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RESUMO

O tenddo calcanear e o tenddo flexor digital profundo de ratos sdo estruturas
adaptadas para resistir as forgas de tensdio. Em algumas regides, estes tenddes também
suportam forcas de compressdo. Nestes locais o tecido fibroso desenvolve uma metaplasia
fibrocartilaginosa. O objetivo desse trabalho foi analisar o comportamento mecinico dos
tenddes, bem como a organizagdo estrutural e a composicio da matriz extracelular das
regides submetidas a4 tensdo e tensdo/compressio em trés idades diferentes
(30d/180d/730d). O tenddo calcanear foi dividido em regidio proximal (tensio) e distal
(compressdo) e o tenddo flexor digital profunde em duas regides de tensdo (proximal e
distal) e uma de compressdo (intermediaria). A area ocupada pela fibrocartilagem no tendio
calcanear apresentou crescimento longitudinal com a idade, enquanto que no tendio flexor
digital profundo o desenvolvimento ocorreu transversalmente. Os proteoglicanos estdo
concentrados na matriz pericelular das células diferenciadas nos dois tenddes. A presenca
de proteoglicanos entre as fibras colagenas parece diminuir nos individuos mais velhos no
tenddo calcanear e aumentar no tenddo flexor digital profundo. As regides de tensio nio
apresentaram variagbes entre as idades quanto & organizacio das fibras colagenas e
basofilia na matriz extracelular. A ultraestrutura das células da regiio de compressio
apresentou um citoplasma rico em filamentos do citoesqueleto. A matriz pericelular dos
fibrocondrécitos no tenddo flexor digital profundo, rica em proteoglicanos e fibrilas de
colageno, apresentou aumento na espessura nos animais mais velhos. No tenddo calcanear,
nas mesmas idades, a matriz pericelular passa por alteragdes progressivas, resultando numa
malha de fibrilas de colidgeno nos individuos idosos. Nas regides de tensdo as células
apresentaram citoplasma rico em reticulo endoplasmaético rugoso. No tenddo calcanear a
capacidade de sintese das células parece diminuir antes que no tendio flexor digital
profundo. Em ambos os tenddes as fibrilas de colageno apresentaram didmetros menores na
regido de compressdo em relagdio a de tensdo. As médias dos didmetros das fibrilas de
" colageno de todas as regides apresentaram aumento entre as idades de 30 e 180d com
diminuig¢iio nos individuos de 730d. As regides de tensio do tendfio calcanear e flexor
digital profundo apresentaram intumescimento mais acentuado em 4cido acético que as de

compressdo. O conteudo de agua apresentou valores semelhantes entre as todas regides e



idades. A presenca de glicosaminoglicanos foi maior nos individuos mais jovens. Contudo,
nos animais mais velhos foram detectados contetidos maiores nas regides de compressio. O
conteado de proteinas soluveis foi maior nas regides de tensdo enquanto que os contetdos
de acido urbnico e glicosaminoglicanos sulfatados foram mais proeminentes nas regides de
compressdo. O glicosaminoglicano predominante em todas as regides do tenddo calcanear e
flexor digital profundo foi o dermatam sulfato. O condroitim sulfato também foi detectado,
mas somente na regido de compressio de individuos com 30d. Fibromodulim e o decorim
foram detectados em todas as regides ¢ idades. O teste imunoquimico para fibromodulim
demonstrou diferentes graus de associagio com o colageno entre as idades. O decorim
parece mais evidente nas regides de compressdo de animais com 180d. O tendio calcanear
apresentou aumento progressivo da tensdo de ruptura e moédulo elistico durante o
envelhecimento enquanto que no tenddo flexor digital profundo foram observados aumento
nos valores entre 30d e 180d e diminuicio aos 730d. Os tenddes analisados parecem
apresentar respostas biologicas semelhantes aos diferentes tipos de forgas a que sdo
submetidos, no entanto, as variagbes qualitativas e quantitativas observadas devem estar

relacionadas as diferencas na exigéncia funcional! durante o envelhecimento.



Summary

The rat calcanear and digital flexor tendons are structures which are adaptated to
resist tension forces. In some regions, these tendons also support compression forces. In
these areas the fibrous tissue develops a fibrocartilage metaplasia. The aim of this work was
to analyse the mechanic behaviour of these tendons, structural organization and
extracellular matrix composition of the different regions subjected to tension and
tension/compression of the tendons during aging (30/180/730 days old). The calcanear
tendon was divided into the proximal region (tension) and distal region (compression) and
digital flexor tendon into two tension areas {proximal and distal) and one compression area
(intermediate). The fibrocartilage of calcanear tendon increased longitudinally with age,
while in the digital flexor tendon, it developed transversally. Proteoglycans are
concentrated in the pericellular matrix of both tendons’ differentiated cells. The presence of
the proteoglycans in the collagen fibres seem to decrease during aging in the calcanear
tendon and increase in the digital flexor tendon. The collagen fibres organization and
basophilia 1n the extracellular matrix of tension regions did not change during aging. The
ultrastructure of the cells in the compression region revealed a cytoplasm rich in
cytoskeleton filaments. The pericellular matrix, rich in proteoglycans and fibrils,
progressively increases with aging in the flexor digital tendon. During this period, it
undergoes progressive alterations in calcanear tendon which result in a network of fine
fibrils in older individuals. In the tension region, cells present a cytoplasm rich in rough
endoplasmic reticulum. Cells from calcanear tendon seem decrease their synthetic
metabolism before those in the digital flexor tendon. Collagen fibrils in compression
regions from both tendons present smaller diameters. The mean diameter from fibrils in all
regions show an increase among 30d and 180d and a decrease within 730 days old animals.
In relation to compression regions, the tension regions from both tendons show a swelling
increment in acetic acid. Water content was similar in all regions and ages.
Glycosaminoglycan content was higher in young animals. During aging, however, the
compression regions showed higher glycosaminoglycan content. The content of soluble
protein was higher in tension regions, whereas in compression regions was observed a

prominent content of uronic acid and glycosaminoglycan in the extracts. Dermatan sulfate



was the most abundant glycosaminoglycan found in all regions from calcanear and digital
flexor tendon. Chondroitin sulfate was only detected in compressive regions of 30 days old
rats. Fibromodulin and decorin were present in all regions and ages. Fibromodulin’s
immunoblotting demonstrated different degrees of association with collagen during aging.
Decorin seems to be more prominent in compression regions from 180 days old animals.
The calcanear tendon presents a progressive rise in tension of rupture and elastic modulus
during aging whereas in the digital flexor tendon it was observed a progressive rise in the
values among 30 and 180 days and a decrease in 730 days old rats. The tendons seem to
present similar biological responces to different types of forces which they were submitted.
The observation of quantitative and qualitative variations, however, must be related to

differences in functional stress during aging.




Introducio

A vida nos animais tem inicio no momento da concepgdo, envolvendo a
diferencia¢80 e a maturagdo do organismo e suas células. No entanto, em algum momento é
iniciado um processo lento e progressivo de perda funcional que resultara na morte do
individuo. Esse processo € conhecido como envelhecimento. O envelhecimento é, portanto,
universal, progressivo e intrinseco de todos os seres vivos (Lane et al., 1987). Com a idade,
ocotrem alteragBes estruturais ¢ fisiologicas em todos os sistemas orginicos. O
envelhecimento ¢ resultado de fatores genéticos, dietéticos, ambientais e sociais (Collins &
Exton-Smith, 1986). Os processos primarios de envelhecimento sio diferentes entre as
espécies animais e suas alteragdes morfologicas e fisiologicas sdo reflexos desses processos
(Hart & Turturro, 1985; Hayflick, 1985 ¢ Medvedev, 1990).

Nos mamiferos, de uma maneira geral, o envelhecimento é caracterizado por
declinio geral na competéncia funcional do organismo e redugéo da capacidade de resposta
eficiente ao estresse ambiental (Rose, 1991). A redu¢do da competéncia funcional dos
sisteras no organismo, ao longo do tempo, é resultado de alteracdes acumuladas nas
células (Schneider, 1987).

O envelhecimento celular pode ser apresentado como um acimulo progressivo de
injarias subletais que induzem a morte celular ou no minimo diminuem sua capacidade de
responder as agressdes do meio (Olson, 1987, Masoro, 1991). A fosforilagio oxidativa das
mitocdndrias € reduzida bem como a sintese de DNA, RNA enzimas, receptores de
supetficie e fatores de transcricdo. As células senescentes diminuem a capacidade de
absorver nutrientes e reparar danos cromossOmicos. As alteragbes morfologicas mais
coriiuns incluem ntcleo irregularmente lobulado, mitocondria vacuolizadas e diminuigio de
organelas relacionadas a sifttese de mactombléculas (Masoro, 1991). Concomitantemente,
ha um acumulo permanente de pigmen_jfos tipo lipofuscina, o qual representa um produto do
acumulo de lipidios peroxidados, evidenciando danos oxidativos. Subprodutos da oxidagdo
de carboidratos sio capazes de promover ligagOes cruzadas entre proteinas alterando sua
estrutura terciaria (Gilchrest & Bohr, 1997). As glicosilagdes relacionadas a danos causados
pelo envelhecimento em proteinas do cristalino pode induzir a catarata senil (Bucala &

Cerami, 1992).
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Embora muitos mecanismos tenham sido propostos para explicar o envelhecimento
celular, trabalhos recentes centralizam em dois processos interrelacionados: a existéncia de
um “reldgio” geneticamente determinado que programaria o envelhecimento, e os efeitos
continuos da exposi¢do ao meio ambiente que resultaria no aciimulo progressivo de danos
celulares e moleculares. O conceito de um “relogio™ foi desenvolvido a partir de
experimentos envolvendo modelos de envelhecimento. Fibroblastos humanos normais
quando colocados em cultura de tecido tém um potencial de divisdes celulares limitado
(Hayflick & Moorhead, 1961). Células jovens apresentam um niimerc maior de divisdes
que as coletadas de individuos idosos. Ao contrario, células de pacientes com sindrome de
Werner, uma doenga rara caracterizada pelo envelhecimento prematuro, tém uma drastica
reducio na expectativa de vida “in vitro”. Apos um namero fixo de divisdes as células
entram em um processo de ndo diviso chamado de senescéncia celular ¢ em seguida
degeneram. Muitas alteragdes na expressio génica ocorrem durante o envelhecimento
celular, mas a questdo chave é: quais seriam as relacionadas com a senescéncia celular. Por
exemplo, algumas proteinas que inibem a progressdo do ciclo celular, como os produtos da
quinase dependente de ciclina (p21), sio abundantes em células senescentes (Smith &
Smith, 1996). No entanto a capacidade das células em controlar o nimero de replicagdes
parece ser o0 mecanismo mais evidente no processo de envelhecimento.

O conceito de um “relégio” geneticamente determinado no controle do processo de
senescéncia tem sido suportado por trabalhos recentes envolvendo analise de genes em
invertebrados. Um gene, clk-1, do nematbide Caenorhabditis elegans, altera a taxa de
crescimento e organiza temporalmente os processos de desenvolvimento (Lakowski &
Hekini, 1996). Os vermes que apresentam uma forma mutante do gene tém uma
expectativa de vida 50% maior que os outros individuos. No entanto, apresentam uma taxa
de desenvolvimento menor e uma atividade ritmica (locomogfio) mais lenta em relacio aos
adultos normais. Os mamiferos e Caenorhabditis elegans apresentam genes homologos,
que estio sendo intensamente estudados (Pennisi, 1996).

Atualmente as regides teloméricas dos cromossomos tém recebido especial atengo.
Os teldémeros sdo pequenas seqiiéncias repetidas de DNA (TTAGGG) que compdem as
regides terminais dos cromossomos e asseguram a sua divisio completa além de

protegerem 0s terminais dos mesmos contra fusdes e degradagdes (Blackburn & Greider,
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1995). As sequéncias teloméricas sdo sintetizadas por uma ribonucleoproteina, a
telomerase. Essa enzima mantém estavel o comprimento do teldmero pela adicdo de
seqiéncias terminais aos cromossomos (Morin, 1991). A atividade da telomerase ¢é
reprimida por proteinas reguladoras, que restringem a elongacio do teldmero, deste modo é
criado um mecanismo sensivel ao comprimento (van Steensel & Lange, 1997). A atividade
telomerasica € intensa nas células primordiais (blastomeros), esta presente em pequenos
niveis em células tronco (mesenquimais indiferenciadas), mas esta ausente em células
somaticas (fibroblastos). Quando as células somaticas se dividem, um pequena porgio do
teldémero ndo € replicada, e se tornam progressivamente menores. Teldmero menor é sinal
indicativo da linhagem celular em senescéncia. Por outro lado, em linhagens imortais de
células tumorais, a telomerase € reativada, e os teldmeros nio diminuem. Este fato sugere
que a elongacdo pode ser importante para formagdo de tumores ¢ talvez essencial para
manutencdo da viabilidade celular (Kim, 1994 e Holt, 1996)

Em adi¢Bo ao controle genético, a expectativa de vida da célula também &
determinado por um balango entre os danos celulares, resultados de eventos metabolicos
dentro da c€lula, e aresposta celular em reparo ao dano. Pequenos animais tém geralmente
uma expectativa de vida menor e um metabolismo mais acelerado, sugerindo que a
expectativa de vida de uma espécie ¢ limitada ao consumo metabdlico total ao longo da
vida (Sohal & Weindruch, 1996). Um grupo de produtos do metabolismo normal muito
estudado quanto ao envelhecimento, € o dos metabolitos reativos de oxigénio. Estes
produtos sdo originados a partir da fosforilagio oxidativa na mitocéndria e causam sérias
modificacdes estruturais em lipidios, proteinas e 4cidos nucléicos. A soma dos danos
oxidativos com 0 aumento da idade parece um importante componente da senescéncia. O
actimulo de lipofuscina com o envelhecimento parece ser um sinal claro da importincia
desse evento (Weindruch & Schal, 1997).

Diversas observagdes experimentais suportam a idéia de uma rela¢io inversamente
proporcional entre a taxa metabolica e a longevidade. A restrigio caldrica em mamiferos
diminui os niveis de danos oxidativos, reduzindo as alteracdes senis e ampliando a
expectativa de vida. A variacdo na longevidade entre espécies € inversamente relacionada
com a taxa de produgdo de radical &nion superoxido (Weindruch & Sohal, 1997). O

aumento na expressdo de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD) e
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catalase estendem a vida em formas transgénicas de Drosophila (Gilchrest & Bohr, 1997).
A relac@o entre envelhecimento e taxa metabdlica ficou reforgada pela descoberta de um
gene que auxilia o controle da expectativa de vida de Caenorhabditis elegans, o daf-2. Este
gene transcreve uma versao do receptor para insulina, associando deste modo, o
envelhecimento ao metabolismo da glicose (Kimura, 1997). O aumento de danos
oxidativos podem também ser resultado de exposigbes ambientais repetidas a radiacio
ionizante, ou redug&o progressiva de mecanismos de defesa antioxidante, como SOD por
exemplo, ou ambos (Gilchrest & Bohr, 1997).

O nimero de respostas protetoras disponiveis deve contrabalancar os danos sofridos
pelas células. Um dos mais importantes € o reconhecimento e reparo de DNA danificado
(Gilchrest & Bohr, 1997). Embora a maioria do DNA modificado seja reparado por
enzimas endogenas, algumas alteragbes persistem e acumulam com a idade. Varias
evidéncias confirmam a importincia do reparo do DNA no processo de envelhecimento.
Pacientes com sindrome de Werner apresentam envelhecimento prematuro e um produto
genético defeituoso. Este produto € uma enzima chamada DNA helicase, envolvida na
replicagdo, reparo e abertura da dupla fita (Yu, 1996). Um defeito nesta enzima causa um
rapido acumulo de danos cromossémicos que mimetizam as alteracdes que normalmente
acumulam durante o envelhecimento celular. A instabilidade do genoma em células
somaticas € tambeém caracteristica de pacientes que apresentam manifestagdes de
envelhecimento acelerado como a sindrome de Cockayne (Nance & Berry, 1994). Estudos
experimentals em mutantes de leveduras mostraram que a expectativa de vida é ampliada se
a resposta a0 DNA danificado ¢ aumentada (Jazwinski, 1996). Assim, o balanco entre
danos metabdlicos acumulados e a resposta ao dano podem determinar a taxa de
envelhecimento (Guarente, 1997).

Os processos de envelhecimento promovem grandes alteragdes fisiologicas nos
tecidos ricos em matriz extracelular (MEC). Com o aumento da idade, por exemplo,
aumenta a rigidez das paredes dos vasos, ha perda da elasticidade dos pulmdes e da pele,
diminui¢do da motilidade articular e ainda redugdo da permeabilidade da membrana basal a
certos solutos (Kohn, 1978) Estas alteragdes estdo associadas as modificages das

macromoléculas que compdem a MEC. O metabolismo alterado, associado a meia-vida




longa dessas moléculas no tecido, contribui para aumentar a susceptibilidade as
modificagdes estruturais (Sell & Monnier, 1995).

Particularmente, tenddes guardam complexas relagdes estruturais e organizacionais
entre os componentes da MEC, que permitem que eles desempenhem suas fungdes
mecdnicas com ampla margem de seguranga. Contudo, o seu comportamento viscoelastico
também sofre alteragbes com o envelhecimento (Viidik, 1973). Dessa maneira, o tenddo ¢
um modelo valioso para estudo do envelhecimento da MEC, uma vez que pode ser obtido
livre da contaminacio de outros tecidos.

Anatomicamente, os tenddes sdo estruturas integrantes do sistema musculo-
esqueletico. De carater fibroso, eles sfo altamente resistentes e ligam os musculos aos
0ssos, transmitindo sua agio. Apresentam coloragio esbranquicada e brilhante devido aos
espessos feixes de fibras coldgenas. O estudo histoldgico mostra um arranjo denso e
paralelo de feixes de fibras de colageno associados as células que se posicionam,
obedecendo a diregio dos feixes (Willians et al., 1989). Estes feixes quando em repouso
apresentam arranjos regulares e sinuosos denominados de “crimp”. A periodicidade e
amplitude do “crimp” parece ser espécie-especifico (Kastelic et al, 1978). As células
jovens dos tenddes, ou tenoblastos, apresentam caracteristicas fibroblasticas, com grande
quantidade de organelas responsaveis pela sintese e exportagio das macromoléculas da
MEC. As células maduras, ou tendcitos, possuem uma estrutura alongada com numerosos
prolongamentos celulares ao longo do seu comprimento. Estas expansdes citoplasmaticas
aparecem envolvendo as fibras de colageno. Em vérios casos foram freqiientemente
observadas fibras elasticas associadas com as células (O’Brien, 1992).

Todo feixe de fibras de coligeno € envolvido por uma rede de tecido conjuntivo
frouxo chamado endotendnio. Este envoltorio une os feixes de colageno e permite algum
movimento entre eles, conduzindo a entrada de vasos sangiiineos e nervos no interior do
tenddo. O tenddo, por sua vez, esta completamente envolvido por uma fina bainha de
tecido conjuntivo chamada epitenénio, continuo com a superficie interna do endotendnio.
Além dessas bainhas, existe uma membrana externa de tecido conjuntivo frouxo e adiposo
que envolve o tenddo chamada paratendnio. Esta Gltima € facilmente removivel e facilita o

deslizamento do tenddo contra as superficies laterais (Kastelic et al., 1978).
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Com o envelhecimento a populagdo de células sofre muitas mudangas subcelulares e
ac mesmo tempo ocorre uma diminuicdo na densidade das mesmas por unidade de
superficie de tendao (Moore & De Beaux, 1987). O tendcito fica mais alongado ¢ fino e a
relagdo nucleo/citoplasma dessas células aumenta sendo que a maior parte do volume
celular € ocupado pelo nmicleo. A cromatina a0 mesmo tempo vai sofrendo uma
compactagdo crescente, ¢ a atividade citoplasmatica vai diminuindo, particularmente, a
sintese de proteinas (Ippolito et al,, 1980; Moore & De Beaux, 1987 e Best & Garret,
1994). Também foi observado que com o aumento da idade as vias metabdlicas aerobias
para produg¢@o de ATP sofrem um declinio consideravel (Best & Garret, 1994).

