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Resumo

Os tenddes transmitem forcas de tragao entre musculo e osso. Os efeitos dos estimulos
mecanicos dependem da localizagdo anatdomica e niveis de atividade no tenddo e da contragio
muscular. Além disto, em um mesmo tenddo € possivel observar a presenca de regides sob tensao
e compressdo. Diversos estudos tém relacionado alteragdes bioquimicas na matriz extracelular de
tenddes em fungdo do exercicio fisico e da idade, porém ha poucos trabalhos com tenddes de
frangos submetidos ou ndo ao exercicio ativo nao forgado. Neste trabalho foram analisados
aspectos bioquimicos e biomecanicos do tendao calcaneo e do tenddo flexor digital superficial de
frangos com 1, 5 e 8 meses de idade, criados em gaiolas € em ambiente amplo. Os resultados de
biomecanica mostraram que no tenddo calcaneo o exercicio aumentou a resisténcia a forca de
tragdo a partir do quinto més, maior absorgdo de energia no oitavo més, maior tensdo no primeiro
més e maior rigidez no quinto més. O exercicio e a idade estimularam o aumento no contetdo de
colageno no quinto més. O exercicio aumentou o conteudo de glicosaminoglicanos no primeiro e
oitavo més e com o avango da idade aumentou no oitavo més na regiao de compressao e diminuiu
progressivamente na regido de tensdo. Para o tenddo flexor digital superficial, sinal de
mineralizacao foi observado no quinto més. Com a maturagdo, no grupo criado em ambiente
amplo, a forga (até o quinto més) e a absor¢ao de energia aumentaram, mas nao houve alteragao
da rigidez, da tensdo e da deformagdo. O exercicio demonstrou que resisténcia a forga, tensdo e
rigidez foram maiores no quinto més. O conteido de colageno aumentou com a idade do grupo
amplo e aumentou com o exercicio no quinto e oitavo meses. O conteudo de glicosaminoglicanos
diminuiu na regido de tensdo no oitavo més no grupo amplo enquanto na regido de compressao se
manteve constante a partir do quinto més. Com o exercicio a quantidade de glicosaminoglicanos
¢ substancialmente maior em SDFT jovens do que em maturos. Nossos resultados mostraram que
o aumento da resisténcia do tenddo, a maior capacidade em absorver energia e o maior contetido
de colageno sio dependentes do proprio crescimento e maturagdo, mas também sdo influenciados
pelo exercicio ativo ndo forgado, indicando que a matriz extracelular ¢ capaz de detectar

alteraces fisicas, como andar e correr, e de transmitir esta informagao para as células.
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Abstract

The tendons transmit tensile strength between muscle and bone. The effects of the
mechanical stimuli depend on the anatomical location and activity levels in the tendon and of the
muscular contraction. Also, in a same tendon it is possible to observe the presence of regions
under tension and compression. Several studies have related biochemical differences in the
extracellular matrix of tendons in function of physical exercise and age, however there are few
works with tendons of chickens submitted or not to the nonforced active exercise. In this work
the biochemical and biomechanical aspects of the calcaneus tendon and the superficial digital
flexor tendon from 1, 5 and 8 months old chickens, caged and penned raised were analyzed.. For
the calcaneus tendon the exercise increased the resistance to the load starting from the fifth
month, larger absorption energy in the eighth month, larger stress in the first month and larger
stiffness in the fifth month. The exercise and the age stimulated the increase in the collagen
content in the fifth month. The exercise increased the glycosaminoglycans content in the first and
eighth months and with the age it increased in the eighth month in the compression region and it
decreased progressively in the tension region. For the superficial digital flexor tendon,
mineralization was observed in the fifth month. With the maturation, in the penned group, the
load (until the fifth month) and the absorption of energy increased, but there was not change in
the stiffness, stress and strain. The exercise demonstrated that load, stress and stiffness were
greater in the fifth month. The collagen content increased with the age on the penned group and
with the exercise in the fifth and eighth months. The glycosaminoglycans content decreased in
the tension region in the eighth month in the penned group while in the compression region it
remained constant starting from the fifth month. With the exercise the glycosaminoglycans
expression is substantially larger in young SDFT than in mature ones. Our results demonstrated
that the raise in the tendon resistance, the larger capacity in energy absorption and the largest
collagen content depend on the own growth and maturation, and they re also influenced by the
nonforced active exercise, indicating that the extracellular matrix is able to detect physical

alterations, like walk and run, and transmit this information to the cells.
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Introducio

O tenddo ¢ uma forma especializada de tecido conjuntivo fibroso denso, consistindo de
fibras colagénicas altamente orientadas que transmitem a for¢a mecanica da contragdo muscular
ao o0sso (Kannus, 2000). Quando saudaveis, os tenddes apresentam textura fibroelastica,
demonstrando grande resisténcia as cargas mecanicas (Josza and Kannus, 1997) tendo capacidade
de retornar a sua forma original apés ser tracionado (Hayem, 2001).

O tendao ¢ formado por uma bainha sinovial, na qual ele desliza durante o seu trajeto,
diminuindo o atrito contra os acidentes Osseos e tecidos adjacentes. Em tenddes que ndo
apresentam uma bainha sinovial verdadeira pode existir uma outra estrutura com a mesma
fungdo, dita bainha paratendinosa ou paratenénio (Benjamin and Ralphs, 2000; Kannus, 2000).
Sob o paratendnio, o tenddo esta circundado por uma fina bainha de tecido conjuntivo, o
epitendnio. Mais internamente, o endotendnio reveste e liga cada feixe de fibra terciario de
tenddo, assim como cada feixe de fibra secundario (ou fasciculo) e primario (ou sub-fasciculo).
Cada sub-fasciculo é formado por um conjunto de fibras, sendo que esse conjunto ¢ composto por
um feixe de fibrilas (Kannus, 2000), sendo a fibrila considerada como a unidade basica de
transmissdo de for¢a do tenddo (Magnusson et al., 2003).

Os constituintes do tendao sdo células (tendcitos e tenoblastos), colageno, proteoglicanos
e proteinas ndo colagénicas (Kannus, 2000; Silver et al., 2003). Os tenoblastos e tenocitos, que
sdo formas especializadas de fibroblastos e fibrocitos respectivamente, estdo localizados entre as
fibras de colageno e sdo responsaveis pela sintese dos componentes da matriz extracelular dos
tenddes (Kannus, 2000; Hayem, 2001). Estas células compdem cerca de 90-95% dos elementos

celulares do tenddo, sendo que os outros 5-10% incluem os condrocitos nos locais de compressao



e inser¢do, as células sinoviais da bainha e as células vasculares no endotendnio e no paratendnio
(Kannus, 2000). Analise estrutural tem mostrado que os tenoblastos sdo caracterizados pela
presenca de reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de Golgi, ribossomos livres e numerosas
vesiculas periféricas (Redaelli et al, 2003) Essas organelas sdo observadas em grande
quantidade no inicio do desenvolvimento dos animais e se tornam menos proeminentes com o
avango da idade (Benjamin and Ralphs, 2000; Esquisatto et al, 2003). O colageno é o principal
componente nos tenddes e varia entre 60-85% do peso seco, sendo que concentragdes de elastina
e de proteoglicanos correspondem de 1 a 2% e de 1%, respectivamente (JOsza and Kannus, 1997;
Kjaer, 2004). A baixa concentragdo de elastina ¢ responsavel pela baixa elasticidade do tendao;
caso contrario, o alongamento seria excessivo com a contragdo muscular, ao inves de transmitir a
forca ao 0sso, impossibilitando o movimento (Hall and Brody, 2001). Durante o envelhecimento
ocorrem mudangas quantitativas e qualitativas nos componentes da matriz nos tecidos, devendo
ser levada em considera¢do quando se decide pela pratica ou ndo de atividades fisicas (Josza and
Kannus, 1997).

O colageno é composto por trés cadeias de polipeptidios que formam uma estrutura em
tripla hélice possuindo cada cadeia a seqiiéncia repetitiva Gly-X-Y, sendo que X ¢ Y podem ser
qualquer aminoacido, embora freqiientemente sejam a prolina e a hidroxiprolina (Gelse et al,
2003). Atualmente sdo descritos vinte e trés tipos de colageno estruturalmente distintos (Gordon
et al , 2000).

O tenddo é composto predominantemente de colageno tipo 1, que corresponde a 60% do
peso seco, e pequenas quantidades dos tipos III e V (Kjaer, 2004). A composi¢do da fibrila

quanto ao tipo e contetdo de colageno e proteoglicanos pode variar podendo influenciar em suas



propriedades mecanicas (Silver et al., 2003), na regulagdo do diametro das fibrilas (Birk and
Mayne, 1997) e na formagao da fibrila (Dressler et al., 2002).

A agua presente no tenddo esta em grande parte associada aos proteoglicanos (Kjaer,
2004), que sdo grandes moleculas hidrofilicas, compostas por uma proteina central na qual estao
covalentemente ligados uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos, que sdo agucares sulfatados
(Provenzano and Vanderby Jr., 2006). Nos tenddes estdo presentes os grandes proteoglicanos,
representados pelo agrecam e versicam (Evanko and Vogel, 1990), assim como os pequenos
proteoglicanos ricos em leucina como o decorim, lumicam e fibromodulim (Provenzano and
Vanderby Jr, 2006). Segundo McCormick (1999), os pequenos proteoglicanos limitam o
crescimento da fibrila de colageno, direcionando o remodelamento do tenddo em resposta as
forgas de tensdo. Os proteoglicanos interagem com o colageno, aumentando a capacidade do
tecido de resistir as for¢as de compressdao e de tensdo (Kannus, 2000; Silver et al., 2003). Os
proteoglicanos presentes no tenddo participam da fibrilogénese do colageno, influenciando na
formagdo e tamanho das fibrilas (Provenzano and Vanderby Jr., 2006), sendo esta fibrilogénese
reduzida com o envelhecimento (Silver et al., 2003).

Em um mesmo tenddo é possivel observar a presenca de regides sob tensdo e
tensdo/compressdo. Quando os tenddes mudam de dire¢do e contornam uma extremidade Ossea
ou uma articulagdo, é desenvolvida uma regiao de fibrocartilagem, ocorrendo assim uma resposta
adaptativa que protege os tenddes de pressdes potencialmente prejudiciais, estimulando a sintese
de colageno tipo II e de proteoglicanos (Benjamin and Ralphs, 2004), como agrecam e versicam,
conferindo resisténcia ao tecido (Vogel et al., 1994). Estdo presentes os pequenos proteoglicanos,
como decorim, fibromodulim e biglicam, que correspondem a 90% do total de proteoglicanos

(Carvalho, 1995).
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O comportamento dos tecidos biologicos em resposta ao sfress mecanico € classicamente
representado através de um grafico em que € plotada a magnitude da forga aplicada sobre o
material em relagdo ao deslocamento apresentado (Engles, 2001). A curva for¢a-deslocamento
pode ser transformada em curva tensdo-deformagdo, dividindo a for¢a pela area de secgdo
transversa do tenddo, e a variagdio no comprimento pelo comprimento original. Esse
procedimento permite comparar a resposta dos tenddes a aplicagdo de carga através da
normalizag¢do das discrepancias em relag@o a forma e tamanho (Nordin et al., 2001).

Durante um ensaio mecadnico a tragdo nos espécimes € capaz de provocar uma deformacéo
e alterar a forma do crimp das fibras de colageno. Crimp € uma caracteristica morfofuncional
presente no tenddo, com arranjos regulares e sinuosos das fibras de colageno (Gathercole and
Keller, 1991) que permitem ao tenddo reduzir o impacto de uma forga de tragdo sobre o 0sso
onde o tenddo se insere (O’Brien, 1997; Kannus, 2000). A deformagdo do crimp corresponde a
foe region, ou regido inicial, da curva de tensdo-deformagao que pode ser dividida em regides
devido ao comportamento viscoelastico do tenddo. O crimp ¢ facilmente estendido, retificado em
relagdo ao eixo de tragdo, sendo que pequenas forgas sdo capazes de produzir grandes
deformagdes. Assim, durante a deformagdo do tenddo as forgas atuantes dentro desta regido
reduzem o angulo do crimp sem exceder o limite elastico do tenddo. A continuagdo da aplicagdo
de forgas de tra¢@o leva a regido intermediaria (regido linear) que possui maior rigidez do que a
anterior sendo resultante da maior resisténcia ao alongamento das fibras retificadas. Nesta regido
a quantidade de stress sofrido esta linearmente relacionada com a deformagio (Woo et al., 1999)
e no ponto final desta regido algumas fibras comegam a falhar. A deformagdo além da regido

linear conduz a regido final, ou yield and failure region, aonde se acentuam as falhas das fibras
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de uma maneira desordenada, podendo ocorrer ruptura completa do tenddo (Maganaris et al.,
2004).

