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Insista e faga dar certo.”

Luiz Antonio Gasparetto



Dedico esta dissertacdo
a
todas as pessoas que, direta ou indiretamente,

contribuiram para a sua trealizagdo.



SUMARIO

RESUMO ...ttt et ettt st e e e ens 11
ABSTRACT ...ttt ettt et e et e st e e s e e eabeeeneee 13
LISTA DE ABREVIATURAS ....ciiicnnscsissiscssssisssssscssasssssssssssassssssassssssassssass 15
1. INTRODUGCAO. ..o 17
1.1 Anatomia do tendao de AQUIlES........ccocuuviieeeiiiiiiiieeeieiieeee e, 18
1.2Caracteristicas estruturais € bioqUIMICAS. .......c.eeerrvrrerrieeeerniieeeeeeeen. 20
1.3Comportamento biOMECANICO. ........ueeieririeeeriiieeeeiieeeerireeeeiiteeeeieeee e 24

1.4 Alteracdes nos tenddes resultantes da imobilizacdo e alongamento....26

1.5Dicroismo linear no estudo da organizacdo da matriz extracelular.....27

2. OBIETIVOS. ...ttt ettt e 31
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ovuuriiriieiierieeiereeeeneeseeenne 32
ARTIGO ..ottt ettt 42
Efeito da imobilizacdo seguida de alongamento sobre a matriz extracelular do
tendao calcanear de TaLOS.........eevueeeriieriieiriieeiee ettt 43
1. INTRODUGCAO. ... 45
2. MATERIAIS E METODOS. .....cccoviuiiiineineiseiseeseesseeesssessessesssssssssens 48
B 2N 11041 1 LU URP 48

2.2 GrupOS EXPEIIMENLALS. ....eeerurrreerrirreeeririeeeriteeesireeeesnreeessssreeessseeesns 48

2.3 Procedimentos para imobilizac@o e alongamento.............ccccecuveeeennnee. 49

2.4 Andlise DIOQUITIICA ...ccuvviieeeiiieeeeiiie ettt e e e e eaeeeeen 49
2.4.1 Extracdo dos componentes da matriz extracelular do tendio.......... 49
2.4.2 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida.............cccecvvvveeernnnnnneen. 50
2.4.3 Eletroforese em gel de agarose ( 0.5-1.09)......cc.ceevveuveriiecieeennnnnnn. 51



2.4.4 Quantificac@o de hidroxiprolina............cccceeveiuiieiriiieenniiieeeeiiee e 51

2.4.5 Dosagem de proteinas nao colag€nicas.........ccceeeeeuvvieeeeerniuirveeeeeennnns 52
2.4.6 Dosagem de glicosaminoglicanos sulfatados............ccccceeecvveeennneen.. 52
2.4.77 DENSIIOMEIIIA. ..ceeeuevteeeeiiieeeeiieeeeeitee e ettt e e ettt e esbeeeeesabeeeessbeeeseaneeeas 52
2.5 Analise MOTTOIOZICA. ......uueiiieieiiiiiiee et 53
2.5.1 Processamento para andlise estrutural em microscopia de luz........... 53
2.5.2 Medidas de dicroismo linear (DL)........cccccvveeeeeiiiiiiiiiiicciiiiereeeee, 53
2.6 ANAlISE ESLAISTICA. .eeuvveerireeeiieeeitie ettt ettt 54
3. RESULTADOS. ...ttt st 55
4. DISCUSSAO.......coouiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 61
5. CONCLUSAD........ccotitimrineietieeine et 69
FIGURAS . ..ttt ettt ettt e et e st e eneeas 71
Figura 1: Modelo de OTteSe.........eevivuiiiieriiieeeiiee et 72
Figura 2: Pata inferior de rato...........cceeeeiieiiiiiieiiiiee e 73
Figura 3: Grafico peso dos animaiS..........occvvreeeeerriiiieeeeeesiiiieeeeeesniiaeeeenns 74
Figura 4: SDS-PAGE sem B-mercaptoetanol............cccceeeveveeeeniieerncneeenne 75
Figura 5: SDS-PAGE com B-mercaptoetanol.............cccoeecueeenieeeieeeneeennne. 76
Figura 6: Grafico dosagem de hidroxiprolina...........cccceeecvviieinniiiiieeeennnnn. 77
Figura 7: Grafico dosagem de proteinas nio colagénicas............ccceeuveenne 78
Figura 8: Grafico dosagem de glicosaminoglicanos sulfatados.................. 79
Figura 9: Eletroforese em gel de agarose.........cocceeeveiieeercieeeeniiieee e 80
Figura 10: Densitometria dermatam sulfato............cccceeviiiiinniiiiinniieennnne, 81
Figura 11: Densitometria condroitim sulfato...........ccccoeveciiiieeinnniiiieeeeennn. 82
Figura 12: Prancha HE (MOQC).......cccoooiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 83
Figura 13: Prancha AT (MOOQ)........cooiiiiiiiieeeiiiieee et 84
Figura 14: Prancha AT polarizagfo.........cccccueeeeeiieeeniiieeeiiieeeeiiee e 85
Figura 15: Prancha PSS polarizagdo...........cccceeeviiiiiiniiiiiiniiie e 86



TADCLA L. et e et e e e e e e e e e e e e e e e ae e e s eaaeeaseaseesenaannns
REFERENCIAS REBLIOGRAFICAS ...,
DECLARAGCAO. ...

10



RESUMO

Musculos, tenddes e ligamentos constituem a maioria das estruturas afetadas
durante a realizacdo de atividades desportivas, assim um melhor conhecimento
sobre essas estruturas é de grande interesse para profissionais que tratam da
reabilitacdo. Pouco se sabe sobre os efeitos do alongamento sobre aspectos
bioquimicos e estruturais de tenddes, quando usado como modalidade terapéutica
apos longo periodo de imobiliza¢do. No presente estudo, com o objetivo de avaliar
a resposta do tecido frente a procedimentos de alongamento apds imobilizacdo,
ratos wistar foram divididos em cinco grupos experimentais: controle do grupo
Imobilizado (ratos ndo imobilizados), grupo Imobilizado (ratos imobilizados por 4
semanas), controle do grupo Imobilizado Alongado e Imobilizado Livre (ratos
sem imobilizagdo e alongamento), grupo Imobilizado e Alongado (imobilizados
por 4 semanas e alongados durante 3 semanas) e grupo Imobilizado e Livre
(imobilizados por 4 semanas e livres na gaiola por 3 semanas). Os tenddes foram
retirados e separados em regides proximal (tensdo) e distal (compressao) para
serem analisados. Para as andlises bioquimicas as regides distal e proximal foram
extraidas com cloreto de guanidina e os extratos analisados por SDS-PAGE,
dosagem de proteinas ndo colagénicas e glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados.
Para quantificacdo de hidroxiprolina os tenddes foram hidrolisados em HCI. Para
as andlises morfolégicas os cortes de tenddes foram corados com Hematoxilina-
eosina (HE), Azul de Toluidina (AT) e Ponceau SS (PSS). A andlise em SDS-
PAGE n3o mostrou diferencas marcantes entre os grupos, mas uma banda de
coldgeno mais proeminente foi observada no grupo IL em relagcdo ao IA e ao grupo
controle na regido de compressdo. A dosagem de hidroxiprolina mostrou maior

concentragdo no grupo I na regido de compressdo. Nenhuma diferenga foi
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observada na regido de tensdo. Com relagdo a concentracdo de proteinas nao
colagénicas, foram detectadas diferengas apenas na regido de tensao, com maiores
concentragdes no grupo I. Quando comparados os grupos IA e IL, valores mais
altos foram encontrados no grupo IA. Foi observado presenca abundante de GAGs
sulfatados, especialmente de condroitim sulfato, na regido de compressao do grupo
IA. A presenca de dermatam sulfato foi marcante nas regides de compressdo e
tensdo dos grupos I e IL. A andlise em microscopia de polarizacdo de cortes
corados com PSS indicou maior desorganizacdo dos feixes de coldgeno no grupo I,
com parcial recuperacdo apds alongamento ou apenas remobilizacdo. Uma revisao
no procedimento de alongamento deveria ser considerada em experimentos
futuros, considerando a duragdo e periodicidade das sessdes, visando melhorar sua

efici€ncia em casos de tenddes previamente imobilizados.

Palavras-chave: imobilizacdo, alongamento passivo, tenddo calcanear, matriz

extracelular, rato.
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ABSTRACT

Muscles, tendons and ligaments are present in most of structures that may be
injured during sportive activities, so a better knowledge on these structures is very
important for professionals who work with rehabilitation. Little is known about the
stretching effects on the biochemical and morphological features of the tendons,
specially when tendons are submitted to a long period of immobilization. In the
present work our purpose was evaluate the response of the tissue to the procedures
of stretching followed of immobilization, rats wistar were divided into five
experimental groups: control Immobilized (rats not immobilized), Immobilized
(immobilized for 4 weeks), control Immobilized and Stretched / Immobilized and
Free (rats without immobilization and stretching), Immobilized and Stretched
(immobilized for 4 weeks and stretched during 3 weeks) and Immobilized and
Free (immobilized for 4 weeks and free in the cages for 3 weeks). The tendons
were removed and the proximal (tension) and distal (compression) regions were
separated to be analyzed. For biochemical analysis the proximal and distal regions
were extracted with guanidinium chloride and the extract analyzed for SDS-PAGE,
non-collagenous proteins, and sulfated glycosaminoglycan (GAGs sulfated). For
quantitation of hydroxyproline the tendons were hydrolysed in HCI. For
morphological analysis the sections of the tendons were stained with
Haematoxylin-eosin (HE), Toluidine Blue (AT) and Ponceau SS (PSS).
Observations were with polarization microscopy. Analysis in SDS-PAGE showed
no remarkable differences amongst the groups, but a more prominent band of
collagen was observed in the IF in relation to IA and control groups in the
compression region. Analysis of the quantity of hydroxyproline showed more
concentration in the I group in the compression region. No differences were

observed in tension region. With respect to the concentration of non-collagenous

13



proteins, differences were detected only in the tension region, where larger
concentrations were found in the I Group. When IS and IF were compared, highest
values were found in the IS group. A more abundant presence of sulfated GAGs,
especially chondroitin sulfate, was found in the compression region of the IS
group. The presence of dermatan sulfate was remarkable in the compression and
tension regions of I and IF groups. Analysis of sections stained with Ponceau SS,
under polarization microscopy, indicated that the I group exhibits a larger
disorganization of the collagen bundles, partially recovered after stretching or with
only remobilization. A revision in the stretching procedure should be considered in
future experiments, in terms of duration and periodicity of the sessions to try
improving the efficiency of the stretching in cases of previous immobilization of

tendons.

Keywords: immobilization, passive stretching, calcaneal tendon, extracellular

matrix, rat.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A, — absorbéncia na posi¢do paralela

A, — absorbéncia na posi¢ao perpendicular
AT — azul de toluidina

contr I — controle do grupo imobilizado
contr TA/IL — controle do grupo imobilizado alongado e imobilizado livre
CS - condroitim sulfato

DL — dicroismo linear

DR - indice dicréico

DS — dermatam sulfato

GAG - glicosaminoglicano

Gly — glicina

HE — hematoxilina-eosina

HS — heparam sulfato

I — grupo imobilizado

IA — grupo imobilizado e alongado

IL — grupo imobilizado e livre

Kp — quiloponde

MEC — matriz extracelular

MMPs — metaloproteases

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio.

PG - proteoglicano

PNC - proteinas ndo colagénicas

PLP — plano de luz polarizada
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PSS - ponceau SS

TIMPs — inibidoras teciduais de metaloproteases
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1. INTRODUCAO

Misculos, tenddes e ligamentos constituem a maioria das estruturas afetadas
durante a realizacdo de atividades desportivas, sendo portanto, de grande interesse
para profissionais da reabilitacdo. O excesso ou a auséncia de estresse sobre os
tecidos muscular e conjuntivo induz alteragdes em suas propriedades e favorece a
ocorréncia de lesdes que podem, algumas vezes, impedir o individuo de realizar
atividades esportivas (AQUINO et al., 2005).