O estudo qualitativo e quantitativo da MEC de tenddes revelou que a molécula mais
abundante ¢ o coligeno. Ele ¢ o responsavel por 65 a 80% do peso seco do tecido. O
restante € representado por células, proteoglicanos (PGs) e outras proteinas da matriz (Liu
et al., 1995).

As ceélulas do tecido conjuntivo produzem tipos particulares de coligeno
dependendo das circunstincias fisiologicas a que s3o submetidas (Nimni & Harkness,
1988).

Atualmente, dezenove tipos geneticamente distintos de colageno foram
identificados. A distingio entre eles € baseada na composigio de aminoacidos e de
dominios dentro da molécula (van der Rest & Garrone, 1991; Burgeson & Nimni, 1992 e
Mayne & Brewton, 1993). Os tipos de colageno apresentam diferentes arranjos o que
permite agrupa-los de acordo com aspectos estruturais.

As moléculas de colageno compreendem trés cadeias polipeptidicas (cadeias &) que
formam uma Unica estrutura em tripla hélice. Cada cadeia o ¢ composta pelo triplete
repetitivo Gly-X-Y onde X e Y podem ser outros aminoacidos mas com uma grande
frequéncia correspondem a prolina e hidroxiprolina, respectivamente. As moléculas
apresentam alto grau de organizacdo estrutural e suas triplas hélices sio formadas em
sentido anti-horario (Kadler et al., 1996).

Os colagenos dos tipos LILILV e XI se agregam em fibrilas que apresentam
estriagbes pericdicas de cerca de 67 nm, e sdo 0s mais abundantes em vertebrados. As
moléculas desses colagenos fibrilares consistem de uma tripla hélice ininterrupta de 300 nm

de comprimento e 1,5 nm de didmetro, com terminais N- e C- ndo apresentando tripla-
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helice (telopeptideos). Os telopeptideos nio apresentam as sequéncias triplete repetitivas e
compreendem 2% da molécula e sdo criticos para a formag@o da fibrila (van der Rest &
Garrone, 1991).

Por outro lado, os colagenos tipos IV, VI ao X e XII ao XIX nio sio fibrilares. Os
tipos IX, XTI, XTIV, XVI e XIX néo formam estruturas supramoleculares entre eles proprios,
mas sdo encontrados integrados em fibrilas heteropoliméricas. Eles apresentam ainda
pequenos dominios globulares intercalados por outros em tripla hélice. Por isso, esses tipos
s3o conhecidos por FACIT, ou seja, colagenoss associados as fibrilas com triplas hélices
interrompidas.  Vale ressaltar ainda alguns aspectos caracteristicos de determinados
colagenos ndo-fibrilares. Os tipos IV, VIII e X se agregam em estruturas semelhantes a
laminas, o tipo VI em filamentos com contas e o tipo VI como estruturas semelhantes a
ancoras que contribuem para a aderéncia da membrana basal ao tecido conjuntivo
subjacente (van der Rest & Garrone, 1991, Burgeson & Nimni, 1992 e Mayne & Brewton,
1993). |

Nos tenddes, ha uma predomindncia do colageno tipo I, mas o tipo III ja foi
detectado (Hermann et al., 1980 e Brodsky & Eikenberry, 1985). A presenca do colageno
V (Jimenez et al., 1978) e os da classe FACIT, especialmente os tipos XII e XIV (Sugrue et
al., 1989 e Castagnola et al., 1992) foram detectados em tenddes de feto bovino, mas ndo
em adultos.

A capacidade de auto-agregacdo lateral das fibrilas depende das caracteristicas da
molécula de colageno, como a sua semelhanga com um bastio rigido e a presenga de sitios
de interagdo intermolecular com espacos regulares (Miller, 1985). Esta ultima € resultado
da sequéncia primaria de aminoacidos com sitios ricos em residuos polares e hidrofobicos
(Hofmann et al., 1978).

As fibrilas de coldgeno do tipo I variam em didmetro dependendo do tecido (Piez,
1984). Na comea elas apresentam didmetros extremamente pequenos € distribuicio
uniforme. Na pele e 0ss0s apresentam valores intermediarios, mas com grande variagdo. Ja
nos tendoes, estes valores s#o bem maiores ¢ apresentam distribui¢do heterogénea (Parry et
al., 1978a e Brodsky & Eikenberry, 1985). Ha variacBes freqiientes entre tenddes em
diferentes estados fisiologicos (Parry et al, 1978a) e no mesmo tend3o submetido a

diferentes for¢as mecdnicas ao longo do sua extensio (Merrilles & Flint, 1980).
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O controle do didmetro das fibrilas reside também em fatores extrinsecos a propria
sequéncia primaria das cadeias o, como o processamento extracelular especifico na
superficie celular e a presenca de diferentes tipos de coldgenos na mesma fibrila (Brodsky
& Eikenberry, 1985). Outro fator essencial é a extensdo das modificagdes pos-traducionais
que as moleculas de colagenos estio sujeitas. Para a formagdo da tripla hélice sio
fundamentais as hidroxilagdes, os niveis de glicosilagio bem como as ligaghes cruzadas
entre as moléculas de colageno (Eyre et al, 1984 e Miller, 1984).

O arranjo estrutural das fibrilas e fibras de colageno e sua associacdo com outros
elementos da matriz tem reflexo nas propriedades biomecinicas dos tenddes. Estas sio
influenciadas pelo didmetro, o estado de agrega¢fio molecular e o espago ocupado pelas
fibras. Desta forma, as fibrilas sdo os elementos responsaveis pela resisténcia de um
tenddo, e a eficiéncia deste mecanismo depende do direcionamento paralelo destes
elementos com a diregéo das forcas a que estfio sujeitos (Hukins & Aspden, 1985).

Como a fisiologia e as caracteristicas estruturais dos tenddes estdo relacionados a
uma MEC fibrosa, ¢ natural que grande parte dos eventos associados ao envelhecimento
dessas estruturas estejam ligados a molécula de coliageno. De um modo geral o conteudo
total e a densidade dessas moléculas aumentam com a idade (Shadwick, 1990). Isso se deve
a dois fatos principais: diminui¢do do “turnover” do colageno ¢ a diminuicdo da sintese de
enzimas colagenoliticas durante o envelhecimento (O’Brien, 1997). Devido a essa redugio,
o reparo dos tecidos nos individuos idosos é grandemente prejudicada.

Outro parametro modificado durante o envelhecimento nas fibras colagenas é o
didgmetro das fibrilas. Estas, em geral, aumentam de didmetro e apresentam maior
variabilidades de didmetros. No entanto estas caracteristicas podem variar dependendo da
fonte tecidual e de acordo com a espécie analisada (O’Brien, 1992; 1997). Do mesmo
modo, as fibras passam a apresentar uma diminui¢do do ingulo do “crimp” em relagio a
um plano horizontal, e a periodicidade dessas estruturas aumenta com o passar da idade.
Porém, o comprimento do “crimp” ndo depende somente da idade mas do estresse fisico ao
qual a fibra foi submetida “in situ” (Diament et al., 1972; O’Brien, 1992 e 1997). Outro
fator modificador da estrutura da fibra com a senescéncia ¢ o aumento do nimero de
ligagOes cruzadas entre as moléculas de colageno (Viidik, 1979 e Shadwick, 1990).

Durante o envelhecimento as propriedades fisico-quimicas e mecdnicas das fibras
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colagenas sofrem alteragdes importantes. Estas modificacdes incluem: aumento da
resisténcia a enzimas degradativas (Viidik, 1979), redugdo da solubilidade do colageno
(Viidik, 1979 e Shadwick, 1990), aumento da estabilidade térmica e rigidez mecénica
(Viidik, 1979 e O’Brien, 1997), além do aumento da birrefringéncia de forma e intrinseca
do colageno (Vidal & Carvalho, 1990).

Outro componente da matriz fibrosa dos tenddes sdo os PGs. Estes sdo importantes
na manutenc@o e regulacdo do didmetro das fibrilas de colageno e em outros eventos no
tecido (lozzo & Murdoch, 1996). Os PGs representam menos de 1% do peso seco nos
tecidos fibrosos. S3o moléculas constituidas basicamente por um esqueleto protéico central
e por pelo menos uma cadeia de glicosaminoglicano (GAG) covalentemente ligada. A
enorme variabilidade molecular observada, tanto no esqueleto protéico quanto nas
diferentes classes de GAGs ligados, permite aos PGs desempenharem diversas fungdes nos
tecidos (Iozzo & Murdoch, 1996).

A presenga de PGs contendo dermatam sulfato (DS) em animais recém-nascidos foi
demonstrada em tendGes de cauda de rato (Scott et al., 1981). Vogel & Heinegérd (1985)
demonstraram a presenca de grandes e pequenos PGs em tenddes bovinos adultos. A
preocupagiio destes autores estava em distinguir as regides sujeitas a tensio daquelas
sujeitas também a compressdo. Nas regides sujeitas a compressio os grandes PGs
detectados foram ligeiramente menores que os obtidos de cartilagem. Qutra particularidade
detectada nos PGs desses tenddes foi a presenca de queratam sulfato (QS) (Vogel &
Thonar, 1988).

Os pequenos PGs, decorim (Dec) e biglicam, descritos primeiramente em
cartilagem articular de boi (Heinegard et al., 1986), também foram descritos em tenddes de
bovinos adultos (Vogel & Heinegérd, 1985). Essas moléculas possuem porgdes protéicas
com grande homologia na composi¢io e na sequéncia de aminoacidos e apresentam uma ou
duas cadeias de DS, decorim e biglicam, respectivamente (Heinegard & Pimentel, 1992).
O Dec interage com as fibrilas de colageno e regula a fibrilogénese “in vitro”. O biglicam
ndo interage com colageno, ficando disperso nos espagos entre as fibrilas (Fleischmajer et
al., 1985 e 1991). A ligagio do Dec com o col ndo depende da cadeia de GAG mas do
esqueleto proteico (Vogel et al., 1984). A estabilidade da interagio ¢ dependente da

conformacio nativa do Dec estabilizada por pontes dissulfeto (Scott et al., 1986).
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Além dos DS-PG, o fibromodulim (FM) foi detectado em tenddes. Este pequeno
PG possui quatro cadeias de QS e seu esqueleto protéico apresenta homologia com os do
DS-PG (Oldberg et al., 1989). Como o Dec, FM interage com o colageno, regulando
também sua fibrilogénese (Hedbom & Heinegard, 1989). A associacio entre PGs e
colageno ocorre de forma ordenada e promove a integridade e a manutencdo das
propriedades de diferentes estruturas (Scott, 1988).

A associagdo entre biglicam e as fibrilas de colageno ndo ocorre, mas ha
necessidade de condi¢des drasticas para sua remogio do tecido, sugerindo assim uma
associacdo com outros elementos da matriz (Oldberg et al., 1989).

Embora os eventos relacionados com o coldgeno recebam maior destaque na
fisiologia do tenddo durante o envelhecimento, os PGs também sofrem alteracdes
importantes neste periodo. De um modo geral, o volume do tenddo aumenta, porém o
conteudo de PGs e agua diminui com a senescéneia (Ippolito et al., 1980; Best & Garret,
1994 e Tuite et al, 1997). A diminuigdo quantitativa dessas moléculas é mais pronunciada
no periodo de amadurecimento dos animais e menos em idades mais avancadas (Sell &
Monnier, 1995).

Todas essas modificagdes teciduais contribuem para alterar o controle da
fibrilogénese bem como diminuir a capacidade intrinseca de deslizamento das moléculas de
colageno (Parry et al., 1982). Esse tipo de interagio, e a ordenagiio apresentada pelos
proprios carboidratos ligados ao colageno, servem de base para explicar o mecanismo de
controle das caracteristicas bioquimicas e biomecénicas do tend3o pelos tendinocitos
{(Vidal, 1966, 1969 e 1993). As propriedades biologicas e mecanofisiologicas da matriz
fibrosa dos tenddes ¢ dependente também do grau de agregagdo e ordem molecular dos seus
componentes {Vidal, 1986). Sendo assim, os tendcitos estdo aptos a detectar as alteracdes
de cargas expostas na superficie das fibras. A perda na associagdo ordenada do col e PG,
devido a agdo de forgas mecinicas exporia a célula a um desequilibrio de cargas (Vidal,
1993), ativando mecanismos eletroquimicos de monitoragio da matriz pela célula (Gillard
et al., 1979).

O aspecto mais peculiar, no entanto, esta relacionado 4s variagdes fisiologicas que
os tenddes podem apresentar ao longo de sua estrutura. Essas variages sdo observadas em

tendGes que sofrem mudangas de direcdo, contornando uma extremidade dssea ou
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articulagdo. O tend&o nessa situagfio € comprimido, recebendo forgas adicionais durante a
sua atuacdo. Portanto, além da tensdo, o tenddo se adapta as torcdes, fricgSes e
compressdo. Nessas regides, os tenddes passam a apresentar uma matriz diferenciada,
semelhante a cartilagem, com sintese de grandes PGs e colageno do tipo IL
Morfologicamente, € uma estrutura tipicamente fibrocartilaginosa com células
arredondadas, fibrocondrécitos, e intensa basofilia intercelular (Vogel & Koob, 1989;
Willians et al., 1989).

Sendo assim os tendGes sdo, portanto, um excelente modelo biologico para se
estudar as adaptagdes funcionais, bioquimicas e morfologicas que ocorrem durante o
envelhecimento.

Com os dados obtidos na literatura, nés entendemos que a investigagio da
composi¢do, morfologia em suas diferentes regides e do comportamento mecénico desses
tendGes em diferentes idades € de vital importancia para o entendimento da plasticidade dos

tecidos conjuntivos.

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi estudar os tenddes calcanear (TC) e flexor digital
profundo (TFDP) de ratos Wistar machos (Ratfus novergicus) piberes (30d de idade),
adultos (180d) e senis (730d). Estas tenddes apresentam regides que suportam forgas
compressivas, sem comprometer a transmissio de forcas de tensdo. Através de analises
bioquimicas, biomecanicas e estruturais foram estabelecidos parimetros organizacionais
visando correlacionar a composicdo da matriz extracelular, as propriedades mecénicas e a

estrutura dos tenddes a sua fisiologia nas trés idades.



20

Material e Métodos

A-) OBTENCAO DO MATERIAL

Os ratos da raca Wistar (Ratfus novergicus) foram obtidos do Biotério Central da
UNICAMP e mantidos junto ao biotérioc do Departamento de Biologia Celular -
IB/UNICAMP.

Individuos machos foram agrupados em trés lotes de trinta individuos cada. Cada
lote foi separado e mantido no Biotério até atingirem as idades de 30,180 e 730 dias de
vida. A manutengdo dos animais utilizados para as analises seguiu a rotina normal do
tuncionamento do biotério. Os ratos envelheceram em gaiolas com alimentagfio e agua ad
libidhim. Nao houve qualquer tipo de exercicio adicional, sendo portanto, os animais
considerados como individuos sedentarios.

No momento em que atingiram as idades propostas, os animais foram sacrificados
com uso de é€ter etilico e tiveram as patas posteriores dissecadas para remogdo de dois
tenddes: o tendio calcanear (TC) e o tendo do musculo flexor digital profundo (TFDP).

Os tendes foram divididos em regides segundo Covizi (1995):

- TC: dividido em duas regides, uma denominada regifio proximal (p), que ¢ a
regido que vai em direcdo ao triceps sural, e a outra, que se dirige ao calcidneo onde se
insere, denominada regido distal (d).

- TFDP: dividido em trés regides, denominadas proximal (p), que se origina no
musculo flexor digital profundo e se dirige a pata; intermediaria (7), que estd entre a regiio
proximal e a distal (d), a qual compreende uma regido do tendfo que ramifica em direcio

aos digitos.

B-) ANALISE MORFOLOGICA
1) Medidas Biométricas

Foram aferidos in situ, com o auxilio de um paquimetro, o comprimento, a
espessura, a largura e a area de secg¢do transversa dos tenddes de trés animais de cada idade.

Em seguida, apos a remogio, os tenddes foram pesados (peso umido total).
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2) Processamento para o Estudo Histolégico e Histoquimico

Apos a disseccio, os tenddes foram banhados na solugio fixadora, separados nas
diferentes regides e fixados em solugio de formol a 10% em tampdo Millonig pH 7,4
durante 24h a temperatura ambiente. Em seguida as pegas foram lavadas em tampio e todo
procedimento padréd para embebigdo em Paraplast™ (Merck) foi efetuado.

Cortes longitudinais dos tenddes com 7 pum de espessura foram tratados pelas
seguintes técnicas:
- Hematoxilina/Eostna para histologia de rotina;
- Picrosirius-Hematoxilina para posterior visualiza¢io do preparado em microscopia com o
emprego de luz polarizada e observacgdo das fibras colagenas (Junqueira et al, 1979);
- Azul de Alcian pH 2.5 e pH 1,0 (Lison, 1960 e Lev & Spicer, 1964) bem como o Método
de CEC-Azul de Alcian na presenc¢a de MgCl; nas concentragdes de 0,5 M, 0,75 Me LLOM
(Scott & Dorling, 1963) para analise da distribuicdo de GAGs sulfatados e carboxilados.

Os preparados foram observados e documentados em Fotomicroscopio Zeiss-Jena

sediado junto ao Departamento de Histologia e Embriologia / 1B / UNICAMP.

3) Processamento para o Estudo Ultraestrutural e Citoquimico

Tenddes das diferentes regides e idades foram fixados em solugdo contendo 2% de
glutaraldeido e 0,1% de acido t8nico dissolvidos em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M pH
7,3 durante 2h a temperatura ambiente. Em seguida o material foi lavado no tampio e pos-
fixado em tetroxido de ésmio 1% durante 1h a 4°C. Apds esta etapa os fragmentos foram
lavados em salina-glicosada e tratados em acetato de uranila 1% por 18h & 4°C e por fim
lavados novamente em salina glicosada e desidratados.

Fragmentos dos tenddes também foram tratados com Azul de Cuprolinico para
detecgdo ultraestrutural de PGs (Scott et al., 1989).

Apos fixagdo nos diferentes processamentos todas as pecas foram desidratadas em
série crescente de etanol, e dupla passagem pelo 6xido de propileno. Em seguida, foram
embebidas em misturas de &xido propileno/resina epon (1:1, 1:2 e pura) e, finalmente,
colocadas em moldes plasticos na estufa. Os cortes foram obtidos com navalha de vidro e
diamante em ultramicrotomo Ultracut UCT (Leica), contrastados com acetato de uranila a

2% em &gua e com citrato de chumbo a 0,2% em NaOH 0,1 N (Reynolds, 1963).
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Posteriormente foram observados ao microscopio eletrdnico de transmissio LEQ 906
(Leica) para documentagio. As imagens obtidas das diferentes porgdes, em cortes
transversais dos tenddes, foram digitalizadas em “scanner” de mesa marca Hewlett
Packard. As imagens digitais foram analisadas em programa SIGMA SCAN Pro™ para

medida do diametro das fibrilas de colageno.

C-) ANALISE BIOQUIMICA
1) Determinacio do Conteudo de Agua

Fragmentos de tecido fresco das diferentes idades e regides foram lavados em
solugdo salina tamponada e pesados. Em seguida foram tratados com acetona por 24h a
4°C e novamente pesados. O excesso de liquido entre as lavagens foi removido com papel
de filtro. O conteddo de 4gua se fez pela razfo entre os dois valores obtidos (Koob &
Vogel, 1987).

