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1. I1NTRODUCEKQ:

0O papel da Fisioterapia no tratamento de paclientes ortopédi-
cog e reumaticos tem sido de i mportincia fundamental guando se consli-
dera a limitacg3o dos recursos cirdrgicos e farmacoldgicos durante o
processo de reabilitag¥o funcional do sistema locomotor.

A aplicag®o de recursos fisloterdpicos ao longo do processo
de recuperag¢io funcional visa, principalmente, a atenuac¥o da dor, o
aumento da amplitude dos movimentos articulares e o restabelecimento
da funcio do segmentoc anatbmico afetado.

A maioria dos recursos fisloterdplcos utilizados tem por ob-
jetivo preparar os tecidos do organismo para uma soliicitagdo funcional
ativa que se caracteriza, neste caso, pelo exercfclo fi{sico.

Ao longo do processo de reabilitag¥o, o que se observa, na
maioria dos casos, é uma resposta favordvel do organismo a recuperacdo
funcional, notando-se um aumento do nfvel de trofismo mugcular e a
restruturag¢®o do equilfbrio articular, que é fung¥o da integridade me-
canica de tecidos fibrosos, como a cdpsula articular, ligamentos e
tendBes.

Durante a estiﬁmlac;'éo funcional do sistema locomotor, seja
pelo exercfcio fisico ativo ou pela manipulag3o passiva dos segmentos
articulados, os tendBes s¥o estruturas intensamente solicitadas sob o
ponto de vista bilomeci3nico, sendo, inclusive, responsdvels pela trans-
mige%o do trabalho muscular aog ogsosgs onde té&m insergfo.

Conslderando o aspecto estrutural, o tenddo consiste de um

arranjo hierarquizado de macromoléculas que associadas d¥o origem a



fibrilas, fibras e feixes de fibras dispostos em paralelo ao seu eixo
maior e estd constitufdo principalmente por uma proteina denominada
coldgeno que lhe confere flexibilidade, grande resisténcia a tragfo o
uma relativa inextensibilidade (ELLIOQTT, 1965a).

Em associac¢do aoc esmqueleto protéico formado pelos feilxes de
coldgeno, ocorrem as glicosaminoglicanas dcidas (GAGA)Y, predominante-
mente o dermato sulfato em tenddes de animals adultos, além da elas-—
tina e glicoproteinas estruturails (GPE) (ELLIOTT, 1965a; CHVAPIL,

1967; JACKSON & BENTLEY, 1968; MERRILEES & FLINT, 1980) .

Este quadro estrutural, dada a aparente simplicidade de nu-
mero e arranjo de seus componentes, torna os tendBes do sistema loco-
motor verdadeiroe "modelo experimental” para o estudo das adaptacBes

que um sistema biloldglico pode desenvolver quandoc solicitado por alte-

races das exigéncias mecinicas.

0 desenvolvimento de uma plasticidade ac longo do processo
de adaptag¢¥o a diferentes niveis de exigéncia funcional tem sido
creditade ag interagBes entre os elementos da matriz extracelular e as
glicoproteinas de superficlie presentes na membrana plasmdtica dos fi-
broblagstos do tenddoco (MERRILEES & FLINT, 1980).

Alguns mecanismos t8m slido propostos para elucidar a questi3o

da adapta¢do funcional dos feixes de colageno, gue no entender de al-
guns autores, frente & solicitag¥o mec8nica, dariam origem a poten-
ciais gletroquimicos determinantes de alteracaeé no metabolismo celu-
lar e do nivel organizacional dos elementos da ‘matriz extracelular
(VIDAL, 1966, 1969; PARRY et alii, 1982; ROTH & FREUND, 1982).

A adapta¢do funcional induzida pelo aumento da carga sobra

o tend3do parece alterar de maneira pouco significativa o quadro morfo-



i6gico quando se utilizam nos experimentos animals que jd atingiran
nivels superiores de maturidade esquelética (INGELMARK, 1948).

J& o sxercicio fisico em animals jovens determina um acrés-
cimo de 25% na drea de secg¥o transversal do tend3o, a elevagdo do ni-
mero de células na cartilagem articular e do nivel de trofismo de ten-
ddes e 1igamentos, além de um aumento do nudmero de nudcleos de
fibroblastos e no difmetro dos feixes de coldgeno, quando comparados
aos animais controle (INGELMARK, 1945, 1948; TIPTON et alii, 1970,
W00, 1980;:; PAUKKONEN et alii, 1985). Anélises ultraestruturals, desen-
volvidas pela técnica de microscopia eletrbnica de transmiss3o, d%«
conta de um aumento de 29% do nimero de fibras por unidade de 4rea,
queda do digmetro médio, além de um acréscimo do difmetro de fibras:
grossas determinando assim uma distribui¢3o bimoedal do ndmero de
fibras, "com a predominfncia de fibras espessas (OAKES et alil, 1982
MICHNA, 1984).

Estes dados morfol dgicos encontram correlagdo positiva ao:
achados bioqufmicos e biomec8nicos obtidos em experimentos similares,
nos quails foram utilizados animals éubmetidos a treinamento ffsico.

0 estudo do metabolismo dos flbroblastos e doz componente:
da matriz extracelular tem evidenciado a ocorréncia de uma elevagdo d
taxa de sfntese e degradac¥o do colidgeno e de outras proteinas no ten-
d3c de animals treinados e um decréscimo desta taxa em animais sujel-
tos a inatividade ffsica (ANDERSON et alii, 1971; HEIKKINEN & VUORI
1972). 0O conteilddo total de coldgeno, o peso seco dos tendles e a in
corpora¢@doc de hidroxiprolina s3o também parimetros bioqufimicos de Iim-
portancia fundamental na andl ise das modifica¢les que ocorrem ao longe

do treinamento fisico e neste caso vidrios autores té&m encontrado valo-



res super iores destes par@metros em animals exercitados (TIPTON et
alii, 19870; KIISKINEN, 1977 ; SUOMINEN et alii, 1980; WOO et alil,
1980; VAILAS et alli, 1881).

As observagBes de que a atividade ffsica acelera ¢
7turnover” de minerais e de substiSnclias org8nicas e também aumenta
vascularizagdo em ossos longos , deixam claro que além dos tendles, o
demals componentes do sistema locomotor podem ter alteradas algumas dc
suag caracterfsticas blogqufmicas no processo de adaptag3do a uma nov.
realidade funcional (ANDERSON ot alii, 1971; HEIKKINEN & VUORI, 1972
CHVAPIL, 1973; KIISKINEN & SUOMINEN, 1975).

Alguns autorez acreditam e t8m evidenciado que a presenga d¢
fibrag de coldgeno de grosso calibre guarda relagdo com o aumento d
sintese de coligeno observado em tendBes submetidos a uma elevagdo d
solicitagdo funcional ou em regides do tend3c sujeitas apenas a forga
de trac3do (TIPTON et alii, 1970; KIISKINEN & HEIKKINEN, 1978
MERRILEES & FLINT, 1980; MICHHNA, 1984).

UOs levantamentoz ef etuados por PARRY et alil (1978) em dife:
rentes animals demonstram que © diSmetro médio das fibras de coldégenc
em tendBes, aumenta da época do nascimento até a maturidade quando en

t¥o apresgentam uma distribuigio com a predomindncia de fibras espes

sas. Da mesma forma, SCOTT et alli (1981) determinaram que, ao long
do processo de maturag3o dos elementos da matriz extracelular "in wvi
vo”, ocorre um aumento superior a dez vezes no dismetro das fibras e

tendSes de rato., Os primeiros autores, baseados em dados experimental
(BAILEY et alii, 19703, sugerem que a quantidade de liga¢Bes cruzada
intrafibrilares ¢ malor em f ibras de grosso calibre do que na mass

correspondente de coldgeno em fibras de menor espessura. A presen¢a d



fibras de grosso callibre é uma caracter{stica de tend¥es que em condi-
c¢Bes normais de uso suportam grandes esforgos de trag3¥o e este tem si-
do um dos argumentos favordveliszs 2 tese de que em fungdo da elevada
quantidade de liga¢Bes cruzadas intrafibrilares, as fibras de colageno

de difSmetro elevado possuem altos nivels de resisténcia a tracglo.

Em paralelo, deve gser destacada a import8ncia dos experimen-
tos "in vitro” no reconhecimento de altas taxas de aumento da resis-
t&ncia 2a trag¥%o em fibras reconstituidas de colédgeno solubilizado,
sendo que wvalores superliores ocorrem nas fases iniciais do processo de
maturac®o (DANIELSEN, 1981). Além digsso, outros trabalhos té&m eviden-
ciado uma correlag8o positiva entre os valores de resisténela a3 tra-
cdo (kg/mmz) e o difmetro das fibras de coldgeno (nm), respectivamente
em tend3do (6,0 : 150-500), pele (1,2 { 100-200) e cartilagem (0,1 :
40~-100) (PARRY et alili, 1978>.

Parece haver assim uma estrita relac¢¥o entre a presenga de
fibras de grosso calibre, o estabelecimento de ligag¥es cruzadas in-
trafibrilares e a ocorréncia de propriedades blomec8nicas superiores
oem tendBes sujeltos aos processos de maturagHo ou de adaptag®o a so-
brecarga.

Por outro lado, aldém das modificagBes morfoldgicas e bloquf-
micas dos feixes de coldgeno, t8m sido investigadas as alteracgBes
quantitativas dos demais elementos da matriz extracelular, principal-
mente as GAGA, frente a adaptag¢3o a uma diferente condigdo funcional
ou ao processo de envelhecimento. A quantificagdo da concentragdo de
hexosamina em tendfegs de animais treinados, no entanto, revelou alte-
racBes n%o significativas, o que leva a considerar uma diferenga ns

resposta entre oz componentes da matriz extracelular frente 3 solici-



taco mecB8nica  (TIPTON et -alii; 1970 - HELIKKINEN & NVUDRI, 1971
SUOMINEN et alii, 1380),

AvaliagBes do papel das GAGA e sua importSncia nas modifica-
cBes das propriliedades bliomec8nicas dos tendBes s%o levadas a efeito
por meio da degradagdo enzimdtica tecidual seguida da aplicagdo de
testes de resisténcia 3 tragdo e deformag3o frente a carga. PARTINGTON
& WOOD (1963) usando hialuronidase testicular para atacar a matriz in-
terfibrilar do tend¥o obtiveram valores inferiores das propriedades
biomecSnicas apds a aplicagdo da enzima, o que se conﬁrap@e a afirma-
¢3%o que "o &cldo hialurdnico parece n%o desempenhar papel de importén-
cia nas propriedades mec3nicas de pele e aorta de acordo com a presen-
te metodologia” (OXLUND & ANDREASSEN, 1980).

Outros autores t&m afirmado que a remog¢3oc da substéncia fun-
damental de tend¥o e aorta, fazendo uso de agentes quelantes e alfa
amilase , induz a um decréscimo nos nivels de tens%o de ruptura e ri-
glidez eldstica nestes tecidos, em fung3do de uma mudanga das intera¢Bes
das fibras de coldgeno com as glicoproteinas da matriz (MINNS, SODEN &
JACKSON, 1973). Este trabalho, no entanto, & contestado por OXLUND &
ANDREASSEN (1380) que, com a aplica¢¥o da degradago enzimética por
alfa amilase em fillmes reconstitufdos a partir de extrato purificado
de colégeno de pele , mostraram ter esta enzima a capacidade de alte-
rar asgs propriedades mecinicas neste tipo de preparag¢io.

Este quadro controverso que se instala quando da andlise da
participa¢do dos componentes da matriz extracelular nas propriedades
biomec8nicas dos tecidos, além de outros fatores, & resultado da ines-
pecificidade @ nfvel de pureza de algumas enzimas e tambdém da variabi-

lidade em nimero e dificuldade de acesso enzimdtico aos elementos da

matriz extracelular.
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00 fato de n%o ocorrer alteragio na concentraglo de CGAGA om
tendBes de animais exercitados associado 3 constatag3o que o dcido
hialurénico n%o influenclia am propriedades biomec8nicas em pele e aor-
ta n¥o impede que se levante a hipdtese de modifica¢Bes de ordem qua-
litativa destes elementos durante o processo de adaptagdo funcional.