Embora os tenddes sejam componentes chaves do sistema miusculo-
esquelético, apenas recentemente receberam aten¢ao dos reumatologistas, devido a
massificacdo das atividades desportivas. As desordens dos tenddes eram
coletivamente classificadas como “tendinites”. Somente com a atual introdugdo de
técnicas que permitem a investigacdo detalhada de tenddes, como a Imagem de
Ressonancia Magnética (MRI), foi possivel identificar lesdes de tenddes e
determinar suas causas. A MRI pode ser usada ainda na avaliacdo dos riscos de
ocorréncia de ruptura de tenddo e monitorar o curso da tendinopatia (HAYEM,
2001).

Além das atividades desportivas, alguns outros fatores como idade, diabetes
e hormonios, determinam condicdes fisioldgicas que afetam os tecidos conjuntivos
e modificam o metabolismo do coldgeno e as propriedades funcionais de suas
fibras (COMPER & WAYNE, 1996). Com o envelhecimento e desuso, os feixes
de coldgeno do tipo I nos tenddes sofrem transformacdes decorrentes do aumento
de ligagcdes cruzadas inter/intramoleculares, com o aumento da cristalinidade e da
agregacdo ordenada deste tipo de coldgeno (VIDAL & CARVALHO, 1990).
Paralelamente, hd decréscimo de proteoglicanos (PGs) e conteudo de dgua (SELL
& MONIER, 1995; TUITE et al., 1997). Em geral, a densidade e o conteddo total
de colageno aumentam com a idade (SHADWICK, 1990), principalmente por
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causa do decréscimo do “turnover” de coldgeno e da redugdo na sintese de enzimas
colagenoliticas (O"BRIEN, 1997).

Apesar da ampla utilizacdo de vdrias técnicas de alongamento no processo
de reabilitacdo, a literatura € escassa com relagdo aos mecanismos responsaveis
pelo ganho de amplitude de movimento (AQUINO et al., 2005). E conhecido que o
musculo responde a remobilizacio mais rapidamente que outras estruturas de
tecido conjuntivo. A recuperagdo do musculo comega dentro de 3 a 5 dias apds o
inicio de um programa de exercicios, mas nao se sabe se todos os efeitos lesivos de
uma imobiliza¢do prolongada sobre os tecidos podem ser totalmente revertidos
com técnicas de remobilizacdo (CARVALHO, 2001). Entretanto, ndo se conhece o
efeito do alongamento sobre tenddes previamente imobilizados. Em geral, apds a
imobilizacao hd perda de componentes basicos dos tecidos que podem repercutir
negativamente em suas fungdes teciduais bdésicas (ENGLES, 2001). Essas
alteracdes parecem ser mais facilmente revertidas no tecido muscular quando
comparado com o tecido conjuntivo (COOPER, 1972). Sendo assim, o
conhecimento das alteragdes estruturais e funcionais do tenddo decorrentes do uso
do alongamento como modalidade terapéutica apds imobilizagdo, poderia
contribuir amplamente para o desenvolvimento de um protocolo para o tratamento

de determinadas desordens tendineas, em especial o tenddo de Aquiles.

1.1 Anatomia do tendao de Aquiles

Os tendOes sdo estruturas anatdmicas interpostas entre musculos e
0ssos que transmitem a forca de contracdo gerada no musculo para o 0sso,
promovendo o movimento articular. Tenddes saudaveis apresentam uma coloragao
branca brilhante e uma textura fibro-eldstica, mostrando grande resisténcia as

forcas de tensdo e compressdo. A estrutura de unido do tenddo com o miusculo é
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chamada de junc@o miotendinea (MTJ) e a de unido com o osso, é chamada de
juncdo osteotendinea (OTJ) (KANNUS, 2000). A transmissdo da forca da unidade
miotendinea ¢ dependente tanto da integridade estrutural entre as fibras individuais
do musculo e a MEC (BAILEY et al., 1979), como também do arranjo fibrilar do
tendao, proporcionando resisténcia e absor¢do de energia (ALEXANDER, 1991;
ALEXANDER & BENNET-CLARK, 1997).

O tenddo de Aquiles € um dos maiores e mais resistentes tendoes do corpo
humano (DeMAIO et al., 1995; LEMM et al., 1992), podendo resistir as cargas
superiores a 400Kp (WEINER & LIPSCOMB, 1956), contudo, desordens e
rupturas sd@ao muito comuns. Em adultos, este tenddo apresenta uma zona
hipovascular localizada entre 2-6 cm a partir da zona de inser¢cdo no calcaneo
(LAGERGREN & LINDHOLM, 1959; SCHIMIDT-ROHFLING et al., 1992),
onde as desordens e rupturas sdo mais freqiientes. Além disso, esta posi¢do
corresponde a uma regido de mdxima rotacdo das fibras de coldgeno,
comprometendo o suprimento sangiiineo (LESIC & BUMBASIREVIC, 2004).

O tenddao de Aquiles humano se origina das aponeuroses de ambos 0s
musculos gastrocnémio e soleo, tendo 15 cm de comprimento. Insere-se no 0sso
calcaneo do tarso do pé (MYERSON & MANDELBAUM, 2000; LEACH et al.,
1981). Este tenddo € circundado por um tecido conjuntivo frouxo chamado de
paratenddo, que permite o livre movimento do tenddo contra os tecidos vizinhos
(HESS et al., 1989). Abaixo do paratendao, todo o tenddo € circundado por uma
fina bainha de tecido conjuntivo denominada epitenddao (figura 1), que na sua
superficie externa € continua com o paratenddo, e na sua superficie interna €
continua com o endotenddo. O endotenddo recobre cada fibra do tenddo e liga
essas fibras individuais, formando grandes unidades de feixes de fibras de

coldgeno (ELLIOT, 1965;J OZSA et al., 1991).
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Feixe de Feixe de Feixe de Tendao
fibra primario fibra secundario fibra terciario }
(subfasciculo) (fasciculo) '

Fibra de colageno

Fibrila de colageno

Endotendao Epitendao

Figura 1: Organizacio hierarquica da estrutura do tenddo a partir das fibrilas de
colageno (modificado de JOZSA & KANNUS, 1997).

1.2 Caracteristicas estruturais e bioquimicas

Os tenddes sdo um tipo de tecido conjuntivo denso modelado formados por
uma abundante matriz extracelular (MEC) constituida por componentes fibrilares,
tais como: fibras de coldageno e elastina; proteoglicanos (PGs) e glicoproteinas nao
colagénicas. Os tenddes contém 55-70% de dgua e uma parte substancial dessa
agua estd associada com os PGs na MEC (ELLIOTT, 1965; ] OZSA & KANNUS,
1997; VOGEL & MEYERS, 1999). Do peso seco do tenddo, 60-85% sao
proteinas colagénicas (KJAER, 2004), sendo que estas representam o maior grupo

de macromoléculas organicas presentes no organismo (GELSE et al., 2003).
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O colédgeno presente no tenddo € predominantemente do tipo I (~60%) que
se organiza em fibrilas, fibras, feixes de fibras e fasciculos (KJAER, 2004), que se
dispdem em arranjo helicoidal seguindo o maior eixo do tenddo (O’BRIEN, 1997;
VIDAL & CARVALHO, 1990; LIU et al., 1995). Estas fibras sdo responsaveis por
propriedades biomecanicas como flexibilidade, resisténcia e até mesmo uma certa
elasticidade dos tenddes (VOGEL & KOOB, 1989; VIDAL & CARVALHO,
1990; MILZ et al., 1998; KUIST et al., 1991). Também estdo presentes o0s
colagenos tipo III (0-10%), IV (~2%) (AHTIKOSKI et al., 2003; HANSON &
BENTLEY, 1983), Ve VI JOZSA & KANNUS, 1997; VIIDK, 1969).

A principal caracteristica de uma molécula de coldgeno fibrilar € a estrutura
longa, rigida e estdvel de sua fita-tripla helicoidal, na qual trés cadeias
polipeptidicas a sdo enroladas, formando um tipo de corda supertorcida. Cada
cadeia contém repeti¢cdes de uma seqii€ncia caracteristica de aminoécidos, formada
por Gly-X-Y, onde X e Y podem ser quaisquer aminodcidos, mas cerca de um
terco das posicoes X sdao ocupadas por prolina € um numero semelhante de
posi¢des Y sdo 4-hidroxiprolina, resultante de modificacdes pds-traducionais de
prolina. A presenca de prolina, hidroxiprolina e glicina, é fundamental na
estabilizacdo da tripla hélice de colageno (PIEZ & REDDI, 1984).

A glicina é o aminodcido com menor radical R, apenas H, e estd espacada
regularmente a cada dois aminodcidos por toda a regido central da cadeia a,
permitindo que as trés hélices de cadeias o se aproximem e formem a tripla hélice
do coldgeno. Residuos de lisina também estdo presentes na molécula de coldgeno.
A hidroxilacdo destes residuos pela acdo da Lisil-hidroxilase (HAY, 1991) e
posterior formagdo de grupo aldeido pela acdo da Lisil-oxidase (PIEZ & REDDI,
1984), favorecem a formacdo de ligagOes cruzadas intra e posteriormente
intermoleculares, contribuindo assim, para o aumento da capacidade das fibrilas de

colageno de resistir as forcas de tensdo. Algumas hidroxilisinas sdo ainda
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adicionalmente modificadas pela glicosilacio (GELSE et al., 2003). No tendado de
Aquiles, o colageno possui altissimo nimero de ligagdes cruzadas, formando uma
estrutura refor¢ada onde a resisténcia a forca tensora é essencial.

Além das moléculas de coldgeno como representantes dos componentes
fibrilares da MEC, também estd presente uma pequena quantidade de fibras
elasticas (~2% do peso seco) (EYRE et al., 1984; JOZSA & KANNUS, 1997) que
se organiza de forma ordenada e paralela as fibras de coldgeno, permitindo aos
tenddes suportar as altas cargas unidirecionais a que sao submetidos durante as
atividades esportivas ou didrias (AQUINO et al., 2005).

Componentes nao-fibrilares, tais como os PGs e glicoproteinas nao
colagénicas, também sdo elementos constituintes dos tenddes. Os PGs consistem
de um esqueleto central de proteina e pelo menos uma cadeia de
glicosaminoglicano (GAG) ligada covalentemente (ESQUISATTO et al., 2003).
Os PGs sdo importantes na fusdo das fibrilas, pois assim como atuam as moléculas
de fibrilina, estes também aderem ao longo das fibrilas de coldgeno (BALDOCK et
al., 2001), mantendo e regulando o didmetro das mesmas (I0ZZ0 & MURDOCH,
1996).

Estudos t€ém mostrado que entre os PGs constituintes do tenddo, estio
presentes especialmente os pequenos PGs ricos em leucina, dos quais o
fibromodulim e o decorim (até 1%) sdo os mais importantes (DERWIN et al.,
2001) e também pode ser encontrada uma proteina ndo colagénica, chamada de
proteina oligomérica de matriz de cartilagem (COMP até 1%)(MULLER et al.,
1998; SMITH-MUNGO & KAGAN, 1997). Esta proteina tem esse nome porque
foi primeiramente encontrada em cartilagem. O fibromodulim e o decorim
interagem com as fibrilas de coldgeno de maneira ordenada (SCOTT, 1998),
atuando na fibrilogénese do coldgeno (SCOTT et al., 1997; SCOTT, 1995). Os

GAGs presentes nos proteoglicanos formam géis hidratados que sd@o importantes
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na manutencdo do espacamento entre as fibras de coldgeno, facilitando o
deslizamento entre elas e conferindo ao tecido a propriedade de viscoelasticidade
(AQUINO et al., 2005). Os GAGs também associam-se as proteinas fibrosas da
matriz, como o coldgeno, gerando estruturas supramoleculares (VIDAL &
MELLO, 1984).

