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INTRODUGAO

As glicoproteinas estdo amplamente distribuidas
entre Os seres vivos, encontrando-se nao apenas em animais ver
tebrados e invertebrados como também em plantas e organismos
unicelulares (SPIRO, 1973). O interesse crescente em pesgquisas
dedicadas as mesmas, deve-se a sua universalidade de distribui

¢do, e as milltiplas fungOes bioldgicas desempenhadas por elas

nas mais variadas estruturas. Assim, modalidades que compreen-
dem desde componentes de membranas biolSgicas, mediadores qui-
micos da fisiologia celular, mediadores biogquimicos das intera
¢oes celulares e até como componentes da matriz extracelular,
fazem~-nas assumir uma importancia cada vez maior dentre os ob-

jetivos de pesquisas basicas e aplicadas.

A complexa constituicao da matriz extracelular
animal envolve fundamentalmente a participacao de guatro compo
nentes (ROBERT, 1980). Sac estes representados pelas proteogli
canas, colagenos, glicoproteinas nao colagénicas e a elastina,
os gquais participando em proporgBeé diferentes entre si, condi
cionam caracteristicas fisicas e quimicas variadas, assim como

organizacoes estruturais peculiares em cada um dos tecidos.

No entanto, a proporcionalidade destes componen-
tes entre sl nao deve ser o fator Gnico e preponderante, na or
ganizagao supra molecular da matriz extracelular do sistema
conjuntivo animal. Por exemplo,aheterogeneidade na composicgao
quimica dos coldgenos isolados dos varios tecidos, classifi-
cando~os como colageno I, II, III, IV, V ou outros; é mais ain

da, a predomindncia de uma determinada élicosaminoglicana na
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fracao proteoglicanica, torna sugestiva a hipOtese de que ©
fator heterogeneidade també&m tenha uma participagao de efeito
regulatdrio na organizagao e estruturacdo dos diferentes teci-

dos do sistema conjuntivo.

Neste contexto, as glicoproteinas também compoem
um conjunto de elementos bastante heterogéneo na matriz do te-
cido conjuntivo. ANDERSON (1976) propde embora nao explicita -

mente, dois tipos gliqoprotéicos com relagao ac comportamento
frente aos processos de suas extragoes; a populagaoc de glico -

proteinas ditas "soliveis" e uma outra denominada de "estrutu-
rais" (G.P.Es.). Estas Qltimas encontram-se intimamente asso -
ciadas 3 "matriz insolivel" (ROBERT & DISCHE, 1963;  ROBERT &
COMTE, 1968; ANDERSON, 1976; SMITH et al., 1980; BAY, 1981} e
mostram-se altamente resistentes aos processos usuais de extra
gbes de glicoproteinas. As primeiras, sdo facilmente extraldas
em solucdes tampoes simples, como pode ser observado pelos pro
cessos utilizados por BOURILLON & GOT, (1962); SHIMADA e cola-
boradores (1972) em dermes; DUNSTONE & FRANEK, (1967); JANADO
& DUNSTONE (1972) em cartilagens; HERRING & KENT (1963) e
QUELCH & MELICK (1980) em ossos; RADHAKRISHNAMURTHY e colabora
dores (1964) em aortas; ANDERSON & JACKSON (1972) em tendOes;

THOMAS & LEAVER (1977); SMITH e colaboradores (1980) em dentima

Embora o coligeno também seja uma glicoproteina

estrutural e componente da "matriz insolGvel®”, classifica - se
i parte (HAY, 1981) dada a sua peculiaridade morfo-funcional,
estrutural e bioquimica.

Inicialmente denominadas de "protelnas estrutu-

rais acidicas", por apresentarem o seu ponto isoelétrico (pI)

no intervalo de pH entre 4,7 e 4,8 (TIMPL et al, 1968;
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FURTHMAYR e TIMPL, 1970; WOLFF et alii, 1971), as glicoprotei-
nas estruturais foram extraidas de diferentes tecidos a partir
do processo preconizado por ROBERT & DISCHE (1963) . Este pro -
cesso, modificado posteriormente por ROBERT e colaboradores
(1965), TIMPL e colaboradores (1968) e ROBERT & COMTE (1968),
consiste na extracao seletiva dos constituintes da matriz do

tecido conjuntivo.

As proteoglicanas‘séo extralidas através da sua
solubilizacdo em solugbes de cloreto de cdlcio tamponadas em

pH alcalino (8,0 a 8,5). Os coligenos soliveis, podem ser ex-—
trafdos tanto antes como depois da extragao das proteoglicanas,
ou mesmo concomitantemente, por meio de solugao salina tampona
da em pH neutro. Ao material residual do tratamento acima, de-
nomina-se "matriz insollivel" (ROBERT & DISCHE, 1963; ROBERT &
COMTE, 1968; TIMPL et al, 1968; WOLFF et alii, 1971; FURUTO e
SCHNEIR, 1975) e & composto de coldgeno insolivel, glicoprotel

nas estruturais e elastina.

Os coldgenos da "matriz insollivel" s3o extraidos
por meio de hidrdSlise em acido tricloroacético (T.C.A.) 0,3M,
agquecida a temperatura de 90~95°C (FITCH et al, 1955) ou alter-
nativamente pelos tratamento com colagenase ou hidroxilamina

em tiocianeto de potassio (WOLFF et alii, 1971}.

BACH & BAHTLEY (1980) criticam severamente o pro
cedimento usual para a extragao das glicoproteinas estrutu-
rais, principalmente no que se refere a utilizagao do  T.C.A.
aquecido ou colagenases. Isto, creditado respectivamente a
agao hidrolitica e desnaturante do T.C.A. aquecido sobre as pro
teinas em geral e a procedéncia duvidosa das colagenases utili

zadas, implicando na sua falta de especificidade., O0s referi-
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dos autores questionam ainda, a existéncia destas glicoprotei-
nas estruturais na matriz extracelular animal, admitindo que
as propriedades guimicas e fisicas das proteinas isoladas por
eles da aorta bovina, correspondem e equivalem as caracteristi

cas da actina.

Outros autores (ANDERSON & JACKSON, 1971; WOLFF
et alii, 1971; ANDERSON, 1976), embora naoc qﬁestionem a exis-
téncia destas glicoproteinas estruturais na matriz acelular do
tecido conjuntivo, mantém alguma reserva quanto ao emprego de
métodos de extragoes que fazem uso de altas temperaturas e ex-
tremos de pH, o que favoreceriam modificagoes quimicas nas gli

coproteinas isoladas.

Estas refutagoes £izeram com gque ROBERT (1982),
estabelecesse parametros e critérios que caracterizassem as
glicoproteinas estruturais (G.P.Es.). Cabe aqui por ora, citar
alguns destes pardmetros no ambito das propriedades  fisicas,
quimicas e funcionais, como meios de se reconhecer este consti

tuinte fundamental do tecido conjuntivo.

. BEstas glicoproteinas, encontram-se invariavelmen
te na matriz extracelular, porém sao distintas daquelas dque
se dissolvem livremente no liquido intersticial ou no plasma

sanguineo.
. Sao sintetizadas no local onde se encontram pe-

las células de origem mesenquimal, e permanecem associadas in-

timamente com outras macromoléculas da matriz.

. Estao envolvidas com fungoes especificas, rela -
cionadas com o estado diferenciado do tecido, tais como, regu-
lagido do tamanho das fibras de coldgeno e interagoes célula-ma

triz.
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. Caracterizam-se ainda pela diversidade dos seus
pesos moleculares (12.000 a 600.000) e variedade na composigao
em carboidratos, configurando sua heterogeneidade, além de pro
nunciado cariter antigénico, com especificidadede 6rgac e/ou
de espécie.

O fator solubilidade nao foi por ele considera-
do como sendo um critério importante para a ¢caracterizacgao das

glicoproteinas estruturais.

Os critérios acima sao bastante gerais, © que

permite uma grande variedade de constituintes da matriz acelu-

lar serem classificadas como glicoproteinas estruturais.

Seguindo-se este raciocinio, mesmo as glicopro-
teinas que foram consideradas por ANDERSON (12976) como sendo
"glicoproteinas solliveis" podem ser classificadas como "glico~
proteinas estruturais" de ROBERT (1982). As glicoproteinas es-
truturais consideradas como "associadas aos feixes de colage—-
no" na presente tese, compreendem uma categoria mals restrita
guanto ao conceito, caracteristicas e procedéncias. Consideram

~ge como tais apenas aquelas glicoproteinas, intimamente asso-

ciadas i "matriz extra celular insollvel" de origem mesenqui -

mal; extraiveis desta matriz somente ap0s remocao do colageno

insoliivel; com estabilidade fisico-quimica elevada; e com par-

ticipacdo efetiva na estruturacao do arcabougo do feixe colage-

nico.

Neste ambito conceitual mais restrito de glico-

proteinas estruturais, poucos dados tem sido_relatados.

Quanto 3 composigdo, as glicoproteinas estrutu-
rais, caracterizam-se pelo alto teor dos aminoicidos acido as-

partico, acido glutamico, glicina, lisina + hidroxilisina e au
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séncia ou apenas tragos de hidroxiprolina (TIMPL et al, 1968,
1969; ROBERT & COMTE, 1968), independentemente do teéido e es-
ﬁécie animal utilizados para as suas extragoes (aorta, cartila
gem, derme, cdrnea). A presenca ainda de cerca de 20 residuos
de cistina por 1000 aminodcidos, permite assegurar a ocorrén -
cia de pontes dissulfetos como © foi proposto por FUTHMAYR &

TIMPL (1970) e ROBERT e colaboradores (1870} .

Concernente a composigao de carboidratos, MOCZAR
e colaboradores (1967) apresentaram as G.P.Es.de aorta bovina

contendo hexoses (com teor maior de galactose) e  hexosaminas
(teor maior de glicosaminas), porém com a predominancia da al-
tima sobre as primeiras. Por outro lado, ROBERT & DISCHE (1963
encontraram nas glicoproteinas da cornea, uma relacao menor pa
ra as galactoses dentre as hexoses, porém sempre as hexosami -

nas prevalecendo sobre as hexoses.

ROBERT e colaboradores (1370) estabeleceram as
diferengas na composicao de aglcares entre a cornea e a aorta,
mostrando uma grande quantidade de acido sidlico entre os car-
boidratos das G.P.Es. da aorta, os- quais eram removidos duran=-
te o tratamento pelo T.C.A. aguecido. Estabeleceram ainda que,
nmesmo em Orgios homdlogos, porém de espécies aiferentes (como
nas cbrneas de bois, coelhos e tubaroes), Os teores e propor-
¢Oes dos aglicares galactose, glicose, manose e glicosaminas

sao variaveis.

0 extrato glic0protéico da cOrnea obtido pela so
lubilizag3o em uréia 8M,mostra uma Gnica fragdo pela cromato -
grafia de gel filtragao (Bio-gel P-100), cuja homogeneidade
foi confirmada pelos padroes eletroforéticos e velocidade de

sedimentaqao (ROBERT et al, 1970). No entanto, este componente
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que possui um peso molecular igual a 78.000, qguando submetido
i agio de 2-mercaptoetanol, fornece duas subfragdes; uma com
P.M. = 34.000 (cerca de 80% do total) e outra com P.M.=78.000,

sugerindo uma estrutura constituida de subunidades.

FURTHMAYR & TIMPL (1970}, utilizando outros méto
dos além de uréia 8M para solubilizacgao das G.P.Es. de dermes,
encontraram um nimero maior de fragoes nas eletroforeses. Uma
fragao de maior mobilidade (com P.M. estimado em 15.000) fora
observado somente nos materials solubilizados pela adicao de
boroidreto de sddio 0,1M i uréia 8M. O extrato de uréia 8M com
tidis, forneceu um padrao eletroforético, onde a fragao maior,
corresponde a um constituinte com P;M. proximo a 40.000 dentre

as 6-7 fragoes observadas.

Independentemente dos processos utilizados para
a extracao das glicoproteinas estruturais, tanto as classifica
veis de acordo com conceito mais restrito aqui proposto, como
.as compreendidas dentro do conceito mais amplo de ROBERT
(1980) , encontra-se um consenso guanto ds suas funcoes, isto &,
atribui-se-lhes uma participacdo na estruturagao da matriz ex-
tra-celular.

JACKSON & BENTLEY (1968) e ANDERSON & JACKSON
(1972) , propuseram que as glicoproteinas tenham como fungao a
estabilizacao do tecido e manutengéo da estabilidade estrxutu-
ral das fibras de coldgeno. Por outro lado, HERRING (1976) pro
pde que ds glicoproteinas encontradas somente nos ossos, tam-
bém possam ser atribuidas alguma participagao na mineralizacao
Ossea.

As diferengas de composigoes de aminodcidos,prin

cipalmente nos teores de lisina e hidroxilisina, somadas as va
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riagoes nas composigOes de aglcares, devem contribuir para as
propriedades das glicoproteinas dos diferentes tecidos (ROBERT

& COMTE, 1968; MOCZAR & MOCZAR, 1970).

Todas as evidencias sugerem que o coligeno esta
firmemente ligado as glicoproteinas e que desta ligagdo surge

uma maior estabilidade estrutural do coliageno insolavel.

JACKSON & BENTLEY (1968) propdem um modelo hipo-
tético da estruturacao dos feixes de coligenos e da participa-
¢ao de cada um dos componentes. Sequndo estes autores, as gli-
coproteinas estariam envolvidas na agregacao das fibrilas de
colageno formando fibras, obviamente mais espessas. Isto seria
possivel gragas as cadeias laterais de carboidratos das glico-
proteinas que interagindo com o coligeno, promoveriam as suas
aproximacOes. Uma supra-organizagao das fibras de colageno te-
ria a participacao também das proteoglicanas para a sua estabi

lizacao como feixes de colageno (VIDAL, 1963, 1964, 1977).

Os feixes de coliageno sao complexocs biopoliméri-
cos compostos de proteoglicanas, coldgenos, glicoproteinas es-
truturais e eventualmente de elastina, os quais segunde VIDAL
(1980p), integram—-se em estruturas com alto grau de ordem mole
cular, conferindo um estado de cristalinidade detectavel e

mensuravel.

0 método de eleicao para o estudo destes comple-
x0os biopoliméricos consiste na determinacao qualitativa e quan
titativa das propriedades anisotrdpicas Opticas (birrefringén-
cia e dicroismo), as quails tém sido utilizadés nas pesguisas
de ordem molecular e das variagoes decorrentes de estado pato-
16gi¢o e fisioldgico do grau de agregagao dos  fei~

xes de colageno ("t n s 1 tau e in v i~
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£t r o ") (VIDAL, 1963, 1964, 1966, 1967, 1981; VIDAL & MELLO,
1970; MELLO & VIDAL, 1973; MELLO et alii, 1975, 1979; PIMENTEL,

1981; VIDAL et al, 1982).

VIDAL (1977, 1980y), analisando as propriedades
anisotrdpicas dos feixes de coldgeno (tendoes) propoe uma dis-
tribuigao ordenada das glicoproteinas estruturais, que teriam
o eixo das suas cadeias paralelas as fibras de colageno, con-

firmando a hipdtese de JACKSON & BENTLEY (1968).

Por outro lado SMITH e colaboradores (1980) pro-
pdem que as glicoproteinas estruturais da dentina extraldas em
uréia, com e sem tidis, devam exercer um papel estrutural sem
ligar-se diretamente ao colageno, e gue a insolubilidade des-

tas glicoproteinas & devida ao alto grau de associagaoc  entre
si.
Neste contexto, as questaes centrais a serem es-~

clarecidas sac as seguintes:

. Se as G.P.Es. realmente contribuem para a estabi

lidade fisico-quimica da matriz colagénica.

