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RESUMO

Os tend@es transferem forgas entre os musculos € 0SS0S. O tecido conjuntivo tendineo
muda suas propriedades mecanicas e estruturais respondendo as alteragbes de estresse como
um fendmeno de adaptaciio funcional e otimizagio operacional. A caracteristica peculiar do
tecido conjuntivo € a presenca de coldgeno na matriz extracelular. A rede fibrosa colagénica €
o principal elemento que prové a integridade mecinica tecidual em combinagio com os
proteoglicanos. Nesse estudo frangos da linhagem Hy-line foram divididos em dois grupos.
Um grupo dfe animais foi mantido em gaiolas as quais restringia a deambulagio e o outro
grupo foi criado em um ambiente que possibilitava ampla locomocio. Os tenddes flexores
digttais profundos e superficiais foram retirados, de ambos os grupos de animais com 60 dias,
para analises bioquimicas ¢ do comportamento mecdnico. Para as analises bioquimicas o
tenddo flexor superficial foi dissecado em trés regides de acordo com a situagio anatdmica,
assim foram obtidas duas regides de compressdo, proximal e intermédia, e uma regifo de
tragiio, distal. Do tenddo profundo foi analisada a regifio intermediaria a qual recebe
eminentemente forga de tragio. As concentragdes de proteinas, colageno e
glicosaminoglicanos foram diferentes entre os grupos de animais € as diversas regides dos
tenddes. O condroitim sulfato foi o glicosaminoglicano predominante nas regides de
compressdo ¢ o dermatam sulfato na de tragdo. Dessas regides, foram isolados dois pequenos
proteoglicanos e identificados pelo seqilenciamento das suas porgdes N-terminal como sendo
decorim e fibromodulim. Os tenddes superficiais de ambos os grupos foram submetidos a
testes de deformagéo sob tragio onde foi verificado que os tenddes provenientes dos animais
de ambiente amplo apresentaram maior resisténcia a tragdo, menor deformacio no pico de
forga e maior deslocamento total. Esses resultados demonstram que ha diferengas bioquimicas

entre as regides de compressdo e tragio dos tenddes dos animais e também foram notados os



efeitos positivos do exercicio ativo nfio forgado nas propriedades mecanicas dos tenddes dos

animais de ambiente amplo.
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ABSTRACT

Tendons have function of transmitting tension forces from muscle to bones. The
tendinous connective tissue changes their mechanical and structure properties in response tc
stress alteration as a phenomenon of functional adaptation and optimal operation. The peculiar
characteristic of connective tissue is the presence of collagen in the extracellular matrix,
providing the mechanical tissue integrity. The tendons are composed by a combination of
collagen fibres and proteoglycans, In this study Hy-line chickens were randomly divided in
two groups. One group was maintained in cages and the other group was raised in a wide
environment. The animals were killed with 60 days old and the deep and superficial digital
flexor tendons were analysed to identify the biochemical aspects and the mechanical
behaviour. For the biochemical study the superficial digital flexor tendon was divided in
proximal, intermediate and distal region. The proximal and intermediate regions bear
compressive forces while the distal region withstands tensional forces. About the deep tendon
was studied the intermediate region that receive only tensional forces. Comparing the two
groups of animals and the several tendons regions, it was found a larger amount of proteins,
collagen and glycosaminoglycans, in animals raised free than animals raised in cages. The
chodroitin sulfate was prominent in compressive regions while dermatan sulfate was detected
in tensional regions. The small proteoglycans, decorin and fibromodulin, were isolated and
identified by analysis of N-terminal segments. A more expressive presence of decorin and
fibromodulin were observed in chickens raised free, in relation to the caged chikens. The
superficial tendons of both animals groups were submitted for tensile test and it was observed
that the tendons of free animals showed more resistance to the tension, less deformation as the
load increases and more displacement. Our biochemical and biomechanical studies showed

that the physical exercise have positive effect on the strengthening of the tendons.



INTRODUCAQO

Tecidos e Orglos sdo dindmicos mudando suas caracteristicas estruturals em resposta
as alteragGes de forgas mecénicas como um fendmenc de adaptagdo funcional e otimizagio
operacional, respondendo homeostaticamente s demandas meca@nicas (HAYASHI, 1996}
Desta forma, tanto o exercicio como o desuso desencadeiam a remodelagio tecidual, assim
como a reparago de injurias e a cicatrizagdo (COWIN, 1993).

Analogamente, os tendOes possuem caracteristicas dindmicas, sendo o elemento de
conexdo entre 0s musculos e 0s 0ss0s, transmitindo a contragdo muscular e cargas externas
(VOGEL & KOOB, 1989, SCHECHTMAN & BADER, 1997). O tenddo ¢ um tecido
conjuntivo uniaxial, composto essencialmente por fibras colagenas altamente ordenadas,
agrupadas paralelamente em feixes. Os feixes de fibras em conjunto com os fibroblastos do
tendio sio organizados em fasciculos. O fasciculo representa 2 maior unidade de subdivisio
organizacional na hierarquia estrutural do tenddo (PATTERSON-KANE ef al, 1998,
SILVER et al, 2000). O fibroblasto do tenddo também € denominado tendcito, enquanto que
a sua forma imatura é chamada de tenoblasto (JOZSA & KANNUS, 1997). A regularidade do
desenvolvimento do tenddo e a manutencgio dessa estrutura sfio determinadas pela integridade
mecdnica e seu funcionamento normal (BIRK & TRELSTAD, 1986) as quais sdo afetadas por
mudancas significativas no meio ambiente mecénico (WOO er al., 1990). Quando injuriados
sdo capazes de reparagdo posterior e respondem ao exercicio ou imobilizag¢io por alteragio de
suas forgas elasticas (FRANK ef al., 1988) mudando a composi¢io e a estrutura da matriz
extracelular (CARVALHO, 1995; BENJAMIN & RALPHS, 1998).

Entre os fasciculos existe uma regido caracterizada pela presenca de tecido conjuntivo

frouxo denominado endotendnio. Esta regido possui espessura varidvel agindo como um

importante canal de nervos, vasos sangiiineos e linfaticos, além de possibilitar alguma
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independéncia de movimento entre os fasciculos (KAINBERGER er al, 1997). Ja o
epitendnio € constituido por uma delgada bainha de tecido comjuntivo de variavel
proeminéncia que envolve todo o tenddo (CHOWDHURY et al, 1991). Assim, a bainha ¢é
formada por duas camadas cilindricas, uma camada interna, a visceral, que repousa sobre a
superficie do tendio e a parietal, separada por uma cavidade fluida. O tenddo € invaginado
para dentro da bainha de maneira que as camadas visceral e parietal sejam ligadas pelo
mesotendnio. Nos tenddes digitais, onde a excursdo longitudinal dos tenddes flexores ¢
consideravel, o mesotendnio € reduzido a fibras locais denominada vinculos. O paratendnio €
uma falsa bainha que envolve o tendio mas ¢ completamente separada deste (BENJAMIN &
RALPHS, 2000), sendo uma condensagdo de tecido conjuntive frouxo e adiposo.

A bainha sinovial permite que o tendido se movimente liviemente, em reposta a
contra¢do muscular, principalmente em lugares onde os tenddes passam por espagos Iestritos.
Uma mudanca de direg3io (wrap-around) causada por um acidente dsseo ou por uma polia
fibrosa (ALEXANDER & DIMERY, 1985), aumenta a fric¢do do tenddo e o paratendnio
pode se dividir em duas camadas. Sua camada visceral, que esta mais proxima do tenddo,
aumenta gradualmente de espessura a medida que a forga de compressdo vai se sobrepondo a
de tensio (MERRILEES & FLINT, 1980). Nessas regides € proeminente o desenvolvimento
de fibrocartilagem (VOGEL & KQOOB, 1989).

A fibrocartilagem € uma resposta adaptativa que protege o tenddo frente a potenciais
injarias traumaticas estando correlacionada a presenca de for¢as compressivas (WREN et a/,,
1998). Um grande nimero de tenddes fibrocartilaginosos vém sendo documentados. No
homem € bastante comum no tornozelo (BENJAMIN er al., 1995), no boi no tenddo flexor

profundo (VOGEL et al, 1999), em ratos (RALPHS ef al., 1992) e coelhos no tenddo do

quadriceps (BLAND & ASHHURST, 1997).




A unidade musculo-tendinosa engloba o musculo e o tenddio propriamente dito,
possuindo uma diversidade de regides especializadas, onde se destaca a entese. Esta regido de
jungdo do tenddo ao 0sso, estd localizada tanto na origem da unidade musculo-tendinosa
como na sua mserc@o. Esse tipo de especializacdo do tenddo pode se formar por duas vias
histologicamente distintas que sdo referidas como entese fibrosa e fibrocartilaginosa. As
enteses fibrocartilaginosas séo caracterizadas particularmente em tenddes que se fusionam a
epifises de ossos longos ou a ossos curtos. Esse tipo de entese contém quatro zonas
diferenciadas: tecido conjuntivo densc fibroso com fibroblastos; zona nio calcificada, zona
calcificada de fibrocartilagem, que possui células fibrocartilaginosas; e o osso, que €
caracterizado pelos ostedcitos (BENJAMIN & RALPHS, 2000).

A entese fibrocartilaginosa também pode acompanhar ossos sesamoides ou
fibrocartilagens periosteais. Essa formag3o fibrocartilaginosa € caracteristica de regides onde
o dngulo de jungfo entre o tenddo e o osso muda completamente ao longo do percurso do
movimento articular. Os elementos fibrilares que compde o tenddo sdo expandidos na regido
de inser¢fo, promovendo uma maior area de fixagdo (ELLIOTT, 1965). Esse tipo de entese
promove a reducdo do desgaste do tenddo pela dissipacdo do estresse ao longo da interface
6ssea (BENJAMIN & RALPHS, 1998).

Funcionalmente, as células fibrocartilaginosas localizadas na entese secretam para a
matriz extracelular agrecam e coligeno tipo II (BENJAMIN & RALPHS, 1999). Ambas
moléculas existem na cartilagem articular e o agrecam seqiiestra e acumula agua, habilitando
a cartilagem para resistir a compressdo. A agua é atraida para dentro do tecido devido a alta
densidade de cargas negativas das moléculas de agrecam, permitindo assim a formac#o de
dominios com uma alta pressio osmética (HEINEGARD & OLDBERG, 1993). A

compressdo que a fibrocartilagem recebe, assim como o arranjo estrutural apresentado,

capacita a dissipagdo do estresse na interface tendfo/osso. Freqgiientemente, a fibrocartilagem




¢ espessada na parte profunda da entese onde a curvatura € mais proeminente e estd ausente
superficialmente (WOO e o/, 1988).

As enteses fibrosas sio tipicamente encontradas nas jungdes diafisarias dos ossos
longos, onde a juncio do tenddo ao 0ss0 ou a0 peridsteo € realizada diretamente (BENJAMIN
& RALPHS, 1998). Os fibroblastos sdo as células dominantes nas enteses fibrosas ¢ de
acordo com MATYAS e colaboradores {1995) sua ocorréncia parece estar correlacionada com
elevados niveis de forcas tensionais.

Os fibroblastos sdo as células mais comuns nos tenddes, sendo encontrados em todas
as regides: dentro dos fasciculos, endotendnio, epitendnio, mesotendnio e paratendnio. Nos
tenddes, os fibroblastos sio arranjados em fileiras alongadas e estas separadas por feixes de
fibras de colageno, sendo que as fileiras de fibroblastos apresentam processos horizontais que
se estendem lateralmente em diregiio a outros processos que provém de fileiras adjacentes
(BENJAMIN & RALPHS, 1998).

