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RESUMO

Os tenddes em geral, possuem funcbes importantes relacionadas com a
transmiss&o das forgas de tragdo geradas pela contracdo muscular para 0 0sso. S80
estruturas adaptadas & resistir a forgas de tragdo, e em alguns tenddes podem
resistir também a forcas de compresséo. A organizacio dos componentes da matriz
extracelular proporcionam ac tendéo grande flexibilidade, resisténcia e uma certa
elasticidade. Estas caracteristicas biomecanicas permitem ao tenddo realizar
trabalho com eficiéncia funcional e otimizacdo operacional. A matriz extracelular de
tend@o é constituida por colageno, proteogiicanos e proteinas ndo colagénicas. A
organizag@o e distribuicdo destes componentes s&o diferentes para diferentes
tecidos dependendo da presenca de forcas de tragdo e compressé&o a que estéo
sujeitas. O objetivo deste trabalho foi analisar a organizagéo estrutural e a
composi¢do da matriz extracelular de tenddes submetidos a forgas periddicas de
tracdo. Para tanto, foram analisados tendbes de cauda de ratos suspensos e
comparados a ratos controle. Foram realizadas andlises bioquimicas de
componentes da matriz, e analise morfoldgica utilizando microscopia de luz normal e
polarizada além da microscopia eletrdnica de fransmissdo. As anélises revelaram
que os tenddes caudais sob trag@c sofrem modificacdes estruturais e fisico
quimicas. Foi observado que no caso dos tenddes suspensos, ocorreu uma maior
compactacdo e organizacdc das moléculas colagénicas, e gue também um dos
pequenos proteoglicanos, o decorim provavelmente sofre alteragbes em sua

estrutura.



ABSTRACT

Tendons are structures capable of undergoing different adaptations to
accomplish their function with efficiency. in this work we have analyzed the
modifications in tendons of rat tails, which were submitted to periodic tension forces.
Morphological and biochemical analyses were carried out. A waviness aspect of
collagen bundles was observed for suspended tendons but not in control tendons.
Also higher linear dichroism values were observed for suspended tendons, indicating
the existence of a re-arrangement of the coliagen bundies when submitted to tension
forces. Ultrastructural analysis, showed that in the case of suspended tendons, the
diameter of the fibrils of collagen were larger compared with the control. The
biochemical analysis, showed no differences between the composition of the
extracellular matrix of suspended and control tendons, but it was remarkable the
behavior of the polydisperse proteoglycan with 140 kDa, that migrated faster in SDS-
PAGE, in the case of suspended tendons, indicating probably a diminishing in the
size of the glycosaminoglycan chain present in that proteoglycan. It is discussed the
possible effect of the polydisperse component in the increased diameter of collagen

fibrils in the case of suspended tendons.
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INTRODUGAO

O tendao é constituido de tecido conjuntivo denso modelado. Nestes tecidos
ha grande quantidade de matriz extraceiular (MEC) envolvendo as células. A MEC é
produzida e organizada por células especializadas chamadas de fibroblastos, (HAY,
1991), que secretam ao seu redor, macromoléculas com propriedades especificas
em cada tecido por elas constituidas. As macromoléculas estdo organizadas de
forma a proporcionar aos vertebrados varias fungdes importantes. Dentre elas, o
estabelecimento da morfologia do corpo, organogénese e migragdo celular (REDDI,
1984). No adulto e no embrido as fungbes sBc numerosas, como ajudar na
adequada rigidez estrutural em ossos e cartilagens, tecidos elésticos e tecido
conjuntivo frouxo, alem de ter papel na filtraggo renal, como exemplo. A migracéo
celular € faciiitada pela MEC, que funciona como andaimes por onde as células
mesenquimais crescem, migram e futuramente diferenciam-se para executar
fungdes especificas, (HAY, 1991).

Outra fungio importante da MEC refere-se & troca de informagbes entre as
células. As moléculas da matriz, afetam a organizacdo do citoplasma através de
receptores transmembrana, influenciando a forma, mobilidade e diferenciac&o celular
(VIDAL, 1987).

A MEC é formada por macromoléculas de duas classes principais. A primeira
delas sdo as proteinas fibrosas de natureza estrutural {coldgeno e elastina) e de

natureza adesiva (fibronectina e laminina). A segunda classe de macromoléculas



sdo os proteoglicanos. Estes possuem um esqueleto protéico central,
covalentemente ligado aos Glicosaminoglicanos (GAGs) (HAY, 1891).

As moléculas de colageno s80 encontradas em todos eucariotos com excecdo
de protozoarios € as vezes constituem mais da metade das proteinas totais de um
organismo adulto e normalmente acha-se como o componente principal da MEC.
Tradicionalmente, o papel atribuido ao colageno é estrutural, sendo gue a molécula
dé apoio e resisténcia & tracdo da mesogléia de celenterados e & cuticula de
anelideos, pele, ossos, {enddes e cornea de vertebrados (HAY, 1991).

As moléculas de coldgeno sdo constituidas de trés cadeias «, em forma de
fita-tripla helicoidal. O aspecto helicoidal € devido a seqiéncia e aos tipos de
amincacidos. Cada cadeia o contém cerca de 1000 aminoacidos e € organizada
para esquerda, contendo trés aminoacidos por volta, sendo gue o terceiro € sempre
uma glicina. Portanto, a cadeia é formada de varias sequéncias Gly-X-Y, onde a
frequéncia de X ser uma prolina e Y ser uma hidroxiprolina € muito grande (HAY,
1991). Uma molécula em fripla hélice é formada a partir da combinag@o de trés
cadeias pro-o ligadas por pontes de hidrogénio, constituindo o pré-colageno. Além
da regigo helicoidal das moléculas de colégeno, sdo encontrados também extensbes
néo helicoidais chamada de propeptideos em ambas extremidades amino e
carboxiterminal. Estes propeptideos representam papéis funcionais importantes,
pois impedem que as moléculas de pré-colageno associem-se no citoplasma celular.
As moléculas de pré-colageno secretadas s@o convertidas em moléculas de
colageno no espacgo extracelular pela remog¢éo dos propeptideos (HAY, 1991). As

moléculas de colageno fibrilares recém formadas consistem de uma fripla hélice



ininterrupta de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro, com regifes amino e
carboxiterminais na&c apresentando tripla-hélice (telopeptideos). Os telopeptideos
ndo apresentam as sequéncias tripletes repetidas e compreendem 2 % da molecula
(VAN DER REST and GARRONE, 1991).

Aproximadamente a metade dos 200 aminoacidos presentes no interior das
cadeias o, $80 prolinas na posicdo Y dos tripletes de Gly-X-Y, e estes podem ser
enzimaticamente convertidos & hidroxiprolina (GRANT and PROCKOP, 1972 ;
CARDINALE and UDENFRIEND, 1974). A enzima responsave! por esta conversdo é
uma prolil-hidroxilase. Sua especificidade ao substrato é limitada a residucs de
prolina e na presenca de O;, o cetoglutarato, &cido ascorbico e cofatores de ferro,
convertem estes residuos de prolina em hidroxiprolina. Embora a prolil-hidroxilase
aja em pequenos polipeptideos, em geral sua atividade aumenta com ¢ tamanho
crescente do peptideo (HAY, 1991). E conhecido que a formagéo de hidroxiprolina é
necessaria para estabilidade da hélice e também para secregéo eficiente de pré-
colageno, o precursor para formar colageno extracelular (HAY, 1991).

A remocdo enzimatica de propeptideos permite que as moléculas de colageno
se agrupem no espaco extracelular para formar fibrilas de colageno (HAY, 1991).

O amino&cido lisina, uma vez incorporado na cadeia de colageno crescente,
pode sofrer conversdes enzimaticas subsequentes. Residuos de lisina posicionados
no Y de um triplete de Gly-X-Y, pode ser convertido a hidroxilisina pela enzima lisil-
hidroxilase (HAY, 1991). A especificidade da enzima pelo substrato e as exigéncias
de cofatores que incluem O, ferro, o cetoglutarato e acido ascérbico, s&o iguais &

prolil-hidroxilase. Uma vez a lisina hidroxilada, podem ocorrer modificagbes



enzimaticas pés traducionais como glicosilagbes. As glicosilagdes s&o catalisadas
por duas enzimas glicosi-transferase na ligacdo peptidica que catalisam a
transferéncia de difosfato de uridina. A primeira enzima, uma galactosil-transferase,
prende galactose sobre a hidroxilisina, e a segunda, uma glucosil-transferase, prende
um residuo de glicose sobre a galactose ligada. Assim, os dois derivados da
glicosilagdo s&o galactosil-hidroxilisina e glucosil-galactosil-hidroxilisina. Estas s&o
as unicas duas formas de glicosilag&o encontradas em uma molécula de colageno
(SCHOFIELD, 1971).

A formacao das fibrilas inicia-se préximo a superficie celular geralmente em
recessos profundos da membrana plasmatica formados pela fusdo das vesiculas
secretoras com a superficie da célula (MAYNE, 1993).

As fibrilas de colageno | vista ao microscopio eletrdnico, possuem estriagbes
transversais caracteristicas a cada 67 nm, essas estriagbes ocorrem devido a
disposicdo dos aminoacidos e a forma como as moléculas de colagenc se ligam
(HAY, 1991).

As fibrilas no espago extracelular s&o bastante reforcadas pela formagé&o de
ligagcbes cruzadas entre as lisinas das moléculas de colageno, ligagdes estas
encontradas apenas em colageno e elastina. Estas ligagBes covalentes cruzadas
podem ser intramoleculares e intermoleculares, ocorrem em certas lisinas e
hidroxilisinas, que por agao da enzima extracelular lisil-oxidase, produz grupos
aldeidicos altamente reativos que reagem espontaneamente para formar as ligagées.
Cerca de mais da metade dessas ligaches ocorrem nas extremidades nao

helicoidais, telopeptideos (EYRE, 1984). As fibrilas podem associar-se a moléculas



de colageno néo fibrilar. Moléculas por exemplo do tipo Xll, ligam-se & fibrilas do tipo
I em tenddes e outros tecidos. O mesmo ocorre com colégeno tipo IX que se associa
as fibrilas de colageno tipo li (HAY, 1981).

