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INTRODUGAO

A matriz extrace1u1ar da cartilagem hialina apre-
senta em sua estruturaggo.bﬁsica trés componentes principais:
O.coiﬁgeno tipo II; as proteoglicanas (PG) e as glicoproteinas
- nao co?ag?nicas. Independentemente da espécie animal conside
rada, a cartilagem hialina mantem a composicdo bisica acima re
ferida, embora com variagﬁes, geralmente associadas as quanti

dades relativas de seus constituintes.

Os traba1hos de carater essencialmente bioguimico,
existentes na 11teratura, pesquisaram prinéipaimente a extrac-
tibiiidade das magromo1€cu1as da cartilagem, como sendo uma
forma de estimar a estabilidade e o estado de zgregacio das
mesmas. Os chamados mEtodos quimicos dissociativos (SAJDERA &
HASCALL, 1969} foram Targamente utilizados como meio de extra-
¢ao, em especial das PG. Basicamente, tais métodos consistem
da éxtragﬁo das PG em solventes contendo concentracoes otimas
de varios eletr81itos, especialmente cloretos. As PG sao sepa
radas das Glicoproteinas Estruturais (GPEs) e colageno sollvel,
atraves da sedimentag3o em gradiente de densidade. Apos a se
paragao, a quantidade de PG extraTda pode ser determinada,atra
vés da quantificago quimica do hexurcnato (ou Zcido hexursni-

co), liberado nas sougGes extrativas,

A cartilagem hialina e seus componentes também fo
ram estudados do ponto de vista morfo-fisiologico, sendo  que
as principais técnicas utilizadas para tal finalidade foram a
radioautografia, aplicadas do nivel das microscopias Ebtica,
de polarizagio e eletrdnica (QUINTARELLI & DELLOVO, 1966; MATU
KAS et al, 1967; ANDERSON & SAJDERA, 1971; BONNUCCI et al,1974;



GLANT et al, 1977; YVIDAL, 1977, 1983; HASCALL, 1980; SHEPARD &
MITCHELL, 1981; POOLE et al, 1982], |

A remogdo de ;ompiexos proteog11c§nicos existentes
em cartilagems, também pode ser feita por solugoes enziméticas
diversas, como a hialuronidase testicular (MATUKAS et al,1967;
RUGGERI et al, 1975; FOLDES et al, 1980; ANDRADE FILHO & VI~
DAL, 1984), a-tripsina (ANDERSON & SAJDERA , 1971; MINNS & STE-
VEN, 1977) e a papaTna (THYBERG et al, 1973; MINNS & STEVEN
1977), Desde o trabalho de ANDERSON & SAJDERA (1971), & regra
geral que os tratamentos enzimaticos sao considerados capazes
de remover tambéem certas fragOes de PG, ndo extraiveis por mé

todos quimicos dissociativos,

Diferentes metodologias fcram empregadas para ex
trair as PG da cartilagem hialina. Sobre as fragoes extraidas,
e caracterizadas bioquimicamente, foram realizadas as anilises
das propriedades fisico-quimicas das PG, cujo resultado levou
a formagﬁd do atual conjunté de conhecimentos acerca das mes
mas (para revisdo, KLEINE; 1981},

| As PG consistem de uma porg¢ao proteica denominada
“core", cbnstitqua basicamente por duas seqliencias peptidicas
fepetitivas (MATHEWS, 1971). A seqliencia menor apresenﬁa 10
resTduos de aminoﬁcido?, sendo que tanto na porgao amino-termi
nal, quanto na porgao carboxi~termina1 da mesma, encontra-se
um resTduo de Serina, A seqﬂ?ncia maior apresenta cerca de 35
resTduos de aminoacidos, sendo que, comparativamente, tal se
qlencia € mais susceptivel 3 acho proteoltica do que a seqlien

cia menor (MATHEWS, 1971},

Ao."core" prot@ico das PG, em especial aos resy

duos de Serina (MATHEWS, 1971}, e Treonina (TAKAGI et al,1982),




ligam-se muitas cadeias gTic%nicas, genepicamente denominadas
glicosaminoglicanas acidas (GAGA}, Na carti]agém hialina,tais
cadeias sho principalmente representadas pelo Condroitin Sul
fato (CS) 4 e 6 e pelo Keratan Sulfato (KS}, Proporcionalmen
te, as cadeias_glic?nicas-constituem a maior porgao das molé-:
culas de PG, o que confere as mesmas um carater po]ﬁanianico,
- em yirtude do grande numero de grupos carboxila e sulfato pre

sentes nas GAGA (HASCALL, 1977; KLEINE, 1981},

As moleculas de PG apresentam trés regides distin
tas: a)regiao de ligac3o com o icido hia!urﬁnico, localizada
numa das extremidades da proteina "core"; b} regido rica em
' keratan sulfato (KSJ, localizada imediatamente apos a regiao
de ligagdo com o acido hialuronico ¢ «c¢) regido rica em con
dréitin'su?fato (tS), Tocalizada posteriorménte a regiao rica

em KS (HASCALL, 1977) (Fig. 01},

A maior parte das PG presentes nas cartilagens
hialinas em gera?, e especialmente no septo nasal bovino, en
contram-se sob a forma de agregados (HASCALL & HEINEGARD,1974;
KLEINE, 1981). Tais agregados s3o constituidos por 16 a 42
moanerQs de PG, ligados a uma Unica molecula de acido hialu~-
ronico (AcH}, formando uma estrutura com peso molecular (PM)
~da ordem de 6 a 7 x 107 (KLEINE, 1981), 0Os referidos agrega-
dos de PG foram visualizados ao microscopio eletronico (ROSEN
BERG et é]. 1975; HASCALL, 1980), e foram detectadas duas gli
coproteinas (PM 4,9 e 4,1 x 104) fazendo parte de sua estrutu
ra (HASCALL & HEINEGARD, 1974; BAKER & CATERSON, 1979). 0 pa
.pel de Tigagdo dos monameros de PG ao AcH, desempenhado pelas

ditas incopfote?nas; foi revfsto”por HASCALL (1977).
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FIGURA 01

Representacao esquem?tica de parte de um agregado de proteogli-
canas (PG), onde se observam monomeros de PG ligados ao  acido
hialuronico (AcH). Tal ligacao € estabilizada pelas glicopro-
teinas de ligacao (GP1). Cada monomero de PG & constituido por
uma proteina "core", 3 qual se associam moleculas de Condroitin
Sulfato (CS) e Keratan Sulfato (KS), sendo que tais monomeros
~apresentam 3 regides distintas: a .regiao de 3igég§o com o  AcH

{(a), a regiao rica em KS (b) e a regido rica em CS (c).



Apds tratamentos quimicos dissociativos, como pe-
1o cloreto de guanidina (GuCl} 4 M, entre 80 e 90% das PG pre
sentes na cartilagem do septo nasal bovino s3o extraidas (HAS
CALL & SAJDERA, 1969 SAJDERA & HASCALL, 1969); Em condigoes
fassociativasf, ou seja, baixa concentracio do agente caotrd
pico (GuCl 0,5 M), cerca de 85% das PG extrafdas reagregam-se
(OEGEMA et alif, 1975), A aus@ncia da regi3o de ligacio com
o AcH nas PG n3o-agregaveis, foi indicada por HEINEGARD & HAS

CALL (1979), como sendo a razio pela qual tais PG n3o partici

pam da composigac dos agregados,

Os componentes dos agregadoé sao todos sintetiza-
dos pelos condrocitos, porem sao exportados separadamente, e
somente no meio extracelular & que ocorrem as alteracdes con
.formacionaié das moléculas secretadas, e eqtﬁo a agregacao
.'_(GLAN{, et al, 1977}, MITCHELL & HARDIMGHAM (1982), traba
lThando com ceélulas de condrosarcema de rato, demonstraram que.
até mesmo a santese de componentes glicosaminoglicanicos dos
agregados de PG, ocorrem em diferentes compartimentos celula-

res, como € o caso do hialuronato e do CS,.

.£m culturas de cartilagem traqueal bovina, foi ob
servado que os monomeros de PG complexam-se com a glicoprotei
- na de 1igag30 independentemente da presenga ou da combinag3o
com o AcH, Em outras palavras, os moanerds de PG isolados
normalmente apresentam a glicoproteTna de ligacao associada a

uma das suas extremidades (BJORNSSON & HEINEGARD, 1981).

As PG da cartilagem representam uma populacdo de
macromoléculas polidispersas com respeito a diversas varié
yeis, como tamanho hidrodinamico, compriméhto do fcore? pro
tejco, contelido de GAGA e compoﬁig%o quimica (FELLINI et al,

1981)., HASCALL & SAJDERA (1970), determinaram que as PG  do



septo nasal heyinp apresentam pesos moleculares (PM) variando

de menos de 1 x 10° até@ mais de 4 x 106, Tal amplitude de 'va

r?agﬁo Hos pesos mo]ecﬁlares (PM) das PG & deyida principalmen
te a: a} variagoes no comprimento da proté?ha "core", o que,
conseqlientemente, altera o nlimero de cadeias de CS por molecu
Ta; b) diferencas nos comprimentos m&8dios das cadeias de CS

presentes em diferentes moléculas de PG; c) variacdes no nime-
ro de cadeias de CS por unidadé de comprimento da proteTna "co

re” (ou seja, o grau de substituicdo ocorrido nos resTduos de

serina)j d) combinagoes entre os fatores mencionados ( FELLINI
et al, 1981},

Especificamente com relagdo as PG do septo na
sal bovino, sabe-se que o peso mo{ecu1ar mEdio das mesmas gira
em torno de 2,5 x 105 (HASCALL & SAJDERA, 1970) sendo que  a
.prote{na ?coref tem peso perto de 200.000. Na regido rica em
CS, ligam-se perto de 100 cadeiés de CS (cada uma delas com
~ PM proximo a 20,000), enquanto que na regiao rica em KS Tigam-~
se entre 30 e 60 cadeias de KS, cada uma delas com PM entre

4.000 e 8,000 (HASCALL, 1977 LINDAHL & HOOK, 1978).

A elevada densidade de cargas anionicas nas PG,
faz com que as cadeias laterais das GAGA sofram um fenomeno de
repuls3o eletrostatica mltua, permanecendo "estendidas" e uni

formemente dispersas com relagido ao "core" protéico., Tal dis
posigao das GAGA & cue possibilita as PG como um todo, ocupa
rem grandes dominios moleculares, que encerram elevadas quanti

dades de solvente por unidade de massa de PG (HASCALL, 1977},

0 cariter altamente hidrofilico das PG & tamb&m responsdvel pe
o fato de qué tais macroma]écu?as, quando em solugcao, ocupam
volumes de 30 a 50 vezes o seu péso secon{HASCALL &  SAJDERA,

1970}, Baseando-se nestes aspectos & que se atribui 3s PG a



funcao de preenchef espagos (ﬁspace filling role")(HASCALL,
1980), |

As GAGA das PG ligam-se com outras macromol&cu
las extrace1ulafes, Tal Tigagao ja foi descrita em  tenddes
(VIDAL, 1963, 1964) e na ossificagao endocondral (VIDAL,1977).
Provaveimente, as GAGA atuariam tambEm durante 0 desenvo]vimqg
to das fibras de colageno, determinando o crescimento lateral

(didmetro) das ditas fibras (PARRY et al, 1982).

