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RESUMO

Os tenddes servem para realizar a transferéncia de forca dos musculos para os 0ssos,
sendo capazes de suportar altas forgas de tensdo. Muitos trabalhos descreveram alteracdes nas
propriedades estruturais, bioquimicas e biomecanicas dos tenddes de animais que foram
submetidos a exercicios prolongados, porém pouco se sabe sobre o que ocorre no tendao que
passa por um processo de alongamento, um procedimento bastante comum em academias e
clinicas de Fisioterapia. Assim, nosso trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos
morfoldgicos e bioquimicos dos tenddes de ratos submetidos ao alongamento trés e cinco
vezes por semana. Os ratos tiveram seus musculos alongados por um periodo de 30 segundos
intercalados com 30 segundos de relaxamento, com 10 repeti¢des, 3 ¢ 5 vezes por semana
durante 21 dias. Os tenddes foram removidos e utilizados para os procedimentos de
morfologia e de bioquimica. Os tenddes também foram submetidos ao ensaio mecanico sob
tracdo a fim de avaliar suas propriedades biomecéanicas. Nos cortes corados com AT, na
entese dos tenddes dos grupos alongados, observou-se um aumento na quantidade de células
com morfologia arredondada. J& na regido proxima a entese pode ser observado
metacromasia mais intensa nos grupos alongados. Observagdes feitas nos cortes corados com
HE, nas regides de tensdo, mostraram que as células apresentaram-se mais alinhadas. Nos
grupos alongados, em ambas regides ocorreu aumento na quantidade de células. Nos cortes
que foram submetidos a Reagdao de Von Kossa, observou-se uma regido calcificada em todos
0s grupos, porém esta apresentou uma MEC mais densa nos tenddes dos grupos alongados
trés e cinco vezes. Analise do gel de SDS-PAGE revelou uma maior quantidade de coldgeno
nos grupos alongados e a presenga do componente de 65 kDa nas regides de tensdo e
compressao em todos os grupos. A quantidade de proteinas, de glicosaminoglicanos e de
hidroxiprolina também foi superior nos animais alongados. O gel de agarose revelou a
presenga de dermatam sulfato nas regides de tensdao e de compressdo e de condroitim sulfato
somente nesta ultima. Durante o ensaio mecanico, os tenddes dos grupos alongados
suportaram valores de tensao maxima superiores, com deslocamentos semelhantes, sugerindo
que estes tenddes sdo mais resistentes a ruptura. Esses resultados mostraram que o estimulo
do alongamento acarretou modificacdes nas caracteristicas estruturais, bioquimicas e
biomecanicas, confirmando o carater adaptativo do tenddo em resposta a aplicagdo dos

procedimentos de alongamento.



13

ABSTRACT

The tendons are structures that transmit forces from the muscles to the bone, and are
capable of supporting high tensile strenghts. Many studies have shown alterations in tendons
of animals submitted to strenuous exercises, however, just a little is known about what
happens in tendons when they are under a stretching program, a common procedure in
academies and phisiotherapy institutes. So our objective was to evaluate the morphological,
biochemical and biomechanical aspects of tendons submitted to stretching exercises. Rats had
their muscles stretched for a period of 30 seconds with 30 seconds of resting, with 10
repetitions, three and five times a week during 21 days. The tendons were used for
morphological and biochemical procedures. They were also submitted to mechanical tensile
strain test and their mechanical properties were evaluated. Analysis of AT stained sections of
enthesis from stretched tendons, showed a high amount of rounded cells. In the region next to
enthesis, which passes close to the calcaneous, the metachromasy was more intense in
stretched groups. In the tension region, in the HE stained sections, it was found a larger
alignment of the cells in the stretched group. In both regions occurred an increase on the
amount of cells. In the sections submitted to Von Kossa reaction, was observed, a calcified
region in all groups, but the extracellular matrix were denser in stretched ones. Analysis of
SDS-Page showed a high amount of collagen and the presence of a polidisperse component
of 65 kDa in the tension and compression regions in all groups. The amount of proteins,
glycosaminoglycans and hydroxiproline was higher in the tendons of three and five times
stretched groups. The agarose gel revealed the presence of dermatan sulfate in the tension and
compression regions and chondroitin sulfate only in this last one. During the mechanical
tensile strain test, the stretched tendon supported high values of maximum stress with the
same strain, when compared to the control group, suggesting that the stretched tendons were
more resistant to the failure. These results show that the stimulus of stretching leads to
alterations in the structural, biochemical and biomechanical characteristics, confirming the

adaptative character of tendons, in response to the application of stretching exercises.
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I. INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas anatomicas do tendao calcanear

Os tenddes sdo estruturas responsaveis por transmitir ao osso as forcas de tragao
geradas pela contragdo do musculo (VOGEL, KOOB, 1989; CRIBB, SCOTT, 1995),
apresentando caracteristicas elasticas pois retornam ao tamanho original depois de serem
alongados durante os movimentos fisiolégicos (HAYEM, 2001). Nem sempre os tenddes
estdo presos aos ossos, podendo se fixar em outros elementos como cartilagens, septos
intramusculares, capsulas articulares e até mesmo em tenddes de outros musculos.
Apresentam variagdes na forma e no tamanho podendo ser achatados ou cilindricos, e sdao
encontrados formando a origem e a inser¢cdo dos musculos ou nas intersegcdes tendinosas
dentro dos musculos (DANGELO; FATTINI, 1995).

O tenddo calcanear ¢ cilindrico e ¢ responsavel pela fixacdo dos musculos
gastrocnémio e s6leo no calcaneo. Esses dois musculos sdo potentes flexores plantares, sendo
que o gastrocnémio, por cruzar o joelho posteriormente, também pode participar no processo
de flexdo dessa articulagio (DANGELO; FATTINI, 1995). Este tenddo tem sido bastante
utilizado para substituir tecidos que suportam altas for¢as de tensdo, como ocorre na
reconstru¢do do ligamento cruzado anterior (LEVITT er al, 1994) além de ser bastante
acometido por tendinopatias em atletas (SMITH et al, 2002).

1.2 Caracteristicas Histolégicas

Os tenddes sao constituidos por células e uma matriz extracelular (MEC), formada por
componentes fibrilares e ndo fibrilares. Entre os primeiros estdo as fibras de coldgeno e as
elasticas e alguns componentes microfibrilares. Os componentes ndo fibrilares sdo

representados pelos proteoglicanos (PGs) e proteinas ndo colagénicas (PNC).
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Os tenocitos, tipo celular encontrado em tenddes, sdo semelhantes a fibroblastos
especializados que possuem uma complexa maquinaria enzimatica necessaria para a
renovacdo dos componentes da MEC. A populacdo de tendcitos € esparsa, correspondendo a
cerca de 3% do peso seco do tenddo. Quando jovens, essas células produzem os constituintes
macromoleculares da matriz e sdo freqiientemente chamadas de tenoblastos. Depois da fase
de desenvolvimento, os tenodcitos perdem espontaneamente suas caracteristicas anabolicas e
tornam-se quiescentes, embora mantenham a capacidade de sintese, que pode ser reativada
durante processos de reparo apds injuria do tenddo (HAYEM, 2001). Durante o
desenvolvimento, apresentam o reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi
bastante desenvolvidos, tipicos de células que estdo produzindo grandes quantidades de
componentes da MEC. Com o decorrer da idade essas organelas, tornam-se menos
proeminentes (NAKAGAWA et al, 1994; CREVIER-DENOIX et al, 1998).

Estudos recentes em microscopia confocal enfatizaram a complexidade do formato
dos fibroblastos em tenddes de ratos adultos (MC NEILLY et al, 1996). Esse tipo celular
apresenta numerosos processos que se estendem até células adjacentes, comunicando-se por
jungoes do tipo GAP, bastante evidenciada com a utilizagao de técnicas de imunocitoquimica
(KJAER, 2004). Essas junc¢des sdo formadas por duas subunidades nas membranas de células
adjacentes, sendo cada uma formada por seis cadeias de conexinas e funcionam como um
canal, permitindo a passagem de pequenas moléculas de sinalizagdo e ions. Assim, as células
formam um sistema de tineis, através dos quais as fibras de colageno organizam-se
longitudinalmente (BENJAMIN; RALPHS, 2000). A forma e o arranjo dos fibroblastos sdo
favoraveis para a formagao de compartimentos, nos quais havera deposi¢cdo dos componentes

da matriz extracelular (BIRK; ZYCBAND, 1994).
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1.3 A matriz extracelular de tendoes

Na matriz extracelular dos tenddes, sdao encontradas moléculas de colageno
principalmente do tipo I, que representam mais de 90% do peso seco do tecido e estdo
arranjadas em fibras e feixes de fibras, dispondo-se paralelamente ao maior eixo do tendao
(VIDAL, 1970; NIMNI, HARKNESS, 1988; VIDAL, CARVALHO, 1990; LIU et al., 1995;
O’BRIEN, 1997). As moléculas de colageno sdo constituidas por trés cadeias a, formando
uma tripla hélice. Geralmente as extremidades ndo estdo em conformacdo helicoidal,
favorecendo a ocorréncia de ligagdes cruzadas (crosslinks) entre as moléculas. Cada cadeia
contém repeticdes dos aminoacidos glicina - X - Y, onde X geralmente ¢ a prolina e Y, a

hidroxiprolina. Este ultimo aminoacido estd presente somente nas moléculas de colageno.

Os feixes colagenos do tenddo formam conjuntos envolvidos por tecido conjuntivo
frouxo, denominado endotenon, que contém vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos
(KAINBERGER et al, 1997). Externamente, o tenddo ¢ envolvido por uma bainha de tecido
conjuntivo denso, o epitenon, que se encontra dividido em duas camadas: a visceral, que fica
presa ao tenddo, enquanto que a parietal, se liga a estruturas vizinhas (CHOWDURY et al,
1991; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999). Forma-se assim, uma cavidade, que encerra um
liquido viscoso contendo agua, proteinas, glicosaminoglicanos, glicoproteinas e ions e serve
como um lubrificante para facilitar o deslizamento do tenddo dentro de sua bainha
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Além disso, as camadas visceral e parietal encontram-se
ligadas pelo mesotenon, enquanto que o paratenon ¢ uma falsa bainha que envolve o tendao,

mas ¢ completamente separada deste (BENJAMIN; RALPHS, 2000).
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Os feixes de colageno em repouso apresentam arranjos regulares e sinuosos
denominados de "crimp" (GATHERCOLE; KELLER, 1991) que permite ao tendao reduzir o
impacto de uma forga de tragcdo sobre o osso onde o tendao se insere. Estudos realizados com
tendao de cauda de rato, “in vitro”, mostraram que durante a aplicacdo de uma forca de tragdo
ocorre o0 desaparecimento ou modificacdo do padrao de "crimp", como resultado do
alongamento das fibras (GATHERCOLE; KELLER, 1991). “In situ” o estresse fisico ao qual
a fibra ¢ submetida, também causa mudanca no comprimento do "crimp" (DIAMANT et al.,

1972; O’BRIEN, 1992; O’BRIEN, 1997).

As fibras coldgenas sdo responsaveis por propriedades biomecanicas como
flexibilidade, resisténcia e até mesmo uma certa elasticidade dos tenddes (VOGEL, KOOB,
1989; BIRK et al., 1989; VIDAL, CARVALHO, 1990; JOZSA et al, 1991 MILZ et al.,
1998). A base molecular para a flexibilidade do colageno tipo I se da pela falta dos
aminoacidos prolina e hidroxiprolina. Nessas seqiiéncias, podem ocorrer a formagdo de alcas

internas na tripla hélice (PATERLINI er al, 1995).

