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RESUMO &

RESUMO

O tendio € um tipo de tecido conjuntivo denso onde hd um predominio de matriz
extracelular (MEC) em relagio a quantidade de células. Sua principal funcéo € transmitir
as forcas de tensdo geradas pela contracio do misculo onde ¢le se origina ao 0sso no
qual ele se insere. Os principais componentes da MEC de tenddes sdo o coldgeno do
tipo I, os pequenos proteoglicanos (PGs) e as proteinas ndo colagénicas (PNC). Existem
tendoes que passam proximo a um osso em uma articulagdo antes da insercdo, que
ocorre numa direcdo diferente do musculo, € neste caso sio denominados "wrap
around", € no local em que estdo sob a articulagdo recebem forcas de compressio e
friccdo adicionais as forgas de tensdo. Neste local geralmente ocorre o desenvolvimento
de uma estrutura fibrocartilaginosa com feixes de coldgeno espessos, quantidade elevada
de PG e c€lulas semelhantes a condrdcitos. O objetivo deste trabalho foi analisar a
composi¢do de PNC e pequenos PGs da MEC de diferentes regides do tendio do
miusculo flexor digital profundo (TFDP), do tendido do musculo flexor digital superficial
(TFDS) e do tenddo calcanear (TC), que por apresentarem trajeto ndo linear
provavelmente estdo sob a acdo de forgas de compressio e friccdo além das forcas de
tensdo. O TFDP ¢ o TFDS foram divididos em regides denominadas proximal,
intermedidria e distal, enquanto o TC foi dividido nas regites proximal e distal. Todas as
regides dos trés tenddes foram extraidas com 25 volumes de cloridrato de guanidina
(GuHCl) 4M com inibidores de proteases. As dosagens de proteinas realizadas em cada
extrato mostraram que no TFDP havia uma maior presenca de proteinas nio
colagénicas/mg de tecido, sendo que nas regides intermedidria e distal esta proporg¢io foi
maior. Com relagdo as dosagens de glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados, apds
digestdo com papaina, foi verificado que a regido distal do TC apresentou uma maior
quantidade de GAG/mg de tecido, comparando com as regides dos TFDP ¢ TFDS. De

um modo geral, a quantidade de GAG/mg de tecido, nos trés tenddes, foi sempre maior
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nas regioes em que os tenddes contornam a articulacdo. O GAG dermatam sulfato foi
encontrado em todas as regides nos trés tendoes na eletroforese em gel de agarose,
enquanto condroitim sulfato foi encontrado apenas nas regides que estio sob forgas de
compressao do TFDP ¢ do TC. Amostras de todos os extratos foram fracionadas em
coluna de DEAE-celulose. O material ligado a resina foi eluido da coluna em gradiente
linear de NaCl de 0 a 1 M, ¢ as fragoes analisadas em SDS-PAGE 4 a 16 % com € sem
2-mercaptoetanol (2-Me). Em todas as regides dos trés tenddes observou-se a presencga
de componentes com Mr entre 94 kDa e 232 kDa. O pequeno PG fibromodulim foi
encontrado em todas as regides dos TFDP, TFDS ¢ TC, e pelo resultado do teste
imunoquimico podemos deduzir que possui duas isoformas do PG. Uma caracteristica
interessante deste fibromodulim foi seu comportamento em SDS-PAGE migrando mais
lentamente quando ndo era previamente incubado com 2-Me. O componente polidisperso
com Mr na faixa de 67 a 115 kda, provavelmente decorim, também foi encontrado em
todas as regides dos tendoes TFDP, TFDS e TC. A presenca desses pequenos PGs em
tecidos tipicamente fibrosos deve-se a sua provavel fungio de regular a fibrilogénese das
moléculas de coldgeno. As propriedades de intumescimento apresentadas pelos trés

tenddes foram tipicas de uma matriz colagénica fibrosa.
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ABSTRACT

Tendon is a typical example of done connective tissue, with a predominance of
extracellular matrix (ECM). Its main function is transmitting tension from the muscle
to the bone. The main ECM component of tendons are type I collagen, small
proteoglycans and non collagenous proteins. Tendons which pass under bones are
called a wrap around tendon, and way receive compression and frictional forces in
adhesion to tensile forces. Normally, this region has a structure similar to a
tibrocartilage with collagen fibers and elevated levels of glycosaminoglycans, with cells
resembling chondrocytes. The purpose of this work was to analyse the composition of
non collagenous proteins and small proteoglycans present in the ECM of different
regions of the deep digital flexor tendon (DDFT), superficial digital flexor tendon
(SDFT) and calcanear tendon (CT). These tendons probably experience compressive
and frictional forces in addition to tensile forces. The DDFT and SDFT were divided
in proximal, intermediate and distal regions, while the CT was divided in proximal and
distal regions. Every region was treated with 25 volumes of 4M guanidine
hydrochloride (GuHCl) with proteases inhibitors. Quantitation of proteins in each
extract showed that in DDFT there was a larger presence of non collagenous
protein/ g of tissue than in the other two tendons. In the intermediate and distal
region of the DDFT, the proposition of this protein was higher. In relation to the
presence of sulfated glycosaminoglycans (GAGs), after papain digestion, more
GAG/mg of tissue was found in the distal region of CT, compared to the regions of
the DDFT and SDFT. In general, the amount of GAG/mg of tissue, was always higher
in regions where the tendon passed under the joint. Eletrophoresis in agarose gel

showed the presence of sulfate dermatan, in all regions of the three tendons, while
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chondroitin sulfate was found only in regions passing under bone, in BDFT and CT.
Samples of every extract were fractioned on a DEAE-celulose column. The bound
material was eluted with a linear gradient of 0-1M NaCl, and fractions analysed in
SDS-PAGE in presence and absence of 2-mercaptoethanol. In all regions of the three
tendons components with Mr between 94 and 232 kDa were delected. The small
proteoglycan fibromodulin was present in every region of the DDFT, SDFT and CT.
The immunochemical test inclinated that fibromodulin may be present in two isoforms
of the proteoglycan. A interesting characteristic of this fibromodulin was its behaviour
in SDS-PAGE, migrant more slowly when electrophoresis was in non reducing
conditions. The polydisperse component with Mr in the range of 67 to 115 kDa,
probably corresponding to decorin, was found in every region of the three tendons.
The presence of these two small proteoglycans in fibrous tissues it is probable due to
the function of regulating collagen fibrilogenesis. The swelling properties

demonstrated for the three tendons were tipical of a collagenous fibrous matrix.



INTRODUCAO




INTRODUCAO ®&

A matriz extracelular (MEC) pode ser definida como um conjunto de macromoléculas
situadas fora da célula que se integram e formam um complexo que interage com
as c€lulas através de seus receptores (executando assim virias fungdes) (VIDAL, 1987). Os
principais componentes sdo as moléculas de adesio (como fibronectina, vitronectina,
laminina e tenascina), os componentes fibrilares (como coligeno e elastina), os
proteoglicanos (PGs) (um complexo formado por um "core" protéico com pelo menos uma
cadeia lateral de glicosaminoglicano (GAG) (LIN & BISSEL, 1993) e as proteinas nio
colagénicas (PNC) (HEINEG{OXRD & PIMENTEL, 1992). A maneira como estes
componentes estdo organizados € a base de complexas propriedades fisiolGgicas e
biomecénicas de virias expressoes fenotipicas para 5 tecido conjuntivo (VIDAL, 1993).

A MEC estd presente em diversos tecidos. Pode estar calcificada, formando
estruturas duras como os 0ssos ou dentes, pode formar a matriz transparente da cérnea, ou
ainda pode adotar forma de um "bastio", que fornece aos tenddes uma enorme resisténcia as
forgas de tensio. Entre um epitélio € o tecido conjuntivo subjacente, a matriz forma a lamina
basal, uma estrutura extremamente delgada, porérﬁ resistente, que desempenha um papel
importante no controle do comportamento celular (ALBERTS er alii, 1994).

O coldgeno, um dos principais componentes da MEC constitui uma familia de
proteinas que algumas vezes corresponde a mais da metade do total de proteinas de um
organismo adulto (LISENMAYER, 1983). A estrutura e as principais propriedades da
molécula nativa de coligeno sio determinadas pela sua configuragdo em tripla hélice, que
compde mais de 95% da molécula (LISENMAYER, 1983). O coldgeno apresenta
heterogeneidade, ou seja, existem diferentes tipos de coldgeno para diferentes tecidos
(VIDAL, 1987). Estas diferengas estdo relacionadas a composigio em aminodcidos e
consequentemente nos tipos de cadeias que compdem a tripla hélice, formando assim, uma

série de estruturas diferentes.
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Foram até agora determinados dezoito tipos de colidgenos (VAN DER REST &
GARRONE, 1991; MAYNE & BREWTON, 1993). Os coldgenos presentes em maior
quantidade nos tecidos sdo os do tipo I, II, III. Estes trés tipos de colidgeno e os coldgenos
do tipo V, XI, formam as fibrilas que sdo encontradas na maioria dos tecidos conjuntivos; os
coldgenos que formam folhas sdo o tipo IV, que € encontrado na membrana basal e o tipo
VIII que forma a membrana de Descemet. Os outros tipos de colidgeno estio presentes em
menor quantidade nos tecidos, dessmpenhando um papel de conexio entre os elementos do
tecido conjuntivo. A familia FACIT, que € formada por coligenos com triplas hélices
interrompidas associadas a fibrilas, compreende os coldgenos tipo IX, XII, XIV. Estes
conectam as fibrilas a outros elementos da matriz. Qutro tipo de coldgeno, o tipo VII,
associa-se para formar fibrilas de ancoragem que ligam o epitélio e a membrana basal a
derme, enquanto o tipo VI forma finos filamentos em contas que podem associar-se com
fibrilas e células.

Os PG, que constituem outro importante componente da MEC, sio macromoléculas
complexas que contém um "core" protéico, onde pelo menos uma cadeia de GAG estd
covalentemente ligada. Esta simples definic¢io compreende uma ampla variedade de
estruturas, envolvendo diferentes "core" protéicos e diferentes classes de GAGs. A enorme
variabilidade observada em nivel molecular faz com que os PGs desempenhem diversas
funcdes estruturais nos tecidos (HASCALL & HASCALL, 1983). Os PGs sdo encontrados
em quase todos os tecidos de mamiferos, sendo especialmente proeminentes nos tecidos
conjuntivos, onde contribuem significantemente para as propriedades biomecanicas.
(HASCALL & HASCALL, 1981). PGs de cartilagem foram os mais estudados até hoje e
sdo os mais complexos desta familia de macromoléculas, sendo capazes de formar enormes
agregados com o 4cido hialurbnico (HASCALL & HASCALL, 1981). Estes grandes

agregados de PGs retém grande quantidade de dgua, devido a alta densidade de cargas



INTRODUCAO H

negativas das cadeias de GAGs, gerando assim uma pressdo osmética ¢ um intumescimento,
que resulta numa espécie de um gel hidratado. Este intumescimento € contido pelas fibrilas
de colageno, fazendo com que o tecido resista entdo as forcas de compressio (HASCALL
& HASCALL, 1981).