'Considerande-se as relagoes (interacoes) entre
as macromcleculas constituintes da carti]agem, a agua e os ‘mi
crofons da matriz extracelular, ficam evidentes as implica
¢oes fisiologicas deste arcabougo macromo]ecu]ar que se esten
de por'toda a matriz (LINDAHL & HOOK, 1978). Em outras pala
yras, as PG ocupam grandes volumes da matriz extracelular da
cartilTagem hialina, propiciando a existéncia de uma "rede" a
nionica capaz de reter elevadas quantidades de solvente (agua
de-soTvatégEo). A importancia fisiologica deste arranijo, .é
que as PG da cartilagem hialina ﬁodem ser comprimidas (rever-

sivelmente) deslocando solvente do dominio molecular, as cus

tas de interagﬁes intram01ecu}ares crescentes (HASCALL,1977).

Ao longo do curéo de fénﬁmenos bio]Sgico% im
portantes como crescimento e envelhecimento, as PG da cartila
gem hialina sofrem modificagoes diversas. BONNUCCI et al.
(1974), estudando histoquimica e bioquimicamente as cartila
gens éosta] e traqueal de ratos; determinaram que o contetdo
de CS diminui em funcao da idade, ocorrendb um aumento simul
taneo no contelido de KS, Saliente-se o fato de que as cita-
das alteragoes ocorrem entre 20.e 30 ~dias apds o nascimento

do animal.



Demonstragio da ocorr?ncia de alteragdes bioqui
micas na matriz extraceluiar da cartilagem hialina, logo ﬁo
primeiro m?s de vida, também foi realizada por QUINTARELLI et
al, (1975}, Tais autores determinaram que na cartilagem cos
tal de coelhos com ate quatro semanas de idade, ocorre um de
ctéscimo no contelido de PG (at& 30%), acompanhado de um aumen-
to simuitaneo do teor co1ag§nico, aumento este capaz de atin

gir ate trés vezes a quantidade de coligeno existente no momen

to do nascimento,

Pata1elamente 3 variada gama de conhecimentos
bioqg?micos existentes sobre as PG da cartilagem hialina, ocor
re certa caréncia de traba1hos gue relacionem tais achados com
s aspectos morfciagicos observadoé. Em outras palavras, e
S muito dichiT correlacionar a estrutura das PG "in vitro" com
-os aspectos morfologicos re?atados como sendo devidos a preseﬁ

¢a das mesmas nos tecidos,

A observagéoAde cortes de tecido cartilaginoso
ap microscopio eletronico, mostra as PG como granulos densos,
distribuidos pela matriz extracelular (MATUKAS et 51. 1967
KHAN & OVERTON; 1970; ANDERSON & SAJDERA, 1971; THYBERG et al.
1973; SHEPARD‘&‘MITCHELL, 1976b; KLEINE, 1981)., Entretanto ,
quando observados segundo a técnica de ”espalhamentd“ ("spread")
(ROSENBERG et al, 1975), as PG apresentam o aspecto de uma es
cova para limpeza de tubos de ensaio (fbottiebrush"), ou seja,
um ango filamento central, do qual protundem muitas ramifica
gﬁés perpendiculares, Tal morfologia & compativel com a idEia
dos agregados. de PG, onde o Tongo filamento central serfa uma
._mo?écu]é'de AcH, enquanto que as.ramificagﬁes.laterais seriam

as proteinas "core" mais as GAGA,

A idéia geralmente aceita, para explicar a dife



renca entre as obseryagoes realizadas em corte e por "espalha-
\mentdf, & de que as PG sofrem certa condensagao durante o pro
ceséemenio do material para a microscopia eleéranica (ANDERSON
& SAJDERA, 1971}, Presumivelmente, tal condensac3o seria devi
da 3 aus?ncia de um fixador capaz de estabilizar a estrutura
"estendida" das PG, A utilizag3o de corantes cationicos duran
te o processo de fixacao meThorou o grau de retencao de PG no

‘tecido, por8m, tais PG foram igualmente observadas como granu

los densos, quando vistas em corte (BEHNKE & ZELANDER, 1970 ;
LUFT, 1971; SHEPARD & MITCHELL, 1976a, b), |

As GAGA presentes na superficie celular(“cell-
coat") dos condrocitos da ossificagao endocondral tamb&m foram
estabilizadas por corantes cationicos (VIDAL & DOLDER, 1978) e
pelo acridine orange (SHEPARD & MITCHELL, .1981), sendo que em
ambos” os casos tais macromoleculas foram observadas como estru

turas eletron-densas.

Estes fatos levaram diversos autores a diferen
tes interpretagdes com relagao a estrutura molecular provivel
dos granulos de PG, uns considerando-os como monomeros, enquan
to outros afirmaram tratar-se de formas agregadas. Uma inter
pretagao recente Eaaqug?a de HASCALL (1980), que compa;ando 0s
granulos da matriz e moleculas de PG isoladas e "espalhadas"
("spread"), sugeriu que os granulos representam porgdes monomé

ricas condensadas de PG, e nac agregados inteiros,

VIDAL & MELLO (1984), por outro lado, interpre-

taram os granulos vermelho de ruténio-positivos, observados em
cortes ultra finos de tendGes de ratos recem-nascidos, como
sendo sTtios onde as PG estao ligadas as proteTnas de ligacao,

(*1ink") dos agregados,
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A correlagdo dos achados resultantes de estudos
bioquimicos, com a morfologia caracteristica da cartilagem hia
lina, pode ser feita afravés da detecgﬁo.fin situ” dos consti
tuintes macromoleculares da mesma., Tal detecg3o "in situ" das
glicoproteTnas de ligagao e mesmo de mondmeros de PG, foi rea-

lizada através da imunocitoquimica (POOLE et al, 1980, 1982).

Embora de forma aparentemente n3o tH3o especifi-
ca quanto a técnica de imunocitoquimica supra citada, a cito-
quimica € também um método de eleigdo para a deteccio "in si-
tu" das macromoléculas em aprégo. Acompanhada de reacoes de
bloqueio, ou de digestoes enzimaticas com controles adequados,
a citoqu?mica atingé graus de QSpécificidade que permitem a
_ébtengﬁo de. resultados com resolug@o ahE]oga aquela verificada

atraves das t8enicas de carater imunoldgico.

Para garantir o grau de pureza das fragGes obti
das, © pericﬁndrio & usualmente removido das amostras ut€1iza¥
das nos trabalhos de carater bioquimico. Pretende-se aqui ob
servar também o comportamento desta regi3o da cartilagem do
septo nasal bovino, com a finalidade de se obter, em especial,
informagoes acerca da relagﬁo de maturagao do tecido cartilagi

noso, no sentido pericondrio-subpericondrio-endocondrio.

_Neste aspecto, deve-se destacar a importdncia
das observagoes 3 microscopia de polarizacao, posto que, acom-
panhadas de tecnicas citoquimicas adequadas, tais observacoes
permitem n3do sG detectar os componentes macromoleculares, como

tambem avaliarhsua organizagéo estrutural (agregacao e oréem

molecular) ao nivel sub-microscdpico, "in situ",

E nossa inteng8o, portanto, reavaliar alguns

dos processos utilizados na remocao de PG da cartilagem hiali-
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na, relacionados na Titeratura, Especial atengio serd dispen-
sada a acHo dos referidos processos extrativos ;obre és re
giaes_térritoria1 e inferterritobial da cartilagem do septo na
sal bovino, no que tange T estabilidade fTsico-quimica das
macromolécu?as ali presentes frente aos diversos tratamentos

realizados, Mais ainda, pretende-se determinar a eficiénecia de

tais processos, em fungao da espessura do fragmento-de mate

rial tratado.

0BJETIVOS

Os objetivos principais do presente trabalho s3o:
- Avaliar por técnicas citoquimicas a ac3o de
tratamentos quimicos dissociativos e enzimiaticos sobre as di fe

rentes regiGes da cartilagem do septo nasal bovino.

.= Determinar o grau de estabilidade dos diferen
tes componentes macromoleculares da citada cartilagem, frente

aos tratamentos realizados.

- Estimar o estado de agregac3o e ordem molecu
lar das macromoléculas constituintes da referida cartilagem, e
‘determinar como os tratamentos realizados afetam tais par&mg

tros,

- Comparar a eficiéncia e a acessibilidade dos

agentes {quimicos ou enzimaticos) utilizados, nos tratamentos

em bloco e sobre cortes obtidos por microtomia de congelagio.



MATERIAIS E METODOS
1, Cortes Obtidos por Microtomia de Congelagido

Septos nasais bovinos, retirados de animais em
fdade de abate, ou seja adultos jovens, foram cortados transver
salmente em microtomo manual de congelagdo, e imediatamente mon

tados sobre 13minas histologicas. A espessura prevista para o0s
ditos cortes foi de 16 um, embora a t&cnica utilizada possa ter

introduzido variagoes de espessura ac longo de um mesmo corte,

0 material montado sobre 1§mina sofreu tratamen
tos divefsos (enzimaticos ou por solugoes tampao), sendo poste
riormente fixado em paraformaldeTdo 4% (5 0C, 4 a 6 hs) e subme
tido aos testes citoquimicos. Para que se minimizassem as va
riagoes inerentes aos tratamentos, bem como aquelas relacionadas
com 0% tesfes citoquimicos, todas as laminas submetidas a um da
do tratamento foram processadas simultaneamente, Analogamente,
os testes citoquimicos foram realizados sobre um grupo completo
de 1aminas (tratamento enzimatico, tratamento controle, e auséﬂ

.¢ia de tratamento), na mesma hora e mesma cuba de coloragao.

No total, existem dez condigoes de trabalho dis
tintas, entre tratamentos diversos e mesmo ausencia total de

tratamento, conforme descrito a seguir:

C1) Cortes nao fixados e nao tratados.
€2) Cortes fixados em paraformaldeido 4% e  nao

submetidos & qualquer tratamento,



13

C3) Cortes tratados pela hialuronidase testicu-
lar (modificado de LISON, 1960)., A enzima (SIGMA, 1091 Ui/mg)
foi diséolvida em NaC]io,SE% numa concentraggo final de 1,0
mg/ml, e o tratamento foi realizado em camara Umida a 37QC por

6 horas (ANDRADE FILHO & VIDAL, 1984),

€4} Cortes controle para a digestdo pela hialu-
ronidase testicu1ar, incubados como descrito em C3, em  meio

desprovido da enzima,

C5] Cortes digeridos pela mistura de enzimas
hialuronidase testicular/colagenase bacteriana. A hialuronida

se & a mesma descrita em C3, A colagenase, extrafda de Clostri

dium histolyticum (BOERHINGER MANHEIM GmbH); foi dissolvida em
‘tampao Tris-HC1 0,02 M pH 7,4, numa concentracac final de 0,08
mg/ml, As duas solucoes enzimaticas foram misturadas numa pre
'porgﬁd 1:1, e a incubac3o foi realizada em camara Umida a 370C

por 6 horas.