Na MEC, as fibras de colageno se associam, o que favorece o aumento da resisténcia
do tendao (MC BRIDE et al., 1988) ¢ essas associacdes sdo geralmente laterais (BIRK et al.,
1995), conferindo uma resisténcia mecanica ao tecido ja que ha uma continuidade ao longo
da extensao do tenddo (BIRK et al, 1997). Junto com o colageno tipo I, também podem ser
encontrados o coladgeno tipo II na regido de compressdo dos tenddes (BERENSON et al,
1996), tipo III , tipo VI (KJAER, 2004). Em tenddes de feto bovino, ja foi identificada a
presenga de colageno tipo V e os da classe FACIT (colagenos associados a fibrilas com a
tripla hélice interrompida), especialmente os tipos XII ¢ XIV (SUGRUE et al, 1989,

CASTAGNOLA et al, 1992).
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Outro componente da matriz extracelular dos tenddes, sdo os proteoglicanos (PGs),
constituidos por um esqueleto protéico central , ao qual estdao ligadas uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos. Desempenham diversas fun¢des nos tecidos devido a variabilidade da
proteina central e das diferentes classes de glicosaminoglicanos que podem ser encontrados
(I0ZZ0; MURDOCH, 1996). Estudos feitos por Cribb e Scott (1995) destacaram a fun¢ao
dos proteoglicanos na estabilidade estrutural dos tenddes e descreveram que essas moléculas
encontram-se arranjadas ortogonalmente na matriz, circundando as fibrilas de colageno,
sugerindo que esses elementos estejam envolvidos na transmissdo de forgas. A quantidade de
PGs associado com as fibrilas de colageno em tenddes, diminui com a idade € com o aumento
do didmetro das fibrilas (SCOTT et al, 1981).

Os GAGs encontrados nos proteoglicanos dos diversos tecidos s3o o dermatam
sulfato, o condroitim sulfato, o queratam sulfato e o heparam sulfato. Um outro tipo de GAG
¢ o acido hialurénico, que diferentemente dos anteriores ndo ¢ sulfatado ¢ ndo se liga
covalentemente a uma proteina central (GOMES,2001). No entanto, ele interage por meio de
ligacdes eletrostaticas com PGs, formando agregados de alto peso molecular, especialmente
em cartilagens (HARDINGHAM et al, 1986; HEINEGARD, SOMMARIM, 1987;
OLDBERG et al, 1990) e regides de compressdao em tenddes (VOGEL et al, 1994). Estes
agregados de PGs retém grande quantidade de agua, devido a elevada densidade de cargas
negativas, conferida pelas cadeias de GAGs ¢ ¢ responsavel pelo alto teor hidrico da MEC.
Assim a matriz apresenta-se como um gel hidratado, que fica retido pelas fibrilas de
colageno, possibilitando ao tecido suportar altas forcas compressivas com um minimo de

deformidade (HASCALL; HASCALL, 1983).
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O agrecam ¢ um exemplo de grande proteoglicano que interage com o acido
hialurénico, formando agregados e esta presente no tecido cartilaginoso e também nas regides
dos tenddes submetidas a for¢as compressivas (VOGEL; KOOB, 1989). Uma outra classe de
proteoglicanos sdo os pequenos proteoglicanos, ou de baixo peso molecular. Alguns

exemplos de pequenos proteoglicanos sao o decorim, o biglicam e o fibromodulim,

O decorim possui uma e o biglicam duas cadeias de glicosaminoglicanos que podem
ser de condroitim ou de dermatam sulfato, dependendo do tecido, ligados a uma proteina
central de 36 e 38 kDa, respectivamente. Estes PGs apresentam grande homologia no
contetdo e na seqiiéncia de aminoacidos (HEINEGARD; PIMENTEL, 1992). O
fibromodulim apresenta quatro cadeias de queratam sulfato que se ligam a uma proteina
central de 48 kDa (OLDBERG et al, 1989; PLAAS et al, 1990), podendo ser encontrado em
tendoes e cartilagens (OLDBERG et al, 1990). Este pequeno PG ¢ membro de uma
subfamilia de proteoglicanos com repeticao de seqiiéncia de leucinas (I0ZZO, 1999). Sua
interagdo com o colageno se da através da proteina central, ndo dependendo das cadeias de

glicosaminoglicanos (HEDBOM; HEINEGARD, 1989).

Alguns trabalhos tém mostrado que os pequenos PGs como o decorim e o
fibromodulim sdo capazes de inibir a agregagdo lateral das fibrilas de colageno (VOGEL et
al, 1984; VOGEL, TROTER, 1987), provavelmente através da ligacdo do PG a molécula de
colageno (SCOTT; ORFORD,1981). Essa ligacao ocorre de forma ordenada, de modo que as
cadeias de GAGs fiquem paralelas ao eixo maior dos feixes de coldgeno (VIDAL; MELLO,

1984), o que contribui para a manutengao das propriedades biomecanicas (SCOTT, 1988).

Além do colageno e dos proteoglicanos, as proteinas nao colagénicas (PNC) também
estdo presentes na MEC e correspondem cerca de 0,5 % do peso umido do tenddo (FRANK

et al, 1987). Um exemplo de PNC ¢ a COMP, proteina oligomérica de matriz extracelular,
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que foi identificada primeiramente em cartilagem articular (SPITZ-FIFE, BRANT, 1984;
SPITZ-FIFE, 1985) e posteriormente em tendao (HEDBOM et al, 1992; EFIMOV et al,
1994). Sua fungdo precisa, ainda nao esta esclarecida, embora ja tenha sido descrito sua
ligacdo através de seu dominio globular C-terminal, a moléculas de colagenos fibrilares (tipo
I, II) e também ao coldgeno IX, através de um mecanismo dependente de zinco
(ROSEMBERG et al, 1998).0Outros exemplos de PNC sdo a fibronectina e a tenascina

(JOSZA, 1997).

A maioria das proteinas ndo colagénicas apresentam varios dominios estruturais
dentro da mesma molécula, sendo consideradas multifuncionais, e estio envolvidas nos

processos de interacao célula-matriz (JOHANSSON, 1996).

A MEC do tendao contém ainda um Sistema Elastico, formado por fibras elauninicas,
oxitalanicas e elasticas. A elastina é o principal componente das fibras elasticas, cuja
composi¢ao ¢ rica em glicina (33%), prolina (10-13%), aminoacidos hidrofobicos(44 %) e
lisina (4%). As fibras elasticas sdo formadas por um material amorfo na parte central com
formato cilindrico (elastina), envolvido por microfibrilas ( 10 a 12 nm de diametro) formadas
por varias glicoproteinas, como a fibrilina. As fibras elauninicas contém proporcionalmente
muitas microfibrilas, dispostas em feixes no interior de pequenas quantidades de elastina,
enquanto as fibras oxitalanicas sdo constituidas exclusivamente de microfibrilas, sem elastina

(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999; MIAO et al, 2005).

1.4 Adaptacoes da matriz extracelular de tendoes

Os tenddes que contornam articulagdes ou que passam junto a alguma protuberancia
Ossea, estdo submetidos as forcas de tensdo e compressdo. Nestes locais, desenvolvem uma

estrutura semelhante a uma fibrocartilagem, caracterizada pelo acimulo de proteoglicanos
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(VOGEL, KOOB, 1989; BENJAMIN, EVANS, 1990; EVANKO, VOGEL, 1990; COVIZI et
al., 2001; FEITOSA et al., 2002) e expressao do colageno II (BERENSON et al, 1996). As
células da fibrocartilagem geralmente sdo redondas ou ovais e ficam dispostas em lacunas
como os condrécitos de cartilagem articular (MERRILEES; FLINT, 1980). Acumulam
grandes quantidades de filamentos intermedidrios no citoplasma, que podem se fundir com o
tempo (MERRILEES, FLINT, 1980; BENJAMIN et al, 1991; RALPHS et al, 1991).

A presenga dessa fibrocartilagem sugere que as células nesse tecido sdo capazes de
responder a estimulos mecanicos, sintetizando uma matriz capaz de suportar forcas de
compressao (EVANKO; VOGEL, 1990). No caso do tenddo calcanear, esta estrutura aparece
na por¢do do tenddo junto ao calcadneo e que, portanto recebe compressdo, ¢ também na
"enthesis", onde ocorre a inser¢do do tendao no osso (RUFAI et al, 1992).

A regido da entese ¢ o local onde o tendao se insere no osso, sendo uma regido sujeita
a intenso estresse e bastante acometida por tendinopatias (BENJAMIN et al, 2006).A
composicdo da MEC da entese estd diretamente relacionada com a demanda biomecanica.
Como esses locais estdo sujeitos a forgas compressivas, demonstrou-se que os GAGs sio
componentes tipicos, incluindo dermatam sulfato e queratam sulfato, que também podem ser
encontrados na regido de tensdo de tenddes ( MILZ et al, 2005). O condroitim sulfato
também esta presente (MILZ et al, 1998). Os PGs (que contém GAGs) como o versicam ¢ a
tenascina, que sdo componentes tipicos de tecido conjuntivo denso, tornam-se menos
evidente e desaparecem eventualmente com o aumento das for¢as compressiva. Ja o agrecam,
torna-se mais proeminente nessas regioes sujeitas a intensas forgcas de compressdo (MILZ et

al, 2004; 2005).
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No tendao calcanear de humanos e de ratos, Rufai e colaboradores (1995, 1996)
distinguiram histologicamente trés tipos de fibrocartilagem relacionadas com a inser¢ao do
tenddo no calcaneo: a fibrocartilagem entesial, que se localiza na jun¢ao tenddo-osso e
permite uma transi¢cao gradual das propriedades mecanicas entre tendao e 0sso; a sesamoide
encontrada na superficie profunda do tendao ao lado da entese, e permite ao tenddo suportar
forcas de compressdao quando pressionado contra o calcaneo durante caminhadas e corridas; e
a periosteal que cobre a superficie oposta ao osso. Essas duas ultimas fibrocartilagens

formam a bursa retrocalcaneal. Todas essas estruturas estdo ilustradas na figura 1:

Figura 1: Representacdo das trés fibrocartilagens na inser¢do do tenddo de Aquiles no
calcaneo (C) e a posicao da lamina da superficie articular (ASL) alinhando a porcao distal da
bursa retrocalcaneal (RB). A fibrocartilagem da entese (EF) encontra-se na jungdo tendao-
0ss0, enquanto que a sesamodide (SF) e a periosteal (P) formam os limites da bursa. EP —
epifise; IA — dngulo de inser¢@o. Entre o tenddo e o 0sso; S - sindvia; T - regido de tensdo do

tenddo. (RUFALI et al, 1996).
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A fibrocartilagem entesial também previne a concentragdo de estresse na interface
tenddo-osso e ¢ parte de uma seqiiéncia de quatro tecidos: tecido conjuntivo denso,
fibrocartilagem, fibrocartilagem descalcificada e osso (RUFAI et al, 1996; BENJAMIN et al,
2006). Aspectos da estrutura e ultraestrutura em fibrocartilagem de tendao calcanear podem

ser encontrados nos artigos de Rufai e colaboradores (1992, 1996).

