracgdo inicial de que
os grandes proteoglicanos podem ser extraidos com NaCl 0,1M (PEARSON & GIBSON, 1982) sugere que
estes componentes ndo estejam associados aos feixes ou o fazem debilmente. E provivel que eles ocupem os
espagos entre os feixes, embora esta suposigdo necessita de resultados imunocitoquimicos para ser aceita. Ja
os pequenos proteoglicanos, em especial o decorim, exibem interagiio forte com os componentes fibrilares e
necessitam de condi¢des mais fortes de extragio. SCOTT & ORFORD (1981) demonstraram que uma pequeno
proteoglicano rico em dermatam sulfato (muito provavelmente o decorim) associa-se intimamente com as
fibrilas de coldgeno com distribuicdo periédica coincidente com o perfodo d. A distribuicdo deste componente
foi determinada com o uso do corante catidnico azul cupromeronico. A distribui¢io do fibromodulim junto as
fibrilas de colageno e a sua contribuic¢io ao padrdo de precipitacdo de corantes como o azul cupronilico ou o
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vermelho de ruténio permanece desconhecida, mesmo embora tenha sido sugerido (OLLDBERG et alii, 1989)
que ao menos um dos componentes proteoglicinicos demonstrados em associagio com as bandas a e ¢ do
colageno de cérnea (SCOTT & HAIGH, 1988) possa ser o fibromodulim. Embora o biglicam nfo seja
encontrado em associagio com as fibrilas colagénicas, a necessidade de condi¢oes drdsticas para sua extragio
sugere que ele possa estar associado a outros elementos da matriz extracelular (OLDBERG et alii, 1989).

A intimidade da associagdo de alguns destes pequenos proteoglicanos com as fibrilas de coldgeno € a
capacidade que possuem em impedir ou retardar a formagdo de fibrilas fez com que alguns autores atribuissem
a estas moléculas a capacidade de modular o processo de fibrilogénese e ainda a organizacio das fibrilas de
coldgeno. A intima associagio entre determinados tipos de glicosaminoglicanos e determidados padroes de
distribuicio dos didmetros das fibrilas de coligeno foram revistos por PARRY et alii, 1982). Na verdade, foi
demonstrado através de experimentos in vitro, que o decorim nio impede a formacio de fibrilas mas sim inibe
a associacdo lateral e o espessamento, mantendo um didmetro relativamente reduzido (VOGEL & TROTTER,
1987).

A complexacio entre proteoglicanos e coldgeno da-se de forma altamente ordenada e promove a base da
integridade e da manutencio das propriedades de diferentes estruturas (HALL, 1978; SCOTT, 1988).

Parte da ordem molecular detectada nos tenddes pela birrefringéncia exibida por estas estruturas foi
associada 2 ordenacio molecular exibida pelos glicosaminoglicanos dcidos, através da deteccdo de uma outra
anisotropia éptica, o dicroismo linear extrinseco (VIDAL, 1963). Neste trabalho foi demonstrado que os
tendGes apresentam dicroismo linear extrinseco negativo apds coloragio com azul de toluidina, o que revela
uma distribui¢do ordenada das moléculas do corante, demonstrando que os glicosaminoglicanos 4cidos
apresentam-se ordenadamente distribuidos nos tendées (VIDAL, 1963) e que a birrefringéncia exibida pelos
tend&es reflete ao menos em parte a ordenagio destes componentes (VIDAL, 1964; 1980). Além da ordenagio
exibida pelos glicosaminoglicanos, a ordenagdo dos carboidratos associados a propria molécula de coligeno
foi também demonstrada, novamente através de medidas de birrefringéncia e de oxidagdo pelo dcido periédico
(VIDAL, 1986). A ordenacio dos glicosaminoglicanos e dos carboidratos, que podem inclusive pertencer a
proteinas estruturais nio colagénicas (VIDAL, 1980; 1986), associada aquela exibida pelo coldgeno propria-
mente dito (MELLO & VIDAL, 1972; VIDAL et alii, 1975; MELLO et alii, 1975; VIDAL, 1984), serviu de
base para a formulagdo de uma teoria sobre o mecanismo de controle das caracteristicas bioquimicas ¢
biomecinicas do tenddo pelos fibroblastos (VIDAL, 1966; 1969) e que recebeu um tratamento tedrico recente
(VIDAL, 1993). Poresta teoria as células seriam capazes de detectar alteragdes de cargas expostas na superficie
dos feixes devidas a disrupgbes na associagdo ordenada destes dois componentes principais do tecido
conjuntivo, frente as forgas biomecénicas is quais a estrutura estaria sujeita, de modo a expor com "cargas de
cisalhamento" (VIDAL, 1993). Este desbalanco de cargas foi também explorado por outros pesquisadores na
elaboragio de teorias semelhantes, envolvendo mecanismos eletroquimicos de monitoracio da matriz ex-
tracelular pelas células (GILLARD et alii, 1979a).

A ordem molecular dos proteoglicanos em tendées foi também demonstrada em tenddes de ratos recém
nascidos, novamente através do dicroismo linear e de anilises de dispersdo da birrefringéncia, e ultraestrutural-
mente pelo tratamento com o vermelho de ruténio (VIDAL & MELLO, 1984). Este dltimo tratamento produziu
imagens nitidas dos padrdes helicoidais demonstrados pelas anisotropias Gpticas estudadas.
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ModificacOes estruturais e fisiolégicas dos tendoes - Os tenddes sujeitos a forgas de
compressao

O tenddo elastico das asas das aves representa um sistema em que a presenga de fibras eldsticas
compatibiliza-se com a recuperagdo eldstica de uma posigio inicial das asas ap6s a a¢do dos masculos alares.
Estes tendoes foram caracterizados biomecinica e ultraestruturalmente (OAKES & BIALKOWER, 1977). A
presenca de um sistema eldstico desenvolvido permite ao tenddo sofrer uma grande distensdo antes de que as
fibrilas de colageno possam exercer qualquer efeito (til de resisténcia 3 tensdo. Desta forma a curva de
estresse-deformacio obtida para este tenddo possui uma regido inicial muito longa que € eliminada caso o
tenddo seja tratado por elastase. Além disso este tenddo exibe um padrio de feixes ondulados muito
caracteristico que é perdido com o mesmo tratamento pela elastase. Isto sugere que, a0 menos em parte, 0
sistema eldstico possa ser responsavel por arranjos supraorganizacionais adotados pelas feixes de coldgeno e
principalmente pela modulagio das caracteristicas biomecénicas de estruturas fibrosas.

Na verdade estes tenddes alares constituem-se numa exce¢io quanto ao acimulo de elementos do sistema
elastico, pois embora fibras do sistema eldstico temham sido identificadas junto aos elementos da cipsula do
tendio de rabo de rato (CALDINI et alii, 1991), sua presenca ¢ rara e praticamente inexXistente dentro dos
feixes primarios.

Recentemente, foi caracterizada uma proteina que faz parte da contituigio das microfibrilas do tecido
conjuntivo, a fibrilina (SAKAI et alii, 1986; KEENE et alii, 1991), e sua localizagdo imunocitoquimica em
tenddes demonstrou que estas microfibrilas sio mais frequentes nos tenddes do que as andlises histoquimicas
e ultraestruturais até entdo revelaram (FULLMER & LILLIE, 1958; GAWLIK, 1965; PARRY & CRAIG,
1978; PARRY et alii, 1978a; CALDINI et alii, 1990). Entretanto, a {inica figura referente & distribui¢io da
fibrilina no tenddo (SAKAI et alii, 1986) ¢ pouco ilustrativa e nio demonstra qualquer aspecto de distribuigdo
preferencial. Nos tenddes sujeitos a forgas de compressio, foi demonstrada a existéncia de uma quantidade
relativamente grande de feixes de microfibrilas em intima associagio com os feixes primdrios (CARVALHO
et alii, 1993). A presenca destes componentes nos tenddes que estio sujeitos a forgas de compressio parece
estar relacionado a capacidade de deformabilidade destes tendGes o que seria a0 menos em parte permitido
por elementos fibrilares com elasticidade moderada, que atuariam no reestabelecimento da forma original ap6s
deformacdes causadas pelo deslizamento do tendao contra uma superficie curva.

Alguns tenddes exibem variagées em composicdo ao longo de sua estrutura, algumas vezes sem
caracterizar alteracdes morfolégicas evidentes, o que € tido como adaptacbes a diferentes situagOes
biomecénicas que devem ocorrer ao longo de seu percurso da insercio mio-tendinosa a insercio 6ssea (JONES
& BEE, 1990). Na verdade, como mencionado anteriormente, a propria insergio 0ssea representa um sistema
que envolve mudanca de direcio e de modificagdes estruturais que garantem uma melhor distribui¢do de forgas,
optimizando a sua transmissao aos 0ssos.

Um exemplo notdvel de variagoes internas em fungao da otimizagao do papel biomecinico € observado
em tenddes que sofrem mudangas de direciio, contornando uma extremidade 6ssea ou articulagio. Esta situagio
faz com que o tendao seja comprimido, recebendo forgas adicionais durante a sua atuagdo. Alémdisso, o tenddo
também sofre torsdes e também esti sujeito a forcas de friccio. Desta forma, além de resistir & compressio, o
tendido deve ser relativamente flexivel e ainda habil em desempenhar seu papel na transmissio de forcas de

tensao.
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Em mamiferos a regido submetida a forgas adicionais de compressio e de friccdo apresenta alteragbes
bioquimicas, detectadas até mesmo a nivel histolégico que a caracterizam como uma fibrocartilagem (VOGEL
& KOOB, 1989).

Nos coelhos, os tenddes flexores digitais profundos desenvolvem uma estrutura fibrocartilaginosa na
regido em que contornam a articulagio tibial distal (PLOTZ, 1938). Este tenddes foram objeto de diversos
experimentos biomecinicos, prestando-se a demonstragio das respostas do tenddo frente a diferentes situagdes
e forgas biomecanicas (GILLARD et alii, 1979b; MERRILLES & FLINT, 1980).

Na regido em que recebem forcas de compressdo, os tenddes flexores digitais profundos de coelhos
apresentam uma regido de aspecto fibroso tipico de tenddes, duas regiGes tramsicionais, uma regido de
compressio € um paratenon visceral desenvolvido (MERRILLES & FLINT, 1980). As células das regiGes
transicionais, da regido de compressio e do paratenon visceral sdo semelhantes a condrécitos e estio imersas
numa matriz pericelular desenvolvida, rica em filamentos finos e fibrilas de coldgeno delgadas. No paratenon
visceral os feixes de coligeno estio dispostos perpedicularmente ao longo eixo do tendio. Conforme sugerido,
este paratenon visceral desenvolvido atuaria facilitando a articulagio do tenddo com a superficie da articulacio
tibial distal (MERRILLES & FLINT, 1980). Um aspecto ultraestrutural tipico das células destas regides
diferenciadas do tenddo corresponde ao aciimulo de filamentos intermedidrios citoplasmaticos (MERRILLES
& FLINT, 1980).

Dos experimentos realizados com os tenddes de coelho, salientam-se aqueles em que a remogdo dasforgas
de compressdo culminaram em perda de cerca de 60% dos glicosaminoglicanos, em sua maior parte devida a
diminui¢io do contetido em condroitino sulfato, e aqueles em que a aplicagio de forgas de compressio a uma
regido normalmente sujeita a tensdo resultou em aumento no contelido de glicosaminoglicanos (GILLARD et
alii, 1979b).

OKUDA e colaboradores (1987a) desenvolveram estudos com o tendio flexor digital de cdes, que foram
primeiramente descritos por RETTERER & LELIEVRE (1911) e demonstraram que a regido sujeita a forgas
de compressdo exibe aumento no contetido de glicosaminoglicanos e, consequentemente, acumulam mais 4gua
que outras regides normalmente sob temsio. Estes autores demonstraram ainda haver uma relagio
hidroxilisina/hidroxiprolina aumentada nesta regifo, o que indica variagdes no grau de modificagbes pos-
traducionais sofridas pelos componentes coldgénicos ou variacoes nos tipos de coldgenos presentes nesta
regido, que também possui aspecto fibrocartilaginoso tipico. Ultraestruturalmente a regido sujeita a forgas de
compressio dos tenddes de cies exibem aspectos tipicos de fibrocatilagens (OKUDA et alii, 1987b), e sdo
muito semelhantes aos aspectos descritos para os tenddes flexores digitais de coelhos (MERRILLES & FLINT,
1980).

Um outro modelo onde a mesma situacdo biomecinica estd presente em bovinos. Os tendbes flexores
digitais profundos destes animais sofrem uma bifurcagio para se estender aos dedos ¢, logo ap6s a bifurcagio,
submetem-se a forcas de compressdo. Da mesma forma que nos coelhos e nos cies, este tenddo diferencia-se
em uma fibrocartilagem cujos aspectos estruturais foram descritos por EVANKO e VOGEL (1990). Estes
autores também investigaram os componentes proteoglicinicos deste tendio e demonstraram que tanto os
grandes quanto os pequenos proteoglicanos estdo presentes. Demonstraram ainda que um grupo de grandes
proteoglicanos esta presente ja na vida fetal e se mantém nos primeiros meses de vida, at€ que um novoe grupo
de grandes proteoglicanos sio depositados na matriz a partir do momento em que o animal comega a caminhar
e, portanto, o tendio é submetido a forgas mecamnicas caracteristicas do adulto. O pequeno proteoglicano
decorim foi identificado tanto na regido de tensdo quanto na regido de compressio. Além dele também o
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fibromodulim foi encontrado. E importante salientar que deste estudo foram delineados alguns aspectos tipicos
dos tenddes de adultos mas que sdo encontrados no feto, principalmente no que concerne ao arranjo dos feixes
de coldgeno, que ja sdo caracteristicos desta regido do tenddo mesmo embora as forcas de compressdo estejam
ausentes ou apenas supostamente presentes, indicando um cariter morfogenético na diferenciacio desta drea
do tendio.

Recentemente a suprapatela de ratos foi descrita como uma regido tendio reto femoral que também estd
sujeita a forgas de compressio (BENJAMIN et alii, 1991; RALPHS et alii, 1991; 1992). A suprapatela
corresponde a uma regido fibrocartilaginosa que se localiza imediatamente antes da insergdo do tenddo na
patela e que, devido 4 mudanga de dire¢io que o tendio sofre antes da inser¢do, recebe forgas de compressio
da extremidade femoral distal. Foram descritos alguns aspectos desta fibrocartilagem, como o seu desenvol-
vimento a partir de um grupo diferenciado de células ja presentes no animal recém nascido e que se desenvolve
em fibrocartilagem (BENJAMIN et alii, 1991), além da identificagdo de alguns dos componentes de sua matriz
extracelular (RALPHS et alli, 1991; 1992). Além disto um importante achado relacionado com este material
refere-se a determinacdo imunocitoquimica da presenca de filamentos intermedidrios de vimentina. Estes
filamentos intermedidrios, que jd haviam sido identificados nos tenddes de coelhos (MERRILLES & FLINT,
1980), foram sugeridos como marcadores para c€lulas de tecido conjuntivo que estdo sujeitas a forgas de
compressio (RALPHS et alii, 1991; BEMJAMIN M, comunicagio pessoal).

Estudos adicionais no tenddo calcanear de ratos (RUFAI et alii, 1992) demonstraram que na verdade
existe um gradiente de moficacdes que sido encontradas nos tenddes e que refletem a existéncia de forgas de
compressio com diferentes intensidades. Desta forma pode-se encontrar tecidos tipicamente fibrosos, com
deposigio de condroitim sulfato na matriz extracelular e de vimentina no citoplasma das células, como modelo
mais simples, que pode sofrer modificagdes adicionais até atingir o arranjo fibrocartilaginoso (BENJAMIN et
alii, 1991; RALPHS et alii, 1991; RALPHS et alii, 1992; RUFAI et alii, 1992).

As modificacoes sofridas por estas regides de diferentes tenddes, que em adicdo a funcdo de transmitir
as forcas geradas pelos miisculos suportam forcas de compressdo, refletem a capacidade das células em
reconhecer os sinais biomecinicos ¢ traduzi-los em alteragées metabolicas habeis em estabelecer novas
propriedades biomecinicas para o tecido (RETTERER, 1918a, 1918b; GILLARD et alii, 1979; MERRILLES
& FLINT, 1980; VOGEL et alii, 1986; VOGEL & KOOB, 1989).

ModificagGes biomecanicas desta natureza sado encontradas no tendio do miisculo plantaris longus de rés.
Nestes animais o movimento de extensdo da pata, exigido nos saltos e durante o nado, faz com que o tendao
submeta-se a forcas de compressio exercidas pela extremidade distal do osso formado pela fusio tibio-fibular.
Da mesma forma que os equivalentes dos mamiferos, estes tendGes exibem duas regiGes bem distintas,
relacionadas com transmissio das forcas de tensdo e com resisténcia as forgas de compressio.

Este sistema torna-se bastante interessante no que se refere a avaliacao do grau de conservacgio do tipo
de resposta da matriz extracelular de tenddes, em diferentes grupos sistematicos, a estimulos biomecinicos
semelhantes, tendo como modelo os tenddes flexores de mamiferos.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho ¢ descrever a organizacio do tendio do misculo plantaris longus de rds-touro
(Rana catesbeiana) que lhe permite suportar forcas de compressao, sem comprometimento da transmissio de
forcas de tensdo. Diferentes niveis organizacionais serio investigados através de andlises estruturais e
bioquimicas, buscando-se estabelecer correlagGes entre a composicio, a estrutura e a fisiologia do tenddo.

Com respeito a estrutura serd desenvolvido um estudo de parimetros anatdmicos, histolégicos,
histoquimicos e ultraestruturais das regides de tensio e de compressio. As mesmas regides serdo submetidas
auma série de andlises bioquimicas que permitam definir caracteristicas bisicas dos componentes colagénicos

e dos proteoglicanos.
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Materiais e métodos

Obtencao do material

Exemplares de 1d-touro, Rana catesbeiana, foram adquiridos de randrio comercial, localizado na cidade
de Artur Nogueira. Foram utilizados machos adultos em idade de abate, com 100 a 120 gramas. Os animais
foram sacrificados por decapitacio e espinhalados. Procedeu-se a dissecc¢do dos tendSes do misculo plantaris
longus (NOBLE, 1955) que foram imediatamente congelados quando destinados aos experimentos
bioquimicos ou fixados de diferentes formas quando destinados aos estudos morfoldgicos.

Andlises morfologicas
Fixacio e obtencio de cortes histologicos

Apés disseccio os tenddes foram fixados em solugio de paraformaldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M,
pH 7,4 adicionando-se glutaraldeido 25% na proporc¢io de 6:4 (v:v). O material foi entdo lavado em agua
destilada corrente e desidratado em série etandlica crescente. Seguindo um banho ripido em xilol P.A., os
tenddes foram diafanizados em 6leo de cedro e embebidos em Paraplast Plus Embedding Medium. Cortes
sagitais ou perpendiculares ao longo eixo do tendao foram preparados em micrétomo Reichert. A remocio da
resina de inclusdo foi efetuada por banhos em xilol (2x30 min.) e misturas de 4dlcool-xilol (1:1)(1h) e
metanol-cloroférmio (1:1) (2 a 24h).

Testes topoquimicos

Proteinas: Radicais eletropositivos totais foram investigados pelo uso dos corantes xylidine ponceau 3RS
0,1% a pH 1,7 (VIDAL, 1970), sirius red F3B 0,1% a pH 2,7 (VIDAL et alii, 1982) e pelo picrosirius (Sirius
red 0,1% em solugdo saturada de 4cido picrico)(SWEAT et alii, 1964).

Polissacarideos neutros e glicoproteinas: Foi utilizado o teste de PAS, com oxidagio pelo dcido
periédico 0,5% por 30 min. e tratamento pelo reativo de Schiff por 40 min. Este teste foi empregado apéds
tratamento por boroidreto de sédio 1% em dgua por 30 min., visando o bloqueio de aldeidos teciduais e mesmo
de residuos do fixador.

Glicosaminoglicanos acidos: Foram empregados o azul de toluidina 0,025% em tampio Mcllvaine em
pHs 2,5 4,0 e 0 azul de alcian aos pH 2,5 ¢ pH 1,0 (LISON, 1960; LEV & SPICER, 1964). Testes de metilacdo
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e de metilacdo seguida de saponificagio, acompanhados de coloragio pelo azul de alcian a pH 2,5 (LILLIE,
1958) foram utilizados para distin¢do entre glicosaminoglicanos sulfatados e carboxilados. Também o método
de concentracdo critica de eletrolitos, utilizando o azul de alcian e cloreto de magnésio em diferentes
concentragcdes foi empregado (SCOTT & DORLING, 1965).

O efeito de remocdo enzimdtica foi testado empregando-se hialuronidase testicular (Merck) 1% em salina
fisiolégica tamponada com fosfato (PBS) por 2 horas a 37°C.

Anisotropias opticas
Birrefringéncia e dicroismo linear foram investigados em microscopio de polarizacio Zeiss.
Microscopia Eletronica de Transmissio

Fragmentos de tecido obtidos das regides de tensdo e de compressdo foram fixados em glutaraldeido 2,5%
em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2. Esta etapa foi seguida por lavagens com o mesmo tampio e por tratamento
pelo dcido tinico 1% no mesmo tampéo por uma hora. Seguiram-se lavagens sucessivas antes da pés-fixacio
em tetroxido de Osmio 1% também no mesmo tampao. O material foi entdo desidratado em concentragées
crescentes de acetona, e deixado por uma noite em uma mistura de acetona e Epon 812 (1:1), sendo finalmente
incluidos em Epon 812. Cortes ultra-finos foram obtidos com navalha de diamante e corados com acetato de
uranila a 2% em 4gua e com citrato de chumbo a 0,2% em NaOH 0,1N (REYNOLDS, 1963).

