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RESUMO 

O tendão calcanear e o tendão flexor digital superficial de frangos são estruturas 

adaptadas para resistir às forças de tensão geradas pelos músculos e transmitidas para os 

ossos. Em algumas regiões, estes tendões também suportam forças de compressão 

adicionais às de tensão. Durante o envelhecimento os tendões apresentam modificações nas 

regiões sujeitas à compressão e a tensão, com variações na composição da matriz 

extracelular, disposição de fibras de colágeno e celularidade, assim como em suas 

interações com outros componentes da matriz. O objetivo desse trabalho foi analisar a 

organização estrutural e a composição da matriz extracelular das regiões submetidas à 

tensão e a tensão-compressão em diferentes idades (1 mês, 5 meses e 8 meses). O tendão 

calcanear e o tendão flexor digital superficial foram divididos em região proximal (tensão-

compressão) e distal (tensão). Os resultados morfológicos, em ambos os tendões, 

mostraram presença de uma estrutura fibrocartilaginosa na região sujeita as forças de 

tensão-compressão. No tendão calcanear foi possível observar ainda, presença de um 

coxim gorduroso, que se acentuou com o passar da idade. Esse coxim funciona como um 

amortecedor, uma vez que essa região é muito requisitada durante a locomoção do animal. 

Já a região que recebe apenas forças de tensão apresentou alterações marcantes nos 

diferentes tendões em relação aos animais mais jovens. No tendão calcanear dos animais 

mais velhos, as fibras de colágeno estão mais compactadas exibindo poucas ondulações e 

células com núcleos alongados, enquanto que no tendão flexor digital superficial essa 

região apresentou-se com pontos de calcificação, de forma que essa morfologia pode 

indicar o início do estabelecimento de uma matriz óssea. Análises bioquímicas 

apresentaram, tanto no tendão calcanear como no tendão flexor digital superficial, aumento 

da atividade da MMP-2 e MMP-9 comparados aos animais mais jovens, em ambas as 

regiões, indicando um processo de remodelamento no tecido. No SDS-PAGE do tendão 

calcanear, componentes com migração eletroforética semelhante ao decorim e 

fibromodulim aumentaram com o avanço da idade, principalmente na região sujeita às 

forças de tensão, enquanto que no SDFT o decorim aparentemente diminuiu com o 

envelhecimento.   

Palavras-chave: tendões, morfologia, bioquímica, matriz extracelular, envelhecimento. 
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ABSTRACT 

The calcaneal and the superficial digital flexor tendons of chickens are structures 

adapted to resist to tensile forces generated by the muscles and transmitted to the bones. In 

some regions, these tendons also support compressive forces additional to the tension 

forces. During aging tendons exhibit modifications in regions subjected to compression and 

tension forces, with variations in the composition of the extracellular matrix, arrangement 

of collagen fibers and cellularity, as well as in its interactions with other matrix 

components. The aim of this study was to analyze the structural organization and 

composition of the extracellular matrix regions subjected to tension and tension-

compression forces at different ages (1 month, 5 months, 8 months old). The calcaneal and 

the superficial digital flexor tendons were divided into proximal (tension-compression) and 

distal (tension) regions. The morphological results, in both tendons, showed presence of a 

fibrocartilage structure in the region subject to the compression-tension forces. In the 

calcaneal tendon was also observed the presence of a fat pad, that increased with age. This 

structure act absorbing the mechanical impacts, once this region is required during the 

locomotion of the animal. The region that receives only tension forces had marked 

alterations in different tendons compared to younger animals. In the calcaneal tendon of 

older animals, the collagen fibers are more compact exhibiting few ondulations and cells 

with elongated nuclei, whereas in the superficial digital flexor tendon this region exhibit 

calcification points. This morphology may indicate the beginning of the establishment of a 

bone matrix. Biochemical analyzes showed in both tendons, increased activity of MMP-2 

and MMP-9 compared to younger animals, in both regions, indicating a remodeling process 

in the tissue. In SDS-PAGE of the calcaneal tendon, components with electrophoretic 

migration similar to decorin and fibromodulin increased with advanced age, especially in 

the area subject to tensile forces, whereas in the SDFT decorin apparently decreased with 

aging. 

Keywords: tendons, morphology, biochemistry, extracellular matrix, aging.
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INTRODUÇÃO 

 

A vida nos animais tem início no momento da concepção, envolvendo a 

diferenciação e a maturação do organismo e suas células. No entanto, em algum momento é 

iniciado um processo lento e progressivo de perda funcional que resultará na morte do 

indivíduo. Esse processo é conhecido como envelhecimento, sendo este universal, 

progressivo e intrínseco de todos os seres vivos (KANNUS et al., 2005). 

Antigas discussões sugerem que o acúmulo de mutações durante o envelhecimento 

resultaria em diminuição da função das proteínas, comprometendo a capacidade das células 

para desempenhar a sua função levando-as à morte celular (SZILARD, 1959). Mais tarde 

foi proposto que danos no DNA poderiam interferir na sua replicação e transcrição, 

prejudicando o desempenho celular e levando ao envelhecimento (LOMBARD et al., 

2005). Atualmente, o envelhecimento vem sendo descrito como um processo biológico 

caracterizado por um declínio nas funções fisiológicas e bioquímicas do organismo. Deste 

modo, várias modificações podem ser observadas, dentre as quais incluem redução da 

capacidade de uso do oxigênio, juntamente com uma circulação cardíaca prejudicada e 

adaptação respiratória, além de deterioração do sistema nervoso e degeneração da massa 

muscular (DORIA et al., 2012).  

O envelhecimento reflete a perda de homeostase prejudicando a capacidade 

funcional molecular e celular do organismo (KAVATHIA et al., 2009). De acordo com 

Mendez e colaboradores (1998), fibroblastos cultivados a partir de pacientes com refluxo 

venoso, o que precede o desenvolvimento de úlceras venosas, apresentaram características 

semelhantes às células senescentes. Resultados semelhantes relacionam a senescência 

celular à aterosclerose (MINAMINO et al., 2002), assim como a hiperplasia prostática 

benigna, uma das patologias mais comuns em homens idosos (CASTRO et al., 2003).  

Fatores ambientais contribuem para o processo de envelhecimento, enquanto que 

fatores intrínsecos e determinantes genéticos modulam tanto a saúde quanto o tempo de 

vida (LIONAKI et al., 2012). O envelhecimento biológico é caracterizado por um declínio 

gradual na capacidade de responder aos desafios ambientais e quando esta diminuição 

atinge um determinado limite, a capacidade de sobrevivência do organismo é 
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comprometida. A redução da competência funcional dos sistemas no organismo, ao longo 

do tempo, é resultado de alterações graduais acumuladas nas células (GERSHON & 

GERSHON, 2000).  

O acúmulo de células senescentes pode contribuir para as patologias relacionadas 

com a idade (CASTRO et al., 2003), pois elas diminuem a capacidade de reparar danos 

genéticos, podendo ocorrer aberrações cromossômicas (WALTER et al., 1997), além da 

perda da habilidade de rearranjo do esqueleto celular (STARODUBTSEVA, 2011) e da 

incapacidade de restaurar danos nos tecidos e organelas celulares (RAJAWAT et al., 2009). 

De fato, evidências indicam que fibroblastos senescentes do estroma podem aumentar a 

proliferação e tumorigênese de células epiteliais pré-neoplásicas e modificadas, 

promovendo câncer em idosos (KRTOLICA et al., 2001). 

O envelhecimento celular leva a mudanças nos processos bioquímicos e 

morfológicos (DORIA et al., 2012). A fosforilação oxidativa nas mitocôndrias é reduzida, o 

que proporciona um declínio bioenergético originando radicais livres, lipoperoxidação e 

danos no DNA mitocondrial (MAFTAH et al., 1994). A síntese de DNA e RNA se 

encontra alterada, bem como atividades enzimáticas, absorção de nutrientes, processos de 

síntese e degradações, além da resposta celular a estímulos (HAYFLICK, 1984). O retículo 

endoplasmático pode sofrer estresse e acumular modificações prejudiciais, agregações, 

distúrbios na homeostase de Ca²+ e deficiência na síntese protéica. Além disso, devido ao 

declínio na degradação autofágica e proteossômica, as proteínas responsáveis pela limpeza 

tornam-se prejudicadas, ativando vias que implicariam numa função deficiente desse 

sistema (SALMINEN & KAARNIRANTA, 2010). Um acúmulo de evidências indica que 

esta redução gradual pode ter um papel deteriorante, sendo que a perda da função do gene 

da autofagia influencia significativamente na longevidade (LIONAKI et al., 2012). 

As alterações morfológicas consistem em acentuada redução do retículo 

endoplasmático rugoso e de microvesículas na periferia celular (ESQUISATTO et al., 

2003), além de um núcleo irregularmente lobulado e mitocôndrias vacuolizadas 

(MASORO, 1991). Concomitantemente há aumento no acúmulo de pigmentos tipo 

lipofuscina e de cross-links em moléculas da matriz extracelular, tal como colágeno. A 

síntese proteica e o turnover do colágeno se encontram alterados, assim como as 
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modificações pós-translacionais, como as glicosilações e as oxidações. Essas alterações 

levam a uma diminuição da capacidade de manter a homeostase e, portanto, reduzida 

capacidade de responder adaptativamente a estímulos ambientais. Como resultado, há 

aumento da vulnerabilidade a várias doenças, sendo que o acúmulo de danos inibe a função 

fisiológica levando a um envelhecimento progressivo e senescência (RAJAWAT et al., 

2009). 

 Alguns estudos têm mostrado que o envelhecimento pode tornar os tendões mais 

fortes, rígidos e resistentes (SHADWICK, 1990; FESSEL et al., 2012), enquanto outros 

têm contestado esses resultados afirmando que os tendões se tornam menores, mais fracos e 

mais propensos à lesões (BUCKWALTER et al., 1993; GOODMAN & CHOUEKA, 

2005). A estrutura do tendão é formada por uma matriz extracelular composta por 

componentes fibrilares e componentes não-fibrilares (WANG, 2006), os quais sofrem 

alterações fisiológicas durante o envelhecimento. A rigidez dos tendões depende tanto da 

estrutura de suas fibras como da composição da matriz extracelular (ADDIS & LAWSON, 

2010), sendo que a resposta dessas fibras à tração é diretamente dependente da idade 

(CRIBB & SCOTT, 1995).  