Os tenddes possuem fibras de coldgeno que apresentam um padrdo ondulado
conhecido como “crimp” (GATHERCOLE & KELLER, 1991; VIDAL &
MELLO, 1984), que pode ser detectado também em outros tecidos, onde sdo
fundamentais e apresentam uma estrutura mais complexa. O “crimp” é uma
caracteristica dos colagenos formadores de fibrilas (em particular os tipos I, II e
III), presentes em tecidos conjuntivos sujeitos a cargas de tensdo, sendo que, o
padrdao ondulado bésico da fibra é alterado de modo a se adaptar a situacdo
mecanica atuante (GATHERCOLE & KELLER, 1991). Desta forma, ha variagcdes
na organizacdo do “crimp” nas diferentes regides do mesmo tenddo (VIDAL,
1995), que podem ser reveladas pela microscopia de luz polarizada (VIDAL,
2003). O estresse e a deformacao pelos quais os feixes de coldgeno sdao submetidos
necessitam de grandes regides de “crimp”, que favorecem os feixes de coldgeno na
adaptacao a tensdo (GATHERCOLE & KELLER, 1991).

Na matriz extracelular do tenddo, entre os feixes de coldgeno sdo
encontrados tendindcitos com nucleos achatados e fibroblastos com nucleos
alongados, responsdveis pela intensa atividade na sintese de macromoléculas da
matriz extracelular (O’BRIEN, 1997). A celularidade em tenddes e a espessura dos
feixes de fibra de coldgeno variam de acordo com a idade, sendo que tenddes de
animais adultos tém feixes de coldgeno mais compactos € menor nimero de
células, enquanto que animais mais jovens apresentam grande celularidade e feixes

de fibras mais finos (VIDAL & CARVALHO, 1990).
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1.3 Comportamento biomecanico

A capacidade que os tenddes apresentam de resistir aos vdarios tipos de
estresse mecanico ao qual sdo submetidos, estd diretamente relacionada com a
organizacdo estrutural da sua MEC (ESQUISATTO et al., 2003). As propriedades
biomecanicas dos tenddes sdo determinadas tanto pela associacdo entre o coldgeno
e os outros elementos da matriz extracelular, como também, pelo didmetro e
orientacao de suas fibras e feixes (VIDAL & CARVALHO, 1990).

As forcas de compressdo e atrito adicionadas a de tensdo normal exercidas
pelos musculos, levam a variacdes regionais na morfologia e composi¢ao dos
tendoes (CARVALHO & VIDAL, 1994; COVIZI et al., 2001). Desta forma, a
MEC se adapta a diferentes forcas biomecénicas, apresentando diferencas
regionais em termos de composi¢ao e organizagcdo ao longo do tendao. Nas regides
onde a tensdo € exercida em todas as direcdes, os feixes de coldgeno estdo
dispostos sem orientacdo regular, enquanto que em regides onde a tensdo €
exercida apenas em uma direcdo, as fibras demonstram uma disposicdo ordenada e
unidirecional (O'BRIEN, 1997). Os PGs estio presentes especialmente em regides
de compressdao (VOGEL & HEINEGARD, 1985), pois sdo estruturas altamente
hidratadas por uma espessa camada de dgua de solvatacdo que envolve a molécula,
tornando o tecido viscoso. As fibras eldsticas posicionam-se paralelamente as
fibras de coldgeno nas regides de tensdo, enquanto que na regido de compressao, as
fibras eldsticas e coldgenas estdo distribuidas em vdrias dire¢des, imersas em
grande quantidade de proteoglicanos (FEITOSA et al., 2002).

A carga mecanica leva a uma adaptacao fisiolégica do tecido (COVIZI et al.,
2001) que responde ao estresse alterando sua organizacdo estrutural, de modo a
atender a nova demanda mecanica (CHIQUET, 1999). Esta alteracdo e a propria

manutencido da estrutura tecidual sdo parcialmente dependentes da estimulacdo
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mecanica (COVIZI et al., 2001). O estimulo mecinico € importante para a
homeostase da MEC nos tecidos conjuntivos, pois afeta a expressao de proteinas
especificas da MEC, como descrito abaixo. Sendo assim, deve existir um
mecanismo de feedback pelo qual as células que sdo atingidas, via substrato, por
sinais desencadeados pelo estresse mecanico, respondam alterando a expressao de
proteinas e, conseqiientemente, remodelam a MEC para se adaptarem as
necessidades biomecanicas. Entretanto, a quantidade e composi¢do da matriz
extracelular sdao controladas ndo apenas pelo tipo e magnitude do estresse
mecanico ao qual o tecido estd submetido, mas também por programas celulares
endogenos e fatores de crescimento (CHIQUET, 1999).

A MEC do tenddo é formada por um conglomerado de substancias
responsaveis pela mecanotransdu¢do, um importante mecanismo pelo qual o
estresse mecanico atua sobre as células e inicia uma sinalizacdo intracelular que
promove crescimento e sobrevivéncia celular (FRISCH et al., 1996; RAMIREZ &
RIFKIN, 2003; RIED et al, 1994; ROUSLAHTI, 1997; TIBBLES &
WOODGETT, 1999), controla a morfologia e arquitetura em varios tipos celulares
(CHICUREL et al., 1998; FANGER, 1999) e influencia respostas metabdlicas
(IHLEMANN et al., 1999).

Os vadrios tipos de células do tenddo respondem diferentemente as mudancas
mecanicas (HAMILL & MARTINAC, 2001). Contudo, estd claro que o estimulo
mecanico na MEC de tenddo e musculo esquelético inicia uma adaptacdo que
tornard o tecido mais resistente ao dano, com a funcio de assegurar a eficiéncia da
transmissdo de for¢a com a contragao muscular (KJAER, 2004).

A interagdo entre a MEC e as células, induz a ativacdo da sinalizacdo
intracelular e o rearranjo do citoesqueleto (BANES et al., 1999; BLOCH et al.,
2002; CARRAGHER et al., 1999). Paralelamente, os PGs com suas cadeias de

glicosaminoglicanos laterais sdo capazes de se ligar e apresentar fatores de
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crescimento ao seus respectivos receptores. Além disso, a MEC pode também
liberar fatores de crescimento sob estimulacdo mecanica (KJAER, 2004).

As integrinas parecem ser importantes para a mecanotransdugdo, pois sao as
maiores moléculas estruturais dos complexos de adesdo na membrana celular que
liga a MEC ao citoesqueleto (BURRIDGE & CHRZANOWSKA-WODNICKA,
1996; CHIQUET er al., 1996). Essas moléculas estabelecem uma continuidade
fisica, ao longo da qual, forcas podem ser transmitidas de fora para dentro da
célula e vice-versa (GOLDSCHMIDT et al., 2001). Acredita-se que as integrinas
sejam os sensores da deformacdo de tensdo na superficie celular (INGBER er al.,
1994), pois evidéncias mostram que tais moléculas sdo capazes de converter sinais
mecanicos em respostas adaptativas na célula (CARSON & WEI, 2000; SHYY &
CHIEN, 1997).

Diversos estudos tém demonstrado que a expressio de varios outros
componentes da MEC também pode ser controlada pelo nivel de carga mecanica
atuante. Por exemplo, o coldgeno tipo XII e a tenascina-C presentes em tenddes e
em outros tecidos conjuntivos como ligamentos, tem sua expressdo e sintese
aumentadas quando fibroblastos sdo alongados in vitro, e suprimidas em células

que sao deixadas em estado relaxado (CHIQUET, 1999; CHIQUET et al., 2003).

1.4 Alteracoes nos tendoes resultantes da imobilizacao e do alongamento

Assim como os tecidos bioldgicos reagem ao estresse mecanico imposto
por forcas externas ao corpo, modificando suas propriedades, a ausé€ncia de
estresse também induz respostas nessas estruturas (MUELLER & MALUF, 2002).
Tenddes reagem a auséncia de estresse alterando a composi¢do e organiza¢ao da
matriz extracelular, tornando-os menos resistentes (TIPTON et al., 1975).

Adicionalmente, por estarem mais fracos e com capacidade diminuida de absorver
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energia, a ruptura ocorre com uma for¢a de menor intensidade (TIPTON et al.,
1975; AMIEL et al., 1982).

Quando o tecido conjuntivo é submetido a imobilizacdo, provavelmente ndo
ocorra diminuicdo no numero de fibras de colageno (AKESON et al., 1987).
Geralmente ha aumento da degradacgdo e sintese do colageno sem alteragdo na sua
concentracdo (AKESON et al., 1987; WOO et al., 1975). Concomitantemente, ha
reducdo na quantidade de dgua e GAG, tornando o tecido menos elastico e mais
quebradico (ENGLES, 2001; WOO et al., 1975). Estes efeitos, contudo ndo sao
irreversiveis, podendo ser reparados (COMPER & WAYNE, 1996).

Estudos sobre os efeitos de alongamento e também imobilizagcdo tem sido
realizados em ratos, mas enfocando aspectos morfologicos das fibras musculares
(GOMES et al., 2004). Sobre tenddes existem poucos estudos, analisando apenas
propriedades viscoeldsticas destes tecidos (KUBO et al., 2002). Em nosso
laboratdrio, trabalho em andamento (ALMEIDA et al., 2006) tem mostrado que o
alongamento nos membros posteriores de rato leva a um aumento da celularidade,
da concentracdo de proteinas ndo colagénicas, coldgeno e GAGs sulfatados, em

comparagao com os tenddes ndo alongados.

1.5 Dicroismo linear no estudo da organizacao da matriz extracelular

Possiveis alteracdes na organizacdo de macromoléculas da matriz
extracelular do tenddo frente a imobilizacdo e ao alongamento, podem ser
detectadas através do uso da microscopia de polarizacdo. Este tipo de microscopia
permite a determinagdo estatistica exata da ordem molecular e de variacdes nos
estados de agregacdo molecular no tecido, através do estudo das anisotropias

Opticas (birrefringéncia e dicroismo).
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O DL € a absorcdo seletiva da luz polarizada pelos grupos cromoféricos
presentes em determinadas moléculas, dependendo da sua direcdo em relacdo ao
azimute do vetor elétrico. Quando a luz polarizada incide sobre a regido
cromofoérica da molécula, cujos elétrons estdo vibrando em um plano que coincide
com o azimute do vetor elétrico ocorre um méaximo de absor¢cdo da luz polarizada
(VIDAL, 1987).

Os materiais bioldgicos geralmente ndo possuem grupos cromofdricos que
apresentem DL detectdveis em espectro visivel, sendo necessario o uso de corantes
dicréicos que ligando-se quimicamente ao material em estudo, provoquem um
fendmeno extrinseco. Assim, o DL € um meio extremamente acurado para
determinacdo de ordem molecular porque revela a orientacdo de vibracdes dos
elétrons ressonantes dos grupos cromoforicos (VIDAL, 1987).

De acordo com VIDAL & MELLO (2005), o coldgeno pode ser considerado
um biopolimero para o estudo de mudancas nas propriedades Opticas seguindo a
ligacdo ordenada de corantes 4cidos sulfonados como o Ponceau SS. Ainda
segundo esses autores, este corante apresenta geometria bem definida (figura 2) e
distribuicdo topografica de grupos reativos (-SO;) no naftaleno da extremidade
aniodnica da molécula, além da existéncia de dois grupos cromoféricos (-N=N-) que
se alinham melhor do que numerosos grupos cromofdricos presentes em extensas
moléculas de outros corantes, especialmente quando se ligam a substratos como o
coldgeno (VIDAL et al., 1982). Por tltimo, as moléculas do corante Ponceau SS
apresentam ainda excelente planaridade que provavelmente as tornam
termodinamicamente melhor na reagdo e ligacdo com substratos ordenados, como

o colageno (VIDAL & MELLO, 2005).
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Figura 2: Formula estrutural da molécula de Ponceau SS.

A andlise de DL pode ser feita em cortes corados com Azul de Toluidina
(AT), colocando-se os cortes do tenddo com o eixo mais longo nas posicoes
paralela e perpendicular em relacio a luz polarizada, com o objetivo de investigar a
organizacdao dos GAGs em relacdo aos feixes de coldgeno nos diferentes grupos.
Trata-se de um corante tiazinico (figura 3) com excelentes propriedades
anisotropicas, cujas propriedades Opticas tém sido exaustivamente estudadas por
indmeros autores (BERGERON & SINGER, 1958; LISON, 1960; TOEPFER,
1970).