2) Teste de Intumescimento

Os testes de mtumescimento foram realizados segundo Koob & Vogel (1987). Os
tenddes, coletados e divididos conforme ja descrito foram pesados e imersos em solucio de
NaCl 0,15 M, NaH;PO4 0,05 M pH 7,0 durante 1h. A seguir foram colocados em 4gua por
1h e por ultimo imersos durante 1h em acido acético 3%. Entre cada imersdo o excesso de

liquido foi removido com papel de filtro e os tenddes novamente pesados.

3) Quantificacio Total e Analise Qualitativa dos GAGs

Para liberacdo, isolamento e quantificagio dos GAGs, a partir de fragmentos das
diferentes regides dos tenddes e apls extragdo com GuHCI, foi utilizada digestio
enzimatica com emprego de papaina (Merck) conforme procedimento descrito por
Michelacci & Horton (1989). Os GAGs obtidos foram analisados em gel de agarose
segundo Dietrich & Dietnich (1976). Foram aplicadas no gel 5 1l da solugdo contendo os
GAGs soluveis apos digestdio. Padrdes conhecidos de GAGs contendo condroitim sulfato
(CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram analisados paralelamente. O
tampdo utilizado na cuba de eletroforese foi propileno diamino 50 mM pH 9,0. As

condigbes de corrida foram 20 mA, 100 V durante 2h. Os géis foram fixados em
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CETAVLON (Brometo de n-cetil,n,n,n-trimetil aménio) 0,1% e corados com Azul de

Toluidina (AT) 0,1 % em etanol 50 % e acido acético 1%.

4) Extracdo dos Constituintes de Matriz

Os tendOes foram fragmentados e tratados com 25 volumes de Gu-HC! 4 M em
tamp3o acetato de sodio 50 mM pH 5.8 contendo, EDTA 50 mM e PMSF 1 mM. As
extragOes foram processadas sob agitacdo constante a 4°C durante 24h.  Apés o periodo
de extracio as amostras foram centrifugadas a 18000 rpm durante 20 min, a 4°C em
centrifuga BECKMAN J2-21 (ROTOR JA-20). Apos centrifugacdo foram obtidas duas

fragdes: sobrenadante e precipitado que foram estocadas a -20°C.

5) Dosagem de Proteinas Soliveis

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976). A leitura foi
realizada em 596 nm utilizando espectrofotémetro HP 8452A. Para curva padrio foi
utilizado albumina sérica bovina (BSA) nas seguintes concentragdes: 100, 200, 400, 800 e

1000 11g/ml.

6) Dosagem de Acido Urénico e GAGs Sulfatados Soltiveis
O contetdo de 4cido urdnico (AU) foi determinado segundo Brown (1946). Para a

curva padrio foi utilizado glucuronolactona nas seguintes concentragdes: 5, 10, 20 e 50

pg/ml. A detecgdo de GAGs sulfatados foi realizada segundo Farndale e colaboradores
(1986) utilizando 100 ul de amostra para 2,5 ml de solu¢io de Azul de Dimetilmetileno
(DMMB). As leituras foram realizadas nos espectrofotdmetros SPEKTROMON 195-D em

670 nm e Hewlet Packard 8452A em 526 nm.

7) Fracionamento do Extrato Total

Os extratos das diferentes regiGes foram fracionados em coluna de troca i6nica de
dietilaminoetil-Sephacel (DEAE-Sephacel). A resina foi equilibrada com cinco volumes de
tamp@o acetato de sédio 50 mM pH 6,0 contendo uréia 7 M. Os extratos, de cada regido
nas diferentes idades, foram dialisados contra o tampdo acima. Na coluna de DEAE-

Sephacel (4,0 x 1,5 ¢m) foi aplicado 1 mg de proteina/ml de resina. As fragbes foram
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eluidas utilizando gradiente de NaCl (0 - 1,2 M). A partir das aliquotas de 2,5 ml
coletadas foram determinadas a absorbincia em 280 nm (espectrofotdmetro HP 8452A) e a
condutividade elétrica (Condutivimetro HI 8819N). As fragdes obtidas na cromatografia

foram analisadas em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

8) Anailise do Material Fracionado

As fragBes obtidas da cromatografia foram analisadas em SDS-PAGE segundo
Zingales (1984) em gradiente de 4 a 16 %. As amostras, apds precipitagio com tampio
acetato de sodio 50 mM pH 7,4 (Ix volume da amostra) e etanol (9x volume da amostra)
foram ressuspendidas em tampao Tris-HCI1 62 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, EDTA 1
mM e Azul de Bromofenol 0,01% com ou sem 2-mercaptoetanol (2-Me) 0,2% e fervidas
durante 5 min. O tampio utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25 mM, glicina 190
mM e SDS 0,1%. Para cada placa foram aplicados 30 mA durante 4 h. Padrdes de massa
molecular (PM) foram sempre analisados em paralelo e continham fosforilase b (94 kDa),
BSA (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e «-lactalbumina (14,4 kDa).

A coloragdo do gel foi feita por impregnagdo pela prata segundo Blum e
colaboradores (1987). A massa molecular aparente (Mr) foi inferida por calculo da

distancia relativa de migracdo (Rf) e regressdo dos marcadores (Klaus & Osborn, 1969),

9) Transferéncia Eletroforética de Proteinas para Nitrocelulose (“Tmmunoblotting”).
A partir de amostras ricas em FM e Dec foram feitas eletroforeses em SDS-PAGE
(7.5 %). A seguir foram realizadas transferéncias de proteinas do gel para membranas de
nitrocelulose de 0,45 pm (Schleicher & Schiill, Dassel, WG) utilizando tampdo Tris 25
mM, glicina 192 mM, 20% metanol (Towbin & Gordon, 1979). As membranas foram
coradas pelo método Ponceau S (0,5 % Ponceau S em acido acético 1 %). As fitas tiveram
os sitios de ligagdes livres bloqueados com Tris 10 mM, NaCl 0,15 M e Tween 20 (0.2 %
v/iv) pH 7.4. A seguir, as fitas foram incubadas com soro de coelho anti-FM de galinha,
diluido 1:20 ou soro de coelho anti-Dec humano, diluide 1:100 (GIBCO). O segundo
anticorpo marcado com peroxidade foi soro de porco anti-Ig de coelho, diluido 1:500

(Sigma). A attvidade enzimatica da peroxidase foi detectada com solugdo DAB (50 mg de
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diaminobenzidina em 100 ml de tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4) seguida da adi¢io
de H;0; (0,001% de concentragio final).

D-) TESTE DE VISCOELASTICIDADE

Amostras de cada tendfo das diferentes idades foram utilizados para ensaio
mecdnico. No inicio do procedimento, foi determinada a drea de seccdo transversa (A) em
mm’ de cada uma das amostras. Antes de cada teste foi determinado o comprimento inicial
(Lo) da amostra. Para o ensaio, cada tenddo foi fixado entre duas garras metalicas que
fazem parte de um conjunto mecéanico usado para determinar propriedades mecénicas de
materiais. Todo o equipamento estd alocado junto ao Laboratorio de Materiais Cerdmicos
da Faculdade de Engenharia Mecinica/UNICAMP. A seguir, um aumento gradual da carga
(Kgf), com deslocamento constante de 20 mm/min foi aplicado sobre o tenddo. Os valores
apurados de tensdo (T em Kgf) e deformacio (AL em mm) durante o ensaio foram
armazenados em sistema de aquisicio de dados até a ruptura das fibras (Ly). Durante os
procedimentos, para que ndo houvesse ressecamento das fibras, os tenddes foram
constantemente banhados com soluglo fisioldgica. Para padronizacgo da curva deformacgio
por tragdo os dados medios de deformacggo e tensdo foram convertidos segundo as férmulas
AL=1Ls-Lg/ 1y e Tx 10/ A, respectivamente. Na elaboracdo do grafico, os valores
padronizados para deformagdc foram lancados no eixo das abcissas e os de tragdo (em
N/mm®) no eixo das ordenadas. A partir das curvas foram analisadas as seguintes
propriedades biomecénicas: Tensfio de ruptura - maximo valor de for¢a (N) normalizado
pela area de segdio transversa (mm’) obtido no momento em que ocorreu a ruptura do
tenddo o que corresponde a resisténcia maxima a tracio, Tangente de alfa (modulo
elastico - E) - ¢ o coeficiente de inclinagio da porgio linear da curva de tragiio por

deformagio, o que corresponde & rigidez elastica do tendgo.

F-) ANALISE ESTATISTICA

As médias das quantificagdes bioquimicas entre as diferentes regides e idades, bem
como os valores obtidos com o teste de vicoelasticidade foram comparadas pelo Teste de
Duncan em programa de computador STATIGRAPH™, ambiente Windows 95. Todos os

testes foram feitos a nivel de 5% significincia (Beiguelman, 1991).
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Resultados

1) Observacgoes Macrosciopicas dos Tenddes

O TC esta situado superficialmente na porgio postero-inferior da pema do animal.
Sua regido proximal se origina do musculo triceps sural, nas porgdes finais da insercdo
muscular, e a porgdo distal se insere no osso calcdneo. O ponto de transicio entre as duas
regides € o local onde as ldminas oriundas do séleo e gastrocnémio se fundem em uma
Ginica estrutura.

Na Tab. 01 estdo representadas as medidas de peso umido, comprimento, largura,
espessura € area de seccio transversa das regides do TC e TFDP.

Na Tab. 01-A estdo representadas as medidas das regides p ¢ d do TC. O peso
umido das regides p e d aumentou significativamente entre 30 e 180 dias e aos 730d foi
semelhante ao encontrado em 180d. Somente houve diferenga significativa entre as regides
P e dnos animais com 30 e 180 dias.

As medidas de largura e espessura para as regides p e d nas diferentes idades e
comparadas entre si, ndo apresentaram diferencas significativas. O comprimento no TC
apresentou um aumento significativo tanto na regido p quanto na d de 30 para 180 dias e
valores semelhantes entre 180 e 730 dias. A area de seccdo transversa dessas regides nas
idades analisadas ndo apresentaram diferenga significativa.

O TFDP esta localizado na porgdo posterior da perna do animal Ele ¢ encontrado
postero-lateralmente ao musculo triceps sural. Na pata, o tenddo se aloja profundamente na
camada muscular media da face ventral. No seu trajeto ao longo da perna, contornando o
tornozelo, o TFDP ¢ revestido por espessa bainha sinovial. Na por¢io mais distal do
tornozelo, essa bainha desaparece e o tenddo alarga-se ramificando para os digitos.

Na Tab. 01-B estdo reunidos os valores obtidos para o peso Gmido, largura,
espessura, comprimento e area de se¢do transversa das regides p, / e d do TFDP nas
diferentes idades. Os valores para o peso imido mostrou aumento significativo entre 30 e
180 dias. Entre 180 e 730d os valores foram semethantes. Comparando as regides dentro de
cada idade foram observados em todos os casos que a regido d apresentou os maiores

valores seguida pelas regides p ¢ i.
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A4)

TC | Hdade | Peso Umido | Largura (mm) | Espessura (mm) | Comprimento |  Area

Regites (dias) ©® (mm) (mm?)
p 30 ]0,017540,002 |3,6040,162 2,660:0,029 6,86£0,075 [ 9,66+0,531
d 30 {0,01430,002 |3,80+0,171 2,40010,026 6,700,100 [ 9,100,500
p 180 |0,0491+0,007 |4,3110,193 2,06610,023 9,600,144 | 9,600,528
d 180 [0,040240,006 |4,23+0,190 2,031+0,022 92310,138 | 8,530,469
p 730 ]0,0499+0,013 |4,31+0,191 223340027 9,500,142 | 9,630,529
d 730 ]0,040710,011 | 4,300,193 2,06040,022 9,600,144 | 8,80+0,484

(B)

TF_DP Idade | Peso Umido | Largura (mm) | Espessura (nm) | Comprimento Area
Regides | (dias) @) (mm) (mm?)
p 30 10,009043.10° | 1,5346,6.10°  |0,73+1,1.10% 9,2340,263  |0,99+0.044
i 30 10,007542.10° [1,33+5,8.10° | 0,65+1,0,10% 7430211  10,8740,039
d 30 0,013544.10° 13,63+1,6.10° [1,11+1,7.107 7,860,224 | 3,660,164
P 180 10,023948.10” 11,4646,4.10% 11,27+2,0.10% 8,6640,247 | 1,900,085
i 180  10.0199+7.10° | 1,56+6,8,10° | 1,27+2.0,10% 7,90+0,225  [2,2230,099
d 180 10,0395£1.10° [3,10+1,3.10° |1 1641 8.10% 500+0,142  |3,6240,045
P 730 10,024249.10° [1,60+7,0.10° | 133+2.1.107 8,730,249  |2,14:+0,095
i 730 10,0205+7.10° [1,63+7,1.10% | 133+2.1.10% 7,860,224 | 2,180,097
d 730 |0,0402+1.10° |3,26214.10° | 1,20+1,9.10% 5,100,145 | 3,920,175

Tabela 01 - Medidas biométricas (Média aritmética ¢ desvio-padrdo) das
regides proximal (p) e distal (d) do Tendfo Calcanear (TC) e proximal (p),
intermedidria () e distal (d) do Tenddo Flexor Digital Profundo (TFDP) nas
trés idades analisadas (30, 180 e 730 dias).

*#%Avaliagdo estatistica feita pelo Teste de Duncan a nivel de 5% de

significincia.
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As medidas de largura ndo apresentaram diferencas significativas entre as regides
estudadas ao longo do envelhecimento. Mas os valores obtidos entre as regides dentro de
cada idade indicaram que a regido d supera as demais em todas as idades. A espessura das
regides do TFDP apresentaram um aumento significativo entre 30 e 180 dias. Entre 180 e
730 dias os valores ndo apresentaram diferengas. A analise das regides dentro de cada
idade mostrou que nos animais de 30 dias a regido d apresentou valores mais altos que nas
demais, enquanto que em outras idades ndo houve diferenca.

Os valores apurados para o comprimento das regides do TFDP demonstrou que
somente a regido d apresentou diferencas entre as idades. Sendo as medidas observadas
nos animais de 30 dias significativamente maiores que os individuos mais velhos. A analise
entre as regides nas trés idades mostrou que nos animais de 30 dias a regifio p apresentou os
maiores valores. Nos animais de 180 e 730 dias de idade a regifio p apresentou os valores
mais elevados seguida pela regides / e d, respectivamente, A area de secgiio transversal
para as regides do TFDP ao longo do envelhecimento demonstrou que a regides p e i
apresentaram aumento progressivo entre 30 e 180 dias e permanecendo estaveis nos
animais mais velhos. Para a regido d ndo houve diferenca significativa entre as trés idades.
Na andlise entre as regides foi demonstrado que a regido d apresentou valores mais

elevados que as demais em todas as idades.

2} Consideracdes Estruturais e Ultraestruturais sobre os Tenddes

Os tenddes foram analisados pela microscopia de luz e eletrdnica. Todas as regides
do TC e TFDP nas idades estudadas foram submetidas as técnicas rotineiras para analise da
organizacdo histologica. Além disso foram utilizadas técnicas histoquimicas para analise da
organizagdo das fibras coligenas (Picrosirius) e detecgio de GAGs (Azul de Alcian). Os
cortes tratados pela técnica de Picrosirius foram analisados com o emprego de luz
polarizada.

O TC foi dividido em duas regides distintas, p e d. A regido p recebe apenas forgas
de tensdo. Ja a regido d recebe também forgas de compressdo. A regidio fibrocartilaginosa

de mser¢do do TC ao osso calcineo ndo foi considerada nessa analise.
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Os dados apresentados a seguir correspondem as diferencas estruturais entre as
regides analisadas nas diferentes idades. Os resultados semelhantes entre as variaveis foram
omitidos.

Histologicamente, a regido de tensdo (p) ndo apresenta diferengas na organizagio
entre as trés idades (Fig. 01). Ela apresentou poucos tendcitos distribuidos entre densos
feixes de fibras colagenas propriamente ditas (Fig. 01-A). J4 na regido d foram detectadas
grandes diferencas organizacionais com a idade. Nos animais com 30 dias foram detectados
alguns grupos de células esféricas com nucleos arredondados envolvidos por um halo de
citoplasma (fibrocondrocito). Com 180 dias de idade a regifio ocupada por essas células
aumenta (Fig. 01-B), sendo que nos animais com 730 dias de idade foram detectadas
grandes areas de metaplasia fibrocartilaginosa.

Por um lado, as fibras colagenas da regiio p mantém a mesma organizacio com a
idade, ou seja, feixes espessos alinhado paralelamente ao eixo maior do tenddo (Fig. 02—
D(180d)). Por outro lado, as fibras colagenas da regiio d apresentaram alteragdes na
espessura e organizacdo entre as trés idades. Acompanhando o aumento na area da
fibrocartilagem, a area ocupada por fibras finas com arranjo entrelacado também aumenta
(Fig. 02-A(30d), B(180d) e C(730d)).

Além da distribuig¢fo das fibras de col, a regifio ¢ apresentou grandes alteractes na
distribui¢do dos GAGs. Para detecgiio dos GAGs foi utilizado Azul de Alcian em solugio a
pH 1,0 e 2,5 (Fig. 03). Estas rea¢des ndo apresentaram diferencas quanto a reatividade. Na
tentativa de identificar os tipos de GAGs, depositados no tecido nas trés idades, foi
utilizado Azul de Alcian associado a concentragio critica de eletrolitos (CEC). Esta, no
entanto, ndo acrescentou nenhum dado significativo, pots os resultados para coloragio com
Azul de Alcian na presenca de MgCl, 0,5 M foram semelhantes ao tratamento com solugio
do mesmo corante em pH 2,5, O tratamento com Azul de Alcian na presenca de
molaridades superiores a 0,5 M de MgCl, nfo apresentou coloragdo.

Quanto a distribuigdo de GAGs, foi observada uma basofilia mais intensa na matriz
pericelular das células arredondadas (fibrocondrécitos) e entre os feixes de fibras colagenas
(Fig. 03-A, B ¢ E). Entre os individuos puberes e velhos, a basofilia pericelular ¢

preservada, mas a reagdo entre as fibras diminui muito, permanecendo apenas em regides






30

delimitadas (Fig. 03-C, E e F). A regido p nfo apresentou reacio positiva nas trés idades
analisadas (Fig. 03-D).

O TFDP foi dividido em trés regides (p, 7 e d). As regides p e d recebem apenas
forgas de tensdo, porém a regido / também sofre efeitos de forgas compressivas. Para
analise descritiva dos perﬁs estruturais, entre as idades, sera adotado aqui apenas as
denominagOes, regides de tensdo, que envolve p e d, e regifio de compressio que
compreende i. Antes da descricdo dos pardmetros investigados é importante destacar que a
area sob efeito compressivo do TFDP (regiio /) compreende cerca de um terco do
comprimento total da estrutura e que as alteragbes estruturais descritas atingem
aproximadamente metade da espessura do tendfio no ponto de maior contato com 0 0sso.