Quando saudáveis, os tendões possuem coloração esbranquiçada e brilhante, 

podendo ser curtos, grossos e planos como o tendão quadríceps, ou longos, finos e 

cilíndricos como os tendões flexores dos dedos (JÓZSA & KANNUS, 1997). A forma de 

um tendão influencia diretamente nas suas propriedades biomecânicas, sendo que durante a 

locomoção, diferentes tipos de tendões estão sujeitos a diferentes cargas mecânicas 

(MAGANARIS & PAUL, 2002). 

Os tendões são estruturas formadas por tecido conjuntivo fibroso denso altamente 

organizado (BENJAMIN & RALPHS, 2000), composto por fibras de colágeno dispostas 

longitudinalmente considerando o maior eixo do tendão. Essas fibras são bastante flexíveis 

e pouco extensíveis (O’BRIEN, 1997), o que permite aos tendões transmitirem ao osso 

forças tensionais exercidas pelos músculos, tornando possível o movimento (KANNUS, 

2000). Dessa forma os tendões podem contornar uma articulação e atuar como um tecido de 

amortecimento (KIRKENDALL & GARRETT, 1997), possuindo capacidade de retornar a 

sua forma após ser tracionado (HAYEM, 2001).  
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O tendão possui uma bainha sinovial ou paratendinosa que permite seu 

deslizamento em superfícies ósseas e tecidos adjacentes evitando atritos. A bainha 

paratendinosa é também denominada paratendão, composta por colágeno tipo I e III e fibras 

elásticas (KANNUS, 2000). Sob o paratendão, há uma fina bainha de tecido conjuntivo, o 

epitendão, que é contínuo em toda sua superfície interna com o endotendão, o qual possui 

vasos sanguíneos, linfáticos e nervos (KIRKENDALL & GARRETT, 1997; TUITE et al., 

1997). O endotendão reveste fibras e fibrilas de colágeno formando assim os feixes 

(KANNUS, 2000), de forma que a fibrila pode ser considerada a unidade básica de 

transmissão de força do tendão (WANG, 2006; KONGSGAARD et al., 2010).  

O tendão apresenta uma estrutura hierárquica que é composta por moléculas de 

colágeno, fibrilas, feixes de fibras e fascículos. A fibrila, a menor unidade estrutural do 

tendão, consiste em grande parte de moléculas de colágeno alinhadas. Animais jovens 

apresentam fibrilas pequenas, enquanto que animais adultos possuem tanto fibrilas 

pequenas como grandes. Fibras formam o próximo estágio e são compostas por um 

conjunto de fibrilas de colágeno. Feixes de fibras formam fascículos e posteriormente, 

feixes de fascículos formam o tendão propriamente dito (figura 1). O tendão aparece como 

um padrão ondulado conhecido como crimp quando secções longitudinais são visualizadas 

principalmente em um microscópio de luz polarizada (WANG, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Organização hierárquica da estrutura do tendão (KANNUS, 2000). 
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As moléculas constituintes do tendão são colágeno, proteoglicanos e proteínas não 

colagênicas, sendo que todos esses componentes são sintetizados pelos tenócitos 

(KIRKENDALL & GARRETT, 1997). Esses elementos formam a matriz extracelular, a 

qual contém cerca de 68% de água (O’BRIEN, 1997). Tenócitos são fibroblastos 

especializados que em indivíduos em crescimento são denominados tenoblastos (HAYEM, 

2001), encontrados entre as fibras de colágeno (TUITE et al., 1997). Estas células 

compõem cerca de 90-95% dos elementos celulares do tendão, enquanto que os outros 5-

10% incluem: células semelhantes à condrócitos, presentes em locais de compressão e 

inserção; células sinoviais na superfície do tendão e células vasculares no endotendão e 

epitendão (KANNUS, 2000). Estruturalmente, tenoblastos são caracterizados pela presença 

de retículo endoplasmático rugoso, complexo de Golgi, ribossomos livres (BENJAMIN & 

RALPHS, 2000), além de numerosas vesículas periféricas (REDAELLI et al., 2003). 

Estudos mostram que no início do desenvolvimento, quando há grande produção de fibrilas 

de colágeno, o retículo endoplasmático rugoso e o complexo de Golgi são proeminentes, 

tornando-se reduzidos com a idade (IPPOLITO et al., 1980; BENJAMIN & RALPHS, 

2000; ESQUISATTO et al., 2003). 

O colágeno, a principal proteína, representa cerca de 90% da massa seca do tendão 

(KIRKENDALL & GARRETT, 1997; GELSE et al., 2003). O tendão é formado por 

fibrilas que desempenham importante papel na estabilização da sua estrutura (KOLÁČNÁ 

et al., 2007), sendo os colágenos mais abundantes os tipo I e II, estando também presentes 

os tipos III, V, VI, IX, X e XI embora em menores quantidades (FUKUTA et al., 1998; 

SILVER & LANDIS, 2008). O colágeno é sintetizado como tropocolágeno, uma proteína 

extensa produzida no interior de uma célula, como e.g. fibroblastos, e secretada na matriz 

extracelular como procolágeno. Na matriz, as moléculas de procolágeno sofrem ação de 

proteases formando o tropocolágeno, que então se associa espontaneamente para formar as 

fibrilas de colágeno (WANG, 2006).  

A molécula do colágeno é composta por três cadeias polipeptídicas (unidades α), as 

quais formam uma tripla hélice e apresentam sequências repetidas de aminoácidos 

representadas por Gly-X-Y, onde X e Y são comumente prolina e hidroxiprolina 

respectivamente (VAN DER REST & GARRONE, 1991; VELLEMAN, 2000; GELSE et 



 

22 
 

al., 2003; KJAER, 2004). A estabilidade da molécula de colágeno é baseada em ligações 

cruzadas intra e intermoleculares (KJAER, 2004), sendo que a presença de grandes 

quantidades dessas ligações confere ao tendão força tênsil, tornando-o altamente resistente 

ao estresse mecânico (ESQUISATTO et al., 2003).  

Em contraste, a elastina presente nos tendões confere extensibilidade (BAILEY, 

2001) e contribui para flexibilidade do tecido, constituindo aproximadamente 2% da sua 

massa seca (O’BRIEN, 1997). A baixa proporção de elastina é responsável pela baixa 

elasticidade do tendão, sendo que a elasticidade permite aos tendões resistirem à tração 

(HAYEM, 2001) caso contrário, o tecido poderia se alongar excessivamente com a 

contração muscular, impossibilitando o movimento.  

Os proteoglicanos compõem aproximadamente 1% do peso seco dos tendões 

(VOGEL & HEINEGÅRD, 1985; PARKINSON et al., 2011) e são formados por uma 

cadeia protéica na qual se ligam vários glicosaminoglicanos (GAGs). As propriedades 

físicas dos proteoglicanos são ditadas pela presença de um grande número de GAGs 

carregados negativamente, que atraem íons e moléculas de água para o tecido, contribuindo 

com as propriedades de compressão (KOOB & VOGEL, 1987; KIRKENDALL & 

GARRETT, 1997; VELLEMAN, 2000; MELLO et al., 2007), além de serem importantes 

para estabilização e fibrilogênese do colágeno (HEDBOM & HEINEGÅRD, 1989;  

KANNUS, 2000; PARKINSON et al., 2011), a qual é reduzida com o envelhecimento 

(SILVER et al., 2003). 

Em um mesmo tendão é possível observar a presença de regiões sob tensão e 

tensão/compressão (BENJAMIN & RALPHS, 2000). Quando o tendão envolve uma 

extremidade óssea, ele se altera para se adaptar ao atrito e forças de compressão 

(CARVALHO, 1995), sendo caracterizado por uma matriz extracelular diferente que se 

assemelha a cartilagens em relação a síntese de proteoglicanos e presença de colágeno tipo 

II, apresentando uma estrutura fibrocartilaginosa (ESQUISATTO et al., 2007). Nessa 

região, os proteoglicanos são em sua maioria chamados de grandes proteoglicanos, como 

agrecam e versicam, o que confere resistência ao tecido (VOGEL et al., 1994), sendo sua 

síntese estimulada pela compressão (FRIZZIERO et al., 2011). Em contraste, regiões que 

estão sujeitas apenas a forças de tensão, contêm pequenas quantidades de proteoglicanos 
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(KOOB & VOGEL, 1987), sendo 80% decorim, um pequeno proteoglicano rico em 

leucina, estando também presentes outros pequenos proteoglicanos incluindo 

fibromodulim, biglicam e lumicam (PARKINSON et al., 2011), bem como recentemente 

observado queratocam (REES et al., 2009). 

 O fibromodulim possui resíduos de leucina em posições conservadas, de forma que 

as repetições têm sido implicadas nas suas interações. Sugere-se que essas repetições 

podem interagir com a membrana plasmática (OLDBERG et al., 1989), como por exemplo, 

na superfície de plaquetas, onde repetições de leucina da proteína GPIb ligam-se ao fator 

von Willebrand e a trombina (TITANI et al., 1987). A função da repetição de leucina no 

fibromodulim ainda é desconhecida, no entanto a relação estrutural e funcional com o 

decorim indica um papel na organização do colágeno (OLDBERG et al., 1989). O decorim, 

ligado a uma tripla hélice de colágeno, possui importante função na formação do arranjo 

dessas moléculas dentro das microfibrilas, impedindo a sua fusão lateral (WEBER et al., 

1996). De acordo com Dourte e colaboradores (2012), tendões que não possuem decorim 

apresentaram diminuição significativa no diâmetro da fibrila, apesar de não manifestarem 

quaisquer alterações mecânicas. Além da sua função na fibrilogênese, o decorim parece ser 

importante também na organização do tecido durante o desenvolvimento, em reparos de 

feridas (DEL SANTO JR et al., 2000) e na regulação da proliferação celular, podendo estar 

associado a fatores de crescimento, apresentando dessa forma função regulatória na matriz 

extracelular (OLDBERG et al., 1989). O decorim parece desempenhar também importante 

papel na viscoelasticidade do tendão (DOURTE et al., 2012), assim como o biglicam 

(DOURTE et al., 2013), enquanto o lumicam tem sido descrito durante a cicatrização de 

feridas (SAIKA et al., 2000). 