Os principais tipos de moléculas de colageno encontrados, saotipo i Il lli, Ve
Xl. O tipo mais abundante é o colageno tipo |, que compde pele e o0ssos, 0S
colagenos tipo |, ll, lll, V e Xl s&o fibrilares, os tipos | ¢ V estdo compondo 0ss0s,
ligamentos, tendles, cornea e pele, o tipo |l e Xl estao distribuidos pela notocorda,
cartilagem, disco intervetebral e humor vitreo dos olhos, e o tipo lll, pele, vasos
sanglineos e Orgaos internos. Existem outros tipos de colageno que estdo
associados a fibrilas, como no caso do colageno tipo IX que encontra-se associado
lateralmente com algumas fibrilas de colageno tipo | em cartilagens, e o colageno
tipo Xill em tenddes e ligamentos esta freqlentemente associado lateralmente com
fibrilas de colageno tipo | (MAYNE, 1993). O coldgeno tipo IV e VI, s&o aqueles
constituidores de redes. As moléculas do tipo Vil formam fibrilas ancoradouras entre
a lamina basal e o tecido conjuntivo subjacente e s&o encontrados na pele (MAYNE,
1993). O colageno X é encontrado na matriz cartilaginosa e parece estar relacionado
com mineralizag&o daquela cartilagem (KWAN, 1991).

A MEC, também é formada por outras proteinas de natureza ndo colagénica,
que também s&o importantes para a organizagdo da matriz (HYNES, 1986). A
fibronectina € uma glicoproteina que pode apresentar varios dominios com
especificidade para interagir com sitios especificos em outras macromoléculas da
matriz bem como para receptores na superficie das células. Ela é constituida de

duas subunidades unidas por duas ligacbes dissulfeto proximos as suas



extremidades carboxiterminais (HAY, 1991). Possui cerca de cinco dominios em
forma de bastbes ligados por segmentos flexiveis de polipeptideos. A sequéncia Arg-
Gly-Asp {(RGD), compde o sitio de ligagdo celular (RUOSLAHTI, 1887). Um valioso
modo para analisar estes dominios funcionais separadamente & usar proteases
como tripsina ou quimiotripsina. Estas proteases tendem a cortar preferencialmente
as regibes mais estendidas da molécula onde a cadeia polipeptidica & desdobrada.
Esta propriedade permite o isolamento de locais intactos que ligam moléculas de
modo que suas atividades de ligacdo possam ser testadas. Desta forma, foi
demonstradc que um dos dominios liga-se ao colageno (BALIAN et al., 1979 ;
WAGNER, 1979), outro a heparina e outro a receptores na membrana de diferentes
tipos celulares, (JILEK, 1979 ; PERKINS, 1979 ; RUOSLAHTI, 1880).

Varias outras proteinas da matriz, além da fibronectina, possuem a sequéncia
RGD, sendo reconhecida por varios membros de receptores de membrana da familia
das integrinas gue se ligam a estas proteinas da matriz. No entanto, cada receptor
reconhece especificamente seu proprio grupo de proteinas da matriz, indicando que
a ligacdo com o receptor necessita de outros elementos além da segléncia RGD
(RUOSLAHTI, 1987). Existem pelo menos dois tipos de fibronectina, uma do plasma
e outra celular. Estes dois tipos possuem propriedades moleculares bem parecidas
(YAMADA, 1977, ALEXANDER, 1979). A fibronectina plasmatica é solavel e circula
no sangue e outros liquides corporais, onde parece aumentar a coagulagdo do
sangue, cicatrizac@o de cortes e fagocitose (SCHWARZBAUER, 1991). Nas formas
encontradas na superficie celular e na malriz, os dimeros de fibronectina séo

intercruzados uns aos cutros por pontes de dissulfeto adicionais. A fibronectina



parece funcionar como um elemento interconectante no tecido conjuntivo, mediando
fungbes biologicas importantes, tais como, agregagdo célula-céluia e célula-
substrato, migracéc celular, aumento da motilidade, forma celular e outros
(DARRIBERE, 2000).

QOutros tipos de moléculas adesivas s&o conhecidas. A tenascina € outra
glicoproteina de ades&o. Esta é formada por seis cadeias polipeptidicas, ligadas por
pontes dissulfeto. Como na fibronectina, cada uma das cadeias polipeptidicas é
composta por varias seqléncias pequenas de aminoacidos que sio repetidas varias
vezes. Ela e mais abundante na matriz extracelular de tecidos embrionarios,
podendo tanto inibir como estimular a adeséo celular. Estas fungbes parecem ser
mediadas por dominios diferentes (ERICKSON, 1993).

Outra proteina encontrada no tecido conjuntive é chamada de fibrilina. Esta foi
isolada de cultura de fibroblastos humanos. A eletroforese do agregado de proteina
revelou uma unica banda com uma massa molecular calculada de 350.000 daltons.
Esta proteina parece possuir pontes dissulfeto enire as cadeias (SAKAI et al., 1986).
Usando anticorpos monoclonais para fibriling, foi demonstrado que sua distribuicéo é
difundida na matriz do tecido conjuntivo de pele, puimées, rins, vasos sanglineos,
cartilagem, tenddes, musculo, cornea e zona ciliar (SAKAI et al, 1986).
Imunoeletromicroscopia utilizando ouro coloidal mostrou a presenca de fibrilina sobre
microfibrilas da MEC, estas microfibrilas possuem 10 nm de diametro (SAKAI et al,,
1886). Microfibrilas ao redor dos sistemas de fibras elasticas foram detectadas
através de anticorpos. A imunolocalizagdo sugere que a fibrilina é formada

pericdicamente ao longo de microfibrilas individuais, e estas microfibrilas individuais
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podem ser alinhadas formando estruturas mais complexas. A fibrilina parece ser
essencial para a integridade das fibras elasticas (TRAIK, et al 2000). MutacGes no
gene da fibrifina resultam na sindrome de Marfan, uma doenga genética
relativamente comum em humanos que afeta os tecidos conjuntivos que s&o ricos
em fibras elasticas. As moléculas de fibrilina aparecem antes da elastina, durante o
desenvolvimento dos tecidos, e parecem formar a estrutura na qual serdo
depositadas as moléculas de elastina recém secretadas (SAKAI et al, 1986 ;
RAMIRES et al., 1993 ; BURKE et al., 2000). A medida que a elastina é depositada,
as microfibrilas s&o deslocadas para a periferia da fibra em crescimento (CLEARY,
1983).

As fibras elasticas sdo constituidas de uma proteina altamente hidrofébica
chamada de elastina com cerca de 750 aminoacidos, rica em prolina e glicina, no
glicosilada e pouco hidroxilada. As proteinas recém sintetizadas de elastina e
secretadas para o espaco extracelular, sofrem liga¢bes cruzadas entre duas lisinas e
agrupam-se em fibras elasticas proximas a membrana plasmatica. A elasting, é
composta principalmente por dois segmentos pequenos, um sendo hidrofébico
responsavel pela propriedade elastica da molécula e segmentos de a-hélice ricos em
alanina e lisina, que formam as ligagdes cruzadas entre as moléculas adjacentes
(CLEARY, 1983).

A MEC também ¢é constituida de outras macromoléculas, os proteogiicanos,
que sao formados de um esqueleto protéico central, ao qual estéo covalentemente
ligadas uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs). Estes possuem um

dissacarideo caracteristico repetido. Um dos acglcares do dissacarideo é um agucar
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aminado {N-acetilglicosamina) ou (N-acetilgalactosamina) e a outra unidade &
tipicamente, mas n&o sempre, um residuo de acido urénico, acido D-glucurdnico ou
acido idurbnico. Ambas as unidades sdo variavelmente N ou O sulfatado, mostrando
a heterogeneidade destas macromoléculas complexas (JACKSON, 1991).

Os GAGs mais comuns sao, sulfato de condroitim (CS), sulfato de dermatam
(D8), sulfato de heparam (HS), sulfato de keratam (KS), &cido hialurdnico (HA) e
heparina. Devido aos grupos sulfato e carboxila, os (GAGs) sdo carregados
negativamente. A alia densidade de cargas negativas atrai uma nuvem de cations,
como o Na’, que sdo osmoticamente ativos, resultando na incorporacéo de grandes
guantidades de agua na matriz. Isto gera uma pressaoc capaz de resistir as forgas
compressoras que a matriz pode sofrer. Com excecdo do acido hialurdnico, todos os
outros GAGs estdo covalentemente ligados a um esqueleto protéico, formando os
proteoglicanos (JACKSON, 1991).

Os GAGs fazem parte dos PGs, e podem associar ainda a proteinas da rede
estrutural como a lamina basal, gerando esfruturas extremamente complexas
(KJELLEN et al., 1991).

As cadeias do polissacarideo sdo montadas no nuclec da proteina,
principaimente no Complexc de Golgi. O ponto inicial ocorre quando um
tetrassacarideo de ligacéo interage com o aminoacido serina no nuicleo protéico,
servindo como iniciador para o crescimento do polissacarideo, subseqientemente,
uma molécula de agucar e adicionada de cada vez, por enzimas glicosil-transferases

especificas. Ainda no Golgi, varias das unidades de agucar polimerizadas s&o
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modificadas covalentemente por uma série de reacdes seqlenciais e coordenadas
de suifatacéo e epimerizacao (HAY, 1991).

As epimerizacbes alteram a configuracio dos substituintes ac redor dos
atomos de carbono na molécula de acglicar e as sulfatagbes aumentam enormemente
a carga negativa do proteoglicano (KJELLEN et al., 1981).

O nucleo protéico varia de 10.000 a mais de 600.000 Daltons e 0 nimero e 0s
tipos das cadeias de (GAGs), variam enormemente, refletindo a variedade de
funcdes gue estas moléculas possuem (RUOSLAHTI et al., 1991; HAY, 1881).

Os proteoglicanos da membrana plasmatica atuam como co-receptores. As
sindecanas constituidas de sulfato de heparam e suifato de condroitim sé&o
proteoglicanos relativamente pequenos. Aproximadamente quatro moleculas de
heparam sulfato com uma massa molecular aparente de 14.000 Da € ent&o ligado a
cada nticleo protéico. isso resulta em uma massa molecular total de cerca de 80.000
Da. O nucleo protéico possui regides hidrofébicas que podem ancorar
macromoléculas na membrana. Estes proteoglicanos, s&o importantes para facilitar
a adesdo da célula e parecem interagir com complexos de fibronectina e colageno
(SCOTT, 1892).

Muitos proteoglicanos sdo constituintes da matriz extraceiular, alguns
exemplos incluem o perlecam, agrecam, versicam, decorim e fibromodulim
(HEINEGARD et al., 1990). Alguns possuem funcdes moduladoras de fatores de
crescimento. Foi sugerido que a ligacdo de fatores de crescimento no heparam
sulfato de proteoglicanos, parece proteger o fator de crescimento a degradacéo

(RUOSLAHTI et al,, 1991). Além disso, foi proposto que os proteoglicanos poderiam
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controlar & atividade de determinadas proteinas pela imobilizagdo da proteina
proximo ao sitio onde ela € produzida, através de bloqueio espacial da atividade da
enzima ou servindo de reservatdric da enzima, para uso tardio (RUOSLAHT! et al,,
1991). Proteoglicanos como ¢ decorim sao exemplos de reservatérios de fatores de
crescimento. Estas participam na regulac@o do crescimento celular (VISSER et al.,
1994; WEBER, 1996; SINI et al., 1997; SCHONHERR et al., 1998).