- €6) Cortes controle para digestﬁo pela mistura
hialuronidase/colagenase, incubados como descrito em C5, em

meio desprovido das enzimas.

C7) Cortes tratados pela papa?ha (MERCK), segun
- do o método de THYBERG et alii (1973). A enzima foi dissolvi-
| da em tampao féstato 0,1 M pH 6,5'numa concentragao final de
2,6 mg/ml, Paré cada ml de meio de incubac3ao foram adiciona
das 9.mg de NaCl, 0,8mg de L~cisteina hidroclorada ¢ 9 mg de

EDTA, A incubggﬁo foi feita em c?mata tumida a 37 9C por 30
minutos.

-C8) Cortes contro1e para a ‘'digestao pela papai
na, incubados como descrito5em C7, em meio desprovido.da enzi

ma.
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C9) Cortes tratados pela a?fa~ami]§se bruta (FIS
SHER SCIENTIFIC Co.}, 1% na seguinte solugdo: 0,8 g de NaCl,
0,13 g de disfosfato de sEHio anidrido e 0,08 g de monofosfato
de pot3ssio monohidratado, em 100ml de agua destilada { tampao

PBS), sendo a incubagao realizada em camara umida a 37 0C por

- uma hora,

"C10) Cortes controle para a digestao pela alfa-

amilase bruta, incubados como descrito em C9, em meio desprovi

do apenas da enzima.

Cumpre notar que todas as Taminas contendo cor-
tes tratados, quer por solugoes enzimaticas, quer por so1ug6es
tampac, foram, imediatamente apos o tratamento, lavadas em agua

e fixadas em paraformaldedo 4%, a 5 9C por 4 a 6 horas.

2., Cortes obtidos ap0s inclus@ao em parafina

Pequenos fragmentos de septos nasais bovinos
(0,5 a 3,0 mm de espessura), contendo sempre uma certa;porgap de
pericondrio, foram submetédos 3 tratamentos quimicos digsociati
vos e enzimaticos, Apds os diversos tratamentos as pecas de ma
terial biologico foram lavadas em 3gua, fixadas em paraformaldei
do 4% a 5 9C por 8 a 12 horas, e incluYdas em parafina conforme

a técnica histologica rotineira,

0s blocos de material tratado e incluido em para
fina foram cortados em micrﬁtomo manual (JUNG, HEIDELBERG), pa
ra obteng@b de” cortes com 7 um de espessura, que foram aderidos

sobre 1aminas histolagicas comuns,



15

Lotes completos de cortes desparafinizadoes (con-
tendo portanto ao menos ﬁma 1§mina de cada tpatamento, bem como
laminas nao tratadas) foram simultaneamente submetidos aos dife
rentes testes citoquimicos. ApDs a co1orag§o as laminas foram

montadas em balsamo do Canadi e observadas a microscopia optica

No total existem quinze condigoes de trabalho dis
tintas, entre tratamentos gquimicos dissociativos, enzimaticos,e

mesmo ausencia total de tratamento, conforme descrito a segquir:

P1) Material fixado em paraformaldeido 4% a 5 9C

por 8 a 12 horas, sem qualquer tipo de tratamento prévio.

P2) Material tratado pelo MgCT2 3M, dissolyidoem
acetato de sGdio 0,15 M pH 6,3 a 5 9C por 48 horas ( modificado
de SAJDERA & HASCALL, 1969), Segundo os autores este tratamen-
to possibilita a remogdo de até 85% das PG -da cartilagem do

septo nasal bovino,

P3) Material tratado seqliencialmente pelo MgCi,
e CaCl, (modificado de SAJDERA & HASCALL, 1969). 0 tratamento
pelo MgC32 & o mesmo descrito em P2, apos o qual o material foi
tratado com CaCT2 0,1M, dissolvido em acetato de sodio 0,15 M
pH 6,3 a 5 OC por 48 horas. Utilizado apds a agao do MgCl,, o
CaC12 pode extrair fragoes de PG insollveis apos o© fratémentopg

To Mgc}z isolado.

P4) Material tratado por solugao de acido triclo
roacBtico (TCA) 3% a 90 9C por 45-60 minutos (FITCH et al, 1955)

0 metodo permite a separagao de colageno e glicoproteinas estru
turais, através da solubilizagao do primeiro.
P5) Material tratado segundo o metodo modificado

de MILLER (1972}, Numa primeira etapa ocorreu o tratamento por

solugao de NaCl 1,0 M, dissolyido em tampﬁo Tris-HC! 0,05 M pH
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7,5 a 4 9C, A solugao descrita foi substituida duas vezes ao
dia, por cinco dias éon;ecutivos. Seguju-se o tratamento com
solugao de acido acetico 0,5 M a 4 QC; sendo §ue_também esta
solug3o foi substituida duas vezes ao dia, num total de cinco
dias. Finalmente, realizou-se o tratamento por solugao de
Fcido acetico 0,5 M, acrescida de pepsina (2,0 mg/ml), a 4 9C
por 18 horas. 0 autor afirma que o tratamento por solugao sa
Tina seguido pelo tratamento acido, remove a maioria dos com
ponentes proteog]icé’nicos da cartilagem do esterno de gali
nhas, restando no tecido apenas uma fragao de colageno insoll
vel, 0 tratamento subsquente pela peps%na deveria remover

entre 60 e 70% do coldgeno presenté no tecido.

P6) Material digerido pela hialuronidase testi
cular, conforme descrito em €3, a nao ser pelo fato de que a

~ incubacac se fez em bloco,

P7) Material controle para a digestao pe1a'hig
Turonidase testicular, incubado em meio desprovido da enzima,

conforme descrito em P6,

P8) Material tratado pela colagenase bacteria=-

na, extraida de Clostridium histolyticum (BOEHRINGER MANHEIM,

 GmbH), dissolvida em tampdo Tris-HCi 0,02 m pH 7,4, numa con
centracac final de 0,08 mg de enzima por ml de solugao. A in

cubacdo foi realizada em bloco, a 37 QC por 18 horas.

P9) Material controle para a digestao pela co
lagenase bacteriana, incubado como descrito em P8, em meio des
“provide da enzima.

P10) Material tratado pela mistura hialuronida
se testicular/colagenase bacteriéna. Basicamente, repetiu-se

o tratamento C5, sendo que neste caso a digestdo foi realiza-

"~ da em bloco, num total de 18 horas;
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P11) Material controle para a digestio pela mis
tura hialuronidase/colagenase, fncubado como,déscrito em P¥O,

em meio desPrdvido das enzimas.

P12) Material digerido pela papaina, sequndo o
método de THYBERG et al, (1973), como em C7.

P13} Material controle para a digestao pela pa
paina, incubado como descrito em P12, em meio desprovido ape

nas da enzima.

P14) Material tratado pela alfa-amilase bruta ,

como descrito em C9, por 6 horas,.

P15} Material controle para a digestdo pela al
fa-amilase bruta, incubado como em P14, em meio destituido da

enzima.

3, Citoquimica

Cortes de septos nasais bovinos, quer . obtidos
por microtomia de congelag@o, quer obtidos apos inc]usﬁoaem Pa
rafina, e, independentemente da realizagao ou nao dos tratamen
tos citados, foram submetidos aos seguintes testes citoquimi-

cos:

3.1. Pesquisa da basofilia metacromatica, Cortes foram cora

dos com solugho de Azul de Toluidina (AT) 0,025% em tampao Mc
Ilvaine pH 3,4 (LISON, 1960, a}.
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3,2, Glijcosaminoglicanas sulfatadas., Cortes foram corados

por sqlug&c de Azul de Alcian 1%, em HC]'O,%lN pH 1,0 (PEARSE,

1968).

3.3, Glicosaminoglicanas acidas totais. Cortes foram cora
dos por solucio de Azul de Alcian 1%, em acido acetico 2,5%

pH 2,5 (PERRSE, 1968 1},

3.4, Radicais eletropositivos totais. Cortes foram cora
dos por solugao.de Xilidine Ponceau (XP) 0,1% em tamp3a aceta

to pH 1,7 (VIDAL, 1970).

3.5, Radicais Vic-glicdis. Cortes foram submetidos a téc

nica de PAS (Periodic-acid-Sciff) (LISON, 1960, a).

4, Microspectrofotometria

Foram realizadas medidas absorciometricas'.das
princ{pais regiaes de estudo dos cortes obtidos por microtomia
de congelag3o, corados pelo AT pH 3,4. As medidas foram obti
das com um fotomictOSCEQio Zeiss-Pol equipado com fotometro e
um fotomultiplicador EMI 6256. Foram utilizados uma objetiva
de 40'X_(P3an), diafragma de campo com didmetro de 0,2 mm, Op-

tovar.Z e diafragma de medida com diamétro_de-O,ZS mm,

As medidas absorciométricas foram realizadas nos

comprimentes de onda de 555 e 625 nm, sendo a area de medidas

igual a 7,66*um2. Foi calculado o Tndice Metacromatico (IM),

conforme descrito por VIDAL (1977), ou seja,

IM = Aggs / Agose
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5. Microscopia de Polarizaglo

Foram realizadas observagoes qualitativas a mi-
croscopia de polatizagﬁo. com especial interesse nos fenamenos
de dicroTsmo e birrefringéncia verificados nas diferentes re-
gices de eétﬁdo dos diversos cortes corados. Para tanto, foi
utilizado um fotomicroscopio Zeiss-Pol e um compensador Brace
Kdeller /20, Para todas as observagaes foi utilizado  feixe

de luz polarizada policromatica,



RESULTADOS

Para facilitar a compreensdo do relato que se se-

gue, cabem aqui algumas explicagoes, que visam principalmente de

‘1imitar os termos utilizados ao longo do texto.

‘Uma vez que 2 analise realizada foi de carater
qua]itétivo, criou-se uma escala de intensidade de coloragao, ba
seada t3o somente na impressdo visual obtida quando da observagao
das laminas, e que possui seis gradagoes, a saber: nao coré&:(-);
co?orggéo extremamente fraca (- +); coloracgao fraca (+); colora-
gao média (++); coloragdao intensa (+++); e coloragao muito 1ﬁteﬂ

sa {++++),

Além das gradagdes citadas foram utilizadas grada
coes iniermediarias, principalmente nos casos em que se tornou
dificil precisar qual a coloragio exibida pelo material. Assim,
surgiram situagoes como fcoloragao de meédia a intensa®™ (++/+++}),

‘por exemplo.