Dados experimentais levantados acerca da distribuig3o de
dismetro das fibras de coldgeno ¢ o tipo e quantidade de GAGA em ten-
dSes té&m indicado provavels mecanismos nos quals o diSmetro das fibras
pode ser alterado em eventos de modificag3o das forqaé externas.

0 tendZo flexor profundo dos dedos de coelhos, em fungdo do
angulo formado quando passa pelo calc@neo e tdlus, caracteriza-se por
possuir uma biomec8nica e morfologia especiais. Na regi3o sujeita a
forgcas de compress3o e naquela que apenas resiste 2 trag¥o observa-se
que a raz%o condroitino sulfato : dermato sulfato equivale a 3.0 e 0.5
respectivamente (GILLARD et alii, 1977). A zona de tens¥o mostra-se
com fibras altamente agregadas, com difSmetro que varia de 15 a 330 nm
e uma distribuig¥o bimodal, enquanto na regido que sofre compressic
encontram-se fibras frouxamente empacotadas com difmetro de 15 a 27C
nm e uma distribui¢3o unimodal com a predominincia de fibras finas
(MERRILEES & FLINT, 1980).

Estas evidéncias t&m levado alguns autores a sugerir que <
crescimento lateral das fibrilas seria regulado pelas varia¢Bes dz
concentrag®o das GAGA e a postular que altas coﬁcentracﬁes de condroli-
tino sulfato inibiriam o crescimento da fibrila até o difSmetro médic
de 150 nm, sendo este processo alterado por um aumento da concentrag@c
de dermato sulfato, resultando no crescimento em di8@metro das fibrilas

(PARRY et alii, 19825,



Em paraleclo as alteragdes bloquimicas, as pesquisas que 53¢
detém principalmente na andlise das modificagles das propriedades bio-
mec8nicas t8&m caracterizado o tend3o como um tecido de fibras parale-
las de coldgeno com uma elevada resisténcia e flexibilidade, conside-
ravel inextensibllidade 2 quase perfeita elasticidade (ELLIOTT, 1965a;
VIIDIK, 1973; RUNDGREN, 13974> .

0 comportamento dog tendBes, durante a aplicacglo de carg:
até que ocorra a ruptura das fibras, tem sido analisado através dc
curvas de tensio de trag¢gfo-deformagdo que sdo represehtac@es graficas
dos pontos correspondentes aos valores de aumento do comprimentc
lineér do tend¥o (deformagio? e o respectivo aumento da carga aplicad:

oem fung¥o da drea de secgdo tLranaverzal (tens¥o de tragdo) do espdéci-

me.
tensdo
de B C
tracdo
:)
0
deformagdo
Figura 1 - Padr3c de curva tensdo de iracﬁo—deformacﬁo par

tendBes (VIIDIK, 19733,

A Figura 1 representa o aspecto sigmdéide padr3o para curva

de tensdo de traclo-deformagdo de tendBes. A porgdo iniclial DO-A cor



responde aco desaparecimento das ondulagBes observadas em felxes de co-
l3geno quando n3o sujeitos a8 carga. O segmento A-B é a porg3o linear
da curva que corresponde a rigidez eldstica do tend%o numericamente
representado pela tangente do &ngulo entre o eixo de deformag3o e =
inclinac3o desta porgdo linear . 0 idltimo segmento , a porg¢dc B~C, cor-
responde a fase pléstica onde ocorre a ruptura da maioria das flibras
dos felixes de coldgeno (VIIDIK, 1973).

1 desenvelvimento de propriedades biomec8nicas superiores
tem sido notado em tendBes de animails treinados inclusive com indepen-
déncia do nfvel de maturag3do do animal (jovem ou adulto) e tipo de
exerci{cio aplicado (corrida ou natagfo) (INGELMARK, 1945; ROLLHAUSER,
195%4a; TIPTON et alii, 1967; VIIDIK, 1967, 1969; ZUCKERMAN & STULL,
1969; WOO, 1980)J.

0 valor de resisténcia a trag%o tende a ser superior em ten-
d8es e ligamentos de animals trelnados (RASCH et alili, 1960; VIIDIK,
1967; TIPTON et alii, 1970; WAOO, 1980). No entanto, quando considera-
das as preparac¢fes totals do sistema osgsso-tendlo-misculo-tendio-osso,
o treinamento fizico ¢ pouco eficaz em alterar este parSmetro biomeci-
nico uma vez que, comumente, a ruptura ocorre no ponto de inserg¢dc
tendinoga na cortical &dssea (VI1IDIK, 1969). Este fato &€ aquil salienta-
do com o objetivo de caracter izar a importincia do estudo das proprie-
dades biomec@nicas dos tend¥es isolados, n3o do ponto de vista fisio-
lé6gico do organismo como um todo, mas da validade deste "modelo” pars:
avaliagBes das alteragtes de ordem estrutural e biomec8Bnica.

Além de ser iInfluencliada pelo aumento da demanda funcional,
a resisténcia 2 trag3o do tend3do &€ também elevada a medida que progri-

de o processo de maturacdo do animal até a idade adulta e o mesmc



ocorre em fibras reconstitufdas de coldgeno nas fases iniclals do pro
cesso de maturago "in vitro” (VIIDIK, 1973; DANIELSEN, 1981).

Qutras propriedades biomec3nicas podem ser alteradaz pel
exercicio ou pelo processo de maturag3o. VIIDIK (1967) demonstrou qu
o treinamento fisico conduz a uma elevagio do valor de rigidez eldstli
ca do tendZo tibial posterior de coelho representada por um aument
do 8&ngulo da porg3o linear da curva de tens3o de trag3o~-deformago
conclui que esta modificagdo deve ocorrer em fung3do de alteragBes qua
litativas da matriz extracelular do tend3o. Um aumento da rigide
cldstica & também observado 2a medida em que avanga o processo de enve
lhecimento dos feixes de coldgeno "in vivo” e "in vitro” (DIAMANT e
alii, 1372; DANIELSEN, 18815,

Diferengas nas propriedades biomec8nicas podem ser observe
das em tendfBes de diferentes misculos ou grupos musculares. GILLAR
et alit (1977) relatam que os tendBes flexores do pé mostram curvas ¢
tens3¥o de tragdo-deformagdo diferentes daquelas de tendBes extensoresz
ELLIOTT <(1965c) reporta diferencas significativas na resisténcia
tracdo dos tend8Bes de misculos fusiformes (2,5 kg/mmz) e de misculc
peniformes (1,5 kg/mmz}. Considerando o fato que a espessura dos ter
d&8es de musculos de prolongada atividade postural (peniformes? tende
ser guperior aquela de tend®es de misculos que promovem amplos e rapl
dos movimentos, ELLIOTT (1965 b)) sugere que o aumento em espessura c
tend3io pode ser influenciado mais pela durag%é 2 frequéncia da agi
muscular do que pela intensidade da forga aplicada. OUs misculos penl
formes, responsdveis pela manutengzo de prolongada atividade postural
tendem a ter elevados também os valores de rigidez eldstica de set

tendBes em animals treinados (VIIDIK, 1967, 1269).
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Se por um lado o aumento da demanda funcional ¢ capaz de mo-
dificar mulitas caracteristicas morfoldgicas e biomecinicas do tecido
conjuntivo, o mesmo reage estruturalmente 3 privag¥o da atividade de
movimento imposta pela imobil i=zag3o ou denervagdo. Em animais imobili-
zados & observada, em assoclag3o a uma atrofia tecidual ligamentar e a
um aumento da raz%o de "turnowver” do ceoligeno, uma redugifo da rigidez
eldstica e da méxima carga de ruptura do complexo dsteo~ligamentar
(NOYES et alii, 1974; AMIEL et alii, 1982).

Jad a denervac¢do de um grupo muscular do sistema locomotor
pode induzir alteragBes de ordem blomecénica que em parte se asseme-
lham as que ocorrem durante o processo de imobilizag3o. Apesar de ser
observada uma redu¢do no valor de resisténcla 3 tracdo em tendBes e
ligamentos (NOYES et alii, 1974) e um aumento da raz%o de "turnover”
do coldgeno (KLEIN et alii, 1977) & constatado por ELLIOTT (1965b),
apds a denervagdo de grupos musculares de animals em desenvolvimento,
um aumento da espessura do tend3o denervado de aproximadamente 75% en

comparag¢3®o ao tend¥o controle.

Tem-se observado também que ao longo do processo de reparc
de tend¥es secclionados experimentalmente, o aumento da solicitagdo
funcional, geja pelo treinamento fisico ou pela mobllizag3o passiva
dos segmentos, é capaz de elevar o nfvel de resist8éncia 2 trac¥o des-
tes tend®Bes expressando assim a import8Sncia deste tipo de estimulo du-
rante a fibrilogénese (ELLIOTT, 1965a; VAILAS ot alii, 1981; WOO et

alii, 1981).

Pelo que fol até entdo descrito a respelto das modificacgles
morfoldgicas, bioquimicas e biomec8nicas dos tendBes sujeitos a dife-

rentes condigBes de funcional idade, & possivel avallar a importancisz



do estimulo mecinico nas atividades de sintese, maturagio e reparo dos
feixes de fibras paralelas da matriz extracelular.

Em fungdo do arranjo hisrarquizado de agregados fibrilares
de cadeias polipeptidicas de coldgeno, proteoglicanas e GPE, os ten-
dBes apresentam caracteristicas bioffsicas de ordem molecular que lhes
conferem a qualidade de estrutura anisotrdépica por exibir mais de unm

indice de refragdo para dire¢Bes determinadas o diferentes de propaga-

¢¥o da luz (VIDAL, 1964,1980, 1984).

0 egtudo das propriedades anisotrdpicas (dicréfsmo & Dbirre-
fringé&nclia) permite que sejam detectadas e quantificadas as modifica-
¢Bes do nivel de ordenagdo molecular e o estado de agregagio dos bio-
polfmeros altamente organizados, como aqueles encontrados na matriz
extracelular dos tendBes, ligamentos, cartilagem articular e tecido
osseo. As avallagBes qualitativas e quantitativas destas propriedades
dos tendBes, t&m permitido a alguns pesquisadores uma interpretagio
das bases moleculares e arranjo dos componentes da matriz extracelular
envolvidos nos processos de fibrilogénese, ossificagido, inflamac3o e
envelhecimento. Assim, a andlise do dicrofsmo dos feixes de coldégeno
corados com azul de toluidina a pH 4.0 e o estudo das varliacgBes de
birrefringéncia de forma em cortes de tendZo sob a ac%o da hialuroni-
dase testicular mostraram, r;espectivament.e, a orientagdo macromolecu-
lar das GAGA e a (ntima participac3o destas nas propriedades bioffsi-
cas dos feixes de coldgeno (VIDAL, 1963, 1964).

No processo de reparo do tecido conjuntive nota-se, apds a
lesdo, wuma desordem estrutural e perda da orientacio molecular das
GAGA que precedem a desagregagdo dos felxes de coldgeno. No decorrer

da fibrilogé&nese aumenta o nfvel de orientac3o das moléculas de GAGA



uma vez que aumenta o dicrofsmo seguido pelos primeiros sinais de bir-
refringéncia, os quals evidenciam a estruturac®o e agregac¢¥o dos fel-
xes de col dgeno (VIDAL, 1966) .

Jad a andlise das propriedades anisotrdpicas de tendTes er
processo de envelhecimento revela um aumento da agregag¥o e uma eleva-
c¢¥o dos nfvels de cristalinidade dos feixegs de coldageno além de modi-
ficac®es do conteiddo, reatividade ao corante e orientagdo das GAGA,
dados que podem ser associados a uma diminuig3o da dgua tecidual du
rante este processo (ENGEL & ZERLOTTI, 1967; MELLO et alit, 1979,

Também durante o desenvolvimento de ossos longos, uma ve:
que a matriz extracelular do tecido cartilaginoso serve de substrat¢
para a deposi¢do de minerais, observa-se que as GAGA possuem um ali-
nhamento altamente organizado principalmente nas zonas de vacuolizag¥
e calcificagdo, sendo encontradés exlibindo um arranjo helicoida

(VIDAL, 1977).