Um GAG gue normalmente & encontrado livice na MEC ou associado
eletrostaticamente ao esqueleto protéico de proteoglicanos e a proteinas de ligagcéo é
o Aacido hialurbnico (PREHM, 1984). O acido hialurbnico € ¢ mais simples dos
glicosaminoglicanos. Ele consiste de seguéncias regulares repetidas de 20.000 a
25.000 unidades de dissacarideos ndo sulfatados, e encontrado em grande
quantidade no estagio iniciai de desenvolvimento de embrido (PREHM, 1984). Na
migracdo celular, na cicatrizagdo de um ferimento ou na resisténcia as forcas
compressivas em articulacdes, o acido hialurdnico € de fundamental importancia,
além de atuar como lubrificante nas articulagbes (HAY, 1991).

Também é preciso mencionar a presenga de proteinas ndo colagénicas na
matriz extracelular. Uma deias que vem sendo muito estudada € a proteina
oligomérica n&o colagénica de 524 kDa, foi isolada de cartilagem bovina e designada
de COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein). A proteina é composta de
subunidades unidas por pontes dissufelto com uma aparente massa molecuiar de
100 kDa cada. Também € enconfrado uma grande quantidade de acido aspartico e

acido glutamico. Encontrada na cartilagem, COMP aparece preferenciaimente
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localizado na matriz territorial de condrécitos, mas também ja foi encontrada em
tenddes, ligamentos e meniscos (HEDBOM et al,, 1992).

As células de vertebrados e da maioria de espécies de inveriebrados,
possuem a habilidade de ades&c a matriz extracelular. A ades&o celular € uma
propriedade requerida para migracdo celular, estabilidade do tecido,
desenvolvimento embrionario, no processo de cicatrizacdo de ferimentos,
metastases e outros processos que ligam células ao substrato (BROWN, 1993 ;
BUCK, 1987). A adesac celular também afeta a forma, divisdo e diferenciacéo das
células. Entre os receptores que representam um papel principal na ades&o da
célula ao substrato, estdo as glicoproteinas de superficie chamadas integrinas. As
integrinas s&o heterodimeros que se constituem em subunidades de glicoproteinas
transmembrana associadas néo-covaleniemente, denominadas o e B, ambas
envolvidas no processo de ligacdo de proteina @ matriz (HYNES, 1987).

Enquanto algumas integrinas parecem ligar-se a apenas um tipo de
macromolécula da mairiz, como a fibronectina e a laminina, outras ligam-se a mais
de um tipo. Uma subfamilia de integrinas reconhece a sequéncia RGD presente em
algumas proteinas da matriz, ao passo que outras integrinas reconhecem outros
dominios e seqUéncias. A ligacdo das integrinas com o substrato depende de
cétions divalentes como Ca** ou Mg?*, sendo que o tipc de cation pode influenciar a
afinidade e a especificidade da ligacao integrina-ligante (RICHARD, 1287).

Os dominios citoplasmaticos da integrina se ligam a feixes de filamentos de

actina. Esta ligacdo parece importante para ligar as células 4 matriz. A ligagdo entre
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a integrina e o citoesqueleto, parece ser um requisito importante tanto para adesao
célula-célula como para célula-matriz (SOLOWSKA, 1989).

A interacdo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto & reciproca, no
sentido que os filamentos de actina intracelulares podem influenciar a orientag&o das
moléculas de fibronectina secretadas. Estas interagdes reciprocas entre a
fibronectina extracelular e os filamentos de actina sdo mediadas principalmente pelas
integrinas (SARITA et al,, 1993). Vias de sinalizag&o intracelulares podem ativar ou
inativar as integrinas. A fosforilag@o de uma serina na cauda citoplasmatica da
integrina B1 durante a mitose em cultura de células, prejudica a capacidade da
integrina ligar-se a fibronectina, o que provavelmente explica por que estas células
tornam-se arredondadas e desgrudam-se do substrato durante a mitose (RICHARD,
1992). O comportamento celular, polaridade, forma, movimento, metabolismo e
desenvolvimento, sdo mediadas por integrinas (JULIANO, 1983).

MEC especializadas como as laminas basais, possuem fun¢des importantes.
Estas além de atuarem como filtros moleculares, possuem fungdes reguladoras
sobre as células , sdo capazes de determinar a polaridade celuiar, influenciar o
metabolismo, organizar as proteinas nas membranas plasmaticas adjacentes, induzir
a diferenciacéo celular e tambéem auxiliar na migracéo celular (JOSHUA et al., 1990).
As cadeias de coldgeno tipo IV sd0 ligadas formando dimeros através do dominio C-
terminal. Esta ligacdo forma uma malha pela associacéo lateral entre os dominios N-
terminal estabilizando a armagao poligonal. Outras ligagbes cruzadas covalentes e
pontes dissulfeto ajudam a estabilizar estas ligagdes (YURCHENCO et al., 1990 ;

SADAYUKI, 1989). Em epitélios simples e endotélios, as células estdo em contato
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com a lamina basal pela superficie basal e com lume pela superficie apical. Em
epitélios estratificados, somente algumas células estdc em contatc direto com a
{amina basal. Apesar da composi¢do exata ser bastante variave] entre os tecidos e
mesmo entre diferentes regides da mesma lamina, a maioria contém colagenoc do

tipo IV, sulfato de heparam, periecam, e as glicoproteinas laminina e entactina.

Componentes de Matriz Extracelular de Tendéo

Os tendbes, segundo descricbes anatdmicas, s@o estruturas brancas e
brilhantes formadas por fibras altamente resistentes que interconectam ossos e
musculos. Ja descrigbes histologicas descrevem como estruturas ricas em fibras
colagenas, proporcionando ao tend&o grande resisténcia a tragéo.

Observando sua estrutura, esta simplicidade aparente é descartada, n&o
sendo surpreendente, pois as propriedades biomecanicas dos tenddes revelados por
experimentos biomecanicos, mostram que além da resisténcia a tracdo eles
possuem grande flexibilidade, resisténcia e uma certa elasticidade (KUIST et al,
1991; OTTANI et al., 2001).

Os tendbes possuem particularidades que os difere dos ligamentos. Eles
possuem uma exiremidade ligada ao osso e outra ligada ao musculo, enquanto em
ligamentos as duas extremidades estéo ligadas em ossos. Os tenddes podem se
prender tambem em capsulas articulares, cartilagens, septos intermusculares, derme
e em outros tendées (DANGELO and FATTINI, 1995). No caso da cauda de rato, os

tenddes se originam dos musculos sacrocaudal dorsal lateral e sacrocaudal ventral
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lateral, e se inserem nas Ultimas vértebras caudais, auxiliando na sustentacdo da
cauda e na sua movimentag@o, embora reduzida. A frac@o transmitida por estes
tendbes € relativamente pequena se comparada com a observada nos tenddes
flexores.

Uma das particularidades dos tenddes é sua capacidade de transmitir a forga
motora gerada pela fibra muscular para o 0ss0, sendo que as unidades musculares
possuem um revestimento de tecido conjuntivo que parece ligar de forma continua
aos elementos fibrilares do tend&o. Esta regido é conhecida como regido mio-
tendinosa. Os componentes fibrilares colagénicos parecem estar associados &
superficie das fibras musculares, transmitindo os movimentos de contragéo. Desta
forma, o tenddo recebe toda carga dividida pelo musculo que & entdo transferido
para 0 0sso. A regido mio-tendinosa é composta de fibrilas de colageno e células
musculares. As fibrilas de colageno no tendao, inserem-se na lamina basal das
células musculares. Desta forma as superficies de contato entre as fibrilas do tendao
e as celulas musculares s&o grandemente aumentada (KUIST et al., 1991). A regido
mio-tendinosa possui ainda inumeras fibrilas com pequenos diametros. Esta regido
chamada de microtenddo seria o local fragil onde ocorrem lesdes causadas em
exercicios fisicos (SWADISON, 1991).

Os tenddes sdo envolvidos por estruturas em forma de capsula de tecido
conjuntivo. Esta estrutura é chamada de epitendineo. Além desse, existe uma outra
bainha que aprofunda-se entre os feixes de fibrilas. Este é chamado de
endotendineo. O epitendinec acima citado, em alguns tenddes podem ainda ser

envolvido pelo paratendineo. Quando o tend&o sofre mudanga de dire¢do, ocorre um
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aumento na friccdo, necessitando de lubrificacdo extra. Neste caso, o paratendineo
pode-se dividir em duas camadas: a visceral e a parietal. Entre elas existe um
espago conhecido por mesotendineo, que € preenchido por um fluido semelhante ao
liquido sinovial (ELLIOT, 1965, MERRILEES and FLINT, 1880).

No rabo de rato, os tenddes se organizam em quatro grupos simetricamente
dispostos ao redor das vértebras caudais. O paratendinec envolve externamente
estes grupos de tendbes. Cada um destes quatro grupos de tenddes sdo envoltos
pelo epidendineo. Esta bainha possui grande gquantidade de vasos sangliineos e
nervos, especiaimente nas regides de trabéculas. Cada tenddo possui uma bainha
com arranjo regular que distingue do epitendineo (o peritendinec). Cada fasciculo de
tenddo é revestido ainda por uma estrutura regular distinta do peritendineo chamado
de endotendineo (STROCCHI, 1985).

As células responsaveis pela formagéo do tendao s&o alongadas e dispostas
paralelamente aos feixes de colageno. Elas possuem citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso e um complexo de Golgi bem desenvolvido. Estas células
guando maduras s&o chamadas de tendinociios e sdo semelhantes aos fibroblastos
(O'BRIEN, 1997).

Tendbes que contornam uma articulagdo, desenvolve uma metaplasia
fibrocartilaginosa. Esta estrutura é caracterizada pela presenca de depdsitos de PGs.
Nesta regi&o de articulagido o tend&o sofre forcas de compressao e fricgdo além de
transmitir as forcas de trac@o geradas pelo musculo (VOGEL and KOOB, 1989;
BENJAMIN and EVANS, 1990; EVANKO and VOGEL, 1990). Nestes locais, as
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fibras colagenas e os proteoglicanos podem exibir arranjos diferentes que dependem
da acao de diferentes forgas biomecanicas (CARVALHO and VIDAL, 1894).