H3zC
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Figura 3: Formula estrutural da molécula de Azul de Toluidina.
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Na MEC, a solugcdo de AT pH 4.0 liga-se aos grupos anidnicos dos GAGs
(LISON, 1960; MELLO & VIDAL, 1972; SILBERMAN & FROMER, 1973). Nos
fibroblastos, o corante se liga aos grupamentos fosfatos livres dos dcidos nucléicos,
como DNA e RNA por exemplo (VIDAL, 1987).

A ligacdo eletrostatica de substratos anidnicos ao AT € caracterizada pelas
reacOes de basofilia e metacromasia e obedece aos principios atuais da quimica
supramolecular (VIDAL, 1987). No caso do AT, a metacromasia € um efeito
espectral caracterizado pelo abaixamento do pico original de absorcdo da luz, até
muitas vezes o seu desaparecimento (hipocromismo), simultaneamente ao
deslocamento dos maiores valores de absorbancia para comprimentos de onda mais
curtos (hipsocromismo). Uma das causas apontadas para a manifestacio da
metacromasia € a formagdo de dimeros, trimeros e tetrameros por empilhamento
das moléculas de corante (LISON, 1960), sendo que o AT apresenta empilhamento
ordenado espontaneo ou induzido por um biopolimero acido (VIDAL, 1963, 1977
e 1987).

O AT apresenta dicroismo negativo porque o grupo quinonadiimina esta
orientado perpendicularmente aos GAGs e ao eixo principal das fibras, levando a
uma maior extingao da luz quando o coldgeno esta perpendicular ao plano de luz
polarizada (VIDAL & MELLO, 1970). Estudos baseados nas propriedades
anisotropicas de fibras de coldgeno mostraram que as cadeias de glicanas 4cidas
dos PGs se dispdem alinhadas e paralelas as fibrilas de coldgeno e exibem estrutura
helicoidal sob certas condi¢des experimentais (VIDAL, 1963, 1964). Mais tarde foi
proposto que o core proté€ico estd posicionado inclinado em relagdo as fibrilas de
coldgeno e as cadeias de glicosaminoglicanos, com vdrios graus de arranjo
helicoidal (VIDAL & MELLO, 1984). De acordo com ROMHANYI (1963),
metacromasia e dicroismo poderiam ser relacionados e explicados como uma

deposicao ordenada do corante ao substrato devido a agregacdo do corante.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar a resposta do tenddo em seus aspectos estruturais € bioquimicos

frente a um procedimento de imobilizacdo seguido de alongamento.

Objetivos especificos:

1. Analisar a morfologia de tenddes imobilizados (grupo I), imobilizados e
alongados (grupo IA), imobilizados e livres (grupo IL) e compara-los
com os tenddes controle (grupo controle I e grupo controle TA/IL).

2. Analisar possiveis alteracdes na organizacdo da MEC dos tenddes dos
diferentes grupos experimentais.

3. Quantificar proteinas, glicosaminoglicanos sulfatados e hidroxiprolina
dos 5 grupos estudados.

4. Analisar em gel de SDS-poliacrilamida, as populacdes de proteinas
extraidas dos tenddes dos 5 grupos experimentais.

5. Analisar em gel de agarose a presenca dos glicosaminoglicanos heparam
sulfato, dermatam sulfato e condroitim sulfato e de tenddes somente
imobilizados, assim como de tenddes imobilizados e posteriormente

alongados ou livres.
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EFEITO DA IMOBILIZACAO SEGUIDA DE ALONGAMENTO SOBRE A
MATRIZ EXTRACELULAR DO TENDAO CALCANEAR DE RATOS
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RESUMO

Musculos, tenddes e ligamentos constituem a maioria das estruturas afetadas
durante a realizacdo de atividades desportivas, assim um melhor conhecimento
sobre essas estruturas € de grande interesse para profissionais que tratam da
reabilitacdo. Pouco se sabe sobre os efeitos do alongamento sobre aspectos
bioquimicos e estruturais de tenddes, quando usado como modalidade terapé€utica
apo6s longo periodo de imobilizacdo. No presente estudo, com o objetivo de avaliar
a resposta do tecido frente a procedimentos de alongamento apds imobilizacao,
ratos wistar foram divididos em cinco grupos experimentais: controle do grupo
Imobilizado (ratos ndo imobilizados), grupo Imobilizado (ratos imobilizados por 4
semanas), controle do grupo Imobilizado Alongado e Imobilizado Livre (ratos
sem imobilizacdo e alongamento), grupo Imobilizado e Alongado (imobilizados
por 4 semanas e alongados durante 3 semanas) e grupo Imobilizado e Livre
(imobilizados por 4 semanas e livres na gaiola por 3 semanas). Os tenddes foram
retirados e separados em regides proximal (tensdo) e distal (compressdo) para
serem analisados. Para as anélises bioquimicas as regides distal e proximal foram
extraidas com cloreto de guanidina e os extratos analisados por SDS-PAGE,
dosagem de proteinas ndo colagénicas e glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados.
Para quantificacdo de hidroxiprolina os tenddes foram hidrolisados em HCI. Para

as andlises morfoldgicas os cortes de tenddes foram corados com Hematoxilina-
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eosina (HE), Azul de Toluidina (AT) e Ponceau SS (PSS). A analise em SDS-
PAGE nado mostrou diferencas marcantes entre os grupos, mas uma banda de
coldgeno mais proeminente foi observada no grupo IL em relacdo ao IA e ao grupo
controle na regido de compressdao. A dosagem de hidroxiprolina mostrou maior
concentracdo no grupo I na regido de compressdo. Nenhuma diferenca foi
observada na regido de tensdo. Com relagdo a concentracdo de proteinas nao
colagénicas, foram detectadas diferengas apenas na regido de tensao, com maiores
concentragdes no grupo I. Quando comparados os grupos IA e IL, valores mais
altos foram encontrados no grupo IA. Foi observado presenca abundante de GAGs
sulfatados, especialmente de condroitim sulfato, na regido de compressao do grupo
IA. A presenca de dermatam sulfato foi marcante nas regides de compressdo e
tensdo dos grupos I e IL. A andlise em microscopia de polarizacdo de cortes
corados com PSS indicou maior desorganizacdo dos feixes de coldgeno no grupo I,
com parcial recuperacdo apds alongamento ou apenas remobilizacdo. Uma revisao
no procedimento de alongamento deveria ser considerada em experimentos
futuros, considerando a duragdo e periodicidade das sessdes, visando melhorar sua

efici€ncia em casos de tenddes previamente imobilizados.

Palavras-chave: imobilizacdo, alongamento passivo, tenddo calcanear, matriz

extracelular, rato.
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1. INTRODUCAO

O tendao calcanear transmite forcas de tensdo geradas pelos musculos séleo
e gastrocnémio ao osso calcineo, promovendo o movimento articular. E formado
por um tecido conjuntivo denso modelado, constituido por uma abundante matriz
extracelular (MEC) que consiste principalmente de fibras de coldgeno tipo I
altamente organizadas (BIRK et al., 1996) e arranjadas em feixes (BIRK &
IRELSTAD, 1986), proteoglicanos (PGs) e proteinas niao colagénicas (PNC).
Também estdo presentes os coldgenos tipo II, I, IV (AHTIKOSKI et al., 2003;
HANSON & BENTLEY, 1983), V e VI (JOZSA et al., 1991; VIIDIK, 1969). O
arranjo estrutural das fibrilas de coldgeno especialmente do tipo I, e a associacio
dessas fibrilas com outros elementos de matriz resultando na formacado de fibras,
refletem nas propriedades biomecanicas do tenddo (BENEVIDES et al., 2004).

As fibras de coldgeno sdo estruturas resistentes a tensdao, enquanto que oS
PGs, especialmente os de alto peso molecular, sdo responsdveis pela resisténcia as
forcas de compressao que atuam no tecido (SCOTT et al., 1997). Além dos PGs de
alto peso molecular, estdo presentes na matriz interfibrilar os pequenos
proteoglicanos como o fibromodulim e decorim (SCOTT, 1995) com o possivel
papel de regular o diametro das fibrilas de coldgeno, além de outras funcgdes
(I0ZZ0O & MUROCH, 1996). Esses PGs atuam na organizacdo do tecido e agem
na fibrilogénese do coldgeno (SCOTT et al., 1997; HEDBOM & HEINERGARD,
1989) durante o desenvolvimento (BIRK et al., 1995) e na maturacdo de animais
adultos (ROSENBERG et al., 1985; OLDBERG et al., 1989).

Os PGs podem se associar as proteinas fibrosas da matriz, como o coldgeno,
gerando estruturas supramoleculares (VIDAL & MELLO, 1984). O contetdo de
PGs pode variar de acordo com a forca biomecdnica atuante. E baixo em regides

onde o tenddo estd apenas sob for¢as de tensdo, mas atinge valores altos em regides
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sujeitas as forcas de compressdo e friccdo em adicdo as forcas de tensdo. Os
glicosaminoglicanos (GAGs) promovem resisténcia osmodtica a compressao devido
a sua elevada carga negativa (GILLARD et al, 1979; KOOB & VOGEL, 1987). Na
regido de compressao tem sido observada a presenca de condroitin sulfato (CS) e
de dermatan sulfato (DS), enquanto que apenas o DS estd presente na regido de
tensdo (VOGEL & KOOB, 1989; MERILEES & FLINT, 1980; BENEVIDES et
al., 2004; FEITOSA et al., 2002; FEITOSA et al., 2005).

Estudos morfolégicos tém mostrado presenca de fibroblastos com nicleos
alongados especialmente na regido de tensdo, responsdveis pela intensa atividade
na sintese de macromoléculas da matriz extracelular (O’BRIEN, 1997). A
celularidade e a espessura dos feixes de fibra de coldgeno variam de acordo com a
idade, sendo que tenddes de animais adultos tém feixes de coldgeno mais
compactos e menor ndmero de células, enquanto que animais mais jovens
apresentam grande celularidade e feixes de fibras mais finos (VIDAL &
CARVALHO, 1990).

Apesar da ampla utilizacdo de vdrias técnicas de alongamento no processo
de reabilitacdo, a literatura é escassa com relagdo aos aspectos moleculares
responsaveis pelo ganho de amplitude de movimento com o alongamento
(AQUINO et al., 2005). Sobre o efeito desse procedimento sobre o tendao,
trabalho realizado recentemente (ALMEIDA et al., 2006 — manuscrito em
preparacdo) mostrou que ha aumento dos diferentes componentes da MEC e
aumento de resisténcia biomecanica do tecido apds um programa de varias sessoes
de alongamento. E conhecido que o musculo responde a remobilizacio mais
rapidamente que outras estruturas de tecido conjuntivo. A recuperacdo do musculo
ap6s um periodo de imobilizacdo comega dentro de 3 a 5 dias apds o inicio de um
programa de exercicios, mas nio se sabe se todos os efeitos lesivos de uma

imobiliza¢do prolongada sobre os tecidos podem ser totalmente revertidos com
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técnicas de remobilizacio (CARVALHO, 2001). Também ndo se conhece o efeito
do alongamento sobre tenddes previamente imobilizados.

Em geral, apds a imobilizacdo ha perda de componentes bésicos dos tecidos
que podem repercutir negativamente em suas fungdes teciduais basicas (ENGLES,
2001). Essas alteracdes parecem ser mais facilmente revertidas no tecido muscular
quando comparado com o tecido conjuntivo (COOPER, 1972). Sendo assim, o
conhecimento das alteragdes estruturais e funcionais do tendao decorrentes do uso
do alongamento como modalidade terapéutica apds imobilizacdo, poderia
contribuir amplamente para o desenvolvimento de um protocolo para o tratamento

de determinadas desordens tendineas, em especial do tendao de Aquiles.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos wistar machos, adultos jovens, pesando em média
250 gramas. Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plésticas padrao,

com livre acesso a 4gua e racao.

2.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos, conforme protocolo utilizado
no Laboratério de Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia da Universidade
Federal de Sao Carlos, apds adaptagdes (RENNER et al., 2006).

Controle do grupo I (controle do grupo somente imobilizado): os animais
ficaram livres na gaiola por 4 semanas, ndao sendo imobilizados nem alongados.