Além dos grandes PGs , existem pequenos PGs, como o decorim, o fibromodulim, o
biglicam ¢ o coldgeno tipo IX. Decorim e fibromodulim parecem estar associados a
molécula de coldgeno através de seu "core" protéico (SCOTT & ORFORD, 1981;
HEDLUND et alii, 1994). Estes PGs podem ter um papel na regulacio da fibrilogénese do
colageno, €/ou na determinagdo das propriedades fisicas da fibrila completa (HEDBOM et
alii, 1992; OLDBERG et alii, 1989). O tipo de molécula de GAG que se liga ao decorim
varia com relagdo ao tecido. Em tendao, pele, esclera e cartilagem o GAG ligado ao "core"
protéico € o dermatam sulfato. J4 fibromodulim possui quatro cadeias de queratam sulfato ¢
¢ encontrado em tendao e cartilagem (GALLAGHER,1989).

O colédgeno tipo IX € considerado um pequeno PG por possuir uma cadeia de
condroitim sulfato ligado covalentemente ao "core" protéico. Foi encontrado em cartilagem,
e estudos in vitro mostraram que este coldgeno pode interagir com o coldgeno II para
modular a associagdo das fibrilas, além de estabilizar e de ligar diferentes fibrilas (WOTTON
et alii, 1988).

Biglicam ndo € encontrado em associagdo com as fibrilas de coldgeno. Este pequeno
PG tem sido encontrado na MEC de cartilagem, menisco € outros tecidos conjuntivos,
entretanto sua fungdo nio € bem conhecida (OLDBERG et alii, 1989). Ao "core" protéico
estdo ligadas duas cadeias de GAGs, podendo ser dermatam sulfato ou condroitim sulfato
(GALLAGHER, 1989)

Além dessas duas familias de macromoléculas, a MEC possui véirias PNC que

provavelmente desempenham um papel regulatério na matriz (HEINEGARD & OLDBERG,

8§ N
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1989). Diversas PNC tém sido identificadas em cartilagem, como a proteina de 36 kDa, a
proteina de matriz de cartilagem (CMP) e a proteina oligomérica de matriz de cartilagem
(COMP) (HEINEGARD & PIMENTEL, 1992). Outras PNC sio as fibras eldsticas que diao
resisténcia e deformabilidade 4 matriz e as proteinas de adesio que ajudam as células a se
fixarem na MEC. A fibronectina, por exemplo, promove a fixacio dos fibroblastos € permite
a interagdo c€lula-matriz extracelular. J4 a laminina, promove a fixagdo de células epiteliais a
lamina basal (ALBERTS et alii, 1994).

O tendio € um tecido conjuntivo denso onde hid um predominio de MEC em relagio
a quantidade de c€lulas. O principal componente produzido pelos fibroblasto e depositado
na MEC de tenddes € o coldgeno tipo I, que corresponde a 65-75% da sua massa seca
(JOZSA et alii, 1991). Os pequenos PGs constituem cerca de 90% do total de PGs do
tecido (VOGEL et alii, 1984 ), existindo ainda as PNC.

Esses clementos estio organizados num complexo esquema hierdrquico para a
formacgao do tendio (JOZSA et alii, 1991). As moléculas de coldgeno agregam-se formando
fibrilas, estas entdo formam os feixes de fibrilas que constituem os tenddes. Externamente o
tenddo € revestido por uma camada delgada de tecido conjuntivo, o epitendineo, que se
estende por entre os feixes de colidgeno constituindo o endotendineo. Em alguns tend6es ha
um revestimento ao redor do epitendineo, o paratendineo (JOZSA et alii, 1991). Quando h4
um aumento na fric¢do, que pode ocorrer por uma mudanga de dirego, € o tendio necessita
de uma maior lubrificacdo, o paratendineo divide-se nas camadas visceral e parietal
(ELLIOT, 1965; MERRILEES & FLINT, 1980). Estas camadas delimitam um espago
conhecido por mesotendineo, que € preenchido por um fluido semelhante ao liquido sinovial
(NISBIT, 1960).

Os tenddes realizam o papel mecinico de transmitir a forca de tensio gerada pela

contragido do musculo onde ele se origina, ao 0sso no qual ele se insere (VOGEL & KOOB,

9 =



INTRODUGAO =

1989). Uma caracteristica dindmica dos tenddes € a capacidade de reparar-se apés uma
injiria traumadtica. Quando € danificado, a cicatrizagio procede-se através de uma fase
inflamatéria , seguida por uma proliferagdo ¢ migragio celular para o local afetado. Estas
células encontrardo uma matriz colag€nica desorganizada que € eventualmente remodelada
para restaurar os feixes de coldgeno lineares funcionais e a resisténcia a tensio do tecido
original (VOGEL & KOOB, 1989).

O diametro da fibra de coldgeno, o estado de agregacio molecular dentro de cada
fibra € o espago ocupado por elas t€m influéncia nas propriedades biomecinicas de tenddes
e ligamentos (VIDAL & CARVALHO, 1990; CARVALHO, 1993). Como ji mencionado,
os PGs parecem ter importincia na manutengdo ou regulagio do didmetro das fibrilas de
colageno, € também parecem estar envolvidos em outras propriedades dos tenddes
(HEDBOM & HEINEGARD, 1989).

Virios autores t¢ém demonstrado que tenddes sujeitos a diferentes forgas mecinicas
sdo capazes de serem remodelados dindmicamente pelas células em resposta a estas forgas
(VOGEL et alli, 1986).

ALEXANDER ¢ colaboradores (1985) definem tenddes "wrap around" como
tendoes que passam proximo a um osso em uma articulacio antes da insercido, em uma
diregdo que difere da direcdo do misculo. Um tendio semelhante a estes € o flexor digital de
quadripedes, onde o miusculo flexor, junto com a gravidade, exerce grandes forgas no
tenddo, enquanto a pata ou o p€ estd no chio durante o repouso, a caminhada ou a corrida.
Em resposta, 0 osso da articulacdo pelo qual o tendio passa deve exercer uma forca de
compressao que € basicamente perpendicular a dire¢do em que o tenddo € tensionado. O
desenvolvimento nesta regido de um tecido que € capaz de fornecer resisténcia as forgas de

compressdo seria mecanicamente vantajoso (VOGEL & KOOB, 1989).
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FLINT ¢ colaboradores (1979; 1980) verificaram que o tenddo flexor digitorum
profundus de coelho estd sujeito a forgas de pressdo e de fricgdo na regido que estd em
contato com calcineo ¢ talus. Nesta drea sujeita a forcas de compressio, a MEC desenvolve
uma organizagdo fibrocartilaginosa, com maior concentragio de GAGs. Caracteristicas
ultraestruturais das c€lulas, do coldgeno e da matriz dessa drea sob pressio e tensdo sio
diferentes. Esses dados suportaram o conceito de que as células nessas regides sdo sensiveis
e respondem a mudangas as forcas fisicas (GILLARD et alii, 1979; MERRILEES &
FLINT, 1980).

O tendio flexor digitorum profundus de cies também estd sujeito a forcas de
compressdo ¢ desenvolve uma fibrocartilagem. OKUDA e colaboradores (1987a; 1987b)
estudaram a composi¢do da matriz de cinco regides anatdmicas do tenddo de cdo e
correlacionaram a atividade metabdlica e composi¢do da matriz com forgas mecanicas que
supostamente atuam em cada regido.

VOGEL ¢ KOOB (1989) estudaram a producdo e modulagio da MEC de acordo
com o requerimento mecinico dos tenddes de boi € concluiram que forgas de compressio
podem direcionar a produgdo de um fendtipo fibrocartilaginoso em tendées "wrap around".
Estes experimentos estabeleceram a capacidade do tecido para se remodelar em resposta a
mudancas de forca mecénica.

Em tendio flexor bovino, sujeito apenas a forga de tensio, os PGs perfazem menos
que 1% do peso seco € sdo predominantemente pequenos PGs contendo dermatam sulfato.
Entretanto, quando o tenddo passa na articulagdo préxima aos dedos ¢ estd sujeito a forgas
de compressao, bem como forgas de tensao, o conteddo de PGs € 3 a 5 vezes maior, € mais
de 50% sdo grandes PGs que contém cadeias de condroitim sulfato e de queratam sulfato,
além de serem capazes de interagirem com o 4cido hialurénico (VOGEL & HEINEG;\RD,
1985; EVANKO & VOGEL, 1990).
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Estudos em cultura de fibroblastos de regides de tendio bovino adulto sujeito a
diferentes forgas biomecinicas, também mostraram diferengas com relagio a organizagio e
composicdo da MEC (VOGEL et alii, 1986). O coldgeno presente na regido de tensdo
formava feixes alinhados, enquanto aquele encontrado na regido de compressio formava
uma rede de fibrilas. O contetido de PGs nas diferentes regides também variava. Na regido
sujeita apenas a forgas de tensdo, havia predominantemente PGs de baixo peso molecular,
contendo dermatam sulfato. Entretanto, onde o tecido estava sujeito a forgas de compressio
a quantidade de PGs de alto peso era muito maior. A diferenca na composi¢io de
proteoglicanos existente entre estas duas regides permite especulagdes no que concerne ao
papel dos PGs no tecido.

KOOB ¢ VOGEL (1987a) analisaram a sintese de PGs em cultura de explante de
regides do tendio bovino sujeito a diferentes forgas mecénicas. Um tecido conjuntivo
fibroso que sofre forcas de compressio in situ possui um contetido aumentado de grandes
PGs (VOGEL & HEINEGARD, 1985; KOOB & VOGEL, 1987a; EVANKO & VOGEL,
1990). Segundo esses autores a localizacdo desses PGs nos sitios que recebem forgas de
compressao sugere que a diferenca pode ser estimulada por essas préprias forgas. Estes
resultados sdo consistentes com a hipétese de que forcas de compressio estimulam e
mantém a sintese de grandes PGs em regides especializadas do tenddo, e que forgas de
tensdo podem também desempenhar um papel regulatério na determinagio do tipo de PG
produzido pelo tendio.

Estudos em tendio plantaris longus de ra (CARVALHO & VIDAL, 1994)
mostraram que as modificagOes deste tendao assemelham-se aquelas descritas por VOGEL e
KOOB (1989) para tenddes de mamiferos. Uma estrutura dilatada com aspecto cartilaginoso

caracterizando uma fibrocartilagem nos tendées que mudam de direcéo, reflete a existéncia
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de uma situacdo biomecanica onde o tendao recebe forcas de compressao além de transferir
as forgas de tensdo exercida pelos musculos (CARVALHO & VIDAL, 1994).

As fibrocartilagens sdo também encontradas nas zonas de fixacdo de tenddes e
ligamentos aos 0ssos, fornecendo uma transicdo gradual das propriedades mecdnicas entre
eles (WOO, 1988; apud RUFAI er alii, 1992). Todas as fibrocartilagens t€m em comum
uma caracteristica, que é o acimulo de GAGs que ocasiona maior retengdo de dgua na
matriz e por isso contribui para elevar a resisténcia a compressdo no tecido pela atragdo de
agua para dentro da matriz.

RUFAI ¢ colaboradores (1992) estudaram fibrocartilagens que ocorrem na fixacio
do tendao no calcineo, no préprio tendio, € na superficie 6ssea do calcaneo. Os estudos
mostraram que estas trés fibrocartilagens associadas com o tenddo de Aquiles (tendio
calcanear) sio fenotipicamente diferentes.

Alguns tendGes apresentam variagOes em composicdo ao longo de sua estrutura,
algumas vezes sem caracterizar alteracoes morfologicas evidentes. Essas variagOes resultam
de adaptacOes a diferentes situacdes biomecinicas que devem ocorrer ao longo de seu
percurso da inser¢do mio-tendinosa a insergdo 4ssea (JONES & BEE, 1990; CURWIN et
alii, 1994).
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo:

1. Identificar PNC da MEC de diferentes regides dos tenddes TFDP, TFDS ¢ TC.

2. Estabelecer uma relagdo entre a composicdo da MEC de diferentes tenddes que por
apresentarem trajeto ndo linear provavelmente estio sob a acgdo de diferentes combinacgoes
de forcas de compressao e friccdo além das forcas de tensio.