Como variantes da fixacdo foram empregados o dcido tinico 1% e glutaraldeido 2,5% em tampéo de
Millonig, seguido de pés-fixacdo em tetroxido de dsmio, mantendo-se o procedimento de COTTA-PEREIRA
e colaboradores (1976a) e o vermelho de ruténio segundo LUFT (1971). Observac¢ies e micrografias foram
realizadas em Microscépio Eletronico de Transmissdo Phillips 301.

As andlises morfométricas foram efetuadas com auxilio de equipamento Kontron MOP Videoplan em
ampliagdes fotograficas de negativos obtidos na miicroscopia eletronica de transmissdo, com aumento final de
68.000X.

Microscopia Eletronica de Varredura

Logo ap6s a remogio, os tenddes foram congelados em nitrogénio liquido e fraturados em plano sagital,
mantendo-se o procedimento de MINNS & STEVEN (1977). As superficies expostas foram entdo fixadas em
solucio de paraformaldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4 ao qual adicionou-se glutaraldeido 25%
na propor¢io de 6:4 (v:v). O material foi entdo lavado em dgua destilada e desidratado em série etandlica
crescente. Para observacdo dos elementos celulares, os tenddes foram primeiro fixados como acima e s6 entio
fraturados. Alguns tenddes foram submetidos a tratamentos enzimdticos pela papaina (Merck) a 0,26% em
tampio fosfato S0mM, pH 6,5, contendo NaCl 0,9%, cisteina 0,08% e EDTA 0,9% por 2 horas a 37°Cou pela
hialuronidase testicular (Serva/Merck) a 1% em salina fisiolégica tamponada (PBS) por 45 minutos a 37°C,
logo ap6s a fratura e antes da fixagdo. Apds o tratamento enzimatico o material foi lavado com tampao fosfato
0,1M, pH 7,4 e entdo fixado como acima.
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Parte do material foi fraturado e fixado imediatamente na mistura de paraformol-glutaraldeido preparada
como acima contendo vermelho de ruténio a 1500 ppm por uma noite a 4°C. Alguns tenddes foram também
tratados pela papaina da mesma forma descrita acima, antes do tratamento pelo vermelho de ruténio.

Ap6s fixagao o material foi lavado com dgua destilada, desidratado em série etanélica crescente e tratado
por etanol P.A. por pelo menos 1 hora. Seguiu-se o procedimento de secagem ao ponto critico e vaporizacio
com ouro em atmosfera de argénio. As observacOes foram efetuadas em microscépio eletronico de varredura
JEOL T300, com 20 kV de aceleracio de voltagem. Micrografias foram obtidas com o emprego de filme
Neopan 100 ASA, 120mm.

Andlises Bioquimicas

Determinac&o do contetido em agua

Fragmentos da regiio de tensdo e da regido de compressdo foram imersos em acetona por 24 horas e entdo
deixados secar por 48-72h. O contetido em dgua foi determinado pela razio entre o peso seco e o peso do
material fresco utilizado.

Caracterizacio dos proteoglicanos
Extraciao

Fragmentos de ambas as regides do tenddo foram extraidos com 10-12 volumes de cloreto de guanidina
(Gu-HC1) 4M em tampio acetato 50 mM, pH 6,0, contendo EDTA 20mM e PMSF 1mM, como inibidores de
proteases enddOgenas, por 48 horas sob agitagdo a 4°C. O material nio solubilizado foi removido por
centrifugacio a 15.000 rpm em rotor Beckman JA20. Este procedimento solubiliza mais de 95% da materia
seca do tenddo.

Quantificacao de glicosaminoglicanos

Fragmentos de tecido foram tratados com acetona por 24 horas e deixados secar ao ar por 24-48 horas.
Um miligrama de tecido seco foi incubado em 1m1 de tampio acetato 0,1M, pH 5,5 contendo 1 mg de papaina,
EDTA 5mM e cisteina 5mM, de acordo com HARAB & MOURAO (1989) por 24 horas a 37°C. O material
foi centrifugado por 10 minutos a 1000xg, o sobrenadante foi recolhido e ao precipitado foi adicionado mais
1ml da solugido de papaina. Apés 24 horas adicionais de digestdo a 37°C o material foi novamente centrifugado
¢ 0 sobrenadante reunido com aquele obtido anteriormente. Os glicosaminoglicanos foram entio precipitados
com 2 volumes de etanol P.A. gelado e entdo deixados por 24 horas a -20°C. O precipitado foi recolhido por
centrifugaciio e diluido em 1ml de dgua destilada. Aliqgiiotas desta solu¢io foram submetidas ao teste do
carbazol segundo DISCHE (1947). Resumidamente o volume das aligiiotas contendo os glicosaminoglicanos
foi acertado para 0,5ml com 4gua e de 3ml de dcido sulfiirico concentrado foram adicionados. Ferveu-se a
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mistura por 20 minutos. Apdés amostras terem sido resfriadas em dgua corrente foram adicionados 100 ul de
solucio de carbazol (1mg/ml em solugdo de acetona a 4% em etanol). Apés 2 horas determinou-se a absorbancia
da solucdo final em 530nm. Os padrdes empregados continham de 10 a 100 ug de condroitino sulfato (mistura
de isdmeros, Sigma).

Cromatografia de troca anionica - DEAE-celulose

O material extraido por Gu-HCI foi dialisado contra uréia 7M em tampdo acetato 50mM, pH 6,0, e
submetido a cromatografia de troca aniénica em DEAE-Servacel (15 ml de volume total). A aplicacio do
material foi feita segundo a relagiio de cerca de 1mg de dcido urdnico por 10 ml de coluna. O material nio
ligado foi removido por lavagem com o tampdo contendo uréia (3 volumes da coluna), enquanto o material
ligado & coluna foi eluido com gradiente de NaCl (EVANKO & VOGEL, 1990) de 0 a 1M no mesmo tampdo.
Aliqiiotas de 2.0ml foram coletadas. O fluxo da coluna foi de 0,5ml/min..

Eletroforese em gel de agarose-acrilamida

Os glicosaminoglicanos solubilizados por tratamento pela papaina e os proteoglicanos extraidos por
Gu-HCl foram submetidos a eletroforese em gel de agarose(0,6%)-acrilamida (1,2%) (MCDEVITT & MUIR,
1972), adaptado para o sistema em placas da forma descrita por MCDEVITT (1990).

Filtragio em gel de Sepharose CL4B

O material extraido por Gu-HCl 4M de cada regido do tenddo foi submetido a filtracio em gel de
Sepharose CL-4B equilibrada com Gu-HCI 4M em tampio acetato 50mM, pH 6,0. As dimensdes da coluna
foram de 0,6X50cm e a eluigio foi efetuada com Gu-HCI 4M, com fluxo de 12ml/hora (EVANKO & VOGEL,
1990). Aliqiiotas de 2ml foram coletadas e analisadas quanto a absor¢do em 280nm. O volume morto da coluna
foi determinado com azul de dextrana (2.000; Sigma) em corrida prévia, onde 200 ug de dextrana foi dissolvida
em 200 ul do tampio contendo Gu-HCl e submetido 2 filtracio nas mesmas condigGes descritas acima.

Ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de césio

Fragmentos de ambas as regiées do tenddo foram extraidos com 12 volumes de Gu-HCl 4M como acima.
Ap6s remogdo do residuo insolivel por centrifugagdo adicionou-se CsCl na proporgdo de 0,35g por grama de
sobrenadante (VOGEL & HEINEGARD, 1985; HEINEGARD & SOMMARIN, 1987b). O material foi entio
submetido a ultracentrifugacio em rotor 80Ti (Beckman), a 34.000 rpm por 62 horas a 15°C. Apés
centrifugacio o material foi dividido em quatro fragées (D1-D4) cuidadosamente separadas por aspiragdo com
uma seringa. A densidade das fracbes obtidas foi determinada gravimetricamente. As fragdes foram analisadas
quanto a absorbdncia em 235 e 280nm, contetddo em dcido urdnico pelo método de DISCHE (1947) e de
proteinas pelo método de BRADFORD (1976), e submetidas a eletroforese em gel preparado com gradiente
de poliacrilamida de 3 a 15% ou em gel de agarose-acrilamida da forma descrita acima.



Caracterizacao do material colagénico
Extracio e purificacio de coligenos

Aextragdo de coldgenos foilevada a efeito por incubacio de fragmentos de tecido de cada uma das regides
do tendio com pepsina 1% em 4cido acético 0,5M por 20 horas a 4°C sob agitacio, apds a extracdo dos
proteoglicanos com Gu-HCl 4M como acima. Como este procedimento resultou em fragmentagdo das
moléculas de colageno, procedeu-se com a incubagdo com pepsina nas mesmas condicdes como acima, sem
o tratamento prévio por Gu-HCI. O material solubilizado foi submetido a precipitagdo diferencial por NaCl
em diferentes concentragdes (0,9M, 1,0M, 1,2M e 2,0M) em dcido acético 0,5M, através de didlise contra um
grande volume de solugdo na concentragio desejada, segudo o procedimento descrito por MILLER &
RHODES (1982). Alternativamente o material extraido em meio 4dcido foi dialisado contra NaCl 1M em
tampdo Tris-HC1 50mM, pH 7,5 e entdo submetido a precipitagio diferencial (MILLER & RHODES, 1982,
MILLER, 1984). O material precipitado em cada concentracdo foi entio recolhido por centrifugacdo a 20.000
rpm em rotor Beckman JA-20 por 25 minutos a 4°C e resuspenso em 100 a 200 ul de dcido acético 0,2M. Os
diferentes materiais obtidos foram submetidos a eletroforese em poliacrilamida em presenca de SDS, em gel
preparado a 6% ou com gradiente de concentracdo de 3-15% e revelados pela prata ou corados pelo Coomassie
Blue R250. O teste do PAS foi aplicado aos géis apos eletroforese para a identificacdio de carboidratos
associados aos polipeptideos (GERARD, 1990).

Cromatografia de troca cationica - CM-celulose

Coldgeno tipo I obtido de pele de 1d pelo procedimento acima foi submetido a cromatografia de troca
catiénica (MILILER & RHODES, 1982). O material foi dialisado contra tampdo acetato de sédio 0,06M, pH
4,8 e aplicado em coluna contendo 10ml de resina (CM-Servacel), previamente equilibrada com o mesmo
tampdo. Todo o procedimento € realizado a 43°C e o material a ser aplicado € previamente denaturado
mantendo-o a 43°C por 15 minutos. Aps a aplicacio da amostra (cerca de 5 mg), a coluna € lavada com 4-5
volumes de tampdo de aplicagio e eluido com gradiente de NaCl de 0,025 a 0,1M. O volume total do gradiente
foi de 100ml. O gradiente utilizado foi estabelecido experimentalmente, visando uma melhor distingdo dos
picos resolvidos pela cromatografia. As fracbes obtidas foram analisadas quanto a absorbincia a 221nm e
aligiiotas foram precipitadas com 5-10 volumes de etanol PA, dissolvidas em tampao de amostra proprio para
material colagénico (MILLER & RHODES, 1982) e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%
em presenca de SDS.

Procedimento de eletroeluicio das cadeias de coligeno 1

Ap6s purificagio do coligeno I por precipitacio com NaCl 1.5M em salina neutra, as suas cadeias alfa
foram obtidas port eletroelui¢io, segundo o protocolo de HARRINGTON (1990). Resumidamente, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% em presenca de SDS e em condi¢es redutoras
obtidas pela adi¢do de 2-mercaptoetanol a 0,5% no tampdo de amostra, coradas pelo Coomassie Blue (0,1%
em solugio de metanol 40% e dcido acético 10% em dgua) por cerca de 30 minutos e descoradas rapidamente
na mesma solugdo acima sem o corante. As bandas de interesse sio entdo recortadas do gel e colocadas em
tubos de eletroforese vertical vedados por fragmentos de sacos de didlise nas duas extremidades e adaptados
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a sistema de eletroforese em disco. Os polipeptideos sio entio removidos do gel por eletroforese (4mA por
tubo). Apds eletroeluicio, os fragmentos de gel sdo removidos e os polipeptideos sdo entdo precipitados por
etanol (5-10 volumes). Pequenas fracdes dos materiais obtidos foram submetidas a nova eletroforese revelada
pela prata para verificacio da sua pureza.

Andlise de aminoacidos

Anilises de aminoécidos foram efetuadas em sistema Pico-Tag Waters. As amostras foram hidrolisadas
por 24 horas a 105°C por vapores de HCl em atmosfera de N2. O material hidrolisado foi entdo lavado com
20 ml de solugdo de metanol:dgua:trietilamina (2:2:1) (v:v:v), submetido a secagem a vicuo. A solugio de
derivatizacio foi preparada a fresco e consitiu de metanol:trietilamina:dgua:fenilisotiocianato na proprogao
de 7:1:1:1 (v:v:v:v), sendo que 20 ul foram aplicados a cada amostra. A reacio prosseguiu por 30 minuto a
temperatura ambiente. O material foi novamente seco a vicuo para a completa remogdo do fenilisotiocianato.
Cada amostra foi dissolvida em 50 ul de solugdo de 5% acetonitrila em fosfato de sédio 0,4M titulado por
icido fosfoérico 10% até pH 7,4. Os derivados de feniltiocarbamil (PTC) dos aminodcido foram aplicados no
analisador e separados por HPLC com coluna C18/uBondapack em cromatografia de fase reversa, com um
gradiente linear de 20,5 minutos de 0 a 100% de acetonitrila a 60%. Os derivados PTC-aminoécidos sdo
detectados a 254 nm a niveis de 1 picomol.

Foram utilizados padrdes de aminoécidos, inclusive de hidroxiprolina. A identificagio e quantificacio de
cada aminodcido foram feitas por comparagio com uma correida padrdo de PTC-aminoacidos. O tempo de
retencio da hidroxilisina foi determinado por exclusdo apés adi¢io de hidroxiprolina aos aminoacidos padrdes.
Para o cilculo do conteddo absoluto de aminodcidos foram empregados os valores obtidos com a prolina e
com a lisina para a hidroxiprolina e para a hidroxilisina, respectivamente.



Resultados

Aspectos Anatomicos

O tenddo do musculo plantaris longus empregado neste estudo € similar anatomicamente aos tenddes de
mamiferos e representam, ao menos a principio, o mesmo modelo biomecanico. Estes tenddes passam sob
uma extremidade Gssea ou articulagio em seu trajeto do misculo até a sua insergdo. No local especifico de
curvatura, eles recebem forgas de compressdo durante o movimento da pata. No caso dos bovinos ¢ de cies,
o tendéo flexor digital profundo contoma os ossos sesamdides da articulacio metatarsofalangeal, enquanto o
tenddo contorna a articulagiio tibial distal. Na 1i sdo observados alguns aspectos peculiares, como a fusdo da
tibia ¢ da fibula, constituindo um osso tinico, € 0 alongamento dos 0ssos tibial e fibular, que chegam a constituir
um segmento adicional (ROMER, 1970). Os ossiculos dos dedos também sio bastante alongados. A
movimentacio dos dedos é bastante restrita face i existéncia de uma membrana interdigital. Além disso, a
flexdo dos dedos € realizada pelo préprio tenddo do misculo plantaris longus que se divide e extende-se a cada
um deles. Este arranjo faz com que a pata funcione como um todo, em especial nos saltos e durante o nado.
Este tenddo sofre uma mudanca brusca de diregdo para inserit-se na pata. Na regido em que o tendio muda de
d1regao ele submete-se as forcas de compressdo exercidas pela extremidade distal do osso tibio-fibular (Fig.
1). A maior parte do tenddo estd recoberta por uma
cdpsula sinovial que delimita o espaco sinovial.
Esta cdpsula ¢ resistente e esbranquicada e atua
mantendo o tenddo fixo na posigio, embora per-
mitindo o seu deslizamento durante a
movimentacio da pata.

Fig. 1 - Aspectos anatémicos das patas de ras

Nesta figura salienta-se a posicdo ocupada pelo
tenddo (seta) do miisculo plantaris longus (pl),
que foi empregado neste estudo. TF - Tibia e
fibula; tf - ossos tibiale e fibulare. Barra = lcm.




Acregifo do tendido que recebe as forcas de compressio exibe um espessamento. Cerca de 3/4 desta regido
espessada sofre modificagdes que a fazem lembrar de alguma forma uma estrutura cartilaginosa, quer seja por
sua cor e resisténcia ao toque (ou mesmo por seus aspectos histoquimicos tratados a seguir). Embora
imediatamente reconhecida como uma regiio do tendio que se modifica frente & existéncia de forcas mecinicas
distintas, ¢ que se assemelha em muitos aspectos aos seus equivalentes em mamiferos, este tenddo diferencia-se
deles j4 a nivel anatémico, sendo que a principal diferenca estd na formagio de uma sali€ncia desenvolvida,
com margens bem definidas, ao contririo dos tenddes flexores de mamiferos que apesar de também se
espessarem, o fazem gradual e menos proeminente, assumindo um aspecto lenticular.

Aspectos Histolégicos

A porgio do tendio que recebe forgas de compressio apresenta duas regides diferenciadas (Figs. 2-5). A
primeira, com aspecto tipico de tenddo e que se designari simplificadamente de regido de tensdo € a responsavel
pela transmissdo da for¢ca muscular que movimenta a pata nos saltos e durante o nado. Como na maioria dos
tenddes, esta regido é composta por feixes espessos alinhados entre si. Suas células sdo alongadas, com aspectos
tipicos de fibroblastos (Fig. 2) e localizam-se entre os feixes, acompanhando sua diregao. Sua periferia €
diferenciada num paratenon visceral, onde os feixes de coldgeno sdo mais finos e arranjados de outra maneira.
A segunda regido, que se articula com a extremidade §ssea e recebe as forcas de compressio, exibe uma
organiza¢io complexa de feixes e fibras associados com material de aspecto ndo fibrilar. Indmeros feixes sio
encontrados em continuidade com a regido de tensdo e dispondo-se perpendicularmente a ela (Figs. 4-5). Estes
sdo os feixes mais espessos encontrados na regiio de compressdo e, quando penetram nela, assumem aspecto
torcido ou ondulado. Entretanto, a maioria dos feixe s desta regido sio bem mais delgados que aqueles da regido
de tensdo e sdo encontrados ao lado de inimeras fibras extremamente finas e livres. Este conjunto de feixes
primérios e de fibras finas forma uma trama tridime nsional sem qualquer indicio de organizagdo mais definida
ou regular. Em algumas zonas desta regido observa-se uma organizacio ligeiramente semelhante a cartilagem
fibrosa (Fig. 10). As células da regido de compresséo sio arredondadas, com citoplasma abundante e nicleo
esférico, organizando-se em grupos entre os feixes mais espessos (Figs. 3, 6 e 7). Na regido em que se observa
uma predomindncia de elementos fibrosos, as células sio mais alongadas e mais parecidas com fibroblastos.
Na superficie dos feixes da regido de compressio pode-se observar a deposi¢io de material corado pela
hematoxilina (Fig. 3). Além disto, a matriz da regiio de compressdo apresenta intensa basofilia, o que indica
a presenca de grande quantidade de glicosaminoglicanos (Fig. 8). Existe ainda uma regido de transi¢io onde
os feixes de coldgeno ainda estdo alinhados mas com aspectos distintos. Nesta regido ja existe uma ligeira
deposigio de glicosaminoglicanos entre os feixes e as células ndo sdo mais tdo alongadas (Figs. 4 e 5) e
acumulam grinulos metacromdticos no citoplasma.

Aobservacgiio de cortes transversais do tenddo demonstrou a existéncia de um arranjo aparenterne nte mais
organizado dos componentes fibrosos (Figs. 8 ¢ 9), o que ndo foi identificado nos cortes sagitais. Foi verificado
que a regido de compressio € praticamente envolvida pela regido de tensdo e que existe um conjunto de feixes
de coldgeno que atravessa a regido de compressdo (Fig. 8).



Fig. 2 e 3 - Corte histolégico de tendao de ri corado pela hematoxilina-eosina.

AFig. 2 mostra aspectos tipicos dos fibroblastos da regido de tensdo. As células alinham-se com os feixes de colidgeno
que praticamente nio se coram. A Fig. 3 exibe aspecto tipico da regido de compressio, composta por feixes pouco
compactos entre os quais encontram-se células arredondadas, com citoplasma abundante e nicleo aparentemente
condensado. Em alguns pontos observa ~-se a deposicio de material corado pela hematoxilina na superficie dos feixes
(seta). Fig. 2, Barra = 10 um,; Fig. 3, Barra = 20 pm.

Figs. 4-7 - Corte histolégico de tendao de ra submetido a coloraciio pelo tricromio de Masson.

As Figs. 4 ¢ 5 mostram aspectos das regides de tensdo e de compressio do tenddo. Os feixes de coldgeno de ambas
as regioes coram-se da mesma cor (vermelha), a excegdo das fibrilas mais finas da regido de compressio que exibem
coloracio distinta (verde). E também aparente que alguns dos feixes da regido de compressao originam-se na regiao
de tensdo e que, ao deixarem esta Gltima eles assumem trajeto sinuoso e estdo dispersos numa matriz nio fibrosa.
As Figs. 6 ¢ 7 sdo detalhes da regido de compressdo, onde € observado um feixe de aspecto ondulado. As células

possuem citoplasma ligeiramente corado e, algumas vezes, granulagdes citoplasmaticas (seta). Figs. 4 ¢ 5, Barras
= 100 um. Figs. 6 e 7, Barras = 10 pm.



Figs. 8 ¢ 9 . Corte transversal na posic¢io mediana de tenddo de ré, corado pela azul de toluidina a pH4,0.