Além de colágeno e proteoglicanos, as proteínas não colagênicas também estão 

presentes na matriz extracelular do tendão, compreendendo 0,5% do seu peso úmido 

(ALMEIDA et al., 2010) sendo a COMP (DiCESARE et al., 1994), a tenascina e a 

fibronectina (JÓZSA & KANNUS, 1997) algumas dessas proteínas. Essas moléculas 

possuem propriedades para se ligarem em outras moléculas e/ou superfícies celulares 

(KANNUS et al., 1998), sendo importantes para interação com outros componentes da 
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matriz extracelular como elastina e colágeno tipo IX ou VI (CHIQUET-EHRISMANN et 

al., 1991). 

Em tendões normais existe um equilíbrio entre os processos anabólicos e 

catabólicos, o qual é mantido por dois grupos de proteínas: as metaloproteinases de matriz 

(MMPs) e os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (DAHLGREN et al., 

2007). As metaloproteinases são responsáveis pelo remodelamento da matriz (MARQUETI 

et al., 2008), assim como pela degradação de colágeno, proteoglicanos (RILEY, 2008) e 

elastina (JANSSENS & LIJNEN, 2006). A família de MMPs pode ser dividida de acordo 

com sua especificidade ao substrato e/ou estrutura, como por exemplo, as colagenases e as 

gelatinases (SHARMA & MAFFULLI, 2005; VANHOUTTE et al., 2006; KOLÁČNÁ et 

al., 2007). Como MMPs degradam componentes da matriz extracelular, é essencial a 

prevenção da degradação excessiva, sendo essa função realizada pelas TIMPs, um grupo de 

proteínas endógenas que se ligam às MMPs bloqueando o acesso aos substratos e regulando 

a atividade da matriz extracelular (VANHOUTTE et al., 2006). Perdas degenerativas da 

integridade funcional associadas à idade se desenvolvem a partir de mudanças sutis e 

efeitos cumulativos na matriz extracelular. Dudhia e coautores (2007) hipotetizam que 

tendões envelhecidos falham devido a danos cumulativos resultantes da combinação da 

diminuição do reparo da matriz e fragmentação de suas proteínas, induzidas principalmente 

por sobrecargas crônicas. 

Durante o desenvolvimento, o tendão sofre constante remodelamento em resposta a 

mudanças das demandas mecânicas (BAILEY et al., 1998), de forma que sua estrutura e 

composição bioquímica serão alteradas para promover seu funcionamento sob novas 

condições (YOON & HALPER, 2005; ALMEIDA et al., 2010). No envelhecimento 

também ocorre tais mudanças, incluindo modificações em macromoléculas da matriz 

extracelular e/ou em suas interações com outros componentes, contribuindo para alterações 

nas propriedades viscoelásticas e morfologia dos tendões (ESQUISATTO et al., 2007).  

As características estruturais dos tendões estão relacionadas com a matriz 

extracelular fibrosa e muitos eventos associados com a idade estão vinculados à molécula 

de colágeno (ESQUISATTO et al., 2003). Cetta e colaboradores (1982) sugerem que 

diferentes interações entre colágeno e proteoglicanos ocorrem durante o envelhecimento, 
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assim como aumento da quantidade de cross-links, o qual está relacionado com a 

biomecânica do tecido (JIANG et al., 2000; DRESSLER et al., 2002), modificando sua 

rigidez (KJAER, 2004), aumento da quantidade de moléculas de colágeno, que se tornam 

mais compactas e orientadas, e diminuição da síntese de enzimas colagenolíticas 

(ESQUISATTO et al., 2007). Diminuição nos conteúdos de GAGs, glicoproteínas, água, 

fibras elásticas e ainda ocorrência de calcificação também já foram descritas (IPPOLITO et 

al., 1980; CETTA et al., 1982; KANNUS et al., 2005).  

A calcificação é baseada em parte, pela interação do colágeno com os minerais, 

sendo que a mesma parece envolver a nucleação e aumento na quantidade de mineral, em 

associação com as superfícies da estrutura do colágeno (LANDIS et al., 1993; SIPERKO & 

LANDIS, 2001). Assim os constituintes orgânicos e em grande parte proteicos desse tecido, 

são substituídos por uma matriz inorgânica (LANDIS & SILVER, 2002). Observações 

morfológicas indicam que a mineralização ocorre nas proximidades do centro do tendão 

(SIPERKO & LANDIS, 2001), onde há células com aumento de retículo endoplasmático, 

de complexo de Golgi e presença de vesículas contendo cálcio e fosfato (SILVER et al., 

2003). Essas vesículas brotam da membrana plasmática e são liberadas para a matriz 

orgânica pré-mineralizada, provocando a deposição mineral em locais específicos 

(RONCHETTI et al., 2013). A calcificação em aves parece ser um processo adaptativo 

desenvolvido para prevenir possíveis lesões nos tendões, de forma que eles se tornam mais 

resistentes e impedem a distensão da região sob a ação de forças, podendo resistir ao 

aumento dessas forças durante o movimento (BLEDSOE et al., 1993; BLEDSOE et al., 

1997).  

Com base na literatura pôde ser observado que os tendões demonstram alterações 

bioquímicas que envolvem a matriz extracelular com o avanço da idade. Deste modo, a 

investigação de tendões de frangos durante o processo de desenvolvimento, maturação e 

envelhecimento oferece um excelente modelo biológico para o estudo de suas adaptações 

bioquímicas e funcionais requeridas em cada etapa. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar os tendões calcanear (CT) e flexor digital superficial (SDFT) de frangos em seus 

aspectos estruturais e bioquímicos visando correlacionar a composição da matriz 

extracelular e a estrutura dos tendões à sua fisiologia durante o envelhecimento. 

 

  

Objetivos Específicos 

 

 Analisar a organização da matriz extracelular do CT e do SDFT em diferentes 

idades. 

 

 Através de métodos bioquímicos (cromatografia e eletroforese) analisar a atividade 

do fibromodulim e do decorim em diferentes idades. 

 

 Analisar a atividade das metaloproteinases no CT e SDFT em diferentes idades. 
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Resumo 

 

Os tendões são estruturas que transmitem forças de tração dos músculos aos ossos, 

promovendo o movimento articular. As regiões dos tendões que envolvem uma 

extremidade óssea se adaptam às forças de compressão, originando uma estrutura 

fibrocartilaginosa, com células semelhantes à condrócitos. Durante o envelhecimento, 

ocorrem modificações nas macromoléculas da matriz extracelular dos tendões, assim como 

em suas interações com outros componentes, alterando sua morfologia. Com o objetivo de 

estudar o efeito do envelhecimento em tendões, frangos da linhagem Pedrês foram 

sacrificados com 1, 5 e 8 meses de idade e tiveram o tendão calcanear (CT) dividido em 

regiões de tensão/compressão (p) e de tensão (d). Em todas as idades a análise morfológica 

da região p mostrou a presença de uma fibrocartilagem. Na parte central da fibrocartilagem 

foi desenvolvido um coxim gorduroso que se acentuou com o passar da idade, com 

consequente diminuição da metacromasia. A região d apresentou fibras de colágeno 

alinhadas e células alongadas, características típicas dessa região. Animais com 5 e 8 meses 

apresentaram aumento da atividade da MMP-2 e MMP-9 comparados aos animais de 1 

mês, em ambas as regiões. No SDS-PAGE, componentes com migração eletroforética 

semelhante ao decorim e fibromodulim aumentaram com o envelhecimento, principalmente 

na região d. Os resultados deste trabalho mostram que há diferenças bioquímicas e 

estruturais neste tendão quando analisamos regiões de compressão e de tensão em animais 

de diferentes idades. Assim, essas alterações marcam uma adaptação às necessidades de 

remodelamento requeridas pelo tendão durante o envelhecimento.  

 

Palavras-chave: envelhecimento, fibrocartilagem, MMP, fibromodulim, coxim gorduroso, 

colágeno. 
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1. Introdução  

 

Os tendões são estruturas de tecido conjuntivo denso que transmitem forças de 

tração dos músculos aos ossos (Józsa e Kannus 1997; Benjamin e Ralphs 2000; Almeida et 

al. 2010), promovendo o movimento articular (Kannus 2000). Em frangos, a contração do 

músculo gastrocnêmio permite ao tendão calcâneo (CT), que é laminar e biarticular, 

estender a articulação do tornozelo e, secundariamente, influenciar a flexão plantar dos 

dedos do pé. O CT se origina a partir da fusão das inserções aponeuróticas da cabeça do 

músculo gastrocnêmio e sua forma laminar resulta da sua inserção ao longo do osso 

tarsometatársico (Nakagaki et al. 2007).  

Os tendões contêm células cercadas por uma abundante matriz extracelular (MEC), 

especialmente rica em fibrilas de colágeno tipo I, orientadas ao longo do eixo mais longo 

do tendão (Tuite et al. 1997; Benjamin e Ralphs 2000).  Além do colágeno tipo I, os tipos 

II, III e V também são encontrados, embora em menores quantidades (Silver e Landis 

2008). O colágeno possui grande quantidade de ligações cruzadas em sua molécula, o que 

confere ao tendão força tênsil tornando-o altamente resistente ao estresse mecânico 

(Esquisatto et al. 2003). Outro componente da MEC é o proteoglicano, que consiste em 

uma cadeia protéica na qual se ligam vários GAGs (Kirkendall e Garrett 1997; Velleman 

2000), encontrados especialmente em regiões submetidas a forças de compressão (Vogel et 

al. 1994). Decorim (Dec) e o fibromodulim (FM) são pequenos proteoglicanos que 

participam na estabilização e fibrilogênese do colágeno (Hedbom e Heinegård 1989; 

Kannus 2000; Parkinson et al. 2011), a qual se encontra reduzida com o envelhecimento 

(Silver et al. 2003).  