A organizagio histologica das regides de tensio do TFDP se assemetham ao
observado no TC. No TFDP foram observados um nimero maior de células achatadas
(tenocitos) agrupadas em fileiras paralefas ao longo do eixo maior do tenddo (Fig. 04-A).
Com relag@o a regido de compresséo, foram observados variacGes significativas na
morfologia do TFDP durante o envelhecimento. Nos animais com 30d de idade, essa regisio
apresenta um epitendnio espesso, em relacdo aos individuos mais velhos, e nitidos grupos
de células arredondadas (fibrocondrécitos) distribuidos no tergo mais proximal & superficie
de contato com o osso (Fig. 04-B). Nos animais com 180 dias, a espessura do epitendnio
diminui consideravelmente e os fibrocondrécitos aparecem em maior niimero, agrupados
em fileiras no sentido do eixo maior do tend3o. No entanto, a area ocupada por essa regizo
diferenciada atinge somente um ter¢o da espessura do tenddo (Fig. 04-C). Nas amostras de
animais com 730 dias de idade, a regido de compress3o apresenta um epitendnio muito
delgado, mas a regido diferenciada com fibrocondracitos passa a ocupar cerca de metade da
espessura do tenddo (Fig. 04-D). Em ambas, as fibras colagenas estio agrupadas em feixes
espessos. A orientagio desses feixes obedece a do eixo maior do tenddo. (Fig. 05).

Em relacdo a basofilia, as regides do TFDP apresentam comportamento semelhante
ao observado em TC quanto a afinidade pelos reagentes. Para a anilise, as imagens
observadas foram obtidas apés reagdo com Azul de Alcian em solugio a pH 2,5. A
presenca dos GAGs foi observada na regido de compressio (Fig. 06-A, B, C e D). No que
diz respeito a idade, a deposicao tecidual de GAGs acompanha a area de fibrocartilagem na

espessura do tenddo. A presenca de GAGs ocorre preferencialmente na matriz pericelular,



Figura 01 — Fotomicrografias de cortes histologicos, paralelos ao longo do
eixo do TC, de animais de 30 (A), 180 (B) e 730 dias (C).

Note em A, detalhe da transi¢do entre a regido de tensio e compressio.
Observe no quadrante inferior esquerdo células com mnucleos de perfis
elipsoides, (—>) que diferem dos outros fusiformes (W), tipicos de tenocitos
(fibroblastos - F) nos outros quadrantes da ilustragio.

Em B e C detalhes da regido da regifio de compressdo. Observe as
mudangas no perfil do nacleo das células, menos elipticos em B e mais
esféricos em C. Este perfil, apoés 730 dias de vida, se assemelha aos do
nucleos de células das fibrocartilagens (fibrocondrocitos - Fe).

Coloragéo: Hematoxilina & Eosina . Aumento : 75X.
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Figura 02 — Fotomicrografias de cortes histologicos, paralelos ao longo do
eixo do TC, de ammais de 30 (A), 180 (B e D) e 730 dias (C).

Em A, detalhe da regidio de compressdo. Observe na porgio superior da
ilustragdo a presenca de fibras de colageno com espessura menor ¢ arranjo
entrelacado diferindo da por¢do inferior que mostra fibras espessas com
arranjo paralelo.

Em B e C detalhes da regifio de compressdo semelhante aquela ilustrada
em A. Observe o aumento da area ocupada pelas fibras de colageno de
pequena espessura e note em C a clara organizagédo entrelacada das mesmas.

Em D, detalhe da regido fibrosa tipica do tenddo. As fibras coldgenas
sA0 espessas € estdo organizadas paralelamente ao eixo maior do tenddo.

Coloragdo: Picrosirius-Hematoxilina observado ao microscopio com
emprego de luz polarizada . Aumento : 150X,
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Figura 03 — Fotomicrografias de cortes histologicos, paralelos ao longo do
eixo do TC, de animais de 30 (A), 180 (Be D)e 730 dias (C, Ee F).

Em A, detalhe da regido de compressdo. Observe a reagdio positiva na
matriz pericelular dos fibrocondrécitos (—) e entre as fibras de coldgeno.

Em B, detalhe da regifio de compressio. Note a mesma reacio positiva
detectada em A, mas com uma leve diminuigdo na basofilia entre as fibras de
colageno (W)

Em C, E ¢ F detalhes da regido de compressdo semelhante aquela
ilustrada em A e B. Observe a diminui¢do generalizada da basofilia na matriz
pericelular e entre as fibras colagenas (E). Nesta idade ¢ possivel ainda
detectar areas na fibrocartilagem que ainda conservam reagdo positiva na
matriz fibrosa (W) (C) e na matriz pericelular dos fibrocondrocitos (—») (E e
).

Em D, detalhe da regifo fibrosa tipica do tenddo. Nio é observada
nenhuma reagdo positiva entre as fibras colagenas.

Coloragdo: Azul de Alcian em solugdo de pH 2,5. Aumentos : A, B, D e
F-150X; C-300Xe E-75X







Figura 04 — Fotomicrografias de cortes histolégicos, paralelos ao longo do
eixo do TFDP, de animais de 30 (A e B), 180 (C) ¢ 730 dias (D).

Em A, detalhe da regifio de tensdo. Observe o aspecto fusiforme do
nucleo das células, tipicos de tendcitos (fibroblastos - F). As células estdo
distribuidas ao longo do eixo maior do tend&o entre as fibras colagenas.

Em B, C ¢ D detalhes da regido de compressdo na superficie mais
proxima de contato com osso. Note a presenca de células com nucleos
arredondados  (fibrocondrocitos - Fc) nas trés figuras. Observe que,
comparativamente, a quantidade de fibrocondrocitos aumenta durante o
envelhecimento. Pode ser notado ainda que o epitendnio (E) parece sofrer uma
diminui¢do na espessura no mesmo periodo.

Coloragdo: Hematoxilina & Eosina . Aumento ; 150X,
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Figura 05 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos, paralelos ao longo do
eixo do TFDP, de animais de 30 (A e B), 180 (C) e 730 dias (D).

Em A, detalhe da regido de tensdo. As fibras colagenas (*) sdo espessas
¢ estio arranjadas em feixes paralelos ao longo do eixo maior do tendio.

Em B, C e D sdo detalhes da regifo de compressic. Note a distribuicdo
das fibras colagenas (*) entre os fibrocondrécitos (Fe). Observe em D detalhe
de uma arcada (—) separando as células (Fc), ¢ o epitendnio (e).

Coloragdo: Picrosirius-Hematoxilina observado ao microscopio com
emprego de luz polarizada . Aumento : 150X,
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Figura 06 — Fotomicrografias de cortes histologicos, paralelos ao longo do
eixo do TFDP, de animais de 30 (A), 180 (B, D e E) e 730 dias (C).

Em A, B, C ¢ D ilustram detalhes da regido de compressdo. Observe a
reagdo positiva na matriz pericelular dos fibrocondrécitos (). Note em C na
porgdo mais proxima ao epitendnio (E) leve basofilia entre as fibras
coldgenas. Ja nas porgOes mais distantes da superficie nio foi observada
qualquer reagdo positiva entre as fibras (W),

Em E, detalhe da regido de tensdo. Ndo foi detectada reagio positiva
entre as fibras colagenas (W).

Coloragdo: Azul de Alcian em solugdo de pH 2,5. Aumentos : A, B, C e
E -150X; D - 300X,






a semelhancga do TC, no entanto, foi observada basofilia somente entre as fibras nos
animais com 730 dias de idade. Esta basofilia, porém, ficou limitada nas porgdes mais
proximas & superficie de contato com o 0sso.

Na analise ultraestrutural foram observadas caracteristicas morfologicas das células
e MEC bem como variagSes nas medidas dos didmetros das fibrilas de co! durante o
envelhecimento. Devido as semelhangas estruturais observadas entre as regides
correspondentes, os dados foram organizados e relatados de acordo com a forca mecinica a
que cada regido esta submetida. Portanto, os resultades aqui apresentados dizem respeito as
caracteristicas moffolégicas das regides de tensdo e compressio.

No TC, as células da regifio de tensdo (p) de animais de 30d apresentam
caracteristicas tipicas de fibroblastos (tendcitos) (Fig. 07-B). No entanito, durante o
envelhecimento, as carateristicas citoplasmaticas foram alteradas. O reticulo
endoplasmatico rugoso, observado nessas células, estd muito desenvolvido, além disso,
foram detectadas muitas microvesiculas que associamos a alta atividade celular em toda a
periferia celular. A cromatina dessas células apresentou pouca compactacio. Os tenddes
dos animais mais velhos (Fig. 67-A — 180d e C — 730d) passaram a apresentar células com
diminuicdo acentuada na quantidade de reticule endoplasmatico rugoso e
consequentemente na quantidade de microvesiculas. A cromatina dessas células nio sofreu
nenhuma alteragdo evidente. A reagiio citoguimica, para evidenciar PGs da MEC,
demonstrou que na regido de tensdio do TC estas moléculas estdo depositadas sobre as
fibrilas de col (Fig. 07-D). No envelhecimento, as caracteristicas da MEC, quanto a
marcagdo para PGs ndo apresentou variagdes.

A avaliagio morfométrica mostrou que os didmetros das fibrilas de col (Tab. 02) na
regido de tensdo do TC (Tabh. 02-A) apresentou variagBes significativas entre as trés idades.
Os didmetros médios aumentaram entre 30 e 180d e diminujram aos 730d. As medidas dos
animais com 730d foram superiores as detectadas aos 30d.

Na regiflo de compressdo do TC (Fig. 08) as caracteristicas morfolégicas das células
foram muito semelhantes. O citoplasma ndo apresentou predominio de reticuio
endoplasmatico rugoso em relagdio as outras organelas. No entanto o mesmo se apresentou
muito rico em filamentos do citoesqueleto. A cromatina das células apresentou a mesma

morfologia entre as idades. O emprego da téenica citoquimica demonstrou que a trama
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fibrilar da matriz pericelular dos fibrocondrocitos é rica em PGs. As alteragdes
morfologicas mais evidentes (Fig. 08) entre 30d (A), 180d (B) e 730d (C) estiveram
relacionadas a esta matriz. A espessura da matriz pericelular pareceu regredir, quando se
compara individuos plberes e velhos, e ao mesmo tempo era substituida por uma malha
microfibrilar. A marcagdo dos PGs associados a fibrilas de col (Fig. 08-D) foi maior que a
observada na regido de tensdo.

As medidas do didmetro das fibrilas de col (Tab. 02-A) apresentaram o mesmo
perfil observado na regifio de tensiio, mas os valores apurados foram significativamente
menores.

No TFDP, as células das regiGes de tensio dos animais com 30d (Fig. 09-A)
apresentaram morfologia semelhante & descrita no TC. Nos animais com 180d (Fig. 09-B)
os tenocitos apresentaram citoplasma com grande quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso. A cromatina ndo apresentou alteragdo morfoldgica evidente. Nos individuos com
730d de idade as células apresentaram regressfio generalizada no volume citoplasmatico e
consequentemente do reticulo endoplasmatico rugoso. A cromatina encontrada nessas
células pareceu apresentar uma compactagdo maior que nas idades anteriores. A reagdo
citoquimica para PGs apresentou o mesmo padrio da regido de tensdo do TC.

A semelhanca do TC, as medidas do didmetro das fibrilas de col {Tab. 02-B)
apresentaram aumento entre 30 e¢ 180d e diminui¢iio aos 730d de idade. A diferenca
morfométrica entre o TC e TFDP reside nos valores superiores do didmetro das fibrilas
encontrados neste ultimo.

Na regifio de compressio do TFDP, as células ndo apresentaram predominio
evidente de organelas associadas a sintese de proteinas, como observadas nas amostras da
regifo de tensdo. No entanto, no citoplasma dessas células foram observadas muitas
microvesiculas e numerosos filamentos do citoesqueleto. A cromatina nfo apresentou
alteragdo evidente durante o envelhecimento. Contudo, a caracteristica marcante nesta
regido foi a presenga de uma matriz pericelular rica em PGs (Fig. 10-D). Quando
comparamos individuos jovens e velhos (Fig. 10-A — 30d; B —-180d e C — 730d) a matriz
pericelular parece apresentar um desenvolvimento acentuado.

Os valores para diametro das fibrilas de col na regifio de compressio do TFDP

(Tab. 02-B) apresentaram, a semelhanga do TC, aumento entre 30d e 180d seguida de uma



Figura 07 -~ Micrografias eletrnicas da regido de tensdo do TC de animais
com 30 (B ¢ D), 180 (A) e 730 dias (C). Ultraestrutura de tipos celulares
freqiientemente observados e da matriz pericelular.

Note em B ¢ D as células com citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso (—») e numerosas microvesiculas (W). Observe em D a
presen¢a dos PGs associados as fibrilas de coldgeno (—).

Observe em A e C que as células apresentam um citoplasma sem
predominio de uma organela em especial mas ainda so detectadas
microvesiculas na periferia das células (W).

Técnica: A, B e C —~ tratamento convencional para MET ¢ em D —
tratamento com Azul de Cuprolinic. Aumentos: A e B — 20000X; C — 25860X
e D~ 33400X.
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Figura 08 — Micrografias eletrdnicas da regifio de compressio do TC de
animais com 30 (A), 180 (B e D) ¢ 730 dias (C). Ultraestrutura de tipos
celulares freqlientemente observados e da matriz pericelular.

Note em A, B e C que as células apresentam citoplasma rico em
tilamentos do citoesqueleto ¢ a0 mesmo tempo ndo € observado predominio
de uma organela em especial. Pode ser ainda observado a presenga de uma
matriz pericelular (#) em todas as idades.

Em D, a matriz pericelular (W) apresenta um arranjo microfibrilar
associado a PGs. Estes também podem ser observados associados as fibrilas
de coldgeno (—).

Técnica: A, B e C — tratamento convencional para MET e em D —
tratamento com Azul de Cuprolinic. Aumentos: A — 25860X ¢ B — 20000X; C
—-9292X e D - 55600X.
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Figura 09 — Micrografias eletrdnicas da regido de tensdo do TFDP de animais
com 30 (A), 180 (B) e 730 dias (C). Ultraestrutura de tipos celulares
freqiientemente observados ¢ da matriz pericelular.

Note em A e B que a célula apresenta citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso (—). Em algumas células foi observado a presenca de
matriz pericelular ()

Observe em C que a célula apresenta diminuigdc no volume
citoplasmatico ¢ reducdic acentuada na presenga de reticulo endoplasmatico
ragoso {->).

Técnica: Tratamento convencional para MET Aumentos: A — 12000X;
Be C-15000X. ‘






Figura 10 — Micrografias eletrénicas da regifo de compressio do TEDP de
animais com 30 (A), 180 (B e D) e 730 dias (C). Ultraestrutura de tipos
celulares freqiientemente observados e da matriz pericelular.

Observe que as células ilustradas em A, B e C apresentam citoplasma
rico em filamentos do citoesqueleto e numerosas microvesiculas. Apesar da
quantidade de microvesiculas, ndo ¢ observado predominio evidente de
organelas relacionadas a sintese de macromoléculas. Note ainda a presenca de
uma matriz pericelular (W) em todas as idades.

Em D, observa-se que a matriz pericelular (W) apresenta uma estrutura
microfibrilar associado a PGs.

Técnica: A, B ¢ C — tratamento convencional para MET e em D —
tratamento com Azul de Cuprolinic. Aumentos: A — 9292X ¢ B — 15000X; C
—20000X e D-43120X.
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(A)

T(_: idade | Didmetro
Regides (am)
1] 30 42 3+18,6
d 3 38,7£17.8
P 180 | 38 ,6430,3
d 186 | 44 14237
p 73| 49.9%19.6
d 730 | 40.6£19.8
(B)
TFEP Idade | Bidmetro
Regides (nm)
B 30 4624217
i 30 39 8+151
d 30 48,3127 1
] 130 ! 61,34+28.8
i 180 | 49,1+19.4
d 180 | 66,2+16,6
p 730 1 57.8+£26.7
i 730 1 4374209
d 730 | 5394205

Tabela 02 - Medidas do didmetro (Média aritmética e desvio padrio) das
fibrilas de coldgeno no TC ¢ TFDP nas diferentes idades analisadas (30, 180 ¢
730 dias de 1dade)

#**Avaliaglo estatistica feita pelo Teste de Duncan a nivel de 5% de

significancia.
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diminui¢@o aos 730d de idade. Os valores médios se aproximaram daqueles encontrados na

regido de compressio do TC.

3) Teste de Intumescimento

Na Tab. 03 estdo apresentados os dados do teste de intumescimento do TC (A) e
TFDP (B) em agua e acido acético.

As regibes p e d do TC (Tab. 03-A) embebidas em agua nio apresentaram
diferencas significativas entre as trés idades. A analise comparativa entre as regides p e d,
dentro de cada idade, ndo demonstrou qualquer diferenga. Na embebicio em 4cido acético,
a regido p ndo apresentou nenhuma diferenca entre as trés idades. Por outro lado, a regido d
apresentou maior aumento no ganho de peso pela embebigfio aos 30 dias em relagio as
outras idades, que apresentaram valores semelhantes. Comparativamente, a analise entre as
regides p e d, nas trés idades, revelou grande diferenga, sendo que a regido p apresentou
valores muito superiores.

Para o TFDP (Tab. 03-B), as regides p ¢ d apresentaram diminui¢io no peso tmido
apos o tratamento em agua entre as idades de 30 e 180d e valores semelhantes entre 180 e
730d de idade. No entanto a regido p apresentou valores embebigio maiores que a regifio d.
Os valores para a regido / apresentaram aumento progressivo no ganho de peso umido com
a embebigdo em Agua entre os individuos puberes e velhos. A anilise comparativa entre as
regides nas diferentes idades apresentou diferencas. As amostras de animais de 30 dias a
regido p apresentou valor superior a i € p. Nos animais de 180 dias a regifio d apresentou
valor menor em relagdo as outras. Nas amostras de animais com 730 dias foram obtidos
valores significativamente diferentes entre as trés regides. Sendo que a regiio / apresentou
os valores mais elevados seguida da regiio p e d, respectivamente. O teste de
intumescimento em acido acético para TFDP também mostrou diferengas significativas
entre as regides ¢ idades analisadas. A regido p apresentou valores para embebicdo
semelhantes para animais de 30 e 180 dias e menores para individuos com 730 dias. Para a
regido i foram detectados valores decrescentes entre animais puberes e velhos. As amostras
da regifio d ndo apresentaram variagdes entre os animais com 30 e 180 dias, mas aos 730
dias houve diminui¢do nos valores de embebi¢fo apos tratamento com acido acético. Por

ultimo, a comparagio das trés regides, nas diferentes idades, mostrou que somente em
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(A)
TC Idade Intumescim. Intumescinm. Conteiido de Contendo Total de GAG
Resid (dias) (Agua/PBS) {Ac.Acético/PBS) Agua (ng/mg tecido)
cgloes (%) (%) (%)
p 30 -12,3348,73 750,1x117 12 66455 686 38.92:46.83
d 30 -12 66415,35 457, 08+71,29 66,018,297 22.84:46,52
P 180 -12,6648,97 612,66195 57 57,00+7,098 28.6546,71
d 180 -11,3348,03 261,66:440,89 73,0849,091 42,3749 33
p 730 -12,3318,79 612,54:+95.75 69,6748.590 19.84+4 42
d 730 -10,8327,68 261,98+41,68 71,658,429 35,80+8.61
(B)
Idade Intomescim. Inmtumescim. Conteiido de Conteiido Total de
TFDP | @ias) | (Azua/PBS) | (Ac.Acético/PBS) Agua GAG
Regides (%) (%) (%) (1g/mg tecido)
p 30 0,0040,00 11516496 52 64,6643 035 22.3343,03
i 30 ~135,6618 08 1137649535 75,0243,543 18.13+2,66
d 30 -17,01+8.77 1390.8+116.5 68,0343,212 10,69+1,53
p 180 ~14,00+7 22 1213,0+101,7 77,08+3,638 19,87:2,92
i 180 -13,3346.88 922 74+77.28 73.6743,348 18,80+42,62
d 180 -21.66+11 18 1153 ,6496,69 71,00+3,367 8.81+1 19
p 730 -15,34+7 91 766,6464,27 77,3343.653 11,91+1.65
i 730 -5,1342,69 437,2436,62 73,0043 ,366 19,2442 69
d 730 -25,01%£12.97 847.7£71,04 74,00:£3,496 8,93+1.27

Tabela 03 - Valores apurados (Média aritmética e desvio padrio) apés teste
de intumescimento em dgua destilada e 4acido acético (%), determinagdo do
conteado de agua (%) e conteiido total de GAG (ug/mg de tecido) para as
regides p e d do TC e regides p, i e d do TFDP nas trés idades analisadas (30,
180 e 730 dias). % - porcentagem de variacdo entre o peso final € o peso
nicial.