Além disso, a andlise das propriedades anisotrdépicas te:
permitido que se estabelegam a contribuig¢¥o das GPE na orientagdo ma
cromolecular dos elementos da matriz extracelular, o papel dos carbol
dratos na agregag¢3o dos feixes de coldgeno e os padr8es de curvas d
birrefringéncia de forma de regies da cartilagem articular (VIDAL
1980, 1986 ; VIDAL & VILARTA, 1986).

No entanto, poucos trabalhos experimentais tém relacionad
as alterag®es da demanda funcional Impostas ao tecido conjuntivo e a
modificacBes das propriedades anisotrdpicas dos feixes de coligeno
demais elementos da matriz extracelular.

ROLLHAUSER (195%4a>, utilizando cortes espessos obtidos po

microtomia de congelacg3o, detectou uma elevagdo de 20% no valores d
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birrefring&ncia de forma em tendBes de animais treinados. A metodolo-
gla empregada para sptudar o assunto, no entanto, pode ser criticada
sob varios aspectos, sendo que os tendBes considerados como controle
eram extirpados no infcico do experimento, estando o tend3dc contra-la-
teral remanescente sujelto ao processo de envelhecimento ¢ a um aumen-
to desproporcional da sobrecarga

Todas estas modiflicagBes atd aqul relatadas tornam evidente
o fato que as alterag¢les no nivel de atividade funcional s3o capazes
de modificar varios par8metros da estrutura, composicﬁo e arranjo dos
componentes do tecido conjuntivo. Tem-se procurado explicar, neste ca-
so, oz mecanismos de regulagdo da atividade celular o sua relagl3o com
os elementos que desempenham © papel de sustentag¥o mecénica.

AlteraqgBes do ambiente bloquimico influenciadas pela acg3o de
forgas mec@nicas s3%0 demonstradas no arranjo de cadeias moleculares em
tendBeg tensionados (RIGBY et alii, 1959; MOSLER et alii, 1985), for-
mac3o de radicais e valéncias livres (FLINT, 1972; REID & FLINT, 1974)
e nas modificagles das propriedades tintoriais dos feixes de colageno
submetidos 3 tens%¥o (FLINT & MERRILEES, 1977).

Além disso, vérias modificagles da quantidade, tipo e estado
de orientac3o das GAGA sdo not adas durante o desenvolvimento embriona-
rio dos feixes de coldgeno em tend3c (ELLIOTT, 1965a), durante a fi-
brileogénese no processo de maturagdo (WOOD, 1960) e no processo de re-
paro apés lesdo (VIDAL, 1966). '

Degta forma, VIDAL (1966, 19639) prop8e que os feixes de co-
ldgeno, quando submetidos a tens¥o, sofram deslocamentos intra e in-
termoleculares o que darias origem a uma mensagem aos elementos fibro-
blésticos sendo, portanto, considerados transdutores da informac3o me-

c8nica para a informagdo qufmica.
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De fato, alguns autores tém considerado que as variagBes de
carga de superficie nos feixes de colageno em diferentes estados fun-
cionals seriam a base para @& transformag¥o do estimulo mecdnico em
eventos quimicos, sendo este um dos fatores de regulagdo de sfintese
para manter o nivel de GAGA na matriz extracelular (GILLARD et aliti,
1897%a; MERRILEES & FLINT, 1980).

Parece assim apropr i ado que se trace um estudo paralelo das
propriedades bloffsicas e biomec8nicas dos feixes de coldageno em ten-
d%es de animais submetidos a diferentes condigdes de funcionalidade
como o exercicio e a denerva¢g™o, o que permitird uma interpretag¥o da
relac3o estrutura-fun¢¥o baseada na organizag¥o molecular dos conmpo-
nentes da matriz extracelular.

Assim, constitui-se o objetivo deste trabalho a detecg¥o de
modificacBes do estado de agregag¢3o, orientag¢3o macromolecular e nivel
de cristalinidade dos feixes de coléigeno decorrentes do processo de
adapta¢3o funcional além do estabelecimento de uma correlagfo com as

modificacBes biomecinicas induzidas por estas alteracgles estruturais.
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2.HATERIAL E HETODOS:

2.1 - Animals e Condig¢gBes Experimentais:

Foram utilizados 90O ratos machos Wistar com idade de 100(t7
dias e peso de 282(+18) gramas no infcio do perfodo em que foi desen-
volvido o experimento.

Os ratos foram separados ao acaso em trés grupos de 30 ani:

mais e submetidos aos seguintes procedimentos experiméntals:

GRUPO CONTROLE - Os animais deste grupo, durante o perfodo experimen
tal, eativeram gujsitos &= &andlgﬁaé normatg de um biotério
em galolas que permitiam a atividade ffsica sem restri¢des.

GRUPO EXERCICIO - Neste grupo os animais a serem treinados passara
por um processo gradual de adaptag¥o a corrida em uma estel
ra rolante durante um perfodo de tré&s dias até atingirem
limite médio de sua capacidade mdxima a esse exercfcio. Apéd
© perfodo de adaptag¥o foram submetidos a exercfcio diari.
durante 60 minutos, 5 dias por semana, em uma esteira rolan
te inclinada com 20 graus de aclive em relag¢3o a horizonta
a uma velocidade de 13 centfmetros por segundo. Esta esteir
rolante (Figura 2) fol por nés projetada e construfda d
forma a permitir o treinamento fi{sico de pequenos animals
constitui-se de dois cilindros de borracha dispostos em pa
ralelo que d3o apoio a uma esteira de tecido impermedvel. QO
eixos dos cilindros estZo apolados em rolamentos fixos a um

estrutura de madeira e um deles faz conex¥o com um conjunt



Figura 2 - Fotografia do aparelho em que se ob-

serva a esteira rolante ( A > utilizada para

o treinamento fisico dos animais do GRUPQO EXER-
CcCfCl0.
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roldana-correia-roldana que lhe transmite o movimento de ro-
tac¥o de um motor elétrico de corrente contfnua de 6/1:

volts. Sobre a esteira estd posicionada uma caixa de pléasti-
co com fundo falso e com dois compartimentos o que permite «
exerciclo simultineo de dois animals.

GRUPO DENERVADO - No inlfcio do perfodo experimental os ratos dest
grupo sofreram a denervagdo dos misculos da perna com o ©ob
jetivo de inativar a ag¥%o do misculo trfceps sural que atu
sobre o tend3o de Aquiles. 0O procedimento de denervagdo deu
se atravéds de uma incis3o cirudrgica asséptica ao nfvel femu
ral em ambos os membros posteriores. ldentificadoe o nerv
cidtico, procedeu—se a secgBo e extirpaglo de um'segmento d
10 (dez) millimetros do trajeto do nervo para evitar o pro
cesso de regeneragdo. Apdés sutura da pele, os animails fora
colocados em gaiolas individuals por um perfodo de trés dia

para evitar a dilacerac¢3o da ferida cirirgica e em seguida

voltaram 3s condi¢®es normals do biotério.

Aos animais dos tré&s grupos fol fornecida rag33o e agua se
nenhuma restri¢%o quanto a quantidade e volume. Apds um perfodo expe
rimental de 30 (trinta) dias, durante os quais ficaram sujeitos 2a
condicBes descritas, os animals foram sacrificados e por meio da dis
secag¥o dos membros posteriores foram isolados 'os tendBes calcaneares
limpos em soluglio fisioldgica e submetidos a avaliagBes de suas prc¢

priedades blomec8nicas e biof (sicas.
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2.2 - Experimento Blomec@nico:
Uma wvez isolado, um tendio de cada animal fol submetido a
quantificagdo de suas caracteristicas morfoldgicas e biomecanicas. a

comprimento do tendZo de Aquiles ¢ de aproximadamente 12 milfmetros.
Usando um paquimetro com precis3o de 0,05 milimetros, a largura e a
espessura do tend3o foram determinadas para os célculos da édrea de
secc3o cruzada. Durante estes procedimentos, para que n3o houvesse o
ressecamento dag fibras, os tend8eg foram banhados, éota a gota, com
soluc3o fisloldgica. Cada tend3o fol fixado entre duas garras metdli-
cas que fazem parte de um conjunto mec8nico usado para determinar suas
propriedades biomec8nicas (Figura 3). A seguir, um aumento gradual da
carga fol aplicado sobre o tend¥o que tende 3 deformagBo até a ruptura
das fibras. Durante este procedimento de ruptura foram anotados os va-
lores de deformac®o (um/mm) correspondentes aos valores de tens3o de
tragdo (kg/mmz) sendo elaborada, em seguida, a curva de tens¥o de tra-
cBo-deformagdo de cada tend¥o a partir da qual foram analisados os se-
guintes par8metros biomecénicos:
TENSX0O DE RUPTURA - Méximo valor de forga (N) normalizado pela 3drea de
secgdo cruzada (mm%) obtido no momento enm que ocorreu a ruptura do
tend3o o que correszsponde 5 resisténcla méxima 2 tracgZo.
TANGENTE DE ALFA - £ o coeficiente de inclinacg®o da porg3o linear da
curva de tens%o de traglo~-deformagdo, o que éorresponde a rigidez
elastica do tend3o.

0 wvalor de TANGENTE DE ALFA foi calculado por computador

através da equag3o de regress3o dos peontos da porg3Ho linear de cada

curva.



Figura 3 - Fotografia do conjunto mecfinico usado

na avaliag¥o das propriedades de resisténcia mé-
xima a trag3@o e de rigidez eléstica dos tendBes
calcaneares dos animals dos diferentes grupos
experimental s. Uma das garras metdlicas é mdvel
( A ) e est4a conectada a um recipiente ao qual
¢ adicionada a carga de maneira gradual. Asso-
ciada & garra mdvel encontra-se uma 'alavanca mi-
cromdtrica de propor‘c;'éiio 1:100 (n3¥o apresentada),
que permite a leitura dos valores de deformagio

2 medida que ocorre a adi¢3o da carga.



2.3 - Experimento Bioffsico:

0O tend%o remanescente de cada animal foi usado para uma ava-
liag%o quantitativa da propriedade anisotrdpica de birrefringéncia.

Para isso, o material fol fixado em solug¥o de paraformal-
defdo a 4% em tamp3o fosfato O,2 M a pH 7,4 e glutaraldefdo a 5% du-
rante 24 horas em temperatura aproximada de 5° C . Seguida 2 fixa~
¢3o, os tendBes foram lavados em &gua destilada por 30 minutos, desti-
dratados em concentrag¢¥o crescente de etanol (70% até 100%) e diafani-
zados em Sleo de cedro. Apds banhos sucessivos em parafina a tempera-
tura de 600 C o material foi inclufdo em bloco para a obtengdo de cor-
tes longitudinals de 10 (dez) um de espessura em micrdétomo apropriado
(R. JUNG-HEIDELBERG).

Os cortes foram ent o desparafinizados em banhos de xilol e
em mistura de metanol-clorofédrmio 1:1, sendo em seguida hidratados.

Tem sido demonstrado que os feixes de coldgeno de tendTes
processados pela técnica descrita acima permanecem com suas caracte-
rifsticas anisotrdpicas inalteradas (VIDAL et alii, 1975).

As medic;&ﬁes dos ret ardos Spticos induzidos por estes cortes
na luz polarizada foram efetuadas fazendo uso de um microscopio de po-
larizac3o Zelss com luz monocromidtica (A=546 nm) e compensadores de
Sénarmont (A /4) e Brace-Kohler (A/10 e A/20), apds embebi¢¥o por duas
horas em meios fluidos com diferentes Indices de refrac3o, a comegar
pela #gua (n=1,333), solugBes aquosas de glicerol a 20% (n=1,360), 407
(n=1,386), 60% (n=1,413), 80% (n=1,435), glicerol (n=1,471) e nujol

(n=1,479), como sugerido por VIDAL et aliil (1373).
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Em cada meio de embebicdo foram tomadas 30 medidas em dife-
rentes pontos de cada corte considerando assim a heterogeneidade de
distribuic@o dos feixes de coldégeno dentro de um mesmo tendZ3o.

As curvas de birrefringéncia de forma foram determinadas
plotando-se os valores médios de retardo Sptico (nm) de todos os ten-

d3es de um mesmo grupo em func¢3o do fndice de refrag3o (n) dos dife-

rentes meios de embebigZo.