No cotte transversal da Fig. 8 observa-se que a regido de tensao (T) praticamente envolve a regido de compressio (C),
que é muito mais basofilica. Neste corte observa-se a predominincia de componentes fibrosos dispostos paralelamente
entre si e transversalmente com relag@o ao longo eixo do tenddo, fazendo a ligago entre as extremidades da regido de
tensdo. Nota-se ainda que o paratenon visceral apresenta fibras paralelas ao plano de corte, i.e. perpendiculares ao
longo eixo do tenddo. A Fig. 9 corresponde ao mesmo corte da Fig. 8, agora observado a microscopia de polarizagio.
Além de ser salientada a direcio dos componentes fibrosos, nota-se também que alguns destes elementos t€m origem
no paratenon visceral (setas). Figs. 8 e 9, Barras = 500 yum.

Figs. 10-12 - Detalhes de um corte transversal do tendéo de ri, corado pelo azul de toluidina a pH4,0.

A Fig. 10 mostra a existéncia de uma drea mais fibrosa ao lado de uma drea com células semelhantes a condrécitos.
Observa-se a deposi¢do de material basofilico entre os feixes de coldgeno, em especial na suas superficies. As células
associadas A regido mais fibrosa t€m aspectos semelhantes a fibroblastos. A Fig. 11 exibe um detalhe da porcio fibrosa
da regido de compressdo, destacando o aspecto pouco compacto dos feixes, bem como a ondulagio tipica que
apresentam nesta regido. Na Fig. 12 observa-se que alguns dos elementos fibrosos que atravessam a regido de tensdo

e inserem-se na regiao de compressdo tém origem no paratenon visceral. Figs. 10-12, Barras = 50 um.
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Histoquimica

Intensas respostas ao xylidine ponceau (Fig. 15-17), ao sirius red e ao picrosirius foram verificadas na
regido de tensdo. Feixes espessos e fibras dispersas da regido de compressio sio reativos a0s mesmos corantes
(Figs. 13,18-22). Algumas zonas de coloragio moderada, aparentemente de cardter ndo fibrilar sio iden-
tificadas entre os feixes da regido de compressdo. Feixes, fibras e este material nio fibrilar coram-se pelo sirius
red (Fig. 21). A resposta ao picrosirius € distinta, sendo que os feixes e fibras coram-se em vermelho enquanto
o material nio fibrilar apresenta coloracio amarela, nio sendo aparente na figura em preto e branco (Fig. 22).
Ap6s coloragcdo pelos corantes acima, o material apresenta incremento na intensidade de birrefrigéncia e
passam a exibir dicroismo linear, que sio parimetros associados a ordenagdo molecular do substrato, capaz
de induzir a deposigio ordenada das moléculas do corante. A regido de tensdo assemelha-se aos tenddes tipicos
no que se refere a estas anisotropias.

A observacio de cortes tranversais do tenddo demonstrou a existéncia de um arranjo aparentemente mais
organizado dos componentes fibrilares (Figs. 8 e 9), o que nio foi identificado no corte sagital. Foi veriticado
que a regido de compressio € praticamente envolvida pela regido de tensdo e que existe um conjunto de feixes
de coldgeno que atravessa a regido de compressio, unindo duas extremidades da regido de compressio (Fig.
8).

A regido de tensdo cora-se fracamente pelo PAS. O mesmo padrio é apresentado pelos feixes da regido
de compressio. Além disto, uma intensa reatividade foi observada em material intimamente associado a
superficie dos feixes e fibras nesta regido. Também o paratenon justaposto a regido de compressio exibe alta
reatividade ao PAS.

Ap6s tratamento pelo azul de alcian verificou-se intensa coloragdo da regido de compressio, em especial
junto a superficie dos feixes e em material disperso entre eles (Fig. 23). Ndo foram notadas diferencas de
coloragao entre os pH 2,5 e pH 1,0. Reacdes de metilagio e de metilagdo seguida de saponificagio resultaram
em perda de reatividade ao azul de alcian, sugerindo que a coloragio observada na regido de compressio
deve-se principalmente a presenga de glicosaminoglicanos sulfatados.

As respostas i coloracdo pelo azul de toluidina seguindo varia¢Ges de pH sdo mostradas nas Figuras 8,
10 e 24-29. Adicionalmente, os tratamentos pela hialuronidase testicular e pela papaina removem toda a
reatividade ao azul de toluidina aos pH 4,0 ¢ pH 2,5, exceto pela presenca de granulos citoplasmadticos, corados
metacromaticamente em células na vizinhanga do tendido (provaveis mastécitos) e pela coloracio dos nicleos,
que também ndo se altera. A coloragdo pelo azul de alcian no sistema azul de alcian/MgZ+ ¢é praticamente
inalterada nas concentragdes menores de Mg""L e abolida na concentragio de 0,9M, sugerindo mais uma vez
a natureza sulfatada dos glicosaminoglicanos da regido de compressio.

Anisotropias Opticas

Observacbes a4 microscopia de polarizacio revelaram a distribuicio preferencial dos componentes
fibrilares observados em corte tranversal do tendao (Fig. 9). Além disto, esta microscopia também mostrou
que as fibras que estdo preferencialmente alinhadas no corte tranversal possuem trajeto sinuoso e aspectos de
desagregacio (Fig. 11), e que estas mesmas fibras originam-se no paratenon visceral e atravessam a regido de
tensdo (onde se dispdem perpendicularmente as fibras principais) antes de atingirem a regido de compressao

(Fig. 12).
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Figs. 13-20 - Cortes histologicos de tendio de rd, corados pelo Xylidine Ponceau a pH 2.5.

AFig. 13 exibe aspectos gerais da regido de compressio do tenddo, cujos feixes de coldgeno identificados pela coloragao formam
um rendilhado. AFig. 14 corresponde a imagem obtida a microscopia de polarizagio da mesma regido mostrada na figura anterior,
onde salienta-se uma ligeira organiza¢ao dos feixes da regiio de compressio, de modo perpendicular aos feixes da regiao de
tensdo. Figs. 13 ¢ 14, Barras = 200 um. As figuras 15 a 17 sdo detalhes da regido de tensdo observada ao microscopio de
polarizagao. Apb6s coloragio, a birrefringéncia observada ¢ mais intensa (15). Apds coloragiio o material exibe dicroismo linear
extrinseco positivo bastante intenso, detectado pelo posicionamento do material paralela (16) e perpendicularmente (17) a0 eixo
de propagagao da luz polarizada. As figuras 18-20 sdo detalhes da regido de compressio, observada ao microscépio de
polarizagéo. Apesar de contorcidos € pouco compactos 0s feixes da regido de compressio ainda exibem birrefringéncia (18)¢e

dicrofsmo linear extrinseco positivo (Fig. 19 - absorgio paralela; Fig. 20 - absorgao perpendicular ao plano de propagacio da
luz polarizada). Figs. 15-20, Barras = 20 um.

Fig. 21 - Aspecto da regido de compressio em corte histolégico de tendio de ré corado pelo sirius red.

Apbs coloragio pelo sirius red, os feixes da regido de compressao coram-se intensamente vermelhos. Além disto observa-se que
entre os feixes existe ainda um material aparentemente ndo fibrilar que também cora-se em vermelho. Barra = 20 um.

Fig. 22 - Aspecto da regido de compressio em corte histolégico de tenddo de ra corado pelo picrosirius.

A coloragio pelo picrosirius salienta os feixes da regido de compressio, corados em vermelho-alaranjado, e o material
aparentemente 1ao fibrilar corado em amarelo (néo aparente na fotografia). Barra = 20 um.



Fig. 23 - Aspecto da regiao de compressio em um corte histolégico de tendao de ra apés coloragéo pelo azul de alcian ¢

pH2,5.
O azul de alcian revela a existéncia de material basofilico que acumula-se na superficie dos feixes de coldgeno e de um materia
aparentemente nio fibrilar e fracamente corado, disperso entre eles. Barra = 50 pm.

Figs. 24-29 - Aspectos de cortes histolégicos de tendao de ra corados pelo azul de toluidina.

Na Fig. 24 pode-se comparar a coloracio exibida pelas regides de tensdo e de compressdo do tenddo, apés tratamento pelo azu
de toluidina a pH2,5. Salienta-se 0 actimulo de material basofilico na regido de compressio e a virtual auséncia de coloracio d
regido de tensdo. Barra = 100 um. A Fig. 25 mostra um aspecto da regido de compressio apos coloragio pelo azul de toluidina
pH 4,0. A coloracio de componentes da matriz ¢ salientada, em especial do material associado as superficies dos feixes e d
material aparentemente ndo fibrilar. Nestas condigoes, o citoplasma das células exibe uma fraca coloragio. Barra = 50 pm. A
Figs. 26 € 27 mostram aspectos da coloracio pelo azul de toluidina  luz ordindria e a0 microscépio de polarizagdo, respectivameni
Nota-se que o material associado aos feixes exibe birrefringéncia (setas) e que, também o material aparentemente nio fibrik
apresenta birrefringéncia, atestando umna distribuigio preferencial dos componentes que se coram pelo azul de toluidina, ou sej
os glicosaminoglicanos. Barras = 50 wm. As Figs. 28 e 29 sdo detalhes das duas figuras anteriores, salientando-se o cardcter fibrili
do material basofilico encontrado entre os feixes de coldgeno (setas). Barras = 20 pm.



Tabela 11. Parimctros de "crimp”
das trés diferentes drcas da regido de
tensfio na por¢do mediana do tenddio de
rii, apontadas na Fig. 30.

Esquema I - Representagiio gréfica de lo e de ¢o,
que sdo os parametros de "crimp" que foram deter-
minados a partir da Fig. 30

Zona 210 (1um) o
I 43 12-15° N
1I 36 19-20° i
I 12 22-24° —_—
lo

A regidio de tensdo do tenddio apresenta aspectos tipicos dos tenddes em geral. Além de intensa
birrefrigéneia, a regifio de tenslio exibe pelo menos s drcas distintas com relagio ao padrdo de "crimp” (Fig.
30). considerando-se a porgiio mediana do tendfio. Nestas s regioes os padrdes de crimp foram caracterizados
scgundo os parimetros de 2lo ¢ ¢o (Esquema | e Tabela 11). Embora esteja sendo considerado o padriio de
"crimp” da regifio de tensdio apenas na porgio mediana do tendiio, cumpre ressaltar que o padriio de "crimp"
¢ mais complexo, apresentando variagses ao longo do tendiio. Na regifio de compressio as fibras mais espessas
exibem birrefrigdncia nfio tio homogénea como aobservada na regido de tensiio (Fig. 18). Este mesmo material
exibe um padriio distinto de crimp (Fig. 30), com valores de 2le=3.6um ¢ ¢0 = 27°. Neste caso o crilnp
aproxima-se de uma cstrutura em zig-zag.

o

Anisotropias do Material Corado

Conforme ji mencionado, os feixes de coldgeno das regides de tensiio e de compressdo do tenddo exibem
incrementos da birrefringéncia apds coloragio com os corantes azdicos empregados. Isto revela a ligagdo
ordenada dos corantes aos sitios de ligagiio que devem apresentar distribuigiio ordenada ao longo das moléculas
em que estdio presentes. Além disto a birrefringEncia do material corado exibe cores andmalas de interferéncia,
que revelam certa heterogencidade no cstado de agregagiio dos componentes identificados pela coloragdo. O
dicroismo linear detectado (Figs. 16 ¢ 17) também revela a ordenagfio da disposi¢io dos componentes
colagénicos capazes de reagir com o corante.

Por outro lado, a observagio dos cortes corados com o azul de alcian ou com o azul de toluidina revelou
que nio s6 os componentes basofilicos associados & superficic dos feixes, mas também o material aparente-
mente nito fibrilar, possuem ordem molecular. Principalinente estes Gltimos, que carecem da associagdio com
colageno, também exibem cardcter finamente fibrilar e orientado.

30



Fig. 30 - Aspecto de um corte histolégico nao corado de tendiio de ra, observado i microscopia de
polarizagio, em posicao de extincao.

Quando o material é posicionado paralelamente a um dos filtros polarizadores, o material encontra-se em
posicio de extingdo. Nesta condi¢do pode-se observar a extrutura em "crimp" da regido de tensdo do tendio.
Podem-se distiguir trés zonas distintas ( 1, II e HI) dentro da regiﬁo de tensdo, caracterizadas por diferentes
padroes de *crimp”, cujos parimetros sdo mostrados na Tabela L. E visivel que a extensio das faixas brilhantes
e escuras € maiOT nas zonas mais distantes da regido de compressdo. Nesta iltima pode-se observar a estrutura
em "crimp” de alguns de seus feixes. Neste caso a estrutura aproxima-se de um zig-zag. Barra = 50um.
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Aspectos da Organizacio ao Nivel Ultraestruturs::

A regido de compressdo possui diferentes tipos celulares. A anélise histolégica ja havia demonstrado a
existéncia de células semelhantes a fibroblastos nas proximidades dos feixes da regido de compressio. A
microscopia eletrOnica, estas células apresentam aspectos tipicos de fibroblastos com citoplasma bastante
reduzido, onde predominam elementos do reticulo endoplasmatico granular (Fig. 31) e estdo intimamente
associadas aos feixes de colageno. Como os fibroblastos, estas células emitem prolongamentos que se estendem
por entre as fibras de coligeno e mesmo dentro delas. Destas células fibrobldsticas até as células arredondadas
tipicas da regido de compressio, existe um gradual aumento do volume citoplasmdtico, com actimulo de
quantidades crescentes de filamentos intermedidrios (Figs. 32 e 33). As células arredondadas observadas na
anslise histoldgica tém aspecto discéide, com superficie relativamente lisa e com poucas figuras indicativas
da associagio com elementos da matriz extracelular, quando observadas a microscopia eletrénica de varredura
(Fig. 34). A microscopia eletronica de transmissdo, estas células mostram citoplasma abundante, preenchido
com filamentos do tipo intermedidrio (Fig. 35). Maiores aumentos mostraram que estes filamentos nio sio
lisos, mas apresentam decoragdo lateral (Fig. 38). Microtibulos sio apenas ocasionalmente encontrados,
geralmente préximos a superficie celular. Os elementos do reticulo endoplasmdtico exibem cisternas ligeira-
mente dilatadas (Fig. 36) e ficam dispersos, as vezes restritos a periferia do niicleo ou entio reunidos numa
pequena regido citoplasmatica (Fig. 35). As mitocondrias sio escassas e geralmente com a matriz mitocondrial
pouco evidente. Sio observadas algumas goticulas de lipidios e pequenos grinulos de glicogénio. O nicleo
celular caracteriza-se pelo actmulo de cromatina condensada junto ao envelope nuclear, circundando uma
pequena quantidade de cromatina frouxa central. Raramente consegue-se distinguir o nucléolo em associagio
com a cromatina condensada. Os complexos de poro sio relativamente escassos, enquanto a ldmina nuclear é
proeminente pela infensa eletrodensidade (Figs. 33, 35, 37 e 40). O envoltorio nuclear delimita um espago
perinuclear ligeiramente dilatado e possui grande quantidade de ribossomos associados i sua superficie externa
(Figs. 33, 35, 37 ¢ 40)

O complexo de Golgi apresenta-se atipico, constituindo-se de um aglomerado de vesiculas e cisternas
(Figs. 35, 37), sem o clissico arranjo de cisternas empilhadas associadas a vesiculas. Uma infinidade de
grinulos estdo associados a face interna da membrana plasmatica. Figuras tipicas de processos endocitdticos
sio distinguidas, algumas sendo vesiculas recobertas (Figs. 38-40). J4 os grinulos de secregio sio diversos,
alguns com contetido finamente fibrilar (Figs. 37, 39, 40) ou denso. Estranhamente, alguns dos grinulos de
secrecdo apresentam ribossomos aderidos a sua superficie, mesmo quando os grinulos ji estavam fundidos
com a membrana plasmaitica (Fig. 39). A superficie celular nio mostra qualquer tipo mais proeminente de
associagio com componentes da matriz extracelular.

As células da regido de tensdo sio fibroblastos tipicos, ocupando espagos reduzidos entre as fibras de
coldgeno e emitindo prolongamentos que se estendem por entre elas (Fig. 41). A microscopia eletronica de
varredura de superficies do tenddo expostas por fraturas apds a fixagio mostrou que estas células sdo alongadas
e exibem uma infinidade de projecGes na forma de filopédios (Fig. 42) ou de expansoes (Fig. 43). Estes
fibroblastos encontram-se dispostos entre fibras compostas por fibrilas paralelas entre si em direcdo coinci-
dente com o longo eixo do tenddo (Fig. 41). O arranjo paralelo das fibras e de suas fibrilas pode ser verificado
nas superficies de fratura observadas a microscopia eletronica de varmredura (Figs. 44-46). Pode-se ainda
observar que as fibrilas sdo as vezes ligeiramente torcidas dentro de uma mesma fibra, 4 maneira de uma corda.
Sio observadas ainda fibrilas que possuem comportamento diferente da maioria, adotando direcdo diferente
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Figs. 31-34 - Aspectos ultraestrua turais de células da regido de compressao.

A Fig. 31 mostra células intimamente associadas a elementos fibrosos e com aspecto tipicamente fibrobldstico. Sdo
salientes a existéncia de prolonga amentos celulares ¢ uma estreita faixa de citoplasma ao redor do niicko. O niicleo
celular caracteriza-se por possuir C romatina condensada em sua maior parte associada ao envelope nuclear. O nicléolo
(Nu) pode ser observado em uma <das células. O envoltério nuclear possui um espago perinuclear as vezes dilatado e o
citoplasma possui dreas de conce matragio de elementos do reticulo endoplasmdtico também com cistemas dilatadas.
Barra = 1 um. As Figs. 32 e 33 myostram células com citoplasma mais abundante que aquelas da figuraanterior, rico
em filamentos intermedidrios, on<le ficam dispersos elementos do reticulo endoplasmatico com cistemas dilatadas.
Algumas mitocondrias podem ser observadas. Este tipo celular pode ser encontrado em associago aos feixes (32) ou
disperso numa matriz finamente fibrilar (provavelmente composta por proteoglicanos) com componentes fibrosos
esporadicos (33). Figs. 32 e 33, Barras = 1 umem ambas as figuras. A Fig. 34 mostra células da regido de compressio
observadas 2 microscopia eletrdnie=a de varredura. Estas c€lulas apresentam aspectos discoide e superficic bastante lisa,
com poucas associagées com elenraentos da matriz extracelular. Barra = 10 um.



Fig. 35 - Aspectos ultraestrutur-ais de uma célula tipica da regido de compressao.

Esta figura mostra uma célula tipica da regido de compressio, na qual pode-se observar como caracteristica principal
um citoplasma desenvolvido e preenchido por filamentos do tipo intermedidrio, provavelmente vimentina. Observa-se
também a concentragio das organelas citoplasmaticas numa regido restrita do citoplasma e numa esireita faixa ao redor
do micleo. As cisterna do reticulo endoplasmitico granular (RE) sio dilatadas e o complexo de Golgi (CG) consiste de
um actmulo de elementos tubulo -vesiculares. Algumas goticulas de lipidios (L) estdo presentes e pequenos grinulos
de glicogénio podem ser identific ados. Em alguns sitios podem ser observadas pequenas vesiculas em associagdo com
a superficie celular (seta). Ndo sd o observados qualquer tipo de interagdo mais definido entre a célula ¢ componentes
da matriz extracelular. Barra = 1 pam.

¢ associando-se em fibras tambémn distintas, as vezes associadas com material sem cardcter fibrilar aparente (Fig. 45)
e que é removido pelos tratamentos enziméticos pela hialuronidase testicular ou pela papaina. Estas fibrilas parecem
conectar as diferentes fibras do te ndio (Fig. 45). Em algumas situagGes pode-se verificar que algumas fibras adotam a
conformagdo em zig-zag, responsavel pelo "crimp” de alguns tenddes (Fig. 46).

As fibras ou feixes primirios da regido de compressio apresentam aspectos bastante peculiares, perdendo o arranjo
paralelo de distribui¢do das fibril as, observado na regido de tensio. Nestes feixes as fibrilas associam-se em pequenos
grupos que dispoem-se de mane ira aparentemente desorganizada, de forma a aparecerem lado a lado, em secgdes
longitudinais, obliqiias e transversais (Fig. 47-50). Além dos feixes propriamente ditos serem ondulados, as fibrilas que
os estruturam também apresentam aspectos torcidos ou ondulados, estando bastante livres dentro do feixe. Deste modo
elas sio observadas em corte obligiio quando o corte € paralelo 2 direcio do feixe (Figs. 49-50). Um aspecto bastante
interessante é que, embora desorganizadas dentro dos feixes, as fibrilas sdo restritas a um tnico feixe e que este exibe
limites bem definidos (Fig. 51). A delimitagio destes feixes é realizada por um material pouco evidente 2 microscopia
eletronica de transmissdo pelos métodos convencionais de fixagdo, mas que € identificado 2 microscopia eletronica de
varredura como uma cobertura sem caracter fibrilar aparente (Fig. 52). Esta cobertura € sensivel ao tratamenio pela
hialuronidase testicular (Fig. 53) ©u pela papaina (Fig. 54), que revelam o aspecto emaranhado e/ou torcido das fibrilas
de colgeno. A associagio das fibrilas em grupos dentro de um feixe ¢ aparente na Figura 54. Foi também notada a



Figs. 36-40 - Aspectos ultraestruturais de commponentes associados a sintese e secregio pelas células da regido de compressi

AFig. 36 exibe um detalhe dos elementos do reticulo endoplasmatico granular que apresentam cisternas moderadamente dilatadas e estio disper
por entre uma trama de filamentos intermedidrios. O contetido das cisternas parece ser finamente fibrilar. Sdo raras as mitocondrias (M) e ¢
frequentes 08 grinulos de glicogénio dispersos entr-e os elementos do reticulo endoplasmitico. Barra = 500 nm. A Fig. 37 mostra um detalhe
um provavel complexo de Golgi, de aspecto compl extamente atipico, em associagio com o reticulo endoplasmético e formado por vesiculas o
contetdo de aspecto varidvel, as vezes mais fibrilax, as vezes mais denso. Barra = 250 nm. A Fig. 38 mostra inGimeras vesiculas aparenteme
recobertas, encontradas na regiao adjacente a superEicie celular e provavelmente envolvidas com processos de endocitose. Nesta figura observa
que os filamentos intermedidrios exibem decoragbess por toda a sua extensdo. Barra = 250 nm. Fig. 39. Detalhe da superficie de uma célula
regido de compressao, mostrando aspectos da associagio de vesiculas com a membrana plasmética. Algumas vesiculas sdo nitidamente dot
recoberto (pontas de seta) enquanto outras, semelhanites aquelas da figura anterior apresentam espessamento da membrana porém néo tao niti
Um aspecto bastante andmalo refere-se 4 existéncia <le vesiculas com granulagbes semelhantes aos ribossomos aderidos 4 superficie citoplasmati



associagio de prolonga mentos celulares dentro destes
feixes da regiio de cOTNPIEssA0 (Fig. 48 e 50). Além
das fibras ou feixes primdrios, a regido de compressao
possui também algumas fibras extremamente finas, ja
observadas pela microscopia de luz ordindma e de
polarizacio. A nivel u ltraestrutural estas fibras finas
sio observadas como associagdes de 3 a 4 fibrilas com
bandado periédico € aparentemente distinto daquele
exibido pelas fibrilas que formam 0s feixes primdrios
€ que possuem um grande acimulo de material
fibroglobulares (Figs. 55, 56). Estas fibras finas
apresentam regides de dobradura e estio dispersas
numa matriz que mostra componentes finamente
fibrilares e bastante dispersos (Fig. 55).