. Sendo esta premissa acima verdadeira, seria em

decorréncia da interacgao direta com o colageno por meio de 1li-
gagoes eletrostaticas,ou covalentes,ou ainda tipo lectina? Te-~

riam estas ligacgOes uma disposigac ordenada?

. Seria a interagao apenas com o coldgeno na forma
de auto-agregados de glicoproteinas com ou sem ordenamento mo-
lecular, mas gue por si sb, apresentaria alta estabilidade £i-
sico~guimica?

. Qualguer dque seja a interagﬁo, guer diretamente

com o colidgeno, ou quer na forma de auto-agregados glicoprotéi
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cos, que grau de participacac teriam efetivamente as G.P.Es.

na organizacdo dos feixes de coligeno?

. Faz-se necessirio ainda, reavaliar as refutagoes
feitas & metodologia proposta por ROBERT & DISCHE (1963) guan-
to ao emprego do acido tricloroacético aguecido, e da uréia
com redutores de pontes dissulfeto, durante as extragﬁes das
G.P.Es.. Supoe-se que, em ambos 0S Casos promovam-se modifica~
gSes irreversiveis das G.P.Es., transformando—as em produtos

artefatuais que invalidam-nas para estudos biogquimicos subse -

guentes.

. E por Gltimo, tendo sido sugerida a natureza he~
terogenea das G.P.Es. extralidas de diferentes tecidos, mas sem
a generalizagED do termo por falta de dados extensivos, faz-
se necessario ainda estabelecer eventuals diVerQidades entre
modelos biolég}cos diferentes, poréem estrutural e funcionalmen

te semelhantes, como o sao tendoes e 0OSSOSs.
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OBJETIVOS

Com base no que foi descrito até agora para  as
G.P.Es. associadas aos feixes de coligeno, o presente trabalho

enfoca os seguintes aspectos como objetivos fundamentais:

. Reformular a partir de técnicas ji& pré-estabele-—
cidas, uma metodologia simples e eficiente para extragao das

G.P.Es..

. Avaliar quais estados de agregacoes e/ou intera-
goes se fazem presentes entre as G.P.Es. e gqual seria a sua
participagdo na organizagao supra-molecular da matriz colagéni
ca. Estas informacoes possibilitariam por sua vez uma correla-

cao morfo-funcional das G.P.Es..

. Obter dados gue permitam averiguar a heterogenei
dade proposta para as G.P.Es., no que diz respeito a dois teci
dos diferentes (tendoes e o0ssos de um mesmo animal), porém com

naturezas estruturais e funcionais similares.

. Tentar avaliar, pelas analises preliminares das
propriedades fisico~quimicas das G.P.Es., o seu papel na esta

bilizagdo e estruturagao dos feixes de coligeno.
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MATERIAIS E METODOS

MODELOS BIOLOGICOS EMPREGADOS

Para o isolamento e estudos das glicoproteinas
estruturais, foram utilizados:

. Tendao calcanear de bois adultos jovens recém

abatidos.

. Segmentos do osso diafisario da tibia de bois.

1. EXTRACAO E ISOLAMENTO DAS GLICOPROTEINAS ESTRUTURAIS DOS

TENDOES .

As pegas tendinosas pesando uma miédia de 45-Ff0 g
foram submetidas a um processo de dissecgao prévia para facili
tar as etapas de extragSes subsequentes. Este processo inclui
descongelamento das pecas, remogao da camada de tecido conjun-
tivo superficial destacdvel e também do tecido muscular rema -
nescente. Em seqguida foram lavadas em agua destilada refrigera

da para eliminar os resquicios de sangue.

0 tendao uma vez liméo, foi dissociado manualmen
te, obtendo-se fragmentos de espessura nao superior a 2mm e O
comprimento maior nao ultrapassando 4-5mm. Tomou-Se sempre | o
cuidado para que o eixo maior fosse coincidente e paralelo ao
eixo maior do tendao, © que posteriormente facilitou a orienta
cao do material para estudos morfoldgicos. Eventualmente 08
tendoes foram congelados em nitrogénio liguido durante a cliva
gem, o que facilitava o seu manuseio e diminuindo os riscos de

provocar alteracoes morfoldgicas por ag¢ao mecanica.

Usou-se uma extragao seletiva segundo os métodos
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propostos por ROBERT & DISCHE (1963) e TIMPL e colaboradores
(1968), com modificag5es introduzidas de acordo com a necessi-
dade inerente ao material empregado. A sequéncia sumarizada do

processo pode ser visualizada no esquema 0l1.

1.1. Extracao pela solugao de NaCl 0,14M pH 7,0-7,5

Os fragmentos do tendao clivado foram submetidos

a extragdes em 250-300ml da solugdo de cloreto de sGdio 0,14M

enm tampio fosfato 0,02M pH 7,0-7,5, durante 12-16 horas & tem-
peratura de 0-4°C. Repetiu-se a extragdo por trés vezes no pe-
riodo total de 48 horas. Ao final da ultima extragao, decantou
-se o sobrenadante e os residuos foram lavados em varias tro-
cas de agna destilada refrigerada, para eliminar os residucs

de cloreto de sodio.

1.2. Extracido pela solucgao de CaCly 0,1M pH 8,0-8,5

Aos residuos da etapa anterior foram adicionados
250-300ml da solucdo de cloreto de calcio (p.a. Carlo Erba)
0,1M en tampao Tris-Acetato 0,054 pH 8,0-8,5, e mantidas em
contato durante 12 horas a temperatura de 0-4°C.AO0 final das
12 horas decantou-se o sobrenadante, adicionou-se igual volume
da solugao extratora e o material foi submetido a rapida tritu
ragdo mecanica (15-20 segundos) em um liquidificador. O mate-
rial triturado foi filtrado em pano (entretela nao gomadal re
o residuo ressuspenso em nova solugao extratora. Apos duas re-
novagoes da solugao, que se processou ao longo de 24 horas, O
residuo da Gltima extracido foi lavado em dgua destilada por va
rias vezes no intuito de retirar todo o excesso de calcio do

neio.
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TENDAO _CLIVADO

+

NaCl - 0,14 M
Tampac fosfato 0,02M pH 7,0-7,5
(3%x) - 12 h a temp. de 4°C

+ .
-Proteogli ~ ‘ - Proteinas
canas r—"FILTRACAO i séricas
-~Colageno Residuo Filtrado — |- Glicoprotei
insoluvel + nas soltveis
CaCl, - 0,1 M
Tampao Tris-acetato 0,05 M pH 8,0
(3x) - 12 h a temp. de 40°C
¥
' I.__FILTRA(;EO ——-——1
-Colageno
. - e ResIduo Filtrado —={~ Proteogli-
insolivel ——re —e
~GPEs. ¥ canas
T. .A. 3
-Elastina l ¢ s
(3x) ~ 30 min. a 90 - 950¢C
+
I— CENTRIFUGACAQ
~GPEs
A e Residuo sobrenadante—| Colageno
~Elastina e
¥ insoluvel
Uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1%
(3x) - 12 a 24 h a temp. de 4°C
+
1— CENTRIFUGAGAO -—————-l
~-Elastina |-————— Residuo sobrenadante™ IGPES*
+
Descartado

Esquema l. Fluxograma do processo de extracao das glicoproteinas
estruturais (GPEs*) baseado na metodologia proposta
por ROBERT & DISCHE (1963).
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Dos sobrenadantes de cada um dos extratos do clo
reto de calcio foram retiradas aliquotas, e estas submetidas a
dois testes. Um dos testes consistiu na adigéo de igual volume
de acetona (p.a. Carlo Erba) mantendo-se tempeiatura de 0°c du
rante 30 minutos. O segundo pela adicao de 2ml de uma solugdo
meio saturada em agua de brometo de N,N,N,N, trimetilcetil am§
nio (R.P.E. Carlo Erba) sobre 5ml da amostra, mantendo-se tem—

peratura ambiente durante 60 minutos. Observou-se o precipita-

do formado de ambos Os testes apds submetidos a centrigugagao

a 3.000g durante 15 minutos.

1.3. Extracao pela solucdo de dcido tricloroacético (T.C.A.)

3% aquecido.

0 residuo total do tratamento anterior fol res-
suspenso em 200-250ml da solucao aquosa de T.C.A. (p.a.Reagen)
3% e aquecido em banho-maria fervente (2 93°C) durante 30 minu
tos. O tratamento foi repetido por mais duas vezes, com O tem-

po total da extragao variando de 50 a 60 minutos.

Os residuos da Gltima extracgao, classificados co
mo “"extrato insoliivel em T.C.A.", foram lavados varias vezes
em &gua e uma pequena aliquota deste residuo foi coletado para
estudos morfoldgicos. Para este Giltimo propdsito preferiu-se as

pecas tendinosas oriundas da clivagem em meio ao nitrogenio 11

guido.

1.3.1. Extracao pela colagenase

O0s residuos da extragdao pela solugac de cacCly
tamponado foram submetidos paralelamente & extragao pela cola-

genase tipo III {Sigma) como processo alternativo do tratamen-
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to pelo acido tricloroacético aguecido.

2,0mg de colagenase tipo III preparada em 200 ml
de tampao Tris ~-HCl 0,02M pH 7,4 contendo 0,1M de acetato de
cilcio foi adicionada sobre os residuos do tratamento pelo clo
reto de cilcio durante 96 horas a 37°C. A este meio foi adicip
nada 0,1% de azida s6dica (p.a. Merck) como agente bacteriosta

tico.
Este produto de digestao enzimatica foi submeti-

do a centrifugagio (3.000g durante 20 minutos) e o residuo co-

jetado e lavado varias vezes em agua destilada.

1.4, Dxtracido pela Uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1%

—

Tantoc o extrato insolivel em T.C.A. 3% como o re
siduo do tratamento pela colagenase III, foram submetidos a
' aq§0 de uréia éM+2—mercaptoetanol 0,1% com o pH ajustado em 8,0
com hidrdxido de sddio 0,2N. O volume empregado para cada amos
+ra foi cerca de 40~50ml, e assim nantidos a temperatura de
0-49C com ocasionais agitacOes. ApOs 24 horas, os extratos fo-
ram centrifugados a 3.000g durante 40 minutos e os sobrenadan-—
tes filtrados em papel de filtro duplo (Whatmén n? 2}. 0s re-
siduos foram novamente solubilizados na solugdo de uréia 8M e
2-mercaptoetanol 0,1% com o volume deste reduzido para a meta-

de. O conjunto de filtrados fot coletado e acondicionado

para purificagao e isolamento.

1.5. Isolamento e purificacdo

Os extratos soliveis em uréia 8M + 2-mercaptoeta

nol 0,1% (2 - Me) provenientes tanto do tratamento pelo T,C.A.
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como pela colagenase, foram dialisados exaustivamente em agua
corrente (12-24 horas) seguida de didlise em &gua destilada a
temperatura de 0-4°C durante 12 horas. Eventualmente foram dia
lisados também em meio a tampéo acetato 0,01M pH 4,7-4,8 dﬁrag
te 6 horas. No caso deste Ultimo, efetuocu-se novas dialises em
Adgua destilada até o retorno do pH préprioc desta Gltima. O pre
cipitado formado foil. coletado por meio de centrifugacao a
2.000g {(Centrifuga IEC - Universal Model UV) e entao submetido

ao processo de purificacao. A pﬁrificag&o consistiu em repetir
—se a solubilizacio em uréia 8M + 2-Me 0,1% e precipitacao pe-
la dialise. |

Aos produtos da Ultima etapa da purificacac foi
permitido apenas o processo de sedimentacao espontanea para a
gseparacao do precipitado. Os precipitados foram divididos em
duas aliquotas. Uma das aliguotas foi liofilizada e a outra
mantida em suspensao aguosa. A estes produtos isolados e puri-
ficados, denominou-se "glicoproteinas estruturais soliveis em

uréia 8M + 0,1% de 2-Me" ou simplesmente "G.P.Es. —UM".

2. EXTRACAO DAS GLICOPROTEINAS ESTRUTURAIS DE 0SSO

0 segmento‘diafisério da tibia de boi apds exaus
tivas lavagens em agua para eliminar da melhor maneira possi~
vel o material ndo pertencente & matriz Ossea, foram clivados
(serrados) em segmentos de aproximadamente lcﬁ3 e desminerali-
zados pela solugao de acido cloridrico 5% (7 dias @ temperatu-
ra de 4°C). Com cerca de 20g deste material seguiu-se o0s mes=~
mos processos de tratamento submetidos aos tendoes, a partir

da extragdo pelo TCA 3% ou colagenase III.
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3. PREPARO DE COLAGENO I DE TENDOES DE RATO E DE BOI

Os coldgenos do tendao de rato e de boi foram
isolados com o propdsito de se comparar as possiveis diferen-

cas quimicas existentes entre si e com as G.P.Es..

Os tendoes das caudas de trés ratos foram subme-
tidos i extragado pela solugao de acido acético 1-2% (pH 2,7),

sequndo a técnica de WOOD (1964). O filtrado deste extrato con

tém o coldgeno soliivel em acido acético, e este pode ser preci
pitado pelo processo de "salting-out”. Para este Qiltimo foi
utilizado uma solugao aquosa de cloreto de sddio 10%. O preci-
pitado formado, uma vez coletado, foi dialisado exaustivamente
em Agua destilada (72-96 horas) a temperatura de 4°C. Para pu-
rificacao deste coldgeno tipo I, foram repetidas as operagoes
de solubilizacao em acido acético, precipitacdoc por "salting-
—out" e didlise em agua por mais duas vezes. O produto  final
foi liofilizado.

0 mesmo processo foli utilizado para tendoes bovi
nos (10g) porém os fragmentos dos tendoes foram previamente

tratados pela pepsina (Merck) a 0,1% em tampao fosfato 0,02M

pH 7,0 durante 24 horas a 37°C. Do residuo deste tratamento

fez-se a extracao pelo acido acético 1%.

4, CARACTERIZACAO PIsico-QUIMICA DAS G.P.Es.

4.1, Solubilidade

Os extratos de uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1%,

provenientes tanto do material liofilizado como do nao liofili
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zado {(em suspensao aguosa) foram submetidos a varios testes

gualitativos de solubilidade.

Foram utilizados para tal propdsito os sistemas
tampoes Tris~HCl 0,01M pH 9,5; Fosfato 0,02M pH 7,2;  Acetato
0,02M pH 4,7; e acido acético 1% pH 2,7. A 20ml de cada um
destes tampoes foram adicionados 1l0mg do material liofilizado
ou 0,1 ml do material em suspensac aguosa, mantidos durante 6

horas com agitacOes constantes, e por mais 2 horas a 37°C. Ao
final deste periodo foram centrifugados a 3.000g durante 30 mi

nutos e observados os residuos nao solubilizados.

Outros testes foram realizados utilizando—-se 0s
tampoes Tris-HCL 0,02M pH 9,5 e fosfato 0,02M pH 7,2 contendo
uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1%, com e sem 0,1% de dodecil
sulfato de sbédio (sSDS).Utilizaram se também outros agentes cao-
trdpicos tais como, solugdo de hidrdxido de sddio 0,2M; solu-
gdo de urdia 8M com 0,1% de SDS e solugao de cloreto de guani~

dina 10 - 15M, estes sem qualgquer ajuste de pH ou tamponamento.