2.4 - Andalisce Estatfistica:

Os dados obtidos nos experimentos biomec8nico e biloffsice
foram comparados através da andlise mono-fatorial das vari@ncias pelo:
microcomputadores do Centro de Informdtica do Instituto de Biologia d:
UNICAMP, aplicando-se o pacote estatfstico MICROSTAT, versfo 4.1, de

senvolvido por ECOSOFT, INC.



3 . RESULTADOQS:

3.1 - AlteragBes Morfoldgicas:

A nivel macroscépico, o perfodo de 30 dias em que os animais
dos grupos experimentals estiveram sujeitos as condig¢Bes descritas fol
suficiente para determinar o aparecimento de um intenso quadro atrofi-
co tanto da pele como do tecido muscular nos espécimeé do grupo DENER-
VADD (Figura 4). Ndo fol notado em nenhum dos animais uma regeneragdo
das extremidades do nervo clat ico que levasse & recuperag®o dos movi-
mentogs dos misculos afetados. Durante a dissecagdo pode-se notar dife-
renqaé no comprimento e largura do tend%o calcanear dos ratos denerva-
dos em relacdo a mesma estrutura dos animais do grupo CONTROLE sendo
um provéavel resultado do processo de atrofia do ventre muscular. A pe-
le por sua vez apresentou aspecto atrdfico, ressecédo e um excesso de
ader&ncia aos planos musculares em todo o segmento posterior.

Jd os animais do grupo EXERC{CIO, durante o perfodo de 30
dias de treinamento fisico, desenvolveram um quadro hipertréfico do
tecido muscular o que pode ser notado com evidéncia ao se observar a
Figura 4, que permite a cémpar*acﬁo visual do aspecto anat8mico do mem-
bro posterior dissecado de animals dos grupos EXERC(CIO e CONTROLE as-
segurando que, neste caso, as estruturas tendinosas passafam por um
processo de acentua¢¥o dos esforgos de tragdo a que normalmente estdc
submetidas. O aspecto macroscdSpico da pele e tend3o calcanear dos ani-
mais destes dois grupos manteve-se praticamente o mesmo apds o perfodc

experimental de 30 dias.



Figura 4 - Preparag¢8es totais de membro posterior

direito de ratos dos diferentes grupos apds serem
submetidos 3z condig¢gBes experimentails descritas.
Nota-se uma discreta hipertrofia dos misculos das
lojas anterior e posterior da perna do animal do
grupo EXERC{C10. J& no animal submetido 3 dener-
vag3o observa-se o aspecto atrdéfico da pele que
recobre a pata e a atrofia dos grupos: musculares
da perna podendo-se notar, inclusive, um aumento

em comprimento do tend3o calcanear.



3.2 - ModificagBes das Propriedades Blomecénicas:

A Figura 5 mostra curvas de tensBo de tragBo-deformagdo de
tendSes de animals dos diferentes grupos. Estas curvas demonstram um
comportamento n3o-linear que & caracterfstico para este tipo de mate-
rial bioldgico. A rigidez do tecido tendinoso é pequena quando este
suporta pequenas tensBes e eleva-se gradualmente com o aumento da de-
formag3o. Nota-se a elevada rigidez do tend3o de um animal do grupo
EXERCICIO e também o valor de tensdo de ruptura superior para o tendZo

do animal do grupo DENERVADO.

RESISTENCIA A TRACXO: O resultado da andlise de varigncia do par8metro
de TENSXO DE RUPTURA que caractertiza a resisté&ncia a trag%o € mostrado
Jjuntamente com as médias e o desvio padr¥o dos grupos na Tabela 1. C
perfodo experimental a que estiveram sujeitos os animais fol suficien-
te para conferir aos tendBes dos espécimes do grupo EXERCICIO um au-
mento signiflicativo da resist&ncia 3 tragdo (Tabela 2).

Da mesma forma @ com uma tendé&ncia a apresentar valores de
resisténcia a trag¥o ainda superiores, os tendBes dos animals do grupc
DENERVADO apresentaram valores significativos bastante elevados de
TENSX0O DE RUPTURA, ocorrendo um aumento superior a 90% em relag3o aos
mesmos valores do grupo CONTROLE, quando considerada a média de todos
os casos. '

RIGIDEZ ELASTICA: As médias dos valores de TANGENTE DE ALFA obtidas nc
experimento biomecinico dos tendfes s3o apresentadas na Tabela 3.
Uma diferen¢a significativa entre os grupos EXERCICIO e CON-

TROLE e entre os grupos DENERVADO e CONTROLE (Tabela 4) pode ser obser
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Figura 5 - Curvas tens@¥o de trag¥o-deformag¢fio de tendBes de animais
dog grupos experimentals CONTROLE (Ci14) (@#—@), EXERCICIO (E5>
(A- -—~-aA) e DENERVADO (D8) (Q=——(). As curvas apresentam o aspecto
sigméide (n¥o~-linear) caracterfstico para tendBes. Frente a um dado
valor de tensfo de tragdo observam-se diferentes valores de deformacg3o

para cada animal. Nota-se o dltimo ponto de cada curva representando o
valor de TENSXO DE RUPTURA.



Tabela 1 - Valores de TENSXO DE RUPTURA (N) (valor mdédio ¢ desvio pa-
dr3o) correspondentes a propriedade mecfnica de resist8ncia 3 trac3o

de tend¥es calcaneares de ratos dos grupos experimentals.

o N T ——
X + S
CONTROLE 18,92 + 3,26
EXERC(CIO 28,72 + 1,86
DENERVADO 34,36 + 3,14

’Tabgla 2 - Andlise de variSncia dos valores de TENSX0O DE RUPTURA (XD
de tend@es de animals dos grupos experimentais. S¥o comparados os gru-

pos EXERCICIO (E) e DENERVADO (D) com o grupo CONTROLE (C).

GRUPOS F G L
E/D

C % E 204,145 %% ' 1:58

C x D 348,221 %% 1,58

X% significativo ao nfvel de 1%



Tabela 3 - Valores de TANGENTE DE ALFA (valor médio e desvio padr3o)
correspondentes a propriedade mec8nica de rigldez eldstica de tendBes

calcaneares de ratos dos grupos experimentais.

GRUPO e e e
X + S
CONTROLE 2,294 + 0,961
EXERCICIO 3,740 + 0,823
DENERVADO 3,441 + 0,458

Tabela 4 - Andlise de vari8ncia dos valores de TANGENTE DE ALFA dos
tendBes dos animais dos grupos experimentais. S¥o comparados os grupos

EXERCICIO (E) e DENERVADO (D) com o grupo CONTROLE.

GRUPOS F G L

E/D
C x E 29,111 %% ' 1;58
C x D 34,732 %% 1:;58

%% significativo ao nivel de 1%



Figura 6 - Birrefringé&ncia dos felixes de colége-
no presente em corte longitudinal de tend3o cal-
canear de animal do grupo CONTROLE. Az barras
cruzadas representam a posic¢do relativa do ana-
lisador e polarizador no microscdépio de polari-
zag%o. Luz monocromdtica de A=546 nm . Aumento

115x%.
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TABELA 5 © Valores de retardos dpticos dos tenddes dos grupos experimentais nedidos
em diferentes meios de embebiglo,
grupo  n 1,332 1,360 1,386 {1,443 1,435 1,474 {1,479
AGUA GOH20Y GOH4QX GOH&8Y GOHB9Y GOHi0o% NUJaL
CONTROLE G0,42:3,43  36,49+41,86 27,88+44,28  19,54+1,15  11,71+0,95 7,1540,95  31,78+3,04
100,0% 73,9% 56,0% 39,2% 23,9% 14,3% 63,3%
EYERCICIO 57,9712,36  46,15:2,75  32,5742,5%  24,80+1,48 15,08+, 7,56+9,89  37,50+3,85
1¢@,0% 79,64 56,1% 2,74 25,54 13,94 64,64
DENERVADD 64,874,922 51,49+4,10  37,2013,05  26,21+2,04  15,42+1,43 7,2441,23 42,454,008
109, 0% 7%,3% 37, 4% 49,4% 24,01 11, 4% 45,39%

Obs. Os valores de retardo dptico sdo dados em nm e seguidos pelo valor do desvio padr3o da média de 39

animais de cada grupo. 0 sesundo valor de cada coluna representa a percentagen do retardo dptico em re-

lagdo a0 retardo dptico maxino observado em n= 1,333, & andlise das varidncias

identificou

diferengas

significativas azo nivel de 1% (p{0.00%) para todos os valores de RO com excesdo dagueles obtidos em

n=1,471 tanto para o grupo EXERCICID (p)8.85) como para o grupo DENERVADD (p28.1). (GOH = glicerol)



Quando imersos em meio de embebic¢o com n=1,333 (d4gua) os
fecixes de coldgeno apresentaram os valores mais elevados de birre-
fringéncia positiva. Este par8metro é considerado a birrefringéncia
textural do material e estd relacionado com as diferengas entre o vo-
lume e o Indice de refragdo dos feixes de coldgeno e do meio de embe-
bi¢do que os envolve (VIDAL, 1984).

Corroborando os resultados de trabalhos anteriores de inves-
tigag3o da ordem macromolecular dos feixes de coldgeno (MELLO et alili,
1975; PIMENTEL, 1981; VIDAL, 1980, 1985a), os menbres valores de
retardo dptico detectados nos tend¥esz dos 3 grupos foram obtidos em
weio  de embabicio com n=1,471 (glicerol) correspondendo & birrefrin-
géncia positiva intrinseca prdpria do material e independente do melo
de embebigio.

0 perfil das CBF observado para os diferentes grupos experi-
mentais (Figura 7) também se mostrou semelhante aqueles obtidos em in-
vestigagBes acerca da ordem macromolecular e do estado de agregacZo de
tend3es quando submetidos aos processos de reparo e envelhecimento
(MELLO et aliti, 19753, 1979), ocorrendo a repeti¢¥o dos pontos méximos
(n=1,333), dos pontos mfnimos (n=1,471) e a mesma proporcionalidade
para os pontos de RO em meio hidrofdbico (n=1,479) em relac¥o aos pon-
tos maximo e minimo.

A andlise estatf{stica dos valores de RO para cada meio de
embebig3o revelou diferencas significativas péra todos os casos dos
grupos EXERC{CIO (p<0.001)> e DENERVADD (p<0.001) quando comparados aos
mesmos parametros do grupo CONTROLE, com excecXo dos valores obtidos
em n=1,471 para os tendBes dos grupos EXERC{CIO (p>0.05) e DENERVADO

(p>0.1) correspondentes a birrefringéncia intrinseca.
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7 - Curvas
EXERCICIO (A

Figura

CONTROLE (@¢—@),

dos na ordenada, os valores de retardo Sptico (") representam a

observada em 30 tendBes em cada grupo. Na abscissa est3o representados
embebi -

os valores do (ndice de refrac3o (n) dos diferentes meios de
¢¥%o. Os valores médios e desvio padr3c s¥o encontrados na Tabela 5
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2 modificag8o do perfil das CBF traduz uma cleva¢3o acentua-
da dos valores de RO principalmente nos pontos extremos das curvas,
caracterizando assim uma resposta bioffsica dos feixes de coldgeno aos
processos de treinamento fisico e denervag3o de um segmento do sistema
locomotor (Figura 7). No entanto, deve ser ressaltado o fato de que
pouca diferencga ¢ notada entre os pontos representantes da birrefrin-
géncia intrinseca (n=1,471) quando da observag¢3o do perfil das CBF
(Figura 7) e dos valores de RO (Tabela 5) dos grupos experimentais.

A Tabela 5 apresenta também o valor da percéntagem de RO nos
diversos melos de embebic¢do em relag¥o ao valor méximo que, neste <ca-
so, fol observado em dgua (n=1,333). Em todos os casos, com excec3o do
ponto corresgpondente a birrefringéncia intrfnseca (n=1,471), nota-se
uma queda menos acentuada dos valores de percentagem dos grupos EXER-
C{Cl10 e DENERVADO em relag%o & queda de percentagem do grupo CONTROLE.
Curiosamente, em relac3o ao valor de birrefring@ncia intrinseca ocorre
0 processo inverso caracterizando uma participa¢®o percentual inferior
deste par3metro na birrefringéncia textural dos tend®es dos grupos

EXERCICIQ e DENERVADQO em relag¥o ao grupo CONTROLE.