Quando observadas em corte transversal, as
fibrilas da regido de compressdo sio aparentemente
bem mais finas que as fibrilas da regido de tensdo
(Figs. 57 ¢ 58). Esta observagio foi complementada
pela morfometria que mostrou a existéncia de fibrilas
extremamente expesSsas na regiio de tensio que,
entretanto, possui também fibrilas extremamente
finas. O padrio de distribuigao dos didmetros das
fibrilas das duas reggides é mostrado na Figura 59.
Nesta figura observa —se que a regido de tensdo possui
uma enorme variagAo de didmetros, que nio estdo
distribuidos em populagoes distintas. J4 a regiio de
compressdo possui Fibrilas com menores diimetros
distribuidos em duas populacGes pouco definidas.

Figs. 41-43 - Aspectos pltraestruturais de células da
regifio de tensao.

Fig. 41. Um fibrobla sto da regido de tensdo € observado
em corte transversal . Acélula apresenta um citoplasma
residual ao redor do nucleo e expansdes que se
estendem ¢ delimitamm grupos de fibrilas de colageno,
aqui vistas em corte perpendicular. Pode-se notar a
regularidade no dire cionamento das fibrilas. Barra = 2
um. Fig. 42. Imagerm obtida ao microscopio eletronico
de varredura de um Fibroblasto da regido de tensdo. Sao
observadas inimexras expansdes citoplasmaticas na
forma de filopodios . Barra = 20 um. Fig. 43. Célula da
regido de tensdo, X uma 4rea mais préxima a regiao
de compressio. Nesta drea as células sdo menos
alongadas e ap resentam amplas expansées
citoplasmdticas, s€m 0S8 filopédios observados na
célula da figura anterior. Barra = 10 um.
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Aspectos Ultraestxuturais dos
Proteoglicanos Re velados pela Fixacio
em Presenca de Vermelho de Ruténio

A adigdo de vermelho de ruténio ao fixador e
demais solugdes das etapas iniciais de preparo do
material para a microscopia eletrénica revelou que
os grandes espagos Ocupados por material fina-
mente fibrilar encontrados entre as células ¢ entre
os feixes sio com postos por componentes
proteoglicAnicos. Os = granulos tipicos formados
pelos proteoglicanos ma presenga de vermelho de
ruténio sio observados por toda a regido de
compressdo e sdo unidos por finos filamentos de
maneira a formarem construgdes aneladas (Figs.
60A e 60B). Além disto, foi também observada a
intima associacio destes componentes granulares
unidos por filamentos a superficie das células (Fig.
60A) e das fibras e/ou fibrilas de coligeno (Fig.
60B). Além destes gra nulos dispersos na matriz da
regido de compressdo, sio também observados
alguns grinulos menores ordenadamente as-
sociados a superficie das fibrilas de coligeno e

Figs. 44-46 - Aspectos dos componentes fibrosos
da regido de tensido, observados a microscopia
eletronica de varred ura.

Fig. 44. Aspecto geral da distribui¢do paralela de
feixes compostos por fibrilas de coligeno.
Observa-se que cada feixe mantém sua integridade
mesmo apds o procedimento de fratura. Nota-se
também a presenga de componentes de aspecto nao
fibrila em algumas re gZides, assim como fibrilas que
nio fazem parte dos feixes e que direcionam-se
perpendicularmente a eles. Um dos feixes parece
possuir uma extremidade afilada da qual partem
alguns componentes fibrilares, ligando a
extremidade aos feixes adjacentes (seta). Barra =
50 um. Fig. 45. Detalhe da regido mostrada na
figura anterior, s alientando o feixe com
extremidade afilada do qual partem fibrilas que se
conectam com os feixes vizinhos. Pode=se
observar que a estrutura mais intima deste feixe
distingue-se do caracter fibrilar dos demais, por
possuir fibrilas mais torcidas e mais material
interfibrilar conectandlo-as. Barra = 10 um. Fig. 46.
Outra visdo geral dos feixes da regido de tensao, na
qual podem ser observados aspectos em zig-zag




Figs. 47-50 - Aspectos ultraes truturais de feixes da regiao de compressao.

Fig. 47. Imagem obtida 2 microscopia eletrnica de varredura, mostrando imagens tipicas dos
feixes da regido de compressio, com feixes contorcidos, sem qualquer pardmetro de ordenacdo
com relagido aos feixes adjacentes. Nota-se um feixe que faz um turno completo, voltando-se
sobre si mesmo. Barra = 10 pwm. Fig. 48-50. Aspectos dos feixes da regido de compressao
observados em corte, salientando-se a existéncia de grupos de componentes fibrilares
perpendiculares uns aos outros,, a falta de alinhamento entre as fibrilas, as vezes com trajeto
ondulado. Salienta-se a exist&ncia de prolongamentos celulares observados por entre 0s
diferentes grupos de fibrilas, dentro de alguns feixes, sugerindo o constante monitoramento
destas estruturas pelas células. Figs. 48-50, Barras = 1 um.



Figs. 51-54 - Aspectos ultraestruturais de feixes da regido de compressdo e o efeito de
alguns tratamentos enzimaticos.

Fig. 51. Detalhes da ultraestruatura de feixes da regido de compressdo, salientando-se aspectos
de torsdo e de dobramento, associados com posicionamento perpendicular ao longo eixo do
feixe, adotados pelas fibrilas d e coligeno. Pode-se observar ainda que existe uma defini¢do das
margens dos feixes por um 1naterial praticamente nio contrastado. Barra = 1 ym. Fig. 52.
Imagem obtida & microscopia eletronica de varredura de um feixe da regido de compressio,
exibindo seu aspecto contorciclo e a existéncia de uma cobertura aparentemente ndo fibrilar por
toda a sua superficie. Barra = 10 um. Fig. 53. Aspecto de um feixe da regido de compressao
ap6s digestio com papaina. A enzima remove a cobertura normalmente exibida pelos feixes e
demonstra o aspecto totalmen te desorganizado das fibrilas em seu interior. Barra = 10 um. Fig.
S4. Outro aspecto da reunido das fibrilas em grupos extremamente contorcidos, dentro de um
feixe daregiio de compressioO que, neste caso, leve a sua cobertura removida pela hialuronidase
testicular. A susceptibilidade & enzima observada nestas condigoes e nas condicées da figura
anterior demonstram que a cobertura dos feixes tem natureza proteoglicinica. Barra = 10 pm.



Figs. 55 e 56 - Aspectos ultraestruturais de fibras
muito finas da regido de compressiao.

A Fig. 55 mostra a associacio de trés fibrilas
dispersas numa matxiz finamente fibrilar, as quais
associam-se inimeros componentes fibrilares. Estes
arranjos correspondem as fibras mais finas
observadas pela microscopia de polarizag¢do na regido
de compressio. O bandado observado tem
periodicidade extrermamente pequena, cerca de 27
am. Os componentes filamentosos associados podem
ser tentativamente relacionados a
glicosaminoglicano s e/ou proteoglicanos, mas as
fibrilas embora aparentemente colagénicas sdo
distintas das demais encontradas na formacgio dos
feixes. Barra = 250 nm. Fig. 56. ITmagem obtida a
microscopia elet ronica de varredura de um
componente fibrilar semelhante aquele observado na
figura anterior. Nota-se a intensa deposicao de
material fibrogranular superficialmentee a existéncia

de elementos finamnente fibrilares nas adjacéncias.
Barra = 500nm.




frequency
504
254
I
[
HE
ilyrq £l
Ul ': ‘r"\...r-z P
‘[‘1 - . \' : "J' 1 111" e
0 25 50 75 : 175 200 225 250

fibril diameter (nm)

ligs. 57-59 - Distribuigio de didimetros das fibrilas de coldgenos das regioes de tensio e de compressio.

\ Fig. 57 mostra um corte transversal de fibrilas de colageno da regifio de lensio, enquanto a Fig. 58 exibe fibrilas da
cgifio de compressio também em corle wansversal. A Fig. 59 mostra a distribuigio dos diametros das fibrilas da regido
le tensiio (- - -) e da regifio de compressio (ee=). Nota-s¢ uma concentragiio em valores relativamente pequenos dos
liametros das fibrilas da regidio de compressdo enquanto aqueles obtidos para a regifio de tensdo sio bastante dispersos
. atingem os maiores valores. Figs. 57 ¢ 58, Barras = 250 nim.
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\spectos ultraestruturais das regiées de tensao e de compressao apés fixagao em presenca de vermelho de ruténio.

dos grinulos observados pela precipitagdo do corante com os glicosaminoglicanos na matriz extracelular adjacente a uma célula da regido
io. Nota-se que os grinulos s@o conectados por finos filamentos e que o conjunto adota formagtes aneladas (setas espessas). Pode-se observar
dos filamentos e dos grinulos & superficie celular (setas mais finas). Em algumas regies observa-se o coldpso de varios filamentos e de
rra = 250 nm. B. Aspectos da associacgio de granulos e dos filamentos que os conectam com as fibrilas de colageno na regiao de compressao.
is espessas mostram pontos de unido entre os filamentos que conectam os grinulos e as setas finas mostram sitios de associagio destes
ym a superficie das fibrilas. Barra = 500 nm. C. Detalhe de fibrilas de coligeno com bandado caracteristico da regido de tenséo, mostrando
superficial de grinulos associados de maneira periddica a uma das bandas das fibrilas, possivelmente na regido de "gap". As setas salientam

» periddica. Este grinulos sfo distintos daqueles observados nas duas figuras anteriores, que estio praticamente ausentes da regido de tenséo.
m. D. Detalhe de fibrilas da regifo de compressdo mostrando a distribuicéo uniforme de granulos associados a superficie também respeitando
setas). Estes granulos sfo visivelmente maiores que aqueles observados na regido de tenséo (figura anterior). Barra = 250 nm.



64 - Imagens obtidas ao microscépio eletrdnico de varredura de material fixado em presenca de vermelho de ruténio.

‘esta figura pode-se observar a estrutura tridimensional adotada pelos grinulos e filamentos revelados pelo vermelho de ruténio. Em alguns
le-se observar a estrutura em anel observada a microscopia eletrénica de transmissdo (seta). Barra = 5 um. Fig. 62. O tratamento com a
smove o material fibrogranular e salienta a existéncia de grinulos associados a superficie das fibrilas. Estes grinulos devem corresponder
bservados na Fig. 60B em associa¢io com os feixes e ndo aqueles com distribuicdo periédica da Fig. 60D, mesmo embora ligeiramente
> que poderia ser um artefato produzido pela dispersdo dos elétrons?). Barra = 5 um. A Fig. 63 mostra aspectos das fibrilas da regido de
gumas das quais exibem material associado superficialmente. Em uma destas fibrilas hd sugestdo de um arranjo helicoidal deste material
rra = 1 pm. A Fig. 64 representa as imagens observadas apds tratamento com a papaina, que remove o material superficial deixando as
postas. Barra = 5 um.



dispostos de forma periédica, de acordo com o periodo d (Fig. 60D). Estes grinulos menores sdo também observados
na superficie das fibrilas de coligeno da regido de tensdo (Fig. 60C), mesmo embora a inspe¢io visual tenha demonstrado
que eles sio menores que aqueles que ocupaim posicao similar na regido de compressao.

Amicroscopia eletronica de varredura aplicada ao material fixado em presenga de vermelho de ruténio demonstrou
aspectos tridimensionais dos componentes fibro-granulares dos proteoglicanos. Assim a regido de compressao possui
elementos fibrogranulares que formam uma malha tridimensional, na qual as estruturas aneladas observadas a
microscopia eletronica de transmissdo sdo distinguidas (Fig. 61). O tratamento com a hialuronidase testicular remove
esta malha e salienta a presenca de grinulos associados a superficie das fibrilas de coldgeno (Fig. 62). Ja na regido de
tensio nio se observam as malhas tridimensionais formadas pela precipitagio dos proteoglicanos pelo vermelho de
ruténio, mas a existéncia de material associado as fibrilas de coligeno. Sugestivamente em alguns casos, esse material
parece adotar um arranjo helicoidal (Fig. 63). O tratamento com a hialuronidase testicular remove este material e deixa
as fibrilas de coldgeno perfeitamente lisas (Fig. 64)

Aspectos Ultraestruturais de Componentes Associados ao Sistema Elastico

A presenga de dcido tinico no fixador revela componentes associados ao sistema eldstico. O material assim
processado rtevelou a existéncia de diferentes componentes, em especial na regido de compressdo. Feixes de
microfibrilas com didmetro entre 10 e 12 nm sio frequentes na regido de compressio, em associagao com as fibrilas de
colageno (Fig. 65) ou nas proximidades das células. Os feixes de microfibrilas sio as vezes bastante desenvolvidos (Fig.
66). Em alguns dos feixes de microfibrilas pode ocorrer a deposi¢io de elastina, que nestas condigGes apresenta-se
extremamente eletrodensa (Fig. 67). Fibras eldsticas com seus componentes microfibrilares associado: - também
observadas juntos aos feixes de coligeno e proximos as células (Figs. 68-70). Na regido de tensio, estes componentes
sio mais escassos, mas fibras eldsticas foram observadas juntas ao paratenon visceral (Fig. 69). Também o paratenon
visceral associado 2 regido de compressdo possui fibras eldsticas (Fig. 70).

Aspectos de Morte Celular e de Degeneracio da Matriz Extracelular

Dentro da regiio de compressao foram identificados alguns sitios de ruptura da matriz extracelular e de morte
celular (Figs. 71-75). Nestes casos sempre foram observadas células semelhantes a fibroblastos, exibindo inimeros
prolongamentos e figuras de endocitose associadas a uma maquinaria de sintese desenvolvida (Figs. 71-73). A morte
celular pode ser identificada pela desorganizagao citoplasmatica (Fig. 72) ¢ pela presenga de nicleo picnético (Fig.
74). Figuras de células com a membrana plasmatica rompida (que nio pode ser atribuida a uma ma fixagao, pois outros
componentes como mitocondrias e reticulo endoplasmatico estdo preservados) foram observadas (Fig. 73). Prolon-
gamentos celulares repletos de vesiculas aparentemente do sistema lisossdmico-endossOémico e de grinulos repletos de
material eletrodenso, com variagdes de compacta¢io também foram esporadicamente observados (Fig. 75).

Aspectos Bioquimicos
Contetido em dgua e de dcido urdnico

O contetido em dgua da regido de compressio foi determinado como correspondendo a 83% e o da regido de tensdo
a 62%. O método do carbazol revelou que a regido de compressdo possui cerca de 39.8 microgramas de dcido urénico

por miligrama de tecido seco, enquanto a regido de tensdo possui cerca de 5.4 micrograma de dcido urénico por
miligrama de tecido seco, demonstrando que a regiao de compressao possui cerca de 7 vezes mais glicosaminoglicanos.






Figs. 65-70 - Aspectos ultraestruturais de componentes do sistema elastico.

Fig. 65. Aspecto de um feixe de microfibrilas com 10-12 nm de didmetro encontrado em associagao a fibrilas
colagénicas, na regido de compressio do tenddo. Barra = 250 nm. Fig. 66. Aspecto de um feixe de microfibrilas
semelhante aquele da figura anterior, porém extremamente desenvolvido. Barra = 500 nm. Fig. 67. Aspecto de um feixe
de microfibrilas que apresenta deposi¢do de elastina no seu interior, correspondendo as "fibras elauninicas” da histologia
classica. Barra = 1 um. Fig. 68. Aspectos da deposicio de fibras eldsticas na superficie de um feixe de coligeno na
regido de compressio. Observa-se um predominio do componente eldstico mas pode-se notar a presenga de componentes
microfibrilares associados. Barra = 1 um. Fig. 69. Aspectos da associagio de fibras elasticas (setas) na superficie de
feixes de coldgeno do paratenon visceral junto 4 regido de tensdo. Barra = 1 um. Fig. 70. Aspecto da associagio de
fibras eldsticas com feixes e bem préximas as células no paratenon visceral junto a regido de compressio. Barra = 1
um.



Figs. 71-75 - Aspectos ultraestruturais de possiveis eventos de reparo e de morte celular na regiao de compressio.

Afigura 71 mostra aspectos da reunido de células semethantes a fibroblastos em uma regido de aparente fragmentagio
da estrutura da matriz extracelular (asterisco). Sugere um papel de reabsorgdo para estas células a existéncia de
prolongamentos repletos de vesiculas fagociticas. Barra = 1 um. Fig. 72. Aspecto de uma célula apresentando sinais de
degeneracdo, inclusive com vacuolizagio do citoplasma e rompimento da membrana plasmdtica, acompanhada de
degradacdo da matriz extracelular (asterisco). Barra = 1 um. Fig. 73. Imagem de um prolongamento celular cuja
membrana plasmadtica nao pode ser delimitada, sugerindo sew rompimento, provavelmente frente a um trauma sofrido
pelo feixe de coligeno a que estd associado. Barra = 1 um. Fig. 74. Aspecto de degeneragio e morte celular
caracterizado por vacuolizagao citoplasmdtica, picnose e rompimento da membrana plasmdtica, associado com
desintegragdo da malriz extracelular adjacente (asterisco). Pode-se observar a presenca de c€lulas com infimeros
prolongamentos repletos de vaciiolos fagociticos, provavelmente associada 4 remodelagio da drea ocupada pela célula
em degeneracdo. Barra = 1 um. Fig. 75. Aspecto de um prolongamento celular repleto de grinulos preenchidos com
material eletrodenso com diferentes niveis de empacotamento, além de infimeras vesiculas de cardcter fagocitico. A
presenga dos grinulos sugere que este prolongamento pertenca a wm masticito. Barra = 1 um.



Os glicosaminoglicanos obtidas pela digestio com papaina foram analisados em eletroforese em gel de agarose-
acrilamida (Fig. 76). Nas condigdes de eletroforese ocorre separagio também por diferenca de tamanho molecular
{(MCDEVITT & MUIR, 1972), 0 que demonstrou que os principais glicosaminoglicanos das duas regides tém tamanhos
semelhantes, sendo ligeiramente maiores que o condroitine sulfato e menores que o 4cido hialurbnico comerciais, A
eletroforese em gel de agarose-acrilamida de aliqliotas do material extraido por Gu-HCl 4M ¢é mostrada na figura 77.
Aceletroforese nestas condigtes demonstra que ambas regides do tendio possuem grandes proteoglicanos, que penetram
pouco no gel, quando comparados com os glicosaminoglicanos isolados (Fig. 77). Os pequenos proteoglicanos néo
foram detectados nestas condigdes.

Filtracao em gel de Sepharose C1L4B

O padrio de eluigio do material extraido com Gu-HCl das duas regides do tenddo sdo mostrados na Figura 78, E
evidente que a regido de compressiio possui componentes de alto peso molecular, eluindo no volume morto. Por sua
vez, a regido de tensio demonstra um predominio de material que € retido na colupa, com correspondentes na regido
de compressdo e componentes de massa molecular relativamente baixa, sem correspondentes na regido de compressio.

Cromatografia em DEAE-celulose

A quantificagio de dcido urbnico nas fragdes obtidas por cromatografia de troca anidnica em DEAE-Servacel
resultou em um dnico pico com um pequeno ombro para as duas regides do tendo (Figs. 79  80) A padrao de eluigdo
de proteinas, entretanto, exibe dois picos pouco resolvidos (Figs. 79 e 80). Na eletroforese em gel de poliacrilamida
(gradiente 3-15%) das fragbes obtidas sdo identificados grandes proteoglicanos retidos no gel de empacotamento e,
além disso, uma série de componentes que aparecem nas primeiras fragoes eluidas da coluna de DEAE-celulose (Figs.
81 e 82), a maioria dos quais ainda nio foram caracterizados, a excegdo do fibromodulim (HEDBOM & HEINEGARD,
1989; BVANKO & VOGEL, 1990). Decorim e biglicam, os pequenos proteoglicanos inicialmente obtidos de
cartilagem (I-{EINEGARD & OLDBERG, 1989; HEINEGARD & PIMENTEL, 1992), sdo identificados na regido de
compressio, assim como o fibromodulim (Fig. 82). Na regido de tensdo (Fig. 81), o decorim exibe migragiio mais rapida
no gel, sugerindo apresentar massa molecular reduzida, enquanto o biglicam estd virtualmente ausente. Nestas condigGes
de cromatografia sio identificados grandes proteoglicanos também na regiio de tensdo.

Ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de césis__--:_;;_; e

Os parimetros de andlise das diferentes fragbes obtidas por ultracentrifugaciio sdo apresentadas na Tabela [. Para
comparagdes sdo apresentados os resultados obtidos para cartilagem articular de 13, € os resultados obtidos para regides
semelhantes do tenddo de boi, obtidos por VOGEL & HEINEGARD {1985). O padrio eletroforético das diferentes
fragdes é mostrado na Figura 83. Fragdes obtidas em experimento paralelo de material extraido de cartilagem articular
de i sio também mostrados na Fig. 83. Constata-se que grande parte do coligeno contido nas regides de tensdo e de
compressdo € sotivel em Gu-HCl 4M, conforme observa-se pela sua presenga em D4, D3 e D2. Além disto, virios
outros componentes sio encontrados ac lado do coligeno nestas fragGes. Um deles, com Mr ao redor de 60kDa, parece
ser relativamente mais abundante na regido de compressio (Fig. 83).
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Fig. 76 - Eletroforese em gel de agarose-acrilamida de glicosaminoglicanos extraidos dos tenddes de rit,
Os glicosaminoglicanos solubilizados por tratamento com papafna da regifie de tensiio (T) e da regido de compressio (C) foram submetidos a
cletroforese em pel de agarose-acrifumida, ao Jacto de glicosuminoglicanos exiraidos da mesni maneirade tendio de boi (B) ede padrdes de condroilino

sulfato (C8) ¢ de deido hialurlnico (HA) comerciais, Neste tipo de eletroforese 8 migragio ¢ também dependente do tamanho da molécula, desta
quéles presentes no tendio de boi e gue o condreilino

forma lem-se que os glicosaminoglicanos de ambas regides do tendio de v sho mais longos Gue
sullato, e Hgeiramenle mais curtos que o 4cido hialusdnicn, mesmo embora migrem cono bandas relativativamente polidispersas.

Fig. 77 - Eletroforese em get de agarose-acriltamida dos proteoglicanos de tendoes de ra.

Os proteoglicanos extrafdos das repites de tensio (Th e de compressiio (C) dos tenddus de v, por Gu-HCl 4M foram precipitados com 9 volumes de
ctanel ¢ submetidos a cletroforese ent gel de agarose-acrilamida, Das duas regites foram extraidos proteoglicanos de alta massa molecular (LPG) ¢
com pouca mobilidade eletroforélica, principalmente guando comparados com as glicosaminoglicanos (GAG) oblides por digestio com papaina
(PD). O volume de extrate da regifio de tensdio que foi precipiiade era cincn vezes maior que aquele da regifo de compressio.

A
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' Fig. 78 - Gel filtagiio em Sepharose CL-4B
“dos proteoglicanos de tendoes de ri.

O material extraido por Gu-HC1 4M das regides de
10+ tensio ¢ de compressio foram submetidos a gel
filteagho em Sepharose CL-48 (dimensdes da coluna
= 0,6X50cm). a0 fluxo de 12 mbhora. A regido de
compressio (CH---) exibe componenies de alla
/massa molecular, eluindo juntamente com o volume
morto da coluna, gue foi determinade com azul de
dextrana. Estes componenies correspondem 208
grandes proteoghicancs. A regifo de tensio (TK- - -3
fambém possui componenies que cluem junto ao
volume morlo, porém em menor quantidade,
havendo um predominio de material eluindo mais
rardiamente. Nas abscissas estdo mostrados os
volumes de eluigho {ml).
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Figs. 79 e 80 - Cromatografia em
DEAE-celulose de material extraido das duas
regides de tendaes de ri por Gu-HCI 4M
O material extraido das regides de tensio (Fig.
79) ¢ da regiao de compressio (Fig. 80) foram
submetidos a cromatogralia em DEAE-celulose
em tampiio acetato 5¢ mM, pH 6,0, contendo 7TM
uréia. A cluigfio do material ligado foi efetuada
com gradiente linear de NaCl de 0 a IM no
mesmo tampio. O material da regifo de
compressic ¢ cluido em uma molaridade de
NaCl ligeiramente inferior que aquela necesséria
1.0 para eluir o material da regiio de tensfio. Em
f‘igﬂ? ambos 0s casos o material eluido apresenta um
05 pico finico ¢ win ombro no que se relere ao
cometdo om Acido urbnico (AS30)(...) e dois
picos no que concerne 2o contetido em protefnas
(A280) ----n- ). A numeraciio no eixo das abscissas
carresponde s diferentes fragdes coletadas.

Extracio e caracterizacio de colagenos

Aeletroforese em gel de poliacrilamida demonstrou guc o maicrial obtido por precipitagiio diferencial do material
solubilizado pela pepsina apos a extragdo inicial de proteoglicanos com Gu-HCH 4M corresponde a fragmentos de
cadeias colagénicas no lugar de cadeias intciras como esperado (Fig. 84). Aparentemente 0 ratamento pelo Gu-HCI
4M resulton em desnaturagiio das moléeulas de coligeno, o que as tornou susceptiveis & pepsina. A andglise dos
fragmentos obtidos demonstrou a existéncia de fragmentos que siio comuns ¢ fragmentos que sio distintos entre as duas
regides. A cletroforese demonstrou ainda que alguns fragmentos exibem comportamento distinto com relagiio no padriio
de precipitagio por NaCl, precipitando em diferentes concentrages do sal (Fig. 84).

Se o tratamento por Gu-HCI ¢ omitido e [ragmentos do endio sio 1ratados diretamente com pepsina, obtém-se
molécutas com a regifio de hélice tripla inlegra, como esperado. A precipitagfio diferencial por NaCl demonstrou que 0
principal componente das duas regides ¢ o coldgeno tipo 1 (Fig, 85). O teste do PAS aplicado a gel de eletroforese
semelhante ao da Fig. 85 demonstrou que as duas cadeias alfa do coldgeno 1 exiraido de cada uma das regides e também
de pele possuem carboidratos associados. Nas duas regidies, entretanto, so identificadas moléculas colagénicas que
precipitam em concentragdes inferiores ¢ superiores quela necessria para precipitar o coldgeno tipo [ (Fig. 86). Nas

49



Fig, 81 - Eletroforese das fracées obtidas por cromatografia em DEAE-celulose dos
proteoglicanos da regifio de tensio, .

Aligiiotas das fracoes referentes ao pico obtido na-cromatografia em DEAE-celulose de
material extraido por Gu-HCI 4M da regifo de tefisio foram precipitadas duas vezes com
9 volumes de etanol e submetidas a eletroforese em gel preparado com gradiente de
concentracio de poliacrilamida de 3-15% e revelados por prafa, A identificacio de alguns
componentes foi efetuada por comparagio com resuliados de EVANKO & VOGEL (1990)
para os tenddes de bovinos. Sao identificados o fibromodulim (FM) e o decorim (DCN),
sendo que este Gltimo apresenta migracio mais rapida durante a eletroforese. Junto & banda
cortespondente ao fibromodulim pode-se observar um material polidisperso. Componentes
com massa molecular entre 100 e 200 kDa podem ser verificados. Algum material que elui
tardiamente da coluna € retido no topo do gel de separacdo. Grandes proteoglicanos sio
identificados no gel de empacotamento (setas), mas exibem pouco reatividade a prata. (T)
corresponde ao material nio ligado & coluna, onde predomina o coldgeno do tipo I, caja
cadeia o2 nio apresenta reacio com a prata. A pumeracio corresponde as fragles
analisadas (de 30 a 46). 60, 100 e 200 correspondem 2 marcadores de massa molecularem
kDa.
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Fig. 82 - Eletroforese das fracdes obtidas por cromatografia em DEAE-celulose dos
proteoglicanos da regidio de compressio. . |

Aligiiotas das fragdes referentes ao pico obtido na cromatografia em DEAE-celulose de
material extraido por Gu-HCI da regifio de compréssad foram precipitadas duas vezes com
9 volumes de etanol e submetidas a eletroforese em gel preparado com gradiente de
concentragio de poliacrilamida de 3-15% e revelados por prata. A identificagiio de alguns
componentes foi efetnada por comparacdo com resultados de EVANKO & VOGEL (1990)
para os tenddes de bovinos. Além dos decorim (DCN) ¢ fibromodulim (FM) identificados
também na regifo de tensdo, a regifo de compressio possui também o terceiro pequeno
proteoglicano, o biglicano (BGN). Migrando junto ao fibromodulim existe uma outra banda
cuja natureza é desconhecida. Além dos componentes migrando com 100 a 200 kDa, existem
tfambém componentes com miassa molecular entre 70 e 100 kDa, Grandes proteoglicanos sdo
retidos no gel de empacotamento {setas), mas sdo pobremente revelados pela prata. A
numeracio 26 a 37, 44 ¢ 45 corresponde s fraches analisadas. 60, 100 ¢ 200 correspondem
a marcadores de massa molecular em kDa. '
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Tabela Il - Parametros da caracterizagio das fragoes obtidas por ultracentrifugacio em gradiente de cloreto
de césio de material extraido por Gu-HC! 4M das duas regioes do tendio.

- . Proteinas”| Acido
Fragio Densidadel A 280 |[A 235 (mg/ml) | Urénico
Tnicial 1.353
1.05
D1 1.435 2.185 134 0.12 E1%)
Ra Tensao | D2 1.350 1.286 108 0.70 ND
0.60
D3 1.322 1977 127 1.20 29%)
0.40
D4 1.295 2710 180 272 20%)
Inicial 1.344
1.85
. DI 1.436 2247 144 0.24 °4%)
Comymv n2 1.366 0.766 96 0.48 ND
sa0 D3 1.331 1.608 125 1.36 ND
0.12
D4 1.296 2.650 2858 3.40 €%
Inicial 1.341
4.90
D1 1.447 0.980 095 0.40 1%)
Carti- D2 1.372 0.122 055 0.40 g';"
lagem® e)
0.12
D3 1.334 0.517 016 0.92 2%)
0.12
D4 1.307 1.560 10 2.40 %)
Inicial 1.35
D1 1.44 5.5(34%)
%;;:z& D2 1.36 3.622%)
D3 1.33 3.8(23%)
D4 1.30 3.4(21%)
Tnicial 1.47
Bovinos D1 1.56 13.073%)
Com- D2 1.49 2.3(13%)
pressac D3 1.43 1.48%)
D4 1.37 1.2(6%)

“Determinade pelo método de BRADFORD (1976)
Expresso em mg/ml. Determinado pelo método do carbazol de DISCHE (1947)
‘Cartilagem articular de ri
“Resuitados de VOGEL & HEINEGARD (1985)
ND - nio detectado pelo método empregado
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Fig. 83 - Padrio de migracio em SDS-PAGE dos componentes contidos nas fracdes obtidas na ultracentrifugacio
em gradiente de cloreto de césio.

Aliqiiotas das diferentes fracoes (D1-D4) obiidas na ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de césio foram
precipitadas com etanol e submetidas a eletroforese em gel preparado com gradiente (3-15%) de poliacrilamida. T
corresponde i regito de tensio e Caregifio de compressio. A corresponde a resultados obtidos para cartilagem articular
de rd, através do mesmo procedimento. 66, 45 e 29 correspondem & migracio de marcadores de massa molecular (em
kDa). Aposicio de migragio das cadeias a e 3 do coldgeno I sio apontadas. Nota-se a presencga de material contido em
D4 também em D3 e mesmo D2, Pode-se notar ainda a presenca de coligeno até mesmo em D1. Os grandes
proteoglicanos de ambas as regifes do tend& o, entretanto, ficam concentrados em D1 e ndo sio observados com este
tipo de coloragio, Fragmentos dos grandes proteoglicanos da cartilagem concentrados na fragio D1 migram como uma
grande banda polidispersa. MW - marcadore s de massa molecular.



duas situagdes, o material precipitado com baixa e alta concentracdo de NaCl apresenta uma Gnica cadeia que migra
com a mesma velocidade que a a1 do coldgeno do tipo 1.

Caracteristicas Bioquimicas do Colageno Tipo 1

O coldgeno do tipo I obtido por precipitacio diferencial do material solubilizado pelo tratamento com pepsina foi
submetido a CM-celulose ou a procedimento de eletroeluicdo para separacio das cadeias a1 ¢ 12, que seriam destinadas
a andlise de aminodcidos, visando a identificacio de diferencas nas modificagdes pods-traducionais, especialmente
quanto ao grau de hidroxilagdo de residuos de lisina e de prolina. A cromatografia de troca catidnica de coldgeno do
tipo I extraido de pele de 1, utilizado como controle resultou em dois picos (Fig. 87). A anilise eletroforética das fragGes
referentes aos picos obtidos na cromatografia demonstrou que houve separacio da cadeia o (Fig. 88). Entretanto, este
procedimento demionstrou-se ineficaz na purifica¢do da cadeia a2, devido a sobreposicao da cadeias al que se extendem
por sobre a regido de eluicdo da o2 (Fig. 88). Poresta razio, e frente & pequena quantidade de coldgeno purificado das
duas regides do tenddo, decidiu-se por empregar o procedimento de eletroelui¢io para obtencdo das cadeias alfa
separadas, objetivando-se proceder com a andlise de aminodcidos.

Para a eletroeluicio, o coligeno tipo 1 solubilizado por pepsina e precipitado de solucio salina neutra com NaCl
1,5M foi primeiro analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e a seguir submetido a procedimento de
eletroeluigio. As cadeias alfa do coldgeno do tipo 1 das regides de tensdo e de compressio foram separadas por
eletroeluigio e submetidas a andlise de aminodcidos.

Composi¢io em Aminoicidos do Colageno I

A anilise de aminodcidos do coldgeno tipo 1 das regiGes de tensio e de compressio dos tenddes de rd é mostrado
na Tabela IV. Os resultados revelaram o tipico contetddo em glicina, que corresponde a aproximadamente 1/3 do
conteido total. Aparentemente ndo existe diferenca no grau de hidroxilacdo de lisina, que corresponde a cerca de 68%
nas duas regiées. Embora o contetido em residuos de lisina e hidroxilisina obtido para a amostra de coldgeno tipo I de
pele tenha sido bastante reduzido em comparagdo com aquele observado para o coldgeno I dos tenddes, cabe mencionar
que o grau de hidroxilagio de residuos de lisina no coldgeno tipo I de pele corresponde a apenas 7% do total enquanto
nas regides de tensdo e de compressio estes valores sio de 74% e de 65%, respectivamente. Foi detectada uma
discrepancia no contetido de prolina e de hidroxiprolina entre o coldgeno das duas regioes, que somam 106 e 155 residuos
nas regies de tensio e de compressio, respectivamente. A constincia no conteddo de aminodcidos como a arginina,
treonina, valina metionina e dcido glutimico garantem a identidade das moléculas analisadas, o que é reforcado também
pela auséncia de histidina nestas moléculas. As figuras 89 e 90 mostram a projegio gréfica da variacdo nos contetidos
em aminoicidos do coldgeno tipo I purificados de pele e das regdes de tensdo e de compressao do tenddo de ra. Os
aminodcidos da figura 89 apresentam contetido relativo ampliado na sequéncia pele, regido de compressdo e regido de
tensdo, enquanto os aminodcidos mostrados na figura 90 apresentam contedido relativo diminuido na mesma sequéncia.

A Andlise de Aminoacidos do Material Colagénico Distinto do Colageno 1.

A anilise de aminodcidos do material precipitado em concentracées de NaCl distintas daquelas usadas para a
obtencio do coldgeno tipo I revelou que todas as amostras correspondiam a coligenos, pela padrio tipico, principal-
mente pelo contetido de glicina € presenca de hidroxiprolina e hidroxilina (Tabela V). A comparagio do conteddo em
aminodcidos destas amostras com o padrio de coligeno tipo I de pele e com o coldgeno tipo III, também de pele, nao
permitiu a identificagdo do material analisado. O material precipitado com NaCl 1,2M (Tabela V) tem um cardcter muito
mais basico na regifio de compressio que na regido de tensdo, ambos sendo distintos do coldgeno tipo I e tipo III. Jd o
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Fig. 84 - Padrio de migracio em SDS-PAGE (Gel a 6 %) de fragmentos de colageno obtidos por tratamento com
pepsina apés tratamento com Gu-HCl 4M.

O tratamento efetuado com pepsina apés extracio dos proteoglicanos com Gu-HCl 4M com intuito de solubilizar coldgenos resultou
em um padrio peculiar de fragmentos identificados como colagénicos pela precipitacio com NaCl em diferentes concentracoes (0,9;
1,0; 1,2 € 2,0M) a partir de solucéo dcida e pela metacromasia apos coloracio com o Coomassie Blue R (ndo mostrado). Acomparagio
dos fragmentos obtidos para as regides de tensao ('T') e de compressio (C), em condigdes ndo redutoras (u) ou redutoras (r) revelou
diferengas quanto ao padrio de precipitacio bem como a existéncia de fragmentos especificos a cada uma delas. As estrelas
correspondem a fragmentos presentes somente em uma das regides e os asteriscos indicam fragmentos que estao presentes em ambas
as regides, mas que exibem padrao diferencial de precipitacéo. Col I corresponde a padrio de coldgeno tipo I onde sdo apontadas
as cadeias alfa (pontas de seta).



Fig. 85 - Eletroforese do coldgeno do tipo I das diferentes regiées do tendio de ra.

O material precipitado com NaCl na concentragdo de 1,5M a partir de solugdo salina neutra foi identificado como
coldgeno do tipo 1. O material obtido das regides de tensdo (T) e de compressao (C) exibem o tipico padrdo de cadeias
a, B e y, compardveis também com o coldgeno tipo I extraido de pele de 1d (P), obtido da mesma maneira. A redugio
com 2-mercaptoetanol nio muda o aspecto de migracio das diferentes cadeias, exceto das gama.

411IB

Fig. 86 - Componentes colagénicos obtidos por precipita¢do diferencial de material solubilizado por pepsina.
Os extratos obtidos das regides de tensio (T) e de compressdo (C) pelo tratamento por pepsina foram dialisados contra
NaCl 1M em tampao Tris-HCl 50mM, pH 7.5 e submetidos a precipitagdes com concentragdes crescentes de NaCl. O
material precipitado foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Verifica-se a presenga de material
precipitando com concentragdes abaixo e acima da concentragio necessdria para a precipitagio do coligeno I (1,5M).
A posigiio as cadeias a, § e y do coldgeno I (col I) sdo indicadas.
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Fig. 87 - Cromatografia em CM-celulose de coligeno tipo 1.

O colageno I purificado de pele de ra foi submetido a cromatografia em CM-celulose. O material foi dissolvido em
tampdo acetato 20mM, pH4,8 e denaturado por 15 minutos a 45°C e entdo aplicado 4 coluna. Todo o procedimento foi
efetuado a43°C. O gradiente de eluigio empregado foi de 0,025 a0,1M de NaCl(- -). As fragSes obtidas foram analisadas
quanto 4 absor¢Ao em 221 nm. Dois picos foram obtidos.
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material precipitado com NaCl 3.5M da regido de compressio guarda certa semelhanga com o coldgeno do tipo . As
maiores diferengas no conteddo em aminodcidos das duas regides correspondem a tirosina € aos aminodcidos acidicos.
As diferencas nestes aminodcidos podem ser devida a extensdo da digestdo com pepsina, idéia que € reforcada pela
auséncia de hidroxilisina na coldgeno tipo IIL

25 26 27 28 29 30 31 32 33

Fig. 88 - Padrio eletroforético das fracdes obtidas na cromatografia em CM-celulose de coldgeno tipo L.

Aligiiotas das fragGes obtidas por cromatografia em CM-celulose de coldgeno do tipo I de pele de rd foram precipitadas
com etanol e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Nota-se que as primeiras fragées continham a
cadeia a1 isolada mas que esta mesma cadeia mostra extrema dispersio quanto ao padrio de eluicao da coluna e
extende-se até a regido de eluicao da cadeia a2, de modo que estas nio foram isoladas pela cromatografia. A posigio
das cadeias , P e v sdo indicadas. A numeracdo corresponde as fragdes obtidas na cromatografia.
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Tabela IV - Anilise de aminodcidos do coldgeno I purificado de diferentes regides dos
tenddes de 1d. Os valores representam a frequencia dos diferentes aminodcidos por 1000
residuos. As cadeias alfa foram separadas por eletroeluicio.Os valores mostrados para o
colageno tipo I das regides de tensdo (T) e de compressio (C) foram calculados a partir dos
valores obtidos para suas cadeias alfa isoladas.

amino Salamandra! Ra'? Girino T T C C
acidos pele cauda pele pele w1 a2 T C a1 o2
ASP 37 59 49 49 48 92 63 45 47 41
GLU 78 73 74 74 96 102 98 91 95 83
HYP 74 76 82 78 43 11 32 50 43 65
SER 55 59 50 50 63 77 68 54 60 42
GLY 334 328 362 382 335 287 319 329 323 340
HIS 4 5 7 6 0 0 0 0 0

ARG 58 51 55 45 3438 35 3636 35
TRH 17 17 26 22 23 28 25 22 23 20
ALA 118 111 109 111 56 41 51 60 57 67
PRO 114 126 87 87 83 42 69 105 94 127
TYR 3 4 4 2 24 37 28 18 21 13
VAL 22 19 17 17 24 29 26 23 24 21
MET 10 10 6 7 9 10 9 10 9 11
ILE 12 9 9 9 25 30 27 22 24 18
LEU 17 18 21 20 54 67 58 49 54 39
HYL 7 6 6 8 53 52 53 42 46 34
PHE 11 11 13 11 38 41 39 21 21 20
LYS 35 28 28 28 21 16 19 23 22 25

'Dados reproduzidos de MAILMAN et alii (1974).
2 Da espécie Rana catesbelana, a mesma empregada neste trabalho.