A inclinagdo da curva tensdo-deformagdo na regido linear corresponde ao modulo
elastico, ou de Young ou de elasticidade, do tendao e representa a rigidez do tendao, que esta
diretamente relacionada a resisténcia do tecido a deformag¢dao (McGinnis, 1999; Nordin et al,
2001). Quanto maior for o médulo elastico mais rigido € o tecido (Oskaya and Leger, 2001).

Varios fatores afetam as forgas mecanicas nos tenddes durante a locomogao normal como:
os diferentes niveis de cargas mecanicas para diferentes tenddes (Maganaris and Paul, 2002), o
nivel de contra¢do muscular ¢ o tamanho relativo do musculo influenciam as forgas mecanicas
em um tenddo (Kellis, 1998) e as diferentes atividades induzem diferentes niveis de forga até em
um mesmo tendao (Malaviya et al., 1998).

Além do estado de ativagdo muscular, a velocidade da aplicagdo de carga ¢ capaz de
influenciar a resposta dos tecidos ao stress mecanico (Engles, 2001). Em ligamento cruzado
anterior de macacos foi observado que o comportamento dos tecidos foi modificado com o
aumento ou diminui¢do da velocidade com que a forga externa ¢ aplicada (Noyes and Grood,
1976).

O trabalho realizado para alongar o tenddo ¢ armazenado como energia de deformagao
(Maganaris et al_, 2004), sendo que o armazenamento deste tipo de energia em tendGes de pernas
e pés de muitos animais ¢ um mecanismo importante que economiza quantidades substanciais de
energia muscular durante a locomogao (Alexander, 1981). Em animais, durante uma caminhada
normal, o corpo é desacelerado assim que o pé toca o solo, fazendo com a energia cinética seja
armazenada como energia elastica de deformagdo em musculos e tenddes pelo impacto com o

solo. O recuo elastico, primariamente pelos tenddes, converte a maior parte da energia
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armazenada de volta a energia cinética no momento que o pé sai do solo (Alexander, 1981).
Segundo Shadwick (1990) a capacidade de armazenar energia em tenddes € influenciada pela
idade.

Alguns estudos tém mostrado que o envelhecimento pode tornar os tenddes mais fortes,
rigidos e resilientes (Shadwick, 1990; Johnson et al., 1994), enquanto outros tém contestado estes
resultados (Vogel, 1983; Blevins et al, 1994). Esta discordancia de resultados se deve a
consideragdo do que é jovem em um determinado estudo, isto €, o grupo com menos idade em um
estudo pode ndo corresponder & mesma fase de desenvolvimento de um outro estudo, podendo,
por exemplo, demonstrar o efeito do desenvolvimento e maturagdo biologico em vez do
envelhecimento (Maganaris et al., 2004).

As caracteristicas estruturais dos tenddes estdo relacionadas com a matriz extracelular
fibrosa, e muitos eventos associados com a idade destas estruturas estdo vinculados a molécula de
colageno. Durante o envelhecimento ocorrem modificagdes nos tendoes como enrijecimento,
redugdo da resisténcia as forgas de tragdo além de modificagdes nas ligagoes cruzadas, intra e
interfibrilares, presentes no colageno (Josza and Kannus, 1997). Em coelhos velhos, dependendo
do tenddo, foi observado aumento no didmetro das fibrilas de colageno (Nakagawa et al., 1994,
Kjaer, 2004) assim como o furnover, além de diminui¢ao nos conteudos de glicosaminoglicanos,
agua e elastina e ocorréncia de calcificagado (Ippolito et al., 1980). Em tendSes bovinos toram
descritas variagdes no conteudo de colageno e de proteoglicanos em regides de compressao e
tensdo com o envelhecimento (Rees et al., 2000)

Semelhante a muitos tecidos, durante sua maturagdo e envelhecimento, os tenddes sofrem
um processo adaptativo em resposta as demandas mecanicas corporais e outras for¢as externas

(Landis and Silver, 2002). Muitos estudos tém demonstrado que o tendao gastrocnémio de perus
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(Siperko and Landis, 2001, Landis and Silver, 2002) e flexores digitais de frangos (Abdalla,
1979) normalmente se mineralizam durante a maturagdo e envelhecimento do animal. A
calcificagdo em tenddes humanos esta associada a condi¢des patologicas enquanto que em aves €
parte do desenvolvimento fisiologico dos tenddes (Josza and Kannus, 1997). A calcificagao
parece envolver a nucleagdo e deposi¢do de mineral em associagdo com as superficies da
estrutura do colageno (Landis and Silver, 2002). Ono and Nemoto (2005) observaram a
existéncia de duas formas de deposi¢do mineral em tenddes de galinhas, sugerindo que uma das
formas de mineralizagdo € colageno-dependente enquanto que a outra ndo. Observagdes
morfolégicas indicam que a mineralizagdo ocorre nas proximidades do centro do tenddo (Siperko
and Landis, 2001), onde se observa a presenga de vesiculas contendo hidroxiapatita (Landis and
Silver, 2002).

O processo de envelhecimento proporciona uma redugdo metabolica e morfofuncional do
sistema musculo-esquelético, enquanto o desuso e a inatividade causam atrofia e diminui¢ao da
resisténcia de tenddes e ligamentos (Stone, 1988). No entanto, o exercicio fisico pode influenciar
a estrutura, composigdo quimica e propriedades mecénicas do tenddo durante seu
desenvolvimento e maturagdo (Curwin et al., 1994; Cherdchutham et al., 2001) e envelhecimento
(Nielsen et al., 1998; Dressler et al., 2002).

O exercicio fisico promove efeitos locais e sistémicos nos tecidos (Viidik et al., 1996). As
variagdes na intensidade e programas de exercicios induzem mudangas na circulagdo hormonal
que podem alterar 0 metabolismo dos componentes da matriz extracelular dos tenddes (Curwin et
al . 1988; Yoon et al., 2003). Paralelamente, estudos tém mostrado que a limitagdo ou ndo da

pratica de atividade fisica ativa espontanea e da area de deambulagdo parecem influenciar nas



caracteristicas mecanicas e bioquimicas do tenddo de ratos (Barfred, 1971), de cavalos
(Cherdchutham et al., 2001) e de frangos (Benevides et al., 2004).

Estudos sobre as alteragdes mecanicas do tenddo como resposta ao treinamento de
resisténcia sugerem que ocorre um aumento na forga de tensdo e rigidez (Buchanan and Marsh,
2002). Woo e colaboradores (1980) estudaram tenddes extensores de suinos treinados, e
observaram um aumento no peso do tendao, assim como no conteudo de colageno. Por outro
lado, aliado ou ndo ao exercicio fisico o processo de envelhecimento também torna os tenddes
mais rigidos e com a capacidade de deformagao diminuida (Nielsen et al., 1998), enquanto que
tenddes imaturos podem responder ao exercicio diferentemente dos maturos (Buchanan and
Marsh, 2002).

Com os dados obtidos na literatura pode ser observado que os tenddes demonstram
capacidade de remodelamento como resposta ao exercicio (Buchanan and Marsh, 2002), como
também alteragdes bioquimicas que envolvem as células e a matriz extracelular com o avango da
idade (Ippolito et al., 1980). Qualquer alteragdo na associa¢do ordenada dos componentes da
matriz como resposta ao sfress mecanico e a idade expde a célula a um desequilibrio de forgas
(Vidal, 1993), ativando mecanismos eletroquimicos que monitoram a matriz (Gillard et al,
1979).

Diversos estudos tém relacionado diferencas bioquimicas na matriz extracelular de
tenddes em fungdo de programas de treinamento de forga e de resisténcia bem como seu
remodelamento com o avan¢o da idade, porém ha poucas informagdes sobre tenddes de aves
confinadas e com movimenta¢io espontanea durante o processo de envelhecimento. Deste modo
a investigacdo de tenddes de frangos durante o processo de desenvolvimento e maturagao

associado aos efeitos da pratica ou ndo de exercicios espontaneos, como correr e ciscar, oferece



um excelente modelo biologico para o estudo de suas adaptagdes funcionais, biomecanicas e

bioquimicas.
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Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

e Analisar as propriedades biomecanicas do tenddo calcaneo e do tendao tlexor digital
superficial em fungdo da idade e do ambiente de criag@o;

e Quantificar o conteido de colageno e de glicosaminoglicanos presente nas regides de
tensdo e de compressdo do tenddo calcaneo e do tenddo flexor digital superficial em

funcdo da idade e do ambiente de criagao.
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Efeito da idade e do ambiente de criacio em tenddo de frangos I - Tendio calcaneo

Resumo

Os efeitos dos estimulos mecanicos sobre os tenddes dependem da localizagdo anatomica
do tenddo e dos niveis de atividade no tenddo e da intensidade da contrag@o muscular. Estudos
mostraram que alteracdes na matriz extracelular podem ser induzidas pelo exercicio e pela idade.
Este artigo analisou o tenddo calcaneo de frangos com 1, 5 e 8 meses de idade, criados em
ambiente amplo e restrito. Para a analise biomecanica foram analisados os tenddes inteiros e para
a bioquimica os tenddes foram divididos em regides de tensdo e de compressdo, para
quantificagdo de hidroxiprolina e glicosaminoglicanos. Os resultados mostraram que 0 exercicio
aumentou a resisténcia a forga a partir do quinto més, maior absor¢do de energia no oitavo mes,
maior tensdo no primeiro més e maior rigidez no quinto més. A idade aumentou a for¢a e o
acumulo de energia e diminui a rigidez, mas ndo alterou a tensdo. O exercicio e a idade
estimularam o aumento no conteudo de colageno no quinto més. O exercicio aumentou O
conteudo de glicosaminoglicanos no primeiro e oitavo més e com a idade aumentou no oitavo
més na regido de compressdo e diminuiu progressivamente na regido de tensao. Nossos
experimentos mostraram que algumas variagdes biomecanicas e bioquimicas sao dependentes do
proprio crescimento e maturagdo, mas também sdo influenciados pelo estimulo mecanico, de

intensidade variada, do exercicio ativo nao forgado.

Palavras-chave: tenddo, frangos, biomecanica, exercicio, idade e colageno.



29

1. Introducio

Os tenddes possuem coloragdo esbranquigada e brilhante quando saudaveis e demonstram
grande resisténcia as forgas mecanicas de tragdo. Os tenddes podem ser curtos, grossos e planos
como o tenddo quadriceps, ou longos, finos e cilindricos como os tenddes flexores dos dedos nos
humanos (Josza and Kannus, 1997). A forma, cilindrica ou laminar, de um tenddo influencia
diretamente nas suas propriedades mecdnicas que pode variar consideravelmente. Durante a
locomogdo normal, tipos diferentes de tenddes estdo sujeitos a diferentes cargas mecanicas
(Maganaris and Paul, 2002), assim como diferentes atividades induzem diferentes niveis de
forgas, dentro de um mesmo tendao (Malaviya et al., 1998).

A principal fung¢do do tenddo é transmitir for¢as de tragdo do musculo ao o0sso, o que
permite 0 movimento articular ou a manuteng@o da postura do corpo. Juntamente com ligamentos
e capsulas articulares, os tenddes envolvem, conectam e estabilizam articulagdes (Nordin et al,
2001). Os tenddes agem como molas biologicas que se alongam elasticamente, armazenando e
liberando energia durante a locomogdo, além de influenciar a performance mecanica dos
musculos (Zajac, 1989). Em frangos a contragdo do musculo gastrocnémio possibilita que o
tenddo calcaneo, que é laminar e biarticular, estenda a articulagido do tornozelo e secundariamente
influencie a flexdo plantar dos dedos. O tenddo calcaneo se origina da fusdo das inser¢des
aponeurdticas das cabegas do musculo gastrocnémio e a sua forma laminar se deve a sua insergao
ao longo do osso tarsometatarsal (Ghetie et al., 1981; Vanden Berge, 1981).

Os tenddes tipicamente apresentam a propriedade mecanica denominada
viscoelasticidade, que € a associagdo tanto de um componente viscoso quanto de um componente

elastico. A viscosidade € a propriedade dos materiais para resistir a cargas que produzem fluxo. A



elasticidade pode ser definida como a capacidade que o material tem, apos a retirada de uma
carga, de retornar a sua forma original (Ozkaya and Nordin, 1998). Em materiais elasticos a
deformagao ocorre instantaneamente quando uma forga € aplicada, retornando ao seu
comprimento inicial com a remogao dessa for¢a. Na maioria dos materiais biologicos, como nos
tenddes, a deformacdo e a volta a sua forma original ocorre de forma gradual. Esse
comportamento se deve as propriedades viscoelasticas presentes nos tenddes (Nordin et al.,
2001)

Em um mesmo tenddo é possivel observar a presenca de regides que suportam apenas
forgas de tragdo (regido de tensdo) como também regides que sofrem forgas de compressdo além
da de tragdo (regido de compressdo), como foi visto em frangos (Benevides et al., 2004) e porcos
(Feitosa et al., 2002). Quando um tenddo muda de diregdo e contorna uma extremidade Ossea ou
uma articulagdo, nessa regido se desenvolve fibrocartilagem, apresentando uma composig¢do da
matriz extracelular muito diferente da regiao que sofre principalmente forgas de tragdo,
estimulando a sintese de colageno tipo 1l e de proteoglicanos (Vogel, 2003; Benjamin and
Ralphs, 2004).