***Avaliagdo estatistica feita pelo Teste de Duncan a nivel de 5% de
significidncia.
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animais com 180 e 730 dias houve diferenca significativa. A regido / nessas idades

apresentou valores menores.

4) Contetido de Agua
O contendo de 4gua no tecido fresco (Tab. 03-A e B) ndo apresentou diferencas

significativa entre as regides do TC (A) e TFDP (B) nas idades analisadas.

5) Conteudo Total de Glicosaminoglicanos

Na Tab. 03 pode ser analisado o contetdo total de GAGs, em g por mg de tecido.

O TC (Tab. 03-A) apresentou diferencga significativa entre as regides e idades. Nos
tenddes dos amimais com 30 dias a regido p apresentou maior contetido, porém nos animais
com 180 e 730 dias a regido 4 apresentou uma quantidade significativamente superior a
regidio p. A analise das regides ao longo do envelhecimento, demonstrou que a regido p
apresentou uma diminuigio progressiva no conteido durante o envelhecimento. Na regido ¢
foi observado um aumento entre 30 e 180 dias seguido de uma diminuigio aos 730 dias.

No TEDP (Tab. 03-B), também houve diferenga significativa entre as regides e
idades analisadas. Nos dados obtidos das diferentes regides, a regido p apresentou
diminui¢do no contetdo de GAG nos individuos mais velhos. As regides / e d apresentaram
aumento no contetdo entre 30 e 180 dias, permanecendo com valores semelhantes entre
180 e 730 dias de idade. Comparando as regides, os tenddes com 30 dias apresentaram
maior conteido de GAGs na regifo p seguida da regifio 7 e d. Com 180 dias, o contetdo de
GAGs diminui mas a proporg¢io foi mantida entre as regides. Com 730 dias, a regifio 7 dos

tenddes apresentou o maior contendo, seguido das regides p e d.

6) Conteado de Acido Urdnico nos Extratos.

O TC apresentou variagdes significativas (Tab. 04-A) no contetido de AU
solubilizado entre as regides e idades analisadas. A regifio p apresentou queda no contetido
de AU soluvel nos individuos mais velhos. Na regiio d foi observado o mesmo
comportamento mas foram detectados valores superiores. Os tenddes de 30, 180 e 730 dias

apresentaram um conteudo de AU estatisticamente diferente. A regido d apresentou valores
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(A)

Idade Proteinas Ac. Urbnico GAG
TC | dias) (mg/ml) (mg/mi) sulfatados
Regides (mg/mi)
p 30 0,641+0.074 0,12540.,008 0,0631+0,008
d 30 0,5461+0 063 6,18940,013 0,087+0.012
p 180 0.,638+0,074 0,08940,006 0,06410,009
d 180 0,345+0,040 0,1424+0,009 0,0700,009
1] 730 0,3734+0,043 0,074:+0 005 0,03140,004
d 730 0,254+0.029 0,09410,006 0,041+0,005
(B)
Idade Proteinas Ac. Urbnico | GAG sulfatados
TFDP | dias) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Regides
p 30 0,76340,191 | 0,18610.046 0,04610,013
i 30 0,566+40,142 | 0,17620.044 0,053140,015
d 30 0,59630,149 | 0,159+0,041 0,03940,011
p 180 0,65730,164 | 012140029 0,050:0.019
i 180 (,54440,137 | 0,178+0.044 0,07910,022
d 180 0,57330,143 | 0,11540,028 0,06510,018
p 730 0,57640,142 | 0,076+0,019 0.02510.007
i 730 0,390-+0,099 | 0,106+0,026 0,059+0.017
d 730 0,36640,092 | 0,126+0,030 0,03840.016

Tabela 04 - Dosagem (Média aritmética e desvio padrio) de proteinas, acido
urdnico ¢ GAGs sulfatados dos extratos totais (mg/ml) para as regides p e d
do TC e p, i e d do TFDP nas trés idades analisadas (30, 180 e 730 dias).
*#*Avaliacio estatistica feita pelo Teste de Duncan a nivel de 5% de
significancia.
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maiores em todas as idades. Nos individuos mais velhos as concentracdes dos extratos de
ambas regides sofreram declinio. '

No TFDP (Tab. 04-B), também foram detectadas diferencas significativas entre as
varigveis estudadas. A regido p apresentou queda no conteudo de AU nos extratos entre os
individuos mais velhos. Na regifc /, o conteudo aumentou entre 30 e 180 dias e diminui
entre 180 e 730 dias. Na regido d, o conteudo detectado diminuiu entre 30 e 180 dias e
aumentou aos 730 dias, mas apresentaram valores inferiores aos observados nos animais
com 30 dias. Nos tendbes de 30 dias, ndo ha diferenca entre as trés regides. Em 180 dias, a
regifio 7 apresentou maior conteido que p e 4. Com 730 dias, a regido d apresentou os

maiores valores seguida da i e finalmente a p.

7) Conteiddo de GAGs Sulfatados nos Extratos

O TC apresentou diferencas significativas na quantificagdo de GAGs sulfatados
solubilizados entre as regides e idades estudadas (Tab. 04-A). A regido p apresentou
valores semelhantes entre 30 e 180 dias e inferiores aos 730 dias. Ja na regido 4 houve um
decréscimo nas concentragdes nos animais mais velhos. As amostras de tenddes de 30, 180
e 730 dias apresentaram concentragdes decrescentes de GAG sulfatados sendo a regido d a
que sempre apresentou os maiores valores.

Para o TFDP (Tab. 04-B), as regides p, d e i apresentaram um aumento no conteudo
de GAG sulfatados entre 30 e 180 dias seguido de um declinio entre 180 e 730 dias. Nos
tenddes de 30, 180 e 730 dias foram detectados conteidos de GAGs sulfatados
significativamente varidveis. A regido / apresentou maiores concentragdes em todas as
idades, seguidas da regifo d e por altimo a p. Entre as trés idades analisadas, as maiores

concentragdes de GAGs, nos extratos, foram obtidas de animais com 180 dias.

8) Contendo de Proteinas no Extrato

O contetdo protéico nos extratos do TC (Tab. 04-A) apresentou diferengas
significativas entre as variaveis analisadas. Na regido p, ndo houve diferenca entre 30 e
180 dias, mas aos 730 dias de idade houve redugio no conteudo protéico. Para a regifo d,
as concentragdes apresentaram valores decrescentes nos animais mais velhos em relacdo

aos mais jovens. Nos tenddes das diferentes 1dades, as regides p sempre apresentaram os
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose com tampéo propileno-diamino.
Géis das regides p e d do TC de amostras obtidas de animais com 30 (A), 180
(B) e 730d (C). Em (D), (E) e (F) géis das regides p, i ¢ d do TFDP de
amostras obtidas de animais com 30, 180 e 730d, respectivamente. Padrio:
CS- condroitim sulfato, DS- dermatam sulfato
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maiores valores. Relativamente, nos extratos de tenddes de animais com 30 dias idade
foram observadas as maiores concentragSes de proteina.

O TFDP (Tab. 04-B) também apresentou variagdes significativas entre as regides
nas idades estudadas. Nas trés regides foram observados decréscimos no contetido protéico
dos extratos nos individuos mais velhos. Nas trés idades estudadas, a regifio p dos tenddes
apresentou o maior conteiido de proteinas, enquanto que nas outras, foram observados
valores semelhantes. Relativamente, as maiores concentragdes de proteinas foram

detectadas em amostras obtidas de animais com 180 diag de idade,

9) Analise Qualitativa dos Glicosaminoglicanos
No TC (Fig. 11- A, B e C) ¢ TFDP (Fig. 11 - D, E e F) o GAG predominante em
todas as regiGes analisadas foi o DS. Porém, em TCd, TFDP; nos animais de 30 dias,

também fol detectado CS.

10) Andlise Cromatogrifica e Eletroforética dos Extratos do TC e TFDP: Diferentes
Regides em Diferentes Idades.

Os cromatogramas dos extratos do TC e TFDP estdo representados da Figuras 12 a
16.

Em todas as regifes e idades analisadas foi observado a presenga de material
catidnico. Um pico foi detectado com absorbincia variando entre 0,1 2 0,2 em 280 nm., Em
TC p (Fig. 12) as idades de 30 e 180 dias apresentaram o maior valor de absorbincia. Para
as regides TCp (730 dias) e TCd (Fig. 13) com 30, 180 e 730 dias foram detectadas
absorbancias em torno de 0,1. Para o TFDP p (Fig. 14), / (Fig. 15) e d (Fig. 16) com 30 ¢
180 dias a absorbéncia variou de 0,16 a 0,2, enquanto que na idade de 730 dias a
absorbancia ndo passou de 0,1. Apos a aplicag@o do gradiente de NaCl todos os tenddes nas
diferentes regides ¢ idades apresentaram pelo menos um pico principal. O material foi
eluido com uma concentragdo de NaCl variando entre 0,4 - 0.6 M. Entre 0,6 - 0,7 M, em
algumas regides, foram detectados outros picos, porém com absorbincias de até 0,08.

Todas as fragdes foram analisadas em SDS-PAGE na presenca ¢ auséncia de agente

redutor (2-Me). Para cada regido estd sendo apresentada a eletroforese com amostras
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Figura 12 - Cromatogramas (A) dos extratos da regido p do TC nas diferentes
idades em  DEAE- Sephacel.  Absorbancias em 280 nm (-0-0-) ¢
condutividade (—). A seta indica o gradiente (G) com NaCl 0- 1,2 M,

SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragdes com 2-Me (B). Condigdes:
corrente de 25 mA durante 3 h. Coloracfo: Impregnagio pela prata. Padrdo
de peso molecular: fosforilase & (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbdnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) ¢ o-lactalbumina (14,4 kDa).
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Figura 13 - Cromatogramas (A) dos extratos da regido d do TC nas diferentes
idades em  DEAE- Sephacel.  Absorbancias em 280 nm (-C-7-) ¢
condutividade (—). A seta indica o gradiente (G) com NaCl 0-1,2 M.
SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragdes com 2-Me (B). Condigdes:
corrente de 25 mA durante 3 h. Coloracdo: Impregnagdo pela prata. Padrio
de peso molecular: fosforilase B (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbodnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e «-lactalbumina (14,4 kDa).
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Figura 14 - Cromatogramas (A) dos extratos da regiio p do TFDP nas
diferentes idades em DEAE- Sephacel. Absorbancias em 280 nm (-Z-2-) e
condutividade (—). A seta indica o gradiente (G) com NaCl 0-1,2 M.
SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragSes com 2-Me (B). Condicdes:
corrente de 25 mA durante 3 h. Coloragdo: Impregnacdo pela prata. Padrio
de peso molecular: fosforilase B (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumma (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbonica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactalbumina (14,4 kDa).
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Figura 13 - Cromatogramas (A) dos extratos da regido i do TFDP nas
diferentes idades em DEAE- Sephacel. Absorbancias em 280 am (-0-7-) e
condutividade (—). A seta indica o gradiente (G) com NaCl 0-1,2 M.
SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragdes com 2-Me (B). Condi¢des:
corrente de 25 mA durante 3 h. Coloragdo: Impregnagdo pela prata. Padrio
de peso molecular: fosforilase B (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumma (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbonica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactalbumina (14,4 kDa).
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Figura 16 - Cromatogramas (A) dos extratos da regido d do TFDP nas

diferentes idades em DEAE- Sephacel. Absorbancias em 280 nm (-2-C-)
condutividade (—). A seta indica o gradiente (G) com NaCl 0-1,2 M.
SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragdes com 2-Me (B). Condigdes:
corrente de 25 mA durante 3 h. Coloragdo: Impregnagio pela prata. Padrio
de peso molecular: fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbdnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa).
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tratadas com agente redutor (Fig. 12 a 16), uma vez que ndo foram observadas diferencas
no padrio eletroforético entre os dois tratamentos.

Os pequenos PGs, FM e Dec, estdo presentes em todas as regides analisadas e nas
diferentes idades. Essas moléculas foram eluidas com forga idnica de 0,453 0,55 M e 0,6 a
0,7 M respectivamente.

No TC (Fig. 12 e 13), o FM e o Dec estdo presentes nas duas regides e em todas as
idades analisadas. Porém na regido ¢ (Fig. 13) o Dec esta mais evidente nas amostras de
animais com 180 dias de idade.

No TFDP (Fig. 14, 15 e 16), o FM e o Dec foram detectados em todas as idades e

regides. No entanto, o Dec parece mais evidente na regifo 7 dos animais com 30 e 180 dias.

11) Transferéncia eletroforética - “Immunobloting”

As fragdes obtidas, das cromatografias ricas em FM, das diferentes regibes e idades,
foram transferidas para fita de nitrocelulose. A reagio para FM foi positiva em todas as
diferentes regides e idades (Fig. 17). Porém, nos animais de 30 dias (Fig. 17-A) a rea¢io foi
mais intensa junto a posigio de migracdo das cadeias de col do que na posi¢io ao redor de
60 kDa, onde geralmente migra em gel de poliacrilamida. Essa reagio diminui quando
analisamos os animais com 180 (Fig. 17-B) e 730 dias (Fig. 17-C). Ao mesmo tempo
parece haver um aumento na intensidade da reagdo na posi¢o de 60 kDa.

Para o teste com anti-Dec (Fig. 17-D), a reac8o se mostrou positiva para todas as

amostras dos tenddes nas diferentes idades.

12) Teste de Viscoelasticidade.

A partir das curvas de tracdo por deformagio dos tenddes ficou demonstrado um

comportamento nao linear (viscoeldstico) que ¢ caracteristico para este tipo de material. A
rigidez do tend3o ¢ pequena quando este suporta pequenas tensdes e aumenta gradualmente
com o aumento da deformacgio. A partir das curvas foram apurados e analisados

estatisticamente 0s valores da tensdo de ruptura que caracteriza a resisténcia a tracdo. Para

TC (Tab. 03-A) foram observados valores significativamente diferentes. A tensdo de
ruptura aumentou progressivamente entre as idades analisadas. Ja os valores para o TFDP

{Tab. 05-B) demonstraram um crescimento significativo entre 30 ¢ 180 dias ¢ diminuigdo
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Figura 17 - Teste imunoquimico para fibromodulim: A (30 dias),B (180 dias)
e C (730 dias) e para decorim (D) das fragdes das regides do TC e TFDP nas
diferentes idades. Em (D) foram utilizadas apenas fragdes d do TC e i do
TFDP para cada idade estudada. Padrio de peso molecular: fosforilase & (94
kDa), albumina sérica bovina (67 kDa).
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aos 730 dias para valores semelhantes aos apurados nos animais com 30 dias. Os valores
apurados para TFDP foram significativamente superiores aos observados em TC.

Os valores da tangente de alfa estfo relacionados com a_rigidez eléstica do tenddo.
A andlise do TC (Tab. 05-A) demonstrou diferenca significativa, com valores crescentes,
para a rigidez elastica dos tenddes entre os obtidos de animais velhos em relagio aos
jovens. Em TFDP (Tab. 05-B) o modulo elastico apresentou valores semelhantes entre os
tenddes de animais de 30 e 180 dias e valores significativamente menores para animais

com 730 dias.
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(A)

TC Tensdo de Ruptura | Moédulo Elistico
(N/mm®) (E)
30 dias 0.655+0. 078 1,102+0,154
180 dias 2,511+0,294 2,270+0,046
730 dias 4,39740,515 4,11510,571
Tensdo de Ruptura | Mddulo Elastice
TFDP (N/mnr?) (E)

38 dias 12,347+1,758 75,011+10,957
180 dias 18,287+2 605 80,427+11,749
730 dias 12,229%1.742 48,28417,053

Tabela 05 - Valores apurados (Média aritmética e desvio padriio) para tensdo
de ruptura (N/mm®) e modulo elastico (E) apos aplicagdo do teste de
viscoelasticidade no TC e TFDP nas diferentes idades analisadas (30, 180 e

730 dias)

***Avaliacdo estatistica feita pelo Teste de Duncan a nivel de 5% de

significincia.
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Discussio

A funco fisiologica dos tendBes no sistema musculo-esquelético é transmitir com
precisdo as forgas geradas pelo musculo para os ossos, proporcionando na maioria dos
casos, a movimenta¢do das junturas. A capacidade de resistir 4 tensdo, torsfo, fric¢do € em
caso especiais a compressdo, tem uma relagdo direta com a organizagdo estrutural da MEC
(Vidik, 1980).

No entanto, a adapta¢io funcional do tecido ndo estd associada somente a presencga
de sitios onde sdo submetidos a diferentes forcas mecénicas. A analise comparativa
envolvendo a estrutura dos tenddes deve considerar uma série de aspectos. Em primeiro
plano a variag@o morfologica na distribuicdo e organizagio das estruturas. O TC tem
origem no musculo triceps sural e inser¢do no calcidneo. Apresenta uma estrutura laminar e
particularmente a maior parte de seu trajeto é retilineo, sofrendo apenas uma curvatura no
ponto de inser¢do no osso. Neste ponto o tenddo entra em contato com o calcineo e dele
recebe agio compressiva. O TFDP, por sua vez, apresenta uma estrutura cilindrica e seu
trajeto desde a origem no musculo flexor digital profundo até sua inser¢io na face plantar
dos digitos sofre mudancas drasticas no percurso. Durante a agio muscular do flexor digital
profundo uma porg@o do tenddo contorna a articulagio do tornozelo usando como apoio o
osso calcdneo. Durante o movimento, essa regido funciona como uma polia e o TFDP passa
a receber forgas compressivas. Nestes dois modelos, o tecido fibroso apresenta adaptagGes
morfologicas e funcionals que permitem a execucdo de suas atividades de maneira
adequada.

Além das consideracdes sobre as particularidades anatdmicas, a comparagdo quanto
a organizagdo pos-natal da MEC nestes tenddes, também deve envolver a atividade fisica a
que esses animais estiveram sujeitos.

Os individuos estudados neste trabalho nio foram submetidos a qualquer tipo de
exercicio fisico adicional, sendo portanto, considerados sedentarios.

Os pardmetros estruturais e bioquimicas dos tenddes foram analisados obedecendo
as forgas mecénicas a que estas estruturas sfio submetidas. O TFDP apresenta uma regido
(f) que contorna a articulag@o do tornozelo e esta em intimo contato com a superficie 0ssea.

Obedecendo as caracteristicas morfologicas, este tenddo apresenta duas regides de tensdo (p
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e d) e uma que soffe agdo de for¢as de compressio adicionais a de tensdo (7). O TC, por sua
vez, suporta forgas de tensdo em sua regidio p e tensdo e compressio na regido d

As medidas biométricas utilizadas para avaliar as estruturas demonstraram que o
periodo de desenvolvimento dos tendGes esta entre 30 a 180 dias. Neste periodo os tenddes
apresentam um crescimento com ganho expressivo de peso. No entanto, entre os
individuos com 730d as medidas foram semelhantes aquelas observadas nos individuos
com 180 dias de idade foi observada uma relativa estabilidade nos parametros avaliados.