A observag¢do dos perf{s das curvas percentuals dos diferen-
tes grupos (Figura 8) demonstra pouca variag3o entre os pontos em cada
meio de embebic¢¥o, se considerados em relac¥o ao valor da birrefrin-
géncla textural (n=1,333). Nota-se também a invers¥o do comportamento
da queda percentual, quando considerados os poﬁtos corregpondentes 2

birrefringéncia intrinseca dos tend8es (n=1,471).
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Figura 8 - Curva percentual dos valores de retardo éptico dos tendSe:
dos diferentes grupos experimentais em relac¥o aos valores obtidos e

n= 1,333. 0Us valores percentuais s%o plotados na ordenada (%) e n:
abscissa os valores de fndice de refrag¢¥o dos meios de embebico par.
os tendBes dos grupos: CONTROLE (®&——@), EXERC{CIO ( 84----A) «

DENERVADO (O—Q). Os valores médios sFo encontrados na Tabela 5.
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4.D13CUSSXO:

4.1 -~ Considorac®ces Gorals

Este trabalho mostra que os feixes de colédgeno sofrem modi-
ficagBes de suas propricdades biomec8nicas ¢ bioffsicas em animalcz
submetidos ao exercicio fisico ¢ a denervacio.

Considorande que os feixes de coldgeno podem apresentar mo-
dificagBes estruturals influenciadas pela idade, sexo © tipo de ali-
mentag¥o, podemos afirmar que os resultados aqul apresentados refleten
principalmente as altera¢Bes decorrentes do processo de adaptacgo,
visto a padroniza¢do de nossas condi¢Bes oxperimentaisz.

Vale destacar que as condig¢Bes de treinamento foram sufi-
cientes para estimular um aumento do trofismo muscular, corroborandc
os resultados de WATT e colaboradores (1982) que além da hipertrofia,
demonstram um aumento intracelular de protefnas o dcidos nucleticos en

miofibrilas de animaie treinados.

4.2 - Tens¥o de Ruptura Modificada pelo Exercicio Fisico

Em nosso experimento, os tendBes dos animais do grupo EXER-
CfCIO mostraram propriedades bilomec@nicas superiores no que se refero
ao par@metro de TENSXO DE RUPTURA em relacg3o a tendBes de animais do
grupo CONTROLE.

A elevagdo destes valores pode ser creditada a modificacBes
de ordem ultraestrutural, bioqufmica e da orientac¥o macromolecular

dos constituintes fibrilares e interfibrilares da matriz extracelular.



Tem-se postulado que as fibras de coldgeno com di8metros
clevados est3doc mals adaptadas a resistir a esforgos de trag¢io, devido
ao maior numero de ligag®es cruzadas (PARRY et alii, 1978). No
entanto, resultados conflitantes d%o conta de modificagBes bioquimicas
e morfoldglicas n¥%o condizentes com este conceito geral. Assim, as al-
terages posturais decorrentes do processo de imobiliza¢Fo podem in-
fluenciar © equilfbrio de forgas sobre os ligamentos o tend8es, aumen-
tando o estimulo de trag%o sobre cstas estruturas e resultando em fi-
bras com uma olevada concentrac®o de ligacBes cruzadas (AKESON et
alit, 1873)>.

Da mesma forma, observa-se em tend@es uma diminuig¢¥o do dia-
metro médio das fibras de col dgeno apds cinco semanas de treinamento
fisico (MICHHNA, 1984). Tais alteragBes podem ser Iinterpretadas como
decorrentes de um rearranjo ultraestrutural dos feixes de coldgeno du-
rante o processo de adaptacg¥o, com a finalidade de resistir a esforgos
de tracZo ainda mals elevados.

Durante os processos de maturac¥o e envelhecimento de feoixes
de colageno ”in vivo” e ”"in vitro” observa-se um aumento da concentra-
¢¥o de ligagOes cruzadas e uma correspondente clevagfo dos valores de
resisténcia 3 tragldo (BAILEY et alii, 1974; DANIELSEN, 1981).

Muito embora n3o seja feita meng3do sobre experimentos que
demonstrem a elevagZo da concentragfio de liga¢gBes cruzadas em tendBes
de animais treinados podemos supor que modificac®es na quantidade ¢
natureza destas ligacOes possam ocorrer em funcgio de um aumento da de-
manda funcional. |

Assim, a elevag¥o do nfvel de TENSXO DE RUPTURA suportada
pelos tendBes dos animals do grupo EXERC(CIO pode ter ocorrido em fun-

¢¥%o da mailor concentragdo de ligacgBes cruzadas.



1.3 - Birrefringéncia deo Forma Modificada pelo Exercfcio

A elevag3o dos valores de RO observada entre os fndices de
refragdo 1,333 e 1,435, acentuando a inclinag¥o da CBF, sugerce a ocor-
réncia de uma elevag3o do estado de agregac¥o e também do grau de
orientac3o das macromoldculas dos feixes de coldgeno dos tendSes do
grupo EXERCICIO em relag%o aos tendBes do grupo CONTROLE.

Esta andlise das modificacBes bloffsicas dos felxes do col&-
geno deve levar em conta que as CBF fornecem uma valiosa informacio
acerca dos valores relativos dos constituintes da matriz extracelular,
da orientacd¥o macromolecular dos componentes fibrilares e do grau de
empacotamento ou do estado de agregag¥o que ocorre a nivel molecular e
fibrilar (VIDAL, 1977, 1980, 1986 ; VIDAL & CARVALHO, 1986 .

Ao nfivel ultraestrutural, a elevac§§ do estado de agregacg3o
pode equivaler a um aumento do dismetro médio das fibrilas de colégeno
e consequentemente a uma malor concentraclo de ligagdes cruzadas. A
medida em que aumenta o dif@metro médio das fibrilas de colageno eleva-
se proporcionalmente o volume da subst8ncia micelar (fibrila) em rela-
¢¥o ao volume da substincia intermicelar (meio de embebico).

A suposig¢do de que ocorreu uma modificac¥o do volume dos
feilxes de coldgeno em relag¥o ao meio de embebicio encontra embasamen-
to experimental nos estudos dos fenSmenos de envelhecimento e reparo
de tendBes (ENGEL & ZERLOTTI!, 1967; MELLO et alii, 1975, 1979).

Os valores elevados de RO observados para os tendBes dos
animais do grupo EXERCICIO sugerem um volume inferior da subst8ncia

intermicelar (meio de embebli¢¥o) determinando "in vivo” uma diminuicdo



da dgua tecidual uma vez que a matriz extracelular, além dos elementos
fibrilares, € rica em dgua.

As modificagBes das CBF devem também ser analisadas em fun-
¢3o da composicdo e das mituas interacBes complexas entre os feixes de
colageno e os melos de embebig¢io e n%Fo apenas como um fenbmeno in-
fluenciado pela adsorc¢3o dos melos de embebicdo com diferentes (ndices
de refragdo nos feixes de coldgeno (VIDAL, 1980).

As molécﬁlas de adgua desempenham um importante papel estru-
tural na estabilizac¥o da molécula de tropocolégeno, uma vez que par-
ticipam na forma¢3o de pontes de hidrog&nio entre as cadelas, apresen-
tando assim uma distribui¢¥o ordenada (BERENDSEN & MIGCHELSEN, 1965;
VIDAL, 1880) . Portanto, em meios de embebicio aquosos, diferencas de
valores de RO em feixes de col d4geno devem também ser analisados levan-
do em conta a participa¢Bo da ordem macromolecular determinada pelo
arranjo das moléculas de &gua (3gua de cristalizag¢¥o) em fungo do es-

tado de agregagdo dos feixes de coldgeno (VIDAL, 1967, 1980).

4.4 - Relacdo com os Fend&menos de Reparc e Envelhecimento

Uma elevac¥o do estado de agrega¢io dos felxes de coldgeno &
também observada em tendBes de ratos velhos em relagdo a animais adul-
tos (MELLO et alii, 1979) e em tendBes calcaneares de ratos Jjovens ao
longo do processo de reparo (MELLO et alii, 1975).

Considerando que a nivel experimental & notada a elevacdo
dos nfveis de concentrag¥o de ligag®es cruzadas, do diSmetro das fi-
brilas e do estado de agrega¢3do dos feixes de coldgeno durante os pro-

cessos de reparo , matura¢¥o e envelhecimento, podemos supor que en
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animais treinados as modificac8es estruturals e bloqufmicas induzidas
pelo exercfcio levam também a um novo arranjo ultraestrutural, que &
capaz de alterar as propriedades blomec8nicas e bioffsicas dos felxes

de colédgeno, como foram aqui detectadas.
4.5 - Comportamento Biomec8nico Influenciado por GAGA

Devemos considerar também as modificaglies do comportamento
biomeclnico dos tend¥es influenciadas pela interac3¥o das fibras de co-
lédgeno com as GAGA e as GPE presentes na matriz extracelular.

N3o h3d evidénclas concretas de que as GAGA e as GPE desempe-
nhem um papel de importanéia na propriedade biomecinica de resisténcia
3 trag¢¥o, guando avaliado‘o parémetro de TENSXO DE RUPTURA em tend8es
normalis. Existe um consenso geral de que o coldgeno seja o principal
componente da matriz extracelular responsdvel pela capacidade de re-
sistir a esforgos de trag¢¥o em vérios tipos de estruturas como a pele,
vasos, llgamentos e tend@es (ELLIOTT, 1965a; CHVAPIL, 1967; VIIDIK,
1973). No entanto, parece haver indfcios de que a presenca de compo-
nentes n3o colagénicos assocliados as fibras de coldgeno possa influen-
ciar o comportamento biomec8nico destas estruturas, principalmente nos
estdgios Iniclals da aplicac¥o de tensFo de tracHo até atingir nfvels
de deformagdo em torno de 4% (porg¥o inicial da curva de tensZo de
trag¥o-deformagdo) (MINNS et alii, 1973; OXLUND & ANDREASSEN, 1980).

Na auséncia de tens¥o de trac¥o sobre tendBes esqueléticos,
os felxes de coldgeno apresentam um arranjo ondulado caracterfstico, o
que ¢€ justificado pela prdépria configurag3o estrutural de entrelaca-

mento das flbrilas em associag¥o aos demals componentes da matriz ex-

UNICAWMP
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tracelular (RIGBY et alili, 1959; ELLIOTT, 1965a; DIAMANT et alii,
1972; VIIDIK, 1973,

RIGBY et alii (1959), em um estudeo das alteracBes morfoldgi-
cas dos felixes de coldgeno durante a aplica¢¥o de tens¥o em tendSes da
cauda de ratos, notaram que nfiveis de deformac®o de até 4% levam 2
elimina¢do do padr3o de feixes ondulados, que é normalmente observado
em tend¥o n3o tensionado. Os autores também observaram que o comporta-
mento biomec3nico do tend%o € revers(vel, neste intervalo de deforma-
¢¥0, quando a tens¥o ¢ retirada. Ultrapassado este limite, o padr3do de
feixes ondul ados deixa de exlistir.

Assim, as modificacBes biomec8nicas induzidas por alteracBes
da concentracgdoc de GAGA e de GPE decorrentes do exercfcio parecem es-
tar restritas & fase Inicial do processo de aplicac3o da tens¥o de
trag3o sobre o tend3o, onde o limite de deformac¥o de 4% estsd situado.
"In vivo” estas alteragBes podem modificar o padrdo de resposta do te-
cido ao sofrer os impactos de carga durante a contrac3o muscular o
que, na auséncia das ondula¢Bes dos feixes, poderia causar danos 3 es-
trutura do tendZo.

No entanto, as alterac¢®es da concentracfo de GAGA observadas
em tendBes de animals treinados, apesar de n¥%o significativas, mostram
uma tendéncia de diminui¢¥o destes valores na matriz extracelular

(SUOMINEN et alii, 1980).