4.2. Eletroforeses (em disco) em gel de poliacrilamida / SDS

As eletroforeses levadas a efeito neste trabalho
foram idealizadas com base em duas técnicas diferentes de pre-

paro do gel.

4,2,1., TEécnica de SEGREST & JACKSON (1972) modificado.

. Reagentes e tampoes

Solucao "A" de Acrilamida. "N" gramas de acrila

mida (Bio-Rad), onde "N" & a percentagem do gel desejado, e

"N/25" g de metileno bis-acrilamida (Bio-Rad) preparado em tam
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pao Tris-HCl 0,1M pH 9,5 contendo uréia 4M (Bio-Rad) e 0,1% de
2-mercaptoetanol (Bio-Rad) e 0,1% de dodecil sulfato de sdodio

(SDs) .

Solu¢ao de "TEMED". 5ml de tetrametiletileno =

diamino (TEMED) em 100ml de agua destilada.

Persulfato de Amdnio (P.S.A.). 1,5g de P.S.A.

(Bio~Rad) em 100ml de agua destilada. Preparar no momento do

uso.

Tampac para cuba. Tampao Tris-HCl 0,01M pH 9,5

contendo SDS 0,1%, uréia 1M e 2-mercaptoetanol 0,1%.

Corante tracador. 0,5g de Azul de Bromofenol

(Merck), dissolvidos em 100ml de tampao Tris—HC1l 0,05M pH %,5.

. Preparo do gel
Para o preparo de géis com concentragao de 7,5,
10,0, e 15,0%, de poliacrilamida, foram misturados na sequén =
cia; 19ml da solugdo A de acrilamida na concentragao desejada;

1,0ml de P.S.A. e 0,2ml de TEMED.

. Preparo da amostra

As amostras nao liofilizadas foram solubilizadas
em tampao Tris-HCl 0,05M pH 9,5 contendo uréia 8M e 2-mercap -
toetanol 1%, numa proporgdao de 1:20 (v/v). Apds 30 minutos a
temperatura de‘3700, foi adicionado 1% de SDS. Imediatamen-
te antes de ser levada a efeito a eletroforese, foram adiciona

dos 10pl do corante tracador sobre 0,2ml desta solugdo amostra.
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Procedimento

Aliguotas de 10ul da amostra foram aplicadas em
cada um dos yéis, e submetidas a um campo elétrico de 1,5 a
2,0 mA/tubo e 10~12 Volts/cm de gel. A fonte utilizada foi o

modelo Permatron F-250.

Fixacad e coloracao do gel pelo "Comassie

Brilliant Blue"

Foi processado conforme a técnica original des -

grita por SEGREST & JACKSON (1972).

4,2.2. Técnica de WEBER, PRINGLE & OSBORN (1972) modificad?®

Embora a técnica de preparo do gel tenha zido
inicialmente baseada na técnica proposta por WEBER e colabora-~
dores {1972), foram introduzidas algumas modificagées para op-—

timizacdo da técnica ao nosso propdsito.

. Reagentes e tampoes

Solucao "A"™ de acrilanida
soiucac "AT de

22,29 de acrilamida
1,11g de bis—acrilamida

100ml de agua destilada

Solucao "B" de acrilamida

44,4g de acrilamida
2,22g de bis~acrilamida

100ml de agua destilada
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Persulfato de ambnio (P.S.A.)

1,5 mg/ml em dgua destilada

N.N.N'.N'. Tetrametiletileno diamino (TEMED)

Uso sem diluigao

Tampao para gel

Tampao Tris-HCl 0,2M pH 9,5 contendo uréia 8M +

0,2% de SDS e 0,2% de 2-mercaptoetanol

Tampao para cuba

Tampac Tris-HCl1 0,05M pH 9,5 contendo uréia 4M +

2-mercaptoetanol 0,1% e SDS 0,1%

Tampao para amostra

Tampdo Tris-HC1 0,1M pH 9,5 contendo uréia 8M +

2-mercaptoetanol 0,1% e SDS 0,1%.

Corante tracador

0,59% de Azul de Bromofenol (p.a. Merck) em tam-

pao Tris—-HCl1 0,1M pH 9,5.

. Preparo da amostra

Segundo os mesmos procedimentos descritos para

a técnica anterior (vide 4.2.1)

. Preparo do gel

Para o preparo de diferentes concentragoes dos
géis (7,5%; 10,0%; 12,5%; 15,0%)seguiram-se as proporgoes esta-

belecidas na tabela abaixo.
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Tabela de proporgoes estabelecidas para obtencao de géis de

poliacrilamida em vdrias concentragoes

Concentracao final do gel de acrilamida (%)

Solugoes 20 15 10 7.5 5,0

Acrilamida "A" - - 6,75 5,05 3,40
Acrilamida "B" 6,75 5,05 - - -

Agua destilada - 1,70 - 1,70 3,35
Tampao para gel 7,50 7,50 7,50 7,50 7,50
P.S.A. . 0,75 0,75 8,75 0,75 0,75
TEMED 20ul 20ul 20ul 20ul 20ul

Esta tabela semelhante dgquela elaborada por WEBER, PRINGLE &
OSBORN (1972), apresenta como diferenga fundamental a propor-
géo existente entre Acrilamida / bis—-acrilamida, e nos siste -
mas tampoes utilizados. Os valores estabelecidos em cada colu-
na sdo as quantidades de cada solugao em "ml" e suficientes pa

ra o preparo de 6 géis de 10 x 0,6cm.

. Procedimento

Condig¢des iguais dquelas utilizadas pela técnica

descrita anteriormente em 4.2.1.

Fixacao e coloracao pelo "Comassie Brilliant

Blue"
Conforme a técnica proposta por SEGREST & JACKSON

(1972) .
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. Amostras analigadas

Foram analizadas eletroforeticamente as seguin-
tes amostras: G.P.Es. - UM de tendac e matriz &ssea de bovi-
nos, colagenos de tenddao da cauda de rato e de tendoes calca -

neanos de bovinos.

4.2.3. oOutras técnicas de observacao da migragcac eletroforéti-

ca

Reacao de P.A.S. (Periodic Acid Schiff) para gel

de Acrilamida.

Usou-se do método proposto por GLOSSMAN &NEVILLE

(1971)

Coloracao pelo "amarelo naftol-S" (DEITCH, 1955)

Os géis foram fixados e submetidos a coloragao

pelo "amarelo naftol - s" 0,1% em soluglo de
dcido acético 1%. O tempo de coloragao variou
de 4 a 6 horas (a temp. ambiente). Os géis foram
posteriormente descorados em solugdo de acido

acético 1% durante 48-72 horas.

4.3. Fracionamento das G.P.Es.

As G.P.Es. solubilizadas em tampao Tris - HCl -

0,02M pH 9,5 contendo uréia 8M e 2-mercaptoetanol 0,1%.

Coluna cromatografica (60 x 2,0cm) empacotada
com resina de gel filtragéo Bio-Gel P~100 (Bio Rad) previamen—
te equilibrada em pH 9,5 com tampao Tris-HCl 0,02M foi emprega
do para tentativa de fracionamento das G.P.Es. solubilizadas

em tampao Tris-HCl 0,02M pH 9,5 contendo uréia 8M e 2-mercap -
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toetanol 0,1%. Para equilibrar a concentragac de uréia e 2-mex
captoetanol antes da aplicagao da amostra, foi eluido um volu
me de 100 ml de tampao Tris -~ HC1l 0,02M contendo uréia 8M e 2-
mercaptoetanol 0,1%. O fluxo inicial da eluigao estabelecido

para 1 mll/ minuto, teve o seu fluxo reduzido a zero apds elui
¢ao de 30ml deste sistema tampao, impossibilitando mesmo a

aplicacao da amostra.

4,4, Teste da interacac G.P.Es. - colageno

G.P.Es. - UM de tenddes bovinos solubilizados em
uréia 8M e 2-mercaptoetanocl 0,1% e coldgeno I de tendao de ra-
to purificado e solubilizado em acido acético 2% foram coloca-

dos em iguais proporcgoes dentro de um saco de didlise(2,5 x 15¢co.

A dialise foi levada a efeito primeiramente em
dgua corrente (4 horas a temperatura ambiente) e posteriormen=—

te em Aqua deionizada (Temperatura de 0 - 4°C durante 24 horas).

Ro final deste periodo, o material precipitado
foi coletado cuidadosamente e decantado o maior volume possi -
vel da agua. Este material em suspensac aquosa foi mantido nes
ta forma até o momento do seu processamento para estudos morfo

16gicos.

5. CAPACIDADE DE INTERACAO COM CORANTES

5.1. "Naphthol Yellow - S" (Amarelo Naftol -S)

Curva espectral do corante "Haphthol Yellow - s"
foi obtida com preparados a 0,004g% em meio aguoso e acéti-

co (pH 2,7). As leituras das densidades Opticas (Absorbancia)
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foram obtidas no intervalo de comprimento de onda de 350 a
500nm, no espectrofotdmetro Zeiss mod. PMQ-3. A concentragao

de 0,004¢% de corante foi escolhida em fungao da sensibilidade

do aparelho para leitura em cubeta de vidro com caminho Sptico

de 10mm.

5.1.1. Interacao com as G.P.Es.

Concentragoes crescentes de G.P.EsS. (tendao de
poi) liofilizadas foram colocadas em tubos de ensaio(l0x0,8cm)

e a estas adicionados 5ml da solugao de "Naphthol Yellow -S"
(0,0049% em acido acético 2%) e mantidos em contato durante
15-30 minutos. Apds este tempo, foram centrifugados a 5.000g
durante 20 minutos (Centrifuga IEC - Universal Model uv), e os
sobrenadantes coletados para leituras espectrofbtométricas. As
absorbéhcias (A) de cada um dos sobrenadantes foram obtidas em

A = 430nm no espectrofotdmetro Zeiss PMQ-3 com cubetas de vi-

dro de 10mm.

A concentragao do corante captado (CCC) foi cal-
culada pela diferenga entre as concentragoes do corante do so-
prenadante (CCS) e a concentragao referéencia do corante (CRC) .
CRC foi estabelecida em 0,0002g (5ml da solugao corante a

0,004q%).

cCs foi calculado pela formula AR / Ag x CRC, on

de:
Ap = Absorbancia da concentragao referéncia do corante
Ag = Absorbancia dos sobrenadantes.

5.1.2. Interacao com © colageno

Colageno de tenddo da cauda de rato e tendao cal
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caneano de boi liofilizados foram fragmentados mecanicamente e
submetidos a iguais condigoes de teste usadas para as
G.P.Es. liofilizadas.

A Unica modificag@o necessiria foi com relagao a
separagao dos sobrenadantes, que se fez por meio de ultra-cen-
trifugacao (SPINCO Mod. L-75 B) a 30.000g durante 60 minutos.
Os calculos para se obter a concentracac do corante captado

(cce) foram iguais dquelas utilizadas para as G.P.Es. (Tabela

2, 3 e Figura 6).

5.1.3. Relacao entre G.P.Es. e colagenos guanto a capacidade

de interacao com corantes (N.Y.-S)

A relacdo existente entre as G.P.Es. e coldgeno
I foi obtida formulando—se as razoes entre cada uma das concen
traqSes de corantes captados correspondentes as G.P.Es. e co-
lageno I. Os guocientes desta relagao podem ser analisados na

tabela 4.

6. ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL

6.1. Extrato insoliivel em Acido Tricloroacético 3% aquecido

6.1.1. Microscopia de Polarizagao

Fragmentos do extrato insollvel em T.C.A. 3%, fo
ram cuidadosamente dissociados e montados em ldminas histoldgi
cas. O material uma vez aderido fol sucessivamente embebido em
meios de Indice de refragao (np) diferentes para se obter  a

curva de birrefringencia de forma.
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0s meios de embebigdo escolhidos para tal fina-
lidade foram Agua destilada (np - 1,3328). Glicerina 20%
{np - 1,3634). Glicerina 40% (np - 1,38671, Glicerina 60%
(np - 1,4159) Glicerina 100% (np - 1,4655) e Nujol (np-1,4786).
As medidas dos retardos Opticos ( I' ) em cada um dos meios fo-
ram obtidas sempre de um mesmo segmento do material. As medi -
das foram realizadas-com auxilio do compensador de Sénarmont

A/4 (Zelss} e em luz monocromatica (A = 546,1nm) no microscd -

pio Pol-Interfer. (Zeiss).

Outros fragmentos do extrato insolGvel em T.C.A.
3% foram fixados em glutaraldeido 3% (aquoso) e preparados ade
guadamente conforme a técnica rotineira para inclusao em para-
fina. Os cortes de 7um deste material foram submetidos a colo~
ragao pelo "Sirius Red F3B" (Gurr Ltda) 0,1% a pH 2,7; (VIDAL
et al, 1982); Azul de toluidina 0,053 a pH 40 e 6,0;e a4 reacgao de
P.A.S. (Periodic Acid Schiff). Cortes simplesmente desparafini
zados foram embebidos em aAgua destilada e observadas as suas
propriedades anisotrbpicas e do mesmo modo, cortes embebidos

em solugao de uréia B8M.

6.1.2. Microscopia Eletrdnica

O material residual da extragao pelo T.C.A. 3%

aquecido apds ser lavado em agua destilada, foi submetido ao0s

seguintes tratamentos para observacdo em microscopia eletroni-

cd.

Tratamento pelo Acido Fosfotingstico (BTA)

. Fixagdo em glutaraldeido (Mexck) 3% aquoso du-

rante 2 e 3 horas a temperatura ambiente.
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. Lavagem em agua destilada

. Pés-fixagao em tetrdxido de Osmio 1% aguoso. 1
hora ‘a temperatura ambiente.

. Desidratagao em concentragoes crescentes de
etanol (50, 70, 80, 95, 100%) contendo acido
fosfotlingstico (PTA) 2%. 30 minutos para cada
troca. Faz-se repeticao na passagem em etanol
100% mas esta sem PTA.

Etanol-acetona (l:1) durante 30 minutos. Em se-

guida duas passagens em acetona pura durante
30 minutos.
Embebicio em acetona: epon (1l:1) durante 12 a
16 horas & temperatura ambiente.
. Inclusdao em Epon. Polimerizacao da resina a
570 durante 72-96 horas.
. Cortes finos obtidos em ultra-microtomo LKB e
montagem em telas de 200 "mesh" previamente re
cobertas com pelicula de parlddio e carbono.

Observacdes realizadas em microscépio eletrdni

cO EM~9 §-2 (Zeiss).

6.2. Extrato de uréia 8M+2-mercaptoetanol 0,1% (G.P.Es. ~UM)

i A p—rt oo s

Os auto-agregados obtidos pela didlise do extra-

to de uréia 2-mercaptoetanol foram analisados pelos seguintes

melos.

6.2.1. Microscopia de polarizagao

. Montagem total a fresco do material entre l&mina

e laminula
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Observacao destas montagens em microscopia de po
larizacao para analise das suas propriedades anisotrdpicas op-

ticas.

. Técnicas citoquimicas pelo "Sirius Red F3B",Azul

de Toluidina pH 4,0, 6,0 e pela reagao de P.A.S.

Fizeram-se esfregacgos do material glicoprotéico
sobre laminas histoldgicas e estes apds secos foram  tratados

pelo "Sirius Red F3B" 0,1% em &cido acético 2%, conforme a

técnica de VIDAL e colaboradores (1982). Apds diferenciagdo em
fcido acético 2% foram desidratados e montados em balsamo con-
forme as técnicas rotineiras. Foram feitas também  coloracoes
pelo Azul de Toluidina pH 4,0 e pH 6,0 durante 30 minutos.
Apds este tempo foram rapidamente lavados em agua, desidrata -
dos ao ar e montados em bilsamo. A reagao de P.A.S. foi reali-

zada sequndo a técnica descrita por LILLIE (1947).