Estas observagdes coincidem com relatos anteriores que indicaram uma diminuicdo
metabdlica acentuada na sintese de macromoléculas em tenddes com o envelhecimento
(Vogel, 1978; Floridi et al., 1981 e O’Brien, 1997).

Seguindo os pardmetros relatados anteriormente, as regides dos tenddes foram
analisadas estruturalmente quanto a organizagio histoldgica, arranjo das fibras colagenas e
distribuigio dos PGs.

Os tenddes apresentam duas areas distintas de acordo com o estresse mecinico a
que sio submetidas. Somente as regides sob estresse compressivo apresentaram diferencas
estruturais com o envelhecimento, desenvolvendo uma metaplasia fibrocartilaginosa.

A organizagio espacial dessas regides mostrou grandes diferencas entre os tenddes
durante o envelhecimento. No TC, a fibrocartilagem sesaméide, isto ¢, desenvolvida no
interior do tecido fibroso, apresentou células arredondadas com intensa basofilia na matriz
pericelular associado ao uma matriz fibrosa rica em fibras de pequeno didmetro, arranjadas
em feixes dispostos em forma de cesta. A area ocupada pela fibrocartilagem aumenta com
a idade do animal. Outro fendmeno detectado, no TC em animais idosos (730d), foi a
diminui¢ido na marcagfo para PGs na matriz pericelular e entre as fibras colagenas.

O TFDP, por sua vez, apresentou grupos de céiulas arredondadas com matriz
pericelular rica em PGs. As células (fibrocondrocitos) estdo distribuidas em fileiras no
sentido do eixo maior do tenddo acompanhando o direcionamento das espessas fibras de
colageno. Na regido de compressdo do TFDP a basofilia entre as fibras colagenas aumenta
com a idade.

A presenca dessas fibrocartilagens sesamoides parece relacionada em primeiro
plano a agdio moduladora de forgas compressivas. A literatura apresenta diversos trabalhos

que investigam tenddes que, em algum ponto do seu trajeto, suportam forgas compressivas
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adicionais as forgas de tensdo. Adaptado a essas forgas combinadas, o tecido fibroso passa
a exibir alteragOes metaplasicas na regido de contato com a estrutura compressora. A
regido € semelhante a uma fibrocartilagem, apresentando fibras de coliageno com espessura
intermedtéria entre tenddo e cartitagem, além da deposi¢io de PG. As células apresentam
morfologia semelhante a dos condrocitos (Vogel & Koob, 1989 e Carvalho, 1995).

As fibrocartilagens sesamoides j4 foram descritas em tend&es, nas regides onde
suportam compressdo, em diferentes animais (Gillard et al., 1979; Merrilees & Flint, 1980;
Okuda et al., 1987a,b; Rufai et al., 1992; Mills & Daniel, 1993 e Carvalho & Vidal, 1994).
No entanto, estas estruturas parecem apresentar uma ampla diversidade fenotipica que
proibe rigores na padronizagio de aspectos estruturais e bioguimicos.

A combinagdo de forcas de compressdo, torgo, atrito e tensdo, sobre tenddes,
induzem respostas diferenciadas das células. Além disso, a combinagio dessas forcas em
diferentes intensidades sdo capazes de promover alteragtes no citoesqueleto das células e
provavelmente ativar genes que irfio desencadear a resposta adaptativa dos fibroblastos
(Slack et al., 1984 e Giori et al., 1993).

A localizag@o anatdmica dos tendGes sob compressido teria influéncia na nutrigdo
dos mesmos e dessa maneira na sua resposta biologica. A variagio no fluxo de fluidos
durante o ciclo de compressdo influenciaria ¢ transporte de nutrientes para o interior do
tecido fibroso (Manske et al, 1978; Manske & Lesker, 1983 e Hannafin & Arnoczky,
1994). Além disso, influenciaria as condigBes aerobicas do tecido (Basset & Herrmann,
1961).

Além dessas variaveis, o estudo comparativo destas estruturas entre diferentes
espécies durante o envelhecimento ¢ dificultado pelas diferencas no tempo decorrido para
maturagio sexual, esquelética e motora dos animais além das enormes diferencas de
expectativa de vida entre eles (Mills & Daniel, 1993). A atividade do animal e seus habitos
de locomogd@o sdo outros pardmetros adicionais que influenciam na complexidade
adaptativa desses tecidos ao estresse mecdnico (Woo et al, 1980 e Loitz et al, 1989).
Somando-se a todas essas variaveis, a presenca de fibrocartilagem sesamoide em tenddes é
considerada por alguns autores como um sitio provavel de alteracBes degenerativas com o

envelhecimento (Rooney, 1994). Deste modo, quando se analisa tendGes de individuos

gt Mm%
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idosos deve-se considerar como provavel fonte de variabilidade nos resultados os aspectos
degenerativos da senescéncia nestas regides.

As variagOes na complexa organizacio desses tenddes se estendem a ultraestrutura
dos tenécitos, fibrocondrocitos e matriz associada. As regides submetidas & tensio
apresentam uma relativa uniformidade organizacional mas com variagdes temporais na
atividade sintética entre o TC e o TFDP com o envelhecimento.

A ultraestrutura das células apresenta um citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso e um nicleo com cromatina pouco compacta. Estas caracteristicas
demonstram um periodo de intensa atividade sintética no TC aos 30d de idade. Ja para o
TFDP este periodo parece estender um pouco mais, pois a presenga desses tipos celulares é
detectado nos animais com 180d de idade. No entanto, nos individuos idosos (730d), o
TFDP apresenta celulas com regressdo acentuada no volume celular e compactagdo da
cromatina, denotando redugio na capacidade de sintese protéica. J4 no TC nio foram
observadas alteragBes celulares tio intensas nos individuos com 730d. Nas regides de
tensdo, a matriz fibrosa apresenta intima relagio com os tendcitos. Os PGs presentes nestas
regides estdo associados as fibrilas de col.

Ja as regibes de compressfio apresentaram as maiores alteracles ultraestruturais
com o envelhecimento. As células diferenciadas, os fibrocondrécitos, do TC apresentam
morfologia arredondada com cromatina frouxa e um citoplasma rico em filamentos do
citoesqueleto e com pouco reticulo endoplasmatico rugoso. No TFDP, a regido de
compressao apresentou células com caracteristicas semelhantes ao TC. As caracteristicas
morfologicas dessas c€lulas ndo sofreram grandes alteragdes com o envelhecimento, no
entanto, 0 que mais chama a atencio € a presenca de numerosos filamentos do
citoesqueleto. Esta caracteristica demonstra a adaptagio funcional dessas células a
compressio (Giorl et al., 1993).

A matriz pericelular dos fibrocondrécitos da regido de compressio do TC, rica em
PGs nos individuos jovens, ¢ substituida por uma estrutura rica em fibrilas de colageno de
pequena espessura. Ja no TFDP, essa muatriz pericelular apresenta um crescimento
constante em espessura durante o envelhecimento. Esse aumento deve-se provavelmente a

deposi¢édo de PGs.
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A interacio célula/matriz observada indica que a morfologia ¢ o
metabolismo celular tem intima relagio com a distribuicio das forcas mecanicas. A
correspondéncia entre os dados da microscopia de luz e a ultraestrutura vem confirmar as
diferencas da organizagio entre as regides de tensio e compressio entre os dois tenddes. A
diferenca temporal na atividade metabolica entre tenddes, observada neste trabalho,
encontra dados semelhantes em outros modelos experimentais (Scott & Hughes, 1986 €
Curwin et al., 1994).

O microambiente produzido pelos tenocitos (regifio de tensdo) e fibrocondrocitos
(regido de compressio) € especifico para reconhecer e resistir ao estresse mecéinico a que
sdo submetidos. Muitos mecanismos foram propostos para explicar a transdu¢io desse sinal
entre a matriz e a célula: o fluxo de ions (Armstrong et al, 1988), efeitos piezoelétricos e
potenciais de agdo de membrana (Frank & Grodzinsky, 1987a, b), deformagio mecanica do
citoesqueleto (Poole & Flint, 1984; Poole et al, 1985 e Giori et al, 1993) além de,
alterages fisico-quimicas da matriz pericelular (Gray et al., 1988). Todos esses veiculos de
informacio célula-matriz induzem uma resposta de sintese das macromoléculas apropriadas
a manuten¢3o da integridade tecidual

Durante o desenvolvimento da regifio fibrocartilaginosa em tenddes foi observado
um aumento na expressdo geénica, sintese e deposi¢do tecidual de PGs e colageno do tipo II
(Vogel & Heinegéard, 1985; Evanko & Vogel, 1990 ¢ Robbins et al., 1997). Provavelmente
o microambiente desenvolvido nas regides fibrocartilaginosas do TC e TFEDP devem
apresentar a mesma natureza. Além disso, foi detectado recentemente, que grande parte das
fibrilas observadas na matriz pericelular dos fibrocondrocitos em tenddo s8o de colageno
VI (Felisbino & Carvalho, 1999). Estas moléculas parecem manter uma associagdo com 0s
PGs nestas regides e podem estar relacionadas a defini¢io do ambiente pericelular de
células sob compessido (Poole et al., 1992 e Felisbino & Carvalho, 1999). No entanto, a
plasticidade adaptativa desses tenddes obedece um gradiente de exigéncia funcional
{Bennett et al., 1986 e Viidik, 1996). Além disso, a capacidade de resposta funcional dos
tenddes também sofre alteracdes com o envelhecimento do animal (Svendsen & Thomson,
1984 e Baer et al., 1988).

A deposigio de moléculas associadas funcionalmente & cartilagem hialina em

regides fibrocartilaginosas de tenddo, sob estresse compressivo, é o exemplo mais estudado
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de adaptac@o funcional dos tecidos fibrosos (Vogel & Koob, 1989; Carvalho, 1995 e
O’Brien, 1997). No entanto, Carvalho (1995) sugere que a capacidade de resistir & forgas de
compressdo nessas fibrocartilagens nfio estaria ligada somente a existéncia de grandes PGs,
em analogia direta 4 cartilagem hialina. O autor propde uma interrelagio especial entre o
arranjo das fibras colagenas e a presenga dos grandes PGs. Por outro lado, existem tenddes
que apresentam variagdes na composi¢do ao longo de sua estrutura, sem apresentar
alteragbes morfologicas evidentes (Curwin et al_, 1994).

Os relatos acima confirmam a diversidade estrutural e bioguimica apresentada pelos
tenddes nos diversos modelos biologicos estudados.

De modo geral, nos modelos estudados neste trabalho, o contetdo de agua é
semelhante entre as regibes dos tenddes durante o envelhecimento, o que contrasta com o
conteudo cada vez menor de GAGs detectado no mesmo periodo.

As regibes sob compressdo em TFDP e TC apresentaram diferencas no contetdo de
(GAG durante o envelhecimento. A presenca de GAG nestas regides superou a da regido de
tensdo aos 180d, no TC, e aos 730d, no TFDP. J4 a regifio p de ambos os tenddes, com 30
dias, sdo relativamente ricas em GAGs. No entanto, a solubilizagio dos GAG pela acio de
agentes caotropicos (Gu-HCI) sempre foi maior nas regides sob compressio nos dois
tendbes € em todas as idades analisadas, mas da mesma maneira, o conteiido solubilizado
diminuiu com a idade.

Evidéncias na literatura mostram que forgas de tensdo oriunda das primeira
contragdes musculares estimulariam a deposi¢do de GAGs em tenddes embrionarios (Slack
et al,, 1984). O maior conteado de GAG nos individuos de 30d pode estar relacionado ao
periodo de morfogénese desses tendSes e ndo a estimulos compressivos que estes estariam
sofrendo nesse curto periodo de vida pés-natal. Em relagiio ao conteiido de GAG durante o
envelhecimento, vérios trabalhos relatam a diminui¢io na deposi¢io dessas moléculas em
tenddes (Amiel & Kleiner, 1988; Baer et al., 1988 e Tuite et al, 1997). Além disso, a
localizagdo anatdmica e o papel funcional de cada tendio deve somar fatores de
variabilidade na sintese e deposig¢io de GAGs no tecido fibroso.

O tratamento com Gu-HCI 4M na extragdo dos componentes da MEC é consagrado.
No entanto, o rendimento na solubilizagdo dessas moléculas nfo é o mesmo frente aos

diferentes tipos de organizagdo macromolecular de MEC (Arcanjo et al., 1994 e Michelacci



& Horton, 1989). A presenca de diferentes arranjos supramoleculares da matriz fibrosa nas
diferentes regibes e idades do TC ¢ TFDP podem explicar as diferencas quantitativas na
solubilizagdo de AU, GAG sulfatados e proteinas ndo-colagénicas encontrados nos nossos
resultados.

O teste de intumescimento em agua e 4cido acético foi utilizado para avaliar a
associacio entre GAGs e colageno na organizacio do tecido. Os resultados mostraram uma
grande diversidade organizacional na MEC entre as regides, pois um conteudo maior de
GAGs em alguma regido nio representou um maior intumescimento em agua. No TC, ndo
houve diferenca quando a embebicio em 4gua. Ja no TFDP os valores obtidos mostraram
que as regides sob compressdo intumesceram mais em agua somente nos individuos 730d.
Excegdo pode ser observado na regifo p dos animais de 30d. Ja em acido acético, a
embebigdo parece acompanhar um certo padrio pois as regides de tensdo que apresentariam
maior conteudo de colageno intumesceram mais que as regides que sofrem compressdo. A
embebic¢do das regides em acido acético diminuiu durante o envelhecimento.

De maneira geral o conteido de colageno nos tecidos aumenta com o
envelhecimento (Vidik, 1979). As fibrilas tornam-se densamente compactadas devido ao
aumento na quantidade de ligagdes cruzadas intermoleculares, principalmente do tipo
hidroxipiridium (Wu & Eyre, 1985 e Shadwick, 1990). No entanto, essas observacdes
apresentam varlagdes entre tecidos de um mesmo animal e entre espécies diferentes
(Ippolito et al., 1980 e Vogel, 1980). A maior ou menor permeabilidade da trama do tecido
a agdo de solventes utilizados no intumescimento pode ser explicado pela presenca de
diferentes tipos de col na mesma fibrila bem como a organizagio e o tamanho das mesmas,
além da frequéncia das ligaces intermoleculares e interagdes interfibrilares e com PGs
{Grodzinky, 1983).

Além disso, a sintese e deposicdo das moléculas de colageno é mais intensa em
animais jovens (Kao et al, 1961 e Floridi et al, 1981), assim como a degradagdo
(Niedermller et al., 1977) sugerindo diferentes densidades na compactagio de fibras. Com
o envelhecimento, contudo, as moléculas de colageno estdo sofrendo intensa compactagio e
as fibras tornando-se estruturas cristalinas (Sinex, 1968 e Baer, et al., 1988).

Assim, os aspectos morfologicos observados no TC e TFDP indicaram

caracteristicas que podem ser associadas a diminui¢do no metabolismo. Essa diminui¢io
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deve estar associada, principalmente, ao metabolismo de moléculas de colageno e esta
parece ocorrer com uma diferenga temporal entre os dois tenddes. Isto indica que os
fenbmenos relacionados ao envelhecimento das moléculas de colageno nestes tenddes
também devem ocorrer com uma diferenca temporal. Estas diferencas sugerem mudancas
na organizagao supramolecular do colageno entre os tenddes. Estas representariam uma
adaptacdo tecidual ao aumento na demanda mecdnica a que eles estariam sujeitos,
principalmente com o aumento do proprio peso corpdreo a ser deslocado pelos musculos
(Parry et al., 1978a) além, é claro, dos reflexos sistémicos associados ao envelhecimento
(Sell & Monnier, 1995).

Além do colageno, a maturagio dos tenddes envolve mudancas coordenadas na
sintese de diferentes tipos de GAGs. Estudos em tenddes durante a maturagio revelam
altas concentragdes de GAGs em animais jovens (Scott et al., 1981 e Curwin et al., 1994), e
com o passar da idade diminuem sensivelmente (Nakamura & Nagai, 1980 e Scott &
Hughes, 1986). Os primeiros GAGs detectados nos individuos jovens é o acido hialurénico
(Scott et al., 1981). Com o envelhecimento, a concentragdo de CS e depois DS aumentam
(Parry et al., 1978b; Nakamura & Nagai, 1980 e Scott et al., 1981). Em individuos idosos,
os tenddes sujeitos somente a forga de tensdio apresentam somente DS, enquanto que em
regibes que suportam também forgas compressivas acumulam CS (Vogel & Koob, 1989 ¢
Sell & Monnier, 1995). Neste trabalho foi detectado CS somente nas amostras de regides
sujeitas a compressio de animais com 30 dias. Nas demais regides e idades somente foi
detectado DS.

Apesar de varios autores descreverem regides metapléasicas em tendbes sujeitos a
forgas de compressdo e essas regides apresentarem grande quantidade de CS em individuos
aduitos (Vogel & Koob, 1989; Vogel et al., 1994; Vogel, 1996 ¢ Robbins et al., 1997),
nossos resultados em ratos mostram a presenca de CS somente em amostras de animais
com 30d. Entretanto, Covizi (1995) detectou CS em animais de 90 dias. A presenca de CS
em tenddes de animais jovens (30d e 90d) pode estar relacionado & populacio de GAGs
remanescentes ao periodo de morfogénese do tenddo (Vidal & Mello, 1984 e Slack et al.,
1984).

Por outro lado, as adaptacdes bioquimicas desenvolvidas nesses animais, nas

condigdes sedentéarias em que envelheceram, ndo estimulou a deposicio de PGs ricos em
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CS, semelhantes aos de cartilagem articular. No entanto, sugerimos, como Carvalho (1995),
que a presenga de um organizagio especial envolvendo fibras colagenas e PGs, no caso
DS-PGs, ofereceria a resisténcia adequada a compressio sofrida por estes tendbes nas
condigbes de vida desses animais.

De acordo com o observado nas diferentes regides e idades, o Dec estd mais
evidente em regides sob compressdo principalmente nos animais de 180 dias. Esse fato
reforga a possibilidade do envolvimento mais direto dessa molécula no arranjo das fibrilas
de colageno. A manutencdo de fibrilas mais finas associadas a maior quantidade de Dec
permitiria aos tenddes resistir 2 deformidade imposta pelas forgas compressivas.

O Dec também ja foi detectado em regides de compressio de tendio bovino
{Evanko & Vogel, 1990 ¢ Vogel & Trotter, 1987) e rd (Carvalho, 1993). No entanto,
parece haver um processo gradual na deposi¢cio de PGs com peso molecular crescente em
tenddes. Esse processo deve estar relacionados a adequacio do tecido em suportar forgas
compressivas associadas a tensdo e torsdo de amplitudes variadas, dependendo da propria
fisiologia e peso do animal. A manutencdo desse estado, por sua vez, pode estar associado a
presenga de fatores de crescimento, como TGF-B (Vogel & Hernandez, 1992 ¢ Robbins et
al_, 1997).

Dessa maneira, os tenddes devem apresentar uma estrutura flexivel e elastica,
responsavel pela resisténcia & compressdo formada por fibras colagenas embebidas em um
ambiente fluido altamente viscoso. Este ambiente seria formado, no TC e TFDP, pela
presenca de pequenos PGs, principalmente Dec e, talvez biglicam. Sendo assim, essa malha
suportaria as forgas compressivas e favoreceria a sua dispersdo em diferentes dire¢bes, ndo
comprometendo a regido de tens@o do tendfo (Carvalho, 1993; 1995).