3. Avaliar a quantidade de GAGs sulfatados presentes em diferentes regides de um mesmo
tendao.

4. Identificar os tipos de GAGs presentes em cada regido dos tenddes.
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1. Obtencao dos tendoes

Ratos Wistar machos, com idade de 3 meses, tiveram as patas traseiras dissecadas de
onde foram retirados trés tendbes, o tenddo calcanear (TC), o tendio do Misculo flexor
digital profundo (TFDP) ¢ o tendio do Miisculo flexor digital superficial (TFDS) (Figura 1).
Os animais foram obtidos no Biotério Central da UNICAMP.

Os tenddes foram divididos em regides do seguinte modo (Figura 2):

- TC: dividido em duas regides, uma denominada regido proximal, que € a regido que
vai em diregdo ao M. soleus, ¢ a outra, que se dirigi ao calcineo e se insere nele,
denominada regido distal.

- TFDP: dividido em trés regidoes, denominadas proximal, que se origina no M. flexor
digitorum profundus ¢ vai em diregdo a pata, intermedidria, que estd entre a regido proximal
e a distal, que compreende uma regido do tendao que ramifica-se em diregdo aos digitos.

- TFDS foi também dividido em trés regides, denominadas proximal, intermediaria, e
distal. Este tendio origina-se no M. flexor digitorum superficialis da tibia e dirigi-se aos

dedos.

2. Extracao com GuHCI

Os tendbes foram fragmentados com auxilio de 1dmina de aco e colocados em 25
volumes de cloridrato de guanidina (GuHCI) 4M em tampéo acetato de sédio S0mM pH 5,8
contendo 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 20mM, fluoreto de fenilmetil sulfonil

(PMSF) 1mM, a 4°C, sob agitag¢io durante 24 horas. Apds este periodo de
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Figura 1: Aspectos anatdmicos da pata traseira direita

de rato (Segundo HEBER & STROMBERG, 1976).



Figura 2: Tenddes da pata traseira de ratos Wistar,
machos, com 90 dias. 1- TFDP, regides proximal (p),
intermedidria (i) e distal (d). 2- TFDS, regides proximal
(p), intermediiria (i) e distal (d). 3- TC, regides
proximal (p) e distal (d).
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extragdo, o material foi centrifugado a 18.000 rpm em rotor Beckman JA-20, a 4°C, durante
45 minutos. O precipitado foi descartado e o sobrenadante estocado a -20°C, sendo entio

utilizado nas posteriores dosagens, andlises cromatogrificas e eletroforéticas.

3. Dosagem de proteinas dos extratos

As proteinas foram dosadas em aliquotas de 100ul pelo método de BRADFORD
(1976) com base em curvas padrao construidas com as seguintes concentragoes de BSA: 25,
20, 15, 10, 5 € 2,5 ng/ml. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro 8452 A Diode
Array da Hewlett Packard.

4. Quantificacio de GAGs sulfatados

4.1. Digestao com papaina

Os GAGs sulfatados foram removidos a partir de 34,0mg de tenddo para 0,5ml de
solu¢do conforme o procedimento de MICHELLACCI & HORTON (1989). A degradagio
foi realizada com papaina (40mg/g de tecido) em tampio citrato de sédio 30mM pH 3,5
contendo EDTA 40mM e 2-mercaptoetanol (2-Me) 80mM a 50°C por 24horas.

O digesto foi centrifugado em microcentrifuga Fisher Scientific Model 235 V a 8.000
rpm por 3 minutos. O precipitado ndo digerido foi separado do sobrenadante e pesado. O
material digerido contido no sobrenadante foi precipitado com dois volumes de etanol e

deixados a 4°C por 24horas. O material digerido foi centrifugado novamente a 8.000 rpm
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por 3 minutos. Ao precipitado foram adicionados 0,5ml de acetona e novamente
centrifugado. O precipitado foi incubado em estufa a 37°C até a secagem total e entio
ressuspendido em 200ul de 4gua destilada. A quantidade de GAGs sulfatados foi
determinada pelo método do azul de dimetilmetileno (DMMB), segundo FARNDALE et
alii (1986), com o emprego de curvas padrio construidas com as seguintes concentragdes
de condroitim sulfato (CS): 5, 10, 15, 20 ¢ 25ug/ml. As leituras foram efetuadas em
espectrofotdometro 8452 A Diode Array da Hewlett Packard.

5. Eletroforese em gel de agarose

Com a finalidade de identificar os tipos de GAGs presentes, os diferentes tenddes
foram digeridos com papaina e analisados em gel de agarose a 0.5% em tampao 1,3 diamino
propano (DIETRICH & DIETRICH, 1976; DIETRICH; 1977). Foram aplicados no gel Sul
da solugcao contendo GAGs de cada regido. As condigdes de corrida foram: 30mA, 130
volts durante 2 horas. Os géis foram fixados com Cetavlon (cetiltrimetilamonio brometo)
0.1% e corados com azul de toluidina 0.1% em etanol 50% e acido acético 1%. Apds a
secagem do gel foi feita a densitometria em equipamento Quick Quant II-Scan Flur Vis-

Helena a fim de avaliar mais precisamente a proporgao dos diferentes GAGs.

6. Cromatografia de troca anionica - DEAE-celulose

O emprego de uma resina catidonica como DEAE-celulose foi necessario para

fracionar os diferentes componentes da MEC.
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Ammostras contendo 2,0mg de proteinas dos materiais extraidos com GuHCI 4M das
regides de cada tenddo foram dialisados contra uréia 7M em tampao acetato de sddio 50
mM, pH 6,0 a 4°C sob agitagido durante 48 horas. Foram feitas 4 trocas de tampdo de 10
vezes 0 volume da amostra a ser dialisada. O material dialisado foi aplicado em uma coluna
de DEAE-celulose de 7,0 x 2,0 cm, previamente equilibrada com o mesmo tampio da
didlise. O fluxo da coluna foi de 0,24ml/min. Apds a aplicagio da amostra a coluna foi
lavada com 3 vezes o volume da coluna, usando 0 mesmo tampdo, para a remogido do
material ndo ligado.

O material ligado a resina foi eluido com gradiente de NaCl de O a 1M (EVANKO &
VOGEL, 1990, modificado) no mesmo tampio. Aliquotas de 2.7ml foram coletadas e
analisadas quanto 2 absor¢io em 230nm (ligacdo peptidica) ¢ 280nm (Tyr, Trp € Phe) em
espectrofotdometro 8452 A Diode Array da Hewlett Packard.

A leitura da condutividade das amostras eluidas da coluna foi realizada em

condutivimetro Micronal B 330.

7. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

7.1. SDS-PAGE em gradiente de 4-16% de poliacrilamida

Os géis em placa vertical foram em gradiente de 4-16% de concentragdo final de
acrilamida em presenca de SDS, usando o sistema de tampao segundo LAEMMLI (1970)
com gel de empacotamento com 3,5% de acrilamida.

Para preparacio das amostras, 200ul dos extratos dos diferentes materiais foram

misturados a 100ul de tampédo acetato de sodio 0,5M, pH 7,4 e precipitados com nove
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volumes de etanol, durante 24 horas, a 4°C. Ap6s centrifugacio a 10.000 rpm em rotor
Beckman JA-20, a 4°C durante 15 minutos repetiu-se o mesmo procedimento de
precipitagao.

O precipitado obtido foi dissolvido em tampdo de amostra contendo Tris 62,5mM,
EDTA 1mM, SDS 2,5%, Glicerol 10% pH 6,8, azul de bromofenol 0.01%, na auséncia ou
presenca de 2-Me a 5%, e fervidas durante 5 minutos. O tampdo de corrida usado foi Tris
0,1M, glicina 0,76M, EDTA 0.29%, SDS 0,4%, pH 8,7.

A corrida foi feita com intensidade de corrente de 25mA durante 3 horas. Como
padroes de peso molecular foram utilizadas as seguintes proteinas: catalase-tetrimero (232
kDa), lactato desidrogenase (140 kDa), fosforilase b (94 kDa), albumina de soro bovino (67
kDa), catalase-mondmero (60 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa),
inibidor tripsina (20,1 kDa), ferritina (18 kDa) e lactalbumina (14,4 kDa).

Os géis foram fixados com metanol 50%, icido acético 12% contendo 0.003% de
formaldeido. A coloragdo foi feita pelo método de impregnacio pela prata segundo BLUM
et alii (1987). As massas moleculares relativas (Mr) foram obtidas a partir do calculo de Rf

(KLAUS & OSBORN, 1969).

7.2. SDS-PAGE em concentracao de 8% de poliacrilamida

Para melhor distinguir o componente de 59 kDa, especialmente para ser usado em
transferéncia para papel de nitrocelulose, um "pool" de algumas fragdes das diferentes
regides dos trés tenddes foram analisadas em gel com concentragio fixa de 8% de
acrilamida. O preparo das amostras, as condi¢des de corrida e a coloragio seguiram os

mesmos procedimentos descritos no item 7.1.
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8. Teste imunoquimico

O ensaio seguiu 0 procedimento descrito por LARSSON e colaboradores (1991)
com pequenas modificagées. Apés eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 8%, as
proteinas foram eletricamente transferidas para papel de nitrocelulose usando tampio CAPS
pH 11,0 em sistema Hoefer. O papel foi embebido ¢ deixado em solugdo de TST (Tris
10mM, NaCl 0.15M, Tween 0.2%) por 4 horas 4 temperatura ambiente. Seguiu-se
incubagdo com soro de coelho anti-fibromodulim de boi (1:250) (gentilmente cedido por
Carvalho H. F.) durante 1 hora, & temperatura ambiente, com agitagdo. O anticorpo
secunddrio, soro de porco anti-IgG de coelho marcado com peroxidase (1:1000), foi

incubado durante 1 hora, a temperatura ambiente, com agitagdo. A revelagio foi com DAB

(diaminobenzidina). Foram empregados padrdes pré-corados contendo: ap-macroglobulina |

(191 kDa), P-galactosidase (117 kDa), frutose-6-fosfatase quinase (91,8 kDa), piruvato
quinase (72,7 kDa), fumarase (57,8 kDa), lactato desidrogenase (40,8 kDa) e triose-fosfato
isomerase (34,1 kDa).

9. Teste de intumescimento

Os testes de intumescimento foram realizados segundo KOOB & VOGEL (1987a).
Os tenddes foram divididos em regides, como descrito anteriormente, secos em papel de
filtro, pesados ¢ mantidos em solu¢do de NaCl 0.15M, NaHyPO4 0.05M, pH 7,0 por 1
hora. A seguir foram colocados em dgua por 1 hora e por tltimo deixados por 15 minutos
em 4cido acético 3%. Entre cada imersdo o excesso de liquido foi removido com papel de

filtro e os tenddes novamente pesados.
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O aumento do peso do tendio apds cada tratamento foi expresso em porcentagem.

10. Teste de solubilizacao do colageno

Amostras de cada regido do TFDP, do TFDS, e do TC (aproximadamente 6,5mg)
foram tratadas com Sml de acido acé€tico 3% durante 45 minutos a 4°C. Apdés este periodo
as amostras foram filtradas em gaze. Com o material filtrado foi realizado uma curva
espectral na faixa de 210nm a 320nm em espectrofotdmetro 8452 A Diode Array da Hewlett
Packard. Para avaliagbes da quantidade relativa de coldgeno nos extratos, foram escolhidas
as absorbancias encontradas em 236nm e 280nm (VIDAL, 1986), e determinada a razio

entre estas absorbancias
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1. Observacoes do aspecto macroscopico dos tendoes.