Os tenddes sdo caracterizados pela presenca de grande quantidade de matriz
extracelular constituida de 80-95% de colageno e 3% de PGs. As moleculas de
colageno estdo arranjadas em fibras e feixes de fibras e se dispbem paralelamente
ao maior eixo do tenddo, (VIDAL, 1970; NIMNI and HARKNESS, 1988).
Morfologicamente, os tenddes podem variar na forma e no tamanho, podendo ser
achatados ou cilindricos (O’BRIEN, 1997). Além dos componentes fibrilares, a MEC
dos tenddes & formada por proteoglicanos e glicoproteinas néo colagénicas (PNC).

A maior parie da massa de elementos fibrilares do tendao é constituida de
colageno do tipo |, podendo atingir 90% do seu peso seco, (VIDAL and CARVALHO,
1990). Sao encontrados também colagenos associados a fibrilas como o colageno
tipo VI e Xl (MAYNE et al, 1893). O colagenc tipo VI atuaria como adaptador
conectando elementos da matriz extracelular com as céluias (PAULSSON et al,
1987). Os colagenos tipo 1V — X, XIl - XIX fazem parte da classe FACIT (colégenos
associados as fibrilas com triplice hélice interrompidas), s8o encontrados em tenddes
de fetos. Os colagenos dos tipos IX, Xil, XVI e XIX ndo formam estruturas
supramoleculares entre si, mas se integram a fibras heteropoliméricas (LIU et al,,
1988). Os tipos Xli e XIV estdo relacionadas diretamente com a fungéo biomecanica,
agindo como transdutores de energia, transformando energia mecanica em sinais
capazes de estimular os fibroblastos a modularem o arranjo molecular do ambiente

extracelular (VIDAL, 1896; VIDAL, 1969; VIDAL, 1985).
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Analisando a ultraestrutura do tend@oc podemos observar niveis de
organizagéo crescentes. Trés cadeias o se alinham formando uma fina e alongada
estrutura de = 15 A de didmetro chamada de molécula de colageno, que se agrupam
formando filamentos de microfibrilas de diametro em torno de 35 A, Estas
microfibrilas ainda se ligam para formar uma sub-fibrila de 150 A de diametro. As
sub-fibrilas se agrupam formando uma fibrila de tenddo com um didmetro de 500 a
5000 A. Esta fibrila se agrupa formando um fasciculo de tend&o que por sua vez se
agrupa formandc o tenddo com diametro entre 100 e 500 um (KASTELIC et al.,
1978).

Os fasciculos de tendéo possuem uma organizagdo caracteristica chamada de
"erimp”. O ’crimp" ou estrutura ondulada (EOD) revela que o tenddo nao é
meramente uma estrutura inerte. A complexidade dos tenddes pode ser revelada
pela simples observacdo de um corte histoldgico nado corado de tenddo 2
microscopia de polarizagdo. Estas estruturas posicionadas a 45° em relagdo ao
plano de luz polarizada, revelam uma ordenag8o molecular especifica e Unica,
devido a organizag@o das moléculas de colageno do tipo | (VIDAL, 1995 ; VIDAL,
1980 ; VIDAL and MELLO, 1984; KASTELIC et al,, 1980; KASTELIC et al., 1978).

Existem diferentes padrées de "crimp". Estes podem ser mais retos ou
ondulados (O'BRIEN, 1997). Podem ainda exibir um padrdo regular sinusoidal com
uma periodicidade e amplitude que pode ser prépria para uma determinada regido do
tenddo. O "crimp" mostra mudanga constante na direcdo dos elementos fibrilares
(AULT, 1992). Esta variabilidade morfolédgica, sugere uma diferencia¢éo funcional ao

longo da regido de tragéo e isto poderia ser atribuido tanto a diferentes propriedades
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biomecanicas como também a0 grau com gue as diferentes zonas se acomodam no
estado de repouso { CARVALHO and VIDAL, 1294).

Através de andlises de dispersao da birrefringéncia e do dicroismo linear pode
ser observado gue as moléculas de PGs ndo se encontram distribuidas ac acaso,
mas orientadas e possivelmente associadas as moléculas de colageno. O esqueleto
protéico central dos PGs esta inclinado em relagdo ao maior eixo dos feixes de
colageno, sendo que as cadeias laterais de GAGs estariam dispostas paralelamente
ao mesmo eixo. (VIDAL et al,, 1975; VIDAL, 1984),

As interacbes especificas que ocorrem entre as fibrilas de coldgeno e os
proteoglicanos, estdo envolvidas no comportamento do tendao submetido a tracéo.
Em tenddo de cauda de rato adulto foram enconirados dermatam suifato, e em
tend@o de cauda de rato fetal, foram encontrados principalmente condroitim sulfato e
acido hialurdnico interagindo com o colageno (SCOTT and ORFORD, 1981) Em
tenddes da cauda de ratos recém nascidos foram encontrados PGs contendo
dermatam sulfato (SCOTT and ORFORD, 1981), mais tarde a presenca de grandes
e pequenos PGs foram encontrados em tendbes bovinos adultos (VOGEL and
HEINEGARD, 1985). Tais interagdes ocorrem através do esqueleto protéico central
do PG, ao gual esta ligada covalentemente no minimo uma cadeia lateral de GAG,
(ASUNDI et al., 1992; HASCAL and KIMURA, 1982; HEINEGARD and OLDBERG,
1989; RUOSLAHTI and YAMAGUCHI, 1991).

Alem dos grandes PGs, exisie ainda um grupo classificado como pegquenos
PGs. Os pequenos proteoglicanos presentes nos tenddes podem inibir ©

crescimento radial por agregac@o das moléculas de coldgeno ou fusao das fibrilas
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através de interferéncias com o© “cross-linking’. Aﬁélises bioguimicas destes
componentes indicam gue estes proteoglicanos possuem uma massa molecular de
aproximadamente 100.000 Da (SCOTT et al., 1981; HEINEGARD et al., 1985;
OLDBERG et al,, 1990). Essas moléculas foram batizadas de decorim e biglicam e
foram primeiramente descritos em cartilagens e tenddes bovinos. O decorim € o
biglicam séo proteocglicanos com “core” protéicos homélogos e ricos em leucinag, a
principal diferenca entre ambos € a presenca de uma cadeia de GAG no decorim e
de duas no biglicam. O decorim foi inicialmente purificado de osso, (HOCKING et al,,
1998), cartiltagem articular de boi, (ROSENBERG et al., 1985, HEINEGARD et al,
1986; FISCHER et al., 1989), tenddo bovino aduito, (VOGEL and HEINEGARD,
1985).

O decorim é capaz de se ligar as fibrilas de colageno e inibir a progresséc da
fibrilogenese in vifro, sendo que o biglicam nao interage com colageno e fica disperso
nos espacos entre as fibras (VOGEL, 1984 ; WEBER et al., 1996). O decorim &
assim chamado porque decora as fibrilas de colageno de um modo bem
caracteristico (SCOTT and ORFORD, 1981). Evidéncias ultraestruturais indicam que
as moléculas de decorim representam um pahel importante na orientagdo e
organizac&o das fibrilas de colageno, auxiliando na manutencéo da forma do tecido
(SCOTT, 1988). Recentemente foi constatado que o decorim se liga em um sitio da
regido C — terminal do colageno |, justamente em um local onde estdo os principais
sitios de ligag@o cruzada intermolecular em colagenos heterotriméricos (KEENE et
al., 2000). E proposto que © proteoglicano decorim € um ligante entre duas

moléculas de colageno na fibrila, ajudando a estabilizar as fibrilas e controlar a
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fibrilogénese (SCOTT, 1988). O modelo sugerido por WEBER e colaboradores
(1996), da estrutura de decorim, tem uma forma de arco com uma unica cadeia de
glicosaminoglicanocs e trés oligossacarideos N-ligados localizados no mesmo lado da
molécula. O decorim € ligado na seqgléncia polar do colageno tipo | fundido na banda
d. A superficie interna concava esta apropriada em tamanho e forma para acomodar
somente uma tripla hélice de colageno de = 3 nm de diametro (WEBER et al., 1996).

E proposto que a ligacdo de uma tripla hélice de colageno no decorim, tenha
uma funcdo importante na formacdo e na organizac@o das moléculas de colageno
dentro das microfibrilas regulando a fusdo lateral das moléculas de colageno
(WEBER et al.,, 1996). Através de estudos in vifro foi demonstrado que o decorim
inibe a associag@o lateral de moléculas de colageno, controlando o didmetro da
fibrila, (VOGEL, 1987 ; SCOTT et al,, 1981; HEDBCM et al., 1989). O decorim néo
esta simplesmente envolvido com a fibrilogénese do colageno in vivo (BIRK, 1895),
mas também ele modula a atividade do fator de crescimento TGF-B participando
dessa forma da regulacéo do crescimento celular (VISSER et al., 1994; WEBER,
1996; SINI et al., 1997; SCHONHERR et al., 1998).

No entantc o papel funcional do decorim ndo é totalmente conhecido. A
localizagdo do decorim, indica que ele facilita a interacdo das fibrilas de colageno
entre si, ou com componentes n&o fibrilares da matriz do tecido, ou ainda um papel
estrutural, formando um limite exterior mantendo a integridade individual das fibrilas
de colageno (BROWN, 1988). Em estudos anteriores, 0 pequeno proteoglicano de
tend@o bovino, mas n&o grande proteoglicano de cartilagem bovina, retarda a

fibrilogenese de colageno tipo | e resulta em fibrilas de colageno de diametro
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reduzido (BROWN, 1989). A associacdo entre estes pequenos proteoglicanos e
fibrilas de colageno e a capacidade desta ligagdo em impedir ou retardar a formagao
de fibrilas, fez com que alguns autores atribuissem ao decorim e ao fibromodulim a
capacidade de modular a fibrilogénese (SCOTT et al., 1981). Por outro lado, alguns
autores observaram um aumento no didmetro das fibrilas (GARG et al., 1989;
ULDBJERG et al., 1988). Estes resultados contraditorios revelam a sensibilidade da
fibrilogénese “in vitro” , fatores como pH, temperatura, forga idnica e diferenga na
preparagdo de colageno e ou proteogiicanos podem interferir nos resultados
(COMPER et al., 1977, WILLIAMS, et al, 1978). Tecidos ricos em DS - PG
apresentam fibrilas de grande diametro (KUC and SCOTT, 1997). E possivel que o
estresse tensional “in vivo” estimule as células a secretar proporcionalimente mais DS
- PG, com isso favoreceria & agregacio lateral das fibrilas de colageno exibindo
fibrilas de didmetro aumentado, o que favoreceria o tecido a resistir as forgas de
tracdo (KUC and SCOTT, 1997).

O fibromodulim por sua vez, possui uma proteina central de aproximadamente
48 kDa, ao qual estdo ligados quatro cadeias de queratam sulfato e também possui
vérias tirosinas sulfatadas na regifo N-terminal (HYNES, 1986, OLDBERG et al.,
1989; PLAAS et al., 1990). Esta caracteristica contribui para o carater anidnico da
molécuia. O fibromodulim foi identificado primeiramente em cartilagem. Ele interage
com o colageno via esqueleto protéico, o que por si s6 pode afetar a fibrilogénese,
néo dependendc das cadeias de glicosaminoglicanos (HEDBOM et al., 1989).