Além do Dec foi analisado a distribuicio de outro pequeno PG, o FM.
Aparentemente, ndo houve diferenca na distribuigdio do FM. No entanto, o teste
imunoquimico mostrou que as amostras dos individuos jovens apresentaram intensa reagio
positiva na regido de migragfo das cadeias a de colageno e pouca reagfio na regido ao redor
de 60 kDa. Durante o envelhecimento esse comportamento se inverte,

A literatura tem registrado a aco moduladora do FM, e também do Dec, nas fibrilas

de colageno, regulando sua fibrilogénese atuando na agregacio lateral de moléculas e
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consequentemente o didmetro das fibrilas (Vogel et al, 1984; Vogel & Trotter, 1987;
Hedbom & Heinegard, 1989 e Hocking et al., 1998).

As fibras colagenas nestes tendGes sofreram compactagio ao longo das idades
analisadas. Por 1sso, € provavel que o FM apresente uma interacdo mais efetiva com o
colageno nos animais jovens que nos idosos. Isso pode ser explicado pela necessidade de
uma ordenac@o eficiente das fibrilas de colageno em tecidos cuja deposicio da matriz
fibrosa ¢ mais intensa, ou seja, durante a propria maturagio do tenddo. Semando-se a isso,
sabe-se que apesar do tratamento com GuHC] 4M, nem todas as interagdes sdo rompidas e
nem todas as moléculas apresentam o mesmo rendimento de extragdo (Arcanjo et al.,
1994).

As diferentes associagdes estruturais entre 0s varios componentes da MEC nos
tenddes estudados neste trabatho tem reflexo nas suas propriedades biomecanicas.

O teste de deformaggo sob carga em TC com animais de 30, 180 e 730 dias mostrou
variagdo crescente e significativa na tensio de ruptura e na rigidez elastica. Por outro lado o
TFDP apresentou aumento progressivo entre 30 e 180d e diminuig@o aos 730d de idade. No
entanto, foi detectada uma grande diferenga na rigidez elastica e na tensio de ruptura,
comparativamente, entre os dois tenddes. Os valores para TFDP foram muito superiores ao
TC.

As modificacdes mecanicas do tenddo com o envelhecimento tem relagio direta
com alteragdes nas fibras colagenas. Os resultados dos testes mecinicos para o TC estéio
associados ao processo de maturagio do col depositado na MEC do tecido. Esta idéia
também encontra apoio nos dados referente ao didmetro das fibrilas. Os valores médios na
populagdo de fibrilas para TC e TFDP aumentaram com a maturidade. No entanto, nas
regides submetidas a compressdo os didmetro observados foram inferiores aos da regifio de
tensdo. No amadurecimento, os feixes de colageno apresentam um aumento na densidade
de ligagbes cruzadas (Danielsen, 1981). Deste modo, o didmetro médio das fibrilas é
aumentada e consequentemente a tensdo necessaria para rompé-las (Parry et al, 1978a;
Moore & de Beaux, 1987 e Strocchi et al., 1991).

Outro fator importante € a elevacdo na concentragdo de ligagdes cruzadas em uma

mesma fibrila o que diminuiria a intensidade de deslizamentos entre as cadeias de
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colageno, tornando estas fibrilas mais rigidas e portanto, mais resistentes a deformacdo
(Mosler et al., 1985).

No entanto, o didmetro das fibrilas de colageno dos animais de 730d apresentaram
valores médios inferiores aos individuos com 180d. No TFDP, este parimetro parece ter
importéncia nas propriedades mecénicas do tenddo como um todo. No TC, por sua vez, a
diminuigio nos valores médios no didmetro das fibrilas nio parece refletir sob as mesmas
propriedades.

A diminuigdo no didmetro das fibrilas de coligeno em tecidos fibrosos de animais
idosos € um fendmeno conbecido (Parry et al, 1978a; Strocchi et al, 1991).
Aparentemente, as relagGes conflitantes entre os dados podem ser atribuidas a diferencas na
intensidade e duragdo da tensdio que os tendGes estiveram sujeitos nas condicdes de vida do
animal. A exigéncia funcional para o TC ¢ TFDP, durante o periodo de estudo, induziu uma
modelagem diferencial do tecido fibroso nas duas estruturas. Nos tenddes dos animais de
730d a presenga de uma populagdo de fibrilas com didmetro médio menor estaria adaptada
a resistir a tensOes diferenciadas para cada uma das duas estruturas. No TFDP pode-se
ainda sugerir algum tipo de alteragdo por diminui¢do na exigéncia funcional, uma vez que,
os tenddes dos animais com 730d sdo cerca de 50% menos rigidos que os de 180d.

Por outro lado, a diferenga de estudo, observada entre os tenddes, pode ser creditada
as diferengas funcionais a que diferentes grupos musculares os impdem. Gillard e
colaboradores (1977) relataram que os tenddes flexores apresentam propriedades
biomecénicas diferentes dos extensores. Elliott (1965) observou diferengas significativas na
resisténeia a tragdo e modulo elastico de tenddes oriundos de musculos fusiformes e
peniformes.

Vale mencionar, que os fibroblastos apresentam resposta adaptativa a diferentes
exigéneias funcionais como o exercicio e a propria inatividade por denervagio muscular,
modificando assim os propriedades biomecénicas dos tenddes (Vilarta & Vidal, 1989).
Além da propria variabilidade na localizacdo anatémica e funcional do tenddo no mesmo
individuo a diversidade estrutural entre os animais quanto a0 peso, postura e,
principalmente, locomogdo sdo fatores de alteragio dos pardmetros mecénicos e estruturais
(didmetro médio de fibrilas) no envelhecimento (Elliott, 1965; Parry & Craig, 1988; Baer et
al., 1988 ¢ Shadwich, 1990).
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Esses relatos nos permite sugerir que o TC e o TFDP sofreram significativas
alteragBes estruturais, mecénicas e bioquimicas com o envelhecimento. Estas alteragGes
apresentaram diferengas temporais entre os dois tenddes, principalmente quanto as regides
fibrocartilaginosas. O desenvolvimento dessas metaplasias parece depender de fatores
geneticamente determinados. No entanto, a amplitude no desenvolvimento, a expressio e
organizagdo das macromoléculas da MEC nessas regides parece depender da exigéncia

funcional a que a estrutura ¢ imposta no decorrer do envelhecimento do animal,
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Conclusoes

Considerando os métodos histologicos e histoquimicos empregados neste trabalho as
regibes sujeitas a tensdo no TC e TFDP nfo sofreram alteragdes nas suas caracteristicas

morfolégicas durante o envelhecimento.

As regides sujeitas a compressdo, do TC (d) e do TFDP (i), desenvolveram uma
metaplasia fibrocartilaginosa. A fibrocartilagem sesamoide nestes tenddes apresentou

um desenvolvimento progressivo com o envelhecimento.

As fibras de col na regido fibrocartilaginosa do TC apresentaram espessura menor e um
arranjo entrelacado. No TFDP, as fibras mantiveram a organizagfio semelhante a regido

de tensdo.

Os GAG estio concentrados predominantemente na matriz pericelular dos
fibrocondrocitos mas também foram detectados entre as fibras de colageno. No TC, a
presenca dos GAGs entre as fibras diminuiu durante o envelhecimento mas no TFDP

pareceu aumentar.

A analise ultraestrutural dos tendindcitos revelou que o citoplasma dessas células é rico
em reticulo endoplasmatico rugoso. A compara¢io entre os tenddes durante o
envelhecimento indica  diferengas temporais no metabolismo de sintese de
macromoléculas. As células do TFDP pareceram sintetizar proteinas ativamente com 30

e 180d de 1dade e as do TC somente com 30d.

A ultraestrutura dos fibrocondrécitos, da regifo de compressio no TC e TFDP,
demonstrou citoplasma rico em filamentos do citoesqueleto e sem predominio de
alguma organela em especial. Nido foram observadas altera¢des nas caracteristicas

morfologicas dessas células durante o envelhecimento.
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7.

10.

11.

12

A ultraestrutura da regido de compressio dos tendGes revelou que a matriz pericelular
dos fibrocondrocitos apresenta, além dos PGs, uma rede de fibrilas finas de colageno.
Durante o envelhecimento esta matriz sofreu alteracdes no TC sendo substituida nos
individuos com 730d por uma malha predominantemente microfibrilar. No TFDP, ela
apresentou um aumento progressivo com o envelhecimento do animal sem altera¢des

estruturais aparentes.

As fibrilas de colageno da regifio de tensio apresentaram didmetros maiores que as
regides de compressdo. A média dessas medidas apresentaram valores Progressivos

entre as idades de 30d e 180d e diminuicio com 730d.

As regides de tensdo do TC e TFDP apresentaram percentagens de intumescimento
mais acentuado em acido acético que as de compressio. Os valores diminuiram com o

envelhecimento, mas mantiveram as proporcdes.

A presenca de GAGs foi maior na regiio p dos dois tenddes nos individuos mais
jovens. Durante o envelhecimento, as regides de compressio do TC e TEDP

apresentaram valores proporcionalmente maiores, mas o contetido geral diminuiu

A extragdo de proteinas no TC e TFDP foi maior nas regides sujeitas somente a tensio,
no entanto, a quantificagio de acido urdnico e GAGs sulfatados nos extratos foi maior

nas areas sujeitas as forgas de compress3o.

O GAG predominante nas regides do TC e TFDP em todas as idades foi o0 DS. O CS

somente foi detectado nas regides de compressio de individuos com 30d.

- O FM ¢ o Dec foram detectados em todas as regides ¢ idades. O FM parece apresentar

diferentes graus de associagdo com o colageno durante o envelhecimento. Esta
interagdo/associagdo parece ser mais coesa nos animais mais jovens. A presenca do Dec

foi mais evidente nas regides de compressio de animais com 180d.
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14. O TC e o TFDP apresentaram grandes diferengas biomecdnicas. O TC apresentou

15.

aumento progressivo da tensdo de ruptura e modulo elastico com a idade. Ja o TFDP
apresentou valores progressivos somente entre 30d e 1804, e diminuicio com 730d de
idade. A comparagdo entre valores absolutos demonstrou que o TFDP necessita de
tensio de 3 a 6 vezes maior para ruptura e que € 10 a 40 vezes mas rigido que o TC,

dependendo da idade do animal.

O TC e o TFDP apresentaram respostas biologicas comuns ao diferentes tipos de
estresse mecanicos a que foram submetidos, mas com variacdes intrinsecas entre eles,

associados, provavelmente, as diferencas na exigéncia funcional.



92

Referéncias Bibliogrificas

AMIEL, D. & KLEINER, I B. (1988) Biochemistry of ligament and tendon. In: Nimni,
M.E. (ed.): COLLAGEN Vol. IlI: Biotechnology CRC Press Boca Raton, USA

ARCANJO, K.D.S.; GOMES, L. & PIMENTEL, ER. (1994) Effect of magnesim chloride
and guanidinium chloride on the extraction of components of extracellular matrix from
chicken cartilage. Mem.Inst.Oswaldo Cruz Rio J. 89, 93-97.

ARMSTRONG, CR; LAL WM & MOW, V.C. (1988) An analysis of unconfined
compression of articular cartilage. J. Biomech. Eng. 106, 165-173.

BAER, E_; CASSIDY, JJ. & HILTNER, A (1988) Hierarchical structure of collagen and
its relationship to the physical properties of tendon. In: Nimni, ME. (ed.):
COLLAGEN Vol II: Biochemistry and Biomechanics CRC Press Boca Raton,
UUSA.

BASSETT, C.ALL. & HERRMANN, I. (1961) Influence of oxigen concentration and
mechanical factors on differentiation of connective tissue in vitro. Nature 190, 460-
461.

BEIGUELMAN, B .(1991) Curso pratico de bioestatistica. 22ed. Sociedade Brasileira de
Genética 231p.

BENNETT, M.B. KER, RF; DIMERY, NJ. & ALEXANDER, R.CN. (1986)
Mechanical properties of various mammalian tendons. J. Zoology 209, 548-556.

BEST, TM. & GARRET, W.E. (1994) Basic science of soft tissues: muscle and tendon. In-
DeLee, J.C.; Drez, D. (eds.) Orthopaedic sports medicine: principles and practice
Philadelphia WB Saunders, 1-45.

BLACKBURN, E. & GREIDER, C. (1995) Telomeres Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York.

BLUM, B.; BEIER, H & GROSS, HJ. (1987) Improved silver staining of plant proteins,
RNA and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8,93-99.

BRADFORD, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem. 72, 248-254.

BRODSKY, B. & EIKENBERRY, E. (1985) Supramolecular collagen assemblies.
Ann. N.Y. Acad. Sci. 460, 74-84.



93

'BROWN, A.H. (1946) Determination of pentose in the presence of large quantities
of glucose. Arch. Biochem. 11, 269-278.

BUCALA, R. & CERAMI, A (1992) Advanced glycosylation: chemistry, biology and
implications for diabetes and aging. Adv. Pharmacol. 23, 1-23.

BURGESON, R.E. & NIMNI, M.E. (1992) Collagen types. Molecular structure and tissue
distribution. Clin. Orthop. 282, 250-272.

CARVALHO, HF. (1993) Estrutura e composicio de um tendio sujeito a forcas de
compressio (Doutorado) Instituto de Biologia, UNICAMP.

CARVALHO, HF. & VIDAL, B.C. (1994) Structure and histochemistry of a pressure-
bearing tendon of the frog. Annals Anat. 176, 161-170.

CARVALHO, HF. (1995) Understanding the Biomechanics of Tendon Fibrocartilages. J.
Theor. Biol. 172, 263-297.

CASTAGNOLA, P.; TAVELLA, S; GERECKE, D.R; DUBLET, B.; GORDON, MK _;
SEYER, J; CANCEDDA, R.; van der REST, M. & OLSEN, B.R. (1992) Tissue-
specific expression of type XIV collagen - a member of the FACIT class of collagens.
Eur. J. Cell Biol. 59, 340-347.

COLLINS, K.J. & EXTON-SMITH, A. N. (1986) Effects of ageing on human homeostasis.
In: Bittles, AH & Collins, KJ (eds.) The biology of human ageing Cambridge
Cambridge University Press, 261-275.

COVIZL, D.Z. (1995) Estudo sobre a matriz extracelular de diferentes regides de trés
tenddes de ratos (Mestrado) Instituto de Biologia, UNICAMP.

CURWIN, S.L.; ROY, RR. & VAILAS, AC. (1994) Regional and age variation in
growing tendon. J. Merphel. 221, 309-320.

DANIELSEN, C.C. (1981) Mechanical properties of reconstituted collagen fibrils.
Connect. Tissue Res. 9, 51-57.

DIAMENT, J., KELLER, A, BAER, E, LITT, M. & ARRIDGE, A. (1972) Collagen:
ultrastructure and its relation to mechanical properties as a function of ageing.
Proc.R.Soc.Lond. 180; 293-315.

DIETRICH, CP. & DIETRICH, SM.C. (1976) Electrophoretic behaviour of acidic
mucopolysaccharides in diamine buffer. Anal. Biochem. 70, 645-647.

ELLIOTT, D H. (1965) Structure and function of mammalian tendon. Biol. Rev. 10, 392-
421.



94

EVANKO, SP. & VOGEL, K.G. (1990) Ultrastructure and proteoglycan composition in
the developing fibrocartilaginous region of bovine tendon. Matrix 10, 420-436.

EYRE, DR.; PAZ, M A & GALLOP, P.M. (1984) Cross-linking in collagen and elastin.
Annu. Rev. Biochem. 33, 717-748.

FARNDALE, R'W.; BUTTLE, D.J. & BARRET, A.J. (1986) Improved quantitation
and discrimination of sulphated glycosaminoglycans by use of
dimethylmethylene blue. Biochim. Biophy. Acta 883, 173-177.

FELISBINO, S.L. & CARVALHO, H.F. (1999) Identification and distribution of
type VI collagen in tendon fibrocartilages. J. Submicresc. Cytol. Pathol. 31 (in
press)

FLEISCHMAJER, R; PERLISH, J. & TIMPL, R. (1985) Collagen fibrillogenesis in
human skin. Ann. N.Y. Acad. Sci. 460, 246-257.

FLEISCHMAIJER, R.; FISCHER, L W.; MacDONALD, ED.; JACOBS, L. PERLISH, J S.
& TERMINE, J.D. (1991} Decorin interacts with fibrillar collagen of embryonic and
adult human skin. J. Struct. Biol. 106, 82-90.

FLORIDI, A.; IPPOLITO, E. & POSTACCHINI, F. (1981) Age-related changes in the
metabolism of tendon cells. Connect. Tissue Res. 9, 95-97.

FRANK, EH. & GRODZINSKY, AlJ. (1987a) Cartilage electromechanics [ A
continurmum model of cartilage electrokinetic transduction and the effects of
electrolyte pH and ionic strength. J. Biomech. 20, 615-627.

FRANK, EH. & GRODZINSKY, AJ (1987b) Cartilage electromechanics II: A
continuum model of cartilage electrokinetics and correlation with experiments. J.
Biomech. 20, 629-639.

GILLARD, G.C.; MERRILEES, M.J; BELL-BOOTH, P.G; REILLY, H.C & FLINT,
MH. (1977) The proteoglycan content and the axial periodicity collagen in tendon.
Biochem. J. 163, 145-151.

GILLARD, G.C; REILLY, H.C; BELL-BOOTH, P.G. & FLINT, MH. (1979) The
influence of mechanical forces on the glycosaminoglycans content of the rabbit flexor
digitorum profundus tendon. Connect. Tissue Res. 7, 37-46.

GILCHREST, B. A. & BOHR, V. A (1997) Aging processes, DNA damage, and repair.
FASEB J. 11, 322-324.

GIORI, N.J; BEAUPRE, G.S. & CARTER, D.R. (1993) Cellular shape and pressure may
mediate mechanical control of tissue composition in tendons. J. Orthep. Res. 11, 581-
591.




GRAY, M.L.; PIZZANELLIL AM.; GRODZINSKY, AJ. & LEE, R.C. (1988) Mechanical
and physicochemical determinants of the chondrocyte biosynthetic response. J.
Orthop. Res. 6, 777-792.

GRODZINKY, A.J. (1983) Electrochemical and physicochemical properties of
connective tissue. CRC Crit. Rev. Biomed. Eng, 9, 133-139.

GUARENTE, L. (1997) What makes us tick? Science 275, 943-946.

HANNAFIN, JA. & ARNOCZKY, S.P. (1994) Effect of cyclic and static tensile
loading on water content and solute diffusion in canine flexor tendons: an in
vitro study. J. Orthop. Res. 12, 350-356.

HART, RW. & TURTURRO, A. (1985) Theories of aging. In: Rothstein, M. (ed.) Review
of Biological Research in Aging Alan Liss Press, NY.

HAYFLICK, L. & MOORHEAD, P. S. (1961) The serial cultivation of human diploid
cell strains. Exp. Cell Res. 25, 585-589.

HAYFLICK, L. (1985) Theories of biclogical aging. Exp. Gerontol. 20, 145-159.

HEDBOM, E. & HEINEGARD, D. (1989) Interaction of a 59kDa connective tissue matrix
protein with collagen I and II. J. Biol. Chem. 264, 6869-6905.

HEINEGARD, D_; LARSSON, T.; SOMMARIN, Y.; FRANZEN, A ; PAULSSON, M. &
HEDBON, E. (1986) Two novel matrix proteins isolated from articular cartilage show
wide distribution among connective tissues. J. Biol. Chem. 261, 13866-13872.

HEINEGARD, D. & PIMENTEL, ER. (1992) Cartilage Matrix Proteins. In: Articular
Cartilage and Osteoarthritis. Kittner, K et al. (eds.) Raven Press NY.

HERMANN, H.; DESSAU, W FESSLER, L.I. & von der MARK, K. (1980) Synthesis of
types LIII and AB: collagen by chicken tendon fibroblasts iz vifro. Eur. J. Biochem.
105, 63-74.