Nenhuma diferenca foi observada entre as trés regides do TFDP que apresentaram o
aspecto tipico de um tecido fibroso (Figura 2).

No TFDS a regido intermedidria mostrou diferencas considerdveis em nivel
macroscopico, ja as regides proximal e distal apresentaram-se como as diferentes regides do
TFDP. Na regido intermedidria o TFDS contorna uma articulacio e embainha-se, formando
uma capa opalescente e mais flexivel do que as outras regides do tendio.

A regiao distal do tendio calcanear apresentou um aspecto diferenciado no local em
que o tenddo se insere no osso, € uma tipica estrutura fibrosa no local onde foi feita a
divisio do tendio nas duas regides. A partir deste local, temos entdo a regido proximal, que

também se apresentou tipicamente fibrosa.

26 m



RESULTADOS

2. Contenudo de proteinas dos extratos

As dosagens de proteinas mostraram diferencas principalmente entre os diferentes
tendoes, mas também entre algumas regides consideradas dentro de um mesmo tendio
(Figura 3).

No caso do extrato do TFDP a quantidade de proteinas extraidas por grama de
tendao foi maior do que para o TFDS e para o TC.

No TFDP, a regido intermedidria apresentou a maior quantidade de proteinas
(20,93mg/g tendio), seguida pelas regides distal (19,17mg/g tendio)e proximal (14,69mg/g
tendao).

As regiGes proximal e intermedidria do TFDS tiveram praticamente a mesma
quantidade de proteinas extraidas (11,26mg/g tendio e 11,28mg/g tenddo), que foi
levemente menor do que a encontrada para a regido distal (12,51mg/g tendio).

No caso de TC, a regido proximal apresentou uma quantidade de proteinas maior

(10,63mg/g tenddo) do que a da regido distal (9,37mg/g tendio).
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Figura 3: Dosagens de proteinas das amostras obtidas apos extragio com GuHCI
4M das diferentes regides do TFDP, do TFDS e do TC. Pp-regiio proximal do
TFDP; Pi-regido intermedidria do TFDP; Pd-regido distal do TFDP. Sp-regido
proximal do TFDS; Si-regido intermedidria do TFDS; Sd-regido distal do TFDS;
Cp-regido proximal do TC; Cd-regido distal do TC.
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3. Conteudo de GAGs sulfatados

O total de GAGs sulfatados obtidos por mg de tenddo através de digestdo com
papaina, foi semelhante para os TFDP ¢ TFDS, mas bem diferente para o TC (Figura 4).

A regido proximal do TFDP possui 0,15ug de GAGs sulfatados/mg de tendio
enquanto que a regido proximal do TFDS possui 0,18ug de GAGs sulfatados/mg de tendio.
J4 a regido intermedidria do TFDP possui 0,71ug de GAGs sulfatados/mg de tenddo € a
mesma regido do TFDS possui 0,68ug de GAGs sulfatados/mg de tenddo. As regides distais
do TFDP e TFDS apresentaram a mesma quantidade de GAGs sulfatados por miligrama de
tenddo (0,38ug/mg tendio).

No TC, o total de GAGs sulfatados obtidos foi consideravelmente maior na regido
distal do que na regido proximal. A regido proximal possui um total de 0,41ug de GAGs,
enquanto a regido distal possui 1,18ug de GAGs por miligrama de tecido.
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Figura 4: Dosagens de GAGs sulfatados das amostras obtidas apos
digestio com papaina das diferentes regides do TFDF, do TFDS e do TC.
Pp-regio proximal do TFDP; Pi-regido intermedidria do TFDP; Pd-regido
distal do TFDP. Sp-regido proximal do TFDS; Si-regido intermedidria do
TFDS; Sd-regido distal do TFDS; Cp-regido proximal do TC; Cd-regido
distal do TC.
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4. Analise eletroforética em gel de agarose do material obtido apés

digestao com papaina.

O TFDP apresentou diferengas entre as trés regides (Figura 5a). Eletroforese das
regides proximal ¢ intermedidria mostrou que esses GAGs estio dispostos em duas bandas
no gel de agarose. E evidente a presenca mais marcante de DS em relagdo a CS nas duas
regioes. E notivel contudo a presenca de CS na regido intermedidria. Com relagio a regido
distal, a banda na posic¢ao de DS € bem evidente ndo tendo sido notada a presenga de CS.

O TFDS apresentou uma banda na posigdo de DS, nio tendo sido notado nenhum
vestigio de CS para as regites proximal, intermedidria e distal (Figura 5b).

Com relagdo ao TC, a regido proximal apresentou grande quantidade de GAGs na
posigdo do padrio de DS, enquanto a regido distal apresentou a maior quantidade de GAGs

expressos em duas bandas que migraram na posi¢do do padrio de DS e CS (Figura 5¢).

A densitometria das bandas TFDP mostrou que na regido proximal DS estd presente
em uma porcentagem de 82%, enquanto CS apenas 18%; ja na regido intermedidria, DS e
CS estdo presentes na proporgdo de 68% e 32%, respectivamente. No TC, a porcentagem

de DS na regido distal foi 59% e de CS foi 41%.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose ¢ densitometria correspondente dos GAGs das
diferentes regides dos tendbes. a- TFDP: notar a presenga marcante de CS e DS na regido
intermediaria ¢ a presenca sutil de CS na regido proximal, como indicado na densitometria.
b- TFDS: notar somente a presenga de DS nas trés regides. €- TC: notar a presenca de CS ¢

DS na regiao distal.
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5. Cromatografia em DEAE-Celulose

O padrao de elui¢do dos materiais extraidos com GuHCI de todas as regides de cada
tendao foi semelhante (Figuras 6, 7 € 8).

Tanto em leitura absorciométrica em 230nm (ndo mostrado) quanto em 280nm hd
um pico proeminente antes do gradiente, mostrando para todos os tenddes estudados a
presenca de proteinas ndo ligadas ao DEAE. Apds a aplicagido do gradiente de 0 a 1M de
NaCl apareceram diferentes picos nos trés tendoes.

Nas trés regides do TFDP o perfil do material eluido antes do gradiente de NaCl foi
semelhante. O material eluido aps o gradiente estava entre as fragcdes 25 ¢ 50 para as
regides proximal e distal; para a regido intermedidria a eluicdo ocorreu entre as fragdes 30 e
50.

No TFDS a elui¢io antes do gradiente foi entre os tubos 4 ¢ 10 nas trés regides.
Apds o gradiente, o material da regido proximal foi eluido entre as fragdes 25 e 50, para a
regido intermedidria foi entre as fragdes 25 e 48 ¢ para a regido distal, entre as fragdes 25 €
43.

A ocorréncia do pico antes do gradiente de NaCl do material de TC foi entre as
tfragdes 4 a 10 para as duas regides. Na regido proximal, os picos ocorreram apds o
gradiente entre as fragdes 30 € 55. J4 na regido distal, a elui¢do ocorreu entre as fragdes 25 €

50.

33



04

A 280 [Nalt])

03}

(%3 4

0.8

464

102

HrHHHT - .
o 1d 20 30 40 60

fractions

280 sz [NaCh)

A 280 {xact)
0.28 1
oz} Hos8
aish 408

04

[ &3

o.eF

s b 404

fractions

=200 pm i+ [NaQl)

A 280 [xecy]) |

fractions

— 280nm - [Nath]

Figura 6: Cromatografia
em  DEAE-celulose do
material extraido por GuHCl
do TFDP. Proteinas néo
ligadas ao DEAE foram
removidas por lavagem com
tampdo acetato de sbdio
50mM, pH 6,0, contendo
uréia 7M. A eluigdo do
material ligado foi efetuada
com gradiente linear de NaCl
de 0 a 1M no mesmo tampdo.
—- inicio do gradiente.

a: Regido proximal

b: Regido intermediaria

C: Regido distal
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material extraido por GuHCl
do TFDS. Proteinas nio
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a: Regido proximal

b: Regido intermedidria

c: Regido distal

35



104

0.2

o
80

0.585 A 280 [Nac1] .
ost
o.25 |
o2t
o.16
o1l
0.05 |-
0 Ltpbtrti i
[ 10 20 30 40 s0
fractions
a —~- 280 pm  —+ [NaCi]
A 280 [Nac1}

fractions

b = 2B0 nm

~4= [Nec1}

Figura 8: Cromatografia
em  DEAE-celulose do
material extraido por GuHCl
do TC. Proteinas ndo ligadas
ao DEAE foram removidas
por lavagem com tampio
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6,0, contendo uréia 7M. A
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efetuada com gradiente linear

de NaCl de 0 a 1M no mesmo
tampdo. —s - inicio do
gradiente.

a: Regido proximal
b: Regido distal
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6. Analise eletroforética em SDS-PAGE 4-16% das fracoes obtidas apés

cromatografia em DEAE-celulose.

6.1. Resultados comuns obtidos para os trés tendoes

Nos trés tendoes observou-se uma uniformidade nas proteinas que foram eluidas da
coluna antes do gradiente, predominando sempre quantidades considerdveis de moléculas de
coldgeno (Figuras 9 a 16), como era esperado. Apesar disto, merece destaque o fato que nas
fragoes eluidas apGs o gradiente apareceram bandas referentes ao coldgeno nas trés regides.
No TC, a quantidade de coldgeno que eluiu antes do gradiente na coluna de DEAE-celulose
foi maior na regido proximal do que na regiio distal.

Proteinas com Mr entre 94 kDa e 232 kDa foram detectadas principalmente nas
primeiras fragGes eluidas do gradiente para os trés tendoes.

As proteinas com Mr abaixo de 45 kDa foram identificadas em todas as regides dos
trés tendSes. A eluicio destas proteinas ocorreu sempre nas primeiras fragdes apds o
gradiente da coluna de DEAE, com concentragdes de NaCl entre 0,3 - 0,4M para o TFDP,
0,20 - 0,25M para o TFDS ¢ 0,4M para o TC
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6.2. Tendao do Miusculo flexor digital profundo

Uma proteina com Mr de 59 kDa apareceu em todas as regides deste tendio quando
SDS-PAGE foi feita em condigOes redutoras .Sua presenca foi mais acentuada nas fragdes
iniciais apOs o inicio do gradiente (concentragdo de NaCl entre 0,3 - 0,5M). Esta proteina
com Mr 59 kDa, na auséncia de 2-Me, migrou em torno de 67 kDa (Figura 9, 10 ¢ 11).

Nas tltimas fragdes do DEAE (concentracdo de NaCl entre 0,55 - 0,75M) de todas
as regides apareceu uma banda polidispersa com Mr variando entre 67 kDa e 115 kDa,
independente da presenga de 2-Me. Ao contrdrio das regides intermedidria e proximal, para

a regido distal essa banda foi mais evidente em condiges ndo redutoras.




Figura 9: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido proximal do TFDP. MW : padrio
de peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes: 25rnA,‘200
volts durante 3h ¢ 30 min. Padrdes de peso molecular: catalase-tetrimero (232 kDa), lactato
desidrogenase (140 kDa), fosforilase (94 kDa), albumina de soro bovino (67 kDa), catalase-
mondmero (60 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor tripsina
(20 kDa), ferritina (18 kDa) ¢ lactoalbumina (14,4 kDa).