Em tenddes, o diametro das fibrilas de colédgeno & extremamente variavel, na

verdade ocorrem variagbes entre os diferentes tendbes em diferentes estados
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fisiologicos e no mesmo tenddo diferencas s@o observadas devido a presenca de
diferentes forgas mecéanicas a que estdo sujeitos ao longo de seu trajeto. Varios
fatores foram sugeridos no controle do didmetro das fibrilas, entre eles a presenca
pequenos proteoglicanos capazes de modular a fibrilogénese como o decorim e ©
fibromodulim (VOGEL et al., 1984; VOGEL and TROTTER, 1887).

Os tenddes de cauda de ratos jovens, possuem fibrilas de diametros menores
do que os de ratos mais velhos, demonstrando que com o aumento da idade o©
diametro da fibrila também € aumentado (SCOTT, 1996).

Um dos mecanismos sugerido por VIDAL and CARVALHO (1990), éo tipo e a
extensdo de alguns dos processamentos poés-traducionais como as hidroxilagbes de
residuos de prolina e de lisina, a glicosilacdo dos residuos de hidroxilisinas podem
influenciar na capacidade de auto-agregacdo, na formago de ligacbes cruzadas, na
capacidade de interacdes com outras moléculas e provavelmente no didmetro final
da fibrila.

Durante o desenvolvimento (ontogénese) de tendio de cauda de rato, héd um
aumento na resisténcia & tragdo durante os primeiros seis meses de vida pos-natal.
Com respeito a alteracdes bioquimicas nas moléculas de colageno durante a
ontogénese, tem sido constatado que a taxa de formacgdo de ligagdes cruzadas inter
e intramolecular € intensa durante a maturagio de tendao e continua mais tarde a
uma taxa mais lenta (MOREIN et al., 1978).

As propriedades biomecanicas dos tenddes sdo determinadas pelo grau de
agregacdo e ordem molecular dos componentes da matriz e pela rica presenca de

fibras de colagenc (VILARTA and VIDAL, 1989). As interacdes entre os componentes
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da MEC de tendao, os fatores que controlam a fibrilogénese de colageno, bem como
a funcj,éo dos pequenos PGs sfo ainda pouco conhecidas. Muitos estudos tém
demostrado que tendbes sujeitos a diferentes forgcas mecanicas, séo capazes de se
adaptar as diferentes situagbes biomecanicas.

Mudangcas nos tipos e intensidades de forcas mecanicas sobre os tenddes,
afetam as propriedades mecé@nicas daqueles tecidos, provavelmente devido a
alteracbes na ordem molecular e agregagdo das moléculas de colageno (VILARTA

and VIDAL, 1989).

OBJETIVO GERAL

identificar alteracSes bioquimicas e estruturais da (MEC) de tendao de cauda

de rato sujeito a forgas periddicas de tracio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito de forcas de trag@o sobre a quantidade de proteinas néo
colagénicas e glicosaminoglicanos.

Analisar o perfil eletroforético dos principais componentes extraidos, com
especial atengdo para os proteoglicanos de baixo massa moiecuiar.

Verificar se existe alguma alteragdo na celularidade e organizagéo da (MEC)

nos dois casos experimentais.
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ESTUDO BIOQUIMICO E ESTRUTURAL DE TENDAO DE CAUDA DE RATO
SUBMETIDO A FORGAS PERIODICAS DE TRAGAO

RESUMO

Os tendbes possuem funcgbes importantes relacionadas com a transmisséo
das forcas de tragdo geradas nos musculos a par de manter as relacbes morfo-
estruturais e suas fungdes musculo-esqueléticas. No caso da cauda de rato os
musculos sacrocaudal dorsal lateral e sacrocaudal ventral lateral transmitem as
forcas de trac&o aos tendbes da cauda, que se inserem nas ultimas vértebras
caudais, auxiliando na sustentagdo da cauda e na sua movimentacdo, embora
reduzida. Devido a baixa forga de fragdo que estes tenddes sofrem em relacio aocs
tenddes flexores, os primeiros s&o um 6timo modelo experimental para estudo dos
efeitos de forca de tragdo. O objetivo deste trabalho foi analisar a organizagéo
estrutural @ a composicdo da matriz extracelular de tenddes submetidos a forcas
adicionais de tragdo. Para tal, foram analisados tenddes de cauda de ratos
suspensos e ratos controle, através da analise bioguimica dos componentes da
matriz, e através da analise morfoldgica utilizando microscopia de luz normal e
polarizada e microscopia eletronica de transmissdo. Foi observado uma maior
concentragdo de proteinas ndo colagénicas em tenddes suspensos em relacdo ao
grupo controle. A analise eletroforética mostrou a presenca de dois componente que
podem representar os proteoglicanos fibromodulim e decorim, este ultimo, no caso

dos tenddes suspensos, migra mais rapidamente em gel de SDS-poliacrilamida, em
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relacdo ao controle. Isso pode ser devido a uma diminuigdo no comprimento da
cadeia do GAG, o que pederia permitir uma maior compactacdo das fibrilas
colagénicas. Este aumento na compactacio das fibrilas colagénicas, foi refletido nas
medidas de birrefringéncia e também no aumento de area das secgdes transversas
das fibrilas quando observadas ao microscopio eletrénico de transmissio. A
presenca de fibrilas mais espessas nos tendbes suspensos, permite a estes, suportar
um aumento de carga tensional. As andlises morfolégicas também revelaram um
aumento na intensidade do dicroismo nos tendBes suspensos, devido a uma
distribuigao mais alinhada das moléculas do Ponceau SS e consequentemente das
moléculas de colageno nos tenddes mantidos sob tragdo. Neste trabalho, mais uma
vez o aspecto indutor das forcas biomecanicas sobre a modulacdo da matriz

extracelular foi comprovado.
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INTRODUGAO

Os tendbes sdo estruturas adaptadas a resistir as forgas de trag@o geradas
pela contragdo do musculo. S&o constituidos por células e uma extensa matriz
extracelular (MEC), formado por proteoglicanos, proteinas ndo colagénicas (PNC)
que representam cerca de 3% e principalmente colageno do tipo |, que representam
mais de 90% do peso seco e estdo arranjados em fibras e feixes de fibras,
dispondo-se paralelamente ao maior eixo do tenddo (VIDAL, 1970; NIMNI and
HARKNESS, 1988; O'BRIEN, 1997; VIDAL and CARVALHO, 1890; LIU et al., 1995),
o que é responsavel pelas propriedades biomecanicas como flexibilidade, resisténcia
e uma certa elasticidade dos tenddes (VOGEL and KOOB, 1989; BIRK et al., 1989,
VIDAL and CARVALHO, 1990; MILZ et al., 1998; KUIST et al., 1991). Na matriz
extracelular do tendéo, entre os feixes de colageno s&o encontrados tendindcitos
com nucleos achatados e fibroblastos com nucleos alongados, responsaveis pela
intensa atividade na sintese de macromoléculas da matriz extracelular (O’'BRIEN,
1997; ROSS et al,, 1995, HAM, 1991.). Os tendbes que contornam articulacdes,
estdo submetidos a tensdo somado a compressao. Neste locais, desenvolve uma
estrutura semelhante a uma fibrocartilagem, caracterizada pela presenga de
depositos de proteoglicanos (VOGEL and KOOB, 1989; BENJAMIN and EVANS,
1990: EVANKO and VOGEL, 1990). As moiéculas de coldgeno interagem entre si
formando as fibrilas, enquanto estas, interagem com PG e PNC, permitindo uma
organizacéo funcional da matriz. Entre os componentes n&o colagénicos encontrados

na matriz de tendao, é precisc ressaltar as presencas de Agrecan (VOGEL et al.,
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1994 ), e principaimente pequenos PG ou proteoglicanos de baixa massa molecular
como o decorim (DEC), o fibromodulim (FM) e o biglicam. C DEC e o FM
provavelmente regulam a fibrilogénese das moléculas de colageno efou participam
na ordem molecular das fibrilas, o que estd de acordo com os achados de que
remogdo enzimatica de glicosaminoglicanos reduz a birrefringéncia de tend&o
(VIDAL, 1964; SCOTT et al, 1981; HEDLUND et al., 1994, VOGEL et al., 19886;
BROWN and VOGEL, 1988). As propriedades biomecanicas dos tenddes estdo
relacionadas com a orientagdo das fibrilas e feixes de fibrilas de colageno, com ¢
diametro dessas fibrilas, bem como ao seu grau de organizacio e ordem molecular
(VIDAL and CARVALHO, 1990; BIRK et al., 1989, VILARTA and VIDAL, 1988).
Desta forma, as fibrilas sdo elementos responsaveis pela resisténcia de um tendéo, e
a eficiéncia deste mecanismo depende do direcionamento paralelo destes elementos
com a direcao das forgas & que estdo sujeitas (HUKINS and ASPDEN, 1985). Os
feixes de colageno em repouso apresentam arranjos regulares e sinuosos
denominados de “crimp" (KASTELIC et al, 1978). O "gimp" representa uma
estrutura morfofuncional do tenddo capaz de reduzir o impacto de uma forca de
tracdo sobre © 0sso onde o tend&o se insere e no proprio tenddo. Estudos
anteriores, realizados com tendao de cauda de rato, “in vitro”, mostraram que durante
a aplicagdo de uma forga de tracdo leva ao desaparecimento ou modificacdo no
padréao de "crimp”, como resultado do alongamento das fibras (GATHERCOLE,
1991). “In situ” o estresse fisico ao qual a fibra é submetida, também causa mudanca
no comprimento do "crimp” (DIAMANT et al., 1972; O’'BRIEN, 1992; O’'BRIEN, 1997).