Além de células, colágeno e proteoglicanos, o tendão possui proteínas não 

colagênicas as quais possuem propriedades para se ligarem em outras moléculas e/ou 

superfícies celulares (Kannus et al. 1998). Essas proteínas são importantes para interação 

com outros componentes da MEC, como elastina e colágeno tipo IX ou VI (Chiquet-

Ehrismann et al. 1991). O tendão possui um turnover que varia de meses a anos (Bailey 

2001), cujo remodelamento da sua matriz é dependente da ação de metaloproteinases 

(MMPs) (Kjaer 2004). As MMPs são proteínas que apresentam um papel importante na 
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degradação do colágeno, proteoglicanos (Riley 2008) e elastina (Janssens e Lijnen 2006). 

Tradicionalmente, as MMPs são subdivididas em colagenases, gelatinases, stromelisinas e 

MMPs do tipo transmembrana de acordo com a especificidade pelo substrato, localização 

celular e estrutura primária (Clark et al. 2008). As gelatinases, MMP-2 e MMP-9, são 

responsáveis pelo início da degradação do colágeno na MEC, de forma que moléculas de 

colágeno fragmentadas e denaturadas serão rapidamente degradadas durante os processos 

de turnover (Collier et al. 1988; Wilhelm et al. 1989; Kjaer 2004). 

Em um mesmo tendão é possível observar regiões sob tensão e tensão/compressão 

(Benjamin e Ralphs 2000). A tensão ocorre quando as forças aplicadas são colineares e 

agem em direções opostas. A compressão está presente quando as forças aplicadas são 

colineares e age uma no sentido da outra, como por exemplo, a própria força exercida pelo 

peso de um animal sobre a sua face plantar (Gould III 1993). Características ultra-

estruturais das células, da disposição dos feixes de colágeno e da matriz como um todo na 

área sob tensão/compressão são diferentes das características encontradas em regiões onde 

só existem forças de tensão, de forma que, as células nessas regiões, são sensíveis e 

respondem às mudanças de forças biomecânicas (Gillard et al. 1979; Merrilees e Flint 

1980). Quando o tendão contorna uma região óssea, ele se altera para se adaptar ao atrito e 

às forças de compressão. Nessas regiões há alterações composicionais e estruturais da 

matriz, com presença de uma estrutura fibrocartilaginosa, e de células com morfologia 

semelhante à dos condrócitos (Vogel e Koob 1989; Carvalho 1995).  

Durante o desenvolvimento, o tendão sofre constante remodelamento em resposta a 

mudanças das demandas mecânicas (Bailey et al. 1998), de forma que sua estrutura e 

composição bioquímica serão modificadas para promover seu funcionamento sob novas 

condições (Buchanan e Marsh 2002; Almeida et al. 2010). No envelhecimento também 

ocorre tais mudanças, incluindo modificações em macromoléculas da MEC e/ou em suas 

interações com outros componentes, contribuindo para alterações nas propriedades 

viscoelásticas e morfologia dos tendões (Esquisatto et al. 2007). 

Geralmente, o conteúdo total de colágeno aumenta com a idade (Shadwick 1990), as 

moléculas sofrem maior compactação, as fibras se tornam cristalinas (Baer et al. 1988) e as 

enzimas colagenolíticas sofrem uma redução na sua síntese (O’Brien 1997). No entanto, 
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outras alterações foram observadas durante o envelhecimento, tais como, diminuição nos 

conteúdos de GAGs, água e teor de elastina (Ippolito et al. 1980). O estudo de diferentes 

idades em frangos domésticos (com 6, 8 e 12 semanas), feito por Curwin et al. (1994), 

demonstrou que a densidade de colágeno se altera de forma diferente para cada região do 

tendão estudado e o diâmetro das fibras de colágeno são maiores nos tendões mais velhos. 

De acordo com Esquisatto et al. (2007), a região de compressão do CT de ratos, também 

apresentou diferenças organizacionais com a idade, com aumento na espessura das fibras de 

colágeno nos animais de 30 e de 180 dias, seguida de uma diminuição nos animais de 730 

dias de idade. 

Deste modo, a investigação das características em tendões de frangos durante o 

processo de desenvolvimento, maturação e envelhecimento, oferece um excelente modelo 

biológico para o estudo de suas adaptações funcionais, bioquímicas e morfológicas. O 

objetivo do presente estudo foi investigar as alterações morfológicas e bioquímicas que 

ocorrem no CT de frangos com 1, 5 e 8 meses de idade. 
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2. Material e Métodos 

 

2.1 Obtenção do Material 

 

       O CT foi retirado de frangos da linhagem Pedrês (Gallus domesticus) criados no 

biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional e sacrificados com 1, 5 e 8 

meses de idade. O CT foi dividido em regiões de tensão/compressão ou região proximal (p) 

e de tensão ou região distal (d), conforme Nakagaki et al. (2007). Esse projeto foi aprovado 

pelo Comitê Institucional de Ética em Pesquisa Animal (Universidade Estadual de 

Campinas - UNICAMP) em 24 de Setembro de 2012. Protocolo 2839-1. 

 

2.2 Análises de Microscopia Óptica 

 

          As regiões de tensão e compressão do CT, após a dissecção, foram fixadas em 

solução de formol a 10% em tampão Millonig pH 7.4, lavadas em água corrente, 

desidratadas em série alcoólica crescente em banhos de 15 min em álcool 70%, 80%, 90% e 

100%, diafanizadas em xilol, embebidas e incluídas em Paraplast. A partir dos blocos 

obtidos foram feitos cortes com 7 μm de espessura. Os cortes foram corados com azul de 

Toluidina (AT) 0.0025% em tampão Macllvaine pH 4.0 (Mello e Vidal, 2003), para 

analisar a presença de proteoglicanos, Xylidine Ponceau (XP) para colágeno (Mello e Vidal 

1980) e Hematoxilina/Eosina (HE) para análise da morfologia geral tecidual. 

  

2.3 Extração da Matriz Extracelular 

 

Os componentes da matriz extracelular presentes nas regiões p e d, das diferentes 

idades, foram extraídos com 25 volumes de cloreto de guanidina (GuHCl) 4 M  em tampão 

acetato de sódio 0.05 M pH 5.8 contendo inibidores de protease (0.05 M EDTA e 1mM de 

PMSF) (Heinegård e Sommarin 1987), durante 24 horas a 4ºC sob agitação constante. Após 

extração o material foi centrifugado a 20.000 RPM durante 60 minutos a 4ºC (Centrífuga 

Beckaman - Rotor JA 20). 
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2.4 Fracionamento e análise 

 

 Amostras obtidas das duas regiões (p e d) nas 3 diferentes idades (1, 5 e 8 meses) 

foram submetidas a quantificação de proteínas segundo o método de Bradford (1976) com 

modificações, tendo albumina sérica bovina (BSA) como padrão. A leitura das amostras 

foi feita a 595 nm. Amostras contendo 3 mg de proteína  foram dialisadas contra uréia 7 M 

em tampão acetato de sódio 0.05 M pH 7.5. Em seguida, foram aplicadas a uma coluna 

de  DEAE-Sephacel  (4 x 1.5 cm) previamente equilibrada com o tampão acima. Após 

lavagem com o tampão descrito anteriormente, o material retido na coluna foi eluído com 

um gradiente de cloreto de sódio (0 – 1.5 M). Para cada fração coletada foi determinada a 

absorbância em 280 nm.  Alíquotas com 114 µL de cada fração foram precipitadas com 

etanol e tampão acetato de sódio 1M pH 7.4. Após centrifugação, ao precipitado obtido de 

cada fração foi adicionado tampão de amostra contendo Tris-HCl 62.5 mM, SDS 2%, 

glicerol 10%, EDTA 1 mM em pH 6.8 e azul de bromofenol 0.01 % com ou sem  β-

mercaptoetanol 5% e incubadas durante 5 minutos a 96ºC. As amostras foram analisadas 

em gel de SDS-Poliacrilamida 4 – 16% (SDS-PAGE) de acordo com Zingales (1984). Os 

géis foram impregnados com nitrato de prata segundo Blum et al. (1987). 

 

2.5 Western blotting 

 

Frações da cromatografia que apresentaram o componente polidisperso com 60 kDa 

foram precipitadas (3 x 114 µL) com etanol e tampão acetato de sódio 1 M pH 7.4. As 

amostras foram submetidas a SDS-PAGE 10% e depois transferidas para membrana de 

nitrocelulose de acordo com Towbin et al. (1979). Após transferência, a membrana de 

nitrocelulose foi incubada com soro total de coelho anti-fibromodulim de frango produzido 

em nosso laboratorio (1:20), seguido de incubação com soro total de cabra anti-Ig de coelho 

marcado com peroxidase (1:500, Sigma). A reação foi desenvolvida com diaminobenzidino 

e H2O2. 
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2.6 Zimografia para gelatinases 

 

Amostras do extrato total contendo 20 µg de proteínas foram preparadas e aplicadas 

em SDS-PAGE 10% contendo 0.1% de gelatina (Sigma-Aldrich). A eletroforese foi 

realizada à 4ºC. A seguir o gel foi lavado com Triton X-100 a 2.5% e incubado a 37°C, sob 

agitação durante 21 horas em Tris-HCl (0.05 M  pH 7.4, NaCl 0.1 M e azida sódica 

0.03%). O gel foi corado com Coomassie Brilhant Blue R-250 a 0.2% por 1 hora.  A seguir 

o gel foi descorado com metanol (50%) e acido acético (10%) para observação das bandas 

negativas resultantes da atividade das enzimas (Silva et al. 2008). 
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3. Resultados 

 

3.1 Análise Morfológica 

 

A morfologia do CT de frangos foi analisada levando em consideração uma 

fibrocartilagem (p) com duas regiões: uma que recebe forças de tensão na região distal da 

fibrocartilagem (fd), a qual está mais distante do osso, e uma outra região (proximal da 

fibrocartilagem) que recebe forças de tensão-compressão (fp), localizada mais próxima ao 

osso. Seguindo os parâmetros descritos anteriormente, as regiões do tendão foram 

analisadas separadamente com relação à organização histológica, de acordo com as 

diferentes idades. 