A: Fracoes 3 e 7 eluidas antes do gradiente. Fragdes 30 a 44 eluidas apés o gradiente. Na
posicdo de 115 kDa podemos observar o coldgeno, ¢ entre 67 kDa e 115 kDa uma banda
polidispersa. Notar uma proteina com 59 kDa especialmente nas fragdes 31 a 39. Na fragio
31 podemos observar diversas proteinas abaixo de 45 kDa.

B: Eletroforese das mesmas fra¢des mas em condigdes redutoras. A presenca da proteina de
59 kDa foi menos marcante. Nessas condigOes esta proteina migra com Mr de 67 kDa.

Obsevar que uma aprecidvel quantidade de material ndo conseguiu entrar no gel de
separagao.
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Figura 10: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido intermedidria do TFDP. MW:
padrio de peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigbes:
25mA, 200 volts durante 3h e 30 min.

A: Fragdo 7 eluida antes do gradiente. Fragdes 33 a 46 cluidas ap6s o gradiente de NaCl.
Entre 115 kDa e 67 kDa observamos uma banda polidispersa. Uma proteina foi observada
na altura de 59 kDa. Protefnas com Mr abaixo de 45 kDa sdo observadas principalmente nas
primeiras fracées logo apés o gradiente.

B : Eletroforese das mesmas fragbes, mas em condigbes ndo redutoras. A proteina que
migrou em 59 kDa no gel +SH, aqui apareceu por volta de 67 kDa. A banda polidispersa
estd menos expressiva nessas condigdes.
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Figura 11: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido distal do TFDP. MW: padrdo de
peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes : 25 mA, 200
volts durante 3 h € 30 mi.

A: Fracio 4 eluida antes do gradiente mostrando presenga de coldgeno. Fragbes 30 a 57
eluidas apds o gradiente. A banda polidispersa aparece sutilmente. A proteina de 59 kDa
estd presente em todas as fragdes. Entre 232 kDa e 94 kDa podemos observar diversas
proteinas, entre elas o coldgeno, que eluiu da coluna de DEAE nas primeiras fragdes apds o
gradiente. Nessas fragdes observamos também a presenga de proteinas com Mr abaixo de
45 kDa. -

B: Eletroforese das mesmas fragcdes, mas em condi¢des ndo redutoras. A presenga da
proteina de 67 kDa (59 kDa em +SH) foi bem expressiva. As proteinas com Mr abaixo de
45 kDa foram pouco evidentes. A banda polidispersa foi mais marcante em -SH.



kDa

94
67

60

43

36
30

kDa

67

43
30

MW4 30 40 45 45 48 55 57  COL

-
# A
+ SH

MW 4 32 4045 46 48 55 57 COL

T EE e e oy

-SH

15

67
59

115

67



RESULTADOS &

6.3. Tendao do Musculo flexor digital superficial

Nos géis em condicoes redutoras do TFDS migrou uma proteina com Mr em torno
de 59 kDa, enquanto em condigbes ndo redutoras sua migragio foi por volta de 67 kDa
(Figura 12, 13 e 14). Esta proteina estava presente em todas as fra¢des, sendo que naquelas
eluidas com concentragdes de NaCl entre 0,15 a 0,37M havia quantidades mais expressivas.

A proteina representada no gel por uma banda polidispersa de 67 kDa e 115 kDa,
estava presente nas fragdes do DEAE eluidas com concentracdes de NaCl acima de 0.35M,
em todas as regiOes . Na regido proximal, a eletroforese mostrou que esta proteina foi bem
mais expressiva em presenga de 2-Me do que sem 2-Me. J4 na regido intermedidria sua
presenga foi igualmente expressiva nas duas condi¢des, enquanto na regido distal foi pouco

evidente nas condi¢des redutoras € nio redutoras.




Figura 12: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido proximal do TFDS. MW: padrio
de peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes de corrida:
25 mA, 200 volts durante 3 h e 30 min.

A: Podemos observar proteinas entre 94 kDa e 232 kDa principalmente nas primeiras
fragbes do gradiente de DEAE-celulose. Esti presente também uma proteina na altura de
59 kDa em todas as fragdes. Uma banda polidispersa com peso molecular entre 67 kDa e
115 kDa foi mais evidente nessas condigdes. As proteinas abaixo de 45 kDa podem ser
observadas na fragao 30 do gel +SH.

B: Eletroforese das mesmas fragdes, mas em condigdes ndo redutoras. A proteina que
migrou com 67 kDa € pouco expressiva nessas condi¢des, o mesmo ocorrendo com a
proteina de 67 kDa a 115 kDa. As proteinas com Mr abaixo de 45 kDa foram pouco
evidentes. Podemos observar aprecidvel quantidade de material retido no topo do gel.
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Figura 13: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido intermedidria do TEDS. MW:
padrdo de peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. CondicGes de
corrida: 25 mA, 200 volts durante 3 h e 30 min.

A e B: Nesta regido, a banda polidispersa aparece com a mesma intensidade em +SH ¢ em
-SH entre 67 kDa e 115 kDa. O mesmo acontece com a proteina que migrou com 59 kDa
em +SH e 67 kDa em -SH. Entre 94 ¢ 232 kDa podemos observar proteinas que eluiram

antes e depois do gradiente. As proteinas com Mr abaixo de 45 kDa também estdo presentes
na mesma proporg¢io nas duas condigdes.



: ~
T A - -
3 .
2 P -
E Fr 3
w Bassa <D
- N et
- — H:, it 3
- £ >
o E
,, ’ S
< LB . .
5 e . .
‘ + Eg; i .
oy I -k il ¢
gbb?ﬁ
o it
: S, & T S
=4 ' Be . 5 | ﬁ
[Te] gn :
W I I Y . > sm:gg e
e g 4 M .,
¢ . \ ,
© ~ .
s 5 5 » e

kDa
94
67
43

[ N —~ o



Figura 14: SDS-PAGE de fragdes de DEAE da regido distal do TFDS. MW: padrio de
peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes de corrida: 25
mA, 200 volts durante 3h e 30 min.

A: A banda polidispersa aparece discretamente nessas condig¢bes. A proteina com Mr de
59 kDa foi mais expressiva nas fragbes de 25 a 28. As proteinas entre 94 kDa e 232 kDa nio
aparecem com tanta intensidade como nas regies proximal e intermedidria.

B: Eletroforese das mesmas fragdes, mas em condig¢des nio redutoras. A proteina com Mr
67 kDa foi bem expressiva nas fracdes de 25 a 28. A presenga da banda polidispersa foi bem
sutil nessas condi¢des. No topo do gel observamos material que ficou retido.
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6.4. Tendao calcanear

No TC, a proteina com Mr 59 kDa foi visivel em todas as fracdes, sendo mais
evidente nas fragOes de nimeros 31 a 42 da regido proximal, que foram eluidas com
concentracdo de NaCl entre 0,3 € 0,58M (Figura 15). Ja na regido distal, as bandas com Mr
59 kDa foram eluidas em uma faixa mais estreita de concentragdo de NaCl (0,3 a 0,4M)
(Figura 16).

A proteina polidispersa de 67 kIDa €115 kDa estava presente nas duas regides. Na
regido distal ela apareceu sutilmente na presenga de 2-Me, tendo sido melhor evidenciada na
auséncia deste redutor. A elui¢io desta proteina foi em torno de 0,7M de NaCl para a regido

proximal, € em torno de 0,5 a 0,6M NaCl, para a regido distal.




Figura 15: SDS-PAGE de fra¢des de DEAE da regiio proximal do TC. MW: padro de
peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes de corrida : 25
mA, 200 volts durante 3h e 30 min.

A: Observar uma banda polidispersa com Mr entre 67 kDa e 115 kDa, que eluiu da coluna
nas fragGes 47 e 48. A proteina de 59 kDa apresentou uma elui¢gio mais ampla ao longo do
gradiente, mas foi predominante nas fragdes 34 a 42. Protefnas na altura entre 94 kDa e
115 kDa estdo presentes no gel. As proteinas com Mr abaixo de 45 kDa foram mais
expressivas na fracdo 35.

B: Eletroforese das mesmas fragdes, mas em condi¢des nio redutoras. A presenca do
componente com Mr entre 67 kDa e 115 kDa foi bem sutil. A proteina de 59 kDa migrou
nessas condigdes com Mr 67 kDa. As proteinas com Mr entre 94 kDa e 232 kDa estio
presentes como no gel +SH. Na fracdo 35 foram observadas as proteinas com Mr abaixo de

45 kDa. Tanto em +SH quanto em -SH podemos observar material retido no topo do gel.
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Figura 16: SDS-PAGE de fracdes de DEAE da regiio djstal do TC. MW:
padrdo de peso molecular; -SH: sem 2-Me; +SH: com 2-Me; col: coldgeno. Condigdes de
corrida; 25 mA, 200 volts durante 3 h e 30 min.

A: Eletroforese em condigdes redutoras. O componente de Mr entre 67 kDa e 115 kDa foi
pouco expressivo em +SH, enquanto a proteina de 59 kDa foi claramente observada. As
proteinas entre 94 kDa e 232 kDa foram bem visiveis. As proteinas com Mr abaixo de 45
kDa foram observadas nas primeiras fraces apds o gradiente.

B: Eletroforese das mesmas fragdes , mas em condigdes nio redutoras. As protefnas com
Mr entre 94 kDa e 232 kDa praticamente ndo foram visiveis. A protefna polidispersa foi
observada claramente. A proteina de 59 kDa migrou com Mr igual a 67 kDa nessas
condigOes. Observar que hd material retido no topo do gel.
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7. Analise eletroforética em SDS-PAGE 8% do material obtido apés

cromatografia em DEAE-celulose.

Na analise eletroforética, em concentragio fixa de 8%, foram escolhidas as fragbes
do DEAE das diferentes regides de cada tenddo em que predominava o componente com
59 kDa. A corrida se deu em presenga ou auséncia de 2-Me. Confirmando o que j4 tinhamos
observado quando a corrida foi em gradiente de poliacrilamida, também aqui foi notado,
com mais clareza, que a proteina que migra em torno de 59 kDa migrava em uma posigio

correspondente a 67 kDa na presenga de 2-Me (Figura 17).




Figura 17: SDS-PAGE 8 % das regides proximal, intermediria e distal dos TFDP e
TFDS e das regides proximal e distal do TC. Condi¢des de corrida: 25 mA, 200 volts
durante 3h € 30 min.As +SH (com 2-Me). B: -SH (sem 2-Me). Padrdes de peso molecular:
catalase-tetrAmero (232 kDa), lactato desidrogenase (140 kDa), fosforilase (94 kDa),
albumina de soro bovino (67 kDa), catalase-mondmero (60 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor tripsina (20 kDa), ferritina (18 kDa) e lactoalbumina
(14,4 kDa).
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8. Teste imunoquimico

O teste imunoquimico das fracoes de DEAE-celulose de cada regido dos tendoes,
ricas em componente com Mr de 59 kDa usando o anticorpo anti-fibromodulim, mostrou
reagdo positiva para duas bandas. Uma delas,que migra um pouco acima do padrido de peso
molecular de 57.8 kDa (fumarase) € a outra, com maior peso molecular, que migra um

pouco abaixo do padrao de peso molecular de 72.7 kDa (piruvato quinase) (Figura 18).
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Figura 18: Teste imunoquimico das frages das regides distal e proximal do TC, distal,
intermedidria e proximal dos TFDS e TFDP. Observar que a reagio positiva ocorre tanto em
uma banda correspondente a proteina de 59 kDa (acima de 57.8 kDa), como para uma
banda migrando em posicdo abaixo de 72.7 kDa. Padrées de peso molecular: ap
macroglobulina (191 kDa), B-galactosidase (117 kDa), frutose-6-fosfato quinase (91,8
kDa), piruvato quinase (72,7 kDa), fumarase (57,8 kDa), desidrogenase lacta (40,8 kDa),

triose-fosfato isomerase (34,1 kDa)
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9, Teste de intumescimento

As propriedades de intumescimento do TFDP, do TFDS ¢ do TC sdao mostradas nas
figuras 19 e 20.