Os mecanismos de modulacdo que determinam a readaptac@o de um tecido frente
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as mudancas biomecénicas principaimente relacionadas com a preseng¢a maior ou
menor de forcas de tracdo, e como as células respondem aquelas mudancas, ainda
restam ser esclarecidas. Neste trabalho, nosso objetivo foi estudar as alteragbes de
ordem molecular da matriz extracelular e organizagao estrutural do tenddo, bem
como aspectos bioguimicos da MEC de um tend&o submetido a forgas periddicas de

tragao.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos wistar, com 60 dias de idade. Os ratos (N= 4), foram
suspensos pela cauda, que ficava presa por um dispositivo no topo da gaiola, de
modo que o animal tivesse mobilidade de 360° e apoiasse as patas dianteiras no
piso da gaiola, cdmo relatado no trabalho de Winiarski e colaboradores (1987). A
gaiola foi construida de forma que o animal ficasse distante das paredes laterais,
para evitar que houvesse apoio das patas trazeiras. O dispositivo que prendia a
cauda na gaiola foi construido com espuma e fita adesiva dupia face, de forma a
permitir a livre circulacdo de sangue. Os animais do experimento (animais
suspensos) foram mantidos suspensos como indicado acima, durante oito horas
seguidas por dia, durante trinta dias. Os animais controle foram mantidos em gaiolas
semelhantes em mesmas condicoes ambientais. Os animais foram sacrificados com

aplicacio intra-peritonial de 0,5 mi de hidrato de cloral 10%.
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Analise Bioquimica

1. Extragdo dos componentes da matriz extraceiular do tendao.

Os tenddes foram devidamente dissociados em uma placa de petri sobre gélo
moido para diminuir o risco de protedlise. Apds rapida lavagem em (PBS NaCl 0,15
M em tampao fosfato de sédic 5 mM pH 7,4 com EDTA 50 mM), o material foi
secado com papel de filtro e pesado. Quantidades de 1,09 g foram submetidos a
extracdo com 50 volumes de cloreto de guanidina (GnHC!) 4 M contendo 0,05 M
EDTA, 1mM de PMSF em tampao Acetato 0,05M pH 5.8. A extragdo foi durante 24
horas, com temperatura de 4° C em constante agitaggo. Apés este tempo, o material
foi centrifugado em 20.000 r.p.m., durante 80 minutos, a 4° C em centrifuga Beckman
J2-21 (Rotor JA-20). O sobrenadante contendo o material extraido em GnHCI, foi
filtrado em Iintertela e concentrado por centrifugacdo em tubo Centriplus de forma
que seu volume ficou reduzido a 'fs do volume inicial. A centrifugacéo foi em

centrifuga Beckman J2-21 (Rotor JA-20).

2. Dosagens

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de BRADFORD,

(1976), utilizando Coomassie Brilliant Blue G 250. Como padrdo foram empregadas

diferentes solugdes de albumina bovina (BSA), nas concentracdes: 10; 20; 40; 80;




100; ug/ml. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro 8452 A Diode Array
da HP em 596 nm.

As dosagens de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) foram realizadas
usando DMMB (Azul de Dimetil Metileno) (FARNDALE et al, 1986). Diferentes
concentragdes de condroitim sulfato foram usadas como padrdc. As leituras
absorciométricas foram efetuadas em espectrofotdmetro 8452 A Diode Array da HP

em 526 nm.

3. Fracionamento do extrato total

Os extratos de tendao de animais suspensos e controle foram fracionados em
resina de troca ionica de dietilaminoetil — sephace! (DEAE-sephacel). A coluna de
DEAFE medindo 4 x 1,5 cm, foi equilibrada com uréia 7 M em tampé&o acetado de
sodio 0,05 M pH 6,0. Amostras do extrato contendo aproximadamente 1,628 mg de
proteinas totais, foram dialisadas contra uréia 7 M em tamp&o acetato de sodio 0,05
M pH 6,0 e aplicados sobre a coluna. O tamp&o uréia acetato foi usado durante toda
cromatografia. O material ndo ligado a resina de DEAE foi eluido com tamp&o.

Proteinas ligadas a resina foram eluidas com a aplicag&o de um gradiente de
NaCl de 0,1 & 1,0 M contendo 0 mesmo tampéo acima. Para garantir que todos os
componentes tenham sido eluidos da coluna, foi aplicado uma solucdo de NaCl 1.5
M. Foram coletadas fragbes com aproximadamente 2,7 ml cada. A eluicdo de

proteina foi monitorada por absorbancia em 280 nm em espectrofotdmetro 8452 A



Diode Array da HP e a condutividade elétrica determinada ( Condutivimetro Hi 8819

N).

4, Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

As fragOes obtidas na cromatografia foram analisadas em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE). Gradiente (4-16%) de poliacrilamida
foi usado segundo o método de ZINGALES, (1984), com algumas modificacbes. O
sistema tampé&o foi de acordo com LAEMMIL], (1970), com gel de empacotamento
contendo 3,5 % de acrilamida. Amostras de 50 a 300 ul (3X 100 pul) das fragbes de
cromatografia dos diferentes extratos foram precipitados em solugdo de 100 e 50 ul
de tampdo acetato de sodio 0,5 e 1 M pH 7 4 respectivamente, e 9 volumes de
etanol, durante 24 horas a 4° C. As centrifugagdes foram realizadas em
microcentrifuga Fischer Scientific Model 235 Va 8.000, a 8.000 r.p.m. por 5 minutos.
O prescipitado obtido foi secado em 37° C e ressuspendido em tampéo de amostra
contendo Tris HCl 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
tampao 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. Os padrdes
de peso molecular empregados foram: fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina
(64 kDa), ovoaibumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de fripsina
(20,1 kDa), a-lactoalbumina (14,4 kDa). Para o padréo de colageno, foi empregado o

colageno tipo | extraido de tendao de cauda de rato. Apds a corrida o gel foi fixado
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em metanol 50 %, &cido acético 12 % durante 1 hora, e em seguida corado por
Coomassie Brilliant Biue-R (CBB-R-250), 0,25 % , 50 % de metanol e 7 % de acido
acético. O gel foi descorado utilizando 50 % de metanol e 10 % &acido acético.

As massas moleculares relativas, foram deduzidas por calculo de regressao

linear de marcador de peso molecular. (KLAUS and OSBORN, 1969).

5. Eletroforese em Gel de Agarose ( 0.5-1.0%)

Gel de agarose (0.5-1.0%) em tampao 0.05 M de propilenc diamino (PDA) foi
preparado conforme (DIETRICH and DIETRICH, 1976). Amostras de 100 ul das
fracbes eluidas da coluna de DEAE - sephacel, contendo componentes
polidispersos, foram precipitados em solugdo aicodlica como descrito anteriormente.
O precipitado foi B eliminado utilizando 150 ul de NaOH 0,5 N por 19 horas a 4° C.
(BEELEY, 1985). O scbrenadante (B eliminado) contendo as cadeias de GAGs, foi
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto por no minimo 7 horas, sendo entao
centrifugado. O precipitado, foi lavado duas vezes, em etanol 80% (2 volumes), e

logo em seguida, em acetona (2 volumes) (MICHELACC! and HORTON, 1989).

Algumas amostras foram digeridas com condroitinase.

6. Digestao Enzimatica

Foram utilizadas condroitinases ABC e AC da SEIKAGAKU. Para a digest&o

por condroitinase ABC foram empregados 40Ul/g de proteina, em tamp&o contendo
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30 mM de acetato de sodio, 100 mM de Tris e 10 mM de EDTA em pH 8,0. No caso
da digestao por condroitinase AC, foram utilizados 40 Ul/g de proteinas, em tampao
contendo 100 mM de acetato de sddio, 100 mM de Tris e 10 mM de EDTAem pH 6.0
(BEELEY,1985). A digestao ocorreu durante 6 horas & 37°C. Apos a digestao, as
amostras foram precipitadas e ressuépensas em.s ul de agua milliQ, aplicando-se 5
ul no gel de agarose. Os padrbes empregados, foram 5 ul de uma mistura de
condroitim sulfatc e dermatam suifatc e heparam sulfato (1 mg/ml). Azul de
bromofenol foi usado como corante de frente. O tampéo utilizado na cuba de
eletroforese foi propileno diamino (PDA) 0,05 M. A corrente aplicada foi de 100 mA
durante 20 minutos. Apés a corrida eletroforética, os GAGs foram fixados em
solugdo de Cetavion, (Cetiltrimetilamoniobrometo) por no minimo 4 horas, como
descrito em DIETRICH and DIETRICH (1976); DIETRICH et al., (1977). A coloragéo
foi feita utilizando corante Azul de Toluidina 0,1 % em etanol 50 % e acido acético 1
% durante 5 minutos. A descoloragio foi em etanol 50 % e acido acético 1 %. A
lamina foi seca sob calor e ventilacdo, e coberta com uma tira de papel Whatmam,
embebido em Cetavion 0,1 % (DIETRICH and DIETRICH, 1976; DIETRICH et al,,
1977).



7 - Anélise Morfolégica
Microscopia de luz e de polarizacao

Apds a dissecgdo, os tenddes das caudas submetidas a forgas periddicas de
tracéo e caudas controle foram fixados em solucdo de formol 4% em tampao
Millonig pH 7.4 durante 24 h em temperatura ambiente. Em seguida as pegas foram
javadas em tampéo, desidratadas em banhos de dicool, seguido de diafanizacdo
com banhos de xilol e incluido em Paraplast ™ (Merck). Para uma visualizagéo geral
do tecido alguns cortes foram corados com Hematoxilina-eosina (Kiernam, 1981).
Para observacéo dos feixes de colageno, foi usada coloragdo por Ponceau SS 0,025
% em solugdo de acido acético 1 %, durante 1 minuto (VIDAL, 1998). Para deteccéo
de proteoglicanos, foi utilizado Azul de Toluidina 0,025 % em tamp&o Mc llvaine pH
4.0. As laminas foram deixadas no corante por 30 minutos, lavadas no préprio
tampéao e colocadas para secar ao ar.

Cortes dos tenddes, corados e ndo corados com Ponceau SS, foram
analisados em microscopia de polariza¢dc para se avaliar a ordem molecular dos
feixes de colageno nos tendfes de animais suspensos € animais controle. As
medidas de birrefringéncia foram feitas por dois métodos: i) medidas feitas pelo
método de Senarmont usando um compensador % de comprimento de onda, i.e. A =
546 nm {VIDAL, 1986) e ii) medidas do brilho da birrefringéncia das bandas do
"erimp" por meio de analisador de imagem, transformando o brilho em valores de

cinza médio (VIDAL, 2001, informacdo pessoal). Os seguintes parametros foram
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medidos por analise de imagem: dreas das bandas do "crimp” em micrometros
guadrados, diametro minimo e maximo e entropia. A entropia foi analisada a partir
da férmula S = KinZ, onde S € o valor da entropia, K a constante de Boltzman e £ a
quantidade de informagéo em bits, relativas a determinada imagem (RAWN, 1989).
As medidas por analise de imagem foram feitas com microscéopio Axiophot provido
de analisador de imagem Kontrol 400. O dicroismo linear, foi determinado pela
diferenca de absorgdo de luz polarizada por tenddes corados com Ponceau SS, que
estavam dispostos em posicdo paralela (Ay) e perpendicular (A;) ao plano de luz
polarizada. As medidas foram feitas por analisador de imagem (VIDAL, 2001 and
2002). Para estas observagbes o analisador foi removido e o polarizador mantido

acoplado ao condensador (VIDAL, 1970).