Os processos laterais dos fibroblastos sio ligados via jungdes gap. A juncdo
comunicante do tipo gap permite a propagacdo de sinais gerados por estimulos de natureza
mecanica (BOITANO ef ol , 1992; BANES ef al., 1999). Desta maneira os fibroblastos criam
um elaborado sistema de thneis segmentados através dos feixes de colageno que estdo
dispostos longitudinalmente. Em virtude desses numerosos contatos, os fibroblastos formam
uma rede de comunicagdo que se estende por todo tenddo. A disposi¢do dos fibroblastos ¢
determinante na organizacdo dos feixes de colageno (BENJAMIN & RALPHS, 1999). Essas
células sio capazes de coordenar suas respostas as condigGes ambientais resultando em uma
divisdo celular ordenada e expressdo de componentes da matriz (BANES ef al., 1999).

A forma e o arranjo dos fibroblastos no desenvolvimento dos tenddes cria uma série de
compartimentos distintos onde a matriz extracelular € depositada (BIRK & ZYCBAND,

1994; McNEILLY er al., 1996). Nesses compartimentos ocorre a deposi¢do de fibrilas de



colageno e formagio dos feixes de colageno. Na matriz extracelular, as fibras de colageno
aumentam em espessura e predominantemente em comprimento (YOUNG et ai., 2000) e se
fundem preferencialmente por associacbes laterais (BIRK e al, 1995), promovendo uma
continuidade ao longo da extensfo do tenddo garantindo assim integridade mecanica ao tecido
(BIRK ef al, 1997). A associac@o entre as fibras de coldgeno, promove o aumento da
resisténcia do tenddo (McBRIDE ef ai, 1998) ¢ esta diretamente correlacionado com o
aumento da tensdo sobre essas fibras propiciando a formnacdo de crosslinks adicionals entre as
moléculas de colageno (SILVER ef al., 2000).

Na interface com o musculo, o tenddo apresenta um outro tipo de especializagio
denominada de juncio miotendinosa. Essa jungio ocorre na interagiio entre as fibras
musculares ¢ as fibras do tenddo e é ampliada pela interface entre o musculo e o tecido
conjuntivo ao longo da extensdo do musculo. Assim a transmissdo da forga da contragdo
muscular ao tenddo ocorre ao longo de todo o comprimento da fibra muscular € nfio s6 pela
propria jungio miotendinosa (BENJAMIN & RALPHS, 2000).

A transmissio da forga muscular depende em ultima analise das associagOes
transmembrana entre os filamentos de actina e as fibras de colageno do tipo 1 (TIDBALL,
1991). Na juncdo miotendinosa se encontra uma das maiores especializagbes estrutural e
molecular das células e da matriz extracelular. Esta intima associa¢io entre os componentes
fibrilares do tenddo e a superficie das fibras musculares € promovida pela ldmina basal
(JOZSA et al., 1997). As membranas das células musculares sdo altamente envolvidas pelo
tecido conjuntivo, assim a area de superficie de contato com o tend&o ¢ aumentado de 10 a 50
vezes (OVALLE, 1987).

A velocidade e a duragio da contragdo das fibras musculares podem infiuenciar

relativamente no tamanho do ventre muscular como também no tenddo. A diferenciagdo do

tipo de contragdo, que depende do tipo de fibra muscular (t6nica ou fisica), vai definir a




estrutura € composi¢do celular da jungio miotendinosa (BOZYCZKO et al, 1989). Essa
velocidade de contracgio intrinseca das fibras musculares estd relacionada com a atividade
especifica de suas miosinas ATPase (GOLDSPINK ez al., 1991).

A reunifio tecido-especifica na matriz extracelular resulta em distintas propriedades
estruturais e funcionais (EZURA er af, 2000). Moléculas de diferentes naturezas sdo
exportadas para o meio extracelular onde formam complexos macromoleculares. De acordo
com a organizagfo, quantidade e propiedades dessas macromoleéculas na matriz, € possivel
obter uma diversidade de formas adaptadas as necessidades de cada tecido (CHIQUET,
1999}

Dois componentes principais sdo distinguidos na matriz extracelular. Os componentes
fibrilares que sdo as fibras coldgenas, as elasticas e as microfibrilas, e os ndo fibrilares que sdo
representados pelos proteoglicanos e proteinas nfo colagénicas (VOGEL & MEYERS, 1999).

Pelo menos 30% do peso umido do tenddo € constituido por colageno
(SCHECHTMAN & BADER, 1997), representando de 65 a 80% do peso deste tecido (LIU et
al., 1995). A molécula de colageno tem uma estrutura alongada e rigida. Possui trés cadeias
polipeptidicas, denominadas a, ricas em prolina e glicina que formam uma fita tripla
helicoidal (KADLER et al., 1996; KER et al., 1999).

As fibras de colageno sdo estruturas heteropoliméricas, ou seja, contém mais de um
tipo de colageno fibrilar e macromoléculas associadas 4 superficie fibrilar (BIRK &
LINSENMAYER, 1994). As moléculas de colageno sio reunidas em um arranjo quaternario
escalonado promovendo estragdes nas fibrilas que possui uma perniodicidade em torno de
67am (EZURA et al., 2000). A transicdo de zonas de tensdo as zonas de compressio reflete

também na pertodicidade das estriagdes axiais, onde as zonas que suportam pressio possuem

estriagGes fibrilares menores do que as zonas tensionais (MERRILEES & FLINT, 1980).
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Atualmente sfo descritos vinte e trés tipos de coligeno estruturalmente distintos
(GORDON et al., 2000), sendo que a diferenga ¢ baseada na compesicio de aminoacidos, nos
dominios de cada molécula e nos diferentes arranjos estruturais (van der REST &
GARRONE, 1991).

Os colagenos tipo L, I, IIL, V e XI sfo 0os mais abundantes nos tecidos conjuntivos,
como por exemplo, no tenddo, cornea e derme (KER, 1999). Especificamente, no tenddo
predomina o tipo I (BIRK ef al., 1996), porém os tipos V (JIMENEZ ef al., 1978), III
(HERMANN ef al., 1980) e XIV (YOUNG ef ai., 2000) também estio presentes. No tenddo o
colageno tipo I € o maior responsavel pela estabilidade estrutural e mecénica atribuida a esse
tecido (EZURA ez al, 2000). G colageno tipo II estd presente tanto na cartilagem hialina
como tambem € caracteristico de enteses adultas (MESSNER, 1998). O tipo II esti
relacionado ao controle do didmetro fibrilar e compde fibrilas heterotipicas com os tipos 1 e
V. O tipo VI € encontrado na parte mediana e na entese do tenddo do calcineo, como também,
na inser¢do dos ossos sesamoides e fibrocartilagens periosteais (WAGGETT er al., 1998). O
tipo XIV participa na regulagio do crescimento e associagio fibrilar (YOUNG et al., 2000).

Em tenddo bovino, o conteiido de colageno nas regides de tensfio, esta em torno de
82%, enquanto que nas regides de compressio o contetido diminui a 69% do seu peso seco
(KOOB & VOGEL, 1987). A maior quantidade de colageno, em ambas regides ¢ do tipo I,
entretanto o tipo I também esta presente em regides de compressdo do tenddo de boi. Os tipos
de colageno IX e X estdo presentes tanto na cartilagem articular como em regido de
compressio dos tenddes (VOGEL & KOOB, 1989).

Os proteoglicanos, outro componente da matriz extracelular dos tenddes, séo
constituidos basicamente por um esqueleto 'protéico central ao qual estio ligados

covalentemente uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos. A variabilidade molecular

observada, tanto no esqueleto protéico quanto nas diferentes classes de glicosaminoglicanos
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tigados, permite que os proteoglicanos desempenhem diversas fungdes nos tecidos (I0ZZ0 &
MURDOCH, 1996). Os glicosaminoglicanos sio cadeias polissacaridicas ndo ramificadas,
compostas de unidades repetidas de dissacarideos. Nos dois aglicares do dissacarideo repetido,
um ¢ sempre aminado e normalmente sulfatado e ¢ outro € geralmente um acido urdnico com
excecdo do queratam sulfato que tem galactose em vez de acido urdnico. Devido aos grupos
suifato e carboxila, os glicosaminoglicanos sdo carregados negativamente (REID & FLINT,
1974, KOOB & VOGEL, 1987).

O colageno fibrilar ¢ os proteoglicanos estdo associados formando as fibrilas e o
colageno tipo VI ¢ as glicoproteinas podem interagir com ¢ colageno na matriz interfibrilar
(BIRK e al.,, 1996; van der REST & GARRONE, 1991). Esses componentes possuem o papel
de estabilizar as fibras de coldgeno e mediar interagbes com outros componentes da matriz,
afim de assegurar o desenvolvimento e a maturagdo tecidual (BIRK & LINSENMAYER,
1994).

Os pequenos proteoglicanos estdo envolvidos com a montagem das fibras de coligeno,
podendo tanto influenciar na organizagio das fibras por alteragdo do padrio nas quais essas se
formam, quanto no tamanho final da fibra de colageno (KUC & SCOTT, 1997). Os
proteoglicanos representam menos de 1% do peso seco nos tecidos fibrosos. Os grandes
proteoglicanos sd3o representados principalmente pelo agrecam e o versicam e sio uma
pequena parcela do total de proteoglicanos presentes nos tenddes (EVANKO & VOGEL,
1990). Nos pequenos proteoglicanos destaca-se o decorim, biglicam, fibromodulim e o
colageno tipo IX.

O decorim esta provavelmente presente em todos os tecidos conjuntivos fibrosos. No
tenddo flexor bovino adulto este pequeno proteoglicano representa 1% do peso de tecido seco

(VOGEL & MEYERS, 1999). O decorim, in vitro, reduz o padrdo de crescimento fibrilar e

aumenta o didmetro, de 27 a 66%, das fibras formadas. A interacio do decorim com o
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colageno ndo depende das cadeias de glicosaminoglicanos mas do componente protéico e de
uma conformagio nativa estabilizada por pontes de dissulfeto (VOGEL et al., 1984; SCOTT
e? al, 1986). BIRK e colaboradores (1995) correlacionaram o crescimento das fibras
tendineas, in7 sifu, com a diminuicdo do percentual de decorim. Assim, o decorim encontrado
nos tecidos comjuntivos fibrosos pode aumentar o didmetro das fibras de colageno tipo 1,
resultandc em um tecido mais adaptacio em resistir as forgas tensionais. A segregacio desse
proteoglicano ¢ proporcional ao estimulo tensional que as células residentes recebem no
tecido (KUC & SCOTT, 1997).

O deconm possui uma e o biglicam duas cadeias de glicosaminoglicanos que podem
ser de condroitim ou dermatam sulfato dependendo da localizacio das moléculas; suas
cadelas protéicas possuem grande homologia no contetdo e na seqiiéncia de aminoacidos
(HEINEGARD & PIMENTEL, 1992). Em tenddo (SCOTT & ORFORD, 1981), pele (KUC
& SCOTT, 1997), esclera (COSTER & FRANSSON, 1981) e cartilagem (ROSENBERG et
al., 1985) o glicosaminoglicano ligado a proteina central no decorim ¢ o dermatam sulfato. O
biglicam ndo faz associagdes com as fibrilas de colageno (GALLAGHER, 1989) mas ¢
encontrado na matriz extracelular de cartilagem, menisco e outros tecidos conjuntivos,
entretanto sua fungdo ndo é esclarecida (OLDBERG et al., 1989).