4.6 - Comportamento Bioffsico Influenciado por GAGA

A participac¥o das GAGA e das GPE na orienta¢3o macromolecu-

lar dos feixes de coldgeno tem sido detectada através dos estudos das
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propriedades anisotrdpicas de tendBes submetidos a digestBes enzimdéti-
cas pela hialuronidase testicular e alfa amilase (VIDAL, 1964, 1977,
1380). Destes estudos depreende-se que o eixo das cadelas protdicas,
onde est3do ancoradas as GAGA, encontra-se inclinado em relag¢¥o ao eixo
longitudinal das fibras de col dgeno, com as cadeias de GAGA dispostas
em paralelo em relag3c a estas fibras. Da mesma forma, as GPE e as mo-
léculas de dcido hialurdnico exibiriam um arranjo paralelo 2as GAGA
acompanhando as fibras de colageno (VIDAL, 1980).

A medida em que se observa uma diminuic¥o nas concentragfes
de condroitino sulfato € dcido hialurdnico em fun¢¥o do processo de
envelhecimento e matura¢¥o dos tecidos (CLAUSEN, 1962; SINEX, 1968;
MITCHELL & RIGBY, 1975; SCOTT et alii, 1981), nota-se que os tendBes
de ratos envelhecidos demonstram alterag¢®es na capacidade de ligac3o
das GAGA a corantes bdsicos © nos padr®es de orientag3o macromolecul ar
destas subst8ncias polissacarfdicas determinando, inclusive, a inver-
s%o dos sinails de dicrofsmo e mudangas nos perffs de absorgZ%o espec-
tral em cortes corados com o azul de toluidina a pH 4 ¢ 5 (MELLO et
alii, 197392,

Neste ponto, cabe colocar uma quest3o : 0O aumento dos valo-
res de RO observado para os tend®es dos animals do grupo EXERCI{CIO te-
ria sido o resultado de uma elevagio do estado de agregagfo dos felxes
de colageno ou apenas seria devido a uma major participac3o da ordenm
molecular dos demais elementos da matriz extracelular (GAGA e GPE)?

Apesar de ser constatada uma queda n3o significativa da con-
centragiso de GAGA na matriz extracelular de tend®es de animais treina-
dos (SUOMINEN et alil, 1980), e considerando-se que possa ter ocorrido

o mesmo nos tendBes dos animais do grupo EXERCfCIO, ainda assim seria
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possfvel detectar uma elevag¥o das propriedades anisotrdplicas noestes
tend8@es, considerando-se apenas uma elevaco da ordem molecular das
GAGA. £ fato que estes polissacari{deos deté&m uma contribuic¢ido em torno
de 13% em relacdo ao valor total da birrefringéncia de forma da matriz
extracelular de tend®es calcaneares (VIDAL, 1964).

Se compararmos o0s valores médios de RO obtidos para os ten-
dBes de animals dos grupos CONTROLE e EXERC{CIO podemos notar uma ele-
vacdo meédia superior a 14% do valor da birrefringéncia de forma do
grupo EXERCfCIO considerado em melo de embebl¢¥o com n=1,333 (dgua).

O experimento biomec@nice evidencia que os tendBes do grupo
EXERCICID tiveram elevadas suas propriedades de resist8ncia 3 traco,
fato que descarta a hipdétese de que a elevagio dos valores de RO teria
sido o resultado da malor participa¢®o na ordem molecular das GAGA,
uma vez que as fibrilas de coldgeno s¥o consideradas as estruturas
responsdvels pelo comportamento biomecinico dos tend®es ,no que se re-

fere a caracteristica de TENSXO DE RUPTURA (VIIDIK, 1973).

4.7 - Rliglidez Eldstica Modificada pelo Exercfcio Fisico

A andlise das modificagles do par@metro biomec&nico de rigi-
dez weldstica, induzidas pelo exercfcio nos tendSes calcaneares, pode
também ser correlacionada com as alteracBes das propriedades biloffsi-
cas observadas em nosso experimento. '

Sendo o conceito de "mdédulo de elasticidade” baseado em uma
relac3o linear entre a tens3o e a deformacgio, nIo & apropriado o seu

uso para caracterizar uma propriedade biomec&nica semelhante ao que se

conhece como "elasticidade” de um material bloldgico como o tend3o.
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Neste caso, devemo-nos referir a propriedade de rigidez elédstica, uma
vez que, o comportamento biomecénico do tend¥o demonstra, além de um
componente eldstico, elementos de viscosidade e plasticidade, como &
verificado em experimentos reoldgicos e biomecénicos (VIIDIK, 1967,
1968, 1369, 1872, 1973).

Em nosso experimento podemos considerar que a avaliac¥o do
par8metro de riglidez eldstica, que corresponde ao valor da TANGENTE DE
ALFA, traduz o comportamento biomec8nico dog tendBes que se deformam
proporcionalmente frente a valores crescentes de tens3o de trac3o, o
que & verificado apenas em um determinado intervalo da curva de tens3o
de tragdo-deformacgio (porgdo 1 inear).

Valores superiores de rigidez elastica foram notados para os
tendBes dos animais do grupo EXERC{CID em relac¥o ao mesmo parametro
para tendBes do grupo CONTROLE. Esta diferenga poderia estar relacio-
nada com alterac®es quantitat i vas dos elementos da matriz extracelular
responsdvels pela elasticidade, viscosidade e plasticidade dos tendBes
(VIIDIK, 1873).

O componente fibril ar da matriz extracelular responséavel pe-
lo comportamento biomec3nico do tend¥o na porg3o linear da curva de
tens3o de trac¥%o-deformacdo parece ser a fibrila de col&geno, uma vez
que, as GAGA teriam infludncia apenas no infclo do processo de defor-
magHo (VIIDIK, 1973; OXLUND & ANDREASSEN, 1980).

De fato, as modificacg®es estruturals induzidas pele aumento
da tens¥o em fibrilas de col &geno podem ocorrer a nfvel molecular e
fibrilar, uma vez que, baseando-se em estudos de difrac¥o de railos X
t&m sido demonstradas alteracgcfes da periodic‘idade axial ¢ também do

perfodo D (67 nm) da fibrila. No primeiro caso, nota-se que a periodi-



éldade axial em fibras normais passa de 2,86 K para 3,1 2 enm fibrilas
de coldgeno submetidas 3 tens™o de tracg3o, evidenciando um arranjo dos
resfduos de amincdcidos das cadelas da molécula de tropocoldégenc
(VIIDIK, 1973). Em relag¥o ao segundo caso, demonstra-se que o perfodc
D (67 nm) & aumentado em feixes de flbras submetidos 3 tens3o de tra-
¢do o que se Jjustifica pelo alongamento da molécula de tropocolégeno e
pelo deslizamento das triplas hélices uma em rela¢3o as outras, comc
previsto e proposto por VIDAL (1967, 1969), levando inclusive a alte-
rages no comprimento de suas por¢®es telopeptfdicas que tomam parte
no estabelecimento de ligagBes cruzadas intrafibrilares (MOSLER et
alii, 1985).

Durante o processo de envelhecimento dos feixes de coldgenc
"in vivo” e "in vitro” observa-se um aumento dos valores de rigidez
eldstica sendo que 2 medida que o processo avanga, a porcHo inicial
tende a diminuir e a por¢%o |l i1near tende a ficar mals inclinada, cor-
respondendo a valores de TANGENTE DE ALFA mais elevados (DIAMANT et
alii, 1972; DANIELSEN, 1981). Este enrigecimento dos tendS®es té&m sidc
creditado ao estabelecimento de ligag¢Bes cruzadas, o que também leva-
ria a um aumento dos valores de TENSXO DE RUPTURA (RIGBY, 1964; BAILEY
et alii, 1974; MITCHELL & RIGBY, 1975; DANIELSEN, 1981).

Apds o perfodo exper imental, nds pudemos detectar um aumento
dos valores de RO em tendBes de animails treinados e = elevagdo dests
propriedade bioffsica é condl =zente com os resuitados biomecSnicos de
um aumento da TENSXO DE RUPTURA e da TANGENTE DE ALFA, podendo ser
correlacionada com os achados wultraestruturais e bioqufmicos que reve-
lam uma elevac3o do didmetro médio dag fibrilas e um aumento da con-

centracdo de liga¢gBes cruzadas em feixes de coldgeno de tendBes de
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animals em processos de treinamento e envelhecimento (PARRY et alii,
1978; MICHNA, 1984),.

Da mesma forma, uma levada concentraglo de ligacBes cruza-
das em uma mesma fibrila diminuiria a intensidade de deslizamentos en-
tre as cadeias de tropocoldgeno, tornando estas fibrilas mais rfgidas
e portanto mals resistentes 3 deformag3do (MOSLER et alil, 1985).

Apds o perfodo exper imental, notamos uma tend&ncia 3 eleva-
¢d3o da rigide=z eldstica do tend¥o, apresentando feixes de coligeno com
elevado estado de agregac¢ido e ordem molecular.

O provavel efeito \ditil que estas modifica¢Bes provocam em
tendBes de animals treinados &€ o de aumentar a establlidade das arti-
culagBes envolvidas e movimentadas por estes tendBes e provavelmente
modificar a capacidade de armazenagem de energla durante a marcha, o
que & verificado em tend¥es e proteinas musculares de insetos e mami{-

feros (ALEXANDER & BENNET-CLARK, 1977; KER, 1981).
4.8 - Nfvels de Cristalinidade dos TendBes
4.8.1 - Birrefringéncia Intrinseca

As andlises das modificacBes bloffsicas dos feixes de
coldgeno, através do estudo das CBF, além de informar o estado de
agregagdo e orientagdo macromolecular dos componrentes da matriz extra-
celular, relacionando os volumes parciais dos elementos fibrilares e
do meio de embebi¢do (birrefr ingéncia textural), também permitem de-
tectar diferentes nfveis de orientag¥o molecular em consequéncia da

polarizabllidade dos grupos de elétrons das cadeias polipeptfdicas in-
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dependente do melo de embeblg®o, esclarecendo, portanto, o nfvel de
cristalinidade do arranjo meolecular das cadelas protéicas (birrefrin-
géncia intrinseca) (CASSIM ot =aalii, 1968).

Os felixes de colageno, em fung3o do arranjo ordenado dos
complexos moleculares e do estado de agregac3o e orientacgdo
macromolecular de seus componentes, apresentam uma birrefringéncia
intrfnseca com valores correspondentes ao RO obtidov em n=1,471 (glice-
rol), representando o nfvel de organizag3o cristalina do feixe, o que
independe do meio de embebi¢io em que se encontra.

A medida que se altera o meio de embebig¢ZIo com a adiclo de
dgua pode—se avaliar, em acréscimo a birrefringéncia intrfnseca, a
participag3do da birrefringénci a textural.

A manuteng¢¥o dos nfvels de cristalinidade dos tendBes dos
animais do grupo EXERCICIO sugere que as liga¢Bes intramoleculares das
cadelas de trppocolégeno nioc sofreram modifica¢g®es significativas du-

rante o perfodo de treinamento ffsico.
4.8.2 - Birrefringéncia Intrinseca Relativa

A participag¥o relativa da birrefringéncia intrfnseca na
birrefringéncia total dos feixes de coligeno pode ser maior ou menor,
dependendo de varidvels como o grau de complexagdo das fibrilas de co-
ldgeno com os demais elementos da matriz extracelular, a fase dos pro-
cessos de maturag¥o, envelhecimento ou reparo em que se encontram os
feixes e também a Intensidade do padr%o de ondula¢3o (crimped structu-
re) das fibras presente em tend8es jntactos e em fibras de coldgeno do

tipo I (ENGEL & ZERLOTTI!, 1967 ; MELLO et alii, 1975, 1979; PIMENTEL,

1981; VIDAL, 13886 ).
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VIDAL (1986 ), ao avaliar este par8metro em mamf(feros, de-
monstra que em tendfes de rato ocorre um padr#%o com poucas ondulagBes
em relagdo aquele notado para bovino. Jid a participaclo relativa da
birrefringé&ncia intrinseca em tend%o de rato & major que aquela obser-
vada para tendd3o bovino. Quanto a fibras de coldgeno puro do tipo 1
estendido sobre l&minas, not a-se a auséncia de um padr3o ondulado,
sendo que, a participag®o relativa da birrefringé&ncia intrinseca, nes-
te caso, eleva-se a valores superiores (27,5%) em’r‘elac'éo aos tendBes
de rato (16,3%) e bovino (9,9%) sendo considerado pelé autor "a conse-
quence of a better alignment of the fiber, with no wvariation in
its direction (e.g. crimpimg) and consequently less Internal
compensation of optical retardations”.