Grupo I (imobilizado e sacrificado): animais tiveram os musculos séleos
esquerdos imobilizados em posi¢do de encurtamento por 4 semanas, € apos este
tempo foram imediatamente sacrificados.

Controle do grupo IA/IL (controle dos grupos imobilizado/alongando e
imobilizado/livre): os animais ficaram livres na gaiola por 7 semanas, ndo sendo
imobilizados nem alongados.

Grupo IL (imobilizado e livre): animais tiveram os musculos séleos
esquerdos imobilizados em posi¢do de encurtamento por 4 semanas, € apos este
tempo ficaram livres nas gaiolas durante 3 semanas.

Grupo TA (imobilizado e alongado): animais tiveram os musculos séleos

esquerdos imobilizados em posicdo de encurtamento por 4 semanas, € apds este
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tempo foram alongados durante 30 s seguidos de 30 s de relaxamento, com 10
repeti¢oes, 3 vezes por semana, durante 3 semanas.
Ao todo foram utilizados 45 animais para bioquimica e 25 animais para

morfologia.

2.3 Procedimentos para imobilizacao e alongamento

Os animais foram anestesiados com injecdo intra-peritoneal de Ketamina
(70 mg/Kg) e Xylazina (10 mg/Kg). Para a imobilizacdo do sdéleo, a articulagdo
tibiotarsica foi imobilizada em flexdo plantar mdxima com o uso de fita adesiva e,
em seguida, colocado um dispositivo de imobilizacdo (6rtese), para manter a flexao
plantar maxima (figura 1). Este procedimento foi aplicado nos animais com 68
dias. O modelo de imobilizacio (COUTINHO et al., 2002) ap6és adaptacdes, foi
mantido por 4 semanas.

Para o alongamento passivo, os animais foram previamente anestesiados
como descrito acima. A articulagio foi mantida em flexdo dorsal maxima, durante
30 s intercalados com 30 s de relaxamento, por um periodo de 10 minutos, 3 vezes

por semana, durante 3 semanas.

2.4 Analise bioquimica

2.4.1 Extracao dos componentes da matriz extracelular do tendao

O tenddo calcanear foi separado nas regides proximal, que recebe forcas de
tensdo, e distal, que recebe compressao do calcaneo (figura 2). Os feixes de fibras
foram devidamente dissociados em uma placa de petri mantida em torno de 4°C

para diminuir o risco de protedlise. Apds rapida lavagem em PBS (NaCl 0,15 M
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em tampao fosfato de s6dio S mM pH 7,4 com EDTA 50 mM), o material foi seco
com papel de filtro e pesado. Por¢do proximal do tenddo foi extraido com 50
volumes de cloreto de guanidina (GuHCI) 4 M contendo 0,05 M EDTA, 1mM de
PMSF em tampao Acetato 0,05M pH 5.8 (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987).
A extracao foi durante 24 horas, com temperatura de 4° C em constante agitacao.
Apés esse tempo, o material foi centrifugado em 20.000 r.p.m., durante 60
minutos, a 4° C em centrifuga Beckman J2-21 (Rotor JA-20). O sobrenadante

contendo o material extraido em GuHCI, foi utilizado para andlise bioquimica.

2.4.2 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

As proteinas extraidas foram analisadas em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Gradiente (4-16%) de poliacrilamida foi
usado segundo o método de ZINGALES (1984), com algumas modificagdes. O
sistema tampao foi de acordo com LAEMMILI (1970), com gel de empacotamento

contendo 3,5 % de acrilamida. Amostras de 50 a 300 ul dos diferentes extratos

foram precipitados em solucido de 100 e 50 pl de tampao acetato de sodio 0,5 e 1
M pH 7.4 respectivamente, contendo 9 volumes de etanol, durante 24 horas a 4° C.
As centrifugacdes foram realizadas em microcentrifuga Fischer Scientific Model
235 Va 8.000, a 9.000 r.p.m. por 5 minutos. O precipitado obtido foi seco em 37°
C e ressuspendido em tampao de amostra contendo Tris-HCI 62,5 mM, SDS 2 %,
glicerol 10 %, EDTA 1 mM em pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01 %. As amostras
foram incubadas por 5 minutos em 96 ° C. O tampdo utilizado nas cubas de
eletroforese foi Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS 0,1 % em pH 6,8. A corrente
elétrica aplicada foi de 30 mA durante 4 horas. Para o padrdo de colageno, foi
empregado o coldgeno tipo I extraido de tendao de cauda de rato. Apds a corrida o

gel foi fixado em metanol 50 %, 4cido acético 12 % durante 1 hora, e em seguida
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corado por Coomassie Brilliant Blue-R (CBB-R-250) 0,25 %, 50 % de metanol e 7
% de acido acético. O gel foi descorado utilizando uma solucdo contendo de

metanol (50 %) e acido acético (10%).

2.4.3 Eletroforese em gel de agarose ( 0.5-1.0%):

Os glicosaminoglicanos sulfatados (condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato) foram analisados em gel de agarose (0.5-1.0%) em tampao 0.05
M de propileno-diamino (PDA), conforme o método de DIETRICH & DIETRICH
(1976). Para liberacdo das cadeias de GAGs da proteina central, as amostras das
regidoes de compressdo e de tensdo dos tenddes extraidos em GuHCIl foram
precipitadas em etanol-acetato, incubadas durante 19 horas com 0,5 mL de NaOH
0,5 M a 4°C. Em seguida, as amostras foram precipitadas em 4lcool etilico
absoluto, lavadas em etanol 80% e a seguir em acetona. A corrente elétrica
aplicada foi de 0,1 mA durante 45 minutos. Para o padrao de glicosaminoglicanos
sulfatados, foi empregada uma mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato (1mg/mL), fornecidos pela Sigma. Apds a corrida, o gel foi fixado
em cetavlon e em seguida corado por Azul de Toluidina. O gel foi descorado
utilizando uma solucdo contendo etanol (50%) e acido acético (1%). Para se ter
certeza da identificacdo dos GAGs foi feito digestdo com condroitinases B e AC

(produzidas e gentilmente cedidas por Yara Michelacci).

2.4.4 Quantificacao de hidroxiprolina

Fragmentos dos tenddes foram hidrolisados em HCI 6N (ImL/10mg de
tecido) por 4 horas a 130°C. Foram utilizados 5 uL. do material hidrolisado para

cada leitura. A essa quantidade de amostra foi acrescentado 1 mL de cloramina T
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(1,41 g de cloramina T, 10 mL de dgua, 10 mL de n-propanol e 80 mL de tampao
pH 6,0). Apds 20 minutos em temperatura ambiente, foi adicionado 1 mL de
solucdo de aldeido perclérico (15 g de dimetilaminobenzaldeido, 60 mL de n-
propanol, 26 mL de 4cido percldrico a 60% e n-propanol para completar o volume
para 100 mL). O material foi incubado por 15 minutos a 60°C e posteriormente
resfriado. A leitura das amostras foi em 550 nm em espectrofotdmetro Ultrospec

2100 Pro da Amersham Biosciences (STEGEMANN & STALDER, 1967).

2.4.5 Dosagem de proteinas nao colagénicas

As dosagens de proteinas ndo colagénicas (PNC) foram realizadas pelo
método de BRADFORD (1976), utilizando Coomassie Brilliant Blue G 250.
Como padriao foram empregadas diferentes solucdes de albumina bovina (BSA),
nas concentragdes: 10; 20; 40; 80; 100; ng/ml. A leitura das amostras foi feita em

595 nm em espectrofotometro Ultrospec 2100 Pro da Amersham Biosciences.
2.4.6 Dosagem de glicosaminoglicanos sulfatados

As dosagens de glicosaminoglicanos sulfatados dos extratos em GuHCI
foram realizadas utilizando azul de dimetilmetileno blue (DMMB) (FARNDALE
et al., 1986). Para a curva padrio foram usadas diferentes concentracoes de
condroitim sulfato (1mg/mL) e a leitura foi feita em 525 nm em espectrofotometro

Ultrospec 2100 Pro da Amersham Biosciences.

2.4.7 Densitometria
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A quantificacdo de heparam sulfato, dermatam sulfato e condroitim sulfato foi
realizada pelo programa de densitometria Scion Image, a partir dos géis de

agarose, contendo 5 pg de cada um dos glicosaminoglicanos padroes.

2.5 Analise morfologica

2.5.1 Processamento para analise estrutural em microscopia de luz

Ap6s a disseccao, os tenddes calcaneares foram fixados em solugcdo de
formol 4% em tampao Millonig pH 7,4 durante 24 h em temperatura ambiente.
Em seguida as pecas foram lavadas em tampao, desidratadas em banhos de dlcool,
seguido de diafanizacdo com banhos de xilol e incluidas em parafina (Histosec).
Foram realizados cortes longitudinais e seriados de 7 um. Para uma visualizacao
geral do tecido alguns cortes foram corados com Hematoxilina-eosina
(KIERNAM, 1981). Para observacgdo dos feixes de colageno, foi usada coloragdo
por Ponceau SS (0,025 % em solucao de acido acético 2 %, durante 3 minutos,
seguido de lavagem rdpida em acido acético 2% e em dgua) (VIDAL & VOLPE,
2005). Para detec¢ao de proteoglicanos foi utilizada a coloracdo com Azul de
Toluidina (0,025 % em tampao Mc llvaine pH 4.0). As laminas foram deixadas no
corante por 30 minutos, lavadas no préprio tampao, colocadas para secar ao ar. Em
seguida, foram mergulhadas rapidamente em xilol e montadas em bédlsamo do
Canada. As observacdes e documentacdo foram feitas em microscépio Olympus

BX 60 equipado com camera fotografica.

2.5.2 Medidas de dicroismo linear (DL)
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Para as observacdes de dicroismo linear, os cortes com seus €iXxos mais
longos foram posicionados paralelamente e perpendicularmente ao plano de luz
polarizada (PLP). Para a determinacao do indice dicréico (DR) dos cortes corados
com Ponceau SS, foi feita a razdo das absorbéncias dos feixes de coldgeno em
posi¢des paralela (A,,) e perpendicular (A,) em relacdo ao PLP (VIDAL E
MELLOQ, 2005).

2.6 Analise estatistica
As andlises estatisticas foram feitas pelo programa Minitab 12, utilizando-se

a andlise de variancia (ANOVA) com p < 0,05.
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3. RESULTADOS

Os grupos experimentais foram pesados semanalmente a partir do 47° dia de
idade e apresentaram variacdo de peso. Como mostra a figura 3, todos os grupos
imobilizados perderam peso durante o periodo de imobilizacdo. Os animais dos
grupos IL e TA voltaram a engordar apenas a partir do periodo de remobilizacao,
mas ndo atingiram o peso médio normal quando comparados com o grupo controle.

Para os estudos bioquimicos, os tenddes de todos os grupos foram
separados em regides de compressao e de tensdo, sendo estudados separadamente.
As proteinas extraidas foram primeiramente analisadas em eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida. As observacdes dos géis das regides de compressao e tensao
dos diferentes grupos experimentais mostraram poucas diferencas (figuras 4 e 5).
No grupo I, tanto na regido de compressdo como na de tensdo, a presenca de
coldgeno parecia menos marcante do que seu respectivo controle. J4 no caso do
grupo IL, as cadeias a de coldgeno eram mais proeminentes do que no IA e no
controle.

Comparando as regides de compressao e tensdao, observou-se uma presenca
mais marcante de coldgeno na regido de tensdo do que na regido de compressao. O
contrario foi observado com relagdo a proteina de 60 kDa, possivelmente o
pequeno proteoglicano fibromodulim, cuja presenca foi mais proeminente na
regido de compressao. Analisando os géis em condi¢des redutoras (figura 5) e nao
redutoras (figura 4), nao foi detectada proteina oligomérica, todavia € interessante
notar que as proteinas de 60 kDa e 49 kDa tem mobilidade alterada em presenca de
B-mercaptoetanol. Vale notar também que as proteinas de 35 kDa, 32 kDa, 18 kDa
e 17 kDa, sdo mais proeminentes na regido de compressdo, independente dos

grupos, do que na regido de tensdo (figura 4).
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A andlise dos resultados da dosagem de hidroxiprolina (figura 6), a qual ¢
um indicador da concentracdo de coldgeno no tecido, mostrou que a regido de
compressdao do grupo I apresentou maior concentragdo de hidroxiprolina quando
comparado a todos os outros grupos, mesmo tendo passado por quatro semanas de
inatividade fisica devido a imobilizacdo. Ao passo que o grupo IA teve a menor
concentra¢ao, com valor inferior ao do grupo IL. Ambos os grupos IA e IL ndo se
equipararam ao seu respectivo controle, devido a um provdavel aumento do
metabolismo de coldgeno. Vale ressaltar ainda que, animais mais jovens (14
semanas) representados pelo grupo controle I, obtiveram concentracdo de
hidroxiprolina menor em relacdo ao grupo controle IA/IL (17 semanas).