O fibromodulim, que facilita a conducio progressiva de crescimento das fibras de
colageno maduras (EZURA et al., 2000), ¢ membro de uma subfamilia de proteoglicanos e
possui um dominio estrutural de leucinas repetidas (I0ZZ0, 1999). O fibromodulim, na sua
porgdo protéica, € homologa ao decorim e biglicam (OLDBERG et al., 1989), e sua interagio
com o coldgeno ndo depende de glicosaminoglicanos uma vez que sua proteina central por si
s6 é capaz de ligar-se ao colageno e atuar na fibrilogénese (HEDBOM & HEINEGARD,

1989). O fibromodulim contém queratam sulfato sendo encontrado nos mais variados tecidos,

incluindo tenddes (OLDBERG ez al, 1989). Com a progressio da fibrilogénese a




concentragdo de fibromodulim cresce significativamente (SVENSSON er al, 2000). Em
tendbes de ratos a quantidade de proteina central do fibromodulim aumenta de 30 a 40% do
quarto dia ao primeiro més de vida do animal (EZURA et al., 2000). No tenddo flexor bovino
adulto este pequeno proteoglicano representa 0,6% do peso de tecido seco (VOGEL &
MEYERS, 1999}

O colageno tipo IX € considerado um pequeno proteoglicano, pois possui uma cadeia
de condroitim sulfato ligado covalentemente & proteina central. Encontrado em cartilagens,
pode interagir com o colageno tipo 11 para modular a associagdo das fibrilas, além de
estabilizar e de ligar diferentes fibrilas (SCOTT ef al., 1997, KNUDSON & KNUDSON,
2001).

A presenca dos grandes proteoglicanos nos sitios que recebem forgas de compressio €
estimulada por essas proprias forgas. Assim, a forca de compressdo estimula e mantém a
sintese de grandes proteoglicanos em regibes especializadas do tenddo e a forga de tensdo
também pode desempenhar um papel regulatério na determinagio do tipo de proteoglicanos
produzido pelo tendio (VOGEL & HEINEGARD, 1985, KOOB & VOGEL, 1987 ¢
EVANKO & VOGEL, 1990).

As fibrocartilagens também sd3o encontradas nas zonas de fixacdo de tenddes e
ligamentos aos o0ssos, fornecendo uma transigio gradual das propriedades mecénicas entre
eles e geralmente apresentam um acumulo de glicosaminoglicanos que promove maior
retencdio de agua na matriz contribuindo para elevar a resisténcia a compressdo no tecido
(WOO, 1988).

Em tenddo flexor bovino, sujeito apenas as forgas de tensdio, os proteoglicanos
perfazem menos de 1% do seu peso seco e predominantemente s30 oS pequenos

proteoglicanos contendo dermatam sulfato (VOGEL & HEINEGARD, 1985, VOGEL ef al.,

1986 e EVANKO & VOGEL, 1990). Ao passar proximo da articulagdo dos dedos, o tenddo




i4

fica exposto também as forgas de compressio, nessa regifio o contedo de proteoglicanos ¢ 3
a 5 vezes maior e mais de 50% sdo grandes proteoglicanos que contém condroitim sulfato e
queratam sulfato e esses ainda sdo capazes de interagir com acido hialurdnico.

As relagdes entre o didimetro da fibra de colidgeno € os varios tipos de forgas que o
tenddio pode sofrer estdo diretamente correlacionadas aos diferentes tipos de agregados de
proteoglicanos. Em regifes de tensdo, onde as fibras de colageno sdo predominantemente
mais espessas, o tenddo contém menos de 0,2% de glicosaminoglicano do seu peso seco, dos
quais 60% sdo dermatam sulfato. Em regides de compressdo, as fibras de colageno s@o
principalmente finas ¢ o contetdo de glicosaminoglicano € de 3,5%, dos quais 65% s@o
condroitim sulfato (MERRILEES & FLINT, 1980). Em coelho, na regifio de tenséo do tenddo
flexor digital profundo, os glicosaminoglicanos representam 0,05%, do peso seco, enquanto
que 0,75% esta presente nas regides de compressdo (GILLARD ez al., 1977). No tenddo de
cfo, a regidio de tensdo apresenta 0,1% de glicosaminoglicanos enquanto que a de compressio
1,5% do peso seco (OKUDA ef al., 1987). Esses dados corroboram com VOGEL ¢ KOOB
(1989) que afirmam que em regides de compressdo o conteiido de glicosaminoglicanos ¢
aproximadamente dez vezes mator do que em regides de tenso.

Em regides onde o tendio sofre for¢as de compressio e fricgio além da forca
tensional, ocorre a presenca de grandes proteoglicanos, os quais sdo similares aos das
cartilagens em volume hidrodindmico pela existéncia de queratam sulfato, condroitim sulfato
e acido hialurénico (VOGEL & HEINEGARD, 1985). A manutengdo do arranjo, em forma de
rede, dos feixes de colageno nessa regiio € diretamente relacionada a continuidade do
estimulo compressivo (EVANKO & VOGEL, 1990). Na regifio de tensfo, o colageno forma

feixes alinhados enquanto que na de compressdo uma rede de fibrilas (VOGEL et al., 1986).

Em regibes de tensdo, nos tenddes, predominam os pequenos proteoglicanos, cerca de 90% do




total de proteoglicanos, em contrapartida, nas regides de compressio, 68% sio grandes
proteoglicanos (VOGEL & KOOB, 1989).

Alguns tenddes apresentam variagbes na composi¢do da matriz extracelular ao longe
de sua estrutura, algumas vezes sem caracterizar alteragbes morfologicas evidentes. Essas
variagdes resultam de adaptactes a diferentes situagdes biomecanicas que ocorrem ao longo
de seu percurso desde a inserg@ic miotendinosa a inser¢io Ossea ({CURWIN ef al, 1994,
BENJAMIN & RALPHS, 2000). Essas variacOes foram observadas em diferentes animais.
Em coelhos, MERRILEES e FLINT (1980) verificaram que o tenddo flexor digitorum
profundus esta sujeito a forgas de compressdo e de fricgio na regidic que esta em contato com
calcdneo e talus. Nesta area sujeita as forgas de compressio, a matriz desenvolve uma
organizacdo fibrocartilaginosa, com maior concentragic de glicosaminoglicanos.
Caracteristicas ultraestruturais das células, do arranjo dos feixes colageno, e da matriz como
um todo nessa area sob pressdo e tragdo sdo diferentes da encontrada em regides onde sé
existem forgas de tensdo. Esses dados suportaram o conceito de que as células nessas regides
sdo sensiveis e respondem as mudangas de forcas biomecanicas (GILLARD ef al., 1979). Em
cies, OKUDA e colaboradores (1987) estudaram a composicdo da matriz de seis regides
anatomicas do tenddo flexor digitorum profundus e correlacionaram a atividade e composigio
da matriz com forgas mecédnicas que atuam em cada regido, pois este tenddo estd sujeito a
forgas compressfo e desenvolvem uma fibrocartilagem.

Durante a locomogiio, o sistema musculo-esquelético esti sujeito 4 uma constante
carga, o peso corporeo. O movimento ¢ ativado pela contragio muscular e consequentemente
produgdo de torque em torno das articulagdes dos membros inferiores. Cada unidade musculo-
tendinosa produz uma for¢a ciclica com um valor maximo constante, que € proporcional a

carga externa. Devido ao tOnus muscular, uma pequena tensio estd sempre presente

requerendo que as unidades musculo-tendinosas estejam tensas mesmo quando o musculo esta




relaxado (SCHECHTMAN & BADER, 1997). Entretanto, quando os tenddes estfo sujeitos a

prolongadas cargas, quer constantes ou oscilatorias, ocorre um acimulo de fadiga. Para cada
tipo de estresse, o tenddo, promove uma adaptagio apropriada e proporcional ao estresse
ocorrido (KER ef al., 2000). Nesse estudo, frangos da linhagem Hy-line foram submetidos &
duas 4reas para a deambulacio, um grupo de animais foi criado em gaiolas de 0,5m7
enquanto outro foi criado em ambiente amplo de 40m? Esse titimo grupo, além de suportar a
carga do peso corporeo que ¢ idéntica ac grupo de ambiente restrito, também praticou
atividades como ciscar e correr, porém o exercicio ativo ndo forgado foi a diferenga crucial
entre os grupos estudados.

Nos galinaceos, os tenddes flexores digitais sdio dispostos em duas camadas, uma
profunda e outra superficial. Ambas camadas tem como fungdo flexionar os artelhos e 2
superficial também de estender o tarsometatarso (KING, 1981). Duas protuberancias 0sseas
promovem forga de compressdo durante a excursio do tenddo superficial, na regido proximal
quando o tenddo cruza a articulagio tibiotarsus ele é comprimido por um sesamodide do
tenddo do musculo calcaneus communis e na regifio intermédia existe uma protuberdncia
dssea, o hipotarsus, que promove pressdo sobre essa regifo do tenddo. Porém a regido distal
do tenddo superficial e a maior por¢io do tenddo profundo recebem exclusivamente forgas
tracionais (KOCH, 1973, GHETIE ef al., 1981; KING, 1981).

Pouco se sabe sobre tendGes de aves. As aves, animais bipedes, tém nos tenddes um
modelo biologico para se estudar a estrutura e organizagio das moléculas de matriz
extracelular que apresentam propriedades mecanofisiologicas que dependem do grau de
agregacio e ordem molecular dos seus componentes (VIDAL, 1986). A simplicidade aparente
de um tenddo deve ser questionada dada a sua resisténcia e flexibilidade. Sua plasticidade
frente as variagdes biomecénicas ¢ de extrema importancia no que tange a protegdio do sistema

Gsteo-muscular,
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OBJETIVOS
A finalidade desse trabalho foi estudar os componentes bioquimicos da matrnz
extracelular das regides de tragdc e compressdo dos tenddes flexores digitais profundos ¢
superficiais de frangos da linhagem Hy-line que foram mantidos em dois ambientes distintos,
um dos ambiente restringia a deambula¢io enquanto o outro propiciava uma ampla
locomogio. Além de correlacionar a composicio da matriz extracelular das diversas regides

dos tenddes também foi analisado o comportamento sob tragio para se averiguar a resisténcia

e a deformacio dos tenddes superficiais.
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ARTIGO 1




A PRESENCA DE FIBROMODULIM E DECORIM EM TENDOES FLEXORES
DIGITAIS PROFUNDOS E SUPERFICIAIS DE FRANGOS MANTIDOS EM

AMBIENTE RESTRITO E AMPLO

RESUMO

Diversos estudos tém relacionade diferengas bioquimicas na matriz extracelular de
tenddes em funcdo de variados programas de treinamento fisico ou de diferentes graus de
imobilidade, porém raras s3o as pesquisas em que a mterferéncia é meramente resultante da
extensdo da area onde os animais sdo alocados e o exercicio € voluntario. A proposta desse
estudo foi analisar os componentes da matriz extracelular de tenddes de frangos mantidos em
ambiente restrito € amplo. As regides metatarsais (P) dos tenddes flexores digitais profundos
do frango recebem forcas eminentemente tracionais, como também o tenddo do musculo
flexor digital superficial € sujeito a tais tipos de forgas tracionais por toda sua extensdo,
porém em uma zona localizada, onde contorna a articulagdio fibiotarsus ele sofre forgas
compressivas adicionais as forcas de tragdo. Nesse estudo foram analisadas as regides;
proximal (Sp), intermédia (8i) e distal (Sd) do tenddo flexor digital superficial e a regido
metatarsal do tendio flexor digital profundo. As regides Sp e Si se caracterizam por
receberem forgas de compressdo além da tragdo, enquanto que as demais regides estudadas sé
recebem forcas de tragfio. Apés extracBo com cloridrato de guanidina, os componentes da
matriz extracelular dos dois tenddes foram fracionados em cromatografias de troca ibnica e
interacdo hidrofdbica a analisados por eletroforese. Dois componentes com 60 e 70kDa foram
identificados, a partir da analise da regidio N-terminal, como sendo os pequenos
proteoglicanos fibromodulim e decorim, respectivamente. A presenga destes pequenos

proteoglicanos foi mais marcante nas regides Sp e Si onde se concentram forgas de

compressdo. Comparando os animais criados em ambiente amplo e restrito, a expressio de
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fibromodulim e decorim foi mais acentuada nos animais de ambiente amplo, especialmente na
regifo Si. Quantidades maiores de proteinas foram encontradas nos extratos dos tenddes
criados em ambiente amplo, exceto na regifio Si, onde curiosamente uma malor concentragdc
de proteinas esteve presente no extrato dos animais de ambiente restrito. O conjunto dos
resultados obtidos sugere que as variagSes regionais dos componentes da matriz extracelular

do tendio podem ser causadas pelas diferentes situagBes anatOmicas, biomecinicas,

demandas funcionais e ambientais que o tenddo sofre ao longo do seu percurso.
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INTRODUCAO

Os tenddes exibem resisténcia a tragio para desenvolverem sua fungiio que € transmitir
a forga criada pela contragdo muscular ao 0ss0 promovendo assim o movimento das
articulagdes (Viidik, 1996; Schechtman and Bader, 1997).