Os nossos resultados do experimento bloffsico demonstram que
em feixes de coldageno de animais treinados n%o ocorre diferenca signi-
ficativa do valor da birrefringéncia intrinseca em relac3o aos felxes
de coldgeno de animals do grupo CONTROLE. Por outro lado, se conside-
rarmos a participagf3o percentual da birrefring&ncia Iintrinseca na
birrefringéncia textural notamos uma queda deste valor, caracterizando
assim, felxes de coldgeno com uma rede cristalina com nfveis superio-
reg de conpensag¢do dog RO,

Semelhante ao obserwy ado para tendlles e flbras de coldégenc do
tipo I (VIDAL, 1986 ), a queda percentual da birrefringéncia intrfnse-
ca pode caracterizar, a nfvel estrutural, feixes de coldgeno com um
padr3o elevado de ondulagZo.

Assim, podemos considerar que o treinamento nestes animais,
além de modiflicar o estado de agregac3o e orientac3o macromolecular

dos feixes, também alterou o nfvel relativo de cristalinidade das mo-
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léculas de coligeno, fato que pode estar relacionado a modificag8es
nos padrBes de ondulacio dos feilxes.

Estas modificacBiem podem alterar as propriedades mec8nicas
dos tendes, principalmente se considerarmos que este padr#%o de ondu-
lag¥o (crimped structure) desaparece nos estdglos Inicials do processo

de deformagdo frente a tensdo de tragio.
4,9 - ModiflcagBes dags Caracterfsticas Hidrofdébicas dos Felxes

Outro aspecto das CBF que deve ser analisado refere-se ao
ponto que situa os valores de RO obtidos quando o meio de embebiclo &
© nujol (n=1,479). Este 6lec mineral, apesar de possuir um (ndice de
refragio prdéximo ao glicerol (n=1,471), determina alteracSes no estado
de agregag¢¥o dos feixes de col ageno, o que leva a um aumento do valo-
res de RO, quando analisadas suas propriedades bioffsicas (VIDAL,
1880; PIMENTEL, 1981).

Comparando-se o valor médio de RO em nujol dos tendBes de
animals treinados, nota-se uma eleva¢3o deste valor em relac3o aquele
detéctado para tend8es de animais do grupo CONTROLE, o mesmo sendo
observado para os melios de embebli¢3o aquosos que respondem pelos de-
mais fndices de refrag3o das CBF (soluc¢Ses de dgua e glicerol).

Foi aqul levantada a hipdtese da possfvel participag¢¥o das
moléculas de &gua no arranjo macromolecular dos feixes de coldgeno mo-
dificando, em parte, as propriedades anisotrdpicas dos tendBes de ani-
mais treinados. No caso do mei1o de embebi¢io ser o nujol, esta possf-
vel participag%o da "dgua de cristalizag¢¥o” deixa de ter valor, uma

vez que, para que ocorra a embebic@o com Sleo mineral a técnica requer
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que o5 felxes de colageno estejam desidratados visto ser o nujol uma
molécula hidrofdbica.

Az=im, verificada uma elevag¢io dos valores de RO em tendBes
de animals treinados, supBe-se que tenha ocorrido uma elevacio do vo-
lume dos felixes de coldgeno em relacgfo ao volume do meio de‘ embebli¢do
nujol.

A aplicac3o do uso do nujol como meio de embebic¥o além de
informar o estado de agrega¢¥o dos feixes de coldgeno independente da
participagdo de outros elementos (4gua e glicerol) na ordem molecular
também caracteriza o nfvel de hidrofoblicidade destes feixes que pode
ser modificada por condigl@es experimentais. Uma alterag%o bioqufmica
de importéncia decorrente do treinamento revela um aumento da sintese
de colageno e uma diminuic¢fio da sintese de GAGA em tendB®es de animais
treinados (TIPTON et alii, 1970; HEIKKINEN & VUORI, 1972; SUOMINEN et
alii, 1980>. 0 fato de ocorrer um maior empacotamento dos felixes de
coldgeno em um meilo de embebig¢3o, como o nujol, pode estar relacionado
com esta diminuic¢do da sintese de GAGA, visto serem macromoldéculas com

um cardter polianidnico o que lhes confere uma elevada capacidade de

reter dgua no feixe,.
4.10 - Mecanismos de Controle do Processo de Adaptacdo

Em face do que fol comentado, torna-se evidente o desenvol-
vimento de um fenbmeno adaptatiwvo frente a um aumento da demanda fun-

cional, provavel resultado de modifica¢Bes quantitativas e qualitati-

vas dos elementos da matriz extracelular.



Neste caso, o fenSmeno da adaptag¢3o requer, em primeiro lu-
gar, que o sistema constitufdo pelos fibroblastos e a matriz extrace-
lular seja capaz de detectar am alteracBes nos niveis de demanda fun-
cional e, posteriormente, elaborar uma resposta a altura da solicita-
¢¥%0 mec8nica, promovendo em seguida, a manutenco de um novo arranjc
estrutural e bloqufmico.

Visto que os feixes de coldgeno est¥o amplamente distribuf-
dos pela matriz extracelular e resistem aos esforcos de trac3o em to-
cidos como © tend¥o, podem ser considerados estruturas capazes de de-
tectar variacgBes nos nfveis de demanda funcional e interagir com os
fibroblastos e os demals elementos da matriz extracelular, sendo est:
uma atividade fundamental para os mecanismos de controle e regulacic
da atividade celular.

Nossas observagBes indicam a manifestag¥o de um providvel me-
canismo de controle seja a nfvel celular, durante o processo de sfnte-
se e secregdo, seja a nfvel extracelular, em func3o de um arranjo su-

pracrganizado capaz de detectar e modificar o estado de agregagdo dos

clementos da matriz extracelul ar.

4.10.1 - Mecanismos que Envolwvem uma Participa¢¥o Preferenclalmente

Celular:

As evidéncias que levam a pensar em mecanismos de regul agdc
dos padrBes extracelulares inf luenciados por uma ac¥o preferencialmen-
te celular referem-se a propr iedade que possuen alguns tipos celulares
de exercerem forgas de trag™o e compress¥o quando cultivados sobre

substratos flexiveis (placas de colédgeno ou de silicone) (HARRIS et



alii, 1981)>. Estas células, principalmente os fibroblastos, s¥%o capa-
zes de distorcer intensamente as finas placas do substrato criando n:
periferia celular padres de distribui¢3o de forgas semelhantes aque-
les observados para a disposig%o bidimensional dos feixes de coldgen:
em tendBes normais.

Durante o desenvolvimento embrionério, o alinhamento celula
é comumente observado, sendo notada uma deposi¢3o de fibras com orien
tag3o paralela ao alinhamento dos fibroblastos (SHAH et alii, 1982).

A forga de tragHdHo exercida por células alinhadas pode ser
vista como uma caracterfstica de elevado significado morfogendtico e
interpretag@o deste fen8meno tem levado a proposic¥o de que os fibro
blastos exerceriam sobre a matriz extracelular forgas de tracXo sufi-
cientes para alinhar as moléculas de coldgeno em um arranjo paralelc
3s direcBes destas forgas, servindo inclusive, para direcionar a pos-
terior deposic¢do de novas moléculas, resultando em um aumento em disa-
metro da fibrila (STOPAK & HARRIS, 1982).

Por outro lado; 2 Incorporag¢do de coldgeno exdgeno injetads
em tecido embriondrio parece ser determinada n%o sé pelas tensBes «
deforma¢Bes mec8nicas geradas pelo deslocamento celular mas também por
mecanismos relacionados com as tens®es e deformacB®es causadas pel«
ambiente f{slco (STOPAK et alii, 1985).

Outro modelo que rel aciona os movimentos celulares como sen-
do um importante evento no processo da f‘ibrilogénese dos felxes de co-
ldgeno sugere que a associacg¥o de fibrilas "in vivo” tem infcio com
forma¢3o intracelular de sub-unidades, as quals seriam adicionadas por
exocitose na porg3o terminal da fibrila que permanece em contato per-

manente com a superfficie celular, regulande assim o arranjo morfoldgi-



co do feixe. HNeste caso, o tra jeto percorrido pelas células, durante o
desenvolvimento embrionirio, daria origem aos padr%es de arranjo e
orientacdo das fibrilas de col @agenoc (TRELSTAD & HAYASH!, 13979).

Em paralelo, tem sido demonstrada uma alta afinidade de 1i-
gag3o entre coldgeno solublli=ado do tipo I com a superffcie celular
de fibroblastos e com fibronectinas, sugerindo que estas interacgSes
possam desempenhar um papel importante durante a fibrilogénese e a re-
gulagio dos mecanismos de s=fntese de colageno (GOLDBERG, 1979;
KLEINMAN et allii, 1981).

Desde que t3%o Iintensa interacfo entre feixes e fibroblastos
pode =ser detectada, a suposi ¢¥o de que os mecanismos que regulam a
sintese e a agregac¢do dos elementos da matriz extracelular estariam
relacionados com a deformac¢io mec8nica do ambiente celular, n3%o pode
ser descartada.

LEUNG et alii (19772 consideram que a deformacio induzida
por estiramentos ci(clicos de ce&lulas ”"in vitro” pode envolver altera-
¢Bes na estrutura da membrana plasmética e na citoarquitetura capazes
de influenciar o arranjo das organelas celulares regulando, inclusive,

a sintese de macromoléculas da matriz extracelular.

4.10.2 - Mecanismos que Envolvem uma Ac¢¥o Preferencialmente Extracelu-

1ar

Estas hipdteses que sugerem mecanismos de regulac¢¥o dos pa-
dres de sintese e arranjo dos feixes de coldgeno devido a uma ac3o
preferencialmente celular, devem ser confrontadas com as evidéncias

que indicam terem estes mecani smos origem a nivel extracelular, sendo
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os felxes de coligeno e as GAGA os tranédutores das informaglBes ou si -
nais que Iinduziriam modificag¢Bes no metabolismo celular, wvisando ¢
processso de adaptac¥o funcional (VIDAL, 1966, 1967; GILLARD et alil,
1979b) .

viDAL (1966, 1967> , baseado em seus préprios estudos dos
fenbmenos de reparo e inflamacg3o, propBe que as variagBes de naturezs
biomecsnica detectadas pelos feixes de coldgeno possam dar origem =
uma mensagem bloguimica aos e lementos modeladores do tecido conjunti-
vo. Segundo © autor, o cddigo desta mensagem nasce no préoprio felxe 2
custa de deslocamentos intra e intermoleculares, induzindo uma reac3c
celular em favor da homeostase através de um mecanismo de retroacgic
positiva, |

A possibilidade de que alteragles eletroquimicas das molécu-
las de colageno possam exercer Influéncia e transmitir informacBes pa-
ra os fibroblastos tem encontrado embasamento tedrico, visto ter cone-
x¥o com os estudos dos efeltos plezoelétricos originados em feixes ds
coligeno, quando submetidos & tensBes de compressio (BASSET & BECKER,
1962; BASSET & PAWLUK, 1972;: FUKADA, 1974).

Em nossas condi¢8es experimentais, o estfmulo mec8nicc
originado nos feixes de coldgeno em tend¥es de animais treinados pode
ter ocorrido, visto que os nfveis de tensdo de tragdo verificados du-
rante este tipo de solicitag3o funcional s3o suficientes para promover
deslocamentos intermoleculares entre as cadeias de tropocoldgeno das
fibrilas (MOSLER et alii, 1985).

As caracterfisticas de reteng%o diferenciada dos corantes
usados na técnica do tricr8mio de MASSON, em feixes de coldgeno em di-

ferentes estados de tensHo, e o8 achados ultraestruturais que indicanm



a presenga de flbrilas de menor di3metro e com periodicidade axial mo-
dificada ao longo do treinamento ffsico s¥o dados que favorecem a ar-
gumeﬁtac’éo de que altera¢g®es na quantidade e acessibilidade de grupos
polares carregados positivamente em feixes de coldgeno possam contri-
buir para o controle do metabolismo celular, frente 23s alteracBes da
solicitacdo funcional em tecidos como os tendBes (FLINT & MERRILEES,
1377; MERRILEES & FLINT, 1980;: OAKES te alii, 1982; MICHNA, 1984).