Tabela V - Anilise de aminoacidos de componentes colagénicos das regides de tensio e de
compressdo de tenddes de rd, obtidos por precipitacido diferencial com NaCl. Os valores
obtidos na andlise de aminoacidos dos colagenos dos tipos [ e I de pele e do colageno do
tipo II de cartilagem articular sdo apresentados para comparacdo. Os valores representam o
nimero de residuos por 1000. C e T correspondem as regides de compressdo e de tensio,
respectivamente. 1,2 e 3,5 correspondem as concentragoes de NaCl (em molaridade) em que
os componentes colagénicos sio precipitados.

amino  Pele COL. COL
acidos Coll C1,2 T1,2 C35 T35 I I

ASP 47 45 74 50 44 40 49
GLU 93 86 122 95 92 82 106
HYP 78 50 36 72 82 75 90
SER 48 60 68 50 49 47 41
GLY 362 319 285 347 - 346 360 - 342

HIS 0 0 10 0 0 0 3
ARG 44 55 40 42 44 43 45
TRH 20 35 35 22 21 18 23
ALA 97 55 2 91 96 92 72
PRO 126 49 82 119 129 121 127
TYR 2 2 23 13 9 6 3
VAL 12 17 28 14 11 11 15
MET 7 6 12 6 7 6 8
ILE 7 15 25 10 7 7 8
LEU 15 44 48 22 19 17 25
HYL 2 8 4 6 6 0 11
PHE 11 52 23 14 14 14 17
LYS 26 81 22 23 22 24 14
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Discussao

Consideracoes Gerais Sobre os Tendbes Sujeitos a Forcas de Compressio

Ao descrever as adaptagdes morfoldgicas dos anuros, KENT (1987) descreveu aspectos anatémicos das
patas das rds, detalhou as modificagdes sofridas pelos 0ssos € assumiu que a arquitetura 6ssea verificada resulta
numa regido plantar ampla que em associagdio com os dedos alongados e em "teia" formaria uma alavanca
ideal para que o animal pudesse pular, que € (inica forma de locomocio dos anuros no solo. Esta estrutura
esquelética especial e a forte musculatura destes animais so poderia redundar na existéncia de um tenddo
extremamente apto em adaptar os dois sistemas, num animal com diferentes formas de locomocio.

Tentativamente, a primeira referéncia a existéncia de uma regido modificada do tenddo do misculo
plantaris longus de rds pode ser atribuida a RETTERER (1918a), que descreveu a existéncia de estruturas
sesamoéides em alguns tenddes. Neste trabalho o autor simplesmente menciona a existéncia de um sesamoéide

fibrocartilaginoso nos tenddes de Aquiles das rds, sem entrar em detalhes estruturais ou atribuir este achado a
outro autor.

Ao descrever as formacoes sesaméides de tendbes, RETTERER (1918a; b) assume que o aparecimento
destas estruturas era devido ao estimulo funcional, caracterizado pela existéncia de pressdo sendo aplicada
sobre eles e 4 necessidade de deslizamento sobre uma superficie cartilaginosa, enquanto os autores que o
precederam acreditavam que os sesaméides eram " corpisculos estranhos as intengOes do organismo”, que "nio
entrariam no plano de organizacio do organismo", ou ainda que apareceriam somente em condigoes
patologicas (RETTERER, 1918a). As conclusdes de RETTERER sdo assumidas ainda hoje pelos autores
envolvidos com o estudo de tenddes sujeitos a forcas de compressio.

Em 1937, PLOTZ descreveu as bases fisiologicas da existéncia de um sesaméide nos tenddes flexores
digitais de coelhos. Na década de 70, os trabalhos liderados por FLINT (GILLARD et alii, 1979; MERRILLES
& FLINT, 1980) sobre a estrutura ¢ fisiologia dos tendoes de coelho sdo tidos como cldssicos na delimitacio
de respostas dos tend6es a diferentes forgas biomecénicas, principalmente pelos experimentos de modificagées
cirirgicas do posicionamento dos tenddes de forma que recebessem forcas de compressio em sitios normal-
mente sob tensdo e a remoc¢ido das forgas de compressio das regides onde estas estavam presentes. Dos
resultados salienta-se a demonstracdo da queda de 60% no contetido de condroitino sulfato frente a remocio
das forcas de compressdo (GILLARD et alii, 1979a).

A natureza fibrocartilaginosa das regides modificadas nos tendbes sujeitos a forcas de compressao,
embora inicialmente assumida como generalizada (VOGEL & KOOB, 1989; BENJAMIM & EVANS, 1990),
ap6s sua descri¢io nos coelhos (MERRILLES & FLINT, 1980), nos cies (OKUDA et alii, 1987a, 1987b) e
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em bovinos (VOGEL et alii, 1986), comega a ser discutida a partir da descrigio de regides em diferentes
tenddes que apresentam maior ou menor diferenciacdo da estrutura fibrosa, frente a forcas de compressio de
intensidades variadas, bem como a presenca de outros fatores biomecinicos menos aparentes (RALPHS et
alii, 1991; 1992; RUFAI et alii, 1992).

No tendio patelar dos ratos foram encontrados dois sitios de estrutura fibrocartilaginosa, a insergdo do
tenddo na patela e a suprapatela. Uma caracteristica distintiva entre estas duas regides, além dos aspectos
estruturais, é a presenca de coldgeno do tipo Il na primeira e sua auséncia na segunda (BENJAMIM et alii,
1991; RALPHS et alii, 1991; 1992). Ja o tenddo calcanear ou de Aquiles dos mesmos animais apresentam
duas regides sujeitas a for¢as de compressio e que apresentam aspectos bastante distintos. Uma delas de aspecto
tipicamente fibroso, i.e como nos tendGes, exibe condroitino sulfato na matriz e vimentina no citoplasma das
células, indicando a existéncia de forcas adicionais as forcas de tensdo aplicadas sobre esta regido do tenddo
(RUFAI et alii, 1992). A partir destes estudos foi proposta a existéncia de um gradiente de transformages
composicionais ¢ estruturais dos tendoes frente a existéncia de forcas de compressio com intensidades

diferentes, ou associadas a outros estimulos biomecanicos menos evidentes (RUFAI et alii, 1992).

As modificacdes estruturais apresentadas pelo tenddo do misculo plantaris longus de rds assemelha-se
em muitos aspectos dquelas descritas para os tenddes flexores digitais de mamiferos (VOGEL & KOOB, 1989).

O desenvolvimento de uma estrutura dilatada, com propriedades de cartilagem no que se refere as suas
cor e consisténcia, em tendGes que sofrem mudanga de direcdo, reflete a existéncia de uma situacio
biomecinica na qual o tenddo recebe forcas de compressio, além de atuar na trasmissio das forgas provenientes
do misculo. Nesta situagio o tenddo deve deslizar sobre uma superficie ¢ manter-se firme em sua posicdo
enquanto transmiite forcas de tensdo. Ambas necessidades sdo sanadas pela existéncia de uma capsula sinovial,
que se assemelha aquela descrita para os tendGes flexores de cio (OKUDA et alii, 1987a) e de bovinos (VOGEL
& HEINEGARD, 1985; VOGEL et alii, 1986) e difere daquela observada em coelhos (MERRILLES & FLINT,
1980). Nestes dltimos ocorre o desenvolvimento do paratenon visceral, o qual substituiria a estrutura sinovial
encontrada nos demais (MERRILLES & FLINT, 1980). Apesar de apresentar semelhancas anatOmicas e
fisiolégicas com os tenddes flexores dos mamiferos, os aspectos histolégicos dos tenddes flexores das 1as sio
bem diferentes. Nos mamiferos a regido semelhante a cartilagem exibe aspecto fibroso, pelo qual foi descrita
como fibrocartilaginosa (BENJAMIN & EVANS, 1990). Este aspecto ndo ¢ evidente na regido de compressio
dos tenddes de 1ds, que é formado por uma trama de feixes e fibras sem qualquer padrio evidente de
organizacio e por espagos relativamentes extensos ocupado por material ndo fibroso.

A existéncia de feixes relativamente espessos que deixam a regido de tensdo e inserem-se na regido de
compressio, formando um dngulo reto com a direcio principal dos feixes da primeira, garantem que as duas
regides estabelecam uma unidade funcional e permanegam unidas durante o deslizamento do tenddo. Estes
feixes de ancoragem sdo bastante diferenciados, especialmente no que concerne a sua estrutura contorcida. O
arranjo contorcido de um feixe de coldgeno contraria principios termodindmicos nos quais um feixe de
coldgeno deve assumir forma distendida, a ndo ser que existam forcas que o mantenham de outra forma
(OAKES & BIALKOWER, 1977). A tor¢io de um feixe exige um desalinhamento dos pontos de interagio
lateral dos filamentos componenies das fibrilas apds rompimento das ligagdes que atuam na manutengio da
agregacio lateral. Embora estas alteragdes possam ocorrer frente a um estimulo mecénico, a sua manutengio
depende do bloqueio dos sitios reativos ou da presenca de elementos que mantenham a forga de desalinhamen-
to. A primeira situagiio pode ser alcangada pela presenca de glicosaminoglicanos dcidos, bloqueando elementos
de carga contrdria, e a segunda, pela presenca de componentes dos sistema eldstico, dois componentes
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associados as fibras de coldgeno nesta regido. Além disto, os aspectos de pouca agregacio das fibrilas e a fraca
birrefringéncia exibida pelos feixes sdo indicativos da auséncia de forgas biomecinicas atuando continuamente
sobre eles, como ocorre nos feixes da regido de compressio.

Ao lado destes feixes € encontrada uma infinidade de fibras com espessuras varidveis. A existéncia de
elementos fibrilares (fibras ou feixes primdrios e fibras muito finas) com espessuras tio varidveis indica que
estes diferentes elementos estejam sujeitos a diferentes mecanismos de controle ou regulagio, sugestivo da
existéncia de um controle individualizado exercido por grupos de células situados em microambientes distintos
e respondendo a diferentes sinais biomecdnicos ou de outra natureza qualquer.

A existéncia de elementos fibrosos dispostos tranversalmente com relacido ao longo eixo do tenddo e
observados em cortes transversais parece indicar que o tendao deve resistir a forgas aplicadas nesta mesma
diregdo durante o estimulo mecdnico. Desta forma estes feixes atuariam resistindo a estas forgas, mantendo a
estrutura do tenddo. Por outro lado, o fato de que estes feixes também serem ligeiramente contorcidos ou
ondulados sugere a necessidade de grande deformacio da regido de compressdo para que estes feixes possam

se alinhar antes de exercerem qualquer efeito util de resisténcia. A movimentacio dos feixes do estado
contorcido para o alinhado seria possibilitada pela grande quantidade de glicosaminoglicanos detectados pelos
métodos histoquimicos e bioquimicos.

Aspectos da Organizacio Macromolecular e da Estrutura em " Crimp"

Além do padrio histolégico usual, a regido de tensdo assemelha-se aos tenddes tipicos também em suas
caracteristicas topoquimicas e topofisicas, como a birrefringéncia, que ¢ um fenémeno éptico que revela
aspectos importantes da organizagio macromolecular e supramolecular. A birrefringéncia exibida pela regido
de tensdo antes e apos aplicacgio dos testes topoquimicos é muito semelhante Aquela descrita para outros tendGes
(VIDAL, 1970; VIDAL et alii, 1982; VIDAL & CARVALHO, 1990), o mesmo ocorrendo com o dicroismo
linear extrinseco do material corado pelos xylidine ponceau, sirius red e picrosirius (VIDAL, 1970; PIMEN-
TEL & VIDAL, 1980; VIDAL et alii, 1982), que revelam aspectos similares ao nivel de organizacio molecular.
Apesar disto, é aparente que o estado de agregacio lateral dos feixes dentro da regido de tensdo ¢ maior na
drea periférica e diminui no sentido da regido de compressio, conforme revelado pela intensidade de
birrefringéncia. Isto claramente demonstra a participacio diferenciada de diferentes dreas da regido de tensio
na transmissao de forcas de tensio, o que seria compativel com a curvatura do tendao, de modo que as regibes
mais externas teriam maior participacio na transmissio da forca de tensio proveniente do misculo.

Apesar de contorcidos, os feixes de ancoragem encontrados na regido de compressio exibem
birrefringéncia e dicroismo linear extrinseco, embora com menores intensidades que os feixes da regido de
tensdo, segundo avalia¢do visual, indicando uma menor ordenagio molecular de seus componentes fibrilares,
o que foi comprovado pelas analises ultraestruturais.

Virias estruturas compostas por coldgeno sio intensamente birrefringentes mas nio exibem extingio total
quando posicionadas paralelamente a um dos filtros de polarizagio, exibindo um bandado caracteristico de
faixas claras interpostas a faixas escuras, caracteristicas do "crimp" (ELLIOT, 1965; VIIDIK, 1973; GATHER-
COLE & KELLER, 1991). A presenca ou auséncia de "crimp” é dependente de virios fatores. Situagdes onde
os tecidos encontram-se em tensio tendem a coincidir com a situacdo onde a quantidade de
glicosaminoglicanos € baixa. Em cartilagens, onde a quantidade de glicosaminoglicanos € alta, a estrutura em
"crimp"” ndo ocorre (GATHERCOLE & KELLER, 1991). Entretanto, estas sdo condigdes extremas. O tendio



eldstico de aves € um exemplo da convivéncia de "crimp", proteoglicanos e fibras eldsticas (OAKES &
BIALKOWER, 1977). Esta convivéncia também € notada nos feixes espessos da regido de compressdo. Neste
caso, entretanto, a fungio do "crimp” € dificil de ser definida, principalmente frente a indefinicdo da funcio
dos proprios feixes.

Ao contrario disto, a variagdo na estrutura em "crimp" observada na regiao de tensdo pode ser facilmente
associada as diferentes intensidades das forcas de tensio a que estio sujeitas e a necessidade de distensio
apresentadas pelas fibras em diferentes profundidades nesta regido. Enquanto por um lado, as imperfei¢des da
estrutura em "crimp" impossibilita a ado¢do de uma estrutura ondulada ideal e com pardmetros bem definidos,
o que pode ser encontrado em alguns tenddes com fungdes Ginicas, por outro elas claramente demonstram
diferencgas funcionais ao longo da estrutura.

Estes aspectos demonstram que, apesar de ter sido dividido em apenas duas regiGes anatdmicas e
histolégicas com propdsitos descritivos, o tenddo do musculo plantaris longus de 1d exibe um complexo de
arranjos macromoleculares presentes em microambientes distintos dentro das duas regides principais. A

existéncia destes microambientes deve ocorrer frente as forgas de compressio a que o tendio estd sujeito, além
de ter que resistir a torsdes e fricgdes durante a transmissdo de forgas de tensio.

Os Tipos Celulares da Regido de Compressao

Pelo menos trés tipos celulares foram identificados na regido de compressio. Células tipicamente
fibrobldsticas sdo encontradas em intima associacdo com os feixes de colageno. Ha um tipo transicional e
células tipicas da regido de compressio. A diferenciacio entre as células fibroblasticas e as células tipicas da
regido de compressio di-se pelo aumento do volume citoplasmadtico com deposicdo de grande quantidade de
filamentos intermedidrios. Este aciimulo de filamentos intermediarios foi encontrado nas células da regido de
compressio dos tendGes de coelhos MERRILLES & FLINT, 1980). Depois disso a presenca de filamentos
intermedidrios foi determinada ultraestrutural e imunocitoquimicamente nas células das regides submetidas a
diferentes niveis de compressio nos tenddes de ratos (BENJAMIM et alii, 1991; RALPHS et alii, 1991, 1992;
RUFALI et alii, 1992). Nestes altimos trabalhos, foi sugerido que a presenga de vimentina pode ser utilizada
como marcadora da existéncia de forcas de compressio sobre células do tecido conjuntivo.

Os filamentos intermedidrios identificados nas células da regido de compressio apresentam infimeras
decoragbes laterais cuja natureza pode tentativamente associada aos prossomos, que sio particulas de RNP,
contendo RNAm bloqueado (ou reprimido?), que atingem altas massas moleculares ¢ que estio sempre em
intima associagdo com componentes do citoesqueleto (GROSSI DE SA et alii, 1988).

As células fibroblasticas sdo observadas emitindo prolongamentos que atingem a intimidade dos feixes
da regido de compressdo, demonstrando que a integridade da estrutura dos feixes é continuamente monitorada
e que os arranjos observados nio sio devidos a processos degenerativos. Intima associacio das fibrilas de
coldgeno com a superficie dos fibroblastos foi sempre observada e relacionada a fendmenos de reabsorcio e
remodelagio (VIDAL & VALDRIGHI, 1970; TEN CATE, 1972; VIDAL, 1972; ENVEMEKA, 1991; 1992)
ou a processos associados com a formacdo de fibrilas (TRELSTAD & HAYASH]I, 1979), envolvendo sempre
o monitoramento da estrutura dos componentes fibrilares.

Por outro lado, as c€lulas tipicas da regiio de compressio sio peculiares por ndo exibirem qualquer tipo
estrutural proeminente de associacio com componentes da matriz extracelular e por possuirem superficie
relativamente lisa, ao contrrio das células da regido de compressio de coelhos que possuem um sistema de
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fibrilas de 24 nm reveladas pela fixacdo em presenca de dcido tinico e que estdo associadas a pontos especificos
da superficie celular em um extremo e a placas eletrodensas situadas na matriz pericelular no outro, o que é
tido como uma forma de fixacio das células numa determinada posicio (CARVALHO, 1993). Apesar disto as
células tipicas da regido de compressdo do tenddo de ris parecem estar em ativa sintese de material destinado
i exportagdo, cuja natureza permanece por ser determinada, mesmo embora alguns dos granulos de secrecio
exibam componentes fibrilares em seu interior. O significado da associacdo de particulas semelhantes a
ribossomos com algumas das vesiculas de secreciio também € desconhecido. O complexo de Golgi destas
células parece também exibir organizagio lnica, sendo constituido por um aglomerado de vesiculas, sem a
organizagio cldssica destas organelas.

A maioria destes aspectos sio semelhantes aqueles encontrados para as células da suprapatela de ratos
(BENJAMIM et alii, 1991; RALPHS et alii, 1991, 1992).

Frente a estes aspectos da ultraestrutura dos tipos celulares da regido de compressio, parece importante
mencionar 0s mecanismos pelos quais as células monitorariam e atuariam na manutencdo da composicio e da

estrutura da matriz extracelular. O mecanismo eletroquimico abordado na Introducio e defendido por alguns
autores (VIDAL, 1963; 1964; 1966; 1969; GILL.ARD et alii, 1977; 1979a; VIDAL & MELLO, 1984; VIDAL,
1993) tem sido associado principalmente a um arranjo preciso dos componentes da matriz extracelular e
principalmente da interacio entre coligeno e proteoglicanos. Este arranjo preciso, encontrado nos tendbes
tipicos estd ausente da regido de compressdo. Parece plausivel assumir a presenca de mecanismos diferenciais
de monitoracdo pelas células tipicas da regido de compressio, uma vez que estas células carecem do principal
elemento de sustencdo da hipétese eletroquimica, i.e. o arranjo encontrado na associacdo coldgeno-
proteoglicanos, mesmo embora os proteoglicanos da regifio de compressao exibam distribuicdo ordenada por
si proprios. Neste sentido o mecanismo mecano-osmético, segundo o qual as forgas mecinicas atuariam na
liberacdo de sinais por sistemas sensiveis a distensdo da propria membrana plasmdtica precisa ser levado em
consideracio. Este mecanismo foi baseado na demonstragio da existéncia de barorreceptores a nivel celular
(SACHS, 1987) e da identificacdo de canais idnicos sensiveis a forgas mecdnicas (MORRIS, 1990). WATSON
(1991) aponta a adenilato ciclase, a translocase Na'/H" e mesmo as enzimas envolvidas no metabolismo do
fosfatidilinositol como provéveis candidatos que seriam ativados pela distensao da membrana, além de propor
um protétipo do sistema envolvido com a detecgiio de forcas mecinicas. O trabalho deste autor fundamenta-se
principalmente na demonstra¢io da abertura de canais ionicos e da liberagio de segundos mensageiros
desencadeadas por tratamentos hipo-6smoticos, que atuariam na distensdo da membrana plasmdtica (WAT-
SON, 1989).

Os aspectos de degeneragio celular encontrados na regido de compressio podem estar associados i
existéncia de traumas mecinicos suficientemente fortes para romper a membrana e levar as células & morte.
A gengiva humana esta sujeita a forgas mecdnicas intensas € nestes tecidos sio também observadas células
com a membrana plasmdtica rompida (VIDAL & VALDRIGHI, 1970; VIDAL 1972). Por outro lado, a
presenca de células que atuam na remocio dos residuos celulares € na restauracdo da matriz extracelular
adjacente demonstra a capacidade do tendio em recuperar-se de provaveis traumas mecinicos. A baixa
freqiiéncia destas figuras associadas com o fato de que estes processos de recuperacdo de lesbes sdo
relativamente lentos, envolvendo a migracdo de células envolvidas no reparo, remocio dos residuos celulares
e restauragio da matriz extracelular, faz crer que estes traumas sio esporddicos e nio ocorram de forma
constitutiva, como deve ser o caso da gengiva.
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APresenca de Componentes Associados ao Sistema Eldstico

Segundo definicio histolégica o sistema eldstico ¢ formado pelas fibras eldsticas, elauninicas e
oxitalinicas. E comumente aceita a existéncia de diferentes estigios da maturagio das fibras do sistema
elastico. A fibras oxitalinicas seriam os primeiros elementos a serem encontrados e, com o desenvolvimento,
haveria a deposigio de material amorfo junto as microfibrilas constituintes das fibras oxitalanicas, formando
as chamadas fibras elauninicas (COTTA-PEREIRA et alii, 1976b). As fibras elasticas maduras sio formadas
por um core central de elastina e por fibrilas associadas a sua periferia (HESSE, 1987). Entretanto, as fibras
oxitaldnicas sio também encontradas em algumas estruturas independente da idade do animal, o que conduziu
alguns autores (ALEXANDER & GARDNER, 1983; HESSE, 1987) a assumir que estas fibras ndo se
transformariam necessariamente nas demais.