Os tenddes tém uma matriz extracelular abundante que contém elastina, proteoglicanos e
principalmente colageno tipo I (Kannus, 2000). As moléculas de colageno se associam para
formar fibrilas e feixes de fibrilas e posteriormente fibras. As propriedades biomecanicas dos
tenddes estdo relacionadas com a orientagdo das fibrilas de colageno, com seu didmetro, com a
organizagio e a ordem molecular (Vilarta and Vidal, 1989; Vidal and Carvalho, 1990). Assim, as
fibrilas estdo organizadas longitudinalmente em paralelo para maximizar a resisténcia as forgas
de tragio (Kannus, 2000). As fibras de colageno apresentam um padrdo sinusoidal regular em

forma de onda denominado crimp, que age como um amortecedor da tragdo dentro do tenddo,
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permitindo pequena deformagdo longitudinal das fibras sem causar danos ao tecido (O’Brien,
1997; Kannus, 2000).

Os proteoglicanos consistem de um esqueleto protéico central com pelo menos uma
cadeia de glicosaminoglicano (GAGs) covalentemente ligada e exercem importante papel na
fibrilogénese do colageno. Estudos mostram que pequenos proteoglicanos, como o decorim, o
lumicam e o fibromodulim, regulam a forma¢do, a organizagdo e a maturag¢do das fibrilas de
colageno, a hidratagdo do tecido e também facilitam o deslizamento intra e interfibrilar durante o
carregamento (Provenzano and Vanderby Jr., 2006).

Durante a maturacdo e no envelhecimento ocorrem modificacdes nos tenddes como
variagdes na viscoelasticidade e na resisténcia a for¢a de tragdo, com modificagdes nas liga¢oes
dentro das fibrilas (Josza and Kannus, 1997). Em geral, o contetdo total de colageno aumenta
com a idade (Shadwick, 1990), principalmente pelo furnover bem como pela redugdo na sintese
de enzimas colagenoliticas durante o envelhecimento (O'Brien, 1997). Entretanto, no
envelhecimento outros aspectos foram observados, como a diminui¢do nos conteudos de GAGs,
de agua e de elastina (Ippolito et al., 1980).

O processo de envelhecimento proporciona uma redugdo metabolica e morfofuncional do
sistema musculo-esquelético, enquanto o desuso e a inatividade causam atrofia e diminui¢do da
resisténcia de tenddes e ligamentos (Stone, 1988). No entanto, o exercicio fisico pode influenciar
a estrutura, composi¢do quimica e propriedades mecanicas do tenddao durante seu
desenvolvimento e matura¢do (Cherdchutham et al, 2001) e at¢ mesmo no envelhecimento
(Nielsen et al., 1998; Dressler et al, 2002). Experimentalmente a limitagdo ou nio da pratica de

exercicio fisico ndo for¢ado baseado na area disponivel para a deambulagdo demonstrou exercer



influéncia nas caracteristicas mecanicas e bioquimicas do tenddo de ratos (Barfred et al., 1971),
de cavalos (Cherdchutham et al., 2001) e de frangos (Benevides et al., 2004).

Poucos trabalhos mostram estudos com tenddes de frangos assim o objetivo desse
trabalho foi investigar as alteracdes biomecanicas e bioquimicas no tendido calcaneo (CT) de
frangos com 1, 5 e 8 meses caged, com restrigdo de movimentos de deambulagdo, e animais
penned, sob a pratica de exercicio ativo nao forgado, ou seja, em atividades voluntarias como

andar, correr, ciscar e levantar/abaixar.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Frangos da linhagem Pedrés, Gallus Domesticus, com 1 dia de idade foram divididos em
dois grupos, um grupo caged criados em 0,5 m’ (3 animais), no Biotério do Departamento de
Biologia Celular — IB/UNICAMP, e o outro penned criados em 60 m?” (3 animais), portanto com
area livre para deambular. Apés 1 més (1M), 5 meses (SM) e 8 meses (8M) de idade, os animais

foram sacrificados e seus tenddes analisados.

2.2. Material Biologico

Os animais foram anestesiados com 2mL hidrato de cloral iv (10%) e sacrificados com

ImL de KCI 4M e pesados. Para a analise bioquimica o CT foi dividido em 2 regides: uma que

sofre forcas compressivas além da forga de tensdo inerente a toda extensdo do tenddo (regido
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proximal — Cp) e outra que sofre principalmente forgas tensionais (regido distal — Cd). A regido
Cp contorna a troclea da tibia e a Cd esta sobre os dois ter¢os da por¢ao distal posterior do osso
tarsometatarsal (Ghetie et al., 1981; Vanden Berge, 1981) (Fig. 1). Para o teste biomecanico os

tenddes foram retirados em pega unica. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNICAMP.

2.3. Teste Biomecdnico

Para os ensaios mecanicos sob tragdo uniaxial foram utilizados 10 tenddes, sem cortes ou
lacera¢des que poderiam interferir na analise. Os testes biomecanicos foram realizados de acordo
com o descrito por Benevides e colaboradores (2004). Antes do inicio do teste foi determinado
com paquimetro o comprimento inicial (Lg) do CT e no ponto medio da regido distal foi
mensurado a largura e a espessura. Com estas medidas foi obtida a area de sec¢do transversa
(CSA) e com o valor do comprimento inicial e do deslocamento final (AL=L-Lo) foi obtida a
deformacdo (=AL/L,, em %). A tensdo (o) foi calculada pela razdo da forga (N) pela area de
seccdo transversa (mm’) e expressa em MPa. Para evitar o ressecamento das fibras durante o
ensaio mecanico os tenddes foram mantidos umidos com solugdo salina (PBS). Os especimes
foram fixados em placas metalicas no equipamento de tragdo (MTS, modelo TESTSTAR 1I) ¢
submetidos a um aumento gradual de forga com velocidade constante de 20mm/min, em c€lula de
carga de |KN (Tohyama and Yasuda, 2000).

Para cada grupo foram calculadas as médias dos valores maximos de forga, deslocamento,
tensdo e deformacdo, e também foram construidas curvas de forga-deslocamento e de tensdo-

deformacdo. As curvas foram obtidas da média de cada propriedade mecanica de cada grupo, a




partir de uma media da superposigdo de curvas de cada espécime. O modulo elastico, que indica a
rigidez do tecido, de cada grupo foi obtido da inclinagdo da porg¢do linear da curva tensdo-
deformag@o de cada amostra (Gupte et al., 2002). Da curva for¢a-deslocamento foi calculada a
area sob esta curva que corresponde a energia absorvida pelo tendao até o ponto de forga maxima
e indica a quantidade de forgas externas que o tecido pode absorver até este ponto (Abramowitch
et al, 2003; Sparrow et al., 2004). Esses testes foram realizados no Laboratorio de Propriedades

Mecanicas na Faculdade de Engenharia Mecanica, UNICAMP.

2.4. Quantificagdo de Hidroxiprolina

A determinagdo do conteudo de hidroxiprolina, que € proporcional a concentragdo de
colageno, foi baseada em Stegemann and Stalder (1967). Amostras das regides de tensdo e de
compressdo foram hidrolisados em HCI 6N (1mL/10mg de tecido) por 16h a 107 C. Do material
hidrolisado, foram utilizados 5uL para cada leitura, sendo acrescentado posteriormente 1mL de
solu¢do de cloramina-T. Apos 20min foi adicionado ImL de solugdo de acido perclorico/aldeido
e o material foi mantido em incuba¢do por 15min a 60°C, resfriado até 20C e lido em

espectrofotometro, A = 550nm.

2.5. Obten¢do e quantificagdo dos glicosaminoglicanos

Amostras de cada regido do tendado foram desidratados com acetona e os GAGs foram

obtidos apos tratamento com papaina (40mg/g de tecido) em tampao citrato de sodio 30mM pH

6.5 contendo EDTA 40mM e 2-mercaptoetanol 80mM e incubados a 50 C por 24h. O material



foi centrifugado a 5.900 g por Smin. Ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de etanol e
mantidos a 4 C por 24h, e posteriormente centrifugado novamente. O precipitado foi lavado com
etanol 80% e mantido em estufa a 37 C até a secagem total e ressuspendido em agua destilada
(Michelacci and Horton, 1989). O conteudo de GAGs foi determinado pelo método de azul de

dimetilmetileno (Farndale et al.,1986), e lido em espectrofotometro, A = 526nm.

2.6. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA) One-
Way seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo. Todos os testes foram feitos com 5% de nivel de significancia (Callegari-

Jacques, 2003).

3. Resultados

Durante o experimento os animais foram pesados e com esses valores foi construida uma
curva média de crescimento (Fig. 2). Os animais apresentaram um aumento no peso durante o
envelhecimento demonstrando diferencga significativa entre as idades analisadas (p<0,01 para |
més vs S meses para os dois ambientes e p<0,01 para 5 meses vs 8 meses para os dois ambientes),
porém essa diferenca nao foi observada quando foram comparados os pesos dos animais dos dois
ambientes de cria¢do para cada idade analisada.

A medida da CSA foi significativamente diferente entre animais caged de todas as idades

enquanto que os animais penned apresentaram essa diferenga entre as idadesde 1 eSede 1 e 8
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meses (Tabelas 1 e 2). Comparando os ambientes houve diferenca entre animais com 1 e 8 meses
de idade (Tabelas 1 e 2).

Os dados obtidos com a analise biomecanica mostram que para os animais de ambientes
diferentes, as idades de 5 e 8 meses apresentaram diferenga significativa no valor da forga
maxima (Figs. 3.b e 3.c e Tabela 2). Comparando separadamente os animais criados em mesmo
ambiente a forga maxima obteve um aumento até o quinto més com diferenga significativa entre
animais com 1 més vs 5 meses e 1 més vs 8 meses (Figs. 4.a e 4.b e Tabela 2). Entre os animais
de mesmo ambiente o deslocamento maximo foi significativamente diferente, porém comparando
os dois ambientes a diferenca foi observada entre os animais de 8 meses (Figs. 3.c, 4ae4be
Tabela 2).

Os valores de tensdo maxima apresentaram diferenga somente entre animais de 1 més
quando foram comparados os dois ambientes (Fig. 5.a e Tabela 2). Analisando os dados para
deformacdio maxima os animais caged apresentaram diferenga entre 1 més vs 5 meses e entre 5
meses vs 8 meses (Fig. 6.a e Tabela 2), enquanto que os penned apresentaram diferenca entre 1
més vs 8 meses e 5 meses vs 8 meses (Fig. 6.b e Tabela 2). Comparando os ambientes foi
observada diferenga entre animais com 8 meses (Fig. 5.c e Tabela 2).

Para os animais caged a absor¢do de energia aumentou do primeiro para o quinto més, ja
nos animais penned a absor¢do de energia foi progressiva nas 3 idades estudadas. A diferenca
quando se compara os dois ambientes ocorreu somente entre animais com 8 meses. (Tabelas 1 e
2). Os dados do moédulo elastico mostraram que nao houve diferenca entre os animais caged e
para os animais penned ocorreu diferenca entre 1| més vs 8 meses e 5 meses vs 8 meses.
Comparando os dois ambientes foi observada diferenga entre animais com 5 e 8 meses (Tabelas 1

e 2).



Com relagdo as dosagens de hidroxiprolina, foi notado que na regido de compressao (Cp)
a concentracdo de hidroxiprolina aumentou nos animais caged, porém para os animais penned
esse aumento foi até o quinto més, podendo observar diferenga em ambos os casos. Comparando
os ambientes houve diferenca de concentragdo de hidroxiprolina entre os animais de 5 meses
(Tabelas 3 e 4). Para a regido de tensdo (Cd) ndo houve diferenga comparando os dois ambientes,
porém houve diferenga entre 1 més vs 5 meses e 1 més vs 8 meses tanto para animais caged como
penned (Tabelas 3 e 4). Comparando as duas regides entre si (dados estatisticos ndo mostrados
em tabela), as regides de tensdo (Cd) apresentaram maior concentragdo de hidroxiprolina do que
as regioes de compressdo (Cp) para os animais com 5 ¢ 8 meses dos dois ambientes (p<0.01 para
animais com 5 meses e p<0.05 para animais com 8 meses).