Quando as regides proximal, intermediaria e distal do TFDP foram transferidas do
PBS para 4agua destilada (Figura 19), o peso tmido decresceu 0,1%, 2,7% e 3,9%,
respectivamente. Em seguida, com o tratamento destas mesmas regioes em 4cido acético a
3% (Figura 20), o peso imido aumentou em 617%, 670% e 952% nas regiGes proximal,
intermedidria e distal.

No TFDS o decréscimo de peso ocorrido quando as regides foram transferidas do
tampdo para a dgua destilada (Figura 19) foi de 12,9%, 3,3% ¢ 11,1% para as regides
proximal, intermedidtia ¢ distal. Com a subsequente mudanga da dgua para o 4cido acético
3% (Figura 20) ocorreu um aumento de 824,6%, 468,3% e 640% nas regides proximal,
intermedidria e distal.

As regioes proximal e distal do TC também perderam peso quando foram

transferidas de PBS para a dgua destilada (Figura 19). A regido proximal decresceu 1,90%,

e a regiao distal 4,0%. Em 4cido acético 3% (Figura 20) houve um aumento de peso igual a
700,25% na regido proximal e 388,8% na regido distal.
Na figura 21 pode ser observado o aspecto das regioes de cada tendao antes e apds

embebicdo em 4cido acético 3%.




Figura 19: Teste de intumescimento. Decréscimo do peso tmido de
cadaregido ap0s a transferéncia do PBS para a 4gua destilada. Pp-regido
proximal do TFDP; Pi-regido intermedidria do TFDP; Pd-regido distal
do TFDP. Sp-regido proximal do TFDS; Si-fegiéo intermedidria do
TFDS; Sd-regido distal do TFDS; Cp-regido proximal do TC; Cd-regido
distal do TC.

Figura 20: Teste de intumescimento. Aumento do peso Gmido de cada
regido apos a transferéncia das amostras da 4gua destilada para o dcido
acético. Pp-regido proximal do TFDP; Pi-regido intermedidria do TFDP;
Pd-regido distal do TFDP. Sp-regido proximal do TFDS; Si-regido
intermediaria do TFDS; Sd-regido distal do TFDS; Cp-regido proximal
do TC; Cd-regiao distal do TC.



H20 (Swelling increment %)

MM

NN

—-i 3

-~12 -

-14

cp ¢4

Sd

rd Sp

Pi

Pp

Regions

19

CH3COOH (Swelling increment %)

1000 -

20



Figura 21: Teste de
intumescimento.Modifica¢des

apresentadas pelas diferentes
regides apds a embebicdo das
amostras em dcido acético 3%.
Nas figuras a, ¢ ¢ € podemos
observar o aspecto das regides
de cada tendio antes do
intumescimento  em  &cido
acético. a: Regides proximal,
intermedidria e distal do TFDP.
b: Regides do TFDP apds a
retirada do 4cido acético. C:
Regides proximal, intermedidria
e distal do TFDS. d: Regides do
TFDS apds a retirada do 4cido
acético. e: Regides proximal e
distal do TC. f: Regides do TC

apés a retirada do 4cido acético.
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10. Extracao de componentes colagénicos e nao colagénicos pelo

tratamento com acido acético

A proporgiao de coldgeno para cada regido dos tenddes foi estimada a partir da razio
A236/A280.

A figura 22 mostra os valores absorciométricos para os extratos de cada regido dos
diferentes tenddes ¢ a figura 23 apresenta as curvas espectrais para os extratos das diferentes
regides dos tendoes com 4dcido acético 3%.

Podemos notar que na regido proximal do TFDP a propor¢io de colidgeno em
relagdo as regioes intermedidria e distal € maior.

Com relagdo ao TFDS, as regides proximal e distal apresentaram uma proporgdo
maior de colageno solubilizado em relagcdo a regido intermedidria.

Por outro lado, no TC as duas regides apresentaram praticamente a mesma

propor¢do de coldgeno.
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Figura 22 : Curvas de absorgio espectral na faixa de 210nm a 320nm das diferentes
regides dos TFDP, TFDS e TC apés o tratamento com 4cido acético 3%. TFDP, regides
proximal (verde), intermedidria (azul claro), e distal (vermelho);. TFDS, regides
proximal,(maravilha), intermedidria (laranja) e distal (cinza claro); TC, regides proximal
(cinza escuro) e distal, (azul).
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Figura 23: Estimativa da proporcio do coldgeno das diferentes regiGes
do TFDP, TFDS ¢ TC. Pp-regiio proximal do TFDP; Pi-regido
intermedidria do TFDP; Pd-regiio distal do TFDP. Sp-regido proximal do
TEDS; Si-regido intermedidria do TFDS; Sd-regido distal do TFDS;
Cp-regido proximal do TC; Cd-regido distal do TC.
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1. Consideracoes gerais

Diversos trabalhos com tendGes que contornam uma articulagio antes da insercio
que ocorre em uma direcdo que é diferente a do misculo, caracterizaram essas estruturas
como "wrap around" (ALEXANDER & DIMERY, 1985). Na articulagio, o tendio recebe
forgas de compressao adicionais as forcas de tensdo. Essas forgas sdo exercidas pelo osso
proximo ao tenddo, e o atingem perpendicularmente, onde ele é pressionado
(ALEXANDER & DIMERY, 1985). Para resistir a essas for¢as de compressio e fricgio,
estes tendoes exibem na superficie de articulagio uma estrutura como uma almofada
cartilaginosa (CARVALHO, 1995). Neste local, a regido assemelha-se a uma
fibrocartilagem por apresentar feixes de coldgeno espessos, quantidade elevada de PGs ¢
células semelhantes a condrécitos (CARVALHO, 1995).

Estudos com tenddes "wrap around" de diversos animais mostraram estruturas
semelhantes a fibrocartilagem (VOGEL & KOOB, 1989; OKUDA et alli, 1987a, 1987b;
GILLARD et alli, 1979; MERRILEES & FLINT, 1980; CARVALHO & VIDAL, 1994). A
regido fibrocartilaginosa desses tenddes que sofrem forcas de compressio possui uma
quantidade elevada de PG (GILLARD et alii, 1979; VOGEL & HEINEGARD 1985;
VOGEL et alii, 1986; OKUDA et alii, 1987a, 1987b). No caso do tendio de boi 40%
desses PG sdo capazes de agregar-se com o 4cido hialurénico (VOGEL & HEINEGARD,
1985; EVANKO & VOGEL, 1990). A presenga desses grandes PGs foi associada com a
capacidade do tenddo em resistir 2 forgas de compressio (VOGEL & HEINEGARD, 1985;
VOGEL et alii, 1986; VOGEL & KOOB, 1989) como ocorre em cartilagem hialina.

CARVALHO (1995) sugeriu que a capacidade de resistir & forcas de compressio
observada em fibrocartilagens ndo pode ser atribuida somente a existéncia de grandes PGs

agregantes com base em analogia direta com as cartilagens hialinas, mas também devido a
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uma interrelacdo especial entre a arquitetura do coldgeno e PGs, trabalhando
coordenadamente para fornecer diferentes mecanismos especificos para a resisténcia a forcas
de compressao em cada tipo de tecido. Provavelmente as PNC também tenham algum papel
na regulagao de interagdes entre moléculas de coldgeno e PGs.

TendGes de bois (VOGEL & KOOB, 1989), cies (OKUDA et alli, 1987a, 1987b) e
ras (CARVALHO & VIDAL, 1994) apresentam na regido sob compressio uma capsula
sinovial rigida, enquanto tendoes de coelhos (GILLARD et alii, 1979; MERRILEES &
FLINT, 1980) apresentam nesta mesma regido uma camada adventicia denominada
paratendineo. Estudos em tendGes humanos (VOGEL et alii, 1993) mostraram
caracteristicas similares aquelas descritas para os tenddes de boi (VOGEL & KOOB, 1989)
e rd (CARVALHO & VIDAL, 1994).

Enquanto existem tendoes que desenvolvem uma estrutura como uma
fibrocartilagem em regides sujeitas a diferentes forcas biomecinicas, outros tenddes exibem
variagdes em composi¢do ao longo de sua estrutura, algumas vezes sem caracterizar
alteragbes morfoldgicas evidentes JONES & BEE, 1990; CURWIN et alii, 1994). Essas
variagOes sd30 consequéncias de adaptagOes a diferentes situagdes biomecinicas que devem
ocorrer ao longo de seu percurso da inser¢do mio-tendinosa a insergdo Ossea.

Estudos com tenddes de equinos (JONES & BEE, 1990) e aves (CURWIN, et alii,
1994) mostraram que diferentes regides do tendio podem estar sujeitas a diferentes
condi¢ées de forgas. Essas variagbes de forcas podem ser importantes na andlise de
diferentes segmentos de um mesmo tenddo ou na comparagdo de amostras obtidas de
diferentes partes de um Unico tenddo. Existem evidéncias sugerindo que, pelo menos
mecanicamente ocorrem variagbes na diregdo proximal-distal de um tendio (BUTLER et

alii, 1978 apud CURWIN, 1994; DANIELSEN & ANDREASSEN, 1988).
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2. Tendao do Misculo flexor digital profundo

O TFDP de rato estudado neste trabalho apresenta uma regiio que contorna a
articulagdo e estd em contato direto com o osso. Neste local o tendio esta envolvido por
uma fina camada de tecido conjuntivo que faz com que o mesmo se mantenha junto 3
articulacdo. Este tendio foi dividido em trés partes considerando as regides que
supostamente sofrem forgas de tensdo e de tensdo e compressio juntas. A regido chamada
de intermediaria pode receber essas forgas de compressdo por ser a parte do tenddo que
contorna a articulagio. A regido proximal, que origina-se no Misculo flexor digitorum
profundus, ¢ a regio distal que estende-se aos digitos aparentemente recebem apenas forgas
de tensdo.

O TFDP pode ser classificado como um tendido "wrap around", entretanto, ndo
sabemos ainda se o mesmo apresenta a estrutura de uma fibrocartilagem na regido
intermedidria que contorna a articulagdo e esta sob forgas de compressio, como encontrado
em diversos animais (GILLARD et alii, 1979; MERRILEES & FLINT, 1980; OKUDA et
alii, 1987a, 1987b; VOGEL & KOOB, 1989; CARVALHO & VIDAL, 1994). Nesta regiao
ndo foram observadas diferencas morfoldgicas macroscépicas.

As dosagens de proteinas (BRADFORD, 1976) dos extratos de cada regido do
TFDP mostraram que as quantidades de proteinas extraidas nas trés regides foram
diferentes. Os extratos das regides intermedidria e distal apresentaram quantidades
equivalentes de proteinas extraidas por miligrama de tendio, enquanto na regido proximal
aquela proporg¢éo foi bem inferior. Como este método néo € sensivel ao colidgeno, podemos
concluir que das regides intermedidria e distal estdo sendo extraidos mais componentes nio
colagénicos do que na regido proximal. Por outro lado, avaliando os resultados obtidos do

tratamento de cada regido do tenddo, com 4cido acético 3%, pode-se inferir que a
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propor¢ao de coldgeno em relagio aos demais componentes é maior na regido proximal do
que nas regides intermedidria e distal.