6.2.2. Microscopia EletrdOnica

. Tratamento pelo acido fosfotingstico (PTA)
Foi utilizado o mesmo processo descrito para o

extrato insolivel em T.C.A. 3% (6.1.2).

. Tratamento‘rotineiro
Seguiram-se OS MesSmMOS procedimentos empregados
para o tratamento pelo P.T.A. porém omitindo-se apenas a adi-
cao do PTA, e efetuando-se a pds=-coloracao pelo citrato de

chumbo (REYNOLDS, 1963) e acetato de uranila (WATSON, 1958).

. Coloracao negativa com &cido fosfotiingstico aquo

S50.



0s agregados de G.P.Es.-UM foram suspensos em
Ggua destilada e espalhados sobre telas de 200 "mesh"” com peli
culas de "parlddio" e carbono. Apds a aderéncia do material
foram fixados em glutaraldeido 3% aquoso (30 minutos), lavados
em agua destilada e sébre este material foi adicionada uma go-
ta da solugdo de dcido fosfotlngstico 2% aquoso com auxilio de
uma micropipeta. Apds o completo evaporamentoc da agua foram ob

servados ao microscopio eletrdnico.

6.3. Produto de interacao G.P.Es. - Colageno

Os agregados obtidos da interagac G.P.Es. ~ cold

geno pela didlise, foram analisades da seguinte maneira:

6.3.1. Microscopia de Polarizagao

Montagens totais do agregado sobre laminas foram
desidratadas ao ar livre e fixadas pelo formaldeido 4%. O mate
rial fixado foi corado com "Sirius Red F3B (0,1% em dcido acé-

tico 1%) e observado ao microscdpio de polarizagao.

6.3.2. Microscopia Eletronica

0 produto da agregagac G.P.Es. - coldgeno I foi
suspenso em agua destilada e submetido ao processamento para
coloragdo negativa em PTA aguoso. A técnica utilizada & a mes-

ma descrita em 6.2.2.
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RESULTADOS

1. EXTRACAO DAS GLICOPROTEINAS ESTRUTURAIS

1.1. Extracio pela solucdo de NaCl 0.14M em tampao fosfato

0,021 pH 7,0 = 7,5

0 filtrado desta etapa das extragOes apresentou-

se mais viscosO e menos transliicido com o decorrer do tempo de
contato com o material, porém este efeito diminui a cada troca
da solucdo de cloreto de sddio, indicando a extragdo de parte
dos componences da matriz extra-cclular do tendaoc. Estac in-
clufdas nesta categoria as proteilnas séricas, pequenas fragoes
do colageno soluvel em solugoes salinas e parte de glicoprotel
nas e glicosaminoglicanas acidas. O residuo obtido nestas con-
digoes, praticamente manteéve a sua integridade sem que fos-
sem notadas modificacbes na sua consisténcia ou resisténcia a
atuagoes de forgas mecanicas, prevalecendo as pegas com o for-

mato original do plano de clivagem,

1.2. Extracido pela solugdo de CaCly 0,1M em tampao Tris-aceta-

to 0,05M pH 8,0 ~ 8,5

0 cloreto de cdlcio parece ter uma agaoc mais efe
tiva na desestabilizacdo dos feixes de colageno. Logo nas pri-
meiras 12 horas de extracdo com esta solugdo, as regides mais
periféricas das pegas tendinosas comegaram a se dissociar como
se estivessem desfiando. No entanto esta dissociagao & limita-

da mesmo com o prolongamento do tempo de extragao.
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Com a finalidade de auxiliar esta dissociacao,
os tendoes foram submetidos a contusdes mecanicas. Com aeste
procedimento os fragmentos se desfizeram, tornando-se uma mas-
sa unica altamente auto-aderente e de natureza fibrosa. Esta
dissociagdo mecdnica efetuada logo apds as primeiras 12 horas
de tratamento mostrou-se muito mais eficaz do gue guando efe-

tuada logc no inicio desta etapa de extracgao pelo CaClj.

Nas tentativas de separacgoes do material resi-

dual do extrato solubilizado por meio de filtragao, observou-
se que o material remanescente de natureza fibrilar possuia
além do poder de auto—agregagao, um alto grau de adesividade
ao contato com superficies porosas éomo o papel de filtro e te
cidos de algodao {entretela). Esta dificuldade fez merecer uma
atengdo especial durante a recuperagdo do residuo para evitar

contaminantes de fibras de celulose.

Durante este processo de extragao ha uma nitida
variagao na relagéo soluto/solvente em termos de volume, ou se
ja, mantendo~se o volume total de solugao, hd um aumento consi
deravel no espago ocupado pelo soluto (fragmentos do tendao em
processo de dissociagao). Este processo de intumescimento do
material tendinoso era observado ja nas primeiras 12 horas, e

acentuado apds a dissociagao mecanica.

A realizacgao de testes, embora nao especificos
para detecgdo das glicosaminoglicanas acidas e outras protei-
nas extraidas durante este processo, por meio da solugao aguo-
sa meio saturada de N, N, N, N, trimetilcetil ambnio e pela
acetona a 0 - 4°C, mostraram-se positivos pela formagao de pre
cipitados em grande quantidade nos primeiros 500ml da solugao

extratora, decrescendo gradativamente até atingir o volume de
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1000 ml, onde praticamente nao se observou gqualguer vestigio

de precipitado formado.

1.3. Extracdo pela solucdo de T.C.A. 3% 2guecido

Quando os residuws centrifugados e/ou filtrados
da etapa anterior, apbs exaustivas lavagens em agua destilada
refrigerada {(4°C), foram tratados com o T.C.A. 3% a quente, ob

servou-se logo nos 10 minutos iniciais uma acentuada retragio
do seu volume, com a solugdo do T.C.A. tomando uma coloragao
branco-amarelada.

Apds 30 minutos de banho-maria fervente, dos
fragmentos de tendao transformados em massa fibrilar pela eta-
pa anterior, restaram somente alguns residuos de tamanho supe-
rior a 3 - 5 mm de comprimento no seu eixo maior. A maioria
restante praticamente se desfez em residuos finamente filamen-

£0s80s.,

Este residuo & facilmente separado pela centrifu
gagéo, e notou-se gue apds a centrifugagéo do 39 extrato desta
etapa © sobrenadante era totalmenté 1impido e nao apresentando
gualquer vestigio de gorduras na superficie do sobrenadante,0s
quais eram observados na la. extracao e algum vestigio ainda
na 2a. extracdo. O residuo da 3a. extragao, apds sucessivas la
vagens em agua destilada, continuou apresentando uma coloragao
branco-leitosa, de consisténcia cremosa, facilmente desagrega-
do em um material de aspecto filamentoso guando submetido a

agitagao mecanica.
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1.4. Extracao pela solucao de Uréia 8M + 2 - mercaptoetanol a

0,18
A acao de uréia 8M + 2 - mercaptéetanol (0,1%)

sobre o residuo do tratamento anterior, mostrou-se bastante
eficiente eenérgico. Ja nas primeiras horas em contato, o ma-
terial & quase que totalmente solubilizado. Apds 12 - 24 horas
a 4°C, observou-se um acastanhamento da solucao e pouquissimo

material residual. Submetido a centrifugacao, o residuo apre-

sentou-se numa massa amorfa como que formando uma pelicula Gni
ca de consisténcia gelatinosa e de cor acastanhada. O sobrena-
dante por outro lado,que deve conter o seu teor maior em glico
proteinas estruturais, tornou-se mais dens®, opalescente e de

cor também acastanhada.

Uma segunda extragao do material residual em
iguais condigoes, nao pareceu ser muito produtiva, uma vez que
a parte residual mantém o mesmo aspecto inicial, e o sobrena-
dante nao apresenta também as caracteristicas observadas duran
‘te a la. extracao, assim como a recuperacaoc de material protéi
co deste 29 extrato é tao reduzido que pode-se considerar como

esgotado logo na primeira extragao.

1.5. Purificacao do extrato solivel em Uréia 8M + 2 - mercap-

toetanol 0,1%

O extrato soliivel de uréia + 2 - mercaptoetanol
apds exaustivas diadlises em dgua corrente (48 - 72 hs) perde a
tonalidade acastanhada, apresentando-se gradativamente com um

aspecto leitoso, porém sem formagdo de precipitados vislveis,
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A passagem em difdlise com aqua destilada a 0 - 4°C parece ini-
ciar o proéesso de precipitacao, mas pode ser acelerada com a
passagem da dialise em tampao acetato 0,01M pH 4,7 - 4,8, 0
precipitado formado nesta lltima passagem & um material flécu—
loso, uniforme, de tonalidade branco-leitosa que sedimenta fa-

cilmente em solugoes aguosas.

0 precipitado nao apresentou agregados muito

grandes, e 0s poucos de um tamanho maior eram facilmente desa-

gregados com ligeira agitagao do meio onde se encontravam.

No entanto, apesar dessa aesagregagéo das parti-
culas maiores, os flocos menores mostraram-se bastante estid -
veis, nao se solubilizando ou se desfazendo em solugoOes aguo -
sas, mesmo quando mantidos nesta por longos periodos para dia-

lise ou mesmo para o seu acondicionamento.

A ressolubilizacado deste precipitado em solugoes
de uréia + 2 - mercaptoetanol com a finalidade de purificacgao
das glicoproteinas, eliminando contaminantes colageénicos ou de
elastina, mostrou um peguenc residuo nao solivel que uma vez
retirado do meio pela centrifugagao e filtracgao, nao voltava a

aparecer em uma segunda ressolubilizagao em iguais condigoes.

£ interessante notar gue, numa experiéncia em
que foram utilizados os residuos obtidos apds um {nico trata
mento com T.C.A. 3% a 95°C e a seguir submetidos & extracao pe
la solucdo de 8M uréia com 0,1% de 2-mercaptoetanol; ja na did
lise deste extrato em Agua corrente observou-se a formagac de
precipitados, indicando uma tendéncia de auto-agregagao muito
maior na preseng¢a de contaminantes nao extraidos totalmente pe

lo T.C.A.
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2. EXTRAGAO DAS G.P.Es. DA MATRIZ DESMINERALIZADA DO 0SSO

Os fragmentos Osseos da tibia do boi, apds o pro
cesso de desmineralizacao em HCl 5%, foram submetidos a trata-
mentos semelhantes aqueles realizados para os tendoes, com a
diferenga de terem sido omtidas as etapas das extracoes pelas

solugoes salinas e de CaClpy tamponadas.

Embora as pegas Osseas fossem de um tamanho con-

sideravelmente maior do que os fragmentos dos tendoes cliva-

dos, o tratamento pelo TCA 3% a gquente forneceu um residuo mui
to semelhante ao dos tendoes. O mesmo aconteceu com o extrato

obtido com a solucao de uré@ia + 2 - mercaptoetanol, que guando
dialisados em agua corrente seguido de didlise em tampdo aceta
to pd 4,7 - 4,8, formou um precipitado branco, fleoculado e au-

to - agregado muito estidvel.

3. ISOLAMENTO DO COLAGENO I DE TENDAO

3.1. Tendao da cauda de rato

Com a extracao do coligeno I soliivel em dcido
acético 1 - 2% e precipitado por "salting-out", quando purifi-
cado com tratamentos sucessivos destas duas solucoes e prolon-
gadas didlises em agua, temos um creme de coldgeno branco-hia-
lino. Este creme montado em lanina e tratado com azul de tolui
dina pH 4,0, mostra pouca afinidade por este corante no pH em-
pregado e mostra pouguissima ou auséncia total de material ce-

lular residual.
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Este produto apds liofilizacao toma um  aspecto

esponjoso muito leve, branco e homogéneo.

A liofilizagao parece promover algumas modifica-

~ * bl ] - . -
goes nas propriedades fisico-quimicas do colageno, uma vez que
a sua solubilidade em solucao de acido acético 2% ou mesmo em
solucao de uréia a 8M com 0,1% de 2 - mercaptoetanol, torna-se
mais dificultosa, sendo necessarias varias horas com agitagao

mecanica continua para a dissolucaoc completa.

3.2. Tendao calcanear bovino

A acao enzimatica da pepsina propicia a solubili
zacao de grande parte do coldgeno pertencente a matriz  antes
insolfivel dos feixes do colidgeno em solugoes de acido acético

(1 - 2%) pH 2,7.

Este colageno precipitado por "salting-out" com

solucao de NaCl 10%, purificado varias vezes demonstra ser
mais denso e mais consistente em solugOes acéticas. Porém, uma
vez liofilizados, ambos os coligenos mostram as mesmas proprie
dades: um material esponjoso, branco, leve e uniforme, com
sua solubilidade diminuida em acido acético a 1 - 2% em rela

¢ao ao colageno nao liofilizado.

4. CARACTERIZACAC FISICO-QUIMICA DAS G.P.Es.

4.1. Solubilidade

As glicoproteinas estruturals extralidas e purifi

cadas conforme a técnica descrita, apresentaram peculiaridades
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na sua solubilidade. Uma vez isoladas em uréia 8M com 2-mercap
toetanol 0,1%, mostraram-se plenamente soliveis somente nesta
solugao e parcial ou totalmente insollveis nos sistemas tam-

poes usuais com o pH variando entre 2,5 a 10,5.

Pelos testes de solubilizagao realizados em dife
rentes sistemas tampoes, contendo uréia 8M e 2-mercaptoetanol
0,1%, verificou-se a'sua menor solubilidade no pH ao redor de
4,5 - 5,0; a solubilizagéo em tampéo fosfato 0,02M pHB 5,8- 7,5
mostrou ser apenas parcial e somente no tampao Tris-HCl 0,02M

pH 9,0 - 9,5 a solubilizagéo pareceu ser plena.

Na auséncia do agente redutor de pontes dissulfe
to (2-mercaptoetancl), o extrato de G.P.Eg, deixa um residuo
insoliivel gue desaparece somente apds a adigao do redutor. Do
mesmo modo, as G.P.Es. solubilizadas em uréia 8M *+ 2-mercapto
etancl 0,1% quando mantidas a temperatura ambiente durante 16
horas, principiavam a sua precipitagéo. Este precipitado forma
do nao pode ser ressolubilizado por uma simples agitaqao meca-

nica, mas apenas pela reposig&o de 2-mercaptoetanol ao meio.

As tentativas de solubilizacao deste extrato em
outros agentes caotrOpicos tais como solugdo de hidrdxido de
sodic 0,2M, dodecil sulfato de s&dioc em uréia ou mesmo em clo-
reto de guanidina 10 - ISM, demonstraram ser sempre apenas par

ciais.

Por outro lado, o extrato de G.P.Es. uma vez lio

filizado , aumenta o seu grau de insolubilidade mesmo na solu
¢ao de uréia + 2-mercaptoetanol, sendo necessiria a adigdo de

0,1% de SDS.
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4.2. Eletroforeses em géis de poliacrilamida-SDS

As eletroforeses em géis de poliacrilamida - SDS
em diferentes concentracgoes (7,5 a 15,0%), conforme a técnica
de SEGREST & JACKSON (1972) para separacao de glicoproteinas ,
mostrarém~se ineficientes no caso das G.P.Es., obtendo-se para
as mesmas padroes de bandas irregulares e muito difusas, difi-

cultando a interpretagao.
As poucas fracoes observadas em géis de 7,5%

(Fig. 1), apresentaram-se dispostas numa unica regiao proxima

& porgao terminal do gel.