Com relagio ao contetido de GAGs nas diferentes idades pode ser observado que houve
um aumento no contetdo em Cp em relagio a maturagdo para animais caged e um aumento
progressivo do quinto para o oitavo més para animais penned. Entre os ambientes houve
diferenca entre animais de 1 més e entre os de 8 meses. Na regiao Cd houve diferenga
significativa entre as idades dos animais penned, e nos animais caged entre 1 més vs 5 meses € 5
meses vs 8 meses. Comparando os ambientes houve diferenca entre os animais com 1 meés
(Tabelas 3 e 4). Comparando as duas regies entre si (dados estatisticos ndo mostrados em
tabela), para todos os grupos as regides de compressao (Cp) apresentaram maior conteudo de

GAGs do que as regides de tensdo (Cd) (p<0.01 para todas idades e ambientes).
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Fig. 1. (a) Vista lateral da perna de frango, mostrando as localizagdes das duas regides tendineas
estudadas: proximal que contorna a troclea da tibia e a distal que esta sobre os 2/3 distais do osso

tarsometatarsal. (b) Vista posterior da perna de frango, apontando o tenddo calcdneo (CT) e o tendao

flexor digital superficial (SDFT).
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Fig. 2. Peso corpéreo vs idade de animais criados em ambientes distintos. Os animais com 1 més de idade

caged e penned apresentaram, respectivamente, 181 + 76.81g ¢ 147.07 + 50.39¢. Os animais com 5 meses

caged ¢ penned apresentaram, respectivamente, 1,674 .81 + 402.74g ¢ 1,882.30 + 342 31g. Os animais

com 8 meses caged e penned apresentaram, respectivamente, 3.561.07 +£379.62g ¢ 3,350.12 + 575.27g,
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Tabela 1. Propriedades biomecanicas ¢ anatomicas do tendao de frangos de diferentes idades criados em

ambientes diferentes. Cross Sectional Arca (CSA), | més (1M), 5 meses (SM) e oito meses (8M).

Age  Ammals Energy at Failure  Elastic Modulus CSA
(N'mm) (MPa) (mm?)
IM Caged 93.77 £ 19.57 197.09 + 58 31 698 +£2.70
Penned 85.66 £ 16.63 26672+ 6909 292 +0.84
5M Caged 1,106.82+294.14 16836+ 1083 2431+123
Penned 1.38449+21005 27351 £5980 2887+3.99
&M Caged 83584 +£270.05  21051+46.01 2127+ 132
Penned  2.49153+45449 11090+ 22,67 3398+5.25
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Tabela 2. Comparacdes estatisticas das propriedades mecanicas ¢ anatdmicas do tenddo indicando
diferengas entre os grupos (* p < 0.05, ** p<0.0l ¢ ns = ndo significativos). CA e PE sdo,
respectivamente, caged ¢ penned, enquanto 1M, SM ¢ 8M sdo, respectivamente, 1. 5 ¢ 8 meses.

Maximum  Maximum  Energv at Maximum  Maximum Elastic CSA

Load Displacement  Failure Stress Strain Modulus
IMCA vs IMPE ns ns ns s ns ns **
SMCA vs SMPE *x ns ns ns ns ¥ ns
8MCA vs 8MPE % Lt e ns s X ¥
IMCA vs SMCA n¥ ks e ns * ns e
IMCA vs SMCA o - "E ns ns ns X
5MCA vs SMCA ns . ns ns <2 ns b
IMPE vs SMPE ve * ** ns ns ns o
IMPE vs XMPE ¥ * % *% ns *% ¥k * %

SMPE vs SMPE ns ** ** ns ** ** ns
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Fig. 3. Curva load-displacement para o tenddo calcaneo comparando animais de mesma idade porém
criados caged (CA) ou penned (PE). Em (a) animais com 1 més onde valores de forca maxima ¢ de
deslocamento maximo sdo, respectivamente, 57.11 + 9.58N ¢ 2.91 + 0.60mm para o grupo caged (CA -M-
) e 44.41 + 14 24N e 2.82 + 0.76mm para o grupo penned (PE -00-). (b) animais com 5 meses de 1dade
com valores de forca maxima ¢ de deslocamento maximo, respectivamente, de 233.31 + 27.49N ¢ 9.95 +
1.76mm para o grupo caged (CA -®-) ¢ de 389.65 + 59.67N ¢ 7.96 + 0.70mm para o grupo penned (PE -
O-). (c) animais com 8 meses de idade onde os valores de forga maxima ¢ de deslocamento maximo sdo.
respectivamente, 253.17 + 43.98N ¢ 7.10 + 0.99mm para o grupo caged (CA -A-) ¢ 323.79 + 33.08N ¢

15.27 + 1.29mm para o grupo penned (PE -2 -). Vide valor de p na tabela 2.
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Fig. 4. Curva load-displacement para o tenddo calcanco comparando animais de idades diferentes criados
em mesmo ambiente. Em (a) animais caged (CA), onde os valores de forca maxima ¢ de deslocamento
maximo para 1, 5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente, 57.11 £ 9.58N ¢ 2.91 + 0.60mm (-M-), 233 31
+2749N € 9.95 + 1.76mm (-®-) ¢ 253.17 + 43 98N ¢ 7.10 £ 0.99mm (-A-). (b) animais penned (PE) com
valores de for¢ca maxima e de deslocamento maximo para I, 5 ¢ 8§ meses de 1dade sdo, respectivamente,
44 41 + 14.24N e 2.82 + 0.76mm (-0-). 389.65 + 59.67N ¢ 7.96 + 0.70mm (-O-) ¢ 323.79 + 33.08N ¢

1527 £ 1.29mm (-A-).Vide valor de p na tabela 2.



Fig. 5. Curva Stress-Strain para o tenddo calcanco de animais de mesma idade porém criados em
ambiente diferente. (a) animais com 1 més de idade apresentando valores de tensio maxima ¢ de
deformagio maxima, respectivamente, de 8.91 + 2.92MPa ¢ 6.30 + 1.20% para o grupo caged (CA -
W) c de 15.08 £ 5.19MPa ¢ 7.50 + 2.00% para o grupo penned (PE -00-). (b) animais com 5 meses
de idade com valores de tensio maxima ¢ de deformagdo maxima, respectivamente, de 9.99 +
0.97MPa ¢ 9.30 + 1.70% para o grupo caged (CA -®-) ¢ de 13.02 + 3.69MPa ¢ 7.60 + 0.70% para o
grupo penned (PE -O-). (c) animais com 8 meses de idade onde os valores de tensdo maxima ¢ de
deformagio maxima sdo, respectivamente, 12.01 + 2.67MPa ¢ 6.90 + 1.30% para o grupo caged
(CA -A-) ¢ 995 + 2.15MPa ¢ 13.8 + 1.70% para o grupo penned (PE -A-). Vide valor de p na

tabela 2
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Fig. 6. Curva Stress-Strain para o tenddo calcaneo de anmimais de idades diferentes porém criados em
mesmo ambiente. (a) animais caged (CA) com valores de tensdo maxima ¢ de deformagio maxima para 1,
5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente, 8.91 + 2.92MPa ¢ 6.30 + 1.20% (-M-), 9.99 + 0.97MPa ¢ 9.30
+1.70% (-@-) ¢ 12.01 + 2.67MPa ¢ 6.90 + 1.30% (-A-). (b) animais penned (PE) com valores de tensio
maxima ¢ de deformagdo maxima para 1, 5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente, 15.08 + 5.19MPa ¢

7.50 + 2.00% (-0-), 13.02 + 3.6O9MPa e 7.60 + 0.70% (-O-) € 9.95 £ 2.15MPa e 13.8 + 1.70% (-A-).Vide

valor de p na tabela 2.
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Tabela 3. Concentragdo de hidroxiprolina (Ho-Pro) (mg/g de tecido umido) ¢ glicosaminoglicanos

(GAGs) (mg/g -

de tecido seco) em cada regido do tenddo. Cp — regido proximal e Cd — regido distal,

sendo 1M, 5M ¢ 8M sdo, respectivamente, 1, 5 e 8 meses.

IMCA IMPE SMCA SMPE SMCA 8MPE

1380+199 1689+357 2042+156 2395+1.12 23.15+£200 24.11+£399

1622+319 1782+377 2838+504 31594316 2727+274 3229+794

Ho-Pro  Cp
Cd
GAGs Cp
Cd

7224312 2234+226 2168+430 2516+702 4065+289 5184+193

248+052 926+172 508+171 399+052 221+123 238x0.84

Tabela 4. Comparagdes estatisticas das concentragdes hidroxiprolina (Ho-Pro) ¢ glicosaminoglicanos

(GAGs) indicando diferengas entre os grupos (* p < 0.05, ¥* p<0.01 e ns = ndo significativos).

Ho-Pro GAGs

Cp Cd Cp Cd
IMCA vs IMPE ns ns * % %
5MCA vs SMPE ** ns ns g
8MCA vs BMPE ns ns *k ns
IMCA vs SMCA *¥ % ok **
IMCA vs SMCA  ** *x *x s
5MCA vs SMCA * ns ok o
IMPE vs SMPE =¥ *k ns **
IMPE vs 8MPE ** *¥ *¥ **
SMPE vs SMPE ns ns ** *¥



49

4, Discussio

Os tenddes integram as estruturas contrateis (musculos) e ndo-contrateis (0ssos) do corpo
e transmitem forgas que possibilitam a realizagdo de movimentos. O nivel de for¢a imposta a um
tenddo dependera da sua localizagdo anatomica, da sua fungdo e também do seu nivel de
atividade metabolica (Shadwick, 1990; Nielsen et al., 1998). O CT de frangos apresenta um
comportamento dindmico e esta sujeito a tensdes continuas, pois foi verificada uma consideravel
atividade eletromiografica do musculo gastrocnémio de galinha de Angola (guinea fowl) durante
uma corrida (Daley and Biewener, 2003).

A contragdo muscular gerada para produzir a locomogdo e movimentos de
levantar/abaixar influencia a transmissdo de for¢as no tenddo. Uma mudanga abrupta de stress
mecdnico ocorre logo apés o nascimento e durante a maturagdo quando as estruturas estdo
sujeitas a gravidade e concomitante peso corporal (Lin et al., 2005a). Entretanto, neste estudo o
peso corporal ndo se alterou entre os grupos em relagdo aos animais de mesma idade, assim a
tensdo no tenddo sofrida em resposta ao peso do animal foi praticamente a mesma para animais
caged e animais penned. Este resultado foi semelhante aos descritos na literatura (Curwin et al,,
1988; Cherdchuthan et al., 2001; Benevides et al., 2004), concluindo que a tensdo extra foi
oriunda apenas do exercicio ativo ndo-for¢ado praticado pelos animais penned.

Estudos tém mostrado que mudancas bioquimicas na matriz extracelular e alteragdes no
comportamento biomecanico de tenddes podem ser induzidas por estimulos mecanicos,
resultantes de diferentes niveis de atividade fisica, tanto de exercicios forgados em porcos (Woo
et al., 1980; Woo et al., 1981), frangos (Curwin et al., 1988) e galinhas de Angola (Buchanan and

Marsh, 2001) quanto de ndo-forgados em frangos (Benevides et al., 2004) e potros (Cherdchuthan
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et al., 2001). Outros pesquisadores tém demonstrado que estas alteragdes também sofrem
influéncia do desenvolvimento e matura¢ao (Lin et al., 2005a) e envelhecimento (Nielsen et al,
1998).

A curva de stress-strain pode ser dividida em regides devido ao comportamento
viscoelastico do tenddo. No ensaio mecanico a tragdo nos espécimes ¢ capaz de provocar uma
deformagdo e alterar a forma do crimp das fibras de colageno, e esta deformagdo do crimp
corresponde a foe region, ou regido inicial, da curva. O crimp ¢ facilmente estendido, retificado
em relagdo ao eixo de tragdo, sendo que pequenas for¢as sdo capazes de produzir grandes
deformagdes. Assim, durante a deformagdo do tenddo as forgas atuantes dentro desta regido
reduzem o angulo do crimp sem exceder o limite elastico do tenddo. A foe region pode ser
diferente com a idade do tenddo, variando de 1,5 a 4% de deformacdo (Shadwick, 1990), e com o
tipo de tenddo (Nielsen et al., 1998). Fibras de coldgeno com menor angulo no crimp
experimentam altos niveis de tensdo precocemente a uma dada deformacdo sendo que suas fibras
estardo alinhadas em relagdo a forga de tragdo, e rompem antes daquelas com um angulo crimp
maior (Patterson-Kane et al, 1997, Wilmink et al., 1992). Segundo Jarvinen e colaboradores
(2004) cada tipo de tenddo possui crimp com angulagdes proprias. A continuagdo da aplicagdo de
forgas de tragdo leva a regido intermediaria (regido linear) que possui maior rigidez do que a
anterior sendo resultante da maior resisténcia ao alongamento das fibras retificadas. Nesta regido
a quantidade de tensdo sofrida esta linearmente relacionada com a deformagéo (Woo et al., 1999)
e no ponto final desta regido algumas fibras comegam a falhar. A deformagdo além da regido
linear conduz a regido final (yield and failure region) onde se acentuam as falhas das fibras de

uma maneira desordenada, podendo ocorrer ruptura completa do tendao (Maganaris et al., 2004).



h

No presente estudo foi observada uma deformagao diferente para a foe region em ambos
os grupos com 8 meses, sendo que graficamente a deformag@o maior foi para o grupo penned
(aproximadamente 2% para caged e 4% para penned). No caso da deformagdo maxima nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos caged e os penned tanto no primeiro quanto no quinto
més. Nossos resultados estdio de acordo com Cherdchuthan e colaboradores (2001) que nao
verificaram diferengas significativas, até o quinto meés, na deformag¢do maxima para tenddes de
potros nao exercitados, exercitados e criados soltos em pasto, ou seja, durante o periodo de
desenvolvimento destes animais. No entanto, no oitavo més o grupo penned apresentou
aproximadamente o dobro da deformagdo (cerca de 14%) apresentada pelo grupo caged,
provavelmente por ser menos rigido. Alguns estudos observaram que o tenddo flexor digital
profundo (Devkota and Weinhold, 2003) e o flexor digital superficial (Nakagaki et al., em
submissdao — artigo 1) de aves podem ser deformados até 14% e 12%, respectivamente,
mostrando que um tenddo extensor do membro inferior de frangos, como tenddo calcaneo, pode
ser deformado a uma taxa semelhante aos dos tenddes flexores digitais.