Os tenddes possuem caracteristicas dindmicas, isto é, respondem homeostaticamente
as demandas mecénicas (Hayashi, 1996). A remodelagio tecidual do tenddo pode ocorrer com
0 exercicio, o desuso, a reparacio de injurias e a cicatrizagdo (Frank et al., 1988; Woo et al.,
1988; Cowin, 1993). Esse comportamento dinidmico sugere que os fibroblastos sdo sensiveis e
respondem as mudancgas mecdnicas alterando a composi¢io da sua matriz extracelular
(Benjamin and Ralphs, 1998; Chiquet, 1999).

O tenddo ¢ um tecido conjuntivo uniaxial, composto predominantemente por
moléculas de colageno tipo I (Birk et al., 1996), ordenadas e arranjadas paralelamente em
feixes de fibrilas e fibras altamente resistentes conferindo ao tenddo sua principal
caracteristica: resistir as forcas de tragdo. Também foram detectados, no tenddo, colageno
tipo Il (Hermann et al., 1980) e XIV (Young et al., 2000).

Os proteoglicanos sdo outros constituintes presentes nos tenddes, participando na sua
estabilidade estrutural (Scott, 1995), mantendo e regulando o didmetro das fibrilas de
colageno além de participarem de outros eventos no tecido (lozzo and Murdoch 1996). A
presenca de proteoglicanos de alto e baixo peso ja foi demonstrada em tenddes de boi (Vogel
and Heinegérd, 1985; Evanko and Vogel, 1990), de coelhos (Merrilees and Flint, 1980), de
cdes (Vogel and Koob, 1989) e de frangos (Curwin et al., 1988). Os proteoglicanos de baixo

peso como fibromodulim e decorim participam como organizadores teciduais atuando na

fibrilogénese do colageno (Hedbom and Heinegéird, 1989; Scott et al., 1997), durante o
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desenvolvimento (Birk et al., 1995) ¢ na maturagfio dos tecidos de animais adultos (Rosenberg
et al.,, 1985; Oldberg et al., 1989).

O tenddo, além de sua fungfo inerente de suportar uma alta forga tensional, também
estd sujeito, em determinadas situagles, as forgas compressivas e friccionais (Evanko and
Vogel, 1990}, as quais ocorrem quando o tend3o passa por um sulco Osseo ou polia fibrosa
(wrap around) e nas enteses (Alexander and Dimery, 1985, Benjamin and Ralphs, 1998).
Nessas regides, onde ocorre a presenga de forgas compressivas, o tenddo desenvolve
freqiientemente uma fibrocartilagem (Vogel and Koob, 1989), sendo uma resposta adaptativa
as potenciais injurias traumaticas {Carvalho, 1994; Wren et al, 1998). Ainda, a entese
fibrocartilaginosa promove a redugdo do desgaste do tendio pela dissipacio do estresse ao
longo da interface 0ssea (Benjamin and Ralphs, 1998). Nessas regides o tenddo apresenta as
mesmas caracteristicas de uma cartilagem, sintetizando grandes proteoglicanos e colageno
tipo II (Vogel and Koob, 1989). Diferencas organizacionais da matriz extracelular sio
observadas até mesmo dentro de uma regido de compressdo, quando se compara a por¢do
mais proxima do 0sso, exibindo feixes de colageno menos alinhados, ao contrario da porgio
mais distante onde estdo mais alinhados, inclusive com estrutura de crimp melhor definida
(Feitosa et al., 2002)

A interacdo entre proteoglicanos e colageno de forma ordenada influencia também na
integridade e na manutengdo das propriedades inerentes de uma estrutura (Scott, 1988). As
propriedades estruturais e mecénicas dos tenddes de cauda ratos (Silver et al., 2000), de
tenddes digitais eqiiinos (Gillis et al., 1997) e tenddes de gastrocnémio de frangos (Curwin et
al, 1994) tém sido analisadas durante o desenvolvimento e envelhecimento, assim como na
adaptagio dos tenddes digitais de frangos a prolongados exercicios, os quais ocasionaram

alteracOes nas caracteristicas morfologicas, bioquimicas e biomecinicas nessas estruturas

{Curwin et al., 1988).
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A proposta deste trabatho foi analisar a composigio bioquimica de diferentes regides
de tenddes de frangos que foram mantidos em duas situagBes ambientais diferentes, ambiente
restrito e amplo.

Os frangos possuem no pé tenddes flexores digitais superficiais e profundos. Os
tenddes flexores digitais profundos {Ghetie et al., 1981) foram analisados em conjunto pois
foi notado a formag3o de anastomoses principalmente no grupo dos animais de ambiente
restrito, impedindo a separagdo dos diversos tenddes. Nos animais de ambiente restrito esta
anastomose ocomreu no tergo distal e nos animais de ambiente amplo na mser¢do com 0
calcineo, como ocorre nas aves em geral (King, 1981). Desses tenddes, flexores digitals
profundos, foi estudada a regido intermediaria a qual € submetida somente a forga de tragéo,
uma vez que ndo existe nenhuma protuberincia Ossea ou superficie articular que pudesse
modificar o tragado dos tend3es e imprimir compressio sobre eles (Kock, 1973). Do tendio

flexor superficial digital foram estudadas as regies que sofrem compressdo e tra¢do.

MATERIAL E METODOS

1.- OBTENCAQO DO MATERIAL

Frangos da linhagem Hy-line, com 1 dia de idade foram divididos em dois lotes. Um
dos lotes permaneceu no biotério do Departamento de Biologia Celular — IB/UNICAMP em
gaiolas de 0,5m?, enquanto que o outro grupo foi criado em ambiente amplo, 40m?. Ambos
receberam o mesmo tipo de alimentagio e os dois lotes foram sacrificados com 60 dias de

vida.

Foram estudados: o tendio flexor digital superficial (TFDS) (Fig. 01A), que esta

inserido no musculo flexor digital superficial, sendo que a sua regido proximal (Sp) repousa
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sobre a troclea da tibia e € comprimida pelo osso sesamoide do tend3o calcaneus communis.
Sob a sua porgdo infermédia (Si) existe uma protuberdncia Ossea, o hipotarsus, a qual €
localizada na regido proximal do osso tarsometatarsal, por fim, a regido distal (8d) do tenddo
que esta localizado sobre os dois tercos finais do osso tarsometatarsal, o qual nfo apresenta
nenhuma protuberancia Ossea, estando a regido portanto s6 sob forca de tragdo. Os tenddes
flexores digitais profundes (TFDP) (Fig. 01B) constituem um conjunto formado pelo: tenddo
do musculo flexor longoe do halux, tenddo do musculo flexor perforatus do digito 11, tendéo do
musculo flexor perforatus do digito 11l tenddo do musculo flexor perforatus do digito 1V,
tenddo do musculo flexor perforans et perforatus do digito II e o tendido do musculo flexor
perforans et perforatus do digito III (Ghetie et al., 1981). As regides intermediarias dos
tenddes profundos, analisada em conjunto Unico nesse trabalho, apresentam situacio

anatomica semelhante a regido Sd do tenddo superficial (Koch, 1973; Ghetie et al., 1981;

King, 1981).

2.- ESTUDO BIOQUIMICO

2.1- Extracio dos constituintes da matriz

As amostras de cada regido foram fragmentadas e tratadas separadamente com 25
volumes de cloridrato de guanidina (GuHCI) 4M em tamp3o acetato de sodio 50mM e pH 5,8
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 20mM, fluoreto de fenilmetil sulfonil
(PMSF) 1mM. A extragio durou 24h a 4°'C sob agitagdo. O material obtido foi centrifugado

em 18.000rpm (centrifuga Beckman J2-21 - rotor JA-20) durante 20min a 4C. Os

sobrenadantes foram utilizados para analises bioquimicas.
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2.2- Dosagem de proteinas soliiveis

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976) utilizando albumina
sérica bovina (BSA) para curva padrio. A leitura foi em 596nm em espectrofotdometro Hewlet
Packard 8452A.
2.3- Fracionamento e analise dos componentes da matriz extracelular

Os extratos das diferentes regides dos tenddes de ambos os grupos foram dialisados
em tampdo de acetato de sodio S0mM, pH 6,0 contendo uréia 7M e fracionados em coluna
contendo resina de troca idnica de dietilaminoetil-Sephacel (DEAE-Sephacel) equilibrada
com 0 mesmo tampdo. As fracdes foram eluidas utilizando gradiente (0-1,5M) de cloreto de
sodio (NaCl). Aliquotas de 2,8ml foram coletadas e monitoradas por absorbancia em 280nm
(espectrofotdmetro Hewlet Packard 8452A) e a condutividade elétrica determinada em
condutivimetro (HI 8819N). As fra¢des ricas em proteoglicanos foram reunidas, dialisadas em
tampdo acetato de sodio 50mM, pH 6,3 contendo 2M de GuHCI e submetidas a uma coluna
de interagdo hidrofobica contendo Octyl-Sepharose. A resina foi equilibrada com tampio
acetato de sodio 50mM, pH 6,3 contendo 2M de GuHCl e o fluxo da coluna foi de 1 ml/min.
Um gradiente de GuHCI (2 - 6M) em tampio acetato de sodio 50mM, pH 6,3 foi utilizado
para eluigiio das fragbes com 2,8ml. Todas as fragdes de ambas cromatografias foram
analisadas em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) em gradiente de 4 a 16%
(Zingales, 1984). Padrdes de peso molecular foram analisados em paralelo. Para cada gel

foram aplicados 30mA e os géis foram impregnados com prata {Blum et al., 1987).

2.4- Andlise da seqiiéncia N-terminal

O seqiienciamento direto da regido N-terminal foi feito com as proteinas reduzidas e

carboximetiladas usando um seqiiénciador automatico Applied Biosystem Procise f Os
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aminoécidos feniltioidantoinas (PTH) foram identificados pela comparacio de seus tempos de

retencdo com os 20 aminoacidos PTH padrdes.

3.- ANALISE ESTATISTICA

As diversas médias das dosagens e quantificagBes bioquimicas entre as diferentes
regides e grupos estudados foram comparadas pela analise de varidncia (ANOVA) com
distribuigdo de Fisher. Os resultados s3o expressos em média + desvio padrio. Todos os testes

foram feitos com 5% de nivel de significancia (Beiguelman, 1991).

RESULTADOS

Na figura 02 pode ser analisado o conteudo de proteinas, em mg/g de tecido. As
regides de tragdo dos TFDS e TFDP dos animais de ambiente amplo apresentaram maiores
contetidos protéicos quando comparadas com as dos animais de ambiente restrito. Nas regides
de compressao do TFDS pode ser observado que a regifo Sp dos animais de ambiente amplo
apresentou maior conteido do que a dos animais de ambiente restrito, porém em Si o
resultado foi inverso.