Com o aumento da concentracao dos géis para 10 e
15%, observou-se separacgao de algumas fragoes, porém  com

as bandas de aspecto ainda muito difuso (Fig. 1).

As tentativas pela técnica modificada de  WEBER
e colaboradores (1972),para o preparo dos géis, proporcionaram

melhoras significativas nos padroes de separacoes das bandas.

Os géis preparados na concentracao de 7,5% per-
mitiram a migracao das fragdes para a regiao terminal do gel,
apresentando-se como se fossem uma Unica banda (Fig. 2). O au
mento da concentragao do gel para 10,0%, promoveu a separagao
de algumas bandas, sendo apenas uma delas bastante nitida ocu
pando a regido intermedidria do gel, e as demais bandas exten-

sas e difusas (Fig. 02).

Os melhores padroes de comportamento eletroforé-
tico foram observados com géis de poliacrilamida preparadOs na
concentragao de 15,0%. Nesta concentragao, obteve-se a separa-
¢ao de cerca de sete fragoes guando visualizadas apds colora =

gao pelo"coomassie brilliant blue" (Fig. 2). Analisando-se os
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géis a partir do ponto de aplicacao das amostras, observaram -
se os seguintes padroes de disposicao das bandas; duas bandas
F1 e Fy pouco coradas, extensas e difusas'ocupando as posicgoes
na altura de 7/8 e 6/8 respectivamente dos gé&is; quatro bandas
F3, F4, F5 e Fg, ocupando a regiao mediana dos géis, tendo si-
do as bandas F3 e F4 caracterizadas como as constituintes de
maior proporgao entre as fracdes separadas; a Gltima banda F7,
se sobressaiu como sendo a fracao de menor peso molecular (pe-

la sua maior mobilidade eletrofdrética).

Os géis submetidos a técnicgs de P.A.S. ndo for-
neceram OS MeSMOS padroes de visualizacd3o das bandas. Mostra-
ram-se P.A.S. positivas somente as fragoes F1, Fp, F3, Fy e
F7, as demais fragces (F5 e Fg) ndo sendo detectadas por esta

reacao (Fig. 03).

A coloragao dos géis pelo "Naphthol Yellow - S"
em acido acético 1%, apresentou um padrao semelhante ao obser-
vado nos géis corados pelo "coomassie brilliant blue". Uma
disposigao esquemitica da migracao eletroforética € mostrada

junto a Fig. 03.

4.2,1. Padrao comparativo entre G.P.Es. de tendio e de o0sso

- pr———————e — T om0 .

Comparando~$e o padrao de migracao e as disposi-
¢oes das bandas em géis de poliacrilamida / SDS de 15,0% entre
as amostras de G.P.Es. de 0Sso e tendao, observou~se um compoxr
tamento idéntico de separacao e fracionamento (Fig. 02). Mesmo
gquando submetidas a técnica de coloracac de géis pelo P.A.S.,
ou pelo "Naphthol Yellow-S" foram constatados os mesmos resul-
tados. No entanto parece haver uma ligeira diferenca quanto ao

teor de cada fragao, tendo-se observado um aumento significati
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Figura 0l. Disposicao esquema-
tica do padraoc eletroforético
das GPEs. de tendao bovino em
géis de poliacrilamida/sSDS, pre
parados segundo a técnica de
SEGREST & JACKSON (1972) modifi
cado. (A) (B ) e (C) mostram
respectivamente o comportamento
das GPEs. em concentracoes de
7,5, 10,0 e 15% do gel.

As Areas achuleadas indicam ban
das mais difusas, a intensidade
desta guarda relacgao direta com
a intensidade de coloracao.

Figura 02. Disposigéo esquema-
tica do comportamento eletrofo-
rético das GPEs. em géis de po-
liacrilamida/SDS preparados pe-
lo método de WEBER & Colabora -
dores (1872). (A), (B) e (C),pa
droes de fracionamento das GPEs.
de tendoes bovinos em géis com
concentragoes de 7,5, 10,0 e e
15,0% respectivamente. (D) -
GPEs. de 0sso bovino em geis
com concentracgao de 15,0%.
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vo nas fragoes Fj} e Fy, procedentes de 0SSOS que mostram - se

mais intensamente coradas do que as do material proveniente dos

tendoes.

4,2.2. Padrao de comportamentc dos colagenos I de rato e de

boi

Os coligenos extraidos de tendoes de ratos e de
bois, ambos mostram em géis de 7,5%, a migracao de uma fragdo
de baixo peso molecular (Fig. 04). Esta mesma fracao apresenta

uma reagéo positiva para o P.A.S.. A maior parte das proteinas
(coligeno) teve uma migracao muito reduzida, permanecendo jun-

to ao ponto de aplicagao da amostra.

4.3. Fracionamento das glicoproteinas estruturais

A solubilidade restringida a ureia 8M e 2-mercap
toetanol 0,1%, restringe também os meios e as condigSes para
os estudos bioquimicos e das propriedades fisico-quimicas das

GIPIES. -

A tentativa de fracionamento do extrato total de
G.P.Es. através de colunas crométogréficas com resina de gel-
filtragao (Bio gel P-100), tornou-se inviivel uma vez que a al
ta concentracao exigida de uréia e a presenga de um potente

agente redutor, como &€ o caso do 2-mercaptoetanol, fez esta re

sina de poliacrilamida perder as suas propriedades tornando-se
uma massa altamente compacta no interior da coluna, dificultan

do mesmo a eluicdo do sistema tampado de equilibrio da resina.
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Figura 03. Fracionamento eletrofo-
rético das GPEs. de tenddo  bovino
em géis de poliacrilamida / SDS a
15%. (A) disposicao esquematica das

fragoes em géis corados pelo
"Comassie Brilliant Blue"; (B) gel
corado pelo "Naphthol Yellow S"; e

(C) gel submetido & reacgao de P.A.S.
(periodic acid Schiff).

Figura 04. Disposicao esquemitica

do fracionamento de colageno de ten
dac bovino extraido peld colagenase
IITI (A); colageno de tendao bovino
extraido em T.C.A. 3% (B); e colige
no de tendao de rato extraido em
acido acético 1,0% (C). Em (A), (B)
e (C) a fragao Gp. & P.A.S. positi-

va.
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4.4. Interacao G.P.Es. - coligeno

As G.P.Es. e o coldigeno individualmente solubili
zados em uréia 8M com 2-mercaptoetanol 0,1%, gquando reunidos e
submetidos a didlise em agua,apresentaram alto grau de afiridade en
tre Si;IﬁD &, observou-se primeiramente gue o intervalo de tem
po necessario para a precipitagao do conteldo do saco de diali
se era reduzido para duas hofas, enquanto a dialise contendo

apenas as G.P.Es. necessita a média de 48 horas em agua, segui

da de uma didlise em tampao acetato pH 4,8 durante duas horas
para a sua precipitagéo. 0 mesmo acontece com o colageno solu-
bilizado em acido acético 1% ou mesmo em solugao de uréia + 2
~mercaptoetanol, que para a sua precipitacao por meio de diali

se, necessita um periodo muito maior.

Apesar do produte da reassociagao ter mostrado
este alto grau. de afinidade, os grumos maiores observados nao
parecem ter uma estabilidade muito grande, uma vez gque com ape
nas uma ligeira agitacao do meio, se desfazem em fragmentos me
nores. No entanto estes fragmentos menores sac sempre maiores
que aqueles observados em precipitados obtidos unicamente pe-~
las G.P.Es.. Este precipitado foi facilmente separado da solu-
¢ao atravées da sedimentagao espontanea a temperatura de  4°C,

sem necessidade de se submeter a centrifugagao.

5. CAPACIDADE DE INTERACAO COM CORANTES

5.1. "Naphthol Yellow =-g"

A curva espectral obtida como teste controle pa-



46

ra verificar a gqualidade do corante "Naphthol Yellow =~8" exi-
biu os dois picos de absorgao dentro do espectro de luz visi -
vel, no comprimento de onda de 430nm e em 390nm, o gque esta de
acordo com os dados descritos na literatura (DEITCH, 1955;
TAS et al, 1974; GAUB, 1975; TAS, 1976). Os picos de absorgao
maxima sac invariaveis tanto para os preparados em meio acéti-
co como em meio aquoso (Fig. 05) embora comparativamente sejam

verificados para osprimeiros valores absolutos menores de ab -

sorbancia e hipocromismo para o pico de A= 430nm.

5.1.1. Interacao com as G.P.Es.

As glicoprotelinas estruturais liofilizadas do
tendao bovino mostram uma afinidade muito grande pelo corante
"Naphthol Yellow -S". Concentracgoes crescentes das amostras
mostraram uma captacao também crescente do corante, porém sem
apresentar uma relagao linear, uma vez gue como mostra a Tabe-
la 01, enquanto a concentragao inicial de lmg de G.P.Es. inte-
rage estequiometricamente com 0,048mg do corante, a concentra-
¢ao dez vezes superior de G.P.Es. capta apenas 0,192mg. As cur
vas obtidas pela intera¢ao do corante em funcao de concentra -
goes crescentes de G.P.Es. (Fig. 06) mostraram claramente a re
lacao nao linear, tendendo para uma curva parabdlica que culmi
na na concentragéo de saturagao das G.P.Es. no meio, isto e,na

concentracac de G.P.Es. capaz de interagir com praticamente to

do o corante disponivel do meio da reacao.

5.1.2. Interacac com o colégeno

As interacoes dos colagenos liofilizados obtidos

tanto do tendao da cauda de rato como do tendao de Aquiles
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bovino, com o "Naphthol Yellow -S" nao mostraram diferencas

significativas entre siI (Tabelas 02 e 03 respectivamente). Am -
bos os coldgenos em concentragoes crescentes, também  tiveram
a capacidade de captar o corante do meio em quantidades cres -
centes, sendo que, a forma desta captacao & muito semelhante &

daquela observada com as G.P.Es..

Para uma concentracao de lmg de colidgeno liofili
zado houve uma captacgao de 0,023mg do corante, enquanto que pa
ra uma concentracao dez vezes superior de coldgeno, houve cap~-

tacao apenas de 0,097mg do corante, onde teoricamente poderia

ser esperado um valor proximo a 0,2mg.

5.1.3. Padrao comparativo da capacidade de captacao

Comparando-se a capacidade de captac¢ao do coran-
te "Naphthol Yellow -S" entre G.P.Es.~coladgeno I (do tendao de
rato), observa-se uma relacao mais ou menos constante num va-
lor préximo de dois (Tabela 04), ou seja para uma mesma concen
tragéo do material em peso seco, as glicoproteinas estruturais
mostraram uma afinidade duas vezes superior aos valores obti -

dos com o colageno.

Devido a facil solubilizacao do coligeno em meio
em que o corante fol preparado (Acido acético 1-2%), o produto

de reagéo tornou-se um gel gue pode ser separado somente por

meio de ultra-centrifugacio. Com as glicoproteinas estruturais
nao se Ghservaramtais problemas, uma vez que sendo praticamente
insoliveis em solugoes acéticas, nao demonstraram quaisquer di
ferencas nas leituras da densidade Optica dos sobrenadantes

procedentes da centrifugacao comum (3.000 x g).
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Figura 05 - Curva espectral do corante " NAPHTIOL YELLOW - S% a
0,0049% em meio acético (o-.--0) e em meio aquoso (0------ 0).
Ag leituras foram realizadas com intervalos de 10 nm entre os{()\)
comprimentos de onda de 350 a 500 nm. Para as leituras fo-

ram utilizadas cubetas de vidro com caminho Sptico de 10 mm.

Picos de absorgao mixima em *A" de 390 e 430 nm.



Tabela 0l. Capacidade de captagao do "Naphthol Yellow-S"pelas G.D.
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Bs.

Amostra Concent. Concent. Absorbancia c.C.S. c.C.C.
G.P,.Es. corante
1 0,001 g 0,0002 g 1,205 1,520 x 10749 0,48 x 10™4%
2 0,002 g 0,0002 g 0,768 0,976 x 10-4g 1,02 x 1074
3. 0,004 g 0,0002 g 0,322 0,409 x 10-4g 1,59 x 10™4c
4 0,010 g 0,0002 g 0,056 0,071 x 1074g 1,92 x 1074c
5 0,015 g 0,0002 g 0,023 0,029 x 1074 1,97 x 107 4g
Refer. - - 1,574 2,000 x 10~4g -

A concentragao das G.P.Es. corresponde

do. Leitura espectrofotometrica em A =

ao peso seco do material licfiliza

430nm; C.C.S. = concentracac do ¢co

rante no sobrenadante; C.C.C. — concentracao do corante captado

{pela

G.P.Es.); * Refer. - concentragao do corante utilizado como padrdoc de refe

réncia para interacac com o substrato.
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Tabela 02. Capacidade de captagao do "Naphthol Yellow-S" pelo colidgeno

do tendao da cauda de rato.

Concent.

Amostra Concent. Absorbancia Cc.C.8. c.C.C.
colageno  corante
1 0,001 g 0,0002 g 1,373 1,75 x 10™4g 0,25 x 107 4g
2 0,002 g 0,0002 g 1,180 1,50 x 1074g 0,50 x 10~ 4g
3 0,004 g 0,0002 g 0,943 1,20 x 107%g 0,86 x 107 %
4 0,010 g 0,0002 g 0,786 1,00 x 10~ 4g 1,00 x 10™4g
5 0,015 g 0,0002 g 0,750 0,95 x 107 4g 1,04 x 1074
Refer. - 0,0002 g 1,572 2,00 x 107 4g -

- Condigoes iguais as

usadas

para as G.P.Es,. O sobrenadante

foi

obtido apds ultra-centrifugagao a 30.000 g durante 60 min. Leitura

em A = 430nm
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Tabela 03. Capacidade de captagao do "Naphthol Yellow-S" pelo coldgeno

I do tendao calcaneano bovino.

Amostra Concent. Concent. Absorbancia C.C.S5. c.c.cC.

colageno  corante

1 0,001 g 0,002 g 1,391 1,77 x 10-4g 0,23 x 10-4g
2 0,002 g 0,002 g 1,204 1,53 x 10~4g 0,47 x 1074g
3 0,004 g 0,002 g 0,996 1,27 x 10~4g 0,73 x 10-4g
4 0,010 g 0,002 g 0,807 1,03 x 1074g 0,97 x 1074g
5 0,015 g 0,002 g 0,761 0,97 x 1074 1,03 x 1074
Refer. - 0,002 g 1,571 2,00 x 1074g -

- Condigoes idénticas aquelas usadas para Colageno I de cauda de rato



Tabela 04. Relacao entre G.P.Es. e coldgeno I da cauda de rato guan-

to a capacidade de captagac do corante "Naphthol Yellow-S"

Conc. CCC* 0,001 0,002 0,004 0,010 0,015 Conc. colageno

GPEs GPEs 0,25 0,50 0,86 1,00 1,05 = CCC* Colageno

0,001 0,48 1,92 - - - -
0,002 1,02 - 2,04 - - -
0,004 1,59 - - 1,84 - -
0,008 1,86 - - - - -
0,010 1,92 - - - 1,92 -
0,015 1,97 - - - - 1,87

* = Capacidade de captacgac de corantes. Os valores da tabela sao o©s

quocientes das razoes entre CCC de GPEs e CCC de coligeno I.
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6. ANALISE ULTRAESTRUTURAL

6.1. Microscopia de Polarizacao

6.1.1. Extratc insolivel em T.C.A. gi aquecido.

A analise morfoldgica ao microscopio de polariza
¢ao do extrato insolivel em T.C.A. 3% montado a fresco  entre
lamina e laminula, ou mesmo dos cortes do material incluido em
parafina, mostrou terem estes, o aspecto de um agregado forma-
do por feixes de filamentos dispostos paralelamente ao longo
do seu eixo maior ( Figs, 08,09 e 10). Estas estruturas apre-
sentam propriedades anisotrdpicas Opticas caracterizadas por
uma birrefringéncia (mensuravel) cuja cor de interferéncia @&
branca de primeira ordem. O sinal de birrefringéncia determina
do com-compensador de Senarmont 4, mostrou ser positivo guan-
do considerada a orientagéo paralela ao seu eixo maior { Fig.
08). Esta mesma birrefringéncia desaparece guando o material &
embebido em uréia 8M.