Com os dados deste estudo foi obtida diferenga significativa para a resisténcia a tensao
maxima no primeiro més quando foi analisada a influéncia do ambiente de criagdo. Nesta idade o
grupo penned apresentou aproximadamente o dobro do valor da tensao maxima em relagdo aos
animais caged, pois os tenddes do grupo penned possuiam menor CSA dos que os tenddes do
grupo caged tendo resistido a mesma for¢a maxima durante o teste. Para esta idade nossos
resultados estdo de acordo com os de Benevides e colaboradores (2004) que estudaram tenddes
de frangos jovens (com dois meses de idade) também submetidos ao exercicio voluntario.
Entretanto, no quinto e no oitavo més os valores da tensao ndo apresentaram diferenga

significativa entre os grupos caged e penned em cada idade considerada. Cherdchuthan e
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colaboradores (2001) ao estudar potros com 5 meses criados em pasto e criados no estabulo ndo
encontraram diferengas nesta propriedade, enquanto que Nielsen e colaboradores (1998) ao
treinar ratos até o envelhecimento verificaram que os animais sedentarios suportaram maior
tensdo do que os treinados. No entanto deve ser levado em consideragido que cavalos e ratos sdo
quadrupedes e que ha diferengas no desenvolvimento e maturagdo deste tecido entre as espécies
consideradas. Além disto, tenddes imaturos podem responder ao exercicio diferentemente do que
tenddes maturos (Buchanan and Marsh, 2002).

Considerando a influéncia da idade dos animais, neste estudo os tenddes dos animais
caged e dos animais penned apresentaram a mesma resisténcia a tensao maxima durante o teste.
Apesar dos tenddes dos grupos com 5 e 8 meses terem atingido maiores picos de forga durante o
teste, deve se considerar que as médias da CSA também eram maiores para os espécimes destes
grupos. Deste modo uma CSA maior serve para diminuir a tensdo no tenddo (Rosanger et al,
2002). Dowling and Dart (2005) sugerem que a CSA ndo representa por si so a forga de um
tenddo, mas que a sua resisténcia também esta relacionada com a quantidade e organizagdo de
todos os componentes da matriz extracelular.

Em nosso experimento os tenddes atingiram maiores valores de forca até a maturidade (5
meses) tanto no grupo caged quanto no penned, demonstrando que o crescimento e a maturagao
do tenddo influenciaram em sua resisténcia a forga de tragdo provavelmente por apresentar
quantidade maior de colageno e tamanho maior do que os grupos com | més. Segundo Buchanan
and Marsh (2002) teoricamente pode-se esperar uma associagdo das propriedades mecanicas com
a concentra¢do de colageno. Nossos dados mostram que o estimulo mecanico do exercicio ativo
nio-forcado proporcionou maior produgdo de colageno até o quinto més ja que os tenddes caged

sO atingiram esta concentragdo aos 8 meses. Esta estabilizagdo no conteudo de colageno pode



estar associada com a diminui¢do na atividade celular com o avanco da idade. Embora tenha
estudado ratos, Esquisatto e colaboradores (2003) observaram que nas cé€lulas do tend@o calcaneo
ocorria um aumento da atividade metabdlica do reticulo endoplasmatico rugoso no inicio do
desenvolvimento dos animais, tornando-se menos proeminentes com o decorrer da idade.

Neste estudo foi observado que o exercicio ativo ndo for¢ado proporcionou valores de
forca maxima maiores para os grupos com 5 e 8 meses. Como no quinto més ha um maior
conteudo de colageno e o valor de CSA também tenha sido levemente maior (mas nao
significativamente) no grupo penned, pode-se concordar com a idéia de Dowling and Dart
(2005), anteriormente citada. Além disto, no oitavo més a CSA foi maior no grupo penned,
estando de acordo com Cherdchuthan e colaboradores (2001) que concluiram que a forca de
ruptura de um tenddo é basicamente proporcional a sua CSA sendo que esta pode ser controlada
pela soma das tensdes a que o tenddo é exposto. No entanto, deve ser considerado que tenddes
podem responder diferentemente ao estimulo mecanico se possuirem diferentes fun¢des e niveis
de atividade (Nielsen et al., 1998). Nossos resultados nos testes de tragdo foram semelhantes a de
outros trabalhos que mostraram que a forga maxima em tenddes de porcos (Woo et al., 1980) e
coelhos treinados (Viidik, 1969) e de frangos (Benevides et al., 2004), potros (Cherdchuthan et
al . 2001) e ratos (Barfred, 1971) criados em ambiente amplo era maior em relagdo aos animais
confinados.

Para Shadwick (1990) as alteragdes mecanicas que acontecem do nascimento a
maturidade provavelmente resultam de um aumento do conteudo de colageno e da quantidade de
cross-links entre as moléculas de colageno. Um estudo citou que a falha mecénica do colageno
ndo se deve a quebra destas moléculas, mas a separagao de moléculas adjacentes (Buchanan and

Marsh, 2001). Assim, cross-link intermolecular ¢ um fator importante na determinagao do



modulo elastico (Buchanan and Marsh, 2001). Embora tenha realizado exercicio estrénuo,
Curwin e colaboradores (1988) sugeriram que um aumento no furnover de colageno associado ao
exercicio no tenddo gastrocnémio de frangos, exercitados da terceira a décima primeira semana
de vida, resulta em acumulo de feixes de colageno imaturos com poucos cross-links. Nossos
resultados mostraram que animais criados em gaiolas possuem tenddes com a mesma rigidez para
as trés idades consideradas, enquanto que os animais exercitados apresentaram a mesma rigidez
até o quinto més, tornando-se menos rigido aos 8 meses. Considerando que no penned ocorreu
um aumento no contetido de colageno no quinto més e que se estabilizou no oitavo més, podemos
suspeitar que no oitavo més o grupo penned continha feixes de colageno com menos cross-links
do que os tenddes do grupo penned com 5 meses. Embora o exercicio deste estudo nao fosse
forcado como no de Curwin e colaboradores (1988), deve-se considerar que durante 8 meses (32
semanas) 0s nossos animais tiveram a oportunidade de se movimentarem durante todo o dia e nao
somente em tempo estipulado para o treinamento. Além disto, os animais deste trabalho
apresentaram diferentes taxas de aceleragdo do corpo para a deambulagdo, como por exemplo
inimeras corridas de curta duragdo, e variagdes na intensidade da contragdo muscular quando
comparados aos animais criados em gaiola, estando de acordo com  Cherdchuthan e
colaboradores (2001) quando descreveram esta alternincia na intensidade de exercicios
espontaneos. Além disto, Mays e colaboradores (1991) relatam que nas fases finais da maturagao
a sintese de colageno diminui consideravelmente, enquanto que a degradagdo aumenta. Nielsen e
colaboradores (1998) relataram que o exercicio fisico pode estimular o furnover metabolico em
tecidos conjuntivos, sendo que a formagao de novos cross-/inks de colageno € reduzida, ou seja,
novos colagenos com cross-links divalentes sdo armazenados, enquanto que alguns dos colagenos

mais velhos com cross-links maturos ou envelhecidos sdo removidos, indicando que o tenddo fica
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mais “jovem”. Isto poderia também explicar a menor rigidez dos tenddes penned no oitavo mes,
apesar da similaridade no conteudo de colageno para os grupos caged e penned nesta idade.

Para Shadwick (1990) a partir do nascimento até a maturagdo o tendao flexor digital de
porcos aumenta sua capacidade de absorgdo de energia, da mesma forma que ocorreu durante o
crescimento e a maturacdo dos tenddes deste estudo. Para animais caged ocorreu uma
estabilizagdo na capacidade de acumular energia dos S aos 8 meses, possivelmente porque a CSA
tenha diminuido no oitavo més. Para os animais penned, ocorreu um aumento progressivo desta
absor¢io. O exercicio diario rotineiro dos frangos penned permitiu aos tenddes de 8 meses
absorver mais energia durante o teste de tragdo até o ponto de tensdo maxima. Sob o efeito da
idade e do exercicio, este comportamento provavelmente tenha ocorrido por ser menos rigido e,
conseqiientemente, apresentou maior deformagdo. Na literatura ha uma discordancia com relagao
a correspondéncia da capacidade de absorgdo de energia e a rigidez do tecido. Para Shadwick
(1990) quanto mais rigido € o tenddo mais ele acumulara energia, enquanto que Buchanan and
Marsh (2001) hipotetizaram que um aumento da rigidez do tendao parece ndo estar associado
com um aumento na armazenagem de energia no tenddo ja que para uma mesma forca os tenddes
mais rigidos absorvem menos energia, pois para esta forga apresenta menor deformagdo do que
os tenddes menos rigidos. Deste modo a capacidade de absorver energia até o ponto de falha dos
tenddes deste estudo ndo foi influenciada por uma rigidez maior, ja que os tenddes dos animais
penned de 8 meses eram menos rigidos e absorveram quantidade maior de energia do que os
tenddes dos animais caged de mesma idade.

A presenca de regides de tensdo e de compressao em um mesmo tenddo ¢ importante para
verificar os efeitos do estimulo mecanico na atividade metabolica das células e dos componentes

da matriz extracelular. Segundo Benevides e colaboradores (2004) a regido de tensao apresenta



maior conteudo de colageno do que a regido de compressdo em tenddes de frangos, ja que fibras
de colageno sdo consideradas as estruturas capazes de resistir as forgas de tragao (Scott, 1997).
Nossos resultados estdo de acordo com estes autores, pois foi verificado que o conteudo de
colageno era maior na regido Cd do que na regido Cp, a partir do quinto més, tanto para os grupos
caged quanto para os grupos penned. Esta variagdo talvez ndo tenha ocorrido nos tenddes com 1
més provavelmente porque nessa idade ndo houve tempo suficiente para as células responderem
ao estimulo mecéanico do exercicio ndo forgado, ja que em tenddes flexores digitais superficiais
de frangos na mesma idade (Nakagaki et al, em submissdo — artigo II) ndo foi encontrada
diferenca no conteudo de colageno. Para reforgar nossa idéia, Benevides e colaboradores (2004)
constataram que os tenddes flexores digitais superficiais de frangos com 2 meses criados em
ambiente amplo exibiam maior quantidade desta proteina na regido de tensdo em relagdo aos
criados em gaiolas.

Além do colageno o tenddo também contém proteoglicanos e glicosaminoglicanos. A
capacidade que estas macromoléculas tém de se ligar a agua ¢ consideravel e capaz de favorecer
o tenddo a resistir as forgas de compressdo e de cisalhamento (Scott, 1997). Muitos estudos tém
demonstrado maior concentragdo de glicosaminoglicanos na regido de compressdo do que na
regido de tensdo (Feitosa et al., 2002; Benevides et al., 2004; Feitosa et al., 2005; Lin et al,
2005b). Assim, nossos resultados estdo de acordo com a literatura, pois todas as regides de
compressdo aqui estudadas apresentaram maior conteido de glicosaminoglicanos, tanto para
caged quanto para penned.

Nos tenddes analisados foi verificado um aumento do conteado de glicosaminoglicanos na
regido de compressdo e uma diminuigdo na regiao de tensdo com o avango da idade, com excegao

para o grupo caged que apresentou a mesma concentragao de glicosaminoglicanos na regiao Cd



de 1 e 8 meses. Nossos dados estdo de acordo com os de Lin e colaboradores (2005b) que
observaram em tenddes de cavalos uma diminuigdo de glicosaminoglicanos na regido de tensao e
um aumento na regido de compressdo do nascimento até a maturidade. Apesar de que Lin e
colaboradores (2005b) tenham utilizado outra espécie, deve-se considerar que tanto as forgas de
tracdo quanto as de compressdo produzem o mesmo tipo de estimulo mecanico na matriz
extracelular dos tenddes.