O extrato total de cada regido do TFDS e da regido de tragio do TFDP, de ambos os
grupos, foi submetido a cromatografia de troca iénica (Fig. 03 A). Nessa cromatografia, apos
o gradiente com NaCl, todas as regides apresentaram pelo menos um pico principal. O
material foi eluido com uma concentragio de NaCl que variou entre 0,14 até 0,6M. Todas as
fracdes eluidas foram analisadas em SDS-PAGE (Fig. 03 B e C), no grupo dos animais

criados em ambiente restrito, foi notado que na regifio Sp do TFDS havia presenca de

componentes com 60, 70 e 120kDa, sendo estes dois {iltimos polidispersos. Nas outras regides
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a presenca da proteina com 60kDa foi sensivelmente diminuida, a de 70kDa, foi levemente
impregnada pela prata e a de 120kDa s6 foi encontrada na regifio Sp. O componente de 60kDa
aparece no gel sempre acompanhado de outro componente de peso molecular muito préximo
(= 55kDa). Quando se analisa o resultado do grupo dos animais criados em ambiente amplo, €
notério a presenga mais marcante, especialmente na regifio Si, dos componentes com 60 ¢
70kDa e também de 43kDa. Na regio Sd a banda referente ao componente de 43kDa € menos
expressiva. Com relagio a regiio P do TFDP, se observa uma presenga mais marcante da
banda referente a 60kDa nos animais criados em ambiente amplo em relacio aos animais
mantidos em ambiente restrito. As fracOes ricas em componentes com 60 e 70kDa foram
reunidas e aplicadas em coluna para cromatografia de interagdo hidrofobica. A eluigdio foi
feita com um gradiente de Gu-HCl de 2-6M. O monitoramento da eluigdo em 280nm ndo foi
efetuado, pois nesse comprimento de onda ocorre absorbancia de Gu-HCI interferindo na
leitura. Sendo assim, a analise de todas as fragbes foi feita em SDS-PAGE (Fig. 04). Como
todas as regides analisadas apresentaram o mesmo perfil eletroforético, foi escolhida a regido
Si dos animais de ambiente amplo para representar os componentes de 60 e 70kDa, agora
purificados. Esses componentes, quando submetidos & analise da seqiiéncia N-terminal (Fig.

05), corresponderam ao fibromodulim e decorim respectivamente.

DISCUSSAQ

Os tendBes sdo estruturas integrantes do sistema musculo-esquelético, sendo
resistentes e de carater fibroso, atuam como meio de ligagdo dos misculos aos 0ssos,
transmitindo sua a¢do. A capacidade de resistir a tenso, tor¢do, friccdo e em casos especiais a

compressdo tem telagdo direta com a organizacdo estrutural da matriz extracelular (Viidik

1980).




34

A adaptagdo funcional do tecido estd associada com a presenga de diversas forgas
mecdnicas em diferentes regides no tenddo. Baseado na situagdo anatdomica do TFDS é€
possivel considerar que em determinadas porgdes do tenddo, como a Sp e Si, a forga de
compressio se sobrepde a de traclo, porque ambas estdio em contato com a tréclea da tibia € 0
hipotarsus, respectivamente. J& na regifio de tensio (Sd) desse tendfio ndo existe nenhuma
protuberancia Ossea que pudesse interferir em sua agio. Analogia semelhante pode ser feita
com a regido estudada do TFDP que recebe eminentemente forgas tracionais € esta disposta
paralelamente a regiio Sd do TFDS que também ndo recebe forgas compressivas (Koch,
1973; Ghetie et al., 1981; King, 1981). Além da sua posigio anatOmica, outros aspectos
devem ser levados em considerag@o para a analise das diferentes regides dos tenddes, como
por exemplo, as suas proprias caracteristicas estruturais e as atividades fisicas exercidas ou
ndo pelos diferentes grupos de animais. Esses fatores influenciam na composigido da matriz
extracelular.

A presenga dos proteoglicanos esta relacionada com as diferentes fungdes que eles
desempenham nos tecidos (lozzo and Murdock, 1996). Virios grupos de pesquisadores
analisaram a sintese de proteoglicanos em cultura de explante de regides de tenddo bovino
submetidos as diferentes forgas mecénicas. Observaram que as forgas de compressdo
estimulavam e mantinham a produgdo de proteoglicanos e que as forgas de tensdo poderiam
desempenhar papel regulatério na expressio do tipo de proteoglicano a ser sintetizado pelo
tenddo (Vogel and Heinegard, 1985; Koob and Vogel 1987; Evanko and Vogel 1990).

Nos tenddes, ha predominancia do colageno tipo I que possui a capacidade de auto-
agregacdo lateral das suas moléculas para formar as fibrilas. Essa capacidade depende das
caracteristicas da molécula de colageno, assim como a sua estrutura semelhante a um bastdo

rigido e a presenga de sitios de interagdio intermolecular com espagos regulares (Miller 1985).

Esta Gltima ¢ resultadc da seqiiéncia primaria dos animoacidos com sitios ricos em residuos
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polares e hidrofobicos (Hofmann et al. 1978). Kuc e Scott (1997), Silver e colaboradores
(2000) e Torres e colaboradores (2000) relataram que o aumento de "crosshinks” entre as
moléculas de colageno ¢ proporcional ao aumento da forca tensional ao longo das fibras.

As fibrilas de colageno do tipo I variam em didmetro dependendo do tecido (Piez,
1984), mas nos tenddes estes valores sdo bem proeminentes e apresentam distribuigdo
heterogénea (Parry et al., 1978a; Brodsky and Eikenberry, 1985). Ha varia¢Des freqlientes em
tendSes em diferentes estados fisiologicos (Parry et al, 1978) e dentro do mesmo tenddo
submetido a diferentes forgas mecénicas ao longo da sua extensdo (Merrilees and Flint, 1980).

O arranjo estrutural das fibrilas e fibras de colageno e sua associagdo com outros
elementos da matriz tém reflexo nas propriedades biomecinicas dos tenddes (Birk et al,
1989). Estas sfio influenciadas pelo didmetro, o estado de agregacio molecular e o espaco
ocupado pelas fibras. Desta forma, as fibrilas sGo os elementos responsaveis pela resisténcia
de um tenddo, e a eficiéncia deste mecanismo depende do direcionamento paralelo destes
elementos com a dire¢iio das forcas de tensdo a que estdo sujeitos (Hukins and Aspden, 1985).

A presenca dos proteoglicanos ja foi relatada em tenddes de ratos {Scott et al., 1981),
bovinos {Vogel and Heinegéard, 1983), ris (Carvalho and Vidal, 1994) e camundongos (Ezura
et al., 2000). Experimentos utilizando explantes de tendes bovinos (Vogel et al,, 1986) e de
pintinhos (Slack et al., 1984) mostraram que havia uma maior sintese de proteoglicanos de
baixo peso molecular quando os tenddes eram submetidos a forgas de tensdo, enquanto uma
maior sintese de proteoglicanos de alto peso molecular era observada quando recebiam forcas
de compressdo. No tenddo flexor bovino o decorim representa 1% do peso seco do tecido
enquanto que o fibromodulim 0,6% (Vogel and Meyers, 1999). Esses dois pequenos
proteoglicanos interagem com as fibrilas de colageno e parecem regular sua fibrilogénese "in
vitro" (Hedbom and Heinegérd, 1989), influenciando a integridade e a manutengdo das

propriedades inerentes da estrutura colagénica (Scott, 1988).
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Curwin e colaboradores {1988) observaram alteracdes nas propriedades estruturais e
bioquimicas dos tenddes que sofreram prolongados exercicios. Em nosso estudo também
verificamos mudancas bioquimicas contundentes entre os dois grupos de animais, porém tais
alteracdes ndo foram as custas de exercicios estrénuos e sim apenas de um exercicio ativo nio
forcado. Com essa observagdc se deduz que a matriz € capaz de detectar as alteragdes fisicas
resultantes do exercicio, possibilitadas pela maior area de deambulagfio, ¢ de transmitir estas
informac3es para as células, responsaveis pela expressdo e sintese das macromoléculas da
matriz extracelular. Nossos resultados de quantificacio de proteinas sio confirmados por
resultados descritos por Slack e colaboradores (1984) que mostram uma mailor atividade
sintética de componentes da matriz extracelular de tenddes de animais que desenvolveram
mais atividade fisica do que outros que foram mantidos confinados a espagos mais restrito.

A presenca predorinante do componente de 70kDa em regides sujeitas a compressio
(Sp e Si) e do componente de 60kDa presente tanto nas regides de compressdo como também
na de tracdo (Sd e P) indica a existéncia de dois pequenos proteoglicanos confirmada pela
analise da seqiiéncia N-terminal como sendo o fibromodulim (60 kDa) e decorim {70 kDa) (Li
et al. 1992; Nurminskaya and Birk 1996; Dunlevy et al. 1998). A concentragio desses
pequenos proteoglicanos principalmente fibromodulim estd aumentada no tenddo dos animais
de ambiente amplo, observacio feita apos aplicagio do mesmo volume da amostra em SDS-
PAGE de cada fragio proveniente das cromatografias. A presenga mais acentuada de
fibromodulim parece estar relacionada com a resposta adaptativa dos fibroblastos as
exigéncias funcionais do tecido (Nurminskaya and Birk, 1996} modificando as propriedades
biomecéanicas do tenddo (Vilarta and Vidal, 1989). Nossos dados estdo de acordo com os da
literatura onde a presenca de decorim j& foi descrita em regides de compressdo e tensio, em

tenddes de boi (Vogel and Trotter, 1987; Evanko and Vogel, 1990; Kuc and Scott, 1997) e 13,

(Carvalho, 1993) e fibromodulim em regides de tens@o de tenddes de frango (Nurminskaya
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and Birk, 1996), de boi (Vogel and Meyers, 1999} e de camundongo (Ezura et al., 2000). A
presenca tanto de fibromodulim como de decorim esté relacionada com uma agio moduladora
e reguladora da fibrilogénese do colageno atuando no comportamento das fibrilas (Vogel et
al., 1984; Hedbom and Heinegérd, 1989; Kuc and Scott, 1997, Hocking et al., 1998, Neame
et al, 2000; Silver et al, 2000). O fibromodulim participa na regulacdo do crescimento da
fibrila de colageno (Nurmunskaya and Birck, 1996) enguanto que o decorim parece estar
relacionado com fibrilas de maior didmetro, em reposta a uma maior forga tensional (Kuc and
Scott, 1997). Ambos proteoglicanos parecem estar relacioandos com a regulacdo da agregacio
fibrilar (Y oung 2000).