Fibras pre-eldsticas (elauninicas e oxitalinicas) foram descritas em tenddes (GAWLIK, 1965) e na
cartilagens traqueal e articular (COTTA-PEREIRA et alii, 1984; HESSE, 1987) por meios de testes

histoquimicos ¢ da microscopia eletronica de transmissio. Embora a presenca destes componentes deva
contribuir para as propriedades biomecinicas destas estruturas (HESSE, 1987), as suas fungdes continuam
indeterminadas.

Num estudo sobre o sistema eldstico dos tenddes flexores digitais profundos de cdes e de coelhos
(CARVALHO et alii, 1993), as fibras eldsticas nao foram encontradas e as fibras oxitaldnicas parecem ser o
principal componente. As fibras oxitalanicas foram encontradas na regido de compressio destes tendes como
uma rede de fibrilas finas e ramificadas. Elas foram também encontradas na regido de tensio onde ficam
restritas aos espacos exitentes entre os feixes de colidgeno. O paratenon visceral também € rico em fibras
oxitaldnicas.

Um exame minucioso das micrografias exibidas por MERRILLES & FLINT (1980) permite a
identificacdo de componentes da matriz extracelular descritos como "condensagGes em teia” e considerados
pelos autores como agregados de proteoglicanos como sendo feixes de microfibrilas observados em corte
transversal.

Fibras eldsticas maduras foram encontradas nos tenddes de 13, em especial no paratenon visceral e na
regido de compressdo. Por outro lado, fibras pré-eldsticas puderam ser detectadas por todo o tenddo, em
associagio com a superficie dos feixes de coldgeno, e mesmo dispersas nas regides com predominio de
proteoglicanos. Qualquer que fosse a localizacdo, entretanto, sempre foi observada a intima associagio de
proteoglicanos com as microfibrilas do sistema eldstico. A existéncia de fibras oxitaldnicas nos tendGes de
animais adultos favorece a idéia da possibilidade de interrupcdo da maturagdo das fibras pré-eldsticas, mesmo
embora niio se saiba se estas fibras oxitalinicas ainda irdo se desenvolver em fibras eldsticas, uma vez que
fibras elauninicas também foram encontradas.

Parece importante mencionar que a correlacdo entre as fibras oxitalanicas e as microfibrilas da matriz
extracelular ndo tinha sido estabelecida até recentemente, embora muitas vezes assumida. Parece claro que
as fibras oxitalanicas detectadas histoquimicamente sdo identificadas como feixes de microfibrilas de 10-12
nm ao microscopio eletrénico de transmissdo. Desde o trabalho de CLEARY & GIBSON (1983), onde as
microfibrilas associadas a elastina foram tratadas como sendo distintas de outras microfibrilas da matriz e
mesmo das fibras oxitaldnicas, vdrios aspectos das microfibrilas encontradas na matriz extracelular foram
descobertos, especialmente através da técnica de sombreamente rotatério (WRIGHT & MAYNE, 1988;
KEENE et alii, 1991). SAKAI e colaboradores (1986) identificaram uma glicoproteina componente das
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microfibrilas de matriz, com 350 kDa, que denominaram de fibrilina e que foi localizada imunocitoquimica-
mente em diferentes tecidos, inclusive tendées. Recentemente KEENE e colaboradores (1991) demonstraram
aspectos da estrutura macromolecular ¢ da composicgio das microfibrilas, da sua extensibilidade assim como
da distribuicdo periédica de epitopos da fibrilina ao longo da microfibrilas. SAKAI e colaboradores (1986)
mostraram a presenga de fibrilina nas microfibrilas de diferentes tipos de matriz extracelular, unificando termos
como fibras oxitalinicas, microfibrilas associadas a elastina e microfibrilas da matriz extracelular.

Parece importante ressaltar que os estudos que envolvem experimentos delineados para testar as
propriedades biomecanicas dos tenddes ¢ cartilagens (VIIDIK, 1973; EVANS & BARBENEL, 1975; VILAR-
TA, 1986; OLOYEDE et alii, 1992) apresentam resultados que sdo constantemente associados a distribuicio
espacial das fibras de coldgeno e & matriz composta por proteoglicanos. Na verdade, eles nio foram hibeis em
distinguir a participagio das fibras pré-elasticas ou microfibrilas nas propriedades biomecinicas daquelas
estruturas. A presenca de microfibrilas nos tenddes sujeitos as forgcas de compressdo aguarda a definicio de
fungées especificas mas, certamente, elas sdo de importincia na microarquitetura da matriz, controlando a

elasticidade do tenddo. Elas também devem colaborar na integracdo do tenddo como uma entidade bifuncional,
habil em transmitir forcas de tensdo apesar de estar sujeito a forgas de compressio.

Os Componentes Proteoglicanicos e sua Participacio na Fisiologia do Tenddo

A grande quantidade de glicosaminoglicanos sulfatados sugerida pelas respostas ao azul de toluidina e
azul de alcian em suas diferentes varia¢Oes, garante ao menos em parte as caracteristicas de retencdo de dgua
e de resisténcia a compressio, comuns as cartilage ns e apresentadas pela regido de compressdo. Estes resultados
concordam com os achados bioquimicos deste trabalho e com estudos imunocitoquimicos (DANIEL &
MILLS, 1988) e bioquimicos (GILLARD et alii, 1979a), que identificaram glicosaminoglicanos sulfatados
na regido de compressio de tendGes de coelhos. D4 énfase & presenca de proteoglicanos intimamente
associados aos feixes da regido de compressdo, o fato de que a digestdo com a hialuronidase testicular remove
o material basofilico e metacromético encontrado na superficie dos feixes. A nivel ultraestrutural os componen-
tes proteoglicdnicos foram identificados como uma cobertura susceptivel & hialuronidase testicular e 4 papaina
e com distribuicio aparentemente homogénea ao longo de toda a superficie dos feixes. A intensa deposi¢io
de glicosaminoglicanos na superficie dos feixes pode estar associada 4 manutencdo do estado contorcido que
eles apresentam na regido de compressio, mesmo embora nio haja suporte experimental para esta suposicio.

Embora o material que ocupa os espagos delimitados pelos feixes e fibras da regido de compressio pareca
possuir uma estrutura difusa apds coloracdo pelos xylidine ponceau, sirius red € picrosirius, a coloragio pelo
azul de toluidina associada & microscopia de polarizacio revela a presenga de componentes fibrilares em sua
composigio. Nao s este material, mas também aquele associado aos feixes, exibe birrefringéncia com cores
andmalas e dicroismo linear extrinseco negativo apds tratamento com o azul de toluidina. Isto corrobora
achados anteriores de ordenagdo molecular dos glicosaminoglicanos na matriz extracelular (VIDAL, 1963,
1964; VIDAL & MELLO, 1984) e revela que a deposicio de glicosaminoglicanos ocorre de forma ordenada
também neste tecido. Esta ordenacio molecular parece ser importante na fisiologia e nos mecanismos de
controle e manutencio do tecido (VIDAL, 1963, 1964; VIDAL & MELLO, 1984; VIDAL, 1993), o0 que tem
chamado a atengio de diversos autores (HALL, 1979; TRELSTAD, 1984; ALBERTS et alii, 1989).

Parte dos glicosaminoglicanos encontrados na regido de compressdo estd associado na formacio de
grandes proteoglicanos, conforme revelado pela filtracio em gel de Sepharose CL-4B, pela eletroforese em
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gel de agarose-acrilamida e pela ultracentrifugacio em gradiente de cloreto de césio em condicoes dis-
sociativas.

Com respeito a ultracentrifugaciio, parece importante notar que a presenca dos grandes proteoglicanos
fica restrita & fracio de maior densidade (D1), enquanto foi detectada uma enorme dispersio dos componentes
de baixa densidade (como o coligeno, pequenos proteoglicanos e alguns outros componentes ndo iden-
tificados) pelas fragbes D4, D3 e mesmo ID2. Esta dispersio foi também encontrada por VOGEL &
HEINEGARD (1985) que a interpretaram como sendo devida a dispersdo e variabilidade de estrutura destes
componentes, como foi determinado para os grandes proteoglicanos (I{EINEG;\RD, 1977). Faz-se necessirio
notar, entretanto, que a ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio do material extraido por Gu-HCl
4M resulta na formacido de uma pelicula extremamente compacta na superficie da solucdo centrifugada o que
indica que os componentes que deveriam estar contidos em D4 na verdade estdo presentes em tio grande
quantidade que ndo sdo contidos nesta fragdo, de modo a serem comprimidos na pelicula superficial e dispersos
nas fracoes anteriores. Desta forma pode-se atribuir esta dispersao ao impedimento espacial de acomodamento

de todo o material nos limites da fracdo D4.

A presenga de grandes proteoglicanos sdo imputadas as propriedades de resisténcia 4 compressio. A
formacgio de grandes dominios com enorme concentracio de cargas negativas devido a formacio de agregados
com écido hialurénico resulta num acimulo de dgua o que estd intimamente associado com as propriedades
biomecinicas das cartilagens (HASCALL & HASCALL, 1981; CARNEY & MUIR, 1988; HASCALL, 1988;
GALLAGHER, 1989; HEINEGARD & PIMENTEL, 1992). A resisténcia da cartilagem, bem como o
confinamento destas grandes moléculas extremamente soliveis num volume menor que aquele que ocupariam
em solugiio e o efeito osmotico do tipo Donnan resultante, deve ser atribuido a trama de fibrilas de coligeno
do tipo 11, caracteristico destes tecidos (CARNEY & MUIR, 1988; HASCALL & HASCALIL, 1981). Desta
forma- as-fibrilas de coldgeno na cartilagem estariam sempre-sob tensdo, quer-seja-sob-estimulo mecinico ou
nio (MAROUDAS, 1976). Embora com grande capacidade de resisténcia a forcas de compressio dada uma
grande capacidade de deformacgdo elastica (CARNEY & MUIR, 1988; OLOYEDE et alii, 1992), as cartilagens
hialinas sdo muito pouco flexiveis e de certa forma até "rigidas”, dada a reduzida velocidade de modificacio
de forma resultante da dificuldade na redistribuicdo de dgua imposta pelos proteoglicanos (HARDINGHAM
et alii, 1986; OLOYEDE et alii, 1992). Ao contrdrio, os tenddes sio extremamente flexiveis (VIIDIK, 1973).
Partindo das propriedades de resisténcia 4 compressdo exibida pelas cartilagens, dada a presenca de grandes
proteoglicanos, parece plausivel que a presenca destes componentes na regido de compressdo seja também a
responsd vel pela capacidade do tenddo em resistir a forcas desta natureza.

Embora a fixacdo dos grandes proteoglicanos no tecido pudesse ser realizada pelas fibras mais finas da
regido de tensdo, as andlises as microscopias de polarizacio e eletronica sugerem que elas nio estejam em
estado de tensdo, como ocorre nas cartilagens (MAROUDAS, 1976). As fibrilas associadas em feixes também
nio teriam nenhum papel nesta reten¢do, como sugerido por seus aspectos morfolégicos. Além de resisténcia
i pressio, a regido de compressdo deve também possuir uma grande deformabilidade para poder deslizar sobre
uma superficie curva, sem danos ou rompimento do tendio. Como a eficiéncia na imobilizacio dos
proteoglicanos em seu estado hidratado depende inicialmente da configuracdo e do grau de entrelacamento
das fibrilas de coligeno (WEIGHTMAN & KEMPSON, 1979), ¢ esperado que diferentes arranjos destes
componentes possuam diferentes capacidades em reter os proteoglicanos sob diferentes pressdes, o que
resultaria em modificagdes na capacidade de resistir a pressdes mas, fundamentalmente, na deformabilidade
do tecido. Embora a capacidade de resisténcia a compressio nio dependa da formacio de agregados, a
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movimentacio dos proteoglicanos nos tecidos depende deste tipo de associacdo que aumentaria a viscosidade
do tecido e consequentemente as suas propriedades visco-elasticas (MOW et alii, 1984; HARDINGHAM et
alii, 1987). Isto seria devido ao aumento no niimero e na forga das ligagbes que ocorrem entre as moléculas
dos proteoglicanos com a formacio dos grandes agregados (CARNEY & MUIR, 1988).

Provavelmente, € a deformabilidade dos complexos formados pelos proteoglicanos e pela trama de fibras
finas que permite a movimentagdo dos feixes mais espessos, até 0 momento em que eles atuem como elementos
de reforco frente a uma deformacio demasiada alcancada numa movimenta¢io brusca. Como a viscosidade
dos componentes do tecido (e a sua conseqiiente deformabilidade) ¢ dependente da formagio de agregados
pelos grandes proteoglicanos, parece importante determinar se os grandes proteoglicanos da regido de
compressio do tenddo de 1@ sdo capazes de interagir com o dcido hialurénico na formagdo de agregados.

Aorganizag¢ao estrutural e as propriedades mecanicas dela decorrentes sugerem que na verdade os grandes
proteoglicanos da regido de compressio no sejam diretamente responsdveis pela capacidade de resiténcia a
compressio exibida pelo tendio, mas sim que estes componentes estabelecam um ambiente fluido altamente

viscoso capaz de promover a coesdo entre as fibras e feixes de coligeno, além de permitir o deslizamento
destas estruturas. A malha flexivel e eldstica formada pelas fibras e feixes distendidos seriam na verdade os
responsdveis pela resiténcia 4 compressio, dissipando estas forcas em diferentes diregées, antes que elas
atinjam a regido de tensdo do tenddo.

A presenca do decorim e do fibromodulim pode estar associada a modulagio da morfologia das fibrilas
de coldgeno e desta forma estar relacionados com as propriedades biomecénicas do tecido como um todo. Uma
vez que foi demonstrado que estes pequenos proteoglicanos associam-se com o coldgeno e que possivelmente
estejam envolvidos com a modulacio do didmetro das fibrilas (VOGEL et alii, 1984; HEDBOM &
HEINEGARD, 1989; VOGEL & TROTTER, 1987), resta questionar o papel de cada um deles, a possibilidade
de um papel sinergistico entre ambos ou a existéncia de caracteristicas distintas de associagiio com as fibrilas
de coldgeno e consequentemente das funcoes de cada um. Estes pequenos proteoglicanos foram também
detectados na regido de compressio do tenddo de bovinos, destacando-se o fato de que o fibromodulim elui
da cromatografia em DEAE-celulose como um pico inicial e isolado do pico principal que contém os grandes
proteoglicanos, o decorim e o biglicam (EVANKO & VOGEL, 1990). As tentativas de resolugio deste pico
isolado contendo o fibromodulim foram infrutiferas e, na verdade, o fibromodulim s6 foi identificado apds
correcio da modificacdo de pH introduzida pela adicdo de uréia (7M) ao tampdo (nas nossas condigdes de
trabalho a adicdo de uréia eleva o pH para cerca de 8.0). Antes disso o fibromodulim néo se ligava a resina de
troca i6nica (Resultados nio mostrados). Além disto, em experimentos paralelos com tenddes de boi também
nao foi conseguida a separacdo do fibromodulim em um pico tnico.

Os grinulos identificados pela fixacdo em presenca de vermelho de ruténio foram inicialmente iden-
tificados como sendo devidos a "proteodermatam sulfato”, através do emprego de enzimas especificas
(SCOTT et alii, 1980). Andlises imunocitoquimicas demonstram que o decorim € encontrado em associagio
com o colageno e que sitios antigénicos desta molécula organiza particulas de ouro de forma helicoidal ao
redor das fibrilas de coligeno (FLEISCHMAJER et alii, 1991). Resultados obtidos com o préprio vermelho
de ruténio sugerem o mesmo arranjo espacial para os glicosaminoglicanos associados as fibrilas de coligeno
(VIDAL & MELLO, 1984). O emprego de outros corantes catidnicos associados a procedimentos de
concentragio critica de eletrdlitos demonstraram a distribuigdo especifica de bastonetes ¢ nio grinulos na
superficie das fibrilas de coldgeno (SCOTT, 1988). A safranina também forma grinulos na superficie das
fibrilas (SHEPARD & MITCHEL, 1976).
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Um problema concernente ao estudo de proteoglicanos nos tecidos € que, devido & sua extrema
solubilidade, cerca de 65% destes componentes ¢ perdido durante a fixacdo e demais etapas de preparacio que
envolvem solugdes aquosas (HUNZIKER & SCHENK, 1987). Isto parece ocorrer mesmo na presenca do
vermelho de ruténio, que foi introduzido por LUFT (1965) justamente com o inftuito de precipitar os
proteoglicanos e diminuir a sua solubilizacio. Por este motivo, inimeros outros corantes catiénicos t€m sido
testado no sentido de se obter uma melhor preservacio dos proteoglicanos (HUNZIKER et alii, 1992), da
mesma forma que novos procedimentos de fixacgdo, envolvendo técnicas de congelamento ultra-ripido
(HUNZIKER & SCHENK, 1987). Mesmo assim, o vermelho de ruténio continua sendo amplamente
empregado. A adicdo de 4cido tinico no fixador também € tida como um meio de preservar os proteoglicanos,
sendo que padrdes especificos de precipitagdo foram obtidos para o icido hialurdnico e para o condroitino
sulfato (SINGLEY & SOLURSH, 1980).

HUNZIKER & SCHENK (1987) mencionam que dada a precipitagdo que ocorre enire os proteoglicanos
¢ 0s corantes catidnicos, o nivel de resolucdo alcangado € muito reduzido. Apesar disto a diferenca de tamanho

observada entre os grinulos associados as fibrilas de coligeno nas duas regides dos tendGes de 1d € bastante
evidente.

A demonstracgio de uma maior mobilidade eletroforética do decorim na regido de tensdo em associagio
com o menor tamanho dos grinulos de distribui¢do periddica na superficie das fibrilas de colidgeno da regido
de tensdo indicam que o decorim desta regido possui menor massa molecular, provavelmente devido a um
encurtamento da cadeia de glicosaminoglicano associada a esta molécula. A precisa caracterizacdo desta
molécula aguarda novos experimentos de remog¢do do glicosaminoglicano por enzimas para a verificacdo de
caracteristicas da estrutura das porgdes protéicas e do glicosaminoglicano.

Diferencga de tamanho do decorim foi também observada em cultura de fragmentos de tenddo de bovinos
provenientes. de -regides. sujeitas- a-diferentes . forcas. mecinicas (KOOB. &.VOGEL, . 1987).e.em. aorta
(REGISTER & WAGNER, 1990), sendo que neste Gltimo caso foram encontrados diferentes niveis de
glicosilacdo no mesmo momento fisiologico. Modificagio na extensdo da cadeia de glicosaminoglicano do
decorim e do biglicam foram também observada apés a estimulagdo com o TGF-p (VOGEL & HERNANDEZ,
1992). Embora a razio da diferenga de famanho entre o decorim das duas regiGes do tenddo permanece
desconhecida, a simulagdo das caracteristicas de regides sujeitas a forcas de compressio (i.e., aumento no
tamanho do decorim e do biglicam e aumento no conteddo deste Gltimo) pela estimulacdo pelo TGF-§ levou
VOGEL & HERNANDEZ (1992) a levantar a possibilidade de um aumento na sintese deste fator de
crescimento por células do tenddo que estio sujeitas a forgas de compressio.

Assumindo que o glicosaminoglicano da molécula do decorim ndo interage com as fibrilas e que projeta-se
dela (possibilitando a precipitagio na forma de grinulo com corantes catiénicos), a maior extensio desta cadeia
no decorim da regido de compressio poderia atuar na manutencao do maior distanciamento mantido entre as
fibrilas. Parece importante notar que a estimulagio do cérvix uterino por PGF2a resulta numa maior
extensibilidade do tecido, o que foi atribuido & desorganizacgio dos componentes colagénicos que ¢ acompan-
hada por um aumento na quantidade de um pequeno proteoglicano contendo dermatam sulfato (KOKENYESI
& WOESSNER, 1991). Este pequeno proteoglicano € assumido como sendo o decorim, jd que os autores fazem
distingdo entre este € um médio proteoglicano, que seria o biglicam. A associagio entre a desorganizacio ou
afrouxamento da malha colagénica e o aumento da quantidade de decorim ¢ realgada pelo fato de que apds o
parto o decorim ¢ rapidamente degradado ¢, para KOKENYESI & WOESSNER (1991), esta degradagio
facilitaria a reagregacio e reorientagio das fibrilas de coldgeno e a ripida reversio da dilatacio.
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A presenca do biglicam na regido de compressio e sua virtual inexisténcia na regiio de tensdo deve ser
reflexo da existéncia de amplos espacos interfibrilares, onde este pequeno proteoglicano tem sido localizado
imunocitoquimicamente (LONGAS & FLEISCHMAJER, 1985; FLEISCHMAIJER et alii, 1991). Mesmo
embora tenha sido demonstrado uma possivel atuagdo na inibigio da adesio celular (WINNEMOLLER et alii,
1992), a fungao precisa do decorim € desconhecida. Desta forma a interpretacio do aumento na sua quantidade
ap6s estimulagdo com o TGF-P fica prejudicada, embora este aumento tenha sido associado a um sistema de
tamponamento da estimulacio autdcrina pelo fator de crescimento (VOGEL & HERNANDEZ, 1992).