No presente trabalho, o termo metacromasia repre-
senta o fenomeno de deslocamento do pico de absorgao do corante
Azul de Toluidina (AT) do comprimento de onda em torno dos 630nm,

para a faixa em torno dos 550 mm,

A metacromasia E.aqui definida e quantificadaatra
vés da utilizac3o de um Tndice Metacromatico, ja definido ante
riormente em Materiais e Métodos, Entende-se por coloragdo meta
cromatica aquela que se<aptoxima do violeta, e por coloragao oF

tocromatica aquela que se aproxima do verde azulado,

Topograficamente, a referida analise qualitativa
realizou-se em seis regioes de estudo principais, assim descri-

tas:
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a) Peric§ndpio. Constituido por fibroblastos e
grande quantidade de fibras colagénicas, especialmente  ricas

em cd?%geno tipo I,

b) Subperic?ndrio. Regi&o situada imediatamen-
te abaixo do pericondrio, constituida por uma camada de 6 a 8

celulas com aspecto fusiforme.

c) InterterrétErio. Porcao da matriz extracelu

1at situada entre condrocitos isolados, ou grupos isogénicos de

condracétcs, e que nao se relaciona diretamente com os mesmos.

d) Territorio Pericelular. Fina faixa de ma
triz, localizada na vizinhanga imediata da membrana plasmatica

dos condrocitos.

e} Territorio Dominio, Porgdo da matriz situa-
da entre o territdorio pericelular e o interterritoric. 0 domi
nio tanto pode envolver um Unico condrocito, como todo um gru

po isogénico de condrocitos,

f) Citoplasma doslcondrﬁcitos. 0 periodo  que
se inicia com excecao das regices pericondrial e subpericon
drial, que situam-se naturalmente nas por¢coes mais externas dos
cortes, as analises das caracteristicas do interterritdrio,ter
ritorio (dominio e perfce]uiar) e citoplasmas dos condrocitos,
foram realizadas ao nivel do endocondrio. 0 termo endocondrio
nio denomina uma regiao analoga ao pericondrio, mas tao somen
te a por¢ao de cartilagem hialina situada nas regioes mais cen
trais dos cortes transversais dos septos nasais aqui  utiliza
dos. No material incluido em parafina, nao foram consideradas
as porgoes endgcondriais situadas na periferia dos fragmentos

de cartilagem.



22

1, Resultados Obtidos em Cortes por Congelagio

0s cortes obtidos por microtomia de congelagao fo
ram submetidos aos procedimentos descritos nos itens Cl a C10dos
" Materiais e Métodos, realizando-se, a seguir, os testes citoqui-

micos jZ descritos.

1.1. Colorag§0 pelo Azul de Toluidina

As respostas a coloragao pelo AT pH 3,4, observa-
das nas diferentes regices de estudo dos diversos cortes corados,

encontram-se sumarizadas na tabela 1.

" 1.1.1. Cortes nfo tratados

0s cortes nio tratados (C1 e C2), apresentaram 0sS
nicleos dos fibroblastos presentes no pericondrio corados orto
cromaticamente., As fibras pericondriais, embora nao coradas,mos
traram-se fortemente birrefringentes quando observadas a micros-
copia de polarizagao, exibindo cor de interferéncia branca de

primeira ordem (figs., 02 e 03).

Note-se que a fixagBo melhorou muito o grau de
preservacao das fibras colagénicas do pericondrio, chegando in
clusive a possibilitar a realizacio de medidas absorciométricas

(Tab. 02); impraticéveié no material ndo fixado.

A regifo subpericondrial apresentou coloragdo 'me
tacromgtica, independentemente da fixagﬁo (tab, 02). A metacro

macia do subpericondrioc mostrou~se mais intensa ao nfvel do ter
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Intensidades de colqragio observadas em cortes obtidos por mi
crotomia de congelagdo apos o teste pelo Azul de Toluidina pH

3,4.
£ Pericon- |Subperi- |Interterri |Territo- | Territd- |Citoplas
A Q .. - . - . " —
@ O drio condrio torio endo rio endo | rio endo |mas
PN | ’ condrial ~ | condriaT | condrial
Q’a - (dominio)| (Perice-
0, Tular)
€1 - ++ + +++ ++++ 4 [+
€2 -+ -+ +/++ +++ +H4 /bt 44
C3 - - - - + ++
C4 -+ + + ++ ++ ++4+/+++ 4
€5 - - - - - - -+
Cé -+ -t + ++ ++4 4+
C7 - - - - - -+
c8 -+ ++ ++ +4+ ++4+ +++
c9 - - - - - +
c10 -+ + +/++ +4 [+ ++ +++ bt [t
LEGENDA: =~ nao corado
-+ coloragao extremamente fraca
+ coloragao fraca
++ coloragao media
+++ coloragao intensa
++++ coloragao muito intensa
.0 Nao observado
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FIGURA Q2

Corte transversal de septo nasal bovino, sem qualquer tratamento
corado peloAT pH 3,4, ‘Imagem de birrefringencia. 0 eixo maior
das fibras de colageno (seta) do pericondrio (Pe) est3a orientado
a 459 do analizador e polarizador. Notar as diferentes cores de
interferéncia observadas nas regioes pericondrial (Pe), subpeﬁi
condrial {SPe) e na cartilagem endocondrial (CE). Observar tam
bem qué as imagens birrefringentes apresentam-se em camadas para
lelas desde Pe ate CE, 100X,
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FIGURA 03

Mesmo corte descrito na fig. 02, porém com 0 eixo maior do Peri
_ Ncﬁndrio (Pe) orientado paralelamente ao polarizador. Comparar
"com a fig. 02 & notar a presenca de feixes de coliageno com bir
refringéncia (setas), quando deveriam té-la em extingao; isto
indica a presenca de fibras e feixes a 459 do eixo logitudinal.
do pericondrio. MNotar tamb8m o aspecto da birrefringéncia  da
porgao pericelular da cartilagenm endocondrial (setasdﬁplas) e
de fibras da cartilagem entrecruzando-se, 100X,
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r1tor10 das celulas fusiformes, caracter1st1cas da reg1ao, onde
se verificou maior acumulo de material metacromatico (fig. 04).
0 1nterterrit5rio do subpericondrio exibiu gran-
de quantidade de granulos intensamente metacromaticos, Tais
granulos foram observados alinhados em "filamentos", acompanhan

do o longo eixo das ceélulas ali presentes, sugerindo um aspecto

estratificado do material (fig, 04},

0 intertetritﬁrio da cartilagem endocondrial a-
presentou coloragao metacrom%tica pouco intensa (tab. 1), Morfo
logicamente, foi observada a presenca de discreta guantidade de
_granuTos metacromaticos na regido (fig., 05). A fixagao parece
ter aumentado o numero de gr?nulos existentes ‘no interterritario.
‘Muito embora a analise qualitativa nao fbrnega dados conclusivos
a este respeito, as medidas absorciométrécas‘realizadas parecem

corroborar tal impress3o yisual (tab. 02},

Ao nivel da reg1ao terr1tor1a1 da carta?agem enw.
docondr1a1, mais especificamente no dominio, foi observado  um
elevado acUmulo de granu1os metacromat1cos. Assim, ao redor de
um condrdcito, ou grupo isogénico de condrﬁcitos, observou-se u
ma colorac3o bem mais intensa que a do interterritdrio -vizinho
(tab. 1). & microscopia de polarizag3o, os referidos granulos

apresentaram cor de interferéncia esverdeada.

A ﬁorgﬁo pericelular do territdrio endocondrial
tamﬁﬁm teve sua coloracao devida a granuTagﬁc.metacromEtica. E
interessante notar que nem sempre o perice]u]ar foi morfologica
mente distinguivel ao exame visual; geralmente tal regiEo apre
sentou-se como uma faixa de matriz muito delgada, intimamente as
sociada 3 hrﬁpria membrana plasmatica, Observada ao microsco-

pio de polarizag3o, a regido pericelular mostrou-se intensamen



28

FIGURA 04

0 mesmo corte anteriormente descrito, mostrando um detalhe da re
gido subpericondrial. Notar o acumulo de material metacromatico
. na por¢3o pericelular dos condrocitos (setas), a disposigao fila
mentar dos granulos interterritoriais (setas duplas), os nucleos
com coloracio ortocromatica e a variagao na coloragao das diver
sas celulas, 400X,
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FIGURA 05

0 mesmo material anteriormente descrito, mostrando um detalhe

~da cartilagem endocondrial., Notar a nitida distingio entre as
regices territorial e interterritorial, Observar também a gra
nulacao metacromatica nas duas regioes citadas e a variagdo da-

intensidade de coloragao citoplasmatica exibida pelos -~ .varios
condrocitos. 400X,
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te birrefringente (fig, 03),

Analisado como um todo, o© territErio endocondrial
corou-se sempre metacromaticamente (tab, 02}, Embora de forma
ndo conclusiva, as medidas absorciométricas realizadas tambem su
gerem que a fixagdo d%minuﬁu os radicajs anionicos disponiveis pa

ra a ligagdo com o AT pH 3,4 (tab, 02},

Independentemente. da fixagao, os citoplasmas dos
condrocitos responderam a colotagﬁo pelo AT de forma bastante va
riada, 0 aspecto morfologico mais marcante foi a presenca de
.granu1agaes intracitoplasmaticas, cuja distribui¢cdo naoc apresen-
tou qualquer padrdo detectavel, Alias, o grau de concentracao
das téferidas granu1ag5es causou alteragﬁes‘na coloragao dos ci
toplasmas como um todo., Quando visualizados, os nucleos dos
condracitos apresentaram-se cotados ortoctométicamente.

1.1.2, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

A digest3o pela hia}uronidase testicular (C3) a
boliu completamente a coloragao das regides do pericondrio, sub
pericondrio, interterritdrio e dominio da cartilagem endocon
drial. Na porgao.pericelular do territorio endocondrial, assim
como nos citoplasmas dos condrocitos, a enzima provocou a dimi
nuigdo da intensidade de coloragao, em comparagao com o mate

rial controle para a digest3o (C4).

Com relac3ao aos citoplasmas, a queda da intensi-
dade de coloragio foi acompanhada por uma aparente redugao nume

rica das granulagdes intracitoplasmaticas.

Ao microscopio de polarizagdo observou-se que a
hialuronidase testicular causou nio sa a diminuigdo da  birre-

fringéncia normalmente observada nas diferentes regibes de estu
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do, como também o desaparecimento da maioria das cores de inter

feréncia anteriormente registradas (fig., 06),

Todas as regioes de estudo dos cortes submetidos
ao tratamento controle para a digestao em aprego (C4), exibiram
intensidade de coloragao no maximo iguais, e muito mais freglen

temente inferiores aguelas registradas nos cortes nao tratados

em absoluto (C1 e C2},

1.1.3. Tratamento pela mistura Hia'iurenidase/tolagenase

Comparando-se os cortes digeridos pela mistura de
"enzimas hialuronidase testicular/colagenase bacteriana (C5) e
0s cortes,submetidos aos tratamento controle (C6), observou— se
_ qué, sem nenhuma excecao, 0 tratamento enzimatico provocou a di
minuigéo ou eliminacdo da intensidade de coloragao exibida pe
las regioes estudadas. Mais ainda, os cortes incubados na ag
s§hcia das enzimas (C6) tambem exibiram certa redugdo da inten
sidade de coloragdo, em comparagao com os cortes ndo  tratados

(CY e C2].