As curvas de birrefringéncia de forma mostranm a
presenca de birrefringéncia intrinsica (ou cristalina) positi-
va para o indice de refragao (ny) igual 1,465 (Fig. 07). Embo
ra possam variar os valores absolutos do retardo Sptico corres
pondente 4 esta birrefringéncia intrinsica em cada segmento do
material analisado, a relagéo obtida entre os valores absolutos
de ratardo Sptico (') miximo (material embebido em agua désti
lada; nD‘z 1,1333) e retardo Optico () minimo (material em-

bebido em glicerina 100% n,= 1,465) mantém-se constante e pro-

ximo a 2,50 + 0,37 (tabela 05).
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Tabela 05. Medidas de retardo Optico em diferentes meios de
embebicao do extrato insollivel em T.C.A. 3%.

RETARDO OPTICO (nm)
Melos df limina 1 lamina 2 lamina 3
embebicao
Agua destilada 6,06 4,85 4,242
Glicerina 20% 5,454 3,94 3,636
Glicerina 40% 4,242 3,63 3,030
Glicerina 60% 3,03 2,424 2,424
Glicerina 100% 2,424 1,818 1,818
Nujol 4,242 3,636 2,727
Relagéo
'max/Tmin 2,5 2,67 2,33
As medidas dos retardos oOpticos(r) foram obtidas com auxilio

do compensador de Sénarmont A/4 e em luz monocromitica de A =
546,1nm. Os meios de embebigdo utilizados - H20; Glicerina 20%
40%; 60%; 100% e nujol tém respectivamente os Indices de refra
¢ao (np) igual a 1,3328; 1,3634; 1,3867; 1,4159; 1,4655 e
1,4786. A relagdo Ipmax/Tpin Corresponde a razio entre os retar
dos Opticos (' ) em np = 1,3328 e np = 1,4655 de cada segmen-
to.
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6.1.2. Extrato de uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1% {(G.P.Es.

-UM)

O extrato de uréia+2-mercaptoetanol obtido dire-
tamente da dialise, montado em lamina, nao apresenta gualquer
fendmeno de birrefringéncia. Este material corado com "Sirius
Red F3B"a pH 2,7 também nao apresenta o fendOmeno de birrefrin-
géncia, mostrando-se apenas como agregados de materiais fraca-

mente corados em vermelho, porém altamente positivos a reacao
de P.AIS'.

Por outro lado o precipitado residual obtido da
interagéo "Naphthol Yellow-S" -G.P.Es., apresentou uma fraca
birrefringéncia, notadamente nos fragmentos maiores, mas i~
perceptivel nos fragmentos menores. Esta presenga de birrefrin
géncia deve ser interpretada com cautela, uma vez gue o mate-
rial glicoprotéico empregado neste teste proveio do material
submetido a liofilizagdo. ObservagOes em microscopia Sptica co
mum {fotdnica) revelalMser este material um produto altamente
compacto e estavel, nao se dissociando ou solubilizando com fa

cilidade.

6.1.3. Produto de interacao G.P.Es. - coli3geno

O complexo G.P.Es. - colageno guando montado a

fresco entre lamina e laminula e observado ac microscopio de

polarizagdo apresenta uma birrefringéncia muito fraca, detectd
vel apenas em regiaes de aspecto fibrilar (Fig. 11). Mesmo es
ta birreffingéncia pode ser observada utilizando-se um peque-
no artificio de técnica, isto &, deslocando-se ligeiramente o

analisador em relagao aos 909 do "azimuth" do polarizador e



Figura 08. 1Imagem ao microscdpio de polarizacao do extra

to ingoluvel em T.C.A. 3% montado a fresco. Intensa birre
fringéncia (branca de primeira ordem) do material guando
orientado a * 459 do "azimuth" do polarizador. Observar
junto &s setas o aspecto fibrilar em disposicdo paralela
com relagao ao maior eixo do material. (An) e (Pg) -
"azimuth" de polarizagao respectivamente do analisador e

polarizador.

Fiqura 09. Idem material anterior. As setas cheias indi-
cam as fibrilas paralelas que compoem © conjunto agora
mais dissociado. Observar que as regides onde o estado de
agregagﬁo das fibrilas é& mais compactO (setas vazlas), a
birrefringéncia é mais intensa. {(Ap) e (Pg) - "azimuth"
do analisador e polarizador.

58
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e acoplado o compensador de Sénarmont }/4. Nestas condigdes ob
servamos © material gque se torna mais escuro ou mais claro, de
pendendo de o deslocamento do analisador ser para a posicao de
adigao ou subtragdo do retardo Optico do material em observa -
gao.

A presenga de anisotropia Optica neste material
complexado, torna-se mais evidente gquando corado com "Sirius

Red" em solugao acética, dando um aspecto de birrefringéncia

muito semelhante ao observado em colagenos isolados. Observa-

se porém, uma diferenga pela presenga de delgadas ramificacles
também birrefringentes (amarela e verde de la. ordem) dispos -
tas perpendicularmente ao longo dos filamentos maiores (birre-
fringente de cor vermelha de la. ordem), que em conjunto se dis

poem numa malha trabecular intimanmente associada (Figs. 12a e

12b).

6.2. Microscopia Eletronica

6.2.1. Extrato insolivel em T.C.A. 3% aquecido

O extrato insolGvel em T.C.A. 3%, submetido  ao
tratamento pelo P.T.A. - etandlico apresentou duas estrutu -
ras distintas. Uma primeira que se organiza em longas faixas
(eletrodensas) de espessurasvaridveis (Fig. 13 e 14), cujas
porgoes mais delgadas confundem-se com as estruturas de nature
za fibrilar (Fig. l4). Esta outra, de aspecto fibrilar, organi -
za-se como que formando "alvéolos" de diametros variiveis gquan
do observadas em cortes transversais (Fig. 14). Em cortes lon-
gltudinais, estas estruturas apresentam-se formados por peque-

nas fibrilas alinhadas ao longo de um eixo e paralelas entre Si.
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Fiqura ;gl Aspecto da birrefringéncia do extrato insolivel
em T.C.A. 3%. Material obtido em cortes de parafina (10pm

de espessura) e corados com "Sirius Red F3B". As fibrilas
birrefringentes estao orientadas a * 459 do "azimuth" do

polarizador (P,) e analisador (Ap).

Figura 11. Imagem de birrefringéncia compensada do produto
de interagao GPEs - Coldgeno I (montagem a fresco). As se-
tas chelias indicam os filamentos compensados (em escuro) e
as setas vazias indicam os filamentos em posigao de adigao.
Entremeando estes filamentos a presenga de uma massa optica
mente isotrdpica. (Ap) e (Pp) - "azimuth" do analisador e
polarizador respectivamente.
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Figura 12a. Aspecto da birrefringéncia do agregado GPEs - co
lageno I corado com "Sirius Red F3B". 2o longo dos filamen -

tos altamente birrefringentes (vermelho de primeira ordem) ,
a presen¢a de filamentos delgados e curtos também birrefrin-
gentes (amarelo e verde de primeira ordem); orientados per -
pendicularmente aos primeiros. (Pg) e (An) - "azimuth" do po

larizador e analisador respectivamente.

.y

Figura 12b. Idem regi3o anterior. Birrefringéncia compensa

da.
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Entremeando as fibrilas, encontra -se uma massa
amorfa menos eletrodensa disposta como que "cimentando" estas
fibrilas lado a lado (Fig. 13). Tal aspecto & mais evidente
nos cortes eminentemente tangenciais dos "alvéolos", cujas pa-
redes apresentam-se formadas pelas fibrilas segmentadas inter-
ligadas pelo material amorfo, organizando-se numa verdadeira

"palicada circunscrita"(Fig. 15).

6.2.2. Extrato de uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1% (G.P.Es,

_m)

« Tratamento rotineiro

As C.P.Es. isoladas, produto de didlise do evtr

i

to de uréia e 2-mercaptoetanol, gquando submetidas ao tratamen-—
to rotineiro de fixacao e desidratagao nac proporcionaram den-

sidade suficiente para observacgoes ao microscdpio eletrdnico.

A pbs-coloragao com citrato de chumbo e acetato
de uranila aumenta ligeiramente o seu contraste para estudos
ultra-estruturais em cortes finos. As observacgoes destes cor -
tes finos mostraram um material fibrilar irregular no seu ar-
ranjo e frequentemente ramificado ou anastomosado entre si.
(Fig. 16). O padrdo das fibrilas também € irregular quanto
a espessura, apresentando regiCes mais e menos espessas dando
um aspecto de fibrilas formadas por segmentos globulares, sem

contudo mostrarem ser continuas nem muito extensas.

. Tratamento com P.T.A. etandlico

A adicao do Acido fosfotingstico (P.T.A.) duran-
te o processo de desidratagac proporcionou um contraste no

material suficiente para a observacao dos seus cortes finos em



Figura 13. Micrografia eletroOnica do extrato insolivel

em TCA 3%, tratado com PTA etandlico. Corte transversal.
As setas descontinuas circundam as fibrilas de GPEs. or
ganizadas em "alvéolos" de tamanhos variados. O mate -
rial eletron—denso indicado pelas setas cheias & mais
espesso e longo confundindo-se nas suas porgaes ter—
minais com as fibrilas gue se organizam em "alvéolos”.
Aumento final = 22,630 x
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Fiqura 14. Idem material anterior em corte longitudinal com

relagio ao maior eixo do tenddo. Observar o padrio fibrilar do
material (setas descontinuas) gque embora segmentad® mantém-se
ordenadamente alinhado e paralelo entre si. Entre estas fi-
brilas paralelas, em alguns segmentos observa-se a presenga
de uma massa pouco eletron-densa e uniformemente distribuida.
A estrutura eletron-densa indicada pelas setas cheias que se
apresenta como faixas continuas de espessura variada asseme -

lha~se a estrutura elastinica. Aumento final - 44,000 x.



Figura 15. Idem material anterior. As setas

circundam uma regildo em corte tangencial.
Os pequenos segmentos fibrilares entremead s
pelo material amorfo dispdem-se paralelamen-

te entre si organizando-se numa verdadeira

"paligada circunscrita". Aumento final
40,000 x.
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microscopia eletrdonica de transmissao, sem o procedimento da

pds~coloracao pelo citrato de chumbo e acetato de uranila.

As caracteristicas morfoldOgicas mostraram-se se-
melhantes aguelas observadas para o material processado pela
técnica rotineira. A diferenca consiste na acentuagao do con-
traste das fibrilas, observando-se ainda a presenga de regioes
das fibras com densidade eletronica ligeiramente maior, sem

contudo apresentar simetria na disposigao destas regides ele-

tron-densas (Figs. 17 e 18).

. Coloracac com P.T.A. aguoso-"Coloracao negativa"

Esta técnica empregada no material glicoproteico,
mostrou-se ineficiente para a obtengéo de imagens negativas do
seu estado de agregagdo. A observagao em microscopia eletroni-
ca mostrou apenas massas amorfas, pouco eletron densas, gue se
confundiam com a coloracao do precipitado de P.T.A. presente
no fundo dando pouco contraste, portanto pouco elucidativas pa
ra estudos morfoldgicos ao nivel ultra-estrutural. A imagem ob
tida tende a ser muito mais de uma coloragéo-positiva pelo aci

do fosfotingstico do que propriamente de uma coleoracao negati-

va.

6.2.3.Produto de interacao G.P.Es. - colageno

. Coloracao negativa

O procduto da interagéo G.P.Es. - colageno apre -
sentou em imagem negativa um material filamentoso bastante fi-
no que se entrecruza sem um padrao ordenado (Fig. 19). Consta

tou-se nas regices de maior acimulo do material um componente
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Figura 16. Micrografia eletrdnica do extrato de uréia

8M + 2~mercaptoetancl 0,1% dialisado. Cortes ultra—fi-
nos em resina epoxi com pés—colorag&o pelo citrato de
chumbo e acetato de uranila. As setas indicam as fibri
las de contorncs e densidades irregulares, frequente -

mente ramificadas. Aumento final = 22,630 x.




Figura 17. Idem material anterior, porém trata-

do pelo PTA etandlico. As setas indicam as fibri
las irregularmente organizadas freguentemente ra

mificadas. Aumento final = 22,630 x

68
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Figura 18. Idem anterior em detalhe. As fibrilas apre

sentam-se em padroes pouco constantes de espessura e
densidade eletrdnica. Os agregados fibrilares nao apre
sentam uma extensao muito longa e frequentemente sao
ramificados. Aumento final = 44,000 x
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que apresenta-se en coloraqao negativa.
Por outro lado, os filamentos parecem anastomosa
rem-se em determinadas regioces, formando um filamento ligeira-

mente mais espesso, mas de extensao limitada.(Fig. 19).



Figura 19. Micrografia eletrdnica do agregado GPEs - co
lageno I em coloragac negativa. As setas cheias indicanm
as fibrilas de diferentes tamanhos em imagem negativa.

A distribuicao destas nao € organizadaj apresentam-se

anastomosadas em determinados segmentos,formando uma fi

brila de espessura maior. As setas vazias indicam uma
massa amorfa em imagem positiva que se entremeia as fi
brilas em imagem negativa. Aumento final = 44,000 x.
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'DISCUSSAO

Dentre as expressoes fisioldOgicas do tecido con-
juntivo, destacam—-se as de natureza mecano—-estruturais, as
quais dependem da composigdc e interagoes das  macromoléculas
da matriz extra celular. No caso dos tendoes, assumem importan
clia as propriedades mecanicas intimamente dependentes da sua

estabilidade estrutural. Estabilidade esta que pode ser defini

da sequndo a proposicao de CHVAPIL (1967), como "a resisténcia
que a estrutura apreéenta frente a fatores destrutivos de natu
reza mecAnica ou fisico-quimica". Com relagao ao colageno, a
sua establlicdade & avaliada entve outios meios, pela sua ex~
tractibilidade ou pela temperatura de fusao {(Tm) ., (CHVAPIL,

1967) .

Diversos procedimentos tém sido empregados para
extragao de glicoproteinas (G.P.) associadas aos feixes de co-
lageno (BOURILLON & GOT, 1962; HERRING & KENT, 1963; RADHA~
KRISHNAMURTHY et alii, 1964; DUNSTONE & FRANEK, 1967; ANDERSON
& JACKSON, 1972; BACH & BENTLEY; 1980}, o gue vem revelando
uma gama relativamente rica em glicoprotelnas tomando parte na
estruturacao dos feixes de coladgeno. Estas glicopfoteinas, com
relagao aquelas de natureza estrutural (G.P.Es.) estudadas na

presente pesquisa, sao em termos de extractibilidade, de menor
estabilidade fisico-quimica.