Conectando o tenddo ao musculo, existe a jungcdo miotendinosa, sendo caracterizada
como o local onde ocorre a interagdo entre as células musculares e as fibras tendineas. A
transmissdo de forgas do musculo para o tecido conjuntivo ocorre ao longo de todo o tecido e
ndo somente na jun¢ao miotendinosa. Suas células apresentam especializagdes estruturais. As
membranas das células musculares apresentam dobras que aumentam a superficie de contato
com o tenddo de 10 a 50 vezes (GELBER et al, 1960; TROTTER et al, 1981). Com isso,
ocorre um aumento na estabilidade da jungdo e diminui¢do dos niveis de estresse da

contracdo (TIDBALL, 1991).

Tem sido observado que as regides do tenddo apresentam diferengas importantes em
sua composicdo como presenca de proteoglicanos de alto peso molecular na regido de
compressdo ¢ uma alta quantidade de proteoglicanos ricos em dermatam sulfato, na regido
que predominantemente transmite tensdo (WAGGETT et al, 1998; COVIZI et al, 2001),
indicando que a composicao da matriz extracelular dos tenddes esta diretamente relacionada

com a presenca de forcas biomecanicas.
1.5 Aspectos biomecanicos dos tenddes

O tenddo ¢ considerado um tecido ndo contratil, € seu comportamento mecanico ¢
determinado pela proporcao de fibras de colageno, fibras elasticas e pela orientagdo de suas
fibras, sendo o primeiro, o elemento estrutural que absorve a maior parte da sobrecarga de

tensao.
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A curva de tensao-deformacao de um tendao ¢ caracterizada por trés regides distintas.
Inicialmente ocorre realinhamento das fibras coldgenas que se encontram em um padrdo
ondulatorio, denominado crimp (KISNER; KOLBY, 1998). Nesta regido, uma quantidade
minima de for¢a produz uma grande deformacdo. Apds essa fase, o tecido entra na regido
elastica, onde a deformacdo apresentada aumenta linearmente com a forca aplicada
(ENGLES, 2001). A inclinagdo da curva nessa regido representa a rigidez do tecido, também
chamada de modulo eléstico e estd diretamente relacionado com a resisténcia do material a
deformacgdo (LATASH; ZATSIORK, 1993). Na fase elastica, o tecido retorna a sua forma
original com a retirada da carga (ENGLES, 2001; NORDIN et al, 2001). Quando o tendao
excede seu limite eldstico, ele entra no limite plastico da curva, ¢ o tecido torna-se
permanente deformado, ndo sendo capaz de se recuperar apds a retirada da forga, ocorrendo
assim, falha tecidual (NORDIN er al, 2001). Quando o musculo contrai, o tenddo torna-se
tenso e aumenta seu comprimento linearmente até um limiar, no qual o alongamento ocorre
mais devagar, sendo um risco para injuria. Esse limiar varia de 20-50% do comprimento em

repouso do tenddo (HAYEM, 2001).

As propriedades biomecanicas dos tenddes estdo relacionadas com a orientagdo das
fibrilas e feixes de fibrilas de colageno, com o diametro dessas fibrilas, bem como ao seu
grau de organizacdo e¢ ordem molecular (BIRK er al, 1989; VILARTA, VIDAL, 1989;
VIDAL, CARVALHO, 1990). Desta forma, as fibrilas sdo elementos responsaveis pela
resisténcia de um tendao, e a eficiéncia deste mecanismo depende do direcionamento paralelo

destes elementos com a dire¢do das forgas a que estdo sujeitas (HUKINS; ASPDEN, 1985).
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1.6 Alteracoes em tendoes devido a realizacao de atividades fisicas

Os exercicios fisicos acarretam alteracoes nos tecidos, como aumento do
comprimento de tenddes (HITCHCOCK et al 1987). Embora alguns autores tenham
encontrado aumento nas concentragdes de proteoglicanos (HEIKINEN et al, 1970) e
colageno (OPSHAL; EHRHART, 1987) em outros estudos, este aumento ndo tem sido
verificado em tenddes (HITCHCOCK et al 1987; CURWIN et al, 1988). Também tem sido
notado que o exercicio fisico leva a uma reducdo no numero ligagdes cruzadas do tipo
piridinolina (CURWIN ef al, 1988) e alteragdes no metabolismo dos componentes da matriz
extracelular (HARVEY et al, 1982) em tenddes de aves submetidas a um programa de

corrida em esteiras.

Em ratos treinados em esteira, ocorreu um aumento na arca de sec¢do transversa
acompanhada de uma diminuicdo das propriedades biomecanicas bem como alteragdes
histoloégicas do tenddo supraespinhoso: uma maior quantidade de células com morfologia
arredondada foi encontrada nos tenddes dos animais treinados quando comparados com o
grupo controle (HUANG, 2003). A diminuicdo da pratica de exercicios fisicos, ocasionada
pela idade ou por periodos de imobilizagdo leva a diminui¢do da atividade dos tendcitos no
processo de renovagao da MEC, ocorrendo perdas de agua, proteoglicanos, glicoproteinas e
elastina (HAYEM, 2001). Como se pode observar existem varios trabalhos mostrando
relacdo entre exercicio e matriz extracelular de tenddes, mas muito pouco se sabe sobre o que

ocorre no tenddo que passa por um processo de alongamento.

1.7 O alongamento
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Os exercicios de alongamento reduzem tensdes musculares, previnem lesdes no
tecidos musculares e nos tendoes, ativam a circulagdo, além de preparar o organismo para a
pratica de atividades fisicas, sendo definido como uma manobra utilizada para aumentar o
comprimento de estruturas de tecidos moles, aumentando assim a amplitude de movimento
(KISNER; COLBY, 1998). Destaca-se como um procedimento bastante utilizado por atletas,
pessoas saudaveis, que ndo apresentam nenhuma patologia, para manutengdo da amplitude
geral. Além disso, também pode ser indicado na reabilitagio de pacientes que tenham
passado por longo periodo de imobilizacdo, seja por gesso, tala plastica, ou até mesmo por

estar acamado.

O comportamento dos tecidos bioldgicos em resposta ao estresse mecanico ¢
representado por um grafico em que € plotado a magnitude da forga aplicada sobre o material
em relagdo ao deslocamento sofrido (ENGLES, 2001). A curva for¢a-deslocamento pode ser
transformada em curva tensdo-deformacgdo, dividindo-se a for¢a pela area de secgdo
transversa do tecido e a variagdo no comprimento pelo comprimento original. A analise desta
curva permite a comparagao de respostas de diferentes materiais bioldgicos a aplicacdo de
carga. A curva de tensdo—deformacgao fornece informagdes importantes sobre a elasticidade,
plasticidade, rigidez, ponto de falha e energia que um tecido € capaz de absorver antes da

ruptura (AKESON et al, 1987; BINKLEY, 1989).

A falta de informagdes sobre o que ocorre na matriz extracelular de tenddes, cujos
musculos passaram por um processo de alongamento, foi a principal razo desta investigacao.
Um maior conhecimento sobre os efeitos do alongamento sobre o tenddo, os mecanismos de
modulacdo que determinam a readaptacdo de um tecido frente as mudangas biomecanicas
principalmente relacionadas com a presenga maior ou menor de forg¢as de tragdo, e como as

células respondem a essas mudancas, poderd auxiliar na definicio de procedimentos nos
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protocolos de reabilitacdo utilizados em clinicas e hospitais, como por exemplo, o tempo ¢ a

freqii€ncia necessarios para que o alongamento ocasione alteragcdes no tendao.

Alguns estudos tém mostrado os efeitos da contracdo ¢ do alongamento sobre as
propriedades viscoelasticas do tendao (KUBO et al, 2002), mas faltavam ainda ser analisados
os aspectos morfologicos, bioquimicos e biomecanicos. Assim neste trabalho, nosso objetivo
foi avaliar as caracteristicas da matriz extracelular dos tenddes que foram submetidos ao
alongamento, assim como comparar as diferencas estruturais encontradas entre os grupos que

tiveram diferentes freqii€ncias de alongamento.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

e analisar aspectos morfologicos, dos tenddes dos animais que foram submetidos ao
alongamento trés e cinco vezes por semana, incluindo a andlise do formato dos nticleos das
células das regides de tensdo e de compressao;

e verificar se houve alteracdes na composicdo geral da matriz extracelular do tendao
em funcao dos procedimentos utilizados;

e quantificar e identificar os tipos de glicosaminoglicanos presentes nas regidoes de
tensdo e de compressao do tendao calcanear dos diferentes grupos experimentais;

e analisar se houve alteragdo no contetido de proteinas ndo colagénicas e de coldgeno
em funcdo do alongamento;

e analisar as propriedades biomecanicas dos tendoes.
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RESUMO

Muitos trabalhos mostram a relacdo entre exercicio e matriz extracelular dos tenddes e
descrevem alteragdes em suas propriedades estruturais e bioquimicas quando submetidos a
exercicios prolongados, porém pouco se sabe sobre o que ocorre no tenddo que passa por um
processo de alongamento. O objetivo deste trabalho foi verificar as alteragdes na composicao
e estrutura do tenddo calcanear submetidos a um programa de alongamento. Os animais
tiveram seus musculos alongados por um periodo de 30 segundos intercalados com 30
segundos de relaxamento, com 10 repeti¢des, trés e cinco vezes por semana durante 21 dias.
Para analise morfologica, os cortes foram corados com hematoxilina-eosina, azul de
toluidina, sendo também realizadas a Reacdo de Feulgen, para andlise e contagem dos
nucleos e Reacdo de Von Kossa para detectar a presenga de calcificagdo nos tecidos. Para
analise bioquimica, os componentes da matriz extracelular foram extraidos com cloreto de
guanidina 4M e analisados em gel de SDS-PAGE. A partir dos extratos totais foram
realizadas dosagens de proteinas totais e glicosaminoglicanos. Estes ultimos, também foram
analisados em gel de agarose-PDA. Nos cortes corados com AT, na regido da entese,

observou-se um aumento de células com morfologia arredondada. J& na regido proxima a
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entese do grupo controle e do grupo que foi alongado trés e cinco vezes por semana pode ser
observado metacromasia, porém esta apresenta-se mais intensa nestes dois Ultimos grupos.
Nas regioes de tensdo as células apresentaram-se mais alinhadas. Em ambas regides ocorreu
aumento na quantidade de células. Andlise do gel de SDS-PAGE revelou uma maior
quantidade de colageno nos grupos alongados e um componente polidisperso de 65 kDa em
todos os grupos. A quantidade de proteinas e de glicosaminoglicanos também foi superior
nos animais alongados. O gel de agarose revelou a presenca de dermatam sulfato nas regioes
de tensdo e de compressdo e de condroitim sulfato somente nesta ultima. Esses dados foram
confirmados com a utilizagdo de condroitinases. Nossos resultados mostraram que o estimulo
do alongamento acarreta mudangas na quantidade e compactagao das moléculas de colageno,
no conteudo de proteinas ndo colagénicas e de glicosaminoglicanos. A quantidade de células
também aumentou nos grupos alongados. Nossos dados também confirmam que os tenddes
sdo estruturas bastante dinamicas e com capacidade de detectar alteracdes nas forgas as quais

estdo submetidos.
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INTRODUCAO

Os tenddes sdao descritos como tecidos conjuntivos denso, cuja fungdo ¢ transmitir

forgas do musculo para os ossos (Birk et al, 1989; Cribb,Scott, 1995).