0 tratamento enzimatico em questao (C5), acarretou
acentuada remocgio das granulag¢bes intracitopliasmaticas, alem de
provocar o desaparecimento das cores de interferéncia normalmen

te observadas 3 microscopia de polarizagao.

Nos cortes incubados em meio ndo enzimatico: (C6),
~ocorreu certa extragao de material metacromatico, evidenciada pg
la diminﬁiggo da intensidade de coloracao (tab. 1). Tal extra-
cao, ehtretanto; exibiu um certo padrdo, principalmente na por
g?o da cartilagem situada 1mediatamenfe abaixo do subpe¥ic&uﬁf0.

Na regifo citada, foi possTvel visualizar uma espécie de " rede
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FIGURA 06

Corte transversal de septo nasal bovino, digerido pela hialuroni
daée testicular e corado pelo AT pH 3,4. Imagem da birrefringéﬁ
cia total (eixo logitudinal do corte orientado a 450 do analiza-
dor e polarizader). Comparar com a fig., 02 e notar o desapareci
mento da maioria das cores de interferencia, em fungao do trata
mento enzimitico. Pe, pericdéndrio; SPe, subpericdndrio; CE, car
tilagem endocondrial, 100X,
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de proje¢fes digitiformes", que parecia radiar-se da porgao en-
docondrial para o pericondrio, na periferia do corte, Além de
metacromaticas, tajs estrdturas sio birrefringentes, apresentan

do cor de interferéncia verde, e também dicroicas (Fig. 07).

1.1.4. Tratamento pela Papaina

Exceto pelos citoplasmas dos condrocitos, a diges
tio pela enzima proteolitica papaina (C7), provocou a supressao

da colorac3o pelo AT em todas as regioes de estudo, Por outro
lado, o tratamento controle para a citada digestao (C8), nao
alterou significativamente (tab. 1) o padr@o de colorag3o obser

vado nos cortes nao tratados (Cl e C2).

A presenca de granulos metacromiaticos na  matriz
extracelular foi detectada, em cortes submetidos ao tratamento
controle (C8), nas regides do subperidondrio, interterritﬁrio e
territdrio da cartilagem endocondriai. Destaque-se o fato de
que a‘referida granulacao, ao exame visual, pareceu ser'numeri~
camente inferior aquela registrada no material nao tratado em

absoluto.

0s citoplasmas dos condrdcitos apresentaram gran-
de variacao de resposta ao teste citoquimico, independentemente
do fato de terem sido tratados enzimaticamente ou nao. Como re

gra geral, a digestao enzimatica provocou uma queda de colora-

¢ao mais acentuada que o tratamento controle, porém nos dois ca
sos foram observadas :celulas absolutamente n3ao coradas.,

1,1.5. Tratamento pela Alfa-amilase Bruta

Analogamente ao descrito apos a digestdo pela pa-



FIGURA 07

Corte transversal do septo nasal bovino, submetido ao tratamento
controle para a digestao pela mistura de enzimas hialuronidase
testicular/colagenase bacteriana (C6), corado pelo AT pH 3,4.
Imagem da birrefringencia compensada. Notar a existéncia da cha
mada "réde de projecoes digitiformes", radiando-se do subpericon
drio para o pericondrio (setas). Observe-se que tais "projecoes"
n3o se sobrepdem aos condrocitos., 100X.
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pa¥na, o tratamento pela alfa~amilase bruta (C9) também provo-
cou o desaparecimento da co1orag§o observada nas diferentes re
gioes de estudo do matéria? controle (Ci0), exceto os citoplas
mas dos condrocitos, O tratamento controle, por sua vez, nao

alterou de forma significativa as intensidades de coloragdo ob

servadas no material nao tratado em absoluto (C1 e C2).

A exemplo do que foi mencionado anteriormente, a
presenca de granqus metacromaticos na matriz foi detectada nas
regites do subpericondrio, interm’térib e territorio da cartila
gem endocondrial, dos cortes submetidos ao tratamento controle

para a digestiao (C10),

Quanto aos citoplasmas dos coﬁercitos, apesar da
variagﬁo‘de'rESposta observada, tanto a intensidade de <colora-
¢80, quanto a granulagdo intracitoplasmatica, sofreram redugdo
épﬁs o tratamento enzimatico em aprégo. Note-se que a referida
granulagio, além de metacromatica (fig. 08) & tambEnm inténsameﬁ

te birrefringente (fig. 09).

1.2, Coloracdo pelo Azul de Alcian pH 1,0

As respostas a coloracao pelo AA pH 1,0, observa-
"das nas diferentes regides de estudo dos diversos cortes cora-

dos, encontram-sé sumarizadas na tabela 3.
1.2.1, Cortes nao tratados

Ao nTvel do pericondrio, praticamente repetiram-
se os achados descritos apos coloragao pelo AT 3,4, ou seja, a

presérvacao das fibras foi melhor no grupo fixado (C2), e a in
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FIGURA 08

Corte transversal do septo nasal bovino, submetido ao tratamento
'.coﬁtrolé para'a_digestﬁo pela alfa-amilase bruta (C10), corado pe
To AT pH 3,4. -Detalhe da cartilagem endocondrial mostrando dois
condrbcitos isogénicos em sua lacuna. Notar os niicleos ortocro-
mEtiéos, a intensa granulagao intracitoplasmatica metacromatica
{que parece sofrer cérto acumulo junto a parede celular) e a dis
creta granulacao da matriz extracelular circunvizinha., 820X,
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FIGURA 09

0 mesmo corte descrito na fig. 08, mostrando aqui aspectos da
birrefringéncia total. Observar as cores de interferencia da
matriz extracelular e a intensa birrefringencia das granula
coes 1ntracit6p1asmaticas. 820X,
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Intensidades de co]oragao observadas em cortes obtidos por m%croto

mia de congelacdo apos 0 teste pelo Azul de Alcian pH 1,0

R . Interterri-|{ territorio | Territorio
" 523~ rericondrio Subperacon torio endo-| endocon- endocon- Citoplas-
RN drio 7 |condrial |drial drial (Pe-| mas
Q%é@z (dominio) | ricelular)

Cl + ++ ++ +H+ 4 [+ +++

¢2 + o+ +Ht ++ [+t +H+ +H+

- C3 et - - - - -

4 ek -/-+ + +/+ ++ ++

Cs - - - - - -

co -+ -+ + ++ +++ +H+

C7 - - - - - -

c8 -+ -+ ++ + 444 ++

€9 - - - - - -

€10 -+ o+ ++/+++ 44 b S+ 4+

LEGENDA: - nao corado o

‘ -+ coloracao extremamente fraca
+ coloragao fraca
++ colorncao media
+++ coloracao intensa
++++ coloragao muito intensa
0 nao observado
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tensidade de coloragao n3o foi afetada pela fixacdo.

A fixac3o n3o parece ter afetado a intensidade ae
coloragao. do subpericondrio, mas, tanto o acumulo de material na
porgao pericelular das celulas fusiformes, quanto o aspecto es
tratificagao da matriz 1nterterrit0ria1, pareceram mais eviden.

tes no grupo fixado (figs. 10 e 11 ).

0 interterritorio da cartilagem endocondrial, in
dependentemente da fixagao, apresentou-se com grgnuios alciano-
filos (Fig, 11) similares aos granulos metacromaticos descritos,
com a disting3o que as dimensdes dos primeiros pareceram visual

mente maiores que as dos ultimos,

MNos dois grupos aqui em discussao, ao nivel do ter
ritorio da cartilagem endocondrial, a porc¢io pericelular corou-
;e'mais intensamente que o dominio (tab., 3), e os citoplasmas dos

condrdcitos apresentaram-se com granulacdo alcianofila evidente.

1.2.2. Tratamento pela Hialuronidase Testicular

A hialuronidase testicular aboliu completamente a
coloragdao em todas as regioces de estudo (tab. 3), com ekceg%odo
pericondrio. Mais ainda, no material controle para a referida
digestdo (C4), as intensidades de coloragao observadas nas dife
rentes fegiaes de ectudo foram sempre inferiores aquelas regis

tradas nos cortes absolutamente ni3o tratados.

Morfologicamente, nao se detectaram grandes alte
racoes que pudessem ser atribuTdas a acdo da enzima, uma vez
que os aspectos morfoldogicos descritos para as diversas regiodes

dos cortes n3o tratados, repetiram-se tamb&m neste caso.
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FIGURA 10

Corte transversal do septo nasal bovino, sem tratamento, corado
pelo AA pH 1,0, mostrando os diferentes padroes de coloracao ob
servados nas regices do pericondrio (Pe), subpericondrio (SPe )
e cartilagem endocondrial (CE}. Notar o acumulo de material al
ciandfilo na porcao pericelular dos condrdcites subpericondriais.
100X, ‘
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FIGURA 11

0 mesmo corte descrito na fig. 10, mostrando um detalhe do sub
per1condr1o., Observar o j2 mencionado acumu?o de material in
tensamente alcianofilo na porcao pericelular dos condrocitos,e

tambem a disposi¢ao filamentar dos -granulos interterritoriais
{setas). 400X,
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1.2.3, Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

A exemplo do que ja fﬁi anteriormente descrito, a
digestio pela mistura de enzimas'hialuronidase/colagenase (C5),
aboliu por completo toda e qualquer coloragao observavel (tab.
3)., Mais ainda, nos cortes controle para a digestao (C6), a
intensidade de coloracdo registrada nas diversas regioes de es
tudo foi fregqlientemente inferior aquelas registradas no material
absolutamente n3o tratado (C2). 0s aspectos morfologicos basi-
cos permaneceram praticamente inalterados, com excecio da "“rede
de projegoes digitiformesﬁ, descrita no Jtem 1.1.3., que nao

foi visualizada apos a coloragdo pelo AA pH.1,0,
1.2.4. Tratamento pela Papaina

‘A papaina eliminou a coloracdao pelo AA em  todas
as regioes de estudo, Nos cortes submetidos ao tratamento con
trole para a citada digestao (C8), o dominio apresentou intensi
déde de coloragao menor que o interterritorio e o pericelularvi
zinhos, o que favoreceu a visualizagdo de um halo claro envaiven

do os condrocitos.