A dosagem de hidroxiprolina da regido de tensdo dos tenddes dos diferentes
grupos experimentais ndo mostrou valores significativamente diferentes (grafico
nao mostrado).

Na dosagem de proteinas ndo colagénicas (figura 7), de modo geral
observou-se maiores concentracdes na regido de tensdo em relacdo a regido de
compressao dos tenddes. Nao foram observadas diferencas significativas na regiao
de compressdao quando comparados todos os grupos (grafico ndo mostrado). Na
analise da regido de tensdo, observou-se que o grupo I apresentou elevada
concentracdo de proteinas ndo colagénicas, superior a todos os outros grupos. Ao
passo que o grupo IL apresentou menor concentragdo nesta regido, com valor
inferior ao grupo IA.

A dosagem de glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados mostrou que esses
componentes sdo abundantes especificamente na regido de compressao (figura 8).
Considerando esta regido, foi observada uma quantidade significativamente maior
no grupo IA. Apesar do grupo IL ter apresentado valor proximo ao do grupo IA,

este ndo foi significativo.
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Quanto a regido de tensdo, valores proximos entre os grupos IA e IL foram
mais uma vez observados, mas ambos superiores em relagdo ao seu controle.

A andlise dos géis de agarose (figura 9) mostrou a presenca marcante do
dermatam sulfato (DS) nas regides de compressdo e tensdao de todos os grupos. Ao
passo que o condroitim sulfato (CS) foi observado apenas na regido de compressao
dos grupos, representado por bandas menos intensas quando comparado ao DS. Os
animais mais jovens, como no grupo controle imobilizado (contr I) e imobilizado
(I), apresentaram bandas correspondentes ao heparam sulfato (HS) na regido de
tensdo. Tal observacdo pode indicar uma relagdo entre idade e presenca de HS,
independente da acdo de forcas mecanicas atuantes no tendao.

A andlise da densitometria dos géis de agarose permitiu verificar a variagao
na quantidade de dermatam sulfato (DS) e condroitim sulfato (CS) entre os grupos.
Surpreendentemente, foi encontrado mais DS no grupo I na regido de compressao e
tensdo (figura 10), sendo superior as respectivas regides de compressao e tensdao do
grupo IA. O CS foi observado em maior quantidade na regido de compressao do
grupo IA (figura 11).

Para as andlises morfoldgicas foram utilizadas coloragdes distintas tais como
hematoxilina-eosina (HE), azul de toluidina (AT) e ponceau SS (PSS) para as
andlises morfoldgicas dos tenddes dos diferentes grupos.

Os cortes dos tenddes corados com HE (figura 12) apresentaram-se
igualmente corados, com excec¢do da regido de compressdo do grupo IA, que
obteve uma coloracdo bem menos intensa pela eosina. Observou-se uma grande
quantidade de células arredondadas e enfileiradas na regidao de inser¢ao do grupo I,
apesar da inatividade fisica durante o periodo de imobilizacao. Foi caracteristico da
regido de tensdo a presenca de células alongadas entre os feixes de coldgeno, sendo

estes mais espagados no grupo I sugerindo desorganizacao do tecido.
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Na coloragdo com AT analisada ao microscopio 6tico comum, foram
observadas a presenca e variagdo de metacromasia nas diferentes regioes dos
tendoes, bem como do aspecto nuclear das células. De modo geral foram
constatadas diferencas entre todos os grupos nas diferentes regides.

Na insercao, com excecao do grupo I, foi observada metacromasia na matriz
territorial de todos grupos, sendo mais intensa no grupo IA. Como pode ser visto
na figura 13, o grupo I apresentou células enfileiradas com auséncia de
metacromasia na regido de inser¢do, ao passo que foi observado material
metacromético no citoplasma das células e na matriz territorial do seu controle. No
grupo A, as células observadas nesta regido se destacaram por serem maiores €
com cromatina aparentemente menos condensada, além de intensa metacromasia
no citoplasma e na regido territorial das células, enquanto que no grupo IL, a
organizagdo das células se destacou pela presenca de grupos de células enfileiradas
e menores, mas também com intensa metacromasia citoplasmética e na regido
territorial. Este resultado aponta para uma maior sintese de PGs na regido de
insercdo do grupo IA e IL, em relag@o aos outros grupos.

Na regido de compressdo, todos grupos apresentaram uma organizagao tipica
de fibrocartilagem, com células semelhantes a condrécitos e MEC mais corada
pelo AT em relacdo a regido de tensdo. Pouca diferenca foi encontrada nesta regido
para o grupo I, mas para o grupo IA foi notério o acimulo de material
metacromdtico na matriz territorial, sugerindo aumento de sintese de PGs. Este
aspecto também foi observado no grupo IL, mas menos intenso do que no grupo
IA. Quanto a organizacdo celular nesta regido, vale ressaltar a presenca de uma
camada de células dispostas na periferia da regido de fibrocartilagem do grupo IA,
com intensa metacromasia territorial. Enquanto que no centro desta regido, foram
observadas células com cromatina descondensada e auséncia de material

metacromatico extracelular (figura 13).
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Com relacdo a regidao de tensdo, todos os grupos apresentaram a MEC
fracamente corada pelo AT e fibroblastos bem alongados. Aparentemente, uma
maior quantidade dessas células pode ser vista no grupo 1A e IL.

A observacao dos cortes da regido de insercdo corados com AT e observados
ao microscopio de luz polarizada mostrou forte dicroismo linear (DL) no grupo IA,
como pode ser visto na figura 14. Resultado semelhante foi encontrado no seu
respectivo controle, porém o dicroismo nesse ultimo parece menos intenso do que
no grupo IA. Foi notdria a auséncia de DL do grupo I quando comparado ao seu
controle. Aparentemente, ndo foram encontradas diferencas nesta regido entre 0s
demais grupos. Quanto a regido de tensdo, também ndo foram observadas
diferencas entre os animais (prancha ndo mostrada).

Para os cortes corados com PSS foram feitas medidas de dicroismo linear,
para se detectar possiveis mudangas no grau de orientacdo das moléculas de
coldgeno nos diferentes grupos experimentais. A escolha do corante PSS foi
baseada em estudos anteriores onde foi mostrado que este corante juntamente com
as fibrilas de coldgeno, formavam um complexo altamente dicrdico (VIDAL &
MELLO, 2005). Como mostra a tabela 1, foram calculados os indices dicrdicos
(DR = A,./A,e) de cada grupo, obtidos pela razdo entre a absorbincia medida nos
cortes na posicao paralela e perpendicular em relagdo ao polarizador. Nao foram
feitas fotos de todos os grupos corados com PSS, pelo fato das diferencas nio
serem perceptiveis apenas por andlises das imagens, mas sim por medidas de DL
de todos os grupos para que as possiveis diferencas fossem detectadas.

A andlise dos resultados descritos na tabela 1 mostrou que o grupo I
apresentou menor indice dicréico quando comparado ao seu controle. Foram
observadas fendas entre os feixes de coldgeno (figura 15) nos tenddes dos animais
deste grupo, sugerindo um desarranjo das moléculas de coldgeno. Quanto aos

grupos IA e IL, ambos também obtiveram indices dicrdicos inferiores ao seu
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respectivo controle. Entretanto, embora o grupo IL tenha apresentado DR menor
que o controle, apresentou valor superior ao grupo IA. Este resultado sugere que a
simples remobilizacdo foi capaz de promover uma organiza¢do maior do coldgeno,

embora sem atingir valor obtido em um tendao de animal controle.
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4. DISCUSSAO

Em contraste com a visdo cldssica que definia a matriz extracelular como um
tecido estatico e inerte, varios estudos tém mostrado que o tecido conjuntivo dos
tendoes € uma estrutura dindmica, capaz de se adaptar as diferentes demandas
funcionais as quais o sistema musculo-esquelético estd sujeito, alterando suas
propriedades estruturais € mecanicas (BANES et al.,1999; D’SOUZA & PATEL,
1999; LANGBERG et al., 1999, VILARTA & VIDAL, 1989). Neste aspecto,
nosso estudo se propds a identificar as alteragdes bioquimicas e estruturais
decorrentes da imobilizacdo do musculo séleo na posicdo encurtada, seguida do
alongamento passivo aplicado por um periodo de trés semanas sobre o tendao
calcanear de ratos.

A eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida indicou a presenca mais
marcante de coldgeno em todos os grupos da regido de tensdo em relacdo a regiao
de compressdo. Isto se deve ao fato de que esta regido esta sujeita a altas forcas de
tensdo e por isso é requerida grande quantidade de coldgeno I, organizada em
feixes de fibras dispostos apenas em uma dire¢do. A andlise da eletroforese
também mostrou que uma proteina de 60 kDa tem uma presenca expressiva na
regido de compressao de todos os grupos, mas € pouco visivel na regido de tensao.
O comportamento eletroforético dessa proteina, em condi¢des redutoras e ndo
redutoras sugere tratar-se do fibromodulim, um pequeno proteoglicano importante
na fibrilogénese (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987) e que interage com
colageno (VIOLA et al., 2007).

De acordo com os dados obtidos na dosagem de hidroxiprolina, foram
observadas diferengas significativas na concentracdo da regido de compressao dos
diferentes grupos. Foi notdvel o valor superior obtido no grupo I em relagdo a

todos os outros grupos, apesar da inatividade fisica da pata esquerda inferior
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durante o periodo de imobilizacdo. Na regido de tensdo ndo foram encontradas
diferencas na concentracao de hidroxiprolina dos diferentes grupos, a exemplo do
que ja foi constatado por outros autores (AKESON et al., 1973; SAVOLAINEN et
al., 1988).

A mais alta concentracdo de hidroxiprolina observada na regido de
compressdao do grupo I pode estar relacionada a um aumento da quantidade de
coldgeno, possivelmente do tipo III, que possui uma maior quantidade de
hidroxiprolina. Hidroxiprolina de coldgeno degradado, mas ainda ndo eliminado
pode fazer parte da concentracdo total obtida no grupo I. A degradacao de coldgeno
I pode ser a razdao da banda menos intensa observada em SDS-PAGE do grupo 1.
Assim, nossos resultados sugerem que a imobilizacdo alterou o “turnover” de
coldgeno, com aumento da degradacdo de coldgeno I. KJAER er al. (2005),
constatou que a imobilizacdo induz a um aumento na expressdo de MMPs
(metaloproteases) em suas formas ativa e inativa, levando a um colapso acelerado
das fibras de colageno. KANNUS et al. (1992) observou uma significativa perda
de tecido colagenoso na jun¢do miotendinea (MTJ) de ratos apds uma semana de
imobiliza¢do, embora tenha constatado por meio de andlises imunohistoquimicas,
aumento na quantidade de coldgeno III. Também ocorre aumento de coldgeno III
na MTJ de tenddes de humanos apés imobilizacdo (JOZSA et al., 1992).

De acordo com dados da literatura, é conflitante a observacao de aumento da
quantidade de coldgeno durante a imobilizacdo. Estudos t€ém mostrado que a
imobilizacdo de membro inferior de rato induz a diminui¢ao da expressado e sintese
de coldgeno no musculo (AHTIKOSKI et al., 2003). Também tem sido constatada
uma diminuicdo na atividade de enzimas que participam da biossintese do
coldgeno em tenddes (SAVOLAINEN et al., 1988) e musculos, mas sem alteracao
no conteddo de coldgeno neste ultimo (AHTIKOSKI et al., 2001). Em tenddes e
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ligamentos, a imobiliza¢cdo leva a uma perda da massa de coldgeno (AMIEL et al.,
1982).