Com relagio a quantidade de GAGs sulfatados presentes em cada regido observamos
que a regido intermedidria possui aproximadamente 4,7 vezes mais GAGs sulfatados do que
a regido proximal, e 2 vezes mais do que a regido distal. Além do aumento no contetido de
GAG esta regifo diferencia-se também por apresentar CS (que corresponde a 32% dos
GAGs). A exemplo do que ocorre em tenddes que contornam a articulagio em bovinos
(VOGEL & HEINEGARD, 1985), acredita-se que este CS faca parte da constitui¢io de
grandes proteoglicanos.

Estudos em cultura de explantes de regides de tenddo bovino sujeitas a forgas de
compressdo e de tensdo apresentaram reducio na sintese de PG apds varios dias de cultivo,
em auséncia de forgas biomecanicas (KOOB & VOGEL, 1987b). Segundo esses autores
esta redugdo na sintese de PG foi resultado da falta de estimulo mecénico durante o periodo
de cultura. Outros estudos também com cultura de explantes de discos de fibrocartilagem de
tenddo bovino mas com presenga de forgas de compressdo in vitro durante o tempo de
cultura mostraram que neste caso havia aumento da producio de grandes PG (KOOB et
alii, 1992). Estes resultados confirmam que em tenddo existe uma rela¢io entre grandes
PGs e presenga de forgas de compressdo. Nossos dados com TFDP mostraram que apesar
da regido intermedidria deste tendio nido apresentar diferengas morfoldgicas macroscépicas
¢ microscopicas (CARVALHO, 1995-comunicagio pessoal), a presenca de CS indica que
forgas de compressio estejam atuando neste local além das forgas de tensdo.

Precisa ser considerado contudo que, a presenga de CS pode também ser devida a
imaturidade do tendio (VIDAL & MELLO, 1984), ji que a idade de 3 meses dos ratos
analisados referem-se a idade adulto jovem. Sendo assim, os tendbes poderiam nio ter

atingido a maturidade. Deste modo, a presenca de CS nio estaria diretamente relacionada a
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presenga de forgas biomecénicas adicionais, mas ao desenvolvimento do tendio e/ou do
animal.

A presenga de dermatam sulfato nas trés regides estd aparentemente relacionada a
presenca do pequeno PG decorim. Este pequeno PG possui uma cadeia de dermatam sulfato
ligado ao "core" proteico.

A andlise eletroforética das fracoes eluidas da cromatografia em DEAE-celulose nio
mostrou diferencas marcantes entre as trés regides. Na regido intermedidria contudo nota-se
que hd maior quantidade de material retido no topo do gel do que nas regides proximal e
distal. Este resultado aliado com o resultado da eletroforese em gel de agarose onde CS foi
evidenciado reforga a idéia da existéncia de grandes PG na regido intermedidria. Embora nio
se tenha notado qualquer aparente modificacio na regido intermedidria em relagdo as regides
proximal e distal, a presenga de CS nesta regido sugere que o TFDP deva experimentar
forcas compressivas na regido curva onde contorna a articulagdo.

Como o tenddo € um tecido tipicamente fibroso, grande quantidade de coldgeno é
encontrado nas fragdes da cromatografia eluidas antes do gradiente de NaCl. Isto ocorre
porque a molécula de coligeno apresenta cargas predominantemente positivas no pH do
tampdo, o que dificulta a sua ligagdo a resina de DEAE-celulose. ApGs a aplicagdo do
gradiente de NaCl no entanto continua ocorrendo elui¢do do colidgeno, mostrando que parte
da populagio destas moléculas é capaz de se ligar ao DEAE. E possivel que isto ocorra
devido a associagio desta molécula com algum outro componente da matriz que se liga a
resina de DEAE-celulose.

A eluigdo de proteinas com Mr entre 94 kDa e 232 kDa logo no inicio do gradiente
de Na(l, indica que aquelas proteinas possuem baixa densidade de cargas negativas em pH

6,0.
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Com base no padrio cromatografico, no Mr e no experimento imunoquimico foi
confirmado que a proteina de Mr igual a 59 kDa corresponde ao pequeno proteoglicano
fibromodulim. Dois componentes apresentaram-se reativos com o soro anti-fibromodulim,
podendo representar isoformas deste pequeno PG que ocorrem igualmente em todas as
regides. Sua migracdo em SDS-PAGE em condigbes redutoras € diferente da migracio em
condi¢des ndo redutoras, quando migra por volta de 67 kDa. Este comportamento se deve
provavelmente a mudangas na conformacido da molécula, resultante do rompimento de
pontes S-S na presenga de 2-Me.

Este pequeno PG foi primeiramente isolado de cartilagem articular (HEINEGARD et
alii, 1986), mas também estd presente em muitos outros tecidos conjuntivos. Em sclera e
tendoes foram encontradas grandes quantidades desta proteina (0.1% do peso tmido do
tecido) (HEDBOM & HEINEGARD, 1989). Sua provavel fungdo como reguladora da
fibrilogénese do coligeno (HEDBOM & HEINEGARD, 1989) justifica sua presenca no
TFDP de rato, tanto nas regides que sofrem forcas de tensdo quanto naquela que além das
forcas de tenséo, supostamente estd sujeita a forgas de compressao.

Uma outra proteina, de natureza polidispersa, com Mr entre 67 kDa e 115 kDa esta
presente nas trés regides. Existe uma grande semelhanga no comportamento eletroforético
desta proteina com aquele exibido pelo pequeno PG decorim, que também € polidisperso e
migra na mesma faixa de peso molecular. O decorim foi detectado em vdrios tecidos
conjuntivos (HEINEGARD et alii, 1985), ¢ também ¢ capaz de inibir a fibrilogénese do
coligeno in vitro (VOGEL et alii, 1984). Na verdade, foi demonstrado através de
experimentos in vitro, que o decorim ndo impede a formagio de fibrilas mas sim inibe a

associacdo lateral € o espessamento, mantendo um didmetro relativamente reduzido

(VOGEL & TROTTER, 1987).
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Testes de intumescimento tem sido aplicados a diferentes tecidos conjuntivos com o
propdsito de avaliar as propriedades materiais inerentes, ¢ para comparar tecidos
patoldgicos e tecidos normais (GRODZINSKY, 1983; MYERS et alii,1983; apud KOOB &
VOGEL, 1987a). O comportamento das trés regides do TFDP foi semelhante ao ocorrido
com a regido proximal do tendio de boi (VOGEL & KOOB, 1987), ou seja, em dgua
destilada houve encolhimento das regides, enquanto em &cido acético ocorreu o
intumescimento das mesmas.

Segundo KOOB & VOGEL (1987a) ¢ KOOB (1989), as propriedades de
intumescimento em tendao flexor bovino estio diretamente relacionadas ao conteddo de
GAGs. TenddOes que estio predominantemente sob forcas de tensdo apresentam pouca
quantidade de PGs. A regido distal do tenddo flexor bovino, que estd sujeita a forcas de
compressao, contém de 2 a 10 vezes mais GAGs que a regido proximal (KOOB & VOGEL,
1987a). Esses PGs da regido distal estdo concentrados na camada superficial distal que
recebe diretamente for¢as de compressdo e fricgdo (KOOB & VOGEL, 1987a). Esses
autores concluiram que a fibrocartilagem de tenddo bovino apresenta propriedades de
intumescimento semelhante a encontrada para a cartilagem articular, devido ao
intumescimento considerdvel em dgua destilada resultante das cargas negativas dos GAGs
neste tecido.

Como comentado anteriormente, esses tecidos fibrosos que estio sujeitos a forgas de
compressao parecem adaptar-se a essas forgas pelo acimulo de PGs nos sitios que recebem
forgas de compressio (KOOB & VOGEL, 1987a; KOOB,1989).

Em ratos, o TFDP apresentou diferencas considerdveis comparando a regido
proximal com as regiGes intermedidria e distal, apds o equilibrio em dgua. Estas duas dltimas
tiveram um encolhimento maior em 4gua do que a regido proximal, o que nio era esperado,

especialmente considerando a maijor presenca de GAG nas regides intermediéria e distal, e
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também o resultado da eletroforese em gel de agarose, onde é mostrada a presenca marcante
de CS ¢ DS na regido intermedidria. Esta aparente contradigdo pode resultar da prépria
organizagdo da MEC das regides deste tenddo, principalmente da regido intermedidria,
fazendo com que esta regido assuma um comportamento de um tecido conjuntivo dominado
por feixes de fibrilas de coldgeno, apesar da presenga de GAGs. Com o equilibrio em 4cido
acético as diferengas foram menos expressivas, a regido proximal intumesceu menos,
confirmando o dado obtido com 0 menor encolhimento em dgua.

A partir dos diferentes resultados obtidos para cada regido do TFDP podemos supor
que estas possuem estrutura ¢ composicio diferentes. Como a regido proximal € a que
imediatamente segue ao misculo podemos supor que esta regido do tendio pode estar
sujeita a forcas assimétricas, visto que as fibras musculares sio ativadas em tempos
diferentes dependendo do movimento requerido. Com relagdo a regido distal, poderiamos
supor que esta representa uma regido de transigdo entre regides que recebem apenas forgas
de tensdo e aquelas que recebem forgas de tensdo e de compresso juntas, devido a posigio
anatdmica e conteudo de GAGs. Entretanto, andlises morfoldgicas e andlises bioquimicas
mais aprofundadas seriam necessarias para esta afirmacio. Como comentado anteriormente,
provavelmente a regido intermedidria estd sujeita a diferentes forgas biomecanicas e seria

esperado que desenvolvesse uma estrutura semelhante a uma fibrocartilagem.

3. Tendao do Misculo flexor digital superficial

O TFDS da mesma forma que o TFDP, pode ser considerado um tenddo "wrap
around", e também foi dividido em partes considerando as regides que supostamente sofrem

forgas de tensdo e de tensdo e compressao.
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Enquanto no TFDP a regido intermedidria ndo apresenta diferengas com relacio as
regides proximal ¢ distal, no TFDS a regido intermedidria mostra diferengas considerdveis
em nivel macroscopico. Nesta regido, o tenddo contorna uma articulagio sob o calcineo e
embainha-se, formando uma capa sobre este 0sso.

Observagdes desta regido intermedidria de ratos de 6 meses em corte de 7 um,
corados com azul de toluidina pH 4,0 mostraram que a mesma apresenta regides com
aspectos de uma fibrocartilagem, com células arredondadas e matriz metacroméatica
(CARVALHO, 1995-comunicacdo pessoal). Em ratos de 3 meses foi observada que esta
regido exibia uma pequena metacromasia quando corada com azul de toluidina (dados ndo
apresentados). Embora esperdssemos detectar CS nesta regido, acreditamos que sua
expressdo foi muito pequena para ser evidenciado em gel de agarose. A presenga de DS foi
marcante, € pelos resultados obtidosA em SDS-PAGE das fragbes de DEAE, ha forte
indicagOes de se tratar de decorim, pela propria caracteristica da banda entre 67 kDa ¢ 115
kDa.

Com relagio a quantidade de GAGs, a regido intermedidria apresentou
aproximadamente 3,8 vezes mais GAGs do que a regido proximal e 1,8 vezes mais do que a
regido distal. A maior quantidade de GAGs na regido intermedidria pode estar relacionada
com a capacidade desta regido em resistir as forgas de compressio e fricgio adicionais s
forgas de tensdo.