Pelos dados observados neste trabalho e na literatura fica cada vez mais evidente que
ocorre variagdo no conteudo e diversidade dos componentes da matniz extracelular frente as
diferentes forgas biomecanicas as quais os tenddes estdo sujeito, sejam elas compressivas ou
tracionais. Aliada a situagio anatdmica do tenddo, a propria demanda funcional oriunda do

ambiente externo, ou seja, 0 exercicio ativo ndo for¢ado, também influencia na concentragio

dos componentes da matriz extracelular,
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Figura 01. Aspectos anatdmicos dos TFDS e TFDP do pé de franggs. A Vista lateral do
TEDS que foi dividido em trés regiGes: proximal (Sp) que contorna a troclea da tibia;
intermédia (Si) que corresponde ao tergo proximal do osso tarsometatarsal e a distal (Sd) que
esta sobre os outros dois ter¢os distais do osso tarsometatarsal. B: Vista posterior do TFDP do

membro inferior direito de frango. O TFDS foi desviado a fim de se observar a regido

intermediaria (P) de estudo.
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Figura 02. Dosagem de proteinas presentes no TFDS e no TFDP de frangos mantidos em
ambiente restrito e amplo. As regides Sp e Si do TFDS sofre for¢as compressivas e a regido
Sd recebe forgas tensionais, assim como a regiio intermediana (P) do TFDP. Os dados sio

expressos em mg/g de tecido = desvio padrdio. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA

com 5% de significdncia.
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Figura. 03. Cromatogramas ¢ SDS-PAGE com gradiente de 4 a 16% das diferentes regides
do TFDS (Sp, Si e Sd) e do TFDP (P) de frangos de ambiente amplo e restrito. Em (A) estdo
representados os cromatogramas das quatro regides analisadas dos animais de ambiente
restrito (#) e dos animais de ambiente amplo { A). Absorbancias em 280nm e concentracio de
NaCl (——). O inicio do gradiente de Na(Cl (0 - 1,5M) esta indicado por G. Amostras

provenientes da coluna de troca ibnica de animais de ambiente restrito (B) e amplo (C)

analisadas em SDS-PAGE. A seta indica fibromodulim e a cabeca de seta decorim. Padrdes

de peso molecular foram analisados em paralelo e estio apontados nos géis. Os géis foram

impregnados com prata.
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Figura. 04. SDS-PAGE com gradiente de 4 a 16% da regifio Si dos animais de ambiente
amplo proveniente da coluna de interag@o hidrofébica representando o padrio eletroforético
de todas as amostras obtidas de ambas regides e grupos de animais. A seta indica

fibromodulim ¢ a cabeca de seta decorim. Padrdes de peso molecular foram analisados em

paralelo e estdo apontados nos géis. Os géis foram impregnados com prata.
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Figura. 05. O segiienciamento N-terminal de fibromodulim (FM) e decorim (DEC) presentes
no TEDS e TFDP de frango. Na primeira tabela ¢ mostrada a seqiiéncia da amostra de
fibromodulim comparada com as seqiiéncias de pintinho (chick) (Nurminskaya et al. 1996),
boi (bovin) (Lauder et al. 1996), humana (human) (Antonsson et al. 1993), camundongo
(mouse) (Kurita et al. 1996) e rato (rat) (Krull and Gressner 1992). Na segunda tabela ¢
mostrada a seqiiéncia da amostra de decorim comparada com as seqiéncias de pintinho
(chick) (L1 et al. 1992), boi (bovin) (Day et al. 1987), humana (human) (Fisher et al. 1987),

camundongo (mouse) (Scholzen et al. 1994) e rato (rat) (Kokenyesi et al. 1989). As letras

realgadas sdo residuos idénticos.
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ANALISE BIOMECANICA E BIOQUIMICA DO TENDAQO DE FRANGOS

MANTIDOS EM AMBIENTE RESTRITO E AMPLO

RESUMO

Os tenddes tém a capacidade de responder homeostaticamente as demandas
biomecénicas internas como também as alteragcdes mecinicas provenientes do meio externo.
Frangos da linhagem Hy-line foram divididos em dois grupos. Um grupo foi confinado em
ambiente restrito, enquanto o outro, foi mantido em ambiente amplo. Os tenddes do musculo
flexor digital superficial, de ambos grupos, foram submetidos a teste de ensaio mecinico de
deformacdo sob tragdo. Os tenddes dos animais mantidos em ambiente amplo apresentaram
maior resisténcia 2 tragdo, atingindo uma maior deformaciio antes da ruptura. O tendio do
musculo flexor digital superficial apresenta, ao longo do seu percurso, duas regides que
sofrem compressdo por acidentes dsseos e uma regifo predominantemente de tragdo. A regidio
de tragdo dos tenddes dos animais mantidos em ambiente amplo apresentou intumescéncia em
acido acetico e concentragio de hidroxiprolina maiores, demonstrando a presenca de grandes
quantidades de colageno. Dessas regiGes também foram quantificados os glicosaminoglicanos
sulfatados, constatando que as regides de compressdo dos tenddes de ambos os grupos
apresentaram maiores concentragdes de glicosaminoglicanos e a regio de tragio dos animais
de ambiente restrito apresentou a menor concentragio. O glicosaminoglicano predominante na
regido de compressdo foi o condroitim sulfato e na regifo de tragio o dermatam sulfato nos
dois grupos analisados. Essas analises indicam que uma condigiio externa, nesse caso a area

para deambulagdo, pode influenciar a sintese dos componentes da matriz extracelular e as

propriedades mecénicas do tenddo flexor digital superficial de frangos.




INTRODUCAO

Tecidos e drglos sdo dindmicos, mudam suas propriedades mecinicas ¢ estruturais em
resposta as alteragbes de forcas como um fendmeno de adaptacdo funcional ¢ otimizagio
operacional. Assim, mudangas mecénicas significativas do meio ambiente afetam as
propriedades mecinicas do tendio (WOO er al, 1990) com conseqiiente adaptagdo de sua
matriz extracelular as novas situagdes biomecéanicas (BENJAMIN & RALPHS, 199§,
CHIQUET, 1999).

Durante a locomog¢do, o sistema musculo-esquelético estd sujeito a uma constante
carga, 0 peso corporec. O movimento € ativado pela contracdo muscular com conseqiiente
produgdo de torque em torno das articulagdes dos membros inferiores. Cada unidade miisculo-
tendinosa produz uma forga ciclica com um valor maximo constante, que € proporcional a
carga. Mesmo no misculo relaxado uma pequena tensdo esta sempre presente, devido ao
ténus muscular, requerendo que as unidades musculo-tendinosas estejam constantemente
tensas (SCHECHTMAN & BADER, 1997).

Os tenddes atuam como elementos de ligagdo conectando os misculos aos ossos e
desta maneira transmitem a contracdo muscular a estes ultimos (SCHECHTMAN & BADER,
1997). O tendio geralmente € uniaxial, composto predominantemente por fibras de colageno
tipo [ (BIRK et al., 1996} altamente ordenadas e agrupadas paralelamente em feixes (BIRK &
TRELSTAD, 1986). O arranjo estrutural das fibrilas de colageno, sua associagdo com outros
elementos da matriz, assim como os didmetros dessas fibrilas e seu estado de agregacgdo
molecular, tém reflexo nas propriedades biomecénicas do tenddo. As fibrilas de colageno sio
responsaveis pela resisténcia do tendfo. A eficiéncia deste mecanismo depende do
direcionamento paralelo das fibras com a direg3o das forgas as quais estdo sujeitas (HUKINS

& ASPDEN, 1985), determinando a orientagio dessas fibras em relagdo ao seu eixo

(O'BRIEN, 1997). Durante o seu percurso, em determinadas situacBes, o tendio além de




sofrer forcas tensionais também esta sujeito as forcas de compressio e fricgdo (EVANKO &
VOGEL, 1990}. Essas forgas adicionais ocorrem quando o tenddo passa sobre um sulco 6sseo
ou polia fibrosa "wrap around” e nas enteses (ALEXANDER & DIMERY, 1985; BENJAMIN
& RALPHS, 1998). Nessas regides s3o freqlientemente observadas formacdes
fibrocartilaginosas (VOGEL & KOOB, 1989).

A matnz extracelular do tenddc é constituida principalmente por colageno tipo I,
proteoglicanos e proteinas ndo colagénicas. As fibras de colageno sio consideradas estruturas
resistentes a forca tensional enquanto que aos proteoglicanos sdo atribuidas as propriedades
de resisténcia a compressdo (SCOTT er al., 1997).

Os proteoglicanos s#o constituidos por cadeias de glicosaminoglicanos as quais estdo
covalentemente ligadas a uma proteina central. Durante o desenvolvimento do tendfo, além
do colageno, tém sido observadas mudancas na sintese de glicosaminoglicanos. Nos
individuos jovens os glicosaminoglicanos aparecem em altas concentragdes (CURWIN ef al.,
1994), diminuindo com o passar da idade (SCOTT & HUGHES, 1986).

Com relagio a presenca de glicosaminoglicanos, tipo e quantidade, frente a diferentes
forcas mecanicas, tem sido observado dermatam sulfato em regides dos tenddes sujeitos 2
forca de tensdo e condroitim sulfato em regides sujeitas tanto 3 tensdo quanto a compresséo
(MERRILEES & FLINT, 1980; VOGEL & KOOB, 1989 e SELL & MONNIER, 1995). Nas
regides onde o tendio apenas sofre forgas de tensdo, o conteudo de glicosaminoglicanos ¢
baixo, porém esse conteldo € maior em regi®es onde o tenddo estd sujeito as forcas
compressivas ¢ friccionais em adigfio as forcas de tensdo. Os glicosaminoglicanos exercem
uma pressdo de intumescimento na matriz colagénica e proveé resisténcia osmotica as forcas
compressivas em fungdo da sua alta concentragdo de cargas negativas (GILLARD er al,

1979, KOOB & VOGEL, 1987). Esses glicosaminoglicanos podem fazer parte dos grandes ou

pequenos proteoglicanos (VOGEL & HEINEGARD, 1985, VOGEL er al, 1994). Os
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pequenos proteoghcanos pertencem a uma classe que tem como caracteristica a proteina
central rica em leucina (J0ZZ0 & MURDOCH, 1996). Fibromodulim e decorim sio os
pequenos proteoglicanos presente nos tenddes, sendo que o decorim apresenta uma Unica
cadeia de glicosaminoglicano, que no case de tendfo € dermatam sulfato (KUC & SCOTT,
1997), enquanto que o fibromodulim contém quatro cadeias de queratam sulfato (OLDBERG
et al., 1989, KNUDSON & KNUDSON, 2001). Esses dois proteoglicanos podem ser
encontrados associados com fibrilas de colageno e parecem regular a fibrilogénese do
colageno (EZURA ef al., 2000; NEAME et al., 2000).

Varias pesquisas usando tenddes de bovinos (EVANKO & VOGEL, 1990; PEREZ-
CASTRO & VOGEL, 1999, VOGEL & MEYERS, 1999), coelhos (REID & FLINT, 1974,
GILLARD ef al., 1979; MERRILEES & FLINT, 1980), suinos (WOO ef al., 1980), cies
(VOGEL & KOOB, 1989) e frangos (CURWIN e a/, 1994; 1988) tém relacionado as suas
condi¢des biomecéanicas com a composi¢do da sua matriz extracelular. Porém poucos estudos
foram fertos com aves. Neste trabalho, o objetivo foi analisar a composi¢io da matriz
extracelular de um tenddo flexor de frango considerando as regides deste tendio que
experimentam diferentes tipos de for¢as biomecanicas. Também foram avaliados os efeitos do
confinamento e de uma maior atividade fisica sobre a composi¢io da matriz extracelular e as

propriedades mecanicas deste tendio.

MATERIAL E METODOS
1.- OBTENCAO DO MATERIAL
Frangos da linhagem Hy-line, com 1 dia de idade foram divididos em dois lotes. Um
dos lotes permaneceu confinado em gaiolas de 0,5 m® no biotério do Departamento de

Biologia Celular — IB/UNICAMP, enquanto, o outro foi criado em ambiente amplo (40 m®),

mas ambos receberam o mesmo tipo de alimentagio. Os dois lotes de animais, aos 60 dias de




vida, foram anestesiados com pentobarbital (40mg/kg) e posteriormente sacrificados com 1
ml de KC1 4M (MATSUDA er al., 1986) e pesados. Para o teste de tensio x deformacio sob
tragio os tenddes foram retirados em pega unica. Tanto para o teste de intumescimento quanto
para a obtenc@o e analise dos glicosaminoglicanos sulfatados os tenddes dos musculos
flexores digrtais superficiais foram divididos em trés regides: proximal (Sp) que contorna a
troclea da tibia; infermédia (Si) que corresponde a regifio do tergo proximal do osso
tarsometatarsal e a distal (Sd) que estd sobre os outros dois tercos distais do osso

tarsometatarsal (KOCH, 1973 e GHETIE efal, 1981) (Fig. 01).