0 processo extrativo de ROBERT & DISCHE {1963}
e TIMPL e colaboradores (1968), empregado com ligeiras modifi-
cagaes pelo'autor da presenté tese, deixa um residuo de elasti

na de alta estabilidade (TIMPL et al, 1968), o qual sO é solu-~
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bilizado frente a autoclavagem, ou guanidina 5M com agentes re
dutores de ponte dissulfeto, ou ainda hidroxido de addio dilul

do e aquecido a temperatura de 95°C (PARTRIDGE, 1970)}.

A eficiéncia do tratamento pelo T.C.A. a quente
para a remogao do coldgeno pertencente a matriz insolivel, é
conhecida de longa data (FITCH et al, 1955; ROBERT' & DISCHE,
1963; ROBERT & COMTE, 1968; TIMPL et al, 1968, 1969; WOLFF et
alii, 1971). No entanto, estes autores acima e outros como '

ANDERSON (1976) e BACH & BENTLEY (1980), advertem para oS pos=

siveis danos que possam ser provocados pela acao do acido tri-
cloroacético aguecido sobre as glicoproteinas estruturais. Um
evento provével, seria a hidrdélise dos residuos de oligossaca-
rideos e/ou mesmo das proteinas, e como consequéncia o apareci
mento na eletroforese apenas de fragbes peptidicas nao represen

tativas de G.P.Es.

Em nao se encontrando dados experimentais publi=-
cados gue justifiquem © raciocinioc acima, tornam tais suposi -
gaes apenag especulativas, uma vez gue no material protéico
aqui denominado de G.P.Es., mantiveram-se residuos de hexoses
suficientes para identificad-las como glicoproteinas pela rea-
950 de P.A.S., tanto nas eletroforeses levadas a efeito como

nos precipitados montados sobre laminas.

Confirma-se também a presenca de residuos de car

boidratos, pela alta reatividade observada nos testes de inte-

ragoes entre as G.P.Es. e as fitohemaglutininas (lectinas) de
soja e a concanavalina A (YAMADA e VIDAL, 1983). Sabidamente

as lectinas interagem com residuos de agucares terminais nao
redutores com certa especificiéade. No caso, a concanavalina-ﬁ

& especifica 4 a~D-Glicopiranose, a-D-Manopirancse e p~D~Frut®
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furanosa (AVRAMEAS, 1970; BERNHARD & AVRAMEAS, 1971;_ ANDERSON
& LEE~QWN, 1974), e as lectinas da soja possuem alta afinidade
pela D-Galactose e N-Acetil D-Galactosamina (LIS et al, 1970).
Tal evidéencia sugere a presencga de alguns destes aglcares na
porcao terminal dos radicais oligossacaridicos daé G.P.Es. do
tendao bovino. 0 fato de, o0 mesmo teste mostrar menocr reativi-
dade quando se trata do extrato insolivel em T.C.A. 3% de ten-
ddes da cauda de rato (YAMADA e VIDAL, 1983) enfatiza a micro

heterogeneidade sugerida por ROBERT (1382) com relagao aos re-
siduos oligossacaridicos das G.P.Es.

Estd fora dos objetivos desta tese, e  portanto
desta discussao, qualificar as possiveis hidrolises das glico-
proteinas solubilizadas junto com o coladgeno, sem com isto dei

xar de admitir que tal processo quimico possa ocorrer em parte.

0 tratamento com colagenase para a remogao do "co
ligeno insoliivel”, em comparagao com a agao do dcido tricloroa
cético, realizado por WOLFF e colaboradores (1971), demonstrou
nio haver variacoes entre os residuos dos dois  tratamentos,
guanto ds suas propriedades de solubilidade e na composigac pe
1a andlise dos amino&cidos.

O experimento realizado neste trabalho, em que

se utilizou colagenase tipo III, com o intuito de estabelecer

um controle, permitiu determinar a eficiéncia do acido triclo-
roacético, e concomitantemente demonstrar que o mesmo nao pro-
move perdas notdveis das fragoes glicoproteicas detectaveis pe
la reagao de P.A.S. nas eletroforeses eh géis de poliac:ilami“
da.

Confirma~se pois, a hipdtese de WOLFF e colabora
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dores (1971), isto €, o T.C.A. 3% aquecido nao introduz nodi-

ficagbes significativas nos tipos de G.P.Es. obtidas.

Com relacdo ao comportamento do coldgeno frente
aos tratamentos pelo T.C.A. aquecido e colagenases, pode se
considerar gue embora 0OSsS0S € tenddes calcaneancs tenham a mes
ma composicao em termos de colageno (Tipo I), suas estabilida-
des frente 3 agao da colagenase III diferem substancialmente.

Encontra-se maior resisténcia em solubilizar o colageno do os-

s0, 0 que revela uma maior estabilidade das fibras de colageno

deste tecido, esta conferida provavelmente pela participacgao

das G.P.Es.

Por outroc lado o tratamento pelo acide tricloroa
cético promove hidrdlise de tal ordem sobre os coldgenos tan-
to dos ossos como dos tenddes, que os seus fragmentos peptidi-
cos resultantes nao sao resolvidos pela eletroforese em géis

com 7,5% de concentracao em poliacrilamida.

Os géis a 7,5% de concentragao, além de permiti-
rem a separagéo das cadeias de colageno, apresentaram uma fra-
cao proteica P.A.S. positiva comum a todos os preparados cola-
génicos, inclusive naqueles utilizados como padroes de referén
cia (coldgeno extraido e purificado em acido acético 2%). In -
terpreta-se esta banda P.A.S. positiva, nao descrita antes na
literatura, como sendo uma fracdo glicoprotéica adicional inti
mamehte associada ao coldgeno, que dissocia nas condigOes  de
tratamento utilizadas para solubilizacao das amostras, qual se
ja, em meio a uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1% + dodecil sulfa

to de sodio 0,1%.



76

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS G.P.Es.

Solubilidade

A solubilizacao dos residios de G.P.Es. obtidos
apds o tratamento pelo &cido tricloroacético s6 & conseguida
em meio a ureia 8M e 2-mercaptoetanol 0,1%, o0 gue revela o seu
alto grau de estabilidade, s suplantada pelo da elastina. Es-
ta estabilidade das G.P.Es. & supostamente conferida, principal

mente por pontes de hidrogénio e pontes dissulfeto. Tal presun

cio & condicionada pela necessidade insubstituivel da presen-
ca de uréia e 2-mercaptoetancl para a sua solubilizacao. A re-
moc3o destes agentes por meio de didlises provoca reagregacoes
gradativas & medida que se restabelecem as ligag&ws inter e/ou
intra-moleculares.

0 fato de n3o terem sido detectadas variagoes sig
nificativas entre as G.P.Es. extraidas da matiiz Ossea e ten-
does bovinos, contradiz substancialmente os relatos de WOLFF
e colaboradores (1971) yguanto ao comportamento da solubilidade
do material extréido pelos mesmos aoocessos. As diferengas en-
tre os resultados obtidos por WOLFF e colaboradores (1971) e
os da tese em andlise podem ser atribuidas a heterogeneidade a
presentada pelas G.P.Es. associadas aos feixes de coldgeno de
diferentes estruturas, entendendo-se que entre os mesmos exis-
tem n3o apenas diferencas nos estados de agregacao de colageno
como também em tipos de colageno, consequentemente glicoprotel
nas diferentes.

N3o obstante, esta heterogeneidade conferida a&s

G.P.Es. de difercntes origens nao pode ser generalizada, vis-
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to que as G.P.Es. isoladas tanto de tendces como d0S OSSOS de
boi apresentaram propriedades fisicas e quimicas identicas. Da
mesma forma, esta aparente homogeneidade éntre ambas nao pode
ser extrapolada 5 fisiologia das G.P.Es.. visto gue 0S8 05508
apresentam maior resisténcia 3 acdo da colagenase IIIL. De fato
as G.P.Es. podem segundo MEVER (1982), estabilizar o colageno

com ele se complexando.
Embora nio se tenham realizado comparagoes  com

processos de extracoes "menos drasticos" (STEVEN, 1967 ; HASCALL
& SAJDERA, 19639; ANDERSON & JACKSON, 1976; HERRING, 1976) €& su
gestivo que a maioria das “glicoproteinas estruturais® isola -
das pelos autores acima referidos sejam de uma classe distin-
ta daguela que Ss¢€ tem referido aqui como G.P.Es. -UM, ou -seja,
"glicoproteinas estruturais extraiveis e soliveis somente  em

presenga de uréia 8M e 2-mercaptoetanol 0,1%.

Comportamento eletroforético

A presenga de cadeias laterais de carboidratos
nas glicoproteinas, faz com gue estas tenham um comportamento
anomalo na migracao eletroforética (SEGREST & JACKSON, 1972;
GORDON, 1972).

A estimativa dos pesos moleculares, mMesHo guando
se emprega o dodecil sulfato de sddio (SDS), nao pode ser obtl
da com exatidao, uma vez que 0S5 radicais laterais de carboidra
tos nao permitem ligagoes uniformes do SDS a proteina.(GORDON,

1972; WEBER et al, 1972; NOELKEN et al, 1981).

Os géis de poliacrilamida/SDS, com poros de did-

metro adequado para a retengao das sub-fragoes das glicoprotei
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nas, foram obtid®s com a propor¢ac de bis-acrilamida 5% em re-
‘lagio i concentragdo total de acrilamida. Esta proporgio segun
do GORDON (1972) proporciona apbs a polimérizagéo do gel, a
formagao de malhas com poros de menor diadmetro para uma dada

concentragao de poliacrilamida.

A presenca de uréia, 2-ME e 8DS, nos géis e no
tampao de preparo das amostras & imprescindivel para a me-
ihoria do padrao de separagao.Tais elementos possuem ativida -

des bem definidas, quais sejam, a uréia desestabiliza  pontes

de hidrogénio, o SDS se associa ds proteinas tornando-as mais

hidrofilicas, e o 2-ME reduz as pontes dissulfetos.

Apesar de todas as precaucgoes e modificagoes in-
troduzidas a partir dos métodos padroes ja estabelecidOs para
eletroforese em disco de poliacrilamida (bAVIS, 1964; SHAPIRO
et al, 1967; DUNKER & RUECKERTS, 1969; WEBER & OSBORN, 1569;
WEBER et al, 1972). algumas das sub-fragaes nao foram perfeita
mente visualizadas e individualizadas nos géis com a concentra
gao de 15%, referindo-se principalmente 5quelas de peso molecu

lar maior.

Nas tentativas realizadas com géis nas concentra
coes de 7,5%, 10,0% e 12,5% nao se obtiweram separacoes das fra-
QBes com padroes definidés, em decorrencia dos pesos molecula-
res da maioria dos constituintes estarem muito aguém da capaci

dade de retengao pela malha de poros.

Mesmo na melhor alternativa, com os géis de
15,0%, onde se conseguiu & visualizacao das 7 fragcoes, a re-
gifo proxima dquela da aplicagao da amostra manteve-se intensa
mente corada pelo "Comassie Brilliant Blue", indicando a perma

néncia de proteinas pouco ou nao migradas.
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0 padrao de coloragao obtido com © "Naphthol
Yellow-S" a pH 2,7, indica que as sub-fragces das G.P.Es. nao
apresentaramn distingées quanto a afinidade por este corante ,
uma vez que o padrdao & idéntico aquele apresentado pelos géis
corados com "Comassie Brilliant Blue". Por outro lado, a rea-
cao de P.A.S. mostrando-se positiva apenas para 5 das 7 fra -
gaes presentes em géis de 15,0%, configura a natureza glicopro
téica apenas para parte do conjunto de proteinas extraidas. No

entanto estas fragbes glicoprotéicas devem ser as de maior pro

porgao, pois correspondem is fracoes de maior destaque na colp

ragic pelo "Comassie Brilliant Blue".

CAPACIDADE DE INTERACAQ COM CORANTES

Naphthol Yellow-S (N.Y¥.-S)

Desde que DEITCH em 1966 descreveu a utilizagao
do "Naphthol Yellow-S" para deteccao de proteinas em cortes
histoldgicos, este corante preparado em meio acetico tem sido
empregado em técnicas citogquinicas qualitativas e quantitati-
vas para proteinas totais e principalmente para proteinas nu-
cleares (TAS et al, 1974; GAUB et al, 1975; GAUB, 1876) . ‘Este
corante possuli intensa afinidade pelés grupamentos basicos das

proteinas, especialmente dquelas dos aminodcidos lisina, argi-
nina e histidina (TAS et al, 1974).

Comparando-se a capacidade de captagao do "N.Y.
-S" entre as G.P.Es. e o colageno, as primeiras mostram uma
capacidade duas vezes malor de captar o corante do que igual

massa (em peso) de colageno I, © que quer dizer: as G.P.Es. de
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veriam possuir duas vezes mais radicais catidnicos disponiveis
para interagirem com o corante preparado a pH 2,7. Contudo, as
G.P.Es. possuem um teor de aminodcidos basicos totais  apenas
10-15% maior gque os coldgenos. Esta interagao acentuada das
G.P.Es. com o corante comparada a do colageno poéé ser in-
terpretada em funcao do estéreo arranjamento das moléculas de
glicoproteinas submetidas ao tratamento pelo T.C.A. 3% aqueci-
do, e posteriormente solubilizado em uréia e 2-ME. Dentro des
ta hipdtese, € plausivel supor-se que as modificacoes quimi
cas levadas a efeito durante a extracao-e purificacao, sejam
de tal ordem gue permitam uma exposigéo maior dos amino&cidos

antes menos acessiveis.

Isto equivale a dizer que as duas proteinas {(co-
l3geno e G.P.Es.) embora possuam teores semelhantes de amino=
dcidos basicos, os estados conformacionais regulam o menor
grau de acessibilidade do "Naphthol-Yellow-S" aos residuos de
aminodcidos. Este tipo de correlacao foi considerado em outro
material (ribonuclease S pancreatica) por LEE & RICHARDS(1971)
como “"estimativa da acessibilidade estatica”, formulada sobre
os possiveis efeitos, por exemplo, da troca de um unico amino -
fcido na sequéncia de uma proteina, que pode além de alterar a
flexibilidade da cadeia polipeptidica, modificar toda a carga
elétrica da superficie proteica tornando-a mais ou menos ﬁolar,

e consequentemente modificando suas propriedades fisico~guimi~
cas. |

A correspondéncia linear na relagao concentragao
do substrato em fungao da concentracao do corante captado, e

observada somente para os segmentos da curva correspondente até

o valor de 0,5 x 10~4g de corante captado pelas G.P.Es. (Fig.
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06), sendo que a causa deste efeito observado também para oS

coladgenos permanece ainda por estabelecer,

ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL

A birrefringéncia € propriedade anisotrdpica Opti
ca que pode ser detectada em materiais bioldgicos em conse-

quéncia da presenga de micelas ou de ligacoes quimicas com dis

tribuicao assimétrica orientada apresentando um nivel maior ou

menor de cristalinidade (VIDAL, 19382).

A birrefringéncia positiva apresentada pelos re-
sIduos dos tenddes tratados pelo &acido tricloroacético 3% aque
cido a 90-95°C demonstra que este material nao deve ter 0s
seus constituintes distribuidos ao acaso, mas sim com uma
orientacio preferencial numa determinada diregao no espago. Se
gundo VIDAL (1982), o sinal positivo da birrefringéncia apre -
sentado pelos feixes de coligeno indica que estatisticamente
os componentes estejam orientados na direcao paralela ao longo

do maior eixo das fibras.