A partir dos resultados obtidos com a dosagem de proteinas podemos concluir que
nas trés regides a quantidade de proteinas ndo colagénicas é praticamente a mesma.
Entretanto, comparando esses resultados com o teste de solubilizagdo do coldgeno,
podemos deduzir que a proporcdo deste nas regiGes proximal ¢ distal onde ocorrem

predominantemente forgas de tensdo, € maior do que na regido intermediaria.
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Nas andlises eletroforéticas poucas diferencas sdo observadas entre as trés regioes.
Proteinas com Mr entre 94 kDa € 232 kDa eluem nas primeiras fragdes logo apds o inicio do
gradiente, mostrando que possuem poucas cargas, pois sdo removidas da resina de DEAE-
celulose com baixa forga i6nica . Nas regides proximal e intermedidria essas proteinas sio
mais evidentes. O mesmo ocorre com proteinas de baixo peso molecular, com Mr abaixo de
45 kDa.

Através do experimento imunoquimico pudemos confirmar que 0 componente de 59
kDa era fibromodulim, como no TFDP. Este pequeno proteoglicano estd presente nas trés
regides. A funcio deste pequeno PG em todas as regides do TFDS deve ser a regulagio da
fibrilogénese do coligeno (HEDBOM & HEINEGARD, 1989), da mesma maneira que
ocorre para o TFDP, ja que este pequeno PG se expressou de maneira semelhante nos dois
tendoes.

Proteina polidispersa com Mr entre 67 kDa e 115 kDa, provavelmente decorim, estd
presente nas trés regides. A presenga de decorim pode ser relacionada ao controle do
didmetro das fibrilas de coldgeno, uma vez que estas moléculas sdo capazes de ligar as
fibrilas de coldgeno e regular a espessura das fibrilas formadas in vitro (VOGEL et alii,
1984).

O comportamento em 4gua destilada, das regides proximal e distal do TFDS no teste
de intumescimento foi mais expressivo do que aquele apresentado pelo TFDP. Essas duas
regides (proximal e distal do TFDS) encolheram em 4dgua destilada bem mais do que a
regido intermedidria. J4 em 4cido acético, as regides proximal e distal apresentaram um
intumescimento visivelmente maior ao apresentado pela regido intermedidria. Comparando
esses resultados com o resultado obtido com a dosagem de GAGs sulfatados, podemos
observar que a regido intermedidria, que apresentou a maior quantidade de GAGs por

miligrama de tendio foi a que menos encolheu em dgua e menos intumesceu em &cido
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acético, o que era esperado. O comportamento deste tendio no teste de intumescimento foi
semelhante aquele exibido pelo tendio de boi quando regides com diferentes propriedades
biomecinicas foram estudadas (KOOB & VOGEL, 1987A; KOOB, 1989). Este
comportamento € tipico de uma matriz colagénica fibrosa.

Com relagio aos resultados analisados para as regides deste tenddo podemos supor
que as regides proximal, intermedidria e distal diferem entre si quanto a composi¢io e

estrutura como no TFDP.

4. Tendao calcanear

O TC ou tendao de Aquiles origina-se no musculo séleo e insere-se no calcineo.
Neste estudo, o TC foi dividido em duas regides. A regido proximal que estd sob forgas de
tensdo € a regido distal que se insere no calcineo e estd sob forgas de tensio e de
compressao.

Como comentado anteriormente, as fibrocartilagens sdo encontradas nas fixagdes de
tendoes € ligamentos aos osssos, fazendo com que as propriedades mecinicas sejam
transferidas gradualmente entre eles (WOO et alii,1988, apud RUFAI et alii, 1992), ¢ em
tendOes que passam sob uma extremidade ¢ssea numa articulagio, resistindo a compressao e
fornecendo uma superficie lisa para o deslizamento (VOGEL & KOOB, 1989).

RUFALI e colaboradores (1992) descreveram distintas regides que sofrem forgas de
compressdo em TC de rato € que desenvolvem fibrocartilagens. Uma delas localiza-se na
zona de inser¢do do tenddo no calcineo, uma outra que estd sob o calcineo, recebendo
diretamente as forcas de compressio provenientes desse 0sso, € a terceira, localizada na

superficie 6ssea do calcineo. A fibrocartilagem localizada onde o tendéo estd sob o calcineo
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desenvolve-se apOs o nascimento. Por volta de 4 semanas a metacromasia da fibrocartilagem
aumenta, € em ratos mais velhos foi bem acentuada. A composi¢io da MEC desta regido
mudou durante o desenvolvimento € a idade (RUFAI et alii, 1992).

Cortes histoldgicos de TC de ratos com 3 meses de idade (dados ndo apresentados)
corados com azul de toluidina pH 4,0 da regido distal sujeita a forgas de compressio, € que
compreende a regido de inser¢do do tendfo no calcineo € a regido que estd sob o calcineo,
descritas por RUFAI e colaboradores (1992), mostrou intensa metacromasia. J4 em ratos
mais velhos essa regido foi bem mais desenvolvida e¢ metacromitica (Carvalho, 1995-
comunicagdo pessoal). Nossos resultados indicaram que realmente nesta regido ha um
aumento na quantidade de GAG, a exemplo do que ocorre em tenddo de boi (VOGEL et
alii, 1994) e tendao de 13 (CARVALHO & VIDAL, 1994) que também experimentam
forcas de compressio. A quantidade de GAGs sulfatados na regido distal foi
aproximadamente 3 vezes maior que na regido proximal, confirmando as observagoes
citadas anteriormente.

Nas eletroforeses em gel de agarose, na regido distal além de DS também estava
presente CS, ja na regido proximal apenas DS. A presenca de CS na regido distal se deve
muito provavelmente a4 presenca de grandes PGs. Esta seria uma clara evidéncia de
adaptacdo do tecido a uma situagdo em que o mesmo sofre forgas de compressdo. Os dados
bioquimicos vem confirmar resultados ja conhecidos para este tendao (RUFAI et alii, 1992)
e observagoes que fizemos recentemente no laboratério. A presenca de DS provavelmente
se deve ao decorim que foi evidenciado em gel de poliacrilamida.

Com relacdo a quantidade de proteinas, foi observado que a regido proximal possui
uma quantidade ligeiramente maior de PNC do que a regido distal, j& com relagdo a
solubilizacdo do coldgeno a proporcao deste em relacdo as PNC nas duas regides foi a

mesma, o que indica um predominio da por¢ao fibrosa nas duas regides deste tendao
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Fibromodulim (como confirmado imunoquimicamente) também estava presente
igualmente nas duas regides, tanto em condigdes redutoras quanto em nio redutoras, como
no TFDP ¢ no TFDS. O componente que provavelmente corresponde ao decorim é pouco
evidente em condig¢Ges redutoras na regido distal, enquanto na regido proximal ele estd
presente em ambas condigdes. A presenca de fibromodulim ¢ decorim em tecido conjuntivo
fibroso faz-se nescessdria especialmente dada a sua importincia na regulagio da
fibrilogénese do coligeno (HEDBOM & HEINEGARD,1989; OLDBERG et alii, 1989).

Com relagio aos testes de intumescimento, ndo tivemos o resultado esperado para a
regido distal quando esta foi equilibrada em dgua destilada. Esta regido que tem alguns sitios
caracteristicos de fibrocartilagem encolheu mais do que a regido proximal. O aumento em
GAG observado deve ser insuficiente para atribuir a este tecido as propriedades observadas
para os tenddes de boi (KOOB & VOGEL, 1987; KOOB, 1989). J4 em 4cido acético o
maior intumescimento ocorrendo na regido proximal estd de acordo com um maior dominio
de estruturas colagénicas esperadas para aquela regido.

Apesar da regido distal possuir alto conteido de GAGs sulfatados, apresentar CS e
exibir estruturas diferenciadas em fibrocartilagem, o comportamento desta no teste de
intumescimento ndo coincidiu com esperado. Este resultado € devido a uma distribui¢io nio
homogénea de GAGs dentro do tenddo, ji que estes estdo localizados em duas areas
especificas, ou seja, no local da insercdo do tenddo no osso € onde o tenddo estd sob o
calcineo (RUFAI et alii, 1992). Como essas duas dreas compreendem uma pequena porgio
do tenddo, o comportamento da regido distal no teste de intumescimento foi aparentemente
dominado pelas porgio fibrosa. Além do mais, as amostras utilizadas para este teste nio
foram divididas em sitios especificos, enquanto o tendio de boi (KOOB & VOGEL, 1987;
KOOB, 1989) foi separado em pequenas por¢des dentro de uma regido, denominadas

superficial, onde havia 0 dominio de PGs, mediana, onde a quantidade de PGs era menor, €
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profunda, que era totalmente fibrosa. Com isto, as propriedades de intumescimento de cada
regido foram determinadas pela composic¢ido da MEC de cada porg¢do dentro de cada regido.
Com relagdo a regido proximal, podemos afirmar que esta possui caracteristicas

semelhantes quanto a estrutura € composicdo das regioes proximais do TFDP e do TFDS.
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1. O GAG DS predominante em todas as regides dos tendoes TFDP, TFDS e TC foi DS,
sendo que nas regides que supostamente estio sob forgas de compressdo do TFDP € do TC
foi também detectado o GAG CS.

2. O pequeno proteoglicano fibromodulim foi encontrado em todas as regides dos tenddes
TFDP, TEFDS ¢ TC.

3. O pequeno proteoglicano fibromodulim migra mais lentamente em SDS-PAGE, quando
era previamente incubado sem 2-Me. Além disto parece apresentar-se como duas isoformas,
com diferentes massas moleculares relativas e reconhecidas pelo mesmo soro anti-
fibromodulim.

4. O componente polidisperso, provavelmente decorim, com Mr na faixa entre 67 € 115
kDa, foi encontrado em todas as regides dos TFDP, TFDS e TC.

5. As regiGes intermedidria dos TFDP e TFDS e a regido distal do TC apresentam
caracteristicas semelhantes quanto a0 pequeno intumescimento em acido acético, a pequena
solubilidade do coldgeno e ao contetddo aumentado em GAG. Contribui para estas
semelhancas a presencga de CS no TFDP e TC, o que, surpreendentemente ndo aconteceu
com o TFDS.

6. As regides proximais, que nos trés tenddes consistem na regido que imediatamenrte segue
ao misculo € que, aparentemenmte, estao sujeitas apenas a forcas de ctensio, apresentaram
diferengaas quanto aos diferentes parimetros analisados, demonstrando a diversidade
estrutural e composicional dos trés tenddes.

7. As regides distais dos TFDS ¢ TFDP apresentam caracteristicas semelhantes quanto ao
intumescimento, retragido apOs tratamento com 4gua, grande solubilidade de componentes
colagénicos ¢ idéntico conteido de GAGs, representados exclusivamente por DS.

Aparentemente estas regioes correspondem a um outro tipo de specializagio de tendoes.
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8. As analises cromatograficas e eletroforéticas isoladamente nio forneceram parimetros
suficientes para a caracterizagdo das diferentes regides destes tendbes, porém revelaram
diferencas muito sutis no contetido de pequenos proteoglicanos e proteinas nio colagénicas
entre eles.

9. a anilise dos grandes proteoglicanos e mesmo uma investigagio sobre o pequeno
proteoglicano biglicam seria de grande auxilio na compreenssio da fisiologia destes tenddes,

assim como também se faz necessirio estender a analise histoldgica.
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