Os tenddes demonstram capacidade de remodelamento como resposta ao exercicio fisico
(Buchanan & Marsh, 2002), como também alteragdes bioquimicas que envolvem as células e a
matriz extracelular com o avango da idade (Ippolito et al., 1980). Qualquer alteragdo na
organizagdo dos componentes da matriz como resposta ao siress mecanico e a idade expde a
célula a um desequilibrio de forgas (Vidal, 1993), ativando mecanismos eletroquimicos que
monitoram a matriz (Gillard et al., 1979). O estudo com tenddes submetidos a exercicios
estrénuos, como o do estudo de Curwin e colaboradores (1988), mostram que sua adaptagdo a
este tipo de exercicio é seguida de alteragdes bioquimicas importantes. Por outro lado, o exercicio
forgado associado ao envelhecimento pode responder diferentemente dependendo da fungdo e do
nivel de atividade do tenddo (Nielsen et al., 1998). Nossos experimentos mostraram que algumas
variagdes biomecanicas e bioquimicas no CT sdo dependentes do proprio processo de
crescimento e de maturagio, mas também ¢ influenciado pelo estimulo mecanico, de intensidade
variada, resultante do exercicio ativo no forgado. Isto indica que a matriz extracelular ¢ capaz de
detectar alteragdes fisicas como andar e correr e de transmitir esta informacao para as células que

sdo responsaveis pela expressdo e sintese de macromoléculas da matriz.
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Efeito da idade e do ambiente de criacio em tendido de frangos 11 - Tendéo flexor digital

superficial

Resumo

Os tenddes transmitem forgas de tragdo entre musculo e 0sso, permitindo o movimento
articular. Estudos mostraram que alteragdes na matriz extracelular podem ser induzidas pelo
exercicio e pela idade. Foi analisado o SDFT de frangos com 1, 5 ¢ 8 meses de idade, criados em
ambiente amplo e restrito. Para a analise biomecanica foram analisados os tenddes inteiros e para
a bioquimica os tenddes foram divididos em regides de tensdo e de compressdo, para
quantificagio de hidroxiprolina e glicosaminoglicanos. Os resultados mostraram sinal de
mineraliza¢do no quinto més. Com a maturagio do grupo penned a forga (até o quinto més) e a
absor¢do de energia aumentaram, mas ndo alterou a rigidez, a tensdo e a deformagéo. O exercicio
demonstrou que forga, tensdo e rigidez foram maiores no quinto més. O conteado de colageno
aumentou com a idade do grupo penned e com o exercicio no quinto e oitavo meses. O conteudo
de glicosaminoglicanos diminuiu na regido de tensdo no oitavo més no grupo amplo enquanto na
regido de compressdo se manteve constante a partir do quinto més. Com o exercicio a expressao
de glicosaminoglicanos ¢ substancialmente maior em SDFT jovens do que em maturos. Nosso
experimento mostrou que algumas variagdes biomecanicas e bioquimicas sdo dependentes do

crescimento, mas também sio influenciadas pelo exercicio.

Palavras-chave: tenddo, frango, biomecanica, exercicio, idade e colageno.
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1. Introducao

Os tenddes sdo responsaveis pela transmissao da for¢ca mecanica resultante da contragao
muscular ao osso, originando os movimentos articulares. Além de influenciar a performance
mecinica dos musculos, os tenddes agem como molas biologicas que se alongam elasticamente,
armazenando e liberando energia durante a locomogao (Zajac, 1989).

Alguns musculos se encontram longe do segmento 0sseo ou articulagdo que poderao ser
movimentados sem requerer um comprimento excessivo de suas fibras musculares gragas aos
seus tenddes (Nordin et al., 2001). Um exemplo € a localizagdo anatdmica dos musculos flexores
digitais de frangos na extremidade proximal do tibiotarso. A contragao destes musculos € capaz,
principalmente, de flexionar os dedos e, secundariamente, estender o tarsometatarso por
intermédio dos tenddes flexores superficiais digitais (SDFT). Estes tenddes sdo poliarticulares,
tém forma cilindrica e se inserem nas falanges distais 11, IIT e TV (Ghetie et al., 1981; Vanden
Berge, 1981).

As forcas mecdnicas sobre os tenddes durante a locomogdo normal sdo afetadas
normalmente por varios fatores como diferentes niveis de cargas mecanicas para diferentes
tenddes (Maganaris & Paul, 2002), assim como diferentes atividades induzem diferentes niveis
de forca até em um mesmo tendao (Malaviya et al., 1998).

Dependendo da localizagdo anatdmica pode ocorrer uma variagao regional na morfologia
e composi¢io da matriz extracelular quando o tenddo esta sujeito a forcas compressivas €
friccionais além da tensdo normal exercida pelos musculos. As forgas de compresséo levam ao
desenvolvimento de fibrocartilagem, estimulando a sintese de colageno tipo 1l e de

proteoglicanos (Benjamin and Ralphs, 2004). Este tipo de estimulo mecanico tem feito com que
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pesquisadores analisassem de forma distinta as regides de tensdo e as regides de
tensdo/compressdo de um mesmo tendado (Feitosa et al., 2002; Benevides et al., 2004).

Os tenddes sdo constituidos por proteoglicanos, elastina e principalmente por colageno
tipo I que representa cerca de 65-80% da massa seca (Kannus, 2000). A resisténcia tendinea nao
¢ determinada somente pelas ligacdes inter e intramoleculares nas fibras de colageno, mas
também pela organizagdo supramolecular e macroscopica das fibras de colageno na matriz
extracelular (Parry et al , 1978). As fibras de colageno apresentam arranjos regulares e sinuosos
denominados crimp (Gathercole and Keller, 1991) que ¢ uma caracteristica morfologica,
visualizada pela microscopia de polarizagdo (Vidal, 1995), e que pode variar o padrao
morfologico, periodicidade e amplitude dependendo da regido do tenddo (O’Brien, 1997). Os
pequenos proteoglicanos também estdo presentes nos tenddes e exercem importante papel na
fibrilogénese do colageno. Estudos mostram que os pequenos proteoglicanos decorim, lumicam e
fibromodulim regulam a formagdo, a organizagdo e a maturagdo das fibrilas de colageno, a
hidratagdo do tecido e também facilitam o deslizamento intra e interfibrilar durante o
carregamento (Provenzano and Vanderby Jr., 2006).

Estudos com animais tém mostrado que diferentes mudangas bioquimicas na matriz
extracelular e alteragdes no comportamento biomecanico de tenddes podem ser induzidas pela
presenga de estimulos mecanicos resultantes de diferentes niveis de atividade fisica, tanto de
exercicios for¢ados em porcos (Woo et al., 1980; Woo et al , 1981), frangos (Curwin et al., 1988)
e galinhas de Angola (Buchanan and Marsh, 2001) quanto de ndo-forgados em frangos
(Benevides et al., 2004, Nakagaki et al., em submissao — artigo I) e em potros (Cherdchuthan et

al, 2001). Outros pesquisadores tém demonstrado que estas alteragoes bioquimicas €
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biomecanicas também sofrem influéncia do desenvolvimento e maturagdo (Lin et al.,, 2005a) e
envelhecimento (Nielsen et al., 1998).

Durante sua maturagdo e envelhecimento os tenddes sofrem um processo adaptativo em
resposta as demandas mecanicas e aos diferentes estados metabolicos (Landis and Silver, 2002).
Muitos trabalhos tém demonstrado a mineralizagdo, principalmente de calcio, em tenddo de aves
domésticas, principalmente em perus (Landis et al., 2002; Landis and Silver, 2002) e em frangos
(Abdalla, 1979). Analises histologicas tém mostrado mineraliza¢ao no tergo distal da regido de
tensio do tenddo flexor digital superficial em frangos com 8 meses de idade (Biancalana,
comunicacdo pessoal). A calcificagdo em tenddes humanos esta associada as condigdes
patologicas enquanto que em aves ¢ parte do desenvolvimento fisiologico dos tenddes (Josza and
Kannus, 1997). A mineralizagio parece envolver a nucleagio e deposito de mineral em
associagdo com as superficies da molécula de colageno (Landis and Silver, 2002). Observagdes
morfologicas indicam que a mineralizagdo ocorre nas proximidades do centro do tendao (Siperko
and Landis, 2001), onde se observa a presenga de vesiculas contendo hidroxiapatita (Landis and
Silver, 2002).

Poucos trabalhos mostram estudos com tenddes de frangos. Este trabalho investigou as
alteragdes biomecanicas e bioquimicas no SDFT de frangos com 1, 5 e 8 meses caged com
restrigio de movimentos de deambulagdo e penned sob a pratica de exercicio ativo ndo for¢ado,

ou seja, em atividades voluntarias como andar, correr, ciscar e levantar/abaixar.
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2. Material e métodos

2. 1. Animais

Frangos da linhagem Pedrés, Gallus Domesticus, com 1 dia de idade foram divididos em
dois grupos, um grupo caged criados em 0,5 m’ (3 animais), no Biotério do Departamento de
Biologia Celular — IB/JUNICAMP, e o penned criados em 60 m? (3 animais), portanto com area
livre para deambular. Apos 1 més (1M), 5 meses (SM) e 8 meses (8M) de idade representantes de

cada grupo foram sacrificados e seus tenddes analisados.

2.2. Material Biologico

Os animais dos 2 grupos foram anestesiados com 2mL hidrato de cloral iv (10%) e
sacrificados com 1mL de KCl 4M e pesados. O SDFT foi submetido a analises bioquimicas e
biomecanicas. Para a analise bioquimica o SDFT foi dividido em 2 regides: uma que sofre forgas
compressivas além da forga de tensao inerente a toda extensdo do tenddo (regido proximal — Sp) e
outra que soffe principalmente forgas tensionais (regido distal — Sd) (Benevides et al., 2004). A
regido Sp contorna a troclea da tibia e a Sd esta sobre os dois tergos da porgao distal posterior do
osso tarsometatarsal (Ghetie et al,, 1981; Vanden Berge, 1981). Para o teste biomecanico o0s
tenddes foram retirados em pega unica. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNICAMP.
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2.3. Teste Biomecanico

Para os ensaios mecanicos sob tragdo uniaxial foram utilizados 10 tenddes. Antes do
inicio do teste foi determinado com paquimetro o comprimento inicial do SDFT e no ponto
médio da regido distal foram mensuradas a largura e a espessura. Com estas medidas foi obtida a
area de secgdo transversa (CSA). A construgdo das curvas forga-deslocamento e tensdo-
deformagdo e os calculos de modulo elastico e de energia absorvida até o ponto de forga maxima
foram feitos de acordo com Nakagaki e colaboradores (em submissdo — artigo I). Esses testes
foram realizados no Laboratorio de Propriedades Mecéanicas na Faculdade de Engenharia

Mecanica, UNICAMP.

2.4. Quantificagdo de Hidroxiprolina

A determinagdo do conteudo de hidroxiprolina, que € proporcional a concentragdo de
colageno, foi baseada em Stegemann and Stalder (1967). Amostras das regides de tensdo e de
compressdo foram hidrolisados em HCI 6N (1mL/10mg de tecido) por 16h a 107'C. Do material
hidrolisado, foram utilizados 5uL para cada leitura, sendo acrescentado posteriormente ImL de
solugdo de cloramina-T. Apos 20min foi adicionado ImL de solugdo de acido perclorico/aldeido
e o material foi mantido em incubagdao por 15min a 60°C, resfriado até 20C e lido em

espectrofotdometro, A = 550nm.
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2.5. Obtengdo e quantificagdo dos glicosaminoglicanos

Amostras de cada regido do tenddo foram desidratados com acetona e os GAGs foram
obtidos apos tratamento com papaina (40mg/g de tecido) em tampdo citrato de sodio 30mM pH
6.5 contendo EDTA 40mM e 2-mercaptoetanol 80mM e incubados a 50' C por 24h. O material
foi centrifugado a 5.900 g por Smin. Ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de etanol e
mantidos a 4 C por 24h, e posteriormente centrifugado novamente. O precipitado foi lavado com
etanol 80% e mantido em estufa a 37 C até a secagem total e ressuspendido em agua destilada
(Michelacci and Horton, 1989). O conteudo de GAGs foi determinado pelo método de azul de

dimetilmetileno (Farndale et al.,1986), e lido em espectrofotdmetro, A = 526nm.

2.6. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA) One-
Way seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo. Todos os testes foram feitos com 5% de nivel de significancia (Callegari-

Jacques, 2003).