Na figura 1, um esquema da fibrocartilagem dos animais com 8 meses ilustra como 

os cortes dessa região foram feitos, identificando a morfologia que se modifica à medida 

que se aproxima do osso. As figuras A, B, C e D representam a morfologia encontrada na 

parte central do tendão no sentido póstero-anterior; enquanto que  A´, B´, C´ e D´ 

representam a parte mais periférica da região fibrocartilaginosa. As figuras E e F foram 

elaboradas para melhor compreensão do que será observado na morfologia deste tendão, 

além de mostrar a localização do mesmo ao redor da articulação.  

Podemos notar que as camadas mais afastadas do osso (Figura 1: A e A´) 

apresentam estrutura bastante similar a uma região que sofre exclusivamente forças de 

tensão, com as fibras de colágeno alinhadas. À medida que os cortes se aprofundam (B e 

B´) há o aparecimento de tecido  fibrocartilaginoso entre as fibras de colágeno, o que 

compõe a estrutura central dessa região. Em uma camada mais profunda em direção ao osso 

(C e C´) ocorre o aumento da região fibrocartilaginosa, onde as fibras de colágeno estão 

dispersas pelo tecido. Em B, B’, C e C’ há muitas células semelhantes à condrócitos e com 

núcleos corados fortemente pelo AT. Na porção próxima ao osso, na região central da 

fibrocartilagem (D), há o aparecimento de um tecido adiposo, onde podemos observar 

espaços celulares cercados por uma matriz metacromática. Na região periférica (D´) 

observamos uma fibrocartilagem característica, constituída por uma rede de fibras de 

colágeno que se dispõem perpendicularmente às fibras alinhadas da periferia do tendão. 
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Na figura 2, a região p do CT das diferentes idades estudadas foram coradas com 

HE (A, D, G), XP (B, E, H) e AT (C, F, I). A coloração com HE mostra a presença de duas 

regiões distintas, independentemente da idade: uma região que apresenta células alongadas 

e enfileiradas, com núcleo acompanhando o formato da célula; ao passo que na outra 

região, bem distinta da anterior, são encontradas células com núcleos arredondados 

semelhantes à condrócitos, caracterizando assim uma região fibrocartilaginosa (A, D, G). A 

coloração com XP mostra a distribuição do colágeno que apresenta uma compactação 

maior de fibras na periferia da região fibrocartilaginosa, quando comparado com a região 

mais central, onde aparecem poucas fibras coradas dando lugar a uma fibrocartilagem (B, 

E, H). A coloração com AT detectou uma gradual substituição da região fibrocartilaginosa 

pelo coxim gorduroso com o envelhecimento, assim como diminuição da metacromasia (C, 

F, I).  

Analisando a região d do CT que recebe forças de tensão, pode ser observado que 

nos animais de 1 mês (figura 3 A, B) o padrão de disposição das fibras de colágeno é de 

forma alinhada, com ondulações e com grande quantidade de células alongadas e 

enfileiradas. Essa região de tensão nos animais com 5 meses (figura 3 C, D) e 8 meses 

(figura 3 E, F) são muito semelhantes, mas apresentam diferenças marcantes com relação 

aos animais mais jovens (A). As fibras de colágeno estão mais compactadas e com poucas 

ondulações nos animais mais velhos (C, E). As células típicas dessa região apresentam 

núcleos alongados, embora grupos de células com núcleos mais arredondados foram 

frequentemente observados (D, F). 
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3.2 Análise Bioquímica 

 

As frações obtidas pelo fracionamento em DEAE-Sephacel dos extratos 

provenientes dos tendões e analisadas em SDS-PAGE (figura 4A), apresentaram 

componentes que variaram entre 43 e 300 kDa em ambas regiões de  todas as idades. Uma 

proteína em torno de 70 kDa  e outra em torno de 60 kDa, apresentaram comportamentos 

eletroforéticos semelhantes ao decorim e fibromodulim, respectivamente. A proteína com 

60 kDa, o fibromodulim, aumentou com o envelhecimento ficando mais evidente  nos 

animais de 8 meses, principalmente na região d. Bandas polidispersas com peso em torno 

de 300 kDa desaparecem na presença de β-mercaptoetanol, sugerindo autoagregação do 

fibromodulim. Immunoblotting confirmou que o componente de 60kDa corresponde ao 

fibromodulim no SDS-PAGE (figura 4B). 

As regiões p e d do CT analisadas separadamente em gel para zimografia (figura 5) 

mostram que em ambas as regiões houve um aumento das isoformas intermediária (68 

kDa) e ativa (62 kDa) da MMP-2 em animais de 5 e 8 meses, quando comparados aos 

animais de 1 mês. Com relação à isoforma ativa (82 kDa)  da MMP-9, os animais de 5 e 8 

meses também apresentaram maiores quantidades em relação aos animais de 1 mês. 
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4. Discussão  

  

 A função dos tendões no sistema músculo-esquelético é transmitir as forças de 

contração geradas pelo músculo aos ossos, proporcionando na maioria dos casos, a 

movimentação das junturas.  A capacidade que os tendões apresentam de resistir às 

diferentes forças biomecânicas tais como tensão, torsão, fricção e em casos especiais a 

compressão, tem uma relação direta com a composição e a organização estrutural da MEC 

(Viidik 1980). A combinação dessas forças em diferentes intensidades é capaz de promover 

alterações no citoesqueleto das células e provavelmente, ativar genes que irão desencadear 

uma resposta adaptativa das células (Slack et al. 1984; Giori et al. 1993).   

O remodelamento do tendão ocorre de acordo com a demanda mecânica, assim as 

modificações observadas no presente trabalho são resultado de estímulos sofridos pelo 

tendão durante o envelhecimento. Os animais estudados não foram submetidos a qualquer 

tipo de exercício físico adicional, sendo portanto, considerados sedentários. Nossos 

resultados estão de acordo com Vogel e Koob (1989) e Carvalho e Felisbino (1999), que 

também identificaram uma região fibrocartilaginosa em tendões bovinos e rãs.  

A presença de regiões fibrocartilaginosas em tendões parece estar relacionada em 

primeiro plano com a ação moduladora de forças compressivas. A variação no fluxo de 

fluidos durante o ciclo de compressão influenciaria o transporte de nutrientes para o interior 

do tecido fibroso (Manske et al. 1978; Manske e Lesker 1983; Hannafin e Arnoczky 1994), 

assim como as condições aeróbicas teciduais (Basset e Herrmann 1961). A literatura 

apresenta diversos trabalhos que investigam tendões que, em alguma região, suportam 

forças compressivas adicionais às forças de tensão.  Adaptado à essas forças combinadas, o 

tecido fibroso passa a exibir alterações metaplásicas na região de contato com a estrutura 

compressora.  A região é semelhante a uma fibrocartilagem, apresentando fibras de 

colágeno com espessura intermediária entre tendão e cartilagem, deposição de grande 

quantidade de proteoglicanos, assim como células com morfologia semelhante a dos 

condrócitos (Vogel e Koob 1989; Carvalho 1995).  

Essas regiões fibrocartilaginosas, descritas em diferentes animais, apresentam 

diversidade fenotípica celular havendo variações nos seus aspectos composicionais e 
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estruturais (Rufai et al. 1992, Mills e Daniel 1993; Carvalho e Vidal 1994). Uma estrutura 

comum no tendão calcanear de frangos e no tendão patelar de humanos é o coxim 

gorduroso espesso. Esta estrutura não faz parte do corpo do tendão sendo anatomicamente 

uma estrutura vizinha que facilita a distribuição de líquido sinovial e intervém na absorção 

de forças através da articulação do joelho (Clockaerts et al. 2010). Esse coxim está 

encapsulado por uma estrutura fibroeslástica que se insere na camada mais profunda do 

tendão, e assim pode absorver até 25% da força de contato ocorrida em algum tipo de 

injuria sofrida pelo tendão, funcionando como uma estrutura mecanosensorial (Shaw et al., 

2007). A co-localização de filamentos de actina e vinculina ao redor dos adipócitos indica a 

presença de contatos focais, que ligam mecanicamente os microfilamentos de actina à MEC 

através de receptores na membrana. Os sinais trocados entre células e MEC levaria o coxim 

a atuar como um amortecedor (Jahss et al. 1992). Desse modo a gordura contribui para 

dissipar o stress mecânico na interface tendão-osso (Benjamin et al. 2004).  

Nossos resultados mostraram que na região p dos animais mais velhos, que sofre 

compressão e fricção do osso, pode ser observado o limite do coxim gorduroso, o qual 

ocupa a área central do tendão e é formado por células arredondadas.  Nessas estruturas as 

células apresentam núcleo deslocado para a periferia e vesículas em seu interior que não 

são observadas em animais mais jovens. Vale ressaltar ainda que nos animais com 1 mês de 

idade, o tendão apresentou uma morfologia diferenciada na região p, com formação de 

fibrocartilagem na porção mais central. Ao passo que na região periférica, foram 

observadas células mais alongadas muito semelhantes às células presentes na região d. 

Nossos resultados mostraram ainda que durante o envelhecimento, houve o aparecimento 

de uma rede de fibrilas de colágeno no coxim gorduroso. Esses resultados estão de acordo 

com Jozsa e Kannus (1997), que verificaram em tendão a presença de células adiposas 

envoltas por uma fina rede de fibrilas de colágeno desorganizadas.   

Intensa metacromasia na fibrocartilagem dos tendões foram observadas nos animais 

de 1 mês, indicando grande quantidade de proteoglicanos. A alta celularidade presente 

nesses tendões, assim como a metacromasia, demonstra que o tendão necessita da síntese 

de muitas moléculas para sua maturação. De acordo com Esquisatto et al. (2003), uma 

grande quantidade de reticulo endoplasmático rugoso foi observada em tendões de ratos 
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jovens, indicando intensa síntese protéica.  Com o envelhecimento, a metacromasia 

diminuiu na região com células gordurosas, demonstrando alterações na síntese de alguns 

componentes de matriz durante a maturação. Os proteoglicanos participam na manutenção 

e regulação do diâmetro das fibrilas de colágeno entre outros eventos teciduais (Iozzo e 

Murdoch 1996). Proteoglicanos ricos em dermatan sulfato foram encontrados em tendão de 

ratos jovens (Scott et al. 1981), enquanto que proteoglicanos ricos em queratan sulfato 

foram encontrados em tendão  bovino adulto (Vogel e Heinegård 1985).  