Os tenddes variam na forma e no tamanho podendo ser achatados ou cilindricos, e sdao
encontrados formando a origem e a inser¢ao dos musculos ou nas intersecdes tendinosas
dentro dos musculos. O tenddo calcanear ¢ cilindrico e é responsavel pela fixagdo dos
musculos gastrocnémio e séleo no calcaneo. Esses dois musculos sdo potentes flexores
plantares, enquanto que o gastrocnémio, por cruzar a articulagdo do joelho posteriormente,

também pode participar no processo de flexdo do mesmo (Dangelo; Fattini, 1995).

Os tenddes apresentam poucas células circundadas por uma extensa matriz
extracelular ricas em fibrilas de coldgeno tipo I, orientadas ao longo do maior eixo do tendao
(Benjamin, Ralphs, 2000; Wagget ef al, 1998; O’Brien, 1997). Além do colageno tipo I, os
tipos III, V, VI e IX também s3o encontrados (Gelberman, 1988; Vogel, Koob, 1989).

Outro componente da MEC s3o os proteoglicanos, que desempenham diversas
funcdes nos tecidos devido a variabilidade da proteina central e dos diversos tipos de
glicosaminoglicanos que podem ser encontraados. (Iozzo; Murdoch, 1996). O decorim ¢ o
fibromodulim s3o exemplos de pequenos proteoglicanos e atuam na regulagdo da
fibrilogénese do colageno (Hedbom; Heinegard, 1989) exercendo um papel importante nas
propriedades estruturais e funcionais dos tecidos (Vogel; Fischer, 1986).

Os grandes proteoglicanos, como o agrecam, também sdo encontrados em tendoes,
especialmente em regides sujeitas a forcas compressivas (Vogel et al, 1994).

Além do colageno e dos proteoglicanos, as proteinas ndo colagénicas também estao
presentes na MEC, correspondem a 0,5% do peso imido do tendao (Frank et al, 1987), sendo

representada pela COMP (Hedbom et al, 1992), tenascina e fibronectina (Josza, 1997).
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Alguns tenddes que contornam articulagdes e estdo sujeitos a forcas compressivas e
de friccdo além da forga de tensdo, desenvolvem fibrocartilagem nessas regides de
compressao, acompanhadas de alteragcdes bioquimicas na matriz extracelular (Vogel, Koob,
1989; Gillard et al, 1979). Nessas regioes ha expressao do colageno tipo II e niveis elevados
de GAGs associados ao agrecam (Berenson et al, 1996).

O tendao calcanear ¢ um desses tenddes que recebe compressio na regido da entese e
quando contorna o calcaneo. Este tenddo vem sendo utilizado para substituir tecidos que
suportam altas forgas de tensdo, como ocorre na reconstru¢ao do ligamento cruzado anterior
(Levitt et al, 1994), além de ser bastante acometido por tendinopatias em atletas (Smith et al,
2002). Em condi¢des normais, o tendao calcanear, estd sujeito a forcas de tensdo e de
compressdo, as quais sao maximizadas durante os procedimentos de alongamento.

O alongamento ¢ definido como uma manobra utilizada para aumentar o comprimento
de estruturas de tecidos moles, aumentando assim a amplitude de movimento (KISNER;
COLBY, 1998). Destaca-se como um procedimento bastante utilizado por atletas, pessoas
saudaveis, que ndo apresentam nenhuma patologia, para manutencdo da amplitude geral,
sendo também indicado na reabilitacdo de pacientes que tenham passado por longo periodo

de imobilizagdo, seja por gesso, tala plastica, ou até mesmo por estar acamado.

Alguns estudos t€ém mostrado os efeitos da atividade fisica sobre a MEC de tenddes
(Woo et al, 1980; Kjaer et al 2005, 2006), porém, ainda ndo existem muitos dados sobre as
alteracdes em tenddes ocasionadas pelo alongamento. Este ¢ o primeiro trabalho que
correlaciona as alteragdes na morfologia das células e na composicao da matriz extracelular
devido a utilizacao de procedimentos de alongamento. Vale ressaltar, que por questdes éticas,
o trabalho ndo foi realizado em humanos, sendo feito com ratos. Porém, as conclusdes sdo
validas para serem aplicadas em humanos, devido a semelhanga entre os mamiferos, embora

existam diferencas biomecanicas entre as espécies. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
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analisar padroes de respostas frente ao estimulo do alongamento, assim como alteracdes nas

caracteristicas estruturais e bioquimicas.

MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS
Foram utilizados ratos wistar machos, adultos jovens, com trés meses pesando entre
250 e 350 gramas. Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, com

livre acesso a agua e ragao.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Conforme protocolo utilizado no Laboratério de Neurociéncias do Departamento de
Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos, os animais foram divididos em trés
grupos:

Grupo [: grupo controle, no qual ndo foi realizado nenhum procedimento. Os
animais foram apenas mantidos na gaiola durante o periodo do experimento

Grupo II: os animais foram submetidos ao alongamento por 30 segundos, com 30
segundos de relaxamento com 10 repeti¢des, 3 vezes por semana num periodo de 21 dias.

Grupo III: os animais tiveram seus musculos alongados por 30 segundos
intercalados com 30 segundos de relaxamento, com 10 repetigdes, 5 vezes por semana num
periodo de 21 dias.

Para os procedimentos de Morfologia ¢ Bioquimica foram utilizados oito e dez
animais em cada grupo, respectivamente.

Apos cada sessdo de alongamento os animais foram mantidos em gaiolas e em cada

uma ficaram apenas dois animais, para que fosse possivel uma boa locomogao.
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3. PROCEDIMENTOS PARA O ALONGAMENTO

Os animais foram anestesiados com inje¢dao intra-peritoneal de Ketamina (80
mg/Kg) e Xylazina (5 mg/Kg). Para o alongamento, a articulagdo tibiotarsica foi mantida em
flexdo dorsal na amplitude méxima por 30 segundos intercalados com 30 segundos de
relaxamento, sendo realizadas 10 repeti¢des como descrito anteriormente. O alongamento foi

feito manualmente a fim de mimetizar uma situacdo clinica conforme descrito por Ikeda

(2003).

4. ANALISE MORFOLOGICA

Apbs a dissecgdo, os tenddes calcaneares foram fixados em solugdo de formol 4% em
tamp3o Millonig pH 7,4 durante 24 horas em 4°C. Em seguida as pegas foram lavadas em
agua, desidratadas em banhos de alcool, seguido de diafanizagdo com banhos de xilol e
incluidas em parafina (Allkplast). Foram realizados cortes longitudinais com 7 pum de
espessura.
4.1. Coloracao

Para uma visualizagdo geral do tecido alguns cortes foram corados com Hematoxilina-
eosina (Kiernam, 1981).

As laminas foram mergulhadas em solu¢do de hematoxilina por 4 minutos, lavadas
em agua corrente, e posteriormente mergulhadas na eosina por 30 segundos. Em seguida, as
laminas foram desidratadas em uma seqiiéncia alcoodlica (70, 80, 95 e 100%), mergulhadas

rapidamente em xilol e montadas em balsamo do Canada.
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Para deteccdo de proteoglicanos, foi utilizado Azul de Toluidina 0,025 % em tampao
Macllvaine pH 4,0. As laminas foram deixadas no corante por 15 minutos, lavadas no préprio
tampao, colocadas para secar ao ar, mergulhadas rapidamente em xilol e montadas em
balsamo do Canadd (Mello; Vidal, 1980). As observacdes e documentacao foram feitas em
microscopio Zeiss Axioplan2 equipado com camera fotografica.

4.2 Analise da morfologia do nicleo

Para uma andlise mais detalhada sobre o aspecto dos nucleos celulares, algumas
laminas contendo cortes desparafinizados foram submetidas a reagcdo de Feulgen, tendo sido
feita a hidrolise acida com HCI 4 N durante 90 minutos em 25°C.

Para cessar a hidrélise as laminas foram lavadas com HCI 0,1 N, sendo depois
tratadas com Reativo de Schiff por 40 minutos. As laminas foram secadas, diafanizadas em
xilol e montadas em balsamo do Canadd. Foi realizada a contagem dos nucleos com
morfologia arredondada e alongada das regides da entese e de tensdo dos diferentes grupos.

4.3 Identificacido de calcificacdo em tendoes

Para detectar a presenga de regides de calcificagdo nos tenddes, as laminas foram
tratadas com uma solugdo de nitrato de prata 1,5% por 30 minutos sob a luz do sol. Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em uma solug¢do oxidante de tiossulfato de sodio 5%
(Bills et al, 1971). Os cortes também foram contra-corados com Hematoxilina de Harris, para
detectar nucleos de células. As ldminas foram secadas, diafanizadas em xilol e montadas em

balsamo do Canada.

4.4 Analise morfométrica
A densidade numérica foi realizada com ocular quadriculada com aumento de 12
vezes da Carl-ZEISS, sendo realizada em uma édrea de 0,15 mm? na regido da entese ¢ de 0,4

2 P ~
mm’” na regido de tensao.
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5. ANALISE BIOQUIMICA
5.1 Extracio dos componentes da matriz extracelular do tend3o.

O tendao calcanear foi retirado e dividido em duas regides: a proximal, que recebe
forgas de tensdo, e a distal, que além de tensdo também recebe compressao do calcaneo e
inclui a regido da entese. Os feixes de fibras foram devidamente dissociados em uma placa de
petri mantida em torno de 4°C para diminuir o risco de protedlise.

Ap6s rapida lavagem em PBS (NaCl 0,15 M em tampao fosfato de so6dio 5 mM pH
7,4 com EDTA 50 mM), o material foi secado com papel de filtro ¢ pesado. As por¢des
proximal e a distal do tenddo foram extraidas com 25 volumes de cloreto de guanidina
(GuHCI) 4 M contendo 0,05 M EDTA, 1mM de PMSF em tampao acetato 0,05M pH 5.8
(Heinegéard; Sommarin, 1987), por 24 horas, com temperatura de 4° C em constante agitacao.

Apbs a extracdo, o material foi centrifugado em 13000g durante 25 minutos, a 4°C.
Amostras do sobrenadante contendo o material extraido em GuHCI, foram precipitadas para
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, e também foram utilizadas para dosagem de
glicosaminoglicanos e proteinas ndo-colagénicas.
5.2 Dosagem de proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Bradford, (1976),
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrio. As leituras foram realizadas em
leitor de microplacas em 595 nm.
5.3 Dosagem de glicosaminoglicanos

As dosagens de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) foram realizadas usando
DMMB (Azul de Dimetil Metileno) (Farndale er al, 1986). Diferentes concentragdes de
condroitim sulfato (1mg/mL) foram usadas como padrdo. As leituras absorciométricas foram

efetuadas em leitor de microplacas, em 540 nm.
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5.4 Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

As proteinas extraidas foram analisadas em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), com gradiente (4-16%) de poliacrilamida segundo o método
de Zingales (1984). O sistema tampao foi de acordo com Laemmili, (1970), com gel de
empacotamento contendo 3,5 % de acrilamida. Amostras de 50 pl dos diferentes extratos
foram precipitados em 100 pl de tampao acetato de sédio 0,5M pH 7,4, contendo 9 volumes
de etanol, durante 24 horas em 4°C. Depois, as amostras foram centrifugadas em
microcentrifuga Fischer Scientific Model 235 Va 8.000, a 9.000 r.p.m. por 5 minutos e
lavadas com 150uL de tampao acetato 0,5 M pH 7,4 e 9 volumes de etanol. Nas amostras das
regides de tensdo dos grupos alongados esse procedimento foi realizado por duas vezes. O
precipitado obtido foi seco em 37° C e ressuspendido em tampao de amostra contendo Tris-
HC1 62,5 mM, SDS 2 %, glicerol 10 %, EDTA 1 mM em pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01
%. As amostras foram incubadas por 2 horas a 37 ° C.