3. Resultados

Durante o experimento os animais foram pesados, e ocorreu diferenca significativa entre

as idades, mas ndo entre os ambientes como demonstrado por Nakagaki e colaboradores (em

submissdo — artigo I).
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A medida da CSA foi significativamente diferente entre os animais penned de todas as
idades enquanto que os animais caged apresentaram diferenca significativa entre as idades de 1 e
Sede 1 e 8 meses (Tabelas 1 e 2).

Os dados obtidos com os teste de tragdo mostram que para animais de ambientes
diferentes ocorreu diferenga significativa o valor da forga maxima para as idades de 1 e 5 meses
(Figs. 1.a e 1.b e Tabela 2). Comparando os animais criados em mesmo ambiente o valor da forga
méaxima aumentou até o quinto més com diferengas significativas entre animais com 1 més vs 5
meses e 1 més vs 8 meses (Figs. 2.a e 2.b e Tabela 2), e o deslocamento maximo foi diferente
entre 1 més vs 5 meses e 1més vs 8 meses (Figs. 2.a e 2.b e Tabela 2). Comparando os animais
dos dois ambientes a diferenga para o deslocamento maximo foi observada somente nos grupos
com 1 més (Fig. 1.a e Tabela 2). Para animais de mesmo ambiente a absor¢ao de energia ate a
ruptura aumentou com a idade, enquanto que a diferenca entre os dois ambientes ocorreu entre 0s
animais com 1 e 8 meses (Tabelas 1 € 2).

Comparando os ambientes as médias dos valores de tensao maxima apresentaram
diferenga significativa somente entre os animais com 5 meses (Fig. 3.b e Tabela 2). Entre os
animais caged ocorreu diferenga entre 1 € 5 meses e 5 ¢ 8 meses (Fig. 4.a e Tabela2)
Comparando os ambientes houve diferenga na deformagio maxima entre os animais com 1 mes
(Fig. 3.a e Tabela 2). Os dados do modulo elastico mostraram que entre os animais caged houve
diferenca entre 1 e 5 meses e 5 ¢ 8 meses, enquanto a comparagao entre os ambientes mostrou
diferenca entre os tenddes com 5 meses (Tabelas | e 2).

Analisando os dados bioquimicos, foi observado que na regido de compressao (Sp) a
concentragdo de hidroxiprolina aumentou nos animais caged e penned até o quinto mes.

Comparando os ambientes houve diferenca significativa no conteudo de hidroxiprolina entre
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animais de 5 e 8 meses (Tabelas 3 e 4). Para a regido de tensao (Sd) nao houve diferengas ao
comparar os ambientes, porém houve diferenga entre os animais penned com 1 e 8 meses
(Tabelas 3 e 4). Comparando as duas regides entre si (dados estatisticos ndo apresentados em
tabela), as regides Sp com 5 meses caged (p<0.05) e penned (p<0.01) e com 8 meses penned
(p<0.05) apresentaram maior contetido de hidroxiprolina do que suas respectivas regides Sd.

Com relagdo ao conteado de glicosaminoglicanos ocorreu diferenca entre 1 més vs 5
meses caged e entre 1 més vs 5 meses e 1més vs 8 meses penned para a regido Sp. Comparando
os ambientes somente houve diferenca entre animais com | més (Tabegas 3 e 4). Para a regiao
Sd, ocorreu diferenca entre todas as idades dos animais caged, enquanto para os penned foram
obtidas diferencas entre 1 més vs 8 meses e entre 5 meses vs 8 meses. Entre os ambientes foram
encontradas diferencas entre animais com 1 e com 5 meses. Comparando as duas regides entre si
(dados estatisticos ndo apresentados em tabela), as regides Sp dos animais com 1 més caged e
penned (p<0.05), com 5 meses caged (p<0.01) e¢ com 8 meses caged e penned (p<0.01)

apresentaram maior concentragdo de glicosaminoglicanos do que suas respectivas regides Sd.



Tabela 1. Propricdades biomecanicas ¢ anatdmicas do tenddo de frangos de diferentes idades criados em

ambientes diferentes. Cross Sectional Area (CSA), 1 més (1M), 5 meses (SM) ¢ oito meses (8M).

Age  Animals Energy at Failure Elastic Modulus CSA
(N-mm) (MPa) (mm’)
IM Caged 150.20 +£32.21 264.78 £ 4531 2.39+0.68
Penned 51.20 + 14.70 266.62 +71.52 1.60 £ 0.6l
5M Caged 916.08 £ 93.75 210.39 +27.04 1420 + 1.75
Penned 1,141.48 +218.06 324 66+ 80.12 10.40 £ 1.51
§M Caged 1,207 41 + 242 64 304.13 + 78.62 13.79+5.18
Penned 1,886.76 + 274.93 287.22 + 84 .47 15.55 +4.31
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Tabela 2. Comparagdes estatisticas das propriedades mecanicas ¢ anatdmicas do tenddo indicando
diferengas entre os grupos (* p < 0.05, ** p<0.01 ¢ ns = ndo significativos). CA ¢ PE sdo,

respectivamente, caged ¢ penned, enquanto 1M, SM ¢ 8M sdo, respectivamente, 1, 5 ¢ 8 meses.

Maximum  Maximum  Energy at Maximum Maximum  Elastic CSA
Load Displacement  Failure Stress Strain Modulus
IMCA vs IMPE xE e o ns o ns *
SMCA vs SMPE * ns ns * ns * %
8MCA vs SMPE ns ns % ns ns ns ns
IMCA vs SMCA ne s e £ ns * "
IMCA vs SMCA ¥ *x =X ns ns ns tdd
SMCA vs SMCA ns ns * * ns * ns
IMPE vs SMPE ¥ bl s ns ns ns 2
IMPE vs SMPE o *x i ns ns ns o

SMPE vs SMPE ns ns % ns ns ns *
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Fig. 1. Curva load-displacement para o tenddo flexor digital superficial comparando animais de
mesma idade porém criados caged (CA) ou penned (PE). Em (a) animais com 1 més de idade onde
os valores de forga maxima e de deslocamento maximo sfio, respectivamente, 55 60 + R 62N e 3 97
+ 0.64mm para o grupo caged (CA -B-) ¢ 27.23 £ 544N e 3,79 £ 0.43mm para o grupo penned (PE
-0-). (b} animais com 5 meses de idade com valores de forga maxima e de deslocamento maximo,
respectivamente, de 185.26 £ 23.0IN ¢ 11.01 = 1.11mm para o grupo caged (CA -@-) ¢ de 234 42 +
24 59N e 14.57 + 4. 18mm para o grupo penned (PE -O-). (c) ammais com 8 meses de 1dade onde
os valores de forga maxima ¢ de deslocamento maximo sdo, respectivamente, 254 92 + 70 44N ¢
12.63 = 1.99mm para o grupo caged (CA -&-) e 30567 £ 68.11N ¢ 14,13 + 2. 63mm para ¢ grupo

penned (PE -21-). Vide valor de p na tabela 2.



Load (N)

Load (N)

Load (N)

“E— 1MCA
70+ 0 1MPE

&0
50 4
40
30 4
T b T .3 T = 1
4 5 ] 7
Displacement (mm)
(a)
250 4 T
j |
200 A
150 o
100 o
50
0 LTI N VENE G ISR [ S LR SREER et SO TN TR S
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Displacement {mm)
(b)
4504 —A—BMCA
—a—8MPE
—
T %, 1
16 18

Displacement (mmj

(c)

78



79

400 - —Ba—1MCA
- —e—5MCA
350 4 —A—BMCA

£
=
&
—
' 1
16
Displacement (mm)
(a)
4004 —o—1MPE
[—o—5MPE
466 T —5—8MPE
z
=
o
3
1 = 1
0 2
Displacement {mm)
(b)

Fig. 2. Curva load-displacement para o tenddo flexor digital superficial comparando animais de idades
diferentes criados em mesmo ambiente. Em (a) animais caged (CA). onde os valores de for¢a maxima ¢ de
deslocamento maximo, com 1, 5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente, 55.60 + 8.62N ¢ 597 + 0 64mm
(-M-), 18526 £23.0INe 11.01 = 1.11mm (-®-) ¢ 25492 + 70.44N ¢ 12.63 £ 1. 99mm (-A-). (b) animais
penned (PE) com valores de forca maxima e de deslocamento maximo para 1, 5 ¢ 8 meses de idade sdo.
respectivamente, 27.23 + 544N ¢ 3.79 + 0.43mm (-0-), 234.42 + 24 59N ¢ 14.57 £ 4.18mm (-O-) ¢

30567+ 68 1IN e 14 13 £ 2.63mm (-A-).Vide valor de p na tabela 2.
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Fig. 3. Curva Stress-Strain para o tenddo flexor digital superficial de animais de mesma idade
porém criados em ambiente diferente. (a) animais com | més de idade apresentando valores de
tensio maxima ¢ de deformagio maxima, respectivamente, de 23.18 + 6.34MPa e 10.4 £ 1.00%
para o grupo caged (CA -B-) ¢ de 19.51 + 8. 32MPa e 8.30 + 1.00% para o grupo penned (PE -Cl-).
(b) animais com 5 meses de idade com valores de tensdo maxima ¢ de deformagdo maxima,
respectivamente, de 13.20 + 2 49MPa ¢ 9.50 + 1.00% para o grupo caged (CA -@-) ¢ de 23.10 +
5.34MPa ¢ 12.00 + 4.50% para o grupo penned (PE -O-). (c) animais com 8 meses de idade onde os
valores de tensdo maxima e de deformagdo maxima sdo, respectivamente, 21.45 £ 7 73MPa e 10.50
+ 2.80% para o grupo caged (CA -A-) e 2143 + 9 11MPa ¢ 10.70 £ 2.20% para o grupo penned

(PE -/:-). Vide valor de p na tabela 2.
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Fig. 4. Curva Stress-Strain para o tenddo flexor digital superficial de animais de idades diferentes porém
criados em mesmo ambiente. (a) animais caged (CA) com valores de tensdo maxima ¢ de deformagdo
maxima para 1, 5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente, 23.18 + 6.34MPae 104 £ 1.00% (-M-), 13.20
+ 2 49MPa ¢ 9.50 + 1.00% (-®-) ¢ 21.45 + 7.73MPa ¢ 10.50 + 2.80% (-A-). (b) amimais penned (PE) com
valores de tensdo maxima ¢ de deformagio maxima para |, 5 ¢ 8 meses de idade sdo, respectivamente,
1951 + 832MPa ¢ 8.30 + 1.00% (-0-), 23.10 + 5.34MPa ¢ 12.00 + 4.50% (-O-) ¢ 21 439 11MPa ¢

10.70 + 2.20% (-A-).Vide valor de p na tabela 2.



Tabela 3. Concentragdo de hidroxiprolina (Ho-Pro) (mg/g de tecido umido) ¢ glicosaminoglicanos

(GAGs) (mg/g — de tecido seco seco) em cada regido do tenddo. Sp — regido proximal e Sd - regido distal,

sendo 1M, 5M ¢ 8M sdo, respectivamente, 1. 5 e 8 meses.

IMCA IMPE SMCA SMPE SMCA SMPE |
Ho-Pro Sp 23.07+428 2738+414 3093+307 4217+712 3338+4.10 44.54+7.94
Sd 2530+250 2430+£578 26424306 2831+458 2891+646 3299+ 543

GAGs Sp 491+141 1905+565 832+187 718189 7.15+£281 651171
Sd 3324064 1262+38 415+055 869+356 198+020 1.54+0.59

Tabela 4. Comparagdes estatisticas das concentragdes hidroxiprolina (Ho-Pro) ¢ glicosaminoglicanos

(GAGs) indicando diferengas entre os grupos (* p < 0.05. ** p<0.01 ¢ ns = ndo significativo).

Ho-Pro GAGs

Sp Sd Sp Sd
IMCA vs IMPE ns ns il C
SMCA vs SMPE i ns ns *
8MCA vs SMPE ¥ ns ns ns
IMCA vs SMCA  ** ns *E b
IMCA vs SMCA  ** ns ns e
SMCA vs SMCA  ns ns ns £k
IMPE vs SMPE i ns i ns
IMPE vs SMPE e ¥ 2 *2
5MPE vs 8MPE ns ns ns i
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4. Discussio

A principal fungdo dos tenddes € unir o musculo ao osso e transmitir as for¢as de tragdo
entre eles, permitindo que o musculo se encontre longe do segmento Osseo ou articulagdo que
podera ser movimentada (Nordin et al., 2001). Este € o caso do tenddo flexor digital superficial
de frangos que pode flexionar os dedos durante o movimento de ciscar, por exemplo, ao transferir
a forga da contragdo do musculo flexor digital superficial que se encontra predominantemente nos
dois tergos superiores do 0sso tibiotarso.