H3 uma variedade de tipos de organizagoes da ma-
tdria que podem resultar em anisotropia Optica, assim como va-
rias categorias de birrefringéncia tém sido descritas baseadas

nos arranjos e mecanismos de alinhamento das 1igag§es e intera

coes da matéria.

Um corpo misto anisotropico € melhor interpreta-

do atravées da birrefringencia de forma {ou textural), porque

o mesmo tém a sua anisotropia variavel em fungac das proprie

dades dos meios em que estdo embebidos (FREY-WYSSLING, 1948).
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A birrefringéncia de forma & um tipo de anisotropia presente
em estruturas compostas por moleculas assimétricas dispostas
ordenadamnente, de tal forma gue as distancias mantidas rete-
nham alguma relagao com o comprimento de onda de  observagao,

ou das medidas quantitativas (VIDAL, 1982).

As curvas de birrefringéncia de forma com os per
fis caracteristicos em "U-cOncavo" obtidas dos extratos insolil
veis em T.C.A. 3% mostram muita semelhanga com os perfis das

curvas obtidas paraos feixes de colageno intacto (VIDAL, 1980;

PIMENTEL, 1981) e feixes de coligenos desprovidos das cadeias
de proteoglicanas (VIDAL, 1964, 1980). Todos os pontos destas
curvas estando acima do eixo da abscissa, conferem o sinal po-
sitivo para as mesmas (BENNET, 1967). O ponto de"I'" minimo da
curva, gue se apresenta no indice de refracao (np) do meio
igual a 1,465 e cujo valor absoluto de seu retardo optico (TI')
sendo maior que zero, indica a presenga de birrefringéncia

“"oristalina® ou "intrinsica" positiva, para um ou mais dos

constituintes deste material residual do tratamento pelo acido

tricloroacético.

O fato de se desconhecer a espessura, nao invali
da a possibilidade de analise dos perfis das curvas e da deter
minacao da birrefringéncia intrinsica, mesmo porque, as rela -
gaes entre o Tpax. e Tpin, de cada uma das curvas nao mostran-

do variagoes, permitem estabelecer um Indice, como  parametro
de controle para as medidas obtidas (VIDAL, 1982 ~ comunicagao
pessoal) .

A curva de birrefringéncia de forma dos extratos

insoliiveis em Acido triclorcacético de tendoes foi descrita

por VIDAL & PIMENTEL (1980}, tendo os mesmos atribuldo esta



83

propriedade fisica a presencga da organizacgao das glicoprotei -

nas estruturais.

Embora as G.P.Es. isocladas e autoagregadas poxY
meio de diadlises, sendo opticamente isotrdpicas,possam levan-
tar dividas quanto a suposicao acima o fato de o extrato inso
1dvel em T.C.A. 3% {(montagem a fresco em lamina) perder a bir-
refringéncia guando embebido em meio contendo uréia 8M, permi
te afirmar que o material solubilizado pela uréia seja o res -
ponsavel pela anisotropia Optica detectavel neste extrato. Fa-
to & que utiliza-se a uréia 8M como um dos agentes para a solu
bilizagao das G.P.Es. aqui estudadas, e nao consta . gue a
uréia nesta concentracao e nas condigoes utilizadas seja ca-
paz de solubilizar a elastina. Mais ainda, segundo AARON &
GOSLINE (1980), a elastina uma vez isolada & opticamente iso -
tropica.

Sustenta-se pois agora de forma mais explicita a
primeira proposigao de VIDAL & PIMENTEL (1980), isto &, as gli
coproteinas estruturais pela sua disposigao e/ou pela forma de
intera¢io com a elastina, apresentam um grau de cristalinidade

capaz de conferir uma anisotropia Optica.

A aparente isotropia Optica dos auto-agregados
de G.P.Es. obtidas pela dialise faz supor ainda gque se proces
se alguma mudanga conformacional ao nivel molecular durante
as etapas de isolamento e purificacao. Além do que, o material
glicoproteico isolado, sendo produto de autO*agregagap artifi-
cial obtida por meio de didlise, nao pode ser considerado como

uma réplica da sua configuragao "in situ”.

Amontagem a fresco do produto da complexacao

G.P.Es. ~coldgeno & pouco birrefringente. Esta birrefringéncia
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& notada somente nos filamentos maiores, o que torna dificil a
sua interpretagﬁo. No entanto, a intensa birrefringéncia encon
trada tanto nos filamentos maiores como nos menores do  MesSmo
material quando corados com "Sirius Red Fi3B", deve também ser
interpretada com cautela. Supde-se gque esta birrefringéneia acen
tuada pode ser proveniente de uma outra configuragao molecular
artefatual das G.P.Es. isoladas, incorrendo num fendmeno seme-
lhante aguela birrefringéncia apresentada por estruturas orien

tadas e estiradas artificialmente por forgas mecanicas exter -
nas (desidratacao).

A participacao das G.P.Es. nas propriedades ani-
sotrdpicas dos feixes de coligeno & irrefutavel, e os resulta-
dos obtidos corroboram o modelo proposto por JACKSON & BENTLEY
{1968) e VIDAL (1980b), com relacac a disposicac e participa -
cdo destas G.P.Es. na organizagao e ordenamento molecular dos

feixes de colageno.

A analise ultra-estrutural levada a‘efeito pela
microscopia eletrOnica demonstra o material finamente fibrilar
dos extratos auto-agregados das G.P.Es.. No entanto, este auto
~agregado apresenta padroes pouco regulares e sem uma organiza
¢ao que lembre algum ordenamento molecular, fortalecendo a hi-

potese da aparente isotropia deste material isolado.

O material do extrato insolGvel em T.C.A. 3% ob-
servado em microscopia eletrOnica apresenta-se forﬁado por uma
malha de fibrilas organizadas, ora em padrao "alveolar", ora
em segmentos fibrilares descontinuos porém paralelos entre si.
Estas duas organizagées diferentes representam respectivamente
as imagens provenientes dos planos de cortes transversais e

longitudinais do tenddo destituido de colagenos e proteoglica-
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nas. Considerando-se ¢ue este extrato insolGvel em T.C.A. 3%
seja constituido predominantemente de glicoproteinas estrutu -
rais, supoe-se gue 0S segmentos fibrilareé relativamente lon-
gos gue se dispoem paralelamente entre si (Fig; 09) sejam a
imagem bidimensional da disposicao organizada das G.P.Es. aoc
longo dos feixes de coldgeno; o que poxr sua vez & compativel
com o modelo atualmente em proposigao de JACKSON & BENTLEY,

(1968) e VIDAL (1980b).

0 aspecto "alveolar" da organizacao das G.P.Es.

(Fig. 13) pode ser interpretado juntamente com a imagem obtida
em corte tangencial das mesmas (Fig. 15). Através da imagem
desta ltima supde-se uma organizacao dos segmentos fibrilares
dispostos paralelamente entre si formando a parede dos alvéo-
los numa verdadeira "palicada circunscrita”. A  interpretagao
desta lmagem sugere uma interacgdo bastante Intima das G.P.Es.
entre si, por meio de ramificagoes laterais (provavelmente ra-
dicals oligossacaridicos) e/ou presenga de proteinas gue promo

vam ligacoes cruzadas entre duas moléculas de G.P.Es.

Esta interacao teria de ser de tal forma, que as
ramificacoes laterais das G.P.Es. tenham a sua orientacgao no
sentido perpendicular ao longo do seu maior eixo, e estas, li-
gadas a outras G.P.Es. pféximas e vizinhas, formando verdadei-
ras paredes envolvendo regularmente uma fibra de colageno.
Tais caracteristicas de interagao entre as G.P.Es. permitiriam
que estas se associenm com fibras de colageno de diferentes ta-—
manhos (em comprimento e em espessura), gue por sua Qez seria
facultado e condicionado pela quantidade de G.P.Es. pareadas.
Isto explicaria os "alvéolos" de diferentes diametros observa-

dos nas micrografias eletronicas (Fig. 13), assim como as fi-
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bras de colageno de diferentes espessuras. Um modelo proposto
da organizacao e associacac das G.P.Es, e desta com o coldgeno

é apresentado no Esguema 2 (pagina 87).

Unma vez gue os padroes acima reféridos nao mais
sao observados nos extratos de G.P.Es. auto~agregados por dia-
lise, ou mesmo no produto de reassociagéo G.P.Es. - colageno ,
& patente gque embora’ ocorra o fendmeno de auto-agregacac, este
nao reproduz a organizag&o orig%nal, mesmo configurando-se ou

nao mudangas conformacionais e/ou modificagoes nas proprieda

des fisico-quimicas das moléculas de G.P.Es. durante o seu iso

lamento.

A afinidade demonstrada pelas G.P.Es. para com ©
colageno durante o experimento de associacgdo entre ambas, faz
pressupor que haja algum tipo de interacdo direta entre o0s mes
mos. Interacao esta que deve ser rompid@ durante o tratamento
pelo T.C.A. aguecido ou pela acao da uréia 8M com 2-mercapto -
etanol 0,1%. Nac se pode também desprezar a hipdtese de gue no
"sool" das G.P.Es. se faga presente uma proteina que promova

uma ligacao "tipo lectina" entre o coldgeno e as G.P.Es.

A peculialidade da alta estabilidade fisico-qui-
mica das G.P.Es. constatada em decorréncia dos comportamentos
frente ao seu processameﬁto e isolamento, condiz com um deter-
minismo funciocnal, qual seja, o de participar efetivamente na
organizagao estrutural dos feixes de coldgeno (com alto grau
de ordenamento molecular}, conferindo-lhes por sua vez, a esta
bilidade necessaria. Permite-se pols deduzir que, dentre as
fungdes das G.P.Es. estda a de manter os feixes de colagenc com
higidez suficiente e necessaria para as suas fungﬁes mecanicas

e bioguimicas.



"ESQUEMA 02 = Confiquraqﬁo esquemdtica do arranjo arquitetd-
nico das GPEs. (Glicoproteinas Estruturais) - (A), e a sua
disposicao com relacaoc d& fibra de coldgeno (Fib. Colag.)-(B).
As GPEs. dispostas linearmente ao longo das Fib. de Colageno
também interagem entre si através dos radicais laterais de o

ligossacaridios (OLIGOS.) permitindo o seu pareamento. A s

GPEs. nos modélos estudados (feixes de coldgeno altamente or
denado de tendac e osso), dispoem~se com alto ordenamento
molecular, envolvendo quase gue completamente cada Fibra de
Coligeno {(B), proporcicnando ao conjunto uma malor estabili
-dade e resisténcia. |
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CONCLUSAQ

As abordagens e as andlises dos resultados ob
tidos pela presente tese permitiram concluir que:

. a metodologia proposta, permitiu 0 isolamento
de fracoes de glicoproteinas de papel estrutural, dentre os
constituintes da matriz colagénica.

. 0 comportamento das G.P.Es. frente aos proces

sos de isolamento e identificagao permitiu avaliar o seu

alto grau de estabilidade fisico-quimica.

. a critica com relacao 3 metodologia empregada,
principalmente no gue diz respeito ao uso de acido tricloroacé
tico agquecido tornou-se improcedente, uma vez gque este trata-
mento forneceu resultados idénticos aqueles obtidos pelo pro-
cesso alternativo (colagenase III). A agao da uréia 8M com 2=
mercaptoetanol 0,1% permaneceu questionavel, apenas por nao
terem sido obtidos auto-agregados de G.P.Es. e G.P.Es.-Colage-
no I com propriedades fisicas originais.

. as G.P.Es. isoladas pelo processo empregado
nesta tese nao mostraram heterogeneidade quando comparadds os
materiais provenientes de tecidos heterdlogos ( tendoes calca=-
neanos e 0ssos corticais) de um mesmo animal (boi), porém a-
presentaran diferencas entre tecidos homdlogos ( tendoes dalcg
neanos de bois e tendoes da cauda de ratos).

. 0 cariter anisotrOpico Optico dos extratos de
G.P.Es. permitiu estabelecer a sua part;cipagéo com a l t o
grau de ordenamento molecular na organizacgao dos feixes de co-

lageno.
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. a analise conjunta das imagens de microscopia
de polarizacao e da microscopia eletrdnica, permitin pro-
por um modélo de organizacao das G.P.Es. junto aos feixes de

colageno altamente ordenado.
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RESUMO

Glicoproteinas eétruturais (G.P.Es.) associadas
aos feixes de colageno foram isoladas por meio de extragaes se
letivas e analisadas as suas propriedades fisicas, quimicas e
estruturais.

0 processo de extracao e isolamento, além de 1li-
mitar conceitualmente uma fragao de glicoproteinas dentre to-

das aquelas encontradas na matriz do tecido conjuntivo, permi-

te também constatar o alto.grau de estabilidade fisico-quimica
das G.P.Es. A utilizacdo de &acido tricloroacético (T.C.A.} a
quecido, criticada por ser considerada um tratamento drastico
na extracaoc dastas glicoproteinas; foi reavaliada frente a um
processo alternativo ( extracao pela colagenase tipo III), nao
revelando este diferencas significativas no produto final de
extragao. Por outroc lado, a solubilidade destas glicoproteinas
restrita a uréia 8M + 2-mercaptoetanol 0,1%, limitou alguns dos
estudos bioquimicos.

A heterogeneidade atribuida &s G.P.Es. é discuti
da frente aos resultados encontrados entre tecidos heterdlogos
de um mesmo animal (tenddes e ossos de bovinos) e tecidos homd
logos de animais diferentes (tendSeé da cauda de rato e ten-
does calcaneares bovinos).

Para se estabelecer a disposicaoc e a organizacao
das G.P.Es. nos feixes colagénicos foram efetuados estudos ul-
traestruturais ao nivel da microscopia eletrdnica e da polari-
zagdo. Este Oltimo permitiu detectar " in situ " um grau de
cristalinidade apreciavel das G.P.Es. Tal grau de cristalini-

dade & atribuldo ao ordenamento molecular decorrente do alinha
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mento e interacgao das fibrilas de G.P.Es. entre si, cuja orga-
nizacao espacial lembra uma palicada de fibrilas circunscreven

do fibras colagenicas.
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ABSTRACT

Structural glycoproteins ( SGP ) associated to
collagen fibers were isolated by a selective extraction proce
dure and their physical, chemical and structural properties
were analysed.

The extraction and isolation procedures used

permit a conceptual separation of certain glycoproteins frac-

tion from the connective tissue matrix, and appraisal of
their high degree of physico-chemical stability.

| The use of hot trichloroacet acid (TCA) has
been criticised by various authors who consider it a drastic
method for the extraction of glycoproteins. fhis treatment was
therefore, re—~evaluated in comparison with an alternativa me-
thod (extraction with type III collagenase), and no signifi-
cant differenées were encountered in the resulting fraction.
On the other hand the limiting solubility of this gl coprotein
which occurs only at 8M urea + 0,1% 2-mercaptoetanol restricts
others biochemical analyses.

The heterogeneity attributed to SGP is discussed
in relation to the results found for heterogeneous tissues of
the same animal (bovine tendon and bone} and homologous tissues
from different animal sources ( rat tail tendon and bovine
Achilles tendon).

Based on the current model proposed by JACKSON
& BENTLEY (1964) for the arrangemente and organization of SGP
around native collagen fibers, analyses were made at the ultra

structural level with the polarizing and electron microscopes.
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The polarizing microscope revealed a considerable crystallini-
ty of the SGP " in situ ", This cristallinity is attributed to
the molecular order formed by the arrangemente and interaction
of this fibrils. Considering this a spatial distribution, a
model of 8GP fibrils arranged as a palisad, and encircling

collagen fibers , is suggested.
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