Tem sido assumido também que o biglicam atuaria na organizacio da matriz interfibrilar (HEINEGARD
& OLDBERG, 1989) e a sua relativa resisténcia a extracio (PEARSON & GIBSON, 1982) sugere a firme
associa¢io com outros componentes da matriz extracelular que ndo o coldgeno. A participagio do biglicam na
ordem molecular dos proteoglicanos dos espagos interfibrilares detectada pela microscopia de polarizacio
apés coloracdo com azul de toluidina na regido de compressio permanece uma questdo em aberto.

Interessantemente, a presenca do fibromodulim, que sabidamente se associa as fibrilas de colageno, nio

garante a formacdo de grinulos na presenca do vermelho de ruténio. A explicativa para a ndo distin¢io de
qualquer grinulo que pudesse ser associado com a presenca do fibromodulim pode estar na possibilidade de
que o glicosaminoglicano deste pequeno proteoglicano ndo precipite com o corante ou que o grinulo formado
seja muito pequeno para ser resolvido nas ampliagdes conseguidas ao microscopio eletrdnico em nossas
condigles de trabalho. Apesar disto, HEINEGARD & OLDBERG (1989) acreditam que pelo menos uma das
duas moléculas com cadeias de queratam sulfato, identificadas por SCOTT & HAIGH (1988) de forma
semelhante aquela aqui empregada, possa ser atribuida ao fibromodulim.

E interessante notar que nos tenddes de i o fibromodulim nio sofre modificagées expressivas conforme
a regiio sob andlise e que VOGEL & HERNANDEZ (1992) ndo se referem a alteracdes no contetido ou
estrutura do fibromodulim frente ao tratamento com o TGF-B. Seria importante verificar o comportamento
deste pequeno proteoglicano nos sistemas em que sio detectadas variagdes estruturais no decorim e mesmo
no biglicam, o que poderia talvez trazer informagdes sobre as funcdes de cada um destes componentes.

Caracteristicas Ultraestruturais e Bioquimicas dos Componentes Colagénicos

Experimento imunocitoquimico demonstrou a presenca de pequenas quantidades de coldgeno do tipo I
(VOGEL & KOOB, 1989) ao lado do coldgeno do tipo I na regido de compressio dos tenddes flexores digitais
profundos de bovinos (VOGEL et alii, 1986; VOGEL & KOOB, 1989). Na regido de compressio dos tenddes
de rds, o coldgeno I representa a maior parte dos componentes colagénicos, mesmo embora alguns componentes
de natureza também colagénica puderam ser separados por precipitacdo diferencial do material solubilizado
por pepsina. O coldgeno das duas regifes do tenddo de 1d é extremamente solivel, o que foi indicado
inicialmente pela grande quantidade de coldgeno solubilizado pelo Gu-HCI 4M e a seguir pela desnaturacio
apresentada pelo material ndo solubilizado, que se torna susceptivel & degradagio pela pepsina. Esta suscep-
tibilidade prestou-se a construcio de um complexo mapa peptidico, obtido com a precipitacdo diferencial por
NaCl a partir solucio dcida.

Considerando que os fragmentos com mesma migracio cletroforética correspondem ao mesmo segmento
da molécula, parece plausivel assumir que eles sotram modificacGes pés-traducionais distintas em cada regiao,
uma vez que precipitam em concentracdes de NaCl diferentes; em alguns casos, menores concentragoes sio
necessarias para precipitar um fragmento de uma regiio, mas sdo insuficientes para precipitar o mesmo
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fragmento da outra. Ainda mais, a presenca de fragmentos que sio especificos de uma das regides sugere a
existéncia de diferentes tipos de coligeno em cada uma delas, reforcando os achados por precipitagio
diferencial de componentes solubilizados por pepsina. Esta suposicdo ¢ reforcada também pela andlise de
aminodcidos dos componentes que precipitam-se em diferentes concentragdes de NaCl. Embora a natureza do
material que precipita a 1,2M seja desconhecida e diferente para cada uma das regides do tendio, o material
precipitado a 3.5M assemelha-se na composi¢do de aminodcidos ao coldgeno do tipo III purificado de pele.

A importiancia da associagdo de diferentes tipos de coldgeno ao coldgeno do tipo I estd justamente na
ampliacio do nimero de estruturas que podem ser formadas, com diferentes arranjos fibrilares e macro-
moleculares baseados no coldgeno do tipo I, 2 maneira do que ocorre na pele (FLEISCHMAJER et alii, 1985;
KEENE et alii, 1987), na cérnea (LINSENMAYER et alii, 1985; KEENE et alii, 1988) e nos ossos (BAILEY
et alii, 1992).

Com respeito a andlise de aminodcidos do coldgeno do tipo I, foi possivel detectar grande variagdo entre
o grau de hidroxilacio de residuos de lisina do material obtido de pele e aquele preparado dos tenddes.

Entretanto, o grau de hidroxilagdo de residuos de lisina do coligeno do tipo I proveniente das duas regides do
tenddo mostrou variacio muito pequena, comparativamente com o observado na pele. Avaria¢io no conteiido
em hidroxiprolina entre as trés amostras de coldgeno do tipo I analisadas pode ser a0 menos em parte atribuida
a diferentes extensodes de digestdo das cadeias pela pepsina utilizada na solubilizagio. Mesmo embora o
tratamento com pepsina tenha sido efetuado nas mesmas condigdes para da duas regides do tendao, a variacio
relacionada ao grau de degradacdo enzimdtica das moléculas do coligeno do tipo I, comparando-se as duas
regiGes do tenddo, pode ser correlacionada a diferencas na susceptibilidade 4 enzima que as moléculas podem
exibir nos diferentes complexos que formam nas duas regides. A presenca dos proteoglicanos na regido de
compressio € um fator que deveria retardar a acdo da enzima, primeiro pelo efeito de volume excluido
(CARNEY & MUIR, 1988) ¢, segundo, por atuar competindo como substrato. Porém, a anilise das figuras 89
e 90 demonstra haver uma dimimuicio gradual de aminodcidos contidos nas porgdes telopeptidicas na
sequéncia regido de tensdo, regido de compressio e pele, acompanhadas por acréscimo no contetido relativo
dos aminodcidos presentes nas porgoes colagénicas (em hélice). Desta forma assume-se que a digestio com
apepsina do coldgeno tipo I foi mais intensa na pele, seguida pela regido de compressio e pela regido de tensio.
A justificativa mais plausivel para este efeito de susceptibilidade 4 enzima reside no padrdo de distribuigdo da
espessura de didmetros das fibrilas, de modo que na regido de tensdo, onde as fibrilas possuem os maiores
didmetros o coldgeno do tipo I estaria mais protegido. Se esta os diferentes graus de susceptibilidade a pepsina
justifica as diferencas na composicdo em aminodcidos do coldgeno tipo I encontradas entre as regies de tensio
e de compressdo, a variacdo observada deveria também refletir na composicdo das cadeias alfa. Na verdade a
composi¢io em aminodcidos das cadeias ol do colageno tipo I das duas regides é muito semelhante, de forma
que a variagdo principal estd contida nas cadeias 2.

Existe uma tendéncia geral do coldgeno do tipo I a apresentar crescente substituicio de residuos de serina
e treonina por prolina e hidroxiprolina ao longo da escala evolutiva, e isto te influéncia na temperatura de
denaturagdo térmica exibida pelas moléculas (PIKKARAINEN, 1968). Nas amostras de coldgeno I analisadas
pode-se observar uma frequéncia maior de residuos de serina, o que esti de acordo com a tendéncia observada
por PIKKARAINEN (1968). Nesta espécie a0 menos, parece haver uma maior quantidade de residuos dcidos,
quando comparada ao material analisado por aquele autor para uma outra espécie de anuro. Também, enquanto
o material de pele de i analisado por ele possui 3 residuos de histidina por mil aminodcidos, esta espécie nio
possui este aminoicido, o que parece ser difundido entre os diferentes componentes colagénicos analisados.
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Mais significativas sdo as diferencas observadas entre as andlises de aminodcidos por nds obtidas e resultados
publicados por  (19) para a mesma espécie (Tabela IV). A razio destas diferengas nfo é clara no momento,
mas cumpre salientar que aqueles autores nio empregaram a pepsina para a extragdo de coldgeno, além de
que, embora a espécie seja a mesma, existe um processo de isolamento e adaptagio dos animais utilizados
neste trabalho as condigdes de climdticas e de cultivo em nossa regiio.

As fibrilas de coldgeno da regido de tensdo nao exibem a distribui¢io bimodal dos didmetros caracteristica
dos tenddes (PARRY, 1978; PARRY et =i, 1978a; 1978b). Nesta regido sio encontradas fibrilas bastante
espessas por entre as quais sio encontradas fibrilas com didmetros menores, de forma que cerca de 50% da
drea seccional seja ocupada por elementos fibrilares. Isto estd de acordo com o esquema proposto de aumento
da fragdo volumétrica das fibrilas pela distribui¢cdo bimodal encontrada em outros tenddes sem aumento
desregrado do didmetros das fibrilas (PARRY, 1978; PARRY et alii, 1978a; 1978b). Por sua vez, as fibrilas da
regido de compressio sdo bem mais finas e com espacos maiores entre elas. Baseado em cdlculos realizados
para caracterizar a distribuicdo de didmetros das fibrilas, JONES (1991) conclui que hd uma tendéncia geral

de espessamento das fibrilas frente ao envelhecimento e frente a estimulagdo mecinica.

Embora para alguns autores toda a informacao necessdria para a formacio de fibrilas esteja contida na
prépria molécula do coligeno (KUIVANIEMI et alii, 1991), existem elementos extrinsecos is moléculas de
coldgeno que podem atuar na regulacio do didmetro das fibrilas de coligeno. A producdo de novas moléculas
de coldgeno, que sdo os blocos fundamentais da estrutura, € essencial para que as fibrilas possam se espessar
(BRODSKY & EIKENBERRY, 1985) e, consequentemente, crescer em extensio (HUKINS & ASPDEN,
1985). Além disto, o grau de hidroxilagdo e o grau de glicosilacdo sio também fatores que influenciam na
formacio de fibrilas e, aparentemente, na espessura que elas sio capazes de atingir (BRASS & BENSUSAN,
1976; MILLER, 1984). Niveis alterados de hidroxilagiio de residuos de lisina, por exemplo, sio conhecidos
em condi¢gdes patologicas do 0sso, como na esteoporose (BAILEY et alii;-1992).

Aventada a hipotese de que o espessamento das fibrilas possa ocorrer por fusdo entre elas, o que ocorre
nos estigios iniciais de formacio dos tenddes (BIRK et alii, 1989) ou em processos de inducio de ligagSes
cruzadas in vitro (BAI et alii, 1992), a associa¢do do decorim e do fibromodulim a superficie das fibrilas tem
sido sugerida como elemento que impediria a ocorréncia destas fusdes (SCOTT, 1988). A presenca destes
componentes em locais onde existe uma distribuicdo bimodal de didimetros das fibrilas impediria a fusdo das
fibrilas mais finas com as mais espessas, 0 que traria prejuizo as propriedades biomecidnicas dos tendbes
(HUKINS & ASPDEN, 1985).

Além do padrio paralelo de fibrilas tipico da regido de tensio, foi possivel detectar variagGes referentes
i existéncia de fibrilas que correm perpendicularmente ao tenddo e parecem integrar os diferentes feixes,
conforme sugerido por JOZSA e colaboradores (1991). Além disso foram também identificadas fibras com
extremidades que se abrem em leque e cujas fibrilas sio integradas nos feixes adjacentes, cuja natureza
permanece desconhecida. Entretanto, parece ser provivel que estes componentes pertencam ao sistema eldstico
e que sejam tipicos deste tipo de tenddo, de que possuam natureza colagénica, uma vez que estas formagoes
nio foram ainda descritas, até onde vai 0 nosso conhecimento.

Os aspectos de ondulacio e de desagregacao dos feixes da regido de compressio observados a nivel
histolégico coincidem com um arranjo pouco ordenado dos componentes fibrilares que os compdem, ao
contririo do que se observa na regido de tensio. As fibrilas das feixes da regido de compressio sdo reunidas
em grupos onde apresentam-se extremamente contorcidas e com disposi¢do aparentemente independente das
demais encontradas em diferentes grupos. Além disto existe um aumento no espaco interfibrilar nesta regido.
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A manutencido deste estado pouco ordenado poderia tentativamente ser atribuida a existéncia de grande
quantidade de proteoglicanos nos espacos interfibrilares, mas parece essencialmente refletir a auséncia de um
estimulo mecanico constante, coerente com o arranjo paralelo.

Embora seja patente que o coligeno possa assumir organizacoes diferenciadas do arranjo paralelo
encontrado nos tenddes e ligamentos ¢ exibir propriedades biomecinicas compativeis com o tecido em questio,
como na pele, na superficie articular e nas ldiminas basais dentre outros (VIIDIK, 1973), o arranjo dos elementos
fibrilares encontrados na regido de compressio é¢ pouco compreensivel, exceto frente 4 possibilidade que estes
elementos sejam de importincia em condigbes extremas de estimulagdo biomecdnica, ocasionados por
movimentacao brusca, talvez como nos saltos.

Com relagdo a trama de coligeno, € necessdrio associar o tipo de arranjo dos elementos fibrilares com o
tipo de deformacio a que o tecido estd sujeito. No coelho, por exemplo, os componentes fibrilares sio
arranjados em feixes espessos dispostos em varias direcoes em diferentes planos paralelos com a interface
tenddo- superficie da articulacio (MERRILLES & FLINT, 1980). Desta forma o tenddo pode resistir as forcas

de compressd@o dispersando-as pelas diferentes direcGes dos feixes nos diferentes planos. No cdo este arranjo
¢ ligeiramente varidvel (OKUDA et alii, 1987a; observagdes nio publicadas), sendo que os feixes parecem
nio estar dispostos em planos perfeitamente paralelos. Isto seria uma indicagio de que este tendio estd sujeito
a deformacSes adicionais aparentemente ndo existentes nos tenddes de coelhos (CARVALHO, HF -
observacbes ndo publicadas). Nesta linha de raciocinio, os tendbes de rd estariam sujeitos a maiores
deformacOes que os tenddes dos cdes e dos coelhos, o que pode estar relacionado a uma maior mobilidade do
tenddo face a presenca de duas formas de locomocgio destes animais, o nado e os saltos.

Como ja assumido acima, somente nestas condicoes extremas estes feixes seriam distendidos e poderiam
exercer resisténcia. Associado a distribuicio dos feixes dispostos tranversalmente na regido de compressio e
ligados-ao-componentes das cipsulas-do tenddo; estes feixes-seriam responsiveis pela-integridade do tenddo.
Adistingdo deste arranjo com aqueles observados em cartilagens pode ser associada A necessidade de que estes
tendGes apresentem muito maior deformabilidade. Desta forma os grandes proteoglicanos estariam envolvidos
na coesio dos feixes e fibras de coldgeno e em permitir o deslizamento destas estruturas, componentes fibrilares
mais finos estariam relacionados 4 uma relativa imobilizacdo dos proteoglicanos e os feixes mais espessos
atuariam na resisténcia da estrutura frente a um estimulo mecinico mais brusco, talvez alcangado nos saltos,
¢ principalmente na resisténcia fina & compressio. Os pequenos proteoglicanos relacionam-se provavelmente
a manutengdo da morfologia das fibrilas e na interacdo entre elas. Além disto, os componentes associados ao
sistema eldstico atuariam na restauracdo da posic¢do inicial apos a deformacio.

Frente a este quadro, a relativa falta de mecanismos de ancoragem das células tipicas da regiio de
compressio impediria que elas fossem danificadas pela movimentacio de componentes da matriz.
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Conclusoes

1. O tendio do misculo-plantaris- longus-do-anuro-Rana catesbeiana-esta-sujeito-a forcas-de-compressio; de
torsdo e de friccdo na regido em que contorna a articulacio tibio-fibular distal.

2. Na regido onde estd sujeito a forgas de compressido, o tenddo desenvolve uma saliéncia de aspecto
cartilaginoso, a semelhanca do que ocorre nos tendSes flexores digitais profundos de alguns mamiferos, embora
o estudo histolégico e histoquimico desenvolvido demonstre aspectos estruturais ¢ de distribuicio de alguns
componentes quimicos que sdo Unicos e distintos dos tend6es dos mamiferos que desenvolvem uma
fibrocartilagem, frente a mesma situacio biomecanica.

3. Trés tipos celulares predominam na regido de compressio. Fibroblastos tipicos, c€lulas tipicas da regido de
compressio e um tipo intermedidrio. A diferenciacdo entre estas células consiste basicamente do aciimulo
crescente de filamentos do tipo intermedidrio e na forma de interagio com a matriz extracelular. Desta forma
as células tipicas da regido de compressdo sdo arredondadas e com citoplasma preenchido por filamentos
intermedidrios, sendo que as demais organelas ficam restritas a pequenas areas citoplasmaticas e ao redor do
niicleo. Apesar desta diferenciacio estas células sdo ativas na sintese e exportacio de componentes da matriz
extracelular.

4. Na regido de compressdo sio encontradas fibras onduladas ou contorcidas de diferentes espessuras que
assumem diferentes dire¢es ao longo da estrutura do tenddo e estio imersas numa matriz abundante de
proteoglicanos. O arranjo de algumas destas fibras ou dos feixes primdrios sugere a inexisténcia de estimulacio
mecénica freqilente, parecendo estabelecer traves de resisténcia a deformacio demasiada. A regido de tensdo
possui aspecto tipicamente fibroso, porém sendo estruturada por microambientes discerniveis & microscopia
de polarizagio.

5. Cada feixe da regido de compressio possui um complexo proteoglicinico associado a sua superficie,
formando uma cobertura susceptivel & degradacdo pela papaina e pela hialuronidase testicular. Os espagos
interfibrilares também sdo preenchidos por componentes proteoglicinicos. Nestas duas situagdes, foi
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demonstrado que os glicosaminoglicanos estdo dispostos de forma ordenada, como revelado pela
birrefringéncia e pelo dicroismo linear detectados apés coloragio com azul de toluidina.

6. A regido de compressio possui cerca de 7 vezes mais glicosaminoglicanos que a regido de tensdo, sendo
que parte destes sdo encontrados na formacio de grandes proteoglicanos, como determinado por experimentos
de gel filtragdo em Sepharose CL-4B, por eletroforese em gel de agarose-acrilamida e por ultracentrifugacio
em gradiente de cloreto de césio. Grandes proteoglicanos foram também identificados na regido de tensdo,
porémem quantidade muito menor. Os grandes proteoglicanos daregido de compressio precipitam na presenca
de vermelho de ruténio na forma de grinulos unidos por filamentos finos e estabelecendo estruturas em anel.

7. Contririo ao até entdo assumido, atribui-se aos grandes proteoglicanos a funcio de manter a coesdo entre

os feixes de coldgeno e de estabelecer um ambiente altamente viscoso que permite o deslizamento dos mesmo
feixes que, a0 atingirem o estado estirado, seriam os responsiveis pela resisténcia a compressio, dispersando
estas forcas em diferentes direcOes antes que elas atinjam a regido de tensdo. Os grandes proteoglicanos teriam
funcio indireta na capacidade de resisténcia 8 compressio exibida pelo tendio.

8. Os pequenos proteoglicanos decorim e biglicam estdo presentes na regido de compressdo. Enquanto o
biglicam estd virtualmente ausente da regido de tensdo, o decorim foi identificado também nesta regido, porém
migrando mais rapidamente no gelde poliacrilamida na presenca de SDS, o que indica uma reducio no tamanho
da tinica cadeia de glicosaminoglicano que possui. Esta diminui¢io de tamanho do decorim foi confirmada

ultraestruturalmente pela fixacao na presenca de vermelho de ruténio que resulta na formacio de grinulos
associados a superficie das fibrilas de coligeno e com distribui¢io periédica visivelmente menores se
comparados com os grinulos equivalentes na regido de compressio.

9. Fibromodulim, o terceiro pequeno proteoglicano, foi identificado nas duas regiGes, sem apresentar
diferencas estruturais entre elas.

10. O colidgeno do tipo I € o principal componente colagénico encontrado nas duas regides do tendao, embora
a presenca de outros componentes de natureza colagénica seja sugerida pelas diferencas observadas num
complexo mapeamento peptidico obtido por digestdo com pepsina e pela detecgio de componentes colagénicos
separados por precipitacio diferencial em concentragées diferentes daquela onde ocorre a precipitacdo do
coldgeno do tipo I e que possuem composi¢do em aminodcidos caracteristica.

11. Asfibrilas de coldgeno da regido de compressdo apresentam didmetros mais finos e com distribui¢io mais
restrita que as fibrilas da regido de tensdo, que atingem didmetros relativamente elevados, além de exibir uma
distribui¢do bastante larga de valores, sem a caracterizagio de populagOes determinadas.
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12. A associacdo de figuras morte celular com aspectos de remodelacio, de padrio pouco usual de arranjo e
de distribui¢io de feixes e da organizacdo das fibrilas de coldgeno com grande quantidade de proteoglicanos
revelam uma grande capacidade de deformacdo do tenddo, além de resisténcia 3 compressdo. Esta alta
deformabilidade permite ao tenddo contornar um extremidade curva sem prejudicar a transmissdo de forgas
de tensdo, mesmo na presenca de torgoes e de forcas de fricciio. Estes aspectos indicam também que o tenddo
estd sujeito a traumas mecinicos esporddicos, provavelmente ocorridos durante alguns tipos de saltos.
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