O tampao utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS
0,1 % em pH 6,8. A corrente elétrica aplicada foi de 30 mA para cada gel. Os padrdes de
peso molecular foram analisados em paralelo, contendo: albumina sérica bovina (64 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), a-
lactoalbumina (14,4 kDa). Para o padrdo de colageno, foi empregado o colageno tipo I
extraido de tenddo de cauda de rato, sendo aplicado 80 pg no gel. Apods a corrida o gel foi
fixado em metanol 50 %, acido acético 12 % durante 2 horas, ¢ em seguida corado por
Coomassie Brilliant Blue-R (CBB-R-250) 0,25 % , 50 % de metanol e 7 % de acido acético.
O gel foi descorado utilizando 50 % de metanol e 10 % &cido acético.

As massas moleculares relativas, foram deduzidas por célculo de regressdo linear de

marcador de peso molecular (Klaus; Osborn, 1969).
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5.5 Eletroforese em gel de agarose ( 0.5-1.0%)

Gel de agarose (0.5-1.0%) em tampao 0.05 M de propileno diamino (PDA) foi
preparado conforme Dietrich e Dietrich (1976).

Amostras do tecido das regides proximal e distal foram tratados com acetona por 24
horas para desidratacdo, secas a 37° C e pesadas. Essas amostras foram digeridas com
papaina na propor¢do de 40 mg/g de tecido em tampao citrato 30 mM contendo EDTA 40
mM, 2-mercaptoetanol 80 mM em pH 6,4. A digestdo foi feita por 24 horas & 50°C. Apos
este tempo o material foi centrifugado em microcentrifuga Fischer, em 9000 r.p.m. durante 4
minutos. O sobrenandante foi precipitado com 2 volumes de etanol a 4°C por no minimo 8
horas, sendo entdo centrifugado. O precipitado foi lavado em etanol 80% (2 volumes), logo
em seguida, em acetona ( 2 volumes ) (Michelacci and Horton, 1989 ), e colocado para
secar . Depois de secas, as amostras foram ressuspensas em 5 pl de 4gua milli-Q, aplicando-
se 5 ul no gel de agarose. Algumas amostras foram digeridas com condroitinases B e AC.
Como padrao foram aplicados 5 pl de uma mistura de condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato (1 mg/ml). O tampao utilizado foi o propileno diamino (PDA) 0,05 M. A
corrente aplicada foi de 100 mA durante 20 minutos. Ap0s a corrida eletroforética, os GAGs
foram fixados em solug@o de Cetavlon, (Cetiltrimetilamoniobrometo) por no minimo 4 horas,
como descrito em Dietrich e Dietrich (1976) e Dietrich e colaboradores (1977), corados com
Azul de Toluidina 0,1 % em etanol 50 % e acido acético 1 % durante 5 minutos e descorados
em etanol 50 % e acido acético 1%.

5.6 Digestao enzimatica

Para analise dos GAGs, o tecido foi previamente tratado com papaina (40 mg/g de
tecido) em tampao citrato 30 mM, contendo EDTA 40 mM, 2-mercaptoetanol 80 mM em pH
6,4 durante 24 horas. A acdo da papaina foi interrompida com a adi¢cdo de acido iodoacético

4mM por 1 hora. Em seguida, foram utilizadas condroitinases B e AC, produzidas e
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gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Yara Michellacci da UNIFESP. A digestao foi feita
overnight em 37°C para condroitinase AC e em 20°C para B. Apds a digestdo, as amostras
foram precipitadas em etanol, lavadas em etanol 80% e acetona, ressuspensas em agua e
aplicadas no gel de agarose. Como padrdo também utilizou-se uma mistura de condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato (1 mg/mL).
6. ANALISE ESTATISTICA

As dosagens e quantificacdes dos grupos foram comparadas utilizando-se a analise de

variancia (ANOVA) com p<0.05.

RESULTADOS

MORFOLOGIA

Os cortes longitudinais dos tenddes controle e alongados trés e cinco vezes por
semana, foram corados com HE (fig. 1) e AT (fig.2). Também foi realizada Reagdo de
Feulgen (fig. 3) ¢ o Método de Von Kossa (fig. 5) para detectar a presenca de calcificagao.
Todos os cortes foram analisados em microscopia de luz comum.

Nos cortes corados com HE destacaram-se as regides da entese (figs. 1A, C, E) e a de
tensdo (figs. 1B, D, F). Na regido da entese, nos grupos que foram submetidos a trés (fig. 1C)
e a cinco (fig 1E) sessdes de alongamento semanais, as células apresentaram morfologia e
arranjo diferentes, mostrando-se arredondadas e distribuidas em grupos (figs. 1C, E),
diferentemente das células do grupo controle, que sdo mais alongadas (fig. 1A). Na regido de
tensdo (figs. 1B, D, F), foi observado que as células aparecem mais alinhadas e a MEC
apareceu mais fortemente corada pela eosina nos grupos que foram submetidos aos

procedimentos de alongamento (figs. 1D, F) em rela¢do ao grupo controle (fig. 1B).
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Observacoes feitas em cortes de tenddes corados com AT mostraram que na regido da
entese dos tendodes alongados trés (fig. 2C) e cinco (fig. 2E) vezes por semana, ocorreu um
aumento na quantidade de células em relacdo ao grupo controle (fig. 2A). Estas células
pareciam mais arredondadas. Também foi observado que a MEC territorial, que circunda
essas c¢lulas, encontrava-se mais densamente corada pelo AT, sugerindo que com o estimulo
do alongamento ocorra um aumento da sintese de proteoglicanos.

Na regido proxima a entese, que contorna a extremidade do calcaneo (figs. 2B,
D, F), foi notado um aumento da area metacromatica nos tenddes dos animais que foram
alongados (figs. 2D, F ), significando um acimulo de proteoglicanos nessa regido.
Curiosamente, este acimulo de material metacromatico ndo ocorreu em toda largura do
tenddo, mas delimitada a uma pequena area da regido que contorna o calcaneo. A presenca de
grande quantidade de proteoglicanos ocorre em resposta as forgas compressivas, ja que as
regides de compressdo no tenddo calcanear de ratos encontram-se na entese, € também na
regido em que o tenddo contorna o calcaneo.

Para uma melhor visualizacdo dos nucleos e contagem das células em tenddes
alongados e ndo alongados, foi realizada a Reacdo de Feulgen, e analisadas as regides da
entese (figs. 3A, C, E) e a de tensdo (figs. 3B, D, F). Na entese dos tenddes alongados (figs.
3C, E), observou-se a predominancia de nucleos com morfologia arredondada em
comparagdo ao controle, enquanto que a regido de tensdo (figs. 3D, F) desses tendoes,
também exibiu um nimero maior de nucleos, s6 que estes, apresentaram-se com formato
alongado, caracteristico das células da regido de tensao.

Os cortes corados pela Reagdo de Feulgen foram usados para contagem de células nas
regides da entese e tensdo de tenddes alongados e nao alongados (Fig. 4). De acordo com
analise morfométrica, nos tenddes dos grupos alongados, ambas regides apresentaram maior

quantidade de nucleos tanto com morfologia arredondada, quanto alongada em relagdo ao
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controle, mostrando que o estimulo do alongamento levou a um aumento da celularidade.
Entre os grupos alongados, ndo houve diferenga significativa na quantidade de células.

Para avaliar a presenca regioes com deposito de célcio, os cortes foram submetidos a
Reacdo de Von Kossa, e foi observada uma area com acimulo de calcio nos trés grupos, na
regido que estd sujeita a forcas compressivas do calcaneo (fig. SA, B, C), apresentando-se
mais densa nos tenddes alongados.

BIOQUIMICA
Eletroforese em Gel de SDS-Page

Os extratos totais das regides de tensdo e de compressdo dos trés grupos foram
precipitados e analisados em gel de SDS-PAGE, como mostra a figura 6. Na regido de tensao
(T) do grupo que foi submetido ao alongamento cinco vezes por semana (T/5x) houve a
presenga mais marcante de colageno tipo I, quando comparado com a regido de tensdo dos
grupos controle (T/cont) e alongado trés vezes (T/3x). Foi observada ainda um componente
polidisperso de 65 kDa em todos os grupos e duas proteinas de 71 e 83 kDa, presentes em
maior quantidade no grupo alongado cinco vezes por semana.

Comparando-se as regides de compressao (C) dos diferentes grupos, observou-se um
discreto aumento na quantidade de coldgeno no grupo alongado trés (C/3x), em relacdo ao
controle (C/cont) e ao alongado cinco vezes (C/5x).

Eletroforese em Gel de Agarose-PDA

A eletroforese em gel de agarose do material previamente tratado com papaina,
mostrou os tipos de glicosaminoglicanos presentes nas regides de tensdo e de compressdo dos
diferentes grupos (Figs. 7A, B, C). Em todos os grupos, nas duas regidoes foi observada a
presenga de dermatam sulfato, sendo que a regido de compressdo também apresentou

condroitim sulfato.



51

Digestiao Enzimatica

Algumas amostras foram tratadas com condroitinase AC, a qual digere somente
condroitim sulfato, e outras com condroitinase B, que degrada dermatam sulfato. A analise
em gel de agarose de GAGs daregido de tensao mostrou que o GAG nao foi digerido

por condroitinase AC, mas foi digerido pela B, comprovando tratar-se de DS ( fig. 8).

Resultado semelhante foi obtido para os GAGs dos tenddes alongados. Na regido de
compressdo foram encontrados GAGs que aparentemente tratavam-se CS e DS. As digestoes
com condroitinase AC removeu completamente CS ¢ a B removeu o DS, confirmando a

presenga destes GAGs na regido de compressdao de tenddes alongados e nao alongados (Fig

8).

Dosagem de Glicosaminoglicanos e de Proteinas Totais

A quantificacdo dos GAGs e das proteinas totais estd representado nas figuras 9 e 10,
respectivamente. As regides de tensdo e de compressdo dos grupos alongados apresentaram
maior quantidade de GAGs e de proteinas totais em relagdo ao controle. Quando foi feita a
comparagdo entre os grupos alongados trés e cinco vezes, nao houve diferenga significativa

no conteudo desses componentes da MEC.

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que o alongamento ocasionou mudangas na morfologia celular e
nos constituintes da matriz extracelular. Os tenddes alongados exibiram maior celularidade e
matriz mais rica em proteinas ndo colagénicas, glicosaminoglicanos e colageno, que também
mostrou-se mais compactado e alinhado. Este trabalho destaca-se como o primeiro a mostrar
que o estimulo de alongamento intermitente de curto periodo é capaz de alterar os aspectos

estruturais e bioquimicos dos tenddes com remodelacdo do tecido.
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Outro aspecto importante ¢ que os tenddes que foram alongados trés vezes por semana
exibiram caracteristicas semelhantes aos que foram alongados cinco vezes. Sendo assim, o
alongamento, quando realizado com a freqiiéncia de trés vezes por semana, ja funciona como
um estimulo capaz de alterar as caracteristicas bioquimicas e estruturaris dos tenddes.