‘No que concerne aos aspectos morfoldgicos basicos
como a granulacio da matriz extracelular e a distribuicao de
material alcianofilo nas diversas regioes estudadas, a digestdo

pela papaina produziu resultados similares aos descritos apos

coloracao pelo AT pH 3,4,
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1.2,5, Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

0 trataménto_pe]a alfa-amilase bruta (C9) eliminou
a coloragao em todas as regioes de estudo. No material submeti~-
do ao tratamento controle (CfO), a intensidade de coloracao va-
riou mais ou menos da mesma forma que no material absolutamente
nao tratado (C1 e C2), nao tendo sido detectadas alteragoes mor-

fologicas de grande monta,

1.3. Coloragao pelo Azul de Alcian pH 2,0

0s resultados da analise qualitativa, realizada so
bre as diferentes regides de estudo dos cortes corados pelo  AA

2,5, estao resumidos na tabela 4.
1.3.1.- Cortes nao tratados

A fixagao melhorou a preservagao das fibras pericon
driais, embora n3o tenha afetado sua coloragao., O subpericondrio
dcs cortes fixados exibiu granulacao irregular da matriz, sendo
que a variacao de tamanho de tais granulos foi a caracteristica

- que mais se destacou ao exame visual,

Ao nivel da catti1agem endocondrial, observou-se u
ma granu1ag30 muito discreta na regiao interterritorial., Tal gra
nulagdo acumulou-se na porgao pericelular, tornando-a mais inten
samente 'cor_ada'que o dominio vizinho., Os citoplasmas dos condrd
citos, por sua vez, nao pareceram ter sido grandemente alterados

pela fixag3o,
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TABELA 4
Intensidades de coloragao observadas em cortes obtidos por micro

tbmia de congelagao apos o teste pelo Azul de Alcian pH 2,5.

. Y ) - -
3 Interterri-| Territorio {Territorio
ég‘ &2% Pericondriof Subpericon| torio endo-| endocon- |endocon-  [Citoplas-
‘3%% v drio condrial drial drial (Pe-
® ' - . .
O (Dominio) |ricelular)
C1 + +/++ ++ ++ ot ++ 4+
-2 + ++ ++ | ++ /-t +++ ++ [+
. C3 | - - - - ’ - -
ca -t Ry R -]t ‘1 -/-+ 1 +/+ +/ 4+
Ch - - - - - -
C6 - - - - +/++ +/+
c7 - - - - - -
c8 - + /44 + + ++ /4 +/++
c9 - - - - -+ /4 -+
€10 + REERTARS +Ht e+ +H+ ++t
LEGENDA: - nao corado

-+ coloragao extremamente fraca
+ coloracao fraca
++ coloracao média
+++ coloragao intensa
t+++ coloragao muito intensa
0 nao observado
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1.3.2, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

N3o houve qualquer coloragao em nenhuma das  re-
gides de estudo, dos cortes tratados pela hialuronidase testicu
lar (C3). Por outro lado, nos cortes submetidos ao tratamento
controle para tal digestio (C4), as diferentes regioes apresen-
taram intensidades de coloragao conforme exposto na tabela 4;ng
te-se que tais coloragoes foram sempre inferiores aquelas regis

tradas no material nao tratado (CZ).

Uma vez que as intensidades de coloragao exibidas
pelas diferentes regioes de estudo foram, de uma forma geral ,

bastante fracas nos dois materiais em questdo, a analise ¢ das

caracteristicas morfologicas foi impraticavel,
1.3.3. Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

0 tratamento pela mistura de enzimas hialuronida-
se testicular/colagenase bacteriana (C5), suprimiu a coloragao
de todas as regioes de estudo.. Apos o tratamento centrole pa
ra a referida digest3o (C6), as regides do pericﬁndrio, subperi
¢Gndrio, interterritdrio e dominio, também apreséntqram-se nao
coradas em absoluto. Mais ainda, as regiCes coradas dos cortes
controle (territﬁrio pericelular e citoplasmas dos condrocitos),
apresentaram as mesmas intensidades de coloracao observadas apos
o tratamento controle para a diggstao pela hialuronidase (C4),
sendo portanto inferiores aos valores registrédos no material
sem tratamento (C1 e C2). Em vista da auséncia de coloragao,
‘n3o foram observadas alteracbes morfologicas passiveis de regis

tro.
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1.3.4. Tratamento pela Papaina

Nos cortes digeridos pela papaina (C7) n3o foi ob-
servada qualquer coloracio em nenhuma das regides de estudo, en-
quanto que no material tratado somente pela solucao tampaoc ( C8)

as intensidades de colorag3o registradas para cada regiao de es-
tudo foram sempre inferiores agquelas observadas no material absg
lutamente n3o tratado (C1 e C2). A regi3o do pericondrio  tam

b&m n3o.se corou nos cortes submetidos ao tratamento controle pa

ra a digestao (C8).

1.3.5. Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

¢

Apos o tratamento pela alfa-amilase bruta (€9) ve .
rificou-se uma coloracdo fraca na cartilagem endocondrial, mais
especificamente na porgao pericelular da regido territorial e
nos citoplasmas dos condrécitos; nas demais regioes de estudo ndo
se observou qualquer co]oragﬁo.( Opostamente, no material contro
le para tal digest3o (C10), as intensidades de coloragao registra
das nas diferentes regioes foram no minimo iguais, e freqlentemen

te superiores, as observadas no material nao tratado.

Paralelamente a este aumento na intensidade de co
Toracio, ocorrido apds o tratamento pelo tamp3o PBS (C10), obser
vou-se que a granulagao caracteristica das porgdes interterrito-

riais em geral tornou-se muito dif?ci1 de ser visualizada.
1.4. Golorac%o pelo Xilidine Ponceau pH 1,7

As intensidades de coloragdoc observadas nas dife-

rentes regides de estudo, apos a coloragao pelo XP 1,7, encon-
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tram-se sumarizadas na tabela 5,
1.4.1. Cortes nao tratados

A fixac3ao n3o sd meihofou o grau de compactagao
das fibras pericondrié?s,lcomo tambeém aparentemente aumentou a
-capacidade das mesmas de ligar moleculas do corante, o que tor
nou o pericondrio mais intensamente corado apos a fixagao. Con
cordando .com os resultados ja apr_esentados, 0 per_icﬁndrio mos-
trou-se intensamente birrefringente (fig. 12). Com relagao ao
.subpericandrio, observou-se que as porgﬁes mais proximas do pe
ricondrio coraram-~se mais intensamente que aquelas mais afasta-

das (fig., 13). = .

0 interterritﬁrio da cartilagem endocondrial apre
sentou-se finamente granulado, independentémente da fixagao. A
coloragdo da citada regiao foi sempre mais intensa que agquela
registrada no dominio (tab. 5), o que favoreceu a visualizagao

dos halos claros envolvendo os condrocitos.

No que tange a coloracao, os citoplasmas dos con-
drécitos nao foram afetados pela fixacdo. O aspecto morfologico
basico observado consistiu na presenga de um material mais ou me
‘nos homogéneo, as vezes superposto, Muito freqﬁenteéente obser-
varam-se citoplasmas colapsados, e contendo uma especie de "gru
mo* de material em seu interior. Os HGC1GOS tambem apareceram

bem corados,
T{4.2,‘Tratamento pela Hialuronidase Testicular

A digestdo pela Hialuronidase testicular (C3) acaﬁ'
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Intensidades de coloragae obserVadas em cortes obtidos por micro
tomia de conge?agao apos 0 teste pelo Xilidine Ponceau pH 1,7

_ . |Interterri-{ Territorio|Territorio
Pericondrio|Subpericon-| toric endo-| endocon- endocon- Citoplas-
. drio condrial drial driat: (Pe- | mas
' (Dominio) |ricelular)
€l +++ dob 4t ++ + +++ 4 [+
C2 4+ ot [+ [ +4+ -+ /+ +++ +4+/+++
€3 4+ b [+ +++ +H+ +4++ + /444
C4 4 4 [ 44 ++ + /4 4 H [+
Ch ++ + -+ -+ -+ -+
Cé 4/ 4+ +4 ++ [+ +++ ++ /e
c7 4 [+ +++ +++ 4+ ++
c8 et/ 4+ +H + + +4 /44
c9 S N Y +++ +++ bt +4+
clo 44 +++ ++ et +4+ 4 /4
"LEGENDA: - n3o corado
-+ coloragao extremamente fraca
+ coloragao fraca
++ coloragao media
+++ coloracao intensa
++++ coloragao muito intensa

0 nao observado
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FIGURA 12

Corte transversal do septo nasal bovino, sem tratamento, corado
pelo XP pH 1,7, Imagem da birrefring&ncia compensada, onde se
nota que as regioes pericondrial (Pe), subpericondrial (SPe) e
a tartilagem endocondrial (CE)}, apresentam diferentes arranjos
macromoleculares, que se traduziram nos diferentes padroes de
birrefringéncia observados. 50X,
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FIGURA 13

0 mesmo corte descrito na fig. 12. Notar as diferencgas na
coloragido exibida pelas regides pericondrial (Pe),'subpericog
drial (SPe) e cartilagem endocondrial (CE). Comparar com . a
figura anterior e notar a correspondéncia entre a intensidade
de coloragdo e a birrefringéncia., 64X,

A
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retou um hipercromismo, em comparag&o com o material  controle
(C4), em todas as reg1oes de estudo, com excegao dos citoplas
mas dos condrocitos, onde a enzima nao atuou de forma percepti-

vel sobre a coloracio.

Quanto @ morfologia, n3o se observaram alteragoes
que pudessem ser cabalmente atribuidas & hialuronidase. Ao ni
vel do intertérritorio da cartilagem endocondrial dos cortes en
zimaticamente tratados (C3), foram observados granulos com di
mensoes aparentemente superiores aquelas anteriormente observa
das no material controle (C4). Entretanto, tal fato representa

apenas uma impressao visual, sendo necessaria a realizag3o de

medidas acuradas para determinar a validade desta observagao,

1.4.3, Tratamento pela mistura Hia?uronidase/ﬁo]agenase

Sem excegao, a digest3o pela mistura de enzimas
_ hia1uronidase/co}agenase (C5) provocou um hipocromismo em todas
as regiﬁes de estudo, em comparagao com o material submetido ao
tratamento controle para tal digest3o (C6). A analise morfolp-
gica reQeTou apenas discretas alteragOes ja descritas antes, co
mo por exemplo, maior grau de desorganizacdao das fibras pericon
driais em fungao do trafamento enzimatico, e variacao na distri

bui¢do dos granulos tipicos das porgdes interterritoriais.
1.4.4, Tratamento pela Papaina

Exceto pelo interterritorio da cartilagem endocon

drial, a digestao pela papaina (C7) provocou um aumento da in-
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tensidade de coloragdo observada em todas as regides de estudo,

em comparagdo com o assinalado nos cortes controle (C8),

No material digerido pela enzima em questdo, o in
terterritﬁrio e o territaréo (domTnio e pericelular) da cartila
gem endocondrial, exibiram exatamente a mesma intensidade de co
loragzo, nao sendo observados os halos claros que circundaramos

condrocitos no material submetido ao tratamento controle.

A enzima agiu sobre os citoplasmas, tornando- os
visualmente homogeneos e desprovidos dos "grumos”, observados no

material absolutamente n3do tratado,
1,4,5, Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

0 material tratado pela alfa-amilase bruta (C9)
apresentou intensidades de coloragio no minimo iguais, e = fre
qlentemente superiores 3s observadas nos cortes controle para

tal digestao (C10).