Foram ainda observadas diferencas significativas na dosagem de
hidroxiprolina da regido de compressdao dos grupos IA e IL, sendo que ambos
apresentaram valores inferiores ao do controle. Nossos dados sugerem que com a
simples remobilizacdo, a concentracdo de hidroxiprolina observada possivelmente
se deve ao restabelecimento da compressao exercida pelo calcaneo sobre o tendao
e conseqiiente inducdo de processos de sintese e degradacdo simultaneamente.
Estudos tém mostrado que o exercicio acelera a formacgdo e degradagdo de tecido
conjuntivo em musculos e tenddes, levando a adaptacao fisioldgica e de reparo de
danos de estruturas da MEC (KOVANEN, 1989; KOSKINEN et al., 2000;
LANGBERG et al., 1999). Possivelmente, pelo fato da remobilizacdo exercer um
estimulo mecanico constante sem sobrecarregar o tenddo, acabou atuando na
remodelacdo da MEC mantendo o equilibrio entre as MMPs, presentes na sua
maior parte na forma latente no tecido (WOESSNER, 1991; NAGASE &
WOESSNER, 1999), e TIMPs (inibidoras teciduais de MMPs), mas sem atingir
valores normais. As MMPs-2 tem sua regulagdo aumentada apds uma sessao
simples de exercicios, sugerindo um aumento na degradacdo do coldgeno.
Curiosamente, as TIMPs sdo freqiientemente ativadas concomitantemente com as
MMPs em resposta a atividade fisica (KOSKINEN ez al., 2000), indicando uma
ativacdo simultanea de estimulo e inibicdo da degradacdo, para adaptagdo do tecido
a carga mecanica atuante.

Um dado interessante foi o fato de que o grupo IL exibiu maior concentragao
de hidroxiprolina em relagdo ao IA, apontando para adapta¢des composicionais
distintas do tenddo dependendo do tipo de estimulo mecéanico aplicado. O
alongamento parece ter sido menos efetivo do que a simples remobiliza¢cdo, no

restabelecimento do conteiudo de coldgeno. O procedimento de alongamento
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utilizado, trés vezes por semana, pode ter levado a uma sobrecarga mecanica e
conseqiiente diminuicdo na quantidade de coldgeno, a exemplo do que ocorre em
eqiiinos submetidos a alto estresse (PARRY et al., 1978). E possivel que MMPs,
cuja expressio € mais acentuada durante o alongamento mecanico
(ARCHAMBAULT et al., 2002 a, b), sejam responsdveis pela menor concentragao
de colageno no grupo IA. Possivelmente, a tensdo causada durante as sessdes de
alongamento sobre o tenddo, que de acordo com os nossos resultados apresentava-
se estruturalmente comprometido devido a imobiliza¢do, aumentou a expressao de
MMPs e consequentemente, a degradacao de coldgeno tipo I, como ja sugerido por
LANGBERG et al. (2001).

De acordo com dados da literatura, algumas mudancgas nas células do tendao,
fibras de coldgeno e outros componentes da MEC associados com a resposta a
carga excessiva tém recentemente sido documentada. De acordo com KUBO et al.
(2002), a rigidez do tenddo decresce significativamente apds o alongamento
estatico por 5 minutos, sendo desconhecido o mecanismo pelo qual isso ocorre.
ZAMORA & MARINI (1988) observaram rompimento dos feixes de coldgeno e
espacos vazios longitudinais entre os mesmos. Eles sugeriram que neste caso, 0
tenddo foi submetido a um processo similar ao de hipertrofia muscular, mas que no
caso do remodelamento da arquitetura do tenddo, deve envolver um periodo
transitorio de debilidade mecénica do tecido.

Os dados obtidos com a dosagem de hidroxiprolina apontam para a pouca
eficiéncia do alongamento na reconstituicdo do contetido colagénico da MEC da
regido de compressdo. Apesar de ndo terem sido observadas diferencgas
significativas na dosagem de hidroxiprolina da regidao de tensdao dos grupos, a
andlise das medidas de DL sugere que o alongamento contribuiu com a

recuperacdo parcial da organizacdo molecular do tenddo nesta regido. Foram
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detectados diferentes DR entre os grupos, sugerindo importantes alteracdes na
organizacdo das fibras de coldgeno durante a imobilizacdo e o alongamento.

A andlise do DL em cortes do grupo I corados com PSS e medidos através
da microscopia de polarizagdo, mostrou uma maior desorganizagdo dos feixes de
coldgeno, indicada pelo baixo DR. Foram observadas fendas entre as fibras de
coldgeno apds o periodo de imobilizacdo. Este dado esta de acordo com o estudo
de JOZSA (1984), que além da presenca de fendas longitudinais, também
constatou que as fibras de coldgeno se tornam mais finas, desorientadas e com
angulacdes anormais apds imobilizacao.

O grupo TA obteve DR superior ao grupo I, sugerindo efetividade do
alongamento na reorganizacdo dos feixes de coldgeno apds a desestruturacdo
tecidual causada pela imobilizagdo observada em nosso estudo. De acordo com
KELLETT (1986), ap6s a fase inflamatdria, o alongamento controlado de tenddes
que passaram por processo de reparo tende a acelerar a sintese de coldgeno, de
neoformacdo de fibrilas e alinhamento adequado das fibras, aumentando desta
forma sua resisténcia a tensdo. Segundo KJAER et al. (2005), o alongamento é
capaz de impedir parcialmente o colapso acelerado dos feixes de coldgeno apds
imobiliza¢do. Assim, nossos resultados apontam para um restabelecimento parcial
da organizagdo estrutural do tenddo, indicado pelo menor DR do grupo TA em
relacdo ao seu controle. Possivelmente, o periodo de alongamento utilizado no
experimento ndo tenha sido suficiente para o reparo total.

Os animais do grupo IL submetidos apenas a remobilizacdo apresentaram
DR mais alto do que o grupo I, embora também inferior ao controle. O resultado
sugere um restabelecimento da organizacao tecidual superior em relagdo ao grupo
IA, devido ao maior alinhamento das moléculas de coldgeno indicado pelo DR
mais alto. Possivelmente, o estimulo mecanico da remobiliza¢do tenha favorecido

a formacdo de “crosslink” entre as fibrilas de coldgeno, contribuindo com a
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organizacdo da matriz colagénica. Esses resultados estdo de acordo com o estudo
de KARPAKKA et al. (1990), que constatou que a remobilizacdo de tendodes de
ratos resulta em uma aceleracio da sintese de coldgeno e, especialmente, da Lisil-
oxidase, que gera allisina e conseqiiente formacdo de ‘“crosslink” entre as fibrilas
de coldgeno.

Com relagdo a dosagem de proteinas nao colagénicas (PCNs), ndo houve
diferenca significativa na regiao de compressao entre todos os grupos estudados. Ja
na regido de tensdo foi observada diferenca entre os grupos, sendo que o grupo I
apresentou maior concentracdo em relacdo ao seu controle, provavelmente devido
a uma maior expressao de PNCs, como as MMPs por exemplo, sugeridas em nosso
estudo devido a desorganizacdo estrutural do tecido observada durante a
imobilizacdo. J4 o grupo IA que passou por imobilizacdo e alongamento, nao
apresentou diferenca na concentracdo de PNCs em relagdo ao controle, devido a
atividade de alongamento, que removeu proteinas, supostamente metaloproteases,
que estao presentes durante a imobilizacao.

As presengas de CS na regido de compressdo e DS na regido de tensdo e
compressdao dos grupos analisados em nosso estudo estdo de acordo com outros
trabalhos (VOGEL & KOOB, 1989; VOGEL & HEINEGARD, 1985; COVIZI et
al., 2001; FEITOSA et al, 2005). Os dados discrepantes obtidos com relacdo a
quantificacdo do DS, ndo nos permitem relaciond-los com as atividades
biomecanicas ocorridas em cada grupo, todavia, merece atencdo a maior
quantidade de DS observada no grupo I. No entanto, se a presenca de DS, que
provém de decorim, estd relacionada com uma tentativa do tecido em controlar a
fibrilogénese de coldgeno durante a imobilizacdo, ainda precisa ser confirmada.
Com relagcdo ao CS, sua presenga mais expressiva no grupo IA se deve as forcas

compressivas do calcaneo sobre o tenddo, que ocorrem durante os procedimentos
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de alongamento. Esse resultado estd de acordo com a alta metacromasia observada
nos cortes corados com AT.

O alto DL observado em cortes corados com AT da regido de insercdo do
grupo IA, confirmam que as cadeias de GAGs estdo posicionadas paralelamente ao
longo dos feixes de coldgeno de forma ordenada, como ja verificado por VIDAL &
MELLO (1984) e constatado também em tenddo de porco (FEITOSA et al., 2002).

Outro dado interessante observado em nosso estudo, foi o aumento de GAGs
na regido de tensdo de todos os grupos em relagdo aos seus respectivos controles,
inclusive no grupo I, sugerindo que had producio de GAGs mesmo com a
imobiliza¢do. Este resultado difere do encontrado em jun¢ao miotendinea de ratos
ap6s imobilizacdo, onde houve decréscimo na quantidade de GAGs sulfatados
(KANNUS et al., 1992), e em tenddes humanos apds imobilizagao (JOZSA et al.
1992). O aumento da tensdo exercida tanto pelo alongamento como pela simples
remobilizacdo, devem ter contribuido para a aumento do conteido de GAGs
sulfatados totais apds um longo periodo de imobilizac¢ao.

A andlise dos cortes corados com AT e observados ao MOC (microscépio
6tico comum) mostrou que, com excec¢ao do grupo I, foi marcante a metacromasia
nas regides de insercao osteotendinea e de compressao dos tenddes dos diferentes
grupos. Provavelmente, a imobilizacdo e conseqiiente auséncia de compressdao do
calcaneo no tenddo, levou a diminui¢do na sintese de PGs nos tenddes do grupo I
indicada pela matriz fracamente corada na regido de insercdo osteotendinea. De
acordo com alguns estudos, as células sob forcas de compressdo induzem ao
desenvolvimento de uma estrutura de fibrocartilagem (VOGEL & KOOB, 1989;
BENJAMIN & EVANS, 1990; BENJAMIN & RALPHS, 1998), cuja manutencao
e diferenciagdo sdo parcialmente dependentes do estimulo mecanico (GILLARD et

al., 1979; VOGEL & KOOB, 1989).
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A intensa metacromasia observada principalmente na regido de insercdo e
compressdao do grupo IA, sugere presenca de PGs devido ao estimulo mecanico
provocado pela flexdo dorsal maxima durante o alongamento, que gera forcas de
compressao do calcaneo sobre o tenddao. Embora o grupo IL também tenha
apresentado metacromasia sugerindo maiores quantidades de PGs, esta folr menos
intensa em relacdo ao grupo IA. Isso é perfeitamente cabivel visto que no
alongamento ocorrem atividades compressivas intensas e direcionadas, enquanto
que nos animais mantidos com movimento livre apds a imobilizacdo, o estimulo
compressivo ndo € tdo intenso e com a regularidade do alongamento.

Os aspectos organizacionais do tenddo podem ser resultantes do
metabolismo dos componentes da sua matriz, frente as forcas mecanicas atuantes.
Assim, os resultados observados em nosso estudo sugerem que o alongamento, de
um modo geral, foi menos efetivo do que apenas a remobilizacdo. Possivelmente,
variacoes na duracdo das sessOes de alongamento ou na amplitude articular
poderiam tornar essa pratica mais eficiente apds periodos de imobilizacao. Deve-se
considerar ainda que, um periodo maior entre o término das sessdes de
alongamento e o inicio das andlises morfolégicas e bioquimicas, poderia contribuir
para a constatacao de uma melhor recuperacdo tecidual, devido possivelmente, ao
restabelecimento metabdlico normal da matriz extracelular alcancada apds

adaptacgdo a forga de tensdo exercida pelo alongamento.
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5. CONCLUSAO

1. O efeito da imobilizacdio e do alongamento € diferente nas regides de
compressao e tensdo de um mesmo tendao.

2. Na regido de compressdao observou-se uma maior concentracdo de
hidroxiprolina no tendao imobilizado do que no tenddo controle. O contririo é
observado nos tenddes imobilizados/alongados e imobilizados/livres, que
apresentaram menor concentragdo de hidroxiprolina.