Nossos resultados mostraram a presença do fibromodulim em todas as idades e 

regiões analisadas, com ligeiro aumento nos animais de 8 meses na região d, sujeita às 

forças de tensão. Outro componente observado em SDS-PAGE, com migração 

eletroforética de 70 kDa, indica a possível presença de decorim nas regiões p e d de todas 

as idades. A literatura mostra a ação moduladora do fibromodulim e do decorim na 

fibrilogênese do colágeno e, conseqüentemente, no diâmetro dessas fibrilas (Vogel et al. 

1984; Hocking et al. 1998). A presença de um componente de 300 kDa que desapareceu na 

presença de β-Me, sugere fortemente a autoagregação do fibromodulim. Este estado de 

autoagregação foi descrito por Gomes et al. (1996) em cartilagem de boi e de frango, 

relacionando essa autoagregação com a presença de pontes S-S presentes no fibromodulim, 

as quais desaparecem na presença do agente redutor. 

O aumento na atividade das MMPs-2 e -9 com o envelhecimento pode estar 

relacionado com a hipótese de que tendões envelhecidos, ao sofrerem danos cumulativos 

provenientes de microlesões, combinados com uma diminuição da capacidade de reparo da 

matriz, sofram fragmentação de suas proteínas induzida por sobrecargas crônicas (Dudhia 

et al. 2007). Essas microlesões poderiam desencadear tanto rupturas como processos 

inflamatórios, os quais promoveriam a síntese dessas MMPs pelos macrófagos, neutrófilos 

ou mesmo pelos fibroblastos (Clutterbuck et al. 2010). Segundo Jacob (2003), a MMP-9 é 

liberada por macrófagos e neutrófilos em tecidos lesionados. Nossos dados corroboram 

ainda com Burke et al. (1994), que observou aumento na expressão de MMPs em células 

senescentes comparadas as células jovens. Yu et al. (2013), também comprovou que a 

atividade da MMP-2 e -9 em tenócitos in vitro aumentaram com a idade, fato que pode 
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contribuir com o aparecimento de tendinopatias ou rupturas tendíneas durante o 

envelhecimento.  

Segundo Little et al. (2002), as MMPs parecem ser responsáveis pela proteólise do 

agrecam em cartilagens, o que contribui para uma diminuição dos glicosaminoglicanos, 

levando a perda da função tecidual durante o envelhecimento. Esse estudo corrobora com a 

diminuição da metacromasia observada em nossos resultados nos animais mais velhos, 

indicando a degradação de glicosaminoglicanos. A presença de fibrocartilagem em tendões 

é considerada por alguns autores como um sítio provável de alterações degenerativas com o 

envelhecimento (Rooney 1994), somada a alguns fatores tais como: variações das forças 

que atuam sobre os tendões, os hábitos do animal, os diferentes ambientes de criação 

(Nakagaki et al. 2007; 2010), as variações na intensidade de exercício físico (Frizziero et al. 

2011), entre outros fatores.  

Em conclusão, nossos resultados mostram que o envelhecimento leva ao 

aparecimento de um coxim gorduroso na região central da fibrocartilagem do CT de frango, 

com diminuição da quantidade de glicosaminoglicanos e aumento da atividade de MMPs. 

Entretanto, estudos posteriores deverão ser realizados com o objetivo de elucidar se a 

presença do coxim gorduroso é resultado da ocorrência crônica de microlesões na região 

fibrocartilaginosa, cujo processo de reparo provavelmente se tornou deficiente com a idade; 

ou se o aparecimento do coxim gorduroso é resultado de uma adaptação biomecânica 

tecidual em resposta à intensa compressão do osso na região fibrocartilaginosa do tendão, 

devido à crescente demanda mecânica durante o envelhecimento do animal.  
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Figura - 1 - Localização anatômica da região que recebe forças de tensão-compressão (p) dos animais com 8 meses 
do CT de frango. O esquema mostra modificações morfológicas dessa região nos cortes longitudinais, em relação 
ao maior eixo do tendão em diferentes profundidades. As figuras A, B, C, D correspondem à região central, 
enquanto A´, B´, C´, D´ correspondem a periferia do tendão. As figuras A e A´, apresentam estrutura similar a uma 
região que sofre exclusivamente forças de tensão, com as fibras de colágeno alinhadas. Em B e B´, há o 
aparecimento de tecido  fibrocartilaginoso entre as fibras de colágeno, o que compõe a estrutura central dessa 
região. C e C´ apresentam uma região fibrocartilaginosa, onde as fibras de colágeno se encontram dispersas pelo 
tecido. As figuras D e D´ ilustram a constituição do tendão próximo ao osso, onde são observadas regiões distintas: 
em D´ a seta () indica uma região de transição das fibras de colágeno alinhadas para uma região de 
fibrocartilagem típica (). Em D há uma região de transição () da fibrocartilagem para o coxim gorduroso (). 
Coloração: AT. Aumentos: a barra corresponde à 75 μm. (E, F) Corte transversal do CT na região proximal (p). Em 
E a seta maior indica o sentido do corte no tendão, da periferia (P) em direção ao osso (B). Em F as divisões 1, 2, 3 
e 4 correspondem as diferentes estruturas observadas na periferia e região central do tendão, similar ao que é 
esquematizado em A, B, C e D, mas em um plano de corte transversal. Observe uma região de fibrocartilagem 
típica (), o coxim gorduroso () e os feixes de colágeno () envolvidos pelo epitendão () que ancora esses 
feixes à região de fibrocartilagem. Coloração: XP. Aumento: a barra corresponde a 75 μm em A-D e A´-D´, 300 μm 
em E e 75 μm em F. Figura adaptada de Ghetie et al. (1981) 
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Figura 2 – Cortes longitudinais do CT na região p: estão representadas as três idades analisadas e os três 
corantes utilizados, HE (A, D, G), XP (B, E, H) e AT (C, F, I). (A, B, C) Animais de 1 mês: observe a região 
de transição bem definida () e células mais alongadas () na região mais periférica, com núcleo 
acompanhando o formato da célula, e matriz colagênica () intensamente corada pelo XP. Na região da 
fibrocartilagem (), as células apresentam núcleos arredondados (), bem característicos dessa região. (D, 
E, F) Animas de 5 meses e (G, H, I) Animais de 8 meses: observe a gradual substituição da região da 
fibrocartilagem () pelo coxim gorduroso () com o envelhecimento, assim como diminuição da 
metacromasia. É marcante a presença da região de transição () em ambas as idades. Observe ainda a 
formação das fibrilas de colágeno () na região periférica e na região da fibrocartilagem dos tendões.  (F) 
Inset: células adiposas. Aumento: a barra corresponde a 75 μm em A-I e 45 μm inset em F. 



 

57 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 - Cortes longitudinais do CT na região d: estão representadas as três idades analisadas e os dois 
corantes utilizados, HE (A, C, E) e AT (B, D, F). (A, B) Animais de 1 mês: observe a disposição 
unidirecional típica das fibras de colágeno bem alinhadas, com ondulações (). Observe ainda um grande 
número de células com os núcleos alongados e enfileirados ().  (C, D) Animas de 5 meses e (E, F) 
Animais de 8 meses: observe que as fibras se tornam menos onduladas e com menor número de células, com 
o envelhecimento, sendo que seus núcleos apresentam morfologia típica alongada (). Note que em algumas 
regiões há acúmulos de células arredondadas (). Aumento: a barra corresponde a 75 μm em A-F. 
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Figura 4 - A) SDS PAGE (gradiente 4 – 16%) das frações obtidas após cromatografia em DEAE-Sephacel 
das regiões p e d do CT de animais nas 3 idades estudadas. As amostras foram tratadas (+) ou não (-) com β-
Me. Na região de 60 e de 70 kDa nas amostras sem β-Me (-) podem ser observadas bandas com 
comportamento semelhante tanto a FM () como ao Dec () em todas as idades. Presença de bandas 
polidispersas em torno de 300 kDa () também foram visualizadas na ausência do agente redutor. Para as 
duas regiões, a banda correspondente a 60 kDa se encontra aumentada nos animais com 8 meses; enquanto 
que o Dec está mais evidente nos animais com 5 e 8 meses na região d. Padrão de peso molecular: fosforilase 
b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de 
tripsina (20 kDa) e α-lactolbumina (14,4 kDa).  
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Figura 4 - B) Immunoblotting confirmando que o componente de 60 kDa  () corresponde ao fibromodulim 
no SDS-PAGE, presente em todas as idades e regiões analisadas. Na ausência de β-Me pode ser vista uma 
banda em torno de 300 kDa que desaparece na presença de β-Me (), aparecendo mais intensa em 60 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 5 - A zimografia das regiões de compressão (p) e de tensão (d), obtidos a partir do CT de animais com 
1 mês (1M), 5 meses (5M) e 8 meses (8M) de idade, mostra que as isoformas intermediária  (68 kDa) e ativa 
(62 kDa) da MMP-2 são observadas em todos os grupos, estando aumentadas em 5 e 8 meses. A isoforma 
ativa da MMP- 9 (82 kDa), está presente em todas as idades e regiões. 
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Resumo 

 

O tendão flexor digital superficial (SDFT) liga o músculo flexor digital superficial aos 

dígitos e sua principal função é participar da flexão dos dedos. O SDFT apresenta 

diferentes regiões ao longo da sua extensão que se adaptam a diferentes forças 

biomecânicas. Durante o envelhecimento os tendões apresentam modificações nas regiões 

sujeitas à compressão e a tensão, com variações na composição da matriz extracelular, 

disposição de fibras de colágeno e celularidade, assim como em suas interações com outros 

componentes da matriz. Com o objetivo de analisar o efeito do envelhecimento nas 

diferentes regiões do SDFT, os animais foram sacrificados com 1, 5 e 8 meses de idade e 

tiveram o tendão dividido em regiões de tensão/compressão (Sp) e de tensão (Sd). A partir 

de 1 mês de idade a região Sp já apresentou características de fibrocartilagem, com células 

semelhantes aos condrócitos, enquanto que com 5 meses a região Sd exibiu calcificação, 

com grande modificação da matriz extracelular. No SDS-PAGE, componente com 

migração eletroforética semelhante ao decorim diminuiu com o envelhecimento. Animais 

com 5 e 8 meses apresentaram aumento da atividade da MMP-2 e -9 comparados aos 

animais de 1 mês, principalmente na região Sp. Assim, essas alterações marcam uma 

adaptação às necessidades requeridas pelo SDFT durante o envelhecimento, contribuindo 

para uma melhor compreensão do aumento da incidência de tendinopatias com o passar da 

idade. 