2.- ENSAIO MECANICO DE DEFORMACAO SOB TRACAO

Apds o sacrificio dos animais os misculos flexores digitais superficiais, os tenddes e
as falanges, nas quais eles se inserem, foram retirados em pega Gnica. Dez tenddes de cada um
dos dois grupos de animais foram utilizados para o ensaio mecénico de tensdo x deformagio
sob tragdo. Antes do inicio do teste, com auxilio de um paquimetro, de cada tenddo foram
determinados o comprimento (Li) e a area de secgfo transversa (mm?). A fixacio dos
espécimes a0 anteparo mecénico foi através de garras que prenderam o musculo em uma
extremidade e em outra as falanges (Fig. 02). O aparelho utilizado ¢ da marca MTS, modelo
TESTSTAR I, alocado no Laboratorioc de Propriedades Mecanicas, Departamento de
Engenharia de Materiais na Faculdade de Engenharia Mecanica - UNICAMP. Cada tenddo foi
submetido a um aumento gradual de carga em uma velocidade de deslocamento constante de
20 mm/min (FUJLL, 1993), com célula de carga de 1KN (TOHYAMA & YASUDA, 2000).
Para cada amostra foi obtida uma curva de tensfo x deformacio (AL=Lf-Li/Li, onde Lf é o
comprimento no qual houve a ruptura do tend3o e Li € o comprimento inicial do tenddo), um

valor de ruptura do tend4o (carga maxima) e a tensio de ruptura, onde T=carga maxima/ area

de secgdo transversa. Todo o procedimento foi feito em temperatura ambiente utilizando
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solugiio fisiolOgica para evitar o ressecamento das fibras (SCHECHTMAN & BADER, 1997,

CARPENTER ef al., 1998).

3.- TESTE DE INTUMESCIMENTO

Seis amostras das regides Sp, Si e 8d, de cada grupo, foram medidas com ¢ auxilio de
um paquimetro {comprimento, largura e espessura), pesadas e imersas em PBS durante 1h.
Posteriormente foram colocadas em agua por 1h e a seguir mais 1h em acido acético 3%. Em
cada passo o excesso de liquido foi removido com papel de filtro e as amostras pesadas

(KOOB & VOGEL, 1987). O grau de intumescimento foi avaliado pelo percentual de

variagdo do peso.

4.- QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA

Amostras de cada regiio do tenddo dos dois grupos estudados foram hidrolisadas em
HC1 6N (1ml/10mg de tecido) por 16h a 107°C. A seguir foi acrescentado 1,41g de cloramina-
T, 10ml de agua, 10ml de n-propanol e 80ml de tampio (50g de acido citrico, 12ml de acido
acético, 120g de acetato de sodio e 34g de hidréxido de sddio, pH6,0) e apés 20min foi
adicionado 1ml de solugiio de acido perclorico/aldeido (15g de p-dimetilamino benzaldeido,
60m! de n-propanol, 26ml de 4cido perclérico a 60% e n-propanol para completar 100ml). O

material foi incubado por 15min em 60°C, resfriado e lido em espectrofotémetro em =

550nm (STEGEMANN & KARLHEINZ, 1967).

8.- GLICOSAMINOGLICANOS SULFATADOS: OBTENCAO E QUANTIFICACAO
Amostras de cada regiio e grupo foram tratadas com acetona por 24h para

desidratagdo, secadas a 37°C durante 24h e pesadas. Os glicosaminoglicanos sulfatados foram

obtidos ap6s tratamento dessas amostras com papaina (40mg/g de tecido) em tamp#o citrato
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de sodio 30mM pH3,5 contendo EDTA 40mM e 2-mercaptoetanol (2-Me) 80mM por 24h a
50°C. O digesto foi centrifugado a 15.000rpm por 20min (centrifuga Beckman J2-21 - rotor
JA-21). Ao sobrenadante obtido foram adicionados dois volumes de etanol e deixados por 24h
a 4C. Apos centrifugaciio, ao precipitado obtido, foram adicionados dois volumes de etanol
80%, esse material foi centrifugado e o precipitade foi colocado em estufa a 37C para
secagem; a seguir foi ressuspendido em agua destilada (MICHELACCI & HORTON, 1989).
O conteiido de glicosaminoglicanos sulfatados, foi determinado em espectrofotdmetro
(Hewlet Packard 8452A) em 526nm, pelo método de azul de dimetilmetileno (DMMB)

(FARNDALE ef ol ,1986), utilizando condroitim sulfato {(CS) para curva padrio.

6.- ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os glicosaminoglicanos obtidos, apos digestdo, foram analisados em gel de agarose
(DIETRICH & DIETRICH, 1976). Padrdes conhecidos de glicosaminoglicanos contendo
condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram analisados
paralelamente. O tamp#o utilizado foi o propileno diamino 50 mM, pH 9,0. As condicGes de
corrida foram 0,1A e 100V. A seguir os géis foram fixados em Cetavion (brometo de
cetiltrimetilamonio) 0,1% e corados com azul de Toluidina 0,1% em etanol 50% e acido

acético 1%.

RESULTADOS
Os animais mantidos confinados pesaram em média 350,07+20,46g, enquanto que os
mantidos em ambiente amplo pesaram 382,94+37 68¢.
Os tenddes analisados, dos dois grupos de animais, apresentaram resultados diferentes

com relago & tensdo (stress), forga (Joad) e deslocamento (displacement) durante o teste de

tensdo x deformacgdo sob trag@o, assim como a area de secgdo transversa {cross sectional




62

area). A forca méaxima (Fig. 03a) observada nos tenddes dos animais de ambiente amplo,
assim como a tensio maxima (Fig. 03b) e o deslocamento maximo (Fig. 03d) foram
significativamente maiores quando comparadas com o grupo de ambiente restrito. A area de
seccdo transversa dos tenddes (Fig. 03¢) foi maior nos animais de ambiente restrito quando
comparado com os animais de ambiente amplo.

A figura 04 mostra que a tensdo e deformagio observadas na figura 05 se referem a
uma forca méaxima aparente de 31,26+11,50N com um deslocamento de 12,16+0,04mm para
os animais de ambiente restrito € 36,69+12,26N com um deslocamento de 9,00+0,03mm para
os animais de ambiente amplo. Ambos grupos, apos receberem essa forga maxima,
apresentaram um maior deslocamento com menor aplicacio de forga.

A curva de tensdo x deformacio (stress x strain) (Fig. 05) mostra que em seu primeiro
terco houve um aumento abrupto da tensdo frente a uma pequena deformagio para ambos 0s
grupos. Porém os tenddes dos animais de ambiente restrito apresentaram uma tensdo maxima
aparente em torno de 7,40 N/mm? com uma deformagio de 14,98%, enquanto que, 0s tenddes
dos animais de ambiente amplo alcancaram quase o dobro da tensdo aparente 13,20 N/mm?
com uma deformacio de 12,22%. Apos atingir a tensfio maxima, pode ser observada uma
regiio de declinio onde ocorreu uma diminuigio gradual de tensdo ¢ um aumento no padréo
de deformacdo. A deformagio atingiu 56,49% e 66,28% para os animais de ambiente restrito
¢ ambiente amplo, respectivamente.

As propriedades de intumescimento (swelling) das diferentes regibes estdc
apresentadas na figura 06. Tomando-se como pardmetro o peso das amostras pos tratamento
com PBS, todas as regides dos dois grupos analisados obtiveram valores crescentes de peso
frente as diferentes solucdes. Na presenca de agua, todas as regides do grupo de ambiente

restrito apresentaram um aumento insignificante de infumescimento em relagdo as mesmas

regides do grupo de ambiente amplo e ambos os grupos apresentaram maiores valores na




regidgo Sd. As diferencas mais significativas foram observadas no tratamento com acido
acético para os dois grupos de animais assim como para as diferentes regides analisadas. Para
ambos grupos de animais foi observdo um padrdo onde Sp < Si < Sd, porém as diferentes
regides dos tenddes dos animais de ambiente amplo intumesceram em meédia uma vez mais
em acido acético que as mesmas regides dos animais de ambiente restrito.

Para estimar o conteiido colagénico, das diversas regides, foi determinado a
concentracio de hidroxiprolina (Fig. 07). Os tenddes dos animais de ambiente amplo
apresentaram concentragdes maiores em todas as regides e as diferencas mais significativas
foram as das regides Sie Sd.

A quantificagio dos glicosaminoglicanos esta representada na figura 08. Em cada
grupo o conteirdo de glicosaminoglicanos foi maior na regido Sp seguido da Si e Sd. Tanto 2
regidgo Sp como a Si, quando comparadas entre os grupos, apresentaram concentragdes
semelhantes, enquanto que a regido Sd dos animais de ambiente amplo apresentou um
discreto aumento em relacio a mesma regifo do grupo de ambiente restrito.

Na eletroforese em gel de agarose (Fig. 09) foi observada, em ambos 0s grupos, a
predominéncia do glicosaminoglicano condroitim sulfato (CS) nas regides Sp & Si e de

dermatam sulfato (DS) na regifio Sd.

DISCUSSAO
Todos os tenddes transferem forgas entre musculos e ossos. Entretanto, o estresse que
o tenddo est4 sujeito varia de acordo com a sua posi¢do anatOmica (KER ef al., 1988) assim
como mudancas no ambiente mecinico (WOO erf al, 1990). Em resposta & essas demandas

mecanicas o tendio responde homeostaticamente mudando suas propriedades estruturais

(HAY ASHI, 1996).




QO exercicio fisico nfo tem somente um efeito local sobre os tenddes, os quais estdo
constantemente sujeitos a forga de tensfo, compressdo ou ambas durante o treinamento ou
atividade fisica, mas também um efeito sistémico (VIIDIK, 1996). As variagdes na
intensidade e programas de exercicio induzem mudangas na circulagio hormonal que podem
alterar o metabolismo dos componentes da matriz extracelular dos tenddes (CURWIN ef af,
1988). Com relagio ao peso corpéreo dos animais estudados ndo houve diferencas
significativas que pudessem ser atribuidas ao tipo de local em que permaneceram durante os
60 dias, assim a tensdo muscular gerada em resposta ao peso dos animais foi praticamente a
mesma nos dois grupos. Esse aspecto parece ter sido irrelevante para os resultados obtidos,
porém um ponto a ser considerado foi a maior atividade fisica dos animais de ambiente
amplo.

Os dados sobre biomecinica de tenddes na literatura sfo contraditérios. Ndo ha
evidéncias de um padrio consistente para o efeito do movimento ativo em tenddes e
ligamentos. Enquanto alguns autores sugerem um aumento da resisténcia apds o exercicio,
outros dizem que esse fato nfio ocorre (TIPTON ef al., 1986). BARFRED (1971} averiguou
que a forga maxima de tensdo era significativamente maior em tenddes de ratos livres do que
em ratos domésticos e VIIDIK (1969) chegou a resultados semelhantes onde a forga maxima
aplicada em tendSes de coethos treinados era maior.

As fibras tendineas possuem uma forma ondulada durante o repouso, porém precisam
de uma pequena forga para se perfilarem, uma vez nessa condigdo, a forga de resisténcia ao
estiramento dessas fibras ¢ aumentada. Por essa razdo que a inclinagfo da curva tensdo x
deformacdo aumenta bruscamente e se torna ndo linear (WOO et al., 1980). No teste de
tensio x deformacdo sob trac@io, nossos dados mostram que os tenddes dos animais de

ambiente amplo suportam o dobro de tensdo e deformaram quase 10% mais quando

comparados com os tenddes dos animais criados em ambiente restrito. As fibras de colageno




sio consideradas as provedoras da forga tensional (SCOTT ef al, 1997) e a resisténcia 2
tensdo esta diretamente correlacionada com a quantidade de cross-links colagénicos (VIIDIK
1978). O declinic na curva de tensio x deformagdo ocorreu quando a resisténcia oferecida
pelo tenddo diminuiu pela faléncia desses cross-links e a deformagio consequentemente
aumentou pelo sucessivos rompimentos das fibras até o completo colapso dos tenddes.