Os tenddes servem primariamente para realizar a transferéncia de forca dos musculos
para os 0ssos, sendo capazes de suportar altas forgas de tensdo (Benjamin; Ralphs, 1998).
Além disso, exibem a capacidade de reparagdo apds sofrerem injuria (Mello; Vidal, 2003) e
também respondem ao exercicio e a imobilizagdo (Frank et al,1987; Woo et al, 1988). Essas
caracteristicas sugerem um comportamento dinamico do tenddo, pois suas células sdo
capazes de detectar mudangas na intensidade, direcao ou tipo de for¢a mecanica e coordenar
sua resposta para alterar a composicao da MEC.

Durante o alongamento, o tendao calcanear recebe uma forca de estiramento maior do
que o normal tanto na regido proximal ou de tensdo quanto na distal ou de compressao.
Nossas observagdes mostraram um aumento da metacromasia tanto na entese como na regiao
de compressdo de tenddes alongados e corados com AT. Este corante catidnico, com
estrutura molecular planar (Vidal, 1980) em pH 4, liga-se preferencialmente aos grupamentos
fosfatos dos acidos nucléicos e aos radicais sulfato e carboxila das cadeias de GAGs na MEC,
e tais cadeias estdo dispostas longitudinalmente ao longo do eixo principal das fibrilas de
colageno (Vidal, Vilarta, 1988; Mello, Vidal, 2003), de modo a otimizar as interagdes
eletrostaticas entre as cargas negativas dos GAGs ¢ positivas do colageno (Vidal, 1964;
Mello, Vidal, 1973).

A forte metacromasia observada na regido que contorna o calcaneo indica que nesta
areca ha uma maior concentracdo de PGs, devido a presenga mais intensa de forgas
compressivas. Aparentemente esta compressdao ndo ocorre em toda a largura do tendao, mas

parece estar concentrada em uma area deteminada da regido que contorna o calcaneo.
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Na regido da entese e também proximo a ela, em tenddes alongados, foi observado um
aumento na quantidade de células arredondadas assim como um aumento na intensidade de
metacromasia, o que indica um maior acimulo de PGs em resposta ao aumento da forca
tensional durante o alongamento. Benjamin e Ralphs (1998), descreveram que um dos
exemplos mais 6bvios da modificacdo da matriz ¢ a formacao de matriz fibrocartilaginosa em
sitios em que os tenddes estdo sob compressdo. Essa matriz fibrocartilaginosa contém
moléculas caracteristicas de tecidos fibrosos, como colageno tipo I e tipo III, que sao
importantes para resistir as forgas de tensdo, e também macromoléculas proprias de
cartilagem, colageno tipo II e agrecam, que contribuem para resistir as forcas de compressao
(Wagget et al, 1998). Essas alteragdes como mudangas na morfologia celular e na quantidade
de proteoglicanos, observadas na regido da entese de tenddes alongados, devem ser
importantes para que o tenddo ndo sofra deformagdes na interface com o 0sso.

As células do tenddo sdo sensiveis as mudancas na forga fisica imposta sobre o tendao
(Merrilees et al, 1980). Alguns tenddes contornam articulagdes e recebem forgas
compressivas perpendiculares(Vogel, Koob,1989; Benjamin, Evans,1990). Estas, tornam-se
mais intensas durante o alongamento, e possivelmente tenham relagdo com o acumulo de
calcio observado na regido em que o tendao sofre compressdo do calcaneo.

Estudos feitos em 1980 por WOO e colaboradores mostraram que em tenddes
submetidos ao exercicio hd uma alteracio na produg¢do de colageno que promove
mudangas tanto microscopicas e macroscopicas, que levam ao fortalecimento do tendao.
No caso do alongamento, observamos, especialmente na regido de tensdo, a matriz mais
fortemente corada nos tenddes alongados do que nos ndo alongados, sugerindo uma presenca
mais marcante de coldgeno ou uma maior agregacao dos feixes de colageno. Nesta regido e

também na de compressdo ocorreu uma maior celularidade nos tenddes alongados trés e
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cinco vezes em relagdo ao controle. Esses dados foram confirmados com a contagem dos
nucleos nas laminas que foram submetidas a Reacao de Feulgen.

A anadlise da eletroforese dos componentes extraidos em hidrocloreto de guanidina 4M
mostrou que uma maior quantidade de coldgeno foi extraida da regido de tensdao de tenddes
alongados cinco vezes, sugerindo que o alongamento ocasiona aumento na producao de
colageno tipo I, tal como ocorre em tenddes de animais submetidos a exercicios fisicos (Woo
et al, 1980), e que tem como conseqiiéncia, o fortalecimento de tenddes de musculos
exercitados. Esses resultados confirmam as observagoes feitas em cortes de tenddes corados
com HE, onde a matriz mais intensamente corada foi encontrada nos tenddes alongados.
Além da presenca de colageno nas amostras estudadas, merece atengdo a presenga de uma
banda polidispersa, na posi¢ao referente a 65 kDa, que foi igualmente encontrada em tendoes
alongados e ndo alongados. Este componente apresenta um comportamento eletroforético
semelhante ao do pequeno proteoglicano fibromodulim, que esta relacionado com a
modulacdo e regulagdo da fibrilogénese do coldgeno, atuando no comportamento das fibrilas
(Vogel et al 1994; Hedbom, Heinegérd, 1989).

Variagdes regionais ocorrem na composicdo dos tenddes, quando determinadas
por¢des experimentam forcas compressivas e de friccdo em adi¢do as for¢as de tensao
exercidas pelos musculos. Essas forcas levam ao desenvolvimento de estruturas
fibrocartilaginosas (Vogel, Koob, 1989, Benjamin, Ralphs, 1998) e sua diferencia¢do e
manuten¢do sdo dependentes da estimulagdo mecanica(Gillard et al, 1979; Vogel, Koob,
1989). Uma caracteristica do tendao dessas regides ¢ a presenca de pequenos proteoglicanos,
principalmente de dermatam sulfato, na regido de tensdo (Vogel, Heinegéard, 1985) e de
grandes proteoglicanos de condroitim sulfato nas regides que recebem forcas compressivas

(Koob, Vogel, 1987).
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Nossos dados mostraram a presenca de CS somente nas regides de compressao e de
DS em ambas regides tanto no grupo controle como nos alongados trés e cinco vezes por
semana, mostrando que o alongamento nao interferiu no tipo de GAG de cada regido. Esses
resultados foram confirmados com a utilizacao de condroitinases AC ¢ B e estdo de acordo
com o que foi descrito por Covizi e colaboradores em 2001, que mostraram as diferencas
regionais ao longo do tenddo quanto a estrutura, ao tipo de GAGs, propriedades de
intumescimento e distribuicao de fibras elasticas em diferentes tendoes de ratos.

Em relagdo a quantidade de GAGs, Benevides e colaboradores (2004), realizaram um
estudo comparativo,com tenddes flexores superficiais de frangos criados em ambiente restrito
e amplo, e mostraram que ndao houve diferenga no conteudo de GAGs na regido de
compressdo entre esses dois grupos, porém na regido de tensdo foi descrito uma maior
quantidade de GAGs nos tenddes de animais criados em ambiente amplo. Nossos resultados
mostraram um aumento na quantidade de GAGs nos tenddes que foram submetidos ao
alongamento em ambas regides, o que indica que a forga aplicada durante esse procedimento
foi responsavel pelo aumento na sintese de GAGs.

Os tenddes alongados trés e cinco vezes por semana também exibiram maior
quantidade de proteinas nas regides de tensdo e de compressdo, como foi descrito Slack e
colaboradores (1984), que mostraram maior atividade de sintese dos componentes da matriz
em tenddes de animais submetidos a atividades fisicas mais intensas.

Nossos resultados mostraram alteragdes morfologicas e estruturais nos tenddes dos
animais que foram submetidos ao protocolo de alongamento, como ocorrido no musculo
soleo apds imobilizacdo e alongamento (Coutinho er al, 2004). Com o alongamento, foi
observado um aumento no niumero de células, que passaram a sintetizar mais intensamente os

componentes da MEC, visando o fortalecimento do tendao.
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Com as informagdes descritas neste trabalho, torna-se evidente que o alongamento
pode ser util para prevencao de lesdes nos tenddes, sendo recomendado para pessoas
saudaveis e também para pacientes que apresentem algum tipo de tendinopatias, pois acarreta
mudancas na quantidade das células e na composicdo da matriz extracelular, com
conseqiiente fortalecimento do tenddao. Um maior conhecimento sobre os mecanismos de
modulacdo que determinam a readaptacdo de um tecido frente as mudancas de forgas,
principalmente relacionadas com a presen¢a maior ou menor de for¢as de tragdo, e como as
células respondem as mudancas, podera auxiliar na defini¢do de um programa de tratamento

e prevengao de lesdes.
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Figura 1: Cortes longitudinais de tenddes corados com HE. A, C e E correspondem a regido
da entese de tenddes controle (A), alongados trés (C) e cinco vezes (E). Observe na entese a
presenga de células alongadas ( P ) nos tenddes controle (A) e células arredondadas nos
tenddes alongados (== ) trés(C) e cinco vezes (E). B, D e F representam a regido de tensao
de animais controle (B), alongados trés (D) e cinco (F) vezes. Nota-se maior quantidade de
células e matriz extracelular mais fortemente ( * ) corado por eosina, nos tenddes alongados

(D e F). Barra=75pum
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Figura 2: Cortes longitudinais dos tenddes corados com AT. A, C e E correspondem a entese
de tenddes controle (A), alongados trés (C) e cinco vezes (E). Observe um aumento na
quantidade de células com morfologia arredondada ( === ) nos tenddes alongados (C, E) e
matriz territorial mais fortemente metacromatica especialmente nos tenddes alongados cinco
vezes (E). B, D e F correspondem as regides proximas a entese dos tenddes grupo controle
(B), alongado trés (D) e cinco vezes (F) por semana. Note a metacromasia mais intensa ( * )

na MEC dos tenddes destes dois ultimos. Barra=75um
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Figura 3: Cortes longitudinais dos tenddes, corados pela Reagdo de Feulgen para evidenciar
o nucleo das células. A, C e E representam a regido da entese de tenddes controle (A),
alongados trés (C) e cinco vezes (E). Os nucleos da regido da entese em tenddes alongados
(C, E) aparecem arredondados (=== )e em maior numero do que no controle (A). No caso da
tensdo, (B, D, F) de animais alongados trés (D) e cinco vezes(D), os nucleos ( p ) exibem

formato alongado. Barra= 100 pm.
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Figura 4: A quantidade de nucleos totais e com morfologia esférica e alongada das regides
da entese e de tensdo dos trés grupos experimentais. Os valores estdo expressos em numero
de nucleos/mm?. Observe que em ambas regides ocorreu um aumento na quantidade de
nucleos nos tenddes dos grupos alongados. # p< 0.05, quando cada regido dos grupos

alongados foi comparada com o grupo controle.
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Figura 5: Cortes longitudinais dos tenddes submetidos a Reagdo de Von Kossa e contra-
corados com Hematoxilina. Observe que a maior deposi¢ao de célcio ( * ) ocorre nos tendoes
alongados trés (B) e cinco vezes (C), em relacdo ao controle (A). Células arredondadas
(== ) circundadas por matriz com depdsitos de calcio podem ser vistas no tenddo controle.