 

Palavras-chave: tendão, envelhecimento, fibrocartilagem, MMP. 
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1. Introdução  

 

O tendão flexor digital superficial (SDFT) liga o músculo flexor digital superficial 

aos dígitos e sua principal função é participar da flexão dos dedos (Nakagaki et al., 2010). 

Tendões são formados por uma matriz extracelular abundante composta principalmente por 

colágeno tipo I, proteoglicanos e proteínas não colagênicas (Benjamin and Ralphs, 1997). 

Esses elementos são produzidos por fibroblastos e fibrócitos que se encontram entre as 

fibras de colágeno (Kannus, 2000).  

O colágeno, devido a grande quantidade de ligações cruzadas em sua molécula, 

constitui uma estrutura altamente resistente às forças de tensão (Esquisatto et al., 2003). Os 

proteoglicanos, por outro lado, consistem de uma molécula proteica ligada covalentemente 

a glicosaminoglicanos (Velleman, 2000). Esses componentes são responsáveis tanto pela 

resistência do tecido à compressão (Koob and Vogel, 1987) quanto pela estabilização e 

fibrilogênese do colágeno (Hedbom and Heinegård, 1989; Parkinson et al., 2011). Os 

proteoglicanos, assim como o colágeno, são degradados por proteínas denominadas 

metaloproteinases (MMPs), que apresentam um importante papel no turnover do tendão 

(Janssens and Lijnen 2006; Riley 2008) o qual se encontra modificado durante o 

envelhecimento (Kjaer, 2004).  

As moléculas presentes na matriz são altamente organizadas, formando estruturas 

supramoleculares responsáveis por atenderem as propriedades biomecânicas requeridas nas 

diferentes regiões desse tecido (Aro et al., 2012). O SDFT apresenta diferentes regiões ao 

longo da sua extensão que se adaptam a diferentes forças biomecânicas (Covizi et al., 2001; 

Benevides et al., 2004). A região proximal (Sp), recebe forças de compressão somadas às 

de tensão, enquanto a região distal (Sd) está sujeita apenas as forças de tensão (Benevides 

et al., 2004; Nakagaki et al., 2010). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo 

analisar o efeito do envelhecimento em diferentes regiões do SDFT de frangos, com 1, 5 e 8 

meses de idade.  
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2. Materiais e métodos 

2.1 Grupos Experimentais 

O SDFT foi retirado de frangos da linhagem Pedrês, criados no biotério do 

Departamento de Biologia Estrutural e Funcional e sacrificados com 1, 5 e 8 meses de 

idade. Os animais tiveram o SDFT dividido em duas regiões: proximal (Sp), que contorna a 

tróclea da tíbia e a distal (Sd), que está sobre os outros dois terços distais do osso metatarso 

(Koch, 1973; Ghetie et al., 1981). Esse projeto foi aprovado pelo Comitê Institucional de 

Ética em Pesquisa Animal (Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP) em 24 de 

Setembro de 2012. Protocolo  2839-1. 

 

2.2 Microscopia Óptica 

Para o estudo histológico, as regiões do tendão foram fixadas em solução de formol a 

10% em tampão Millonig (0.13 M fosfato de sódio, 0.1 M de NaOH - pH 7.4), durante 24 

hr, na geladeira. As amostras foram lavadas em água, desidratadas em etanol, diafanizadas 

com xilol e incluídas em Paraplast (Merck). Para região Sd dos animais de 5 meses, que 

apresentou calcificação, os tendões foram fixados e mantidos em solução descalcificadora 

(PBS, ácido acético 3% e EDTA) por 10 dias, sendo renovada no quinto dia. A partir dos 

blocos obtidos foram feitos cortes com 7 m de espessura e os cortes foram corados com 

azul de Toluidina (AT) 0.025% em tampão Macllvaine (0.03 M ácido cítrico, 0.04 M 

fosfato de sódio dibásico - pH 4.0) (Mello and Vidal, 2003), Xylidine Ponceau (XP) 1% em 

solução de ácido acético 2%  pH 2.5 (Vidal and Mello, 2005) e Hematoxilina/Eosina (HE) 

(Kiernan, 1981).  

 

2.3 Extração da Matriz Extracelular 

Os componentes da matriz extracelular presentes nas amostras das diferentes idades, 

foram extraídos com 25 volumes de cloreto de guanidina (Gu-HCl) 4 M  em tampão acetato 

de sódio 0.05 M pH 5.8 contendo os inibidores de protease EDTA 0.05 M e PMSF 1mM 

(Heinegård and Sommarin, 1987), durante 24 horas a 4ºC sob agitação constante. Após 

extração o material foi centrifugado a 20.000 RPM durante 60 minutos a 4ºC (Centrífuga 

Beckaman - Rotor JA 20). 
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2.4 Fracionamento e análise 

Extratos obtidos das diferentes idades foram submetidos a quantificação de proteínas 

segundo o método de Bradford (1976) com modificações, tendo albumina sérica bovina 

(BSA) como padrão. A leitura das amostras foi feita a 595 nm. Amostras contendo 2.3 mg 

de proteína  foram dialisadas contra uréia 7 M em tampão acetato de sódio 0.05 M pH 7.5 e 

aplicadas a uma coluna de  DEAE-Sephacel  (4 x 1.5 cm) previamente equilibrada com o 

tampão acima. O material retido na coluna foi eluído com um gradiente de cloreto de sódio 

(0 – 1.5 M) e para cada fração coletada foi determinada a absorbância em 280 nm.  

Alíquotas com 114 µL de cada fração foram precipitadas com etanol e tampão acetato de 

sódio 1 M pH 7.4. Após centrifugação, foi adicionado tampão de amostra, ao precipitado 

obtido de cada fração, contendo Tris-HCl 62,5 mM, SDS 2%, glicerol 10%, EDTA 1 mM 

em pH 6.8 e azul de bromofenol 0.01 % com ou sem  β-mercaptoetanol 5% ao precipitado 

obtido de cada fração e incubadas durante 5 minutos a 96ºC. As amostras foram analisadas 

em gel de SDS-Poliacrilamida 4 – 16% (SDS-PAGE) de acordo com Zingales (1984). Os 

géis foram impregnados com nitrato de prata segundo Blum et al. (1987). 

 

2.5 Zimografia 

Amostras do extrato total contendo 20 µg de proteínas foram preparadas e aplicadas em 

SDS-PAGE 10% contendo 0.1% de gelatina e a eletroforese foi realizada à 4ºC. O gel foi 

lavado com Triton X-100 a 2.5% e incubado a 37°C, sob agitação durante 21 horas em 

Tris-HCl (0.05 M  pH 7.4, NaCl 0.1 M e azida sódica 0.03%). Posteriormente o gel foi 

corado com Coomassie Brilhant Blue R-250 a 0.2% por 1 hora e descorado com metanol 

(50%) e acido acético (10%) para observação das bandas negativas resultantes da atividade 

das enzimas (Silva et al., 2008). 
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3. Resultados 

3.1 Análise morfológica 

Os resultados mostram nos cortes corados com HE dos animais de 1 mês, na região Sd, 

a qual recebe apenas forças de tensão, células com núcleos alongados, típicos de 

fibroblastos (figura 1A) enquanto que a região Sp apresenta uma pequena porção de células 

arredondadas, indicando formação de uma fibrocartilagem no tendão (dados não 

mostrados). Nos animais com 5 meses, figura 1B e C, nos cortes corados respectivamente 

com HE e AT, a região Sd apresentou células com núcleos arredondados (figura 1B) e 

formação de uma nova estrutura, correspondendo provavelmente ao início do 

estabelecimento uma matriz óssea. Ainda na região Sd foi observada intensa metacromasia 

na matriz (figura 1C). Na região Sp, a qual recebe forças de compressão adicionais as de 

tensão, observamos além de células semelhantes aos fibroblastos (figura 1D), a 

consolidação de uma estrutura fibrocartilaginosa (figura 1E e F), onde as células se 

apresentaram com aspecto arredondado semelhante aos condrócitos. Nos cortes corados 

com XP (figura 1F), pode-se observar a direção e a distribuição das fibras de colágeno. 

Essa região apresentou ainda, uma matriz bem corada com AT e células organizadas em 

grupos isógenos (figura 1G), com vesículas em seu interior (figura 1H), as quais não são 

observadas em animais mais jovens. Os animais com 8 meses apresentaram cortes com 

imagens semelhantes à dos animais com 5 meses (dados não mostrados).  
 

3.2 Análise bioquímica 

Após obtenção de amostras em cromatografia, foi observado em SDS-PAGE uma 

proteína em torno de 70 kDa  e outra em torno de 60 kDa que apresentaram 

comportamentos eletroforéticos semelhantes ao decorim e fibromodulim, respectivamente, 

sendo que no fibromodulim aparentemente não houve diferença entre os diferentes grupos. 