3. Uma maior concentracdo de proteinas ndo colagénicas € encontrada na regidao
de tensao de tendoes 1mobilizados, o contrario € observado em tendoes de animais
que passaram por remobilizacdo. J4 a remobilizacdo associada ao alongamento
restabelece a concentragdo normal dessas proteinas no tecido.

4. Na regido de compressdo a concentracdo de GAGs € maior nos tenddes de
animais que tem vida livre ou sdo alongados apds imobilizacao.

5. A quantidade de DS € mais proeminente em tenddes (compressao € tensdo)
imobilizados e imobilizados/livres. J4 o CS foi mais marcante em tenddes que
receberam alongamento apds a imobilizagao.

6. A metacromasia mais intensa na regido de compressao de tenddes de animais
que tiveram alongamento ou vida livre apds imobiliza¢cao, demonstra a importancia
do exercicio na producio de GAGs.

7. A imobilizacdo do tenddo leva a um desarranjo nos feixes de fibras de
coldgeno.

8. A remobilizacdo e/ou alongamento nos tempos experimentais adotados, permite
o restabelecimento embora ndo completo, da organizagdo da matriz extracelular.

9. Nossos resultados apontam para uma maior eficicia da remobilizacdo sobre o
alongamento, com relacdo aos aspectos organizacionais e composicionais da MEC

de tenddes previamente imobilizados. Uma modificagdo nos protocolos de
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alongamento, quanto a freqiiéncia e tempo das sessoes, deverd ser considerada em

experimentos futuros.
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FIGURAS
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Figura 1: Para a imobilizacdo do séleo, a articulacdo tibiotarsica foi imobilizada
em flexao plantar mdxima com o uso de fita adesiva (observe detalhe na figura ao
lado). Em seguida, foi colocado um modelo de imobiliza¢do (6rtese), para manter a
flexdo plantar mdxima e a pata imobilizada. A drtese foi mantida por 4 semanas.
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Figura 2: Tendao de Achilles de rato (modificado de HEBEL & MELVIN, 1986).
Observe no detalhe da figura ao lado, as regides sujeitas as forcas de compressao
(C) e tensao (T) do tendao de Achilles de rato.
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Figura 3: Representacdo da variagdo do peso (g) dos animais dos grupos CI
(controle do grupo imobilizado), C IL/TA (controle do grupo imobilizado/livre e
imobilizado/alongado), IA  (grupo  imobilizado/alongado), IL  (grupo
imobilizado/livre) e grupo imobilizado (I), em relagdo ao periodo de imobilizacao.
Observe o inicio da imobiliza¢do dos animais com 68 dias e o término, aos 96 dias.
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Figura 4: Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida sem [-mercaptoetanol. Na
coluna da esquerda estdo os padrdes de peso molecular (LMW) e a direita, o
padrao de coldgeno (cadeias a; o, . ). Cl (controle do grupo I), I (grupo
imobilizado), C2 (controle do grupo IA/IL), IL (grupo imobilizado e livre), TA
(grupo imobilizado e alongado). Observe as cadeias o de coldgeno menos intensas
no grupo I nas regides de compressao e tensdo. Note que, o grupo IL apresentou
cadeias o de coldgeno mais proeminentes do que os grupo IA e C2. Observe ainda
a presenca mais marcante das proteinas de 60, 35, 32, 18 e 17 kDa na regido de
compressdo de todos os grupos, sendo que, as proteinas de 60 e 49 kDa tiveram
mobilidade alterada na presenca de -mercaptoetanol (ver figura 5).
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Figura 5: Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida com -mercaptoetanol. Na
coluna da esquerda estdo os padroes de peso molecular (LMW) e a direita, o
padrdo de coldgeno (cadeias o, a, . By. Cl (controle do grupo I), I (grupo
imobilizado), C2 (controle do grupo IA/IL), IL (grupo imobilizado e livre), IA
(grupo imobilizado e alongado). Observe as cadeias o de colageno menos intensas
no grupo I nas regides de compressdo e tensdo. Note ainda que, o grupo IL
apresentou cadeias o de coldgeno mais proeminentes do que os grupo IA e C2. As
setas (€) possivelmente representam migracdo mais rdpida das proteinas de 60 e
49 kDa na presenca de -mercaptoetanol.
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Figura 6: Concentracdo de hidroxiprolina (mg/g de tecido) da regido de
compressdo (COMP) dos tenddes dos grupos contr I (controle imobilizado), I
(imobilizado), contr IA/IL (controle imobilizado/alongado e imobilizado/livre), IA
(imobilizado/alongado) e IL (imobilizado/livre). Observe a maior concentra¢ao de
hidroxiprolina no grupo I, ao contrario do grupo IA que apresentou a menor
concentracdo. * e ** Diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos e seus
respectivos controles e # diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos

assinalados.
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Figura 7: Concentracdo de proteinas ndo colagénicas (mg/g de tecido) da regido
de compressao (COMP) e tensdo (TENS) dos tenddes dos grupos contr I (controle
imobilizado), I (imobilizado), contr IA/IL (controle imobilizado/alongado e
imobilizado/livre), IA (imobilizado/alongado) e IL (imobilizado/livre). Observe
que nao houve diferenga significativa entre a regido de compressao dos diferentes
grupos. Em relacdo a regido de tensdo, o grupo I apresentou a maior concentragao
de proteinas ndo colagénicas. Ao contrdrio do grupo IL que apresentou menor
concentracdo. * Diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos em relacdo aos
seus respectivos controles e # diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos
assinalados.
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Figura 8: Concentracio de GAGs sulfatados (mg /g de tecido) da regido de
compressao (comp) e tensdo (tens) dos tenddes dos grupos CONTR 1 (controle
imobilizado), I (imobilizado), CONTR TA/IL (controle imobilizado/alongado e
imobilizado/livre), IA (imobilizado/alongado) e 1L (imobilizado/livre). Observe a
presenga marcante desses componentes na regido de compressdo, sendo que o
grupo TA apresentou maior valor de GAGs sulfatados. Em relacdo a regido de
tensdo, os trés grupos experimentais que passaram pela imobiliza¢ao (grupos I, TA
e IL) apresentaram maiores concentracdes em relacdo aos seus respectivos
controles. As letras correspondentes colocadas sobre as barras indicam que houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos relacionados com mesma letra.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose. Na coluna da esquerda estdo os padroes
de HS (heparam sulfato), DS (dermatam sulfato) e CS (condroitim sulfato). Em A:
ClIc (controle I compressao), CIt (controle I tensao), Ic (grupo I compressao) e It
(grupo I tensdo); B: CIA/ILc (controle grupo IA/IL compressao), CIA/ILt (controle
grupo TA/IL tensdo), IAc (grupo IA compressao) e IA t (grupo IA tensdo); C: ILc
(grupo IL compressao) e IL t (grupo IL tensdo). Observe a banda referente ao DS
em todas as regides dos grupos experimentais (A, B e C), enquanto que o CS ()
esta presente apenas na regido de compressiao dos grupos. Note também a presenca
da banda referente ao HS (#) nas regides de tensdo somente dos grupos CIt e It
(A).

80



Quantidade de DS

2,5
a a e e
. 2 1 c c
£ b b
E 1!5 7 f f
e
(=]
S 1- d d
=
0,5
0 - grupos
contr I I contr IA/IL 1A IL
O comp
H tens

Figura 10: Histograma representando a quantidade de DS (dermatam sulfato) da
regido de compressdao (comp) e tensdo (tens) dos tenddes dos grupos contr I
(controle imobilizado), I (imobilizado), contr IA/IL (controle imobilizado/alongado
e imobilizado/livre), IA (imobilizado/alongado) e IL (imobilizado/livre). Observe a
presenca marcante deste componente na regido de compressao, sendo que o grupo |
apresentou maior valor em comparagdo ao grupo IA. As letras correspondentes
colocadas sobre as barras indicam que houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre os grupos com mesma letra relacionados.
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Figura 11: Histograma representando a quantidade de CS (condroitim sulfato) da
regido de compressdo (comp) dos tenddes dos grupos contr I (controle
imobilizado), I (imobilizado), contr IA/IL (controle imobilizado/alongado e
imobilizado/livre), IA (imobilizado/alongado) e IL (imobilizado/livre). Note a
presenga marcante deste componente no grupo IA. As letras correspondentes
colocadas sobre as barras indicam que houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre os grupos com mesma letra relacionados.
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Figura 12: Cortes longitudinais de tenddes corados com HE observados ao MOC. A, D, G, J e M correspondem aos
grupos Controle I, I, Controle TA/IL, IA e IL respectivamente da regido de inserc¢do; B, E, H, K e N da regido de
compressdo; e C, F, I, L e O da regido de tensdo. Note células arredondadas e enfileiradas na inser¢do do grupo I
(+D) e fibroblastos alongados () e fendas na matriz colagénica (4=F) na regifio de tensdo. Observe ainda células
semelhantes a condrdcitos (£<B) na fibrocartilagem caracteristico em todos os grupos e colora¢do menos intensa da
regido de fibrocartilagem do grupo TA (#-K). Barra = 50 um (B, E, H, K, N) e barra =25 um (A, C, D, F, G, 1J, L,
M, O).
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Figura 13: Cortes longitudinais de tenddes corados com AT observados ao MOC. A, D, G, J e M correspondem a
regido de inser¢do dos grupos Controle I, I, Controle IA/IL, IA e IL respectivamente; B, E, H, K e N a regido de
compressdo; e C, F, I, L e O a regido de tensdo. Observe a intensa metacromasia na matriz territorial em J e M ().
Observe ainda em J células maiores e semelhantes a condrécitos com metacromasia no citoplasma e cromatina
aparentemente menos condensada (#). Em D, note auséncia de material metacromdtico (¢). Note a MEC mais
fortemente corada (*) na regido de compressdo de todos os grupos e a presenca de células semelhantes a
condrécitos. Em K (2), observe uma camada de células na periferia da fibrocartilagem. Na regido de tensdo de
todos os grupos, note a MEC fracamente corada e maior quantidade de células alongadas em L. Barra = 50 um (B,
E,H,K,N)ebarra=25um (A,C,D,F,G,1J,L, M, O) .
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Figura 14: Cortes longitudinais de tenddes corados com AT observados ao microscopio de
polarizacdo. A, C, E, G e I correspondem aos grupos controle I, I, controle IA/IL, IA e IL na
posic¢do paralela em relagdo ao polarizador. B, D, F, H e J correspondem aos grupos controle I, I,
controle IA/IL, IA e IL na posi¢do perpendicular ao polarizador. Note o DL aparentemente mais
intenso no grupo IA (€H). Barra = 50 um.
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Figura 15: Cortes longitudinais dos tenddes corados com PSS observados ao microscépio de
polarizacdo. A, B, E e F correspondem ao Controle I, nas posi¢cdes PA (A, E) e PE (B, F) em
relacdo ao plano de polarizagdo. C, D, G e H correspondem ao grupo I nas posicdes PA (C, G) e
PE (D, H). Note o DL menos intenso do grupo I (C,G, D e H) em relag@o ao seu controle. Barra
=25 um.
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Tabela 1: Valores médios de absorbancia obtidos pelas medidas nas posi¢cdes
paralela (Apa) e perpendicular (Apg) do maior eixo do tenddao em relagdo ao plano
de polarizacdo. DR = indice dicroico obtido pela razio entre Apa e Ape (Apa/Ape)
e significativo (* e ** p<0,05) entre os grupos e seus respectivos controles. DP=
desvio padrao.

GRUPOS  Ap, Ak DR (A,/A,) DP

CONTR 0,6966 03381 1,99 * + 0,496
I 0,59 0,3384 1,75 * +0,269
CONTR A/IL  0,76349 0,3502 2,20 ** +0,319
1A 0,7775 0,4052 2,01 ** +0,391
IL 0,98822 047167 2,12 ** +0,370
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