O peso corporal neste estudo ndo apresentou diferenga entre os animais caged e o0s
animais penned em todas as idades analisadas. Deste modo, a tensdo no tenddo ndo foi
influenciada pelo peso do animal enquanto que uma tenso adicional pode ser oriunda apenas do
exercicio ativo nao forgado praticado pelo grupo penned. Estes resultados sdo semelhantes ao que
foram obtidos com o tenddo calcaneo de frangos na mesma idade, 1, 5 e 8 meses (Nakagaki et al.,
em submissdo — artigo I) e com o tenddo flexor digital superficial (Benevides et al., 2004) de
frangos com 2 meses de idade também submetidos ao exercicio ativo ndo forgado.

Neste estudo a CSA dos tenddes caged aumentou até o quinto meés, enquanto que nos
grupos penned aumentou até o fim do experimento, sendo possivel observar que as areas dos
tenddes caged foram maiores do que os penned em animais com | e com 5 meses. Estes dados
sio semelhantes com os descritos na literatura para este mesmo tenddo e animal (Benevides et al ,
2004). Como os tenddes dos animais caged de 1 més apresentaram maior CSA e maior forca
maxima do que os tenddes dos animais penned de mesma idade ndo foi possivel verificar
diferenca significativa para a tensdo maxima, pois uma area maior € capaz de minimizar a tensao

no tenddo (Rosanger et al, 2002). Nos grupos com 8 meses deste experimento também nao
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houve diferenca na tensdo maxima, pois apresentaram a mesma dimensdo e resisténcia a forga
maxima de tragdo, enquanto que os tenddes penned com 5 meses apresentaram maior tensdo
maxima do que seu par. Na literatura ndo foi encontrada diferen¢a no valor da tensdo maxima
para SDFT de potros que se exercitaram somente com movimentos voluntarios até o desmame (5
meses) quando comparados aos tenddes nao-exercitados dos animais criados no estabulo
(Cherdchuthan et al, 2001). No entanto deve se levar em consideragdo que potros sao
quadriipedes e que podem ocorrer diferengas na resposta mecanica deste tecido entre as especies
consideradas.

Com o progresso da idade os SDFT do grupo penned resistiram a mesma tensdo durante
todo o experimento, apesar do aumento da forga, pois a CSA aumentou com o crescimento. Esta
similaridade do valor da tensio maxima entre as idades neste estudo € resultado do crescimento
do animal e, consequentemente, do crescimento do tenddo, fazendo que a normalizagdo dos
parametros forga e area sejam semelhantes. Nossos resultados se assemelham aquele descrito na
literatura quando foi estudado o tenddo calcaneo (extensor da articulagdo intertarsiana) de
frangos, submetidos a0 mesmo tipo de exercicio (Nakagaki et al., em submissdo — artigo [). O
SDFT (flexor) manteve a mesma resisténcia a tensio do inicio ao fim do experimento semelhante
ao tenddo calcineo (extensor), apesar de exercerem fungdes distintas. O grupo caged, por sua
vez, demonstrou uma abrupta redugdo da resisténcia a tensdo no quinto més. Esta redugao
provavelmente esta relacionada com a quantidade diminuida e organizagdo dos componentes
colagénicos e ndo-colagénicos da matriz extracelular (Dowling and Dart, 2005) quando
comparada com o penned de mesma idade.

Com a idade, a média da forga maxima aumentou até o quinto més como resultado do

crescimento do animal, e conseqiientemente das dimensdes do tenddo, assemelhando-se com o
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estudo de Nakagaki e colaboradores (em submissdo — artigo I). Por outro lado o exercicio ativo
nao for¢ado no quinto més determinou maior pico de forga, como foi visto no estudo com ratos
(Barfred, 1971), com potros (Cherdchuthan et al,, 2001) e com frangos (Benevides et al., 2004)
submetidos ao exercicio voluntario. No entanto, no primeiro més o grupo caged apresentou o
dobro da forga maxima da do penned, pois tinha a maior area de secgdo transversa.

O trabalho de Benevides e colaboradores (2004) com SDFT de frangos com 2 meses
demonstrou maior deformac¢do maxima para o grupo penned, mas nenhuma diferenga para o
deslocamento maximo médio. Entretanto, nossos dados apresentaram maior deformagdo e
deslocamento para o grupo caged com 1 més quando comparado com o penned de mesma idade e
nenhuma diferenca para estes dois parametros dos grupos caged e penned de 5 e de 8 meses.

Muitos estudos tém demonstrado que tenddes de algumas aves normalmente se
mineralizam durante a maturacdo e envelhecimento do animal, como por exemplo, o tenddo
gastrocnémio de perus (Siperko and Landis, 2001; Landis and Silver, 2002) e flexores digitais de
frangos (Abdalla, 1979). No presente estudo foi observado sinal de mineralizagdo do SDFT a
partir dos 5 meses de idade quando a regido de tensdo macroscopicamente apresentou
consisténcia mais dura e com descontinuidade na coloragdo do tecido indicando possivel
processo de mineralizagdo, mas esta caracteristica nao foi observada nas por¢des do tendao que
se estendem para os dedos (Biancalana, comunicag@o pessoal). Este dado apresenta similaridade
anatdomica da mineraliza¢do com o dado radiografico demonstrado no estudo de Abdalla (1979).
Em estudos anteriores foi verificado um aumento no modulo elastico (Landis et al., 1995;
Bennett and Stafford, 1988) e da tensdo maxima com diminui¢do da deformagdo (Landis et al.,
1995) durante testes de tragdo das por¢des mineralizadas do tenddo quando comparadas com as

por¢des ndo mineralizadas. Entretanto, em nosso experimento nao houve um aumento no modulo



87

elastico, na tensdo maxima e na deformagdo maxima com a idade, provavelmente porque foi
testado o tenddo inteiro e ndo somente a regido mineralizada. Além disto, o grupo com 5 meses
caged foi o que apresentou menor valor tanto para modulo elastico quanto para tensdo maxima. E
importante ressaltar também que todos nossos espécimes se romperam em regides sem aparente
mineralizagdo, com predominio na regido intermediaria entre as regides de tensdo e de
compressio do tenddo, podendo supor que uma por¢ao mineralizada no tenddo nao interfere no
modulo elastico do tenddo como um todo.

Alguns estudos tém proposto que a mineralizagdo do tenddo ¢ um meio eficiente de
conservacio da energia de deformagdo que ¢ armazenada no tenddo ao suportar as cargas
requeridas para a locomogdo da ave adulta (Silver et al., 2000, Freeman and Silver, 2004), e que a
quantidade de energia armazenada aumenta com a quantidade e o tempo de mineralizagao
(Freeman and Silver, 2004). A ligagdo de ions calcio e fosfato ao colageno enrijecem suas regides
flexiveis aumentando a quantidade de energia estocada em cada unidade de deformagdo. Atraves
deste mecanismo, a mineralizagdo transfere mais eficientemente a energia do musculo ao 0sso
(Freeman and Silver, 2004). De acordo com Shadwick (1990) o tendao flexor digital de porcos
consegue absorver mais energia a partir do nascimento até atingir sua maturidade. Nossos
resultados estdo de acordo com estes estudos, pois com o crescimento e maturagdo dos SDFT na
presenga da mineralizagdo foi possivel observar que os grupos mais velhos foram capazes de
absorver maior quantidade de energia durante o teste de tragdo do que os mais novos, tanto para
os caged quanto para os penned. Comparando os ambientes foi observado que os animais penned
com 8 meses absorveram mais energia do que os caged, apesar de nao terem apresentado
diferencas tanto na forga maxima quanto no deslocamento maximo. Deste modo, podemos supor

que os tenddes penned nesta idade apresentavam mineralizagao mais acentuada do que os caged.
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Estudos tém demonstrado que a regido de tensdao apresenta maior conteudo de colageno
do que a regidao de compressdo do SDFT com 2 meses (Benevides et al., 2004) e tenddo calcaneo
com 5 e 8 meses (Nakagaki et al , em submiss@o — artigo 1), ambos de frango, e esta diterenciagao
regional da sintese de colageno ocorre porque as fibras de colageno sdo responsaveis pela
resisténcia as forcas de tragdo (Scott, 1997). Nossos resultados apresentaram diferenga
significativa entre as regides de tensdo (Sd) e de compressdo (Sp) para os grupos caged e penned
com 5 meses e para penned 8 meses, mas o maior conteiido de colageno foi encontrado nas
regides Sp, contrariando a literatura. E possivel que isto tenha ocorrido por causa da
mineralizagdo na regido Sd, pois na regido pré-calcificada do tenddo de peru foi constatada uma
diminui¢io percentual do conteudo de hidroxiprolina em relagdo ao aumento da area de secgao
transversa entre a nona e a décima segunda semana de idade (Leonard et al,, 1980), podendo
indicar que a taxa de colageno permaneceu inalterada com o crescimento do tenddo durante o
processo de mineralizagdo. Deste modo, podemos supor que a mineralizagdo silencia a sintese de
colageno.

A similaridade no conteudo de colageno nas regides de tensao entre os grupos caged €
penned em todas as idades ¢ um indicativo de que uma carga de intensidade similar foi aplicada a
estas regides. No entanto, com a idade houve um aumento do conteudo de colageno até o quinto
més na regido de compressdo para tenddes dos dois ambientes provavelmente por causa do
crescimento do tendio em um local aparentemente desprovido de mineralizagdo,
semelhantemente ao que ocorreu com o tendao calcaneo durante o processo de envelhecimento
(Nakagaki et al., em submissdo — artigo I).

A analise quantitativa de glicosaminoglicanos deste estudo revelou que o exercicio ativo

ndo forcado proporcionou uma expressdo de glicosaminoglicanos muito maior nos tenddes
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penned com | més nas duas regides (Sp e Sd) do que nos tenddes caged de mesma idade. Esta
grande diferenca pode ter ocorrido porque a atividade metabolica do tenddo é substancialmente
maior na fase inicial do que em animais maturos (Cherdchuthan et al., 2001). A resposta do
SDFT para a expressao de glicosaminoglicanos nesta idade frente ao estimulo mecanico do
exercicio ativo ndo for¢ado esta de acordo com os resultados para tenddo calcaneo de frangos
com mesma idade (Nakagaki et al., em submissao — artigo I). Na literatura foi observado que a
sintese de GAGs € sensivel ao ambiente mecanico no qual o tendao flexor digital profundo de
coelhos € exposto (Gillard, 1979).

Do primeiro ao quinto més foi observada uma diminui¢do do conteudo de GAGs na
regido Sp dos grupos penned, mas nao para a regido Sd. Este conteido de GAGs inalterado nas
regides Sd até o quinto més significa que o exercicio ativo ndo forgado influenciou o
comportamento mecanico do tenddo e também da composi¢do da matriz extracelular, pois a
regido correspondente do grupo caged apresentou menor concentragdo de GAGs. Isto € um
indicativo para supor que houve aumento no conteudo de pequenos proteoglicanos, como o
decorim e o fibromodulim, os quais interferem no arranjo colagénico do tenddo. O decorim € um
regulador do didmetro enquanto o fibromodulim € um estabilizador das fibrilas de colageno
(Tozzo, 1997, Provenzano and Vanderby Jr., 2006). E interessante lembrar que os tenddes penned
com 5 meses apresentaram maior forga, tensdo, modulo elastico do que os tenddes caged de
mesma idade.

Tém sido descrito que ha uma concentragdo maior de GAGs na regido de compressao do
que na regido de tensdo (Feitosa et al, 2002; Benevides et al., 2004, Feitosa et al., 2005; Lin et

al, 2005b; Nakagaki et al,, em submissdo — artigo I). Esse mesmo resultado foi obtido neste
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trabalho, pois a maioria das regides de compressao aqui estudadas apresentaram maior conteudo
de GAGs, tanto em caged quanto em penned.

A matriz extracelular é capaz de detectar alteragdes fisicas produzidas pela grande area
para locomogdo e de transmitir esta informagdo para as células que sdo responsaveis pela
expressdo e sintese de macromoléculas da matriz. Em nosso experimento foi observado que a
expressdo de GAGs ¢ substancialmente maior em SDFT de frangos jovens do que em maturos,
indicando intenso processo de organizagdo da matriz extracelular. Além disto, demonstrou que
algumas variagdes biomecanicas e bioquimicas no SDFT sio dependentes do proprio processo de
crescimento e de maturagdo, como por exemplo, a mineralizagdo e o aumento da resisténcia a
tragdo até o quinto més, mas que também ¢ influenciado pelo estimulo mecéanico, de intensidade

variada, do exercicio ativo ndo forgado.
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Conclusoes

Durante o processo de maturagdo, o exercicio nao forgado aumenta a resisténcia a tragao
do tendio calcaneo e do tenddo flexor digital superficial, e permite que estes dois tipos de tenddes
absorvam maior quantidade de energia. Este tipo de exercicio estimula a sintese de colageno

durante todo o processo de maturagdo, considerando aves com idades de 1, 5 e 8 meses