A n?Qel do éubpericandrio.dos cortes tratados so-
mente pelo tampao (C10), os granulos da matriz interterritorial
apresentaram-se ordenados em ffilamentos“ de fbrma analoga Ta
 descrita no Ttem 1.1.1. A alfa-amilase tamb&m provocou uma ho=
mogéneidade da ‘resposta, em termoé de intensidade de coloragao,
do interterritdrio e das duas porgCes do territdrio (dominio e

pericelular) da cartilagem endocondrial (tab. 5).
1.6, Coloragdo pela tecnica de PAS

0s resultados da analise qualitativa, expressos em

termos de intensidade de coloragao, obtidos apos coloragao pela
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tecnica de PAS, est3o resumidos na tabela 6,
1.5.1, Cortes nao tratados

A fixagao nao parece tér afetado grandemente a in
tensidade de coloragao das diferentes regices de estudo. Quan
to a morfologiay repetiram-se ébservagﬁes ja assinaladas, como
aumento aparente do grau de cqmpactagﬁo das fibras pericondriais
em funcao da fixagao. Ao nivel do subpericondrio, independente
mente da fixagao, nao foi poss?ve? individualizar os granulos
- da matriz, caracter?sticos da regido. Entretanto, na regifo em
questao foram observadas "Tinhas" mais intensamente coradas,que
se distribuiram exatamente nas mesmés porcoes em que foram 0b
serVadoﬁ os "granulos em filamentos", descritos no Ttem 1.1.1,
A fixagao tambem n3o alterou sighif%cativaménte o padrao de cé
loragao dos citoplasmas dos condrocitos. Em ambos os grupos
aqul em discussao, os citop]ésmas’exibiram aspecto nao homogneo,
contendo grumos e granulacgOes PAS-positivos, distribuidos sem

padriao especifico.
1.5.2._Tfatamento pela Hialuronidase Testicular

ApSs a digestao pela hialuronidase testicular (C3),
observou-se uma discreta queda na intensidade de coloragao dos
cortes em geral, com excegao de certas porgdes da cartilagem en
docondrial (interterritorio e pericelular). Nos citados cortes
(C3), ocorreu aparente dimipuigﬁo dos granulos PAS-positivos no

dominio, sugerindo gue 0s mesmos sejam hialuronidase-sensiveis.



54

TABELA 6

Intensidades de coloracao observadas em cortes obtidos por micro

tomia de congelagdo apos o teste pela reac3o de PAS

-+ coloragao extremamente fraca

+ coloracao
++ coloracao

fraca
media

+++ coloracao intensa
++++. coloracao muito intensa

0 nao obsery

ado

& Interterri-| Territorio | Territorio
oy sbé; Pericondrio| Subpericon-| torio endo- endocon- | endocon- | Citoplas-
%% v drio condrial drial drial (Pe-| mas
4%,€Z. (Dominio} | ricelular)
C1 4/ ot +4+ e ++t +++
€2 +++ ++ [+t 4+ [ 4+ +++
C3 +4/+++ /4 +++ + ++++ ++ [+t
_C4 ++ | +4+ +4+4+ b [+ ++++ et
€5 ++ + /44 + F . 4
Cé o+ [+ ++ +H+ 4 [+ b [
c7 ++ -+ fH4+ ++ /44 +++/++%+ 4/ ++ /it
c8 4+ ++ [+ A ++/+++ +h+ /4t ++/++4
c9 ++ /4 +H/+++ ++ /P -+ e
_AC10 +++ /4 +++ 4/ H+t 4 ++
LEGENDA: - n3o corada
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A enzima tornou tamb&m os citoplasmas visualmen-
te homogéneos, contendo apenas discreta granulagio, posto que
nio foram observadas as grandes massas de material PAS-positi-

yvo, descritas no Ttem 1,5,1.

1.5.3. Tratamento pela mistura Hialuronidase/colagenase

A digestdo pela mistura de enzimas hialuronidase/

colagenase (C5) causou um hipocromismo em todas as regioes de

estudo, em comparacaoc com o observado no material controle pa

ra tal digestao (tab, 6),

N3o foram observadas quaisquer alteragoes morfo
10gicas além daquelas descritas apds o tratamento peta hialuro
nidase isolada (Ftem 1.5.2,)., Uma vez que o tratamento em ques
t50 introduziu modificagdes relacionadas principalmente com a
colorabilidade das diferentes regides, & interessante notar
qué no material submetido ao tratamento controle (C6), certés
régiﬁes dos cortes apresentaram-se menos intensamente corados
que © anteriormente registtado nestas mesmas regiaes apos o
tratamento controle para a digestdo pela hialuronidase isolada
(C4). Isto foi observado a nivel do pericondrio, subpericon-
drio e citoplasmas dos condrocitos, e parece indicar certa 630
desorganizadora ou solubilizadora por parte do tampao Tris uti

1izado como solvente da colagenase.
1.5.4, Tratamento pela Papaina

‘0 tratamento pela papaTna provocou alteragoes nas

intensidades de coloracao exibidas péias diferentes regioes de

estudo, em comparacio com o material controle (tab, 6).
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Ao nivel do subpericondrio dos cortes submetidos
ao tratamento contfole (C8), foi observada a presencga de mate
rial PAS-positivo dispondo-se de forma aniloga a "rede de pro
jecgoes digitifetmeS“,.descrita no Ttem 1.1,3, Ao que parece,
05 granuTos PAS-positivos da porgao interterritorial da carti-
lagem endocondrial sdo papaTna-sensiveis. 0s citoplasmas dos
condrocitos, por sua vez, mostraram-se visualmente homogéneos,

contendo granulagao muito fina.

1.5.5, Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

A digest3o pela alfa-amilase bruta (C9) intrody
ziu alteracGes de 'coloragao nas diferentes regiﬁes de estudo,
em comharagﬁo com o material submetido ao tratamento controle
.para tal digestdao, conforme demonstrado na tabela 6. Quanto a
morfologia, a enzima nao provocou alteragoes perceptTveis, gue

pudessem ser inequivocamente 3 ela atribuidas.

2. Resultados obtidos apos inclusao em Parafina

Fragmentos de cartilagem hialina foram submeti
dos aos procedimentios descritos nos Jtens P1 a P15 dos Mate
riais e Métodos. Os cortes histologicos realizados sobre 0s
blocos de parafina, contendo tais fragmentos, foram submetidos
aos testes citoquimicos ja citados e posteriormente analisados

3 microscopia Gptica comum e de polarizagdo.
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A analise rea?izada sobre o materiél incluido em
parafina foi, tanté em termos de carater, quaﬁto em termds de
objeto de estudo, a mesma-ané]ise levada 3 efeito sobre os cor-
tes obtidos por congelacdo. Em outras palavras, realizou-se u

ma analise qualitativa, que recaiu sobre as mesmas regices de

estudo j3 descritas.

2.1, Coloracao pelo Azul de Toluidina pH 3,4

As respostas a coloragao pelo AT pH 3,4, observa-
das nas diferentes regioes de estudo dos diversos cortes cora

dos, encontram-se sumarizadas na tabela 7.

2,1.1. Cortes nao tratados

0 material absolutamente nao tratado, mas simples
mente fixado pelo paraformaldequ (P1) apresentou um padrio de
cé?oragﬁo para as diferentes regites de estudo conforme indica-
do na tabela 7. Como ja mencionado anteriormente, na regiao da
cartilagem endocondrial, o dominio corou-se menos intensamente
que o interterritorio vizinho, favorecendo a visualizagéo de ha

Tos claros envolvendo os condrocitos.

Ao nivel do interterritdrio da cartilagem endocon
drial foi observada a presenga de granulos metacromaticos, mui

to similares aqueles descritos nos cortes obtidos por congelagao

(Ttem 1.1.1.)., O0s condrocitos tambem apresentaram granulagoes

°* no interior dos citoplasmas,
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Intensidades de colorag&o observadas em cortes de material in-

cluTdo em parafina, apds teste pelo

Azul de Toluidina pH 3,4

...................................................

. 4%9_ R Interterri- | Territorio| Territorio
o X’0, |Pericondric{Subperi- Itorio endo- |endocon- endocon- Citoplas~
B APANGD . ; \ P
&, condrio  |condrial drial drial (Pe- | mas
o AN T S0 (Domindo) | ricelular)
P -t +/ 4+ ++/ 4t ++ bk J b+ i/t
p2 TAL: + 4/ 44+ ++ ot 4/ 4+
P3 - + ++ + 4+ [+
P4 c 0 +/++ -+ +4 +++
P5 - + + 4/ 4+ /b ++
P6 - - ++ +/+4+ ++ ++
P7 - ++ +/ 4+ +/++ 4 ++/+++
P8 ‘- - -+ -4 +/++ +
P9 “/=+ /4t +++ ++ b/ 4/ 4+
P10 - - ++/+++ ++ 4+ +/
P11 vt + 4/ +4+ ++ {4/ 44 +++
P12 - - + +/++ ++4 +++
P13 - 44+ +++ /4 ot | +4+/+++t
P14 - - + -+ ++ +
P15 - + ++ +/ 4+ ++/ 4 +/++
LEGENDA: - nao corada
-+ coloragao extremamente fraca
. + coloracgao fraca
++ coloragao media
+++ coloracao intensa
++++ coloragao muito intensa
0 nao observado '
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¢.1,2, Tratamento por Cloretos

Tanto no grupo t;atddo pelo Cloreto de Magnesio
tMgC12) isoladamente (P2}, quanto no grupo submetido a aclo se
qliencial dos cloretos de magnésio e calcio (P3), as fibras peri
condriais sofreram severa desorganizacio. Ao nivel do subperi
cﬁndrio de tais cortes, a acao dos cloretos foi evidente, uma
vez que as celulas fusiformes caracteristicas da regido apresen
taram formas mais arredondadas, nao sendo observado o  acumulo

de material pericelular normalmente visualizado em tal regiio.

Nos dois grupos em aprégo (P2 e P3), os halos cla

ros, envolvendo cada um dos condrocitos foram novamente observa

‘dos, sendo que nos citoplasmas dos condrocitos, n3o se observa-

‘ram alteragoes de coloracgdo ou morfologia.

2.1.3, Tratamento pelo Rcido Tricloroacetico

ApGs o tratamento pelo TCA @ quente, os -fragmen-
tos de cartilagem hialina sofreram redugao em tamanho que atin

giu valores entre 40 e 70% de suas dimensoes originais. As por

. g¢Oes mais externas dos fragmentos de cartilagem foram progressi

vamente solubilizadas durante o tratamento, o que impediu a vi

sualizagao das regioes pericondrial e subpericondrial,

A porgao interterritorial da cartilagem - -endocon
drial apresentou variacOes de resposta ao teste citoquimico em
questdo, sendo que a intensidade de coloragao varjou, sem pa-
drEo especifico, ao Tongo dos cortes, Né'regiﬁo territorial do
endocandrio, foram observados hé]os claros envolvendo os condr@

citos, e na porg3o pericelular ocorreu um aclmulo de granulosme
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tacromaticos junto & membrana plasmatica dos condrocitos. Alias,
os referidos condrocitos exibiram contornos pouco regulares, e

citoplasmas (quando n3o colapsados) contendo granulagdes metacro

maticas.
2.1.4, Tratamento pelo metodo de Miller

No material submetido ao meétodo descrito por Miller

(1972) para solubilizacao de colageno, observaram-se intensidades
de coloracao conforme sumarizado na tabela 7. 0 pericondrio nio
se corou em absoluto, enquanto que o subpericondrio teve sua mor

fologia alterada, exibindo aspecto fibrilar.