WOO e colaboradores (1980; 1981) estudaram as propriedades mecanicas de tenddes
de suinos e verificaram que o treinamento resultava em um aumento da resisténcia a tensio e
um menor deslocamento sob forca maxima. Em nossos estudos os tenddes dos animais de
ambiente amplo deslocaram um comprimento menor quando o pico de forga (N) era maximo
e maior em relacdo aos de ambiente restrito.

Devemos lembrar que os animais desse estudo sdo bipedes e portanto possuem
caracteristicas anatdmicas € biomecanicas diferentes dos membros dos quadripedes. WOO ¢
colaboradores (1980; 1981; 1982) mostraram que em porcos as propriedades mecanicas dos
tenddes extensores se modificaram quando foram submetidos & exercicios fisicos, enquanto
que os flexores ndo foram afetados. Uma explicacio para este fato seria a atividade normal
"de treino" que os flexores possuem, mesmo quando ndo submetidos a um protocolo de
exercicio, sendo portanto uma atividade rotineira e espontnea. Esses dados corroboram com
a observacdo de que a for¢a maxima de contraco tetdnica é maior nos flexores do que nos
extensores (ELLIOTT & CRAWFORD, 1965).

O tendio do musculo flexor digital superficial, estudado neste trabalho, tem a regido
proximal (Sp) comprimida pelo osso sesamoéide do tenddo calcaneus communis contra a
troclea da tibia, assim essa regido Sp sofre, além da forga de tragdo inerente a todo tenddo,
forcas compressivas. A regido epifisaria proximal do osso tarsometatarsal possui uma

proeminéncia Ossea, o hipotarso, sobre a qual estd a regido intermediaria (Si) que recebe

também for¢as compressivas porém provavelmente em menor grau quando comparada com a
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regido Sp. Sob a regido distal (Sd), desse tenddo, ndo € notado nenhum acidente 0sseo, assim
essa parte do tenddo sofre preponderantemente forgas de tragio (KOCH, 1973 ¢ GHETIE et
al., 1981). Essa divisdo foi necessaria para avaliar as propriedades fisicas assim como o©
contetdo € o tipo de glicosaminoglicano presente em cada regido.

O teste de intumescimento, descrito por KOOB & VOGEL (1987), avalia a presenca
de glicosaminoglicanc e colageno presente nas regides de compressdo e tensdo. Os resultados
obtidos neste estudo mostram que no tratamento com acido acético, as regides que receberam
s6 forca de tragio (Sd) intumesceram mais, que as regides que receberam forgas de
compressdo (Sp e Si) para ambos grupos de animais. Porém, quando confrontamos os dois
grupos, pode ser observado que os animais de ambiente amplo tiveram maior infumescimento
em todas as regides. Esses resultados estdo de acordo com a dosagem de hidroxiprolina,
mostrando que os tenddes dos animais de ambiente amplo possuem uma maior quantidade de
colageno, principalmente na regido Sd, quando comparados com os animais de ambiente
restrito. A maior ou menor permeabilidade da trama do tecido a a¢8o de PBS, agua e acido
acético, utilizados no teste de intumescimento, pode ser explicado pela presenca de diferentes
graus de compactagdo ou agregacio das fibrilas de colageno, assim como, a sua organizagio e
tamanho e ainda a freqiiéncia das ligagBes intermoleculares e a possivel influéncia da
interacdo entre as fibrilas de colageno e proteoglicanos (GRODZINKY, 1983).

O exercicio ativo ndo forcado aumentou a concentragio de colageno nos tenddes e seu
efeito foi mais pronunciado nas regides que sofrem tracdo. Esses resultados sugerem que o
tenddo exercitado altera a produgiio de colageno promovendo mudangas microscopicas €
macroscopicas para se fortalecer (WOO et al., 1980).

O contetido de glicosaminoglicanos, em ambos os grupos, foi maior na regido Sp

seguida da Si e Sd. Quando comparamos cada regido especificamente, considerando-se a area

em que foram mantidos, a Gnica que apresentou diferenga significante foi a Sd, mostrando
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uma maior quantidade de glicosaminoglicanos nos tenddes dos amimais mantidos em
ambiente amplo em relagdo aos mantidos em ambiente restrito. O fato das concentragdes de
glicosaminoglicanos nas regides de compressio terem sido praticamente as mesmas,
independente dos animais serem de ambiente amplo ou restrito, pode ser devido & forga
aplicada sobre essas regiGes ter sido de intensidade semelhante e nfio ter sido suficiente para
alterar o padrio de expressdo dos glicosaminoglicanos. Porém, a forga de tracdo aplicada nos
tenddes de ambiente amplo foi muito provavelmente maior devido a propria atividade fisica e
a freqiiéncia dessa atividade o que resultou uma maior quantidade de glicosaminoglicanos
especialmente na regido tipicamente de tragdo. Resultados semelhantes foram descritas por
GILLARD e colaboradores (1979). A diferenca quantitativa de glicosaminoglicanos entre 0s
dois grupos de animais na regido de tragio é um indicativo de uma maior quantidade de
pequenos proteoglicanos presente nessa regido dos tenddes dos animais de ambiente amplo.
Esses proteoglicanos parecem atuar na organizagdo da fibra de colageno habilitando o tecido a
resistir forgas tencionais (VOGEL & MEYERS, 1999).

Proteoglicanos e glicosaminoglicanos tém sido descritos em tendGes, tanto em regido
de compressdo como de tragdo. SCOTT e colaboradores (1981) demonstraram a presenga de
acido hialurénico em animais jovens enquanto que nos individuos idosos o dermatam suifato
aparece em regides de tensdo e o condroitim sulfato em regides que suportam compressao
(VOGEL & KOOB,1989 ¢ SELL & MONNIER, 1995). Nos tenddes calcanear e flexor
digital profundo de ratos também foi observada a presenca de condroitim sulfato em regides
que receberam compressdo e dermatam sulfato nas regides de tensdo (COVIZI er al., 2001)
Nossos dados estdio de acordo com os da literatura onde Sp e Si, regides de compressdo,

apresentam condroitim sulfato e na regiio de tragdo, Sd, o dermatam sulfato para ambos

grupos analisados.




Os resultados biomecanicos obtidos mostram os efeitos positivos do exercicio ativo
nao forcado nas propriedades estruturai_s e mecinicas dos tenddes de animais que foram
criados em ambiente livre. A verticalizacio da curva tensdo x deformagio ¢ a forga de
resisténcia sio maiores com o exercicio. Esses resultados sio sustentados pelos estudos
bioquimicos. O conteado de colageno aumentado nos tenddes dos animais criados em
ambiente amplo também ¢ resultado do exercicio praticado.

Com os dados obtidos neste trabalho, foi possivel observar que os animais submetidos
ao exercicio fisico ativo n3o forcado, porém com liberdade de movimentagio, apresentaram
tenddes mais resistentes a ruptura e com maior concentragio de colageno do que os animais

confinados. Esses resultados ddo subsidios para futuras discussdes relacionadas com o

exercicio fisico, tendio e constituintes de matriz através de outros tipos de analises.
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Fig. 01. Vista posterior do tenddo do misculo flexor digital superficial de frango. O tendao
em estudo foi dividido em trés regides: proximal (Sp) que contorna a troclea da tibia;

intermédia (Si) que corresponde ao tergo proximal do 0sso metatarsal e a distal (Sd) que esta

sobre os outros dois tergos distais do osso metatarsal.
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Fig. 02. Equipamento TESTSTAR II, MTS (A) e a fixagdo do tenddo flexor superficial digital

(seta) ao anteparo mecinico (B) para a realizagdo do teste mecénico de deformacio sob

tracao.
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Fig. 03. Propriedades mecanicas do tenddo do musculo flexor digital superficial de frango. Os
tenddes dos animais mantidos em ambiente amplo exibiram maiores carga maxima (a), tensdo
maxima {b) ¢ deslocamento final {d). A area de sec¢fo transversa dos tenddes dos animais de

ambiente restrito foi entretanto maior do que a média dos animais criados em ambiente amplo

(c). A média e o desvio padrio sio expressados para n = 10 para cada grupo.
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Fig. 04. Curva forca x deslocamento do tenddo do miisculo flexor digital superficial de
frango. A for¢a maxima aparente foi de 36,69+12,22N para os tenddes do grupe de ambiente
amplo (—A—) e 31,26+11,50N para o grupo de ambiente restrito (—o—). O deslocamento no
pico de forga foi maior para o grupo de ambiente restrito 12,16+0,04mm quando comparado
com o grupo de ambiente amplo 9+0,03mm. Observar que houve um deslocamento maximo

de 44,59mm e 4884mm para os tenddes dos animais de ambiente restrito e amplo,

respectivamente.
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Fig. 05. Curva tensdo x deformagao do tenddo do misculo flexor digital superficial de frango.
Os tenddes dos animais de ambiente amplo (—A—) apresentaram uma tens&o maxima aparente
de 13,20MPa e os tenddes dos animais de ambiente restrito (—o—) 7,40MPa, porém para esta
tensio maxima a deformagdo foi 14,98% para o grupo restrito ¢ de 12,22% para o grupo

amplo. Os tenddes atingiram o méaximo de deformacfio de 56,49% e 66,28% para os animais

de ambiente restrito e amplo respectivamente.
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Fig. 06. Teste de intumescimento do tenddo do misculo flexor digital superficial de frango.
Os numeros na abscissa se referem ao tratamento com agua (1) e tratamento com acido

acético (2). Os dados percentuais (média + desvio padrio) de cada tratamento correspondem

ao valor obtido das amostras dos tenddes dos animais mantidos em ambiente restrito e amplo.
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Fig. 07. Concentracdo de hidroxiprolina (mg/g de tecido) das diferentes regides dos tenddes

dos animais mantidos em ambiente restrito e amplo. Um maior contetido de hidroxiprolina ¢

observado nos tenddes dos animais de ambiente amplo, especialmente nas por¢bes Si e Sd

destes tenddes.
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Fig. 08, Concentragles de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG mg/g de tecido) das
diferentes regides dos tenddes dos animais mantidos em ambiente restrito e amplo. As regides
Sp e Si apresentaram maior contetdo de GAG para o grupo de animais de ambiente amplo

quando comparado com os animais de ambiente restrito, porém na regifio Sd ocorreu o

inverso.
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Fig. 09. Eletroforese em gel de agarose dos glicosaminoglicanos das diferentes regides dos
tenddes dos animais mantidos em ambiente restrito (A) e amplo (B). As regides de
compressdo, Sp e Si, apresentaram predominantemente codroitim sulfato enquanto que Sd,
regido de tensdo, apresentou dermatam sulfato para ambos grupos analisados. PadrSes de

condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram analisados em

paralelo.
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CONCLUSOES GERAIS

As analises bioguimicas demonstraram que existem diferengas contundentes,
principalmente na concentragdo colageno e glicosaminoglicanos, entre as regides de tragdo e
compressic dos tenddes flexores digitais e entre os dois grupos de animais. O seqienciamento
da regifio N-Terminal dos proteoglicanos comprovou a presenga de decorim ¢ fibromodulim
em todas as regides analisadas.

Os testes de tensio x deformacgio sob tragdo estdo de acordo com os achados
bioquimicos. Os tenddes dos animais mantidos em ambiente amplo apresentaram maior
resisténcia a tracdo, menor deformagio em tensdio maxima e maior deformacdo antes da
ruptura.

Com esse estudo se conclui que a situagdo anatdmica do tenddo e principalmente o

exercicio ativo nfo forgado influenciam a composi¢io da matriz extracelular nos tenddes

flexores digitais de frangos.