Ultra-estrutura

Tendbes de cauda de ratos suspensos e controle, foram fixados em solugéo
de glutaraldeido 2% e acido tanico 0,1 % dissolvidos em tampéo cacodilato de sadio
0,1 M pH 7,3 durante 2 h a temperatura ambiente. Em seguida o material foi lavado
no tampédo e poés-fixado em tetréxido de dsmio 1% durante 1 h a 4° C. Apds esta
etapa os fragmentos foram lavados em salina glicosada e tfratados em acetato de
uranila 1% por 18 h & 4° C e por fim lavados novamente em salina glicosada e
desidratados. Para deteccdo de PG, alguns cortes foram tratados com corante
béasico azul de cuprolinic (SCOTT, 1980; SCOTT et al., 1989). Apéds a fixacdo as

pecas foram desidratadas em série crescente de concentracdo de etanocl, o material
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foi submetido a dupla passagem pelo Oxido de propileno. Apds este procedimento,
foram embebidos em misturas de éxido de propileno/resina epon (1:1 ; 1:2 e pura) e,
finalmente, incluidas em moldes piésticos e deixados na estufa para polimerizagdo
daresina.  Foram realizados cortes transversais e longitudinais. Os cortes semi-
finos foram realizados com navalha de vidro e os cortes ultrafinos com navatha de
diamante em uliramicrétomo Ultracut UCT (Leica). Os cortes foram contrastados
com acetato de uranila a 2% em agua e com citrato de chumbo a 2% em NaQOH 0,1
N (REYNOLDS, 1963). As observacgdes foram realizadas em microscépio eletrdnico
de transmissdo (LEO 906 Leica). As imagens obtidas, foram digitalizadas em
“Scanner'de mesa marca Hewlett Packard. As imagens digitais de cortes

transversais foram analisadas em programa tps Dig para medida do diametro e area

dos feixes de colageno.

8 — Analise Estatistica

Para as analises de medida de birrefringéncia, entropia, diametro maximo e
minimo, foram utilizados teste de ANOVA e Mann-Whitney (Minitab-Release 11). No
caso das medidas de dicroismo foi utilizado teste ANOVA com distribuicdo de Fisher.
Os resultados s&o expressos em média + desvio padréo. Para andlise de érea de
secgao transversa das fibrilas, foi utilizado teste t. O teste de ANOVA e teste t, foram

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

1 - Anélise Bioquimica

O material extraido em GuHCI foi utilizado para dosagens e para analise dos
componentes da MEC dos tenddes de animais suspensos e animais controle.
Dosagens de proteinas dos tendbes de animais controle e suspensos, revelou que
neste ultimo, a quantidade de proteinas foi maior (2,5 mg/g tecido) em relacio aos
animais controle (1,6 mg/g tecido). Na&o foram detectadas quantidades apropriadas
de GAG sulifatado nos tenddes estudados.

Analises dos fracionamentos mostrou gque os dois materiais exibiam perfis
cromatograficos com padrao semelhante, (Fig.1A, 1B). Amostras das frages
eluidas foram analisadas por eletroforese em Gel de SDS poliacrilamida (SDS
PAGE). Além da presenca de colageno, foram encontrados componentes com Mr de
28:; 32; 54; 72; 86; 188; 346, 369 kDa e também um componente polidisperso com Mr
entre 116 e 140 kDa, (Fig. 1C). No caso dos animais suspensos o padrao
eletroforético foi semelhante, exceto para o componente polidisperso, que aparece
migrando mais rapido, (Fig. 1D), guando se compara com o material do animal
controle.

Analise em Gel de agarose dos glicosaminoglicancs presentes no componente
polidisperso do material controle, revelou um unico tipo de GAG migrando na mesma
posicdo do dermatam sulfato (Figura 2). A digestdo com condroitinases ABC/AC,

confirmou que se trata de dermatam sulfato (Figura 2), pois a banda néo aparece
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apos digestdo com ABC, mas é detectada apés digestdo com condroitinase AC. A
andlise desse mesmo componente polidisperso no material dos animais suspensos,

mostrou 0 mesmo padrao.

2 — Andlise de microscopia de luz polarizada

Feixes de colageno dos tenddes orientados a 45 graus em relacdo aos
polarizadores exibiram birrefringéncia aumentada quando corados pelo Ponceau SS.
Estruturas onduladas (EOD "crimp") j& eram observadas quando o longo eixo dos
tendbes estava orientado a 45 graus em relagdo aos polarizadores. TendOes
submetidos a tragdo (fratados) tinham aspectos visuais, no que se refere as EQOD,
mais regulares e evidentes do que os tenddes do grupo controle. A birrefringéncia foi
mais intensa nos cortes dos animais tratados (Figura 3B), em relacdo aos nao
tratados (Fig. 3A). Valores da birrefringéncia, expressa em graus ou em cinza médio
e os correspondentes valores de entropia, como medida da quantidade de bits
obtidos por anélise de imagem, confirmam as observacdes visuais. A Tabela | ilustra
os valores de cinza médio e de entropia correspondente. O dicroismo linear contem
informacdes adicionais em termos de ordem molecular, identificado pelas diferencas
de intensidade de cor do Ponceau SS gquando os feixes de colageno estao paraleios
ou perpendiculares ao planc de luz polarizada. Uma maior absorbancia de luz
observou-se no caso dos tenddes que estavam dispostos paralelamente (Fig. 3 C,E)
ao plano de luz polarizada (PLP), em relag@o aos que estavam perpendiculares (Fig.

3 D,F). Comparando-se 0s cortes de tendédo submetidos a tracdo e cortes de tendao
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controle, um aspecto mais homogéneo e mais compactado foi observado no tendio
tencionado (Fig 3 E, F), enquanto no tendao controle (Fig. 3 C,D), a distribuigéo dos
componentes fibrosos n&o parece ser homogéneo, como aparece no material
tencicnado. Uma avaliag8o quantitativa dos valores de dicroismo para os dois
tendbes estdo exibidos na Tabela |l.

Quanto 20s parametros geométricos analisados, como didmetros maximo e
minimo, e area do "crimp”, foram encontrados valores mais altos nos tenddes de
animais suspensos (Tabela lll), em relacéo aos controles. Também com relacdo &
entropia, como medida da guantidade de "bits", foram encontrados valores maiores
para 0 caso de tenddes suspensos em relagdo ao controle, 0 que esta em
concordancia com os maiores valores encontrados de area, dimetros, e cinza médio

ou birrefringéncia.

3 — Anéalise de microscopia eletréonica de transmissao

A analise das medidas de area em cortes transversais dos tenddes controle e
dos submetidos a forgas periddicas de tracéo, revelou a presenca de fibrilas mais
espessas nos tenddes dos animais suspensos do que a observada nos animais do
grupo controle (Fig. 4). Também foi observado uma grande variabilidade de
espessuras das fibrilas de colageno, revelado pelo alto desvio padr&o, mas as
médias dos animais analisados foram proporcionalmente maiores para os animais do

grupo suspenso do que para 0s animais controles (Fig. 4).
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Observagbes em cortes longitudinais ao microscopio eletronico, também
mostraram diferencas em relacdo a espessura destas fibrilas, mas o que mais
chamou a atencgao foi a organizacao das fibrilas nos tenddes de animais suspensos e
de animais controie. Além disso nos animais controle, as fibrilas estéo arranjadas em
uma unica direcdo, mas com aspecto entrelagado, (Fig. 5 a, c¢), aparecendo em
diferentes niveis do plano de corte. No caso dos tenddes de animais suspensos, as
fibrilas também estdo arranjadas em uma sd direcdo, mas ndo aparecem
entrelagadas como no controle (Fig. 5 b, d). Em observacdes com maior aumento é
possivel notar o aspecto filamentar da MEC entre duas células contiguas, (Fig. 5 c),
embora n3o se possa descartar a possibilidade de ser um recesso da membrana
plasmética do fibroblasto. As vesiculas encontradas junto a membrana, (Fig. 5 d)

podem ser de secregio ou de pinocitose.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a agdo de for¢as adicionais de tragdo,
ocorridas periodicamente, resulta em um aumento na concentracdo de proteinas em
geral, o que possivelmente tem relagdo com uma remodelagdo das fibrilas de
colageno, para que estas se adaptem 3as situacbes de maior carga ténsil, como foi o
caso dos tendbes caudais de ratos suspensos. Este aumento na concentracdo de
proteinas também indica que com o aumento da forga tensional, ocorre um aumento
da capacidade sintética das células de tenddes submetidos a tracdo em relag&o aos

controles, que normaimente suportam menores forgas de tragio. 0Os dados aqui
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apresentados confirmam resultados de outros estudos que também tem mostrado
que o estimulo mecanico, seja por forcas compressivas ou de tragao, resultam em
um aumento na atividade sintética por parte dos condrécitos ou fibroblastos (O
BRIEN, 1997). Este mesmo autor também afirma existir um aumento no “turnover’
de moléculas de colageno, concomitante ao estimulo mecanico.

As observactes uliraestruturais, indicam que as fibrilas do tend&o controle e
do tenddo suspenso aparecem todas alinhadas na mesma dire¢c&o, mas no caso dos
tenddes suspensos aparecem arranjadas de forma mais paralela e menos
entrelacadas, em relacdo ao controle. Isso demonstra que a forga de tragdo provoca
um alinhamento das fibrilas de colageno. Por outro lado quando se observa a
imagem do tend&o suspenso, usando microscopio de polarizagdo com dois eixos de
polarizagéo cruzados, nota-se o aspecto de estrutura ondulada (EOD), o que néo se
cbserva no caso do tenddo controle. Esta EOD equivaleria a uma adaptagdo do
tendao para diminuir o impacto de forcas de tragdo, devido a um alongamento ou
deformacéo inicial do tendao.

A analise ultraestrutural realizada em cortes transversais de tenddes controle
e suspenso, mostrou que os tenddes caudais dos animais submetidos a forgas
periodicas de tragdo se readaptam frente a estes estimulos. Esta adaptagdo
relaciona-se diretamente com um aumento no didmetro das fibritas de colageno em
relagdo aos tenddes de ratos ndo suspensos, conferindo desta forma uma maior
resisténcia a tragdo. Alguns autores sugerem que as fibrilas de colageno com
diametros maiores estdo mais adaptadas a resistir as forgas de tragédo, devido ao fato

de terem maior nGmero de ligagbes cruzadas (PARRY et al., 1978). Outros indicam
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que durante os processos de maturagéo e envelhecimento de feixes de colageno “in
vivo® e “in vitro’, o aumento da quantidade de ligagbes cruzadas coincide com a
elevacdo dos valores de resisténcia & trag&o (DANIELSEN, 1981).