Barra=75um
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Figura 6: Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida das regides de tensdo e compressao dos
grupos controle ¢ dos que foram submetidos ao alongamento trés e cinco vezes por semana.
Nas regides de tensdo (T/cont, T/3x, T/5x), observe a maior quantidade de colageno tipo I
(=== ) e de proteinas com 71 e 83 kDa (—) no grupo alongado 5x (T/5x), Nas regides de
compressdo (C/cont, C/3x, C/5x), note uma maior quantidade de colageno ( === ) NOS
tenddes alongados trés vezes (C/3x) em relagdo ao alongado cinco vezes. O componente de
65 kDa (p) foi igualmente detectado em todas as amostras. Padrdes de baixo peso molecular
(LMW) e de colageno tipo I (Col), foram analisados em paralelo no gel. As cadeias al e a2

do colageno foram destacadas.
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Figura 7: Eletroforese em gel de Agarose das regides de tensdo (T) e compressdo (C) dos
grupos controle , alongado trés e cinco vezes. As regides de tensdo de todos os grupos
apresentaram dermatam sulfato, enquanto que na regido de compressdo também ocorreu a
presenga de condroitim sulfato. Em todos os géis foi utilizado um padrdo contendo

condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato. A seta indica a direcdo da corrida.
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Figura 8: Gel de Agarose dos GAGs de tenddes controle e alongados sem (1) e com
tratamento com chase AC(2) e chase B (3). O GAG da regiao de tensdo de tenddes alongados
e ndo alongados ndo foi digerido por chase AC(2) mas sim pela chase B(3). Na regido de
compressdo aparecem bandas nas posi¢des correspondentes a CS e DS, que foram digeridas

respectivamente por chase AC (2) e B (3).
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Figura 9: Concentragdes de glicosaminoglicanos (mg/g de tecido) das regides de tensdo e de
compressdo dos grupos controle, e dos que foram alongados trés e cinco vezes por semana.
Em ambas regides foi observada uma maior quantidade de GAGs nos grupos alongados em
relacdo ao controle. Nao houve diferenca significativa quando comparou-se a quantidade de

GAGs dos grupos alongados trés e cinco vezes. # p < 0.05, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 10: Dosagem de proteinas (mg/g de tecido) das regidoes de tensdo e de compressao
dos diferentes grupos. Observe que os grupos alongados apresentaram maiores quantidades
de proteinas quando comparados com o controle. Entre os grupos alongados, ndo houve

diferenga significativa no contetido de proteinas. * p < 0.05, em relagdo ao grupo controle.
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Alguns estudos tém mostrado alteracdes na MEC e nas propriedades mecanicas de
tenddes devido a pratica de atividades fisicas, mas muito pouco se sabe sobre os efeitos dos
processos de alongamento sobre a MEC dos tenddes. O objetivo desse trabalho foi analisar se
o alongamento ocasiona mudangas na composic¢ao e nas propriedades mecanicas dos tendoes.
Os animais foram divididos em trés grupos: controle, que corresponde aos ndo alongados,
alongados trés e cinco vezes por semana, durante 21 dias. Apods esse periodo, os tenddes
calcaneares foram retirados e utilizados para dosagem de hidroxiprolina ¢ ensaio mecanico
sob tracdo. Andlise dos resultados das regides de tensdo e compressao mostrou maiores
quantidades de hidroxiprolina nos grupos alongados, sugerindo a presen¢a de uma maior
quantidade de coldgeno. No ensaio mecanico sob tracdo, os tenddes dos grupos que foram
submetidos ao alongamento trés e cinco vezes, exibiram valores de tensdo maxima
superiores, em relacdo ao controle, porém a deformacdo sofrida foi semelhante nos trés
grupos. O Modo de Young OU Modulo Elastico também foi calculado, e os resultados
mostraram que os tenddes alongados apresentaram-se mais resistentes. Esses dados indicam
que o estimulo do alongamento acarreta alteracdes na sintese dos componentes da matriz e

nas propriedades mecanicas dos tenddes.
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INTRODUCAO

Os tecidos e 0rgdos sao estruturas dindmicas capazes de se adaptarem mecanicamente
e estruturalmente em resposta as for¢as num fenomeno de adaptacao funcional, para atender a
demanda biomecanica (Hayashi, 1996).

Os tenddes ndo se comportam como um material inextensivel, mas agem como molas
biologicas que se alongam elasticamente, armazenam e liberam energia durante a locomogao,
além de regular a performance mecanica dos musculos (Alexander, 1981; Zajac, 1989). Sao
compostos principalmente por moléculas de coldgeno do tipo I, que estdo arranjadas em
fibras e feixes de fibras, dispondo-se paralelamente ao maior eixo do tenddo (Vidal, 1970;
Nimni, Harkness, 1988; Vidal, Carvalho, 1990; Liu et al, 1995; O’Brien, 1997) em
combinag¢do com proteoglicanos e proteinas ndo colagénicas.

As moléculas de colageno sdo constituidas por trés cadeias o, formando uma tripla
hélice. Geralmente as extremidades ndo estdo em conformagdo helicoidal, favorecendo a
ocorréncia de ligagdes cruzadas (crosslinks) entre as moléculas. Estas, associam-se para
formar as fibrilas e posteriormente as fibras colagenas. As propriedades biomecanicas dos
tendoes estdo relacionadas com a orientag@o das fibrilas e feixes de fibrilas de colageno, com
o diametro dessas fibrilas, bem como ao seu grau de organizagdo ¢ ordem molecular (Birk et
al., 1989; Vilarta, Vidal, 1989; Vidal, Carvalho, 1990). Desta forma, as fibrilas sao
elementos responsaveis pela resisténcia de um tenddo, e a eficiéncia deste mecanismo
depende do direcionamento paralelo destes elementos com a dire¢do das forgas a que estdo

sujeitas (Hukins; Aspden, 1985).
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Cribb e Scott (1995) destacaram a fungao dos proteoglicanos na estabilidade estrutural
dos tenddes e descreveram que essas moléculas encontram-se arranjadas ortogonalmente em
relagdo aos feixes de colageno. Alguns estudos tém sugerido que o “core” protéico dos
proteoglicanos estdo inclinados em relacao aos feixes de colageno e os glicosaminoglicanos
ficariam dispostos paralelamente a esses feixes (Vidal; Mello, 1984).

Os feixes de colageno em repouso apresentam arranjos regulares e sinuosos
denominados de "crimp" (Gathercole; Keller, 1991) que permitem ao tenddo reduzir o
impacto de uma for¢a de tragdo sobre o osso onde o tendao se insere. Sob tensdo, esse
padrdo ondulado do crimp se altera, ndo sendo mais visivel, sugerindo que a extensdo inicial
do tendao envolve o alongamento do crimp (Cribb; Scott, 1995).

A curva de Tensao — Deformacao do tenddo é caracterizada por uma regido inicial ndo
linear, com baixa tensdo, conhecida como “toe region”. Em seguida, ha uma regido linear,
caracterizada como a fase eléstica do tendao e por ltimo, encontra-se uma regido ndo linear,
na qual ocorre ruptura do tendao (Silver ef al, 1992). Na “toe region”, uma pequena forga de
tensdo ¢ necessaria para que ocorra alongamento do crimp, iniciacdo do alongamento da
tripla hélice, das extremidades nao helicoidais e dos crosslinks (Mosler et al, 1985). Na
regido linear, o alongamento molecular e o deslizamento molecular e fibrilar sdo os modos
predominantes de deformacdo, até ocorrer a ruptura do tenddo, ap6s a quebra das ligagdes
cruzadas entre as moléculas de colageno e fibrilas (Silver et al, 1987; Torp et al, 1975).

As propriedades mecanicas dos tenddes tém sido bastante estudadas. Alguns trabalhos
mostraram que essas propriedades alteram-se durante o desenvolvimento, com a idade (Torp
et al, 1975; Mc Bride, 1988) ¢ em resposta a atividade fisica (Woo er al, 1980).

Porém ainda ndo existem muitos estudos relacionando propriedades mecanicas, ou
composi¢cdo da MEC de tenddes com um protocolo de alongamento. Nosso estudo ¢ o

primeiro a verificar as propriedades biomecanicas dos tenddes que foram submetidos a
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alongamentos intermitentes e embora por questdes éticas, tenha sido desenvolvido em ratos,
as conclusdes sdo aplicaveis para humanos. Assim, nosso objetivo foi avaliar o conteudo de
colageno das regides de tensdo e compressao de tenddes calcaneares de ratos submetidos ao
alongamento e também os efeitos deste procedimento sobre as propriedades mecanicas desse

tecido.

MATERIAIS E METODOS
1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos wistar machos, adultos jovens, com trés meses pesando entre
250 e 350 gramas. Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, com

livre acesso a agua e ragao.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Conforme protocolo utilizado no Laboratério de Neurociéncias do Departamento de
Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos, os animais foram divididos em trés
grupos:

Grupo I: grupo controle, no qual ndo foi realizado nenhum procedimento. Os
animais foram apenas mantidos na gaiola durante o periodo do experimento

Grupo II: os animais foram submetidos ao alongamento por 30 segundos, com 30
segundos de relaxamento com 10 repeti¢des, 3 vezes por semana num periodo de 21 dias.

Grupo III: os animais tiveram seus musculos alongados por 30 segundos
intercalados com 30 segundos de relaxamento, com 10 repetigdes, 5 vezes por semana num
periodo de 21 dias.

Apos cada sessdo de alongamento os animais foram mantidos em gaiolas e em cada

uma ficaram apenas dois animais, para que fosse possivel uma boa locomogao.
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3. PROCEDIMENTOS PARA O ALONGAMENTO

Os animais foram anestesiados com inje¢dao intra-peritoneal de Ketamina (80
mg/Kg) e Xylazina (5 mg/Kg). Para o alongamento, a articulagdo tibiotarsica foi mantida em
flexdo dorsal na amplitude méxima por 30 segundos intercalados com 30 segundos de
relaxamento, sendo realizadas 10 repeti¢des como descrito anteriormente. O alongamento foi

feito manualmente a fim de mimetizar uma situacdo clinica conforme descrito por Ikeda

(2003).

4. ANALISE BIOQUIMICA
4.1 Quantificacio de hidroxiprolina

Amostras das regides de tensdo e de compressao foram hidrolisadas em HCI 6N na
propor¢ao de ImL para cada 10 mg de tecido, por 4 horas a 130° C. Do material hidrolisado,
foram utilizados somente Sul. para cada leitura. A essa quantidade de amostra foi
acrescentado 1 mL de solugdo de cloramina T (1,41 g de cloramina T, 10 mL de agua, 10 mL
de n-propanol ¢ 80 mL de tampao pH 6,0). Apos 20 minutos foi adicionado 1 mL de aldeido
perclorico ( 15 g de dimetilaminobenzaldeido, 60 mL de n-propanol, 26 mL de acido
perclorico a 60% e n-propanol para completar o volume para 100 mL). O material foi

incubado por 15 minutos em 60° C, resfriado e analisado em espectrofotometro em 550nm.

5. ENSAIO MECANICO SOB TRACAO

Apbs o sacrificio dos animais, os musculos gastrocnémio e séleo, o tendao calcanear,
0 0sso calcaneo e também as falanges foram retiradas, como uma peca tnica. Seis tenddes de
cada grupo foram utilizados para o ensaio mecanico, e estes foram mantidos em solucao
fisiologica at¢ o momento do teste para evitar o ressecamento das fibras. Antes do teste,

determinou-se o comprimento, a largura e a espessura de cada tenddo com o auxilio de um
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paquimetro e retiraram-se os musculos ao final do tenddao. Os tenddes foram fixados por
garras ao anteparo mecanico, que prenderam a jun¢do miotendinosa em uma extremidade e
0s 0ssos proximos ao calcaneo na outra, conforme descrito por Benevides et al, 2004.