Ao considerar os elementos da matriz extracelular como efe-

tores da transduc¥o da informac¥o de eventos mec8nicos em atividade de
sfntese, também as GAGA parecem desempenhar um papel vital para a efe-
tivagdo destes mecanismos de controle (VIDAL, 1966).

As diferencgas no tipo e propor¢%o das GAGA em &reas de ten-
dBes sujeltos 3 forgas de tracZo e compressdo evidenciam uma relac3o
direta entre a presenca de fibras de coldgeno mals espessas associadas
com uma pequena quantidade de GAGA em dreas sujeltas a esforcos de
tracdo, sendo que em segmentos resistentes 2 compress#so, uma elevada
proporcdc de GAGA estd presente na matriz, onde se observam fibras de
coldgeno menos espessas (GILLARD et alii, 1977).

Tem sido também sugerido que o crescimento lateral das fi-
brilas de colageno até di3metros préximos de 60 nm seria inibido pela
presencga excessiva de dcido hialurbnico, sendo este efeito anulado com
o aumento da concentrag¥o de condroitino e dermato sulfato (PARRY et
alii, 1982). !

Estas evidéncias, al i adas aos achados bioffsicos que demons-
tram variac¢®es nos niveis de participac¥o das GAGA nos processos de

fibrilogénese, reparo, calcificag¢3o e envelhecimento de tenddes, per-

mitem que seja sugerido um papel fundamental das GAGA nos mecanismos
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de controle da sintese e do arranjo macromolecular dos elementos da
matriz extracelular do tecido conjuntivo.

Hossos dados podem t ambém contribuilr para a eslucidac¥o des-
tes mecanismos, visto ter sido detectada uma modificac3o dos padrdes
do estado de agregacdo, orient a¢¥o e cristalinidade relativa dos fel-
xes de colageno, que podem est ar associadas a perdas relativas de &gua
tecidual em fungdo da queda dos niveis de concentracg3o de GAGA em ten-
d8es de animals treinados (SUOMINEN et alii, 1980) o que poderia
favorecer, inclusive, a manuten¢do da estabilidade estrutural e bio-
qufmica dos felxes de coldgeno, resultando em tend®es mais rfgidos e

menos suceptfvels & ruptura.
4.11 - Adaptagio dos TendBes 23 Denervacgio

0O fenbmeno da adaptac¢o estrutural dos feixes de colégenovem
tendBes de ratos do grupo DENERVADO parece ter ocorrido de forma ainda
mais incisiva do que para os tendBes de animais do grupo EXERC(CIO,
fato nitidamente representado pelas modificac®es das propriedades bio-
mec8nicas e blof(sicas que ref letem uma elevacio dos par3metros de re-
sisténcia 2 tra¢¥o, rigidez eldstica e uma acentuagdo do perfil das
CBF.

Variadas respostas do tecido conjuntivo té&m sido descritas
para diferentes espécles de animais submetidos 3 denervacZo e 2 imobi -
lizag3o o que ndo permite, no entanto, que sejam tracadas comparacgBes
dos resultados bilomec8nicos visto a n3o homogeneidade das condic¢8es
experimentals aplicadas (RDL.LHXUSER. 1954b; TIPTON et alii, 1970;

NOYES et alii, 1974; AMIEL et alii, 1982).



vada, tendo ocorrido, em ambos os casos, uma eleva¢3o deste parlmetro.

A andlise dos valores médios também evidencia que o grupo
DENERVADO tem valores de TANGENTE DE ALFA inferiores aos do grupo
EXERC{CIO, caracterizando assim curvas de tens3o de trac3o-deformacio
com inclinag3o da porg¢3o linear situada entre as mesmas curvas dos
grupos CONTROLE e EXERCfCIO e denotando uma rigidez eldstica de wvalor
intermedidrio.

Considerando a distribuicio da frequéncia dog wvalores de
TAHNGENTE DE ALFA dos grupos EXERCfCIO e DENERVADO (dados n3Zo apresen-
tados), a andlise demonstira uma tendéncia a3 elevacio da rigidez eldés-

tica dos tend8es quando submet idos a estas condic¢Bes experimentais,

3.3 - ModificagBes das Propriedades Bioffsicas:

0 aspecto dos feixes de coldgeno em corte de tend3¥o calca-
near imerso em dgua (n=1,333) & mostrado na Figura 6, que exibe o bri-
lho caracter{stico de uma estrutura birrefringente quando observada em
microscopio de polarizagdo com luz monocromdtica (A=546nm) estando po-
larizador e analisador cruzados.

As curvas de bifrefringéncia de forma (CBF) foram construf-
das a partir dos valores médios de retardo dptico (RO (") medidos enm
cortes de tendBes de 30 animais de cada grupo piotados contra os fndi-

ces de refracg¥o (n) dos meios de embebic¥o (Tabela 5).
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J&a as informagBes das caracterfsticas morfoldgicas e bioquf -
micas de tendBes de animais denervados podem contribuir para elucidar
os provavels mecanismos blomec3nlcos que induziram as modificag¢gBes por
nés observadas. ELLIOTT (1965b > p8&de demonstrar que o ventre muscular
denervado tem o seu conteddo total de coldgeno aumentado em até 300%
oem relac¢lio aos misculos de animalis controle.

0 mesmo autor (19658) relata uma correlagio positiva entre
tendBes com elevadas dreas de secc¢do transversal em misculos que pos-
suem uma reconhecida participag¥o na atividade postural prolongada em
contra partida a misculos que atuam preferencialmente em movimentos
ridpidos e que participam de at ividades leves, levando-o a sugerir que
estas caracterfisticas bloquimi cas e morfoldgicas s%o um reflexo da in-
tensidade, frequéncia e duragc™do das tensBes exercidas sobre os ten-
dBes.

A intensa atrofia observada no ventre muscular denervado re-
flete apenas a queda do volume das miofibrilas n%o evidenciando, no
entanto, as alteragBes que ocorrem ac nfvel do tecido conjuntivo que
envolve e agrega as células musculares (endomfsio, perimfsio e epinf-
silo),

Como sugerido por ELLIOTT (1965b), o aumento do tecido con-
Juntivo no ventre muscular denervado pode conduzir a uma elevac3o do
nfvel da tens3o de trag3o passiva trahsmltida ao tend%o durante o mo-
vimento ou mesmo quando o animal permanece parado estando a articula-
G%o tibio-tarsica em dorsiflexTo, promovendo’assim uma tens¥o de tra-

¢330 sobre o tenddo calcanear.
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4.12 - Consideragdes Finais

Considerando que est e comportamento postural possa ter pre-
valecido nos animais do grupo DENERVADO, e estabelecendo uma compara-
¢¥o com o tipo de estimulo aplicado nos tendBes dos animais do grupo
EXERC{CIO, torna-se vidvel a hipdtese de que os mecanismos que regulam
o‘estado de agregac¢do, orientamg¥o e cristalinidade relativa das macro-
moléculas da matriz extracelular sejam influenciados n3¥o apenas pela
intensidade de tens3o de trac™Mo do estfmulo funcional, mas também por
outras varldvels, como a durag@o e a frequéncia da exigéncia mec8nica

a que est3o sujeitos os tendBes.



S - CONCLUSOES -

1. 0 aumento dos nfveis de solicitagdo funcional sobre os
tendBes calcaneares de ratos €€ capaz de promover um aumento do estado
de agregagdo e orienta¢do das moléculas dos felxes de colégeno.

2. A observagdio de um aumento do estado de agregac3o e
orientag3o macromolecular dos felxes de coldgeno aliada a constatag3o
de um acréscimo da resisténcia 2 trag3o destes felxes sugere que as
modifica¢Bes bioquimicas indu=idas pelo treinamento conduziram a ocor-
réncia de fibras de coldgeno com uma elevada quantidade de ligacBes
cruzadas interfibrilares.

2. A acentuac3o do perfll das CBF de tendBes de animals
treinados sugere que as modif ica¢Bes decorrentes do processo de adap-
tacg¥o levaram a uma diminuic®o dos nivels de hidratac3o da matriz ex-
tracelular no tecido vivo.

4. A queda percentual da birrefringéncia intrinseca observa-
da para os felxes de coldgeno de animalis trelnados ocorre em funcgZo da
major compensag¢do interna molecular como resultado de um alinhamento
entrecruzado da rede cristalina. Ao nfvel estrutural esta caracteri(s-
tica resulta em feixes de col dgeno mals ondulados, © que pode influen-
ciar o comportamento biomec8n ico dos tendBes no infcio do processo de
deformacgdo frente a tensio de tracio.

5. 0 aumento do RO em meio de embebi¢io nujo! detectado nos
feixes de colégeno de tendBes de animais tréinados pode refletir um
aumento dos nivels do estado de agregac¢¥o dos feixes sem a participa-

¢do das moléculag de dgua @ gl icerol no processo anisotrdpico, eviden-
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ciando assim, um aumento de hidrofobicidade dos felxes de coldgeno
promovido pelo treinamento ffsico.

& . Hos tendfes de animalis denervados o estado de agregag¢do e
orientag3o dos felxes de coldgeno apresentou-se ainda mals elevado,
provavelmente em fun¢¥o da tens%o de trag¢lo passiva transmitida ao
tend3o peloc ventre muscular atrofiado.

7. A andlise das respostas biomec8Bnicas e bioffsicas dos
tend®es submetidos a nfvels diferentes de demanda funcional denota que
os mecanismos de controle da sfntese e estado de agreéac%o dos elemen-
tos da matriz extracelular s3o influenciados n%o apenas pela intensi-
dade do estfimulo de tens¥o de trag3o, mas também pela durag¥o e fre-

quéncia deste estimulo.
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& . RESUNO:

Com o propdésito de se determinar as modificag@es da resis-
téncia 2a tracgdo e dos nfvelis de orientag¥o macromolecular dos feixes
de coldgeno frente a estimulos mec8nicos, animals de laboratdrio foram
submetidos a diferentes condi¢8es experimentals como o exerci{clio fisi-
co e a denervag¢do de um grupe muscular.

Apds o perfodo experimental, os tend®es calcaneares destes
animails foram submetidos a experimentos biomec8nicos e bloffsicos.

A anilise das curvas de tenso de trag3o-deformac3o demons-
trou que os tendBes de animais treinados apresentam parfSmetros de TEN-
SXO DE RUPTURA e RIGIDEZ ELASTICA superiores aos tend®es de animals
controle.

A avaliag3o das Curvas de Birrefringéncia de Forma dos fei-
xes de coldgeno destes tendBes mostrou um aumento do estado de agrega-
¢dc e orientagdo macromolecul ar dos elementos da matriz extracelular,
sendo constatada a manuten¢g®o dos nivels de cristalinidade.

Valores médios de TENSX0O DE RUPTURA ainda mais elevados‘ fo-
ram observados para tendBSes de animais denervados da mesma forma que
foi detectada para estes uma acentuacdo dos perffs das curvas de bir-

refringéncia de forma.

Visto terem szido det.ectadas modificacBes blomec8nicas e bio-
fislcas nos felxes de coldgeno, estes resultados podem contribuir para
a elucidag¥o dos provavels mecanismos de controle dos padrdes de sfin-
tese e estado de agregac¢3o dos elementos fibrilares da matriz extrace-

lular dos tendfes.



7 . BBSTRACT:

For the pﬁrpose of determining the modifications of tensile
strength and of the different levels of macromolecular orientation ir
collagen bundles due to mechanical stimulil, rats were submitted tc
different experimental treatments, such as physical exercise and mus-
cular denerwvation.

After these treatments the Achilles tendons of animals were
submitted to blomechanical and biophysical experiments.

The analysis of the stress-deformation curves indicated that
the tendons of trained animals presented superior RUPTURE TENSION anc
ELASTIC STIFFHNESS parameters in comparison to their controls.

The form birefringence curves of collagen bundles in these
tendons also showed an increase of aggregation state anc
macromolecular orientation of the extracellular matrix elements, while
maintaining the crystallinity levels,.

Average values of RUPTURE TENSION were even higher in the
tendons of denervated animals. An acentuation in the profile of the
Form Birefringence Curves was alszo observed in these tendons.

The finding = of the biomechanical and biophysical
modifications can contribute to the understanding of the probable
control mechanisms of both the syntesis and agg'regation state patterns

of the fibrous elements of extracellular matrix.
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