Muitos fatores estdo envolvidos na formagéo de fibrilas, entre eles a propria
estrutura e composicao da molécula de colageno j4 teria toda informac&o necessaria
para a formagéo de fibrilas (KUIVANIEMI et al, 1991). No entanto, elementos
extrinsecos as moléculas de colageno podem atuar na regulagdo do diametro das
fibrilas de colégeno. A intensidade da sintese de novas moléculas, € essencial para
que as fibrilas possam se espessar e crescer em extensdo (BRODSKY and
EIKENBERRY, 1985, BRASS and BENSUSAN, 1976; MILLER, 1984). Outros
fatores como, o grau de hidroxilag&o e glicosilagdo também séo fatores importantes
que podem estar interferindo na formag&o e na espessura das fibrilas, (BRASS and
BENSUSAN, 1976; MILLER, 1984).

A presenca de bandas nas posigbes correspondentes aos Mrs de 60 e 140
kDa, foi especialmente notével, e estas provavelmente representam 0s pequenos
proteoglicancs fibromodulim e decorim. A anélise eletroforética do gel de agarose,
mostrou que 0 GAG do componente de 140 kDa, é o DS, o que sugere fortemente
que a banda polidispersa que aparece no gel de SDS — poliacrilamida, é o decorim,
pois as moléculas de decorim de tendéo, contém DS, (CRIBB and SCOTT, 1995).
Comparando-se os resultados de SDS-PAGE dos componentes nos dois casos
experimentais, chamou a ateng&o, o comportamento nitidamente diferente do
componente polidisperso de 140 kDa, que no caso do animal suspenso migrou como

um componente de 116 kDa. Esta migragdo mais répida deste componente que
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provaveimente trata-se do decorim, poderia ser resultado de uma redugdo no
tamanho de seu GAG (KUC and SCOTT, 1997). Outros dados a respeito do tamanho
do decorim foram também observados em cultura de fragmentos de regides de
tend&o bovino, sujeitas a diferentes forgas mecanicas, onde as moléculas de decorim
com menor Mr tinham cadeias mais curtas de DS (KOOB and VOGEL, 1987).
Resultados semelhantes foram também encontrados em aorta (REGISTER and
WAGNER, 19980). A significancia fisiolégica da reducio do tamanho do GAG, no
caso presente, DS, provavelmente esteja relacionada a uma maior compactagao das
fibrilas colagénicas, o que permitiria as fibrilas e as fibras de colageno, suportarem
aumentos de carga tensional. A ocorréncia de fibrilas mais préximas umas das outras
visando oferecer maior resisténcia aos tendbes, estaria diretamente relacionada ao
comprimento da cadeia de DS, que funcionaria como um espagador entre as fibrilas
de colageno. As maiores areas da secgdo transversa de fibrilas de ratos suspensos
em relacéo aos ratos controle, possivelmente esteja diretamente relacionada com a
reducéo do tamanho dos GAGs (SCOTT ,1996).

Em nosso trabalho mais uma vez fica demonstrado a relag&o entre a presenca
do decorim e a modulagdo da morfologia das fibrilas de colageno que diretamente
estao relacionados com as propriedades biomecanicas do tecido. Uma vez que tem
sido demonstrado que este pequeno proteoglicano juntamente com o fibromodulim
associam-se com 0O colageno e que possivelmente estejam envolvidos com a
modulacdo do diametro das fibrilas (HEDBOM and HEINEGARD, 1989; VOGEL et
al., 1984; VOGEL and TROTTER, 1987).
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As outras proteinas, igualmente detectadas nos tenddes controle e suspenso,
possivelmente tenham funcdes adesivas a superficie celular, ou fungdes interativas
com os varios componentes de matriz. A semelhanca nos padrfes de bandas nos
géis de animais controle e de animais suspensos, indicam que néao houve hipéxia ou
algum processo degenerativo do tecido durante o experimento.

A analise de microscopia de polarizacéo revela que a birrefringéncia total
observada em feixes de coldgeno é causada de um lado pela birrefringéncia
intrinseca devida & orientacio e freqiéncia de oscilagdc de todas as transigbes
eletrdnicas da molécula gue constréem a fibra de coldgeno, no caso a ligagao
peptidica que sdo planares, e por outro lado causada pela birrefringéncia textural ou
de forma que depende da geometria molecular do coldgeno, de seu volume parcial,
ou seja, concentracao do grau de agregagéo e/ou empacotamento das fibras (VIDAL,
1986a and VIDAL, 1986b, 2001). Vérias estruturas compostas por colageno s&o
intensamente birrefringentes, mas ndo exibem extincdo total quando posicionadas
paralelamente @ um dos planos de polarizacdo, exibindo um bandado caracteristico
de faixas claras e faixas escuras, caracteristicas do "crimp” (ELLIOT, 1965, VIIDIK,
1973; GATHERCOLE and KELLER, 1991). Em tenddes de rato a birrefringéncia
intrinseca ou cristalina corresponde a cerca de 16,3 % da birrefringénecia total
(VIDAL, 19862 ), nestes termos o aumento da birrefringéncia medida em agua
(birrefringéncia total) tem sua origem na bimrefringéncia textural. Pelos resultados
obtidos, pode-se inferir que nos animais suspensos ha um maior grau de
empacotamento fibrilar. Em animais suspensos, o achado de que ha bandas do

“crimp” com dreas e didmetros maiores do que no controle, apoia a hipotese de que
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deve haver maior concentragdo de fibrilas nos animais suspensos. Neste contexto
deve ser considerado o fato de que o britho das bandas, medide em valores de cinza
médio, também & maior nos suspensos refletindo um maior grau de agregagao e
ordem molecular das fibrilas colagénicas, o que seria necessario para atender o
aumento nas demandas biomecanicas.

A grande variabilidade das medidas de drea, e mesmo de outros parametros,
devem estar relacionadas com as variagdes nas diregdes das fibras de colageno
dentro dos feixes, pois ndo sendo o "crimp” uma mudanga de diregdo no plano e sim
em hélice, ha maiores probabilidades de que nos cortes haja maiores variagbes na
orientacéo das fibras, (VIDAL, 1985). Desta forma o aumento de diaémetro, fracéo
volumétrica e compactagdo molecular dentro de cada fibra, sdo elementos
importantes para a resisténcia do tecido que neste caso esta submetido a aumento
de intensidade de forgas de tracdo.

De alguma forma a matriz extracelular juntamente com as celulas gque a
produzem s@o moduladas em resposta as agdes biomecanicas a que o tecido foi
submetido, fazendo com que haja além da sintese apropriada de novos
componentes de matriz, também uma reorganizac@o e redirecionamento destes

elementos para devida reestruturagdo do tecido.
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Figura 01. Cromatografia e eletroforese de tenddes de ratos controle (A, C) e
suspensos (B, D). Observar que ¢ componente de 140 kDa, migra mais rapido no

caso do tend&o suspenso.
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Figura 02. Gel de agarose de Glicosaminoglicano presente no componente
polidisperso de 140 kDa do tenddo controle (a), € 116 kDa do tend&o suspenso (b).
Condroitim sulfato (CS), Dermatam sulfato (DS) e Heparam sulfato (HS) foram
utilizados como padrdes ("slot"1). Amostras tratadas com condroitinase ABC foram
completamente digeridas ("'slot"3), mas néo ocorreu digestao quando o tratamento foi
com condroitinase AC ("slot"2). Slot 4 representa o Glicosaminoglicano n&o tratado

com enzima.
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Fig. 03. — Imagens de tenddo corado com Ponceau SS, obtida com microscopia de
polarizagdo. A, B - Birrefringéncia de tendao controle (A) e suspenso (B). Notar o
aspecto mais ondulado neste ultimo (B). C,D,E,F — Dicroismo de tendao controle
(C,D) e suspenso (E,F). Observar o dicroismo que representa a diferenca de
absorcdo de luz quando o material esta paralelo (A)) e perpendicular (A;) ao plano
de luz polarizada, € mais intenso no caso de tendao suspenso (E, F) em comparagéo

ao tendao controle. As barras equivalem a 25 um.
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TabelaI Valores de cinza médio e entropia de "crimp”
de animais controle e suspensos. Teste ANOVA*

Tendao Cinza médio* Entropia
Mediana _
X+8D
Controle 69,60 4125 + 1,964
(N=139)
Suspenso 88,99 5,785 + 1,146
(N=83)

* Usando também teste de Mann-Whitney, os valores
de cinza médio sdo diferentes (W = 14127.0; significincia

em 0,0031).
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Tabela Il - Valores de dicroismo linear de
tenddes Controle e Suspensos

N Dicroismo Linear

X+ SD
Controle 39 0,2495 + 0,1097
Suspenso 42 0,4177 £ 0,2539

F=14.58 p=0.000 Teste de ANOVA
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Tabela Il - Valores de diametro maximo, minimo e area, calculados a partir de andlise de imagens de EOD.

Diametro Maximo (um) Diametro Minimo (um) Area (um?)
X +8D X+8D X+SD
Suspenso Controle Suspenso Controle Suspenso Controle
N= 83 N= 139 N= 83 N= 139 N=83 N= 139
182,81 +68,55 140,92 + 87,71 60,92 £ 12,41 54,92 + 17,35 5.132 +4.852 3.306 £ 4.359
F=13,86 F=7,58 F=7,99

Teste de ANOVA e Mann-Whitney
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Figura 04. Micrografias eletrdnicas de transmissdo em cortes transversais de fibrilas
de colageno em tendao de cauda de rato controle (a), e suspenso (b). Observe o
diametro nitidamente maior no caso das fibrilas de colageno do animal suspenso. As

barras nas duas micrografias equivalem a 1 um. Teste t = 7,004 o = 0,05.
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Figura 05. Micrografias eletronicas de transmiss&o em cortes longitudinais de fibrilas

de colageno em tenddo de cauda de rato controle (a,c), e suspenso (b,d).
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CONCLUSOES

1. Tenddes submetidos a forgas adicionais e periddicas de tragdo apresentam em
sua matriz extracelular uma maior concentracéo de proteinas n&c colagénicas em

relacéo aos tenddes controle.

2. Nos tenddes tracionados foram observados uma maior compactacdo das fibrilas
colagénicas e um alinhamento mais acentuado das moléculas de colageno, na

direcdo do maior eixo do tend&o.

3. Os maiores valores de entropia, como medida da quantidade de "bits",
encontrados nos tenddes suspensos, estdo de acordo com os maiores valores de

diametro maximo, minimo e cinza meédio ou birrefringéncia.

4. Fibrilas de tendbes tracionados tem diametro maiores do que as fibrilas de tendéo

controle.

5. O pequeno proteoglicano de 140 kDa aparece com valor de Mr mais baixo (116

kDa) quando © tend&o é submetido & trac&o.