HOCKING, AM.; SHINOMURA, T. & McQUILLAN, D.J. (1998) Leucine-rich repeat
glycoproteins of the extracellular matrix. Matrix Biol. 17, 1-19.

HOFMANN, H.; FIETZEK, P.P. & KUHN, K. (1978) The role of polar and hydrophobic
interactions for the molecular packing of type I collagen: a three-dimensional
evaluation of the amino acid sequence. J. Mol. Biol. 125, 137-165.

HOLT, S.E. (1996) Refining the telomere-telomerease hypothesis of aging and cancer. Nat.
Biotech. 14, 836-840,



96

HUKINS, DW.L. & ASPDEN, RM. (1985) Composition and properties of connective
tissues. TIBS, 10, 260-264.

I0ZZ0O, R.V. & MURDOCH, A D. (1996) Proteoglycans of the extracellular environment:
clues from the gene and protein side offer novel perspectives in molecular diversity
and function. FASEB J. 10, 598-614.

IPPOLITO, E.; NATALL P.G.; POSTACCHINL F. ACCINNI, L. & de MARTINO, C.
(1980) Morphological, immunochemical and biochemical study of rabbit Achilles
tendon at various ages. J. Bone Joint Surg, 62, 583-598.

JAZWINSKI, S.M. (1996} Longevity, genes and aging. Science 273, 54-57.

JIMENEZ, S A ; YANKOWSKI, R. & BASHEY, R1. (1978) Identification of two new
collagen alpha chains in extracts of lathyric chick embryo tendons. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 81, 1298-1306.

JUNQUEIRA, L.C.U; BIGNOLAS, G. & BRENTANI, RR. (1979) Picrosirius staining
plus polarization microscopy, a specific method for collagen detection in tissue
sections. Histoch. J. 11, 447-455.

KADLER, K.E.; HOLMES, DF ; TROTTER, JA. & CHAPMAN, J.A. {1996) Collagen
fibril formation. Biochem. J. 316, 1-11.

KAQ, K-Y, HILKER, DM. & McGAVACK, T.H. (1961) Connective tissue V.Comparison
of synthesis and turmover of collagen and elastin in tissues of rat at several ages. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 106, 335-338.

KASTELIC, J., GALESKI, A. & BAER, E. (1978) The multicomposite structure of tendon.
Connect. Tiss. Res. 6. 11-23.

KIM, N.W. (1994) Specific association of human telomerase activity with immortal cells
and cancer. Science 206, 2011-2013.

KIMURA, K.D. (1997) daf-2, an insulin receptor-like gene that regulates longevity and
diapasure in Caenorhabditis elegans. Science 277, 942-945.

KLAUS, W. & OSBORN, M. (1969) The reliability of molecular weigth determinations by
dodecil sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. J. Biol. Chem. 244, 4406-4412.

KOOB, T.J. & VOGEL, K.G. (1987) Site related variation in glycosaminoglycan
content and swelling properties of bovine flexor tendon. J. Orthep. Res. 5, 414-
424,

KGCHN, R.R. (1978) Principles of Mammalian Aging. Prentice-Hall, NJ.



97

LAKOWSKI, B. & HEKINI, S. (1996} Determination of life-span in Caenorhabditis
elegans by four clock genes. Science 272, 1010-1013.

LANE, N.E., BLOCH, D.A., WOOD, P.D. & FRIES, J.F. (1987) Aging, long distance
running, and the development of musculoskeletal disability. Am. J. Med. 82, 772-780.

LEV, R. & SPICER, S.8. (1964) Specific staining of suiphate groups with Alcian blue at
low pH. J. Histoch. Cytochem. 12, 309.

LISON, L. (1960) Histochimie et Cytochimie Animales. Gautier-Villars, Paris.

LIU, SH; YANG, R S,; SHAIKH, R. & LANE, J. M. (1995) Collagen in tendon, ligament
and bone healing. Clin. Orthop. rel. Res. 318, 265-278.

LOITZ, B.J.; ZERNICKE, RF ; VAILAS, AC., KODY, MH & MEALS, R A (1989)
Effects of short-term immobilization versus continuous passive motion on the
biomechanical and biochemical properties of rabbit tendon. Clin. Orthop. 244, 265-
271.

MANSKE, P.R.; BRIDWELL, K. & LESKER, P A (1978) Nutrient pathways to flexor
tendons of chickens using tritiated proline. J. Hand. Surg. 3, 352-357.

MANSKE, P.R. & LESKER, P.A. (1983) Comparative nutrient pathways to flexor tendons
in zone I of various experimental animals. J. Surg, Res. 34, 83-93.

MASORO, E.J. (1991) Biology of aging: facts, thoughts and experimental approaches.
Lab. Invest. 66, 500-510.

MAYNE, R. & BREWTON, R.G. (1993) New members of the collagen superfamily. Curr.
Opin. Cell Biol. 5, 883-890.

MEDVEDEYV, Z.A. (1990) An attempt at a rational clarification of theories of aging. Biol.
Rev. 65, 375-398.

MERRILLES, M.J. & FLINT, M H. (1980) Ultrastructural study of tension and pressure
zones in a rabbit flexor tendon. Am. J. Anat. 157, 87-106.

MICHELACCI, Y. M. & HORTON, D.SP.O. (1989) Proteoglycans from the cartilage of
young hammerhead shark Spiyrma lewini. Comp. Biochem. Physiol. 96B, 651-658.

MILLER, E.J. (1984) Chemistry of the collagens and their distribution. In: Piez, K.A. &
Reddi, A H. (eds.) Extracellular Matrix Biochemistry Elsevier, NY.

MILLER, E.J. (1985} The structure of fibril-forming collagens. Ann. N.Y. Acad. Sci. 460,
1-13.



98

MILLS, D.K. & DANIEL, J.C. (1993) Development of functional specializations within
the maturing rabbit flexor digitorum profundus tendon. Connect. Tissue Res. 30, 37-
57.

MOORE, M.J. & DeBEAUX, A (1987) A quantitative ultrastructural study of rat tail
tendon from birth to maturity. J. Anat. 153, 163-169.

MORIN, G.B. (1991) The human telomere terminal transferase enzyme is a
ribonucleoprotein that synthesizes TTAGGG repeats. Cell 59, 521-524.

MOSLER, E.; FOLKHARD, W, KNORZER, E; NEMETSCHEK-GANSLER, H.
NEMETSCHEK, TH. & KOCH, MHIJ (1985) Stress-induced molecular
rearrangement in tendon collagen. J. Mol. Biol. 182, 589-596.

NAKAMURA, T. & NAGAIL Y. (1980) Developmental changes in the synthesis of
glycosaminoglycans and collagen in embryonic chick skin. J. Biochem. 87, 629-637.

NANCE, M.A. & BERRY, §.A. (1994) Cockayne syndrome: review of 140 cases. Am J.
Med. Genet. 42, 68-72.

NIEDERMULLER, H.; SKALICKY, M. HOFECKER G. & KMENT, A. (1977)
Investigations on the kinetics of collagen-metabolism in young and old rats.
Exp.Gerontol. 12, 159-168.

NIMNI, ME. & HARKRESS, R.D. (1988) Molecular structures and functions of collagen.
In: Nimni, M.E. (ed.) COLLAGEN vol. I : Biochemistry Boca Raton CRC Press.

O’BRIEN, M. (1992) Functional anatomy and physiology of tendons. Clin. Sports Med.
11, 505-520.

O’BRIEN, M. (1997) Structure and metabolism of tendons. Scan. J. Med. Sci. Sports 7
55-61.

»

OKUDA, Y. GORSKI, JP; AN, KN. & AMADIO, P.C. (1987a) Biochemical,
histological and biomechanical analyses of canine tendon. J. Orthop. Res. 5, 60-68.

OKUDA, Y. GORSKI, J.P. & AMADIO, P.C. (1987b) Effect of postnatal age on the
ultrastructure of six anatomical areas of canine flexor digitorum profundus tendon. J.
Orthop. Res. 5, 231-241.

OLDBERG, A. ANTONSSON, P. LINDBLOM, K. & HEINEGARG, D. (1989) A
collagen-binding 59kDa protein (fibromodulin) is stucturally related to the small
interstitial proteoglycans PG-S1 and PG-S2 (decorin). EMBO J. 8, 2601-2604.

OLSON, C.B. (1987) A review of why and how we age: a defense of multifactorial aging.
Mech. Ageing Dev. 41 1-28.




99

PARRY, D.A.D.; BARNES, GR.G. & CRAIG, A S. (1978a) A comparison of the size and
distribution of collagen fibrils in connective tissue as a function of age and a possible
relation between fibrils size distribution and mechanical function. Proc. R. Soc. Lond.
203B, 305-321.

PARRY, D.A D ; CRAIG, AS. & BARNES, G.R.G. (1978b) Tendon and ligament from
the horse: an ultrastructural study of collagen fibrils and elastic fibres as a function of
age. Proc. R. Soc. Lond. 203B, 293-303.

PARRY, D.AD.; FLINT, MH.; GILLARD, G.C. & CRAIG, AS. (1982) A role for
glycosaminoglycans in the development of collagen fibrils. FEBS Lett. 149; 1-7.

PARRY, D.A.D.; CRAIG, AS. (1988) Collagen fibrils during development and maturation
and their contribution to the mechanical attributes of connective tissue. In: Nimni, MLE.
(ed.): COLLAGEN Vol. H: Biochemistry and Biomechanics CRC Press Boca
Raton, USA.

PENNISL E. (1996) Worm genes imply a master clock. Science, 272, 949-952.

PIEZ, K.A. (1984) Molecular and aggregate structures of collagen. In: Piez, K.A. & Reddi,
A H. (eds.) Extracellular Matrix Biochemistry Elsevier, NY.

POOLE, C.A. & FLINT, M. H. (1984) Morphological and functional interrelationship of
articular cartilage matrices. J. Anat. 138, 113-138.

POOLE, C.A.; FLINT, M. H. & BEAUMONT, B.W. (1985) Analysis of the morphology
and function of primary cilia in connective tissues. A cellular cybernetic probe? Cell
Motility 5, 175-193.

POOLE, C.A; AYAD, S. & GILBERT, R.T. (1992) Chondrons from articular cartilage. V.
Immunohistochemical evaluation of type VI collagen organization in isolated
chondrons by light, confocal and electron microscopy. J. Cell Sci., 103,1101-1110.

REYNOLDS, E.S. (1963) The use of lead citrate at high pH as an electron opague stain in
electron microscopy. J. Cell Biol. 17, 208-211.

ROBBINS, J.R; EVANKO, S.P. & VOGEL, K.G. (1997) Mechanical loading and TGF-B
regulate proteoglycan synthesis in tendon. Arch. Bioch. Bioph. 342 (2), 203-211.

ROONEY, P. (1994) Intratendinous Ossification In: Hall, B. (ed) BONE Vol. 8:
Mechanisms of Bone Development and Growth CRC Press, Boca-Raton, USA.

ROSE, M R. (1991) Evolutionary Biology of Aging. Oxford University Press, NY.
RUFAI, A; BENJAMIN, M. & RALPHS, JR. (1992) Developmental and ageing of

phenotypically distinct fibrocartilages associated with the rat Achilles tendon. Anat.
Embryol. 186, 611-618.



100

SCHNEIDER, E.L. (1987) Theories of aging, a perspective. In. Warner, R.N.; Butler,
R.L.; Sprott, RL. & Schneider, EL. (eds.) Modern Biological Theories of Aging
Raven Press, NY.

SCOTT, J1E. (1988) Proteoglycan-fibrillar collagen interactions. Biochem. J. 252, 313-
323

SCOTT, JLE. & DORLING, J. (1965) Differential staining of acid glycosaminoglycans
(mucopolysaccharides) by Alcian blue in salt solutions. Histochimie 5, 221-223.

SCOTT, IE.; HAIGH, M., NUSGENS, B. & LAPIERE, CM. (1989) Proteoglycan:
collagen interactions in dermatosparatic skin and tendon. An electron histochemical
study using cupromeronic blue in a critical electrolyte concentration method. Matrix 9,
437-442,

SCOTT, JE. & HUGHES, E-W. (1986) Proteoglycan-collagen relationships in developing
chick and bovine tendons: Influence of the physiological environment. Connect.
Tissue Res. 14, 267-278.

SCOTT, JE; ORFORD. CR & HUGHES, EW. (1981) Proteoglycan-collagen
arrangements in developing rat tails tendon. An electron-microscopical and
biochemical investigation. Biochem. J. 195, 573-581.

SCOTT, P.G; WINTERBOTTOM, N.; DODD, C M ; EDWARDS, E. & PEAERSON,
C.H. (1986) A role for disulphide bridges in the protein core in the interaction of
proteodermatan sulphate and collagen. Biochem. Biophys. Res. Commun. 138, 1348-
1354

SELL, DR. & MONNIER, V.M. (1995) Aging of long-lived proteins: extracellular matrix
(collagens, elastins and proteoglycans). In: Masoro, EJ. (ed) Handbook of
physiology Section 11: Aging Oxford University Press, NY.

SHADWICK, R.E. (1990) Elastic energy storage in tendons: mechanical differences related
to function and age. J. Appl Physiol. 68, 1033-1040.

SINEX, F.M. (1968) The role of collagen in aging. In: Gould, B.S. (ed.) Treatise on
collagen Academic Press, NY.

SLACK, C; FLINT, M.H. & THOMPSON, B.M. (1984) The effect of tensional load on
isolated embryonic chick tendon. Connect. Tissue Res. 12, 2259-247.

SMITH, J. R. & SMITH, O.M.P. (1996) Replicative senescence: implications for in vivo
aging and tumor suppression. Science 273, 63-65.

SOHAL, R.S. & WEINDRUCH, R. (1996) Oxidative stress, caloric restriction and aging.
Science 273, 59-63.




101

STROCCHI, R.; PASQUALE, V., GUIZZARDI, S; GOVONI, P.; FACCHINI, A
RASPANTI, M.; GIROLAMI, M. & GIANNINI, S. (1991) Human Achilles Tendon:
Morphological and morphometric variations as a function of age. Foot & Ankle, 12,
100-104.

SUGRUE, S.P.; GORDON, MK, SEYER, J; DUBLET, B.; van der REST, M. &
OLSEN, B.R. (1989) Immunoidentification of type XII collagen in embryonic tissues.
J. Cell Biol. 109, 939-945.

SVENDSEN, K.H. & THOMSON, G. (1984) A new clamping and stretching procedure for
determination of collagen fiber stiffness and strength relations upon maturation. J.
Biomechan. 17, 225-229.

TOWBIN, T. & GORDON, S. (1979) Electrophoretic transter of proteins from
polyacrilamide gels to nitrocellulose sheets: procedures and same applications. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 76, 4350-4354.

TUITE, D.J.; RENSTROM, P.AF.H & O’BRIEN, M. (1997) The aging tendon. Scan. J.
Med. Sci. Sports 7. 72-77.

van STEENSEL, B. & LANGE, T. (1997) Control of telomere length by the human
telomeric protein TRF1. Nature 383, 740-742.

van der REST, M. & GARRONE, R. (1991) Collagen family of proteins. FASEB J. 5,
2814-2823.

VIDAL, B.C. {1966} Periodontal biocynemetics. Rev.Bio. Oral 4, 18-25.

VIDAL, B.C. (1969) Collagen bundle regulation and control. Revta. Brasil. Pesq. Med.
Biol. 2, 356-359.

VIDAL, B.C. (1986) Evaluation of carbohydrate role in the molecular order of collagen
bundles. Microphotometric measurements of textural birefringence. Cell Mol. Biol.
32, 527-535.

VIDAL, B.C. (1993) Cell and extracelular matrix interaction: a feedback theory based on
molecular order recognition-adhesion events. Rev. Med. Unicamp 4,1-6.

VIDAL, B.C. & MELLO, MLS (1984) Protecglycan arrangement in tendon collagen
bundles. Cell. Molec. Biol. 30, 195-204.

VIDAL, B.C. & CARVALHO, HF. (1990) Aggregational state and molecular order of
tendons as a function of age. Matrix 10, 48-57.

VIIDIK, A. (1973) Functional properties of collagenous tissues. Int. Rev. Connect. Tiss.
Res. 6, 127-215.



102

VIIDIK, A. (1979) Connective tissues: Possible implications of the temporal changes for
the aging process. Mech. Aging Dev. 9, 267-285,

VIIDIK, A. (1980) Mechanical properties of parallel-fibred collagenous tissues. In: Vidik,
A. & Vuust, J. (ed.) Biology of Collagen Academic Press New York.

VIIDIK, A. (1996) Tendons and Ligaments In: Comper, W.D. (ed.) Extracellular Matrix
Harwood Academic Publishers Melboume.

VILARTA, R. & VIDAL, B.C. (1989) Anisotropic and biomechanical properties of
tendons modified by exercise and denervation: aggregation and macromolecular order
in collagen bundles. Matrix Biol. 9, 55-61.

VOGEL, H.G. (1978) Influence of maturation on mechanical and biochemical parameters
of connective tissue of various organs in the rat. Connect. Tissue Res. 6, 161-166.

VOGEL, H.G. (1980) Influence of maturation and aging on mechanical and biochemical
properties of connective tissue in rats. Mech. Ageing Dev. 14, 283-292.

VOGEL, K.G.; PAULSSON, M. & HEINEGARD, D. (1984) Specific inhibition of type I
and type II collagen fibrillogenesis by the small proteoglycan of tendon. Biochem. J.
223, 587-597.

VOGEL, K.G. & HEINEGARD, D. (1985) Characterization of proteoglycans from adult
bovine tendon. J.Biol.Chem. 260, 9298-9306.

VOGEL, K.G. & TROTTER, J.A. (1987) The effect of proteoglycans on the morphology
of collagen fibrils formed in vitro. Collagen Rel. Res. 7, 105-114.

VOGEL, K.G. & THONAR, E.J. (1988) Keratan sulfate is a component of proteoglycans in
the compressed regions of adult bovine flexor tendon. J. Orthop. Res. 6, 434-447.

VOGEL, K.G. & KOOB, T.J. (1989) Structural specializations in tendons under
compression. Int.Rev, Cytol. 115, 267-293

VOGEL, K.G. & HERNANDEZ, D.J. (1992) The effects of transforming growth factor-
beta and serum on proteoglycan synthesis by tendon fibrocartilage. Eur. J. Cell Biol.
59, 304-313.

VOGEL, K.G; SANDY, J.D.; PAGONY,G. & ROBBINS, JR. (1994) Agrecan in bovine
tendon. Matrix Biol. 14, 171-179.

VOGEL, K.G. (1996) The effect of compressive loading on proteogiycan turnover in
cultured fetal tendon. Connect. Tissue Res. 34, 227-237.

WEINDRUCH, R. & SOHAL, R.S. (1997) Caloric intake and aging. N. Engl. J. Med.
337, 986-989.




WILLIAMS, P.L; WARWICH, R.; DYSON, M. & BANMISTER, L.H. (1989) GRAY’s
Anatomy 37" edition Churchill Livingstone London.

WOO, SLY.; RITTER, M A; AMIEL, D; SANDERS, TM.; GOMEZ, M A.; KUEL
S.C.; GARFIN, S.R. & AKESON, W H. (1980) The biomechanical and biochemical
properties of swine tendons: long term effects of exercise on the digital extensors.
Connect. Tissue Res. 7, 177-183.

WU, J-J. & EYRE, D.R. (1985) Studies on the distribution of-hydroxypiridinium crosslinks
in different collagen types. Ann. N.Y. Acad. Sci. 460, 520-523.

YU, C.E. (1996) Positional cloning of the werner’s syndrome gene. Science 272, 258-262.

ZINGALES, B. (1984) Analysis of protein by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis. In Genes and Antigens of Parasites (Morel, CM. ed.) Fiocruz, RJ.