Os testes foram realizados em maquina servohidraulica de teste de materiais, modelo
TETSTAR II, da marca MTS do Departamento de Engenharia de Materiais na Faculdade de
Engenharia Mecanica — UNICAMP. Durante o teste, os tenddes foram submetidos a um
aumento gradual de carga em uma velocidade constante de 20 mm/min usando célula de
carga de 1KN (Tohyama; Yasuda, 2000) até ocorrer o rompimento do tendao.

Para cada grupo foram analisados os valores de sec¢do transversa  (ST=qx R x r,
onde R ¢ o raio maior, e r o menor), de forca maxima, deslocamento maximo, tensdo maxima
( T=for¢a maxima/ area de seccdo transversa) Esses dados referem-se a média dos valores
encontrados nos tenddes de cada grupo.

Com as médias aparentes da tensdo e deformacao, feitas a partir da superposi¢ao dos
valores, construiu-se o grafico de Tensdo x Deformagdo ( L =Lf — Li / Li, onde Lf ¢ o
comprimento final antes de ocorrer a ruptura do tendao, e Li é o comprimento inicial). Com
esse grafico, foi possivel calcular o Modulo de Young ou Mddulo elastico que determina a
rigidez do tecido, e ¢ definido como a inclinagdo da por¢ao linear da curva na fase elastica

(Louis-Ugbo et al, 2004)

6. ANALISE ESTATISTICA
As dosagens e quantificacdes dos grupos foram comparadas utilizando-se a analise de

variancia (ANOVA) com p<0.05.
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RESULTADOS
Dosagem de Hidroxiprolina

A quantificacdo de hidroxiprolina foi feita para estimar uma possivel variagdo no
conteudo de colageno em tenddes alongados e ndo alongados. A regido de tensao do grupo
que foi submetido ao alongamento 5 vezes por semana apresentou maior concentragao
quando comparado com os grupos controle e alongado 3 vezes, sendo essa diferenca

altamente significativa (Fig. 1).

Na regido de compressao dos grupos alongados, observou-se maior quantidade de
hidroxiprolina em relagdo ao controle. Porém, quando comparou-se o conteido de
hidroxiprolina dos grupos alongados trés e cinco vezes, ndo houve diferenga significativa

entre oS mesmos.

ENSAIO MECANICO SOB TRACAO

Os tenddes dos grupos controle e alongados, apresentaram comportamentos diferentes
durante o ensaio mecanico sob tragdo. Foram analisados dados reais que correspondem a
média dos valores maximos de cada parametro, assim como valores aparentes, que se referem

a uma superposicao das curvas para construg¢do dos graficos de tensdo x deformagao.

Analises dos dados reais mostraram que a secgao transversa dos tenddes (fig. 2A) e o
deslocamento (fig. 2B) sofrido foram semelhantes nos trés grupos, ndo havendo diferenca
significativa entre os valores. A for¢a maxima (fig. 2C) e a tensdo maxima (fig. 2D) foram
significativamente superiores nos grupos alongados, quando comparada com o controle, nao
havendo diferenca significativa entre os alongados. Os valores de tensdo maxima dos grupos
controle, alongados trés e cinco vezes foram de 1,03, 1,28 e 1,22N, respectivamente. Essa

diferenga entre os valores de tensdo maxima (T=forga/area) ocorreu devido ao aumento da
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forga, tendo em vista que a seccdo transversa dos tendoes dos trés grupos apresentou-se
semelhante. Sendo assim, estes tenddes foram capazes de suportar for¢cas maiores, sofrendo

um deslocamento semelhante ao do grupo controle.

No grafico de tensdo x deformagao (fig. 3), os tenddes alongados exibiram valores de
tensao superiores quando comparados com o controle. A deformagdo sofrida apresentou-se
semelhante nos trés grupos, sugerindo que os tenddes alongados sdo capazes de suportar
maiores cargas de tensdo do que os tenddes ndo alongados. Ainda nesse grafico, foram feitos
os calculos do moédulo elastico ou médulo de Young (fig. 4), no qual os tenddes alongados
trés e cinco vezes exibiram valores superiores ao do controle, o que indica que estes
primeiros sdo mais resistentes. Os valores do modulo elastico dos tenddes do grupo controle
e dos alongados trés e cinco vezes foram 33, 53 e 49MPa, respectivamente. Nao houve

diferenga significativa entre os valores dos grupos alongados.

DISCUSSAO

A maior quantidade de hidroxiprolina encontrada na regido de tensdo dos animais
alongados cinco vezes em relacdo ao alongado trés vezes e ao controle, sugere que o
alongamento estimula as células a produzirem mais colageno (Woo et al, 1980; Benevides et
al, 2004). Porém, os resultados dos testes mecanicos ndo acompanharam a propor¢ao de
hidroxiprolina, ou seja, os tenddes alongados trés e cinco vezes, exibiram valores
semelhantes de modulo elastico, o que indica que ambos tém a mesma rigidez, porém, maior
que do controle. Dessa forma, supde-se que embora tenha ocorrido um estimulo na sintese de
colageno, especialmente na regido de tensdo do grupo alongado cinco vezes, os feixes
colagénicos ndo exibiram maior resisténcia a ruptura. E possivel que neste caso, os feixes de
colageno recém-formados, ndo apresentassem ligagdes cruzadas suficientes para suportar

maiores niveis de tensao.
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Os tenddes exibem respostas adaptativas ao uso cronico e ao desuso, além de
desenvolverem propriedades mecanicas diferentes devido as alteragdes nas forgas e fungdes
(Butler er al, 1978; Woo et al, 1980). Shadwick em 1990, realizou um estudo comparativo
utilizando tenddes flexores e extensores de porco e demonstrou que os flexores, que sdo
tendoes sujeitos a niveis de forcas mais intensas, eram mais espessos € também mais elasticos
que os extensores.

Estudos feitos por Curwin e colaboradores (1988) mostraram alteragdes nas
propriedades estruturais e bioquimicas de tenddes de animais submetidos a um programa de
exercicios prolongados. Em nosso estudo também foram encontradas alteragcdes bioquimicas
e nas propriedades biomecanicas devido ao protocolo de alongamento utilizado, em que o
tenddo sofre uma forca de tensdo maior durante um determinado periodo. A forga de tensao
possui um efeito positivo na resposta de reparo intrinseca do tenddo, pois aumenta a
proliferacdo dos fibroblastos, a sintese protéica, ocasionando um aumento de colageno na
matriz extracelular (Slack er al, 1984)

A curva de tensdo x deformacao de um tendao pode ser dividida em trés regides: a toe
region, que € o inicio da curva, caracterizada pelo alongamento dos crimps, a regido linear, na
qual o tenddo ¢ reversivelmente extensivel e a regido de ruptura, na qual a extensao das fibras
do tenddo prejudica sua estrutura (Cribb; Scott, 1995). Andlise das curvas de tensdo x
deformagdo dos tenddes do grupo controle e dos alongados trés e cinco vezes por semana,
mostraram que os tenddes alongados suportaram niveis de tensdo superiores, antes de
romperem. Em 1995, Cribb e Scott compararam a tensdo dos tenddes da cauda de ratos com
idades de 3 e 10-12 semanas e constataram que os tenddes deste ultimo grupo suportaram
niveis superiores de tensdo, antes da ruptura. Essa resisténcia a tensdo esta provavelmente

relacionada a quantidade de cross-links entre as moléculas de coldgeno (Viidik, 1978).
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As fibrilas de colageno organizadas em fibras, também sdo responsaveis pela estabilizacao da
estrutura e dos atributos mecanicos do tecido (Ezura, 2000).

Os valores de modulo eléstico encontrados neste trabalho diferem dos encontrados em
tenddoes humanos, onde esses valores foram 585 MPa para aponeurose plantar (Kim;
Voloshin, 1995), 1161-1673 MPa para tenddes da mao (Carlson et al, 1993), 504-660 MPa
para o tenddo patelar (Johnson et al, 1994) ¢ 1160 MPa para o tendio do musculo
gastrocnémio (Magnarius; Paul, 2002). Esses valores sdo superiores aos encontrados em
tenddes de ratos, por estarem sujeitos a forgas fisioldgicas diferentes.

Este trabalho demonstrou que o alongamento ocasionou alteragdes no conteudo de
colageno e nas propriedades biomecanicas, tendo em vista que os tenddes alongados
apresentaram-se mais resistentes a ruptura. Assim, torna-se evidente que alteragdes nas forcas
biomecanicas que atuam sobre os tenddes acarretam alteragdes no conteudo dos componentes

da matriz extracelular, a fim de que o tecido suporte uma maior demanda funcional.
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Figura 1: Concentracdo de hidroxiprolina (mg/g de tecido) das diferentes regides de cada
grupo. Observe a regido de tensdo dos animais alongados cinco vezes com maior
concentragdo de hidroxiprolina. Ja na regido de compressdao dos tenddes alongados trés e
cinco vezes, ocorre maior concentragdo de hidroxiprolina em relagdo ao controle, mas nio ha
diferenga significativa entre os grupos alongados. * p<0.05, entre as regides de tensdo

alongadas; # p<0.05 em relag@o ao controle.
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Figura 2: Graficos sobre as propriedades mecanicas do tendao calcanear de ratos alongados e
ndo alongados. A seccdo transversa (fig. 2A) e o deslocamento sofrido (fig. 2B) durante o
teste foram semelhantes nos tenddes dos grupos controle e alongados. Observe que a forca
maxima(fig. 2C) e a tensdo maxima (fig. 2D) foram maiores nos tenddes dos animais

submetidos ao alongamento trés e cinco vezes. # p<0.05 em relagao ao controle
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Figura 3: Curva de Tensdo x Deformacdo do tenddo calcanear de ratos alongados e nao
alongados. Note que os tenddes dos grupos alongados trés e cinco vezes apresentaram valores
de tensdo maxima superiores em relagdo ao controle, com deformagdo semelhante. Os

desvios padrdes estio representados nos eixos x e y.
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Figura 4: Grafico ilustrando os valores do modulo elastico dos tenddes calcaneares dos
grupos controle e dos alongados trés e cinco vezes. Note que estes ultimos apresentaram
valores superiores, em relagdo ao controle, ndo havendo diferenca significativa entre os

mesmos. # p<0.05 em relag¢do ao controle.
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CONCLUSOES

o O alongamento ocasionou mudancas na morfologia, na quantidade, no alinhamento ¢
no metabolismo das células, que passaram a sintetizar maiores quantidades dos componentes
da matriz extracelular;

o Os tenddes alongados exibiram maiores quantidades de glicosaminoglicanos, de
proteinas nao colagénicas e de colageno;

o Os procedimentos de alongamento nao interferiram no tipo de glicosaminoglicano das
regides de tensdo e de compressdo. A primeira apresentou dermatam sulfato, enquanto que
nesta ultima constatou-se a presenga de condroitim sulfato e de dermatam sulfato;

o Os tenddes dos animais dos grupos alongados mostraram-se mais resistentes a
ruptura, quando submetidos aos ensaios mecanicos sob tragao.

. Analisando as alteragdes ocorridas nos tenddes, ficou evidente que os procedimentos
de alongamento realizados trés vezes por semana t€ém o mesmo efeito do que os com a

freqiiéncia de cinco vezes.
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