Enquanto que com relação ao decorim, parece haver uma diminuição com 8 meses quando 

comparado com 5 e 1 mês (figura 2A). Na zimografia foi possível observar aumento da 

quantidade da isoforma intermediária (68 kDa) e ativa (62 kDa) de MMP- 2 em todos os 

grupos, com o envelhecimento. Presença da isoforma ativa da MMP-9 (82 kDa) também 

foi observada em 5 e 8 meses de ambas as regiões analisadas, estando mais evidente no 

grupo p de 8 meses (figura 2B).  
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4. Discussão 

 

Neste trabalho pôde ser analisada as regiões de tensão e compressão do tendão 

flexor digital superficial em animais com 1, 5 e 8 meses de idade. Os resultados mostram 

que com 1 mês de idade, os animais exibem uma estrutura fibrocartilaginosa na região Sp 

do tendão, que também pode ser observada com 5 meses. Nossos dados estão de acordo 

com estudos anteriores realizados em rãs (Carvalho, 1999) e em bovinos (Voguel and 

Koob, 1989), os quais afirmam que uma região submetida às forças adicionais de 

compressão, apresenta alterações bioquímicas e morfológicas que a caracterizam como uma 

fibrocartilagem. Nessas regiões ocorre o estímulo para a síntese de proteoglicanos, 

enquanto que a força de tensão, também presente, pode desempenhar um papel regulatório 

na determinação do tipo de proteoglicanos produzido pelo tendão (Vogel and Heinegård, 

1985; Koob and Vogel; 1987; Evanko and Vogel, 1990). As células nessa região 

apresentaram vesículas no seu interior sugerindo a presença de gordura. Este resultado 

corrobora com Józsa e Kannus (1997) que relatam o aparecimento de gotículas de lipídeos 

com o envelhecimento. Considerando o aparecimento de tecido adiposo durante o 

envelhecimento, estudo prévio realizado em nosso laboratório mostrou o surgimento de um 

coxim gorduroso no tendão calcanear de frangos mais velhos (dados não publicados). 

Na região sujeita apenas as forças de tensão, região Sd, observa-se um grande 

número de células cubóides e arredondadas, podendo se tratar de osteoblastos secretando 

matriz óssea, assim como osteócitos já consolidados com seus inúmeros prolongamentos. 

Um estudo feito com pássaros mostrou que os tendões dos membros inferiores, 

responsáveis pela flexão da perna e dos dedos apresentam ossificação. Os autores acreditam 

que essa ossificação aumenta a rigidez do tendão, fazendo com que a região não se estire, 

sendo esta uma adaptação para resistir ao aumento de forças que agem distendendo os 

membros durante a escalada vertical da ave (Bledsoe et al., 1993). 

A análise bioquímica através do SDS-PAGE mostrou proteínas que apresentaram 

comportamentos eletroforéticos semelhantes ao decorim e ao fibromodulim, corroborando 

com a caracterização desses componentes em estudos anteriormente realizados em nosso 

laboratório (Gomes et al., 1996). No componente semelhante ao decorim, parece haver uma 
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diminuição na intensidade da banda de acordo com o envelhecimento. De acordo com 

estudo realizado por Nakagaki et al. (2010) foi observado uma diminuição da concentração 

de glicosaminoglicanos sulfatados totais em frangos com até 8 meses. A literatura mostra 

uma ação moduladora do fibromodulim e principalmente do decorim na fibrilogênese do 

colágeno e, conseqüentemente, na formação do diâmetro final das fibrilas (Hedbom and 

Heinegård, 1989; Yoon and Halper, 2005; Dourte et al., 2012). O decorim, ligado a uma 

tripla hélice de colágeno, parece ter um papel importante na formação do arranjo dessas 

moléculas dentro das microfibrilas, impedindo a sua fusão lateral (Weber et al., 1996). 

Segundo Dourte et al. (2012), tendões que não possuem decorim apresentaram diminuição 

significativa no diâmetro da fibrila, sendo que além da sua função na fibrilogênese, esse 

proteoglicano parece ser importante também na organização do tecido durante o 

desenvolvimento (Del Santo Jr et al., 2000). 

No curso normal do seu desenvolvimento, o tendão será remodelado de forma que 

tanto sua estrutura como sua composição serão alteradas para facilitar a sua função sob 

novas condições (Almeida, 2010). Durante o envelhecimento, o remodelamento das fibras 

de colágeno é modificado, e embora a função mecânica do tendão dependa de um 

alinhamento preciso das fibrilas, são os proteoglicanos que regulam essas moléculas, 

atuando portanto, na biomecânica do tendão (Yoon and Halper, 2005). Como foi observada 

uma diminuição na intensidade da banda, que provavelmente corresponde ao decorim, 

principalmente nos animais mais velhos, é plausível reforçar a possibilidade de um 

envolvimento mais direto dessa molécula no arranjo das fibrilas de colágeno conforme o 

envelhecimento, sendo que uma alteração na fibrilogênese do colágeno pode diminuir a 

resistência dos tendões  às deformidades impostas por forças compressivas (Buckwalter et 

al., 1993; Goodman and Choueka, 2005; Yu et al., 2013). Vale ressaltar que nossos 

resultados morfológicos também comprovaram que o envelhecimento afeta a matriz do 

tendão através de uma possível calcificação e deposição de lipídeos, o que contribui com o 

aumento da incidência de tendinopatias no envelhecimento.  

Já na zimografia foi possível observar aumento da quantidade da isoforma 

intermediária e ativa da MMP- 2 em todos os grupos, com o envelhecimento. Também foi 

detectada  a presença da isoforma ativa da MMP-9, que está mais evidente na região de 



 

78 
 

compressão dos animais mais velhos. Esses resultados podem estar relacionados com o fato 

de que tendões sofrem acúmulo de microlesões durante o envelhecimento, levando a 

instalação de pequenos processos inflamatórios que atuam na ativação de MMPs (Dudhia et 

al., 2007). Outro fator que atua durante o envelhecimento é o desequilíbrio dessas MMPs 

(Dean et al., 1989; Sharma and Maffulli, 2005) e possivelmente de seus inibidores teciduais 

(TIMPs) (Bullen et al., 1995; Yu et al., 2013), podendo levar a uma degradação exacerbada 

dos componentes da matriz. Nossos resultados estão de acordo com Yu et al. (2013) que 

também verificou aumento dessas enzimas em tenócitos  envelhecidos in vitro, além de 

reduzidas expressões de TIMPs. Estudos constataram ainda um aumento similar na 

atividade de MMP-2 ou -9 dependentes da idade em amostras da pele, coração, cartilagem 

articular, e até mesmo do cérebro (Gepstein et al., 2002; Lindsey et al., 2005; Mine et al., 

2008; Lee et al., 2012). Dessa forma, é razoável postular que a degeneração do tendão pode 

resultar também do aumento da atividade de gelatinases ativadas durante o envelhecimento, 

o que pode contribuir com um tendão biomecanicamente menos resistente (Yu et al., 2013).  

Em conclusão, nossos resultados mostram que o envelhecimento leva ao 

desenvolvimento de uma estrutura fibrocartilaginosa no SDFT de frangos, assim como 

calcificação, provável diminuição de decorim e aumento da atividade das MMPs -2 e -9. 
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Figura 1- Cortes histológicos de tendões dos animais em duas diferentes idades analisadas. O tendão foi 
dividido em regiões que recebem forças de compressão Sp e de tensão Sd. Para análise foram realizadas três 
colorações HE (A, B, D, E), AT (C, G, H) e XP (F). (A) Animais com 1 mês mostrando na região Sd as 
células com núcleos alongados, característicos de fibroblastos (). (B e C) Animais com 5 meses, exibindo 
na região Sd, uma estrutura com pontos de calcificação e grande celularidade (), podendo ser o início do 
estabelecimento de uma matriz óssea. (D, E, F, G e H) Animais com 5 meses exibindo na região Sp, células 
alongadas e enfileiradas típicas de fibroblastos () e células arredondadas semelhantes a condrócitos 
caracterizando uma fibrocartilagem, onde podemos observar fibras de colágeno (), com uma organização 
irregular, envolvendo os condrócitos (). Essa região apresentou células com formação de grupos isógenos 
() e presença de vesículas em seu interior (). 
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Figura 2 - A) SDS PAGE (gradiente 4 – 16%) das frações obtidas após cromatografia em DEAE-Sephacel 
das regiões Sp e Sd do SDFT. As amostras foram tratadas (+) ou não (-) com β-Me. Na região de 60 e de 70 
kDa nas amostras sem β-Me (-) podem ser observadas bandas com comportamento semelhante tanto ao 
fibromodulim () como ao decorim () em todas as idades. Para as duas regiões, principalmente na presença 
de β-Me, a banda de 70 kDa correspondente ao decorim parece diminuir com 8 meses quando comparado 
com 5 e 1 mês. Padrão de peso molecular: fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), 
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e α-lactolbumina (14,4 
kDa).  
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Figura 2 - B) Zimografia das regiões de compressão (Sp) e tensão (Sd), obtidos a partir do SDFT de animais 
com 1 mês (1M), 5 meses (5M) e 8 meses (8M) de idade. Observe o aumento da quantidade da isoforma 
intermediária (68 kDa) e ativa (62 kDa) da MMP- 2 em todos os grupos, conforme houve envelhecimento. 
Presença da isoforma ativa da MMP-9 (82 kDa) também foi observada nos animais de 1, 5 e 8 meses de idade 
em ambas as regiões, estando mais evidente no grupo Sp de 8 meses. 
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CONCLUSÕES 

 

 Durante o processo de envelhecimento, o tendão calcanear e o tendão flexor digital 

superficial apresentaram alterações estruturais e bioquímicas que marcam 

adaptações imprescindíveis às necessidades de remodelamento requeridas pelo 

tendão. 

 

 A região que recebe forças de tensão-compressão (p) do CT apresentou tecido 

fibrocartilaginoso entre as fibras de colágeno. Com o envelhecimento, há uma 

gradual substituição dessa região por um coxim gorduroso. 

 

 Na região que recebe apenas forças de tensão (d) do CT, a compactação das fibras 

de colágeno é acentuada, havendo um aumento do fibromodulim com o 

envelhecimento. 

 

 MMP-2 e -9, no CT, apresentaram maiores quantidades em ambas as regiões, em 5 

e 8 meses quando comparados aos animais de 1 mês. 

 

 No SDFT a região p apresentou fibrocartilagem bem característica nos animais de 5 

meses, enquanto que a região d apresentou indícios de calcificação. 

 

 MMP-2, no SDFT, mostrou aumento de atividade em todos os grupos conforme o 

envelhecimento, enquanto a MMP-9 se apresentou mais evidente no grupo p de 8 

meses. 
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