A g?anu1ag§o metacromatica da matriz interterrito-
r1a1 QO endocondrio sofreu redugao, em comparagdo com o material
absolutamente n3o tratado (P1). Os citoplasmas dos condrocites
responderam diferentemente ao teste citoqu?mfco, de acordo com
sua localizagao no corte, o que(sugeriu a ideia de que o tratamen

to foi mais eficaz nas porcoes mais perifericas dos fragmentos.
2.1.5, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

0 tratamento pela hia?uronidésé testicular (P6) a
parentemente ‘afetou principalmente as porgOes mais perifericas
dos fragmentos de cartilagem, em especial as regices do pericon-
driv e subpericandfio. Em comparagao com o material controle{P7),
apenas nas regides citadas e possivel perceber claramente a agao
da enzima, Nos demais pontos de estudo os resultados sio confu
‘sos (tab, 7), ora indicando que a hialuronidase aumentou a colo

ragdo (interterritério da cartilagem endocondrial), que a enzima
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diminuiu a coloragio (cjtoplasma), e ainda, que a enzima ndo in
terferiu com a capacidade de ligagdo do corante (territorio da

cartilagem endocondrial},

Contrariando as observacoes realizadas sobre 0s
cortes obtidos por microtomia de congelagao, as granulagoes me
tacromaticas da matriz interterritoria1 da cartilagem endocon-
drial, bem coho as dos ;ﬁtoplasmas dos condrocitoes, nao foram a

parentemente afetadas pelo tratamento em discussdo.
2.1.6, Tratamento pela Colagenase Bacteriana

0 tratamento pela colagenase bacteriana (P8}, pro
vocou a diminuic3o, e por vezes o desaparecimento, da coloragao
em todas as regides de estudo, em comparagao com o observado no

material controle para tal digestao (P9).

Morfo?ogicameﬁte, observou~se que na regiao inter
territoria1 da cartilagem endocondrial dos cortes controle, os
granulos metacromaticos apresentaram distribuigao em grumos,que
as vezes lembravam visualmente uma parede de tijolos. Os dois
tratamentos em discussao (P8 e P9) afetaram os citoplasmas dos
condrocitos, que apresentaram certo grau de colapso. Mesmo as
sim, em certas porgoes foi pos;?ve] percebér discreta granulagao

no interior dos mesmos.
2.1.7. Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

0 tratamento pela mistura de enzimas hialuronida-

se/colagenase (P10) parece ter atuado sobremaneira nas regioes
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pericondrial e subpericondrial, onde ocorreu a supressao da cg
1ora930¢ Para as demais regiSes de estudo, o materia1-enzimal
ticamente digerido apresentou resultados muito semelhantes ao
matertal controle (P11}, que por sua vez nao diferiu muito do

observado nos cortes absolutamente nao tratados (P1).

A periferia dos fragmentos de cartilagem trata-
dos pela mistura de enzimas em ipreco, nao se corou em absolu-
to, 0 que sugere uma agao preferencial destas enzimas sobre as
porcoes mais externas dos referidos fragmentos. Em vista do
acima exposto, nao foram observadas alteracoes morfologicas de
~grande monta nos dois materiais em discussao, verificando-se ,
praticamente, uma repeticao do descrito no§ cortes nao trata-

dos (P1}.
2.1.8. Tratamento pela Papaina

A digestao pela papa?na‘(P12) provocou a diminuil
¢30, e em alguns casos até a e?iﬁénagﬁo, da coloragao verifica
da em todas as regiges de estudo (tab. 7), comparando-se com 0
observado no material controle para tal digestao (P13). 0 re
ferido controle (P13) apresentou intensidades de coloragio me
nores que agquelas registradas no material nao tratadé em abso
luto (P1). '

Em concopdéncia com o bbservade nos cortes obti-
dos. por congelagao, o subpericandyio dos cortes controle apre

sentou, ao nivel do interterritorio, uma distribuigio filamen-

tar dos granulos metacromaticos.

A enzima em quest3o diminuiu a granulagdo meta-

cromitica do interterritdorto endocondrial, em comparagao com O



63

controle, Atias, no controle parece ter havido certa acumulagio
dos grénu1os da regi§o em quest3do, uma vez que ﬁeste caso o fg
terterritﬁrio mostrou-se coﬁ granu]agﬁo maior do que o wusualmen
te observado, contradizendo o observado nos cortes obtidos por

microtomia de congelagdo (Gtem 1.1.4.},

2.1.9, Tratamento pela Alfa-Amilase bruta

Em comparagﬁo com o observado no material controle
(P15), o tratamento pela alfa-amilase bruta (P14) provocou a di

minuicao e/ou eliminagao da coloragdo registrada nas diferentes

regices de estudo.

Por outro lado, com excecdao do pericondrio, o cita
do controle apresentou intensidade de coloragao superior a regis
trada nd maferial nao tratado (P1). Tal aumento na intensidade
de coloracac, aparentemente causadd pelo tampao PBS, ndo ficou

t3o0 evidenciado nos cortes obtidos por congelacao (Ttem 1.1.5.).

Nos dois materiais em discussao, ao nivel da carti
lagem endocondrial, o territdrio (em especial, o dominio) corou~
se.menos intensamente gue o interterritﬁrio, 0 tratamento enzi
matico aparentemente aumentou o grau de colapso verificado nos

citoplasmas dos condrocitos.

2.2, Coloragao pelo Azul de Alcian pH 1,0

Com a finalidade de se detectarem as GAGA sulfata-
das, laminas representando os diversos tratamentos, bem como nio
submetidas a qualquer tratamento, foram simultaneamente coradas

pelo AA pH 1,0, & €oloragio seguiu-se a an3lise qualitativa, cu
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jos resultados encontram-se sumarizados na tab, 8,
2.2,1, Cortes nao tratados

As diferentes regiGes de estudo dos cortes absoluta
mente ndo tratados (P1), apresentaram intensidades de coloragao
conforme demonstrado na tab, 8§ ”Foi_observado certo grau de de
sorganizagdao na regido subpericondrial, que apresentou  variagao
de resposta ao teste citoquimico em_questﬁo. A granulagdo da ma
triz na regiﬁo foi bastante evidente, tendo sido também visualiza

das figuras muito similares as "projegoes digitiformes" observa-

das nos cortes obtidos por congelagdo (Ttens 1.1.3, e 1.5.4.).

A regido limtrofe entre o subpericondrio e a carti
lagem endocondrial apresentou grande nimero de granulos alcianofi
los, com dimensdes variadas. O0s citoplasmas dos condrocitos exi

biram granulacgdes muito finas, mas bastante evidentes,

2.2.2, Tratamento por Cloretos

Tanto no material tratado pelo MgCTZ_ isoladamente,
quanto no material tratado seqliencialmente pelo MgC]2 e CaC]2
(P3), foi observada uma sensivel variagdo de resposta ao teste ci
toqu?mico-em apreco. Comparando-se' 0s éois tratamentos entre si
(tab, 8), percebe-se que eles nao afetaram a intensidade de colg
racdo. do pericindrio, interterritdrio e citoplasma dos condroci-
toé. Ja o tratamento seqﬁencia! pelo MgCT2 e CaC12 diminuiu a ca
pacidade dé 1%9&950 das moleculas do corante com o substrato no

subpericondrio e pericelular,
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TABELA 8
Intensidades de coloragao observadas em cortes de materfal in-
cluido em parafana,‘apos o teste pelo Azul de Alcian pH 1,60
z*@'éf R . lInterterri- | Territoriol| Territorio
lbé € {Pericondrio [Subperi- torio endo | endocon- endocon= Citoplas-
RN ’ condr1o condrial drial drial (Pe-{ mas
_._Q%‘.¢k. A0 00 (Demindo) . ricelular)

. P1 + +/++ -+ . /-4 ++++ +++
p2 + ++ 4+ Ft ++++ ++/+++
P3 4 +] 4+ e +t TN EX T [y

. P4 0 0 + + ++ +/++

- P5 + +/++ +4/+++ + +++ 4[4+
P6 - - [+t St +++ ++
PZ . -+ -+/+ ++/+++ +4/+++ +++ ++
P8 -+ -+ -+/+ -+/+ +/++ ot
P9 -+ + ++ -+ +++ )+ +4+

P10 - - +4+ +4+ 4/t o [+
PN -+/+ + ++/+++ +++ +4+ [+ ++/ 4+
P12 -/-+ -/=+ -+ -+ ~+/+ -/t
P13 -+ -+/+ ++/++4 44+ TN St
P14 “+/+ -+/+ -+/+ -+/4 + -+/+
P15 -4 + +4 +++ ++H +H
LEGENDA: - nao corado
' -+ coloragao extremamente fraca
+ coloracao fraca
++ coloracao media
\ +++ coloracao intensa
. ++++ coloragao muito intensa
0 nao observado
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Por outro lado, a comparagdo individual de qualquer
des dois grupos em discussdo (P2 e P3), com o grupo absolutamente
ndo tratado (P71}, torna ainda maior a citada variag3o. Tomando-se

por exemplo o grupo tratado pelo MgCl, e CaCl

5 > seqlencialmente

(P3), nota~se que o tratamento ndo afetou a coloragao do pericon-
drioc e subpericondrio, aumentou a coloragdo do interterritdrio e

‘do dominio, e diminuiu a coloracio pericelular e dos citoplasmas

dos condrocitos.

Foram tambem observadas severas alteracoes morfolo-
gicas, como remocao de porgoes do peric§ndrio e subpericondrio,

Alem disso, visualizaram-se muitas lacunas vazias, indicando que
Vos cifoplasmas dos condrocitos foram removidos durante os‘traumeﬂ

tos em questao.
" 2.2.3. Tratamento pelo Acido Tricloroacético

Tanto a regi3ao pericondrial, quanto a regido subpe
ricondrial dos cortes tratados pe}o TCA 3 quente (P4), n3ao foram
visualizadas, Tal fato se deu em virtude das razoes mencionadas
anteriormente (7tem 2.1.3.). As demais regices de estudo apresen

taram intensidades de coloracao conforme exposto na tabela 8.

0 interterritorio e o dominio da cartilagem endocon
drial mostraram-se visualmente homogéneos, & indistinguiveis em
termos de intensidade de colorac3o. Nas duas regidoes em questao,

o tratamento pelo TCA parece ter aumentado a capacidade de Tliga-

¢30 com o corante, em comparagao com o material n2o tratade (P1).

A por¢do pericelular teve sua extens3o aparentemen
te reduzida, em compara¢io com o material n3o tratado, A grande

matoria dos condrocitos sofreu colapso, porém aqueles que preser-
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yaram sua morfologia apresentaram citoplasmas menos corados que

o observado no material n3o tratado (tab., 7).
2.2.4, Tratamento pelo método de MILLER

0 material tratado sequndo o método de Miller
(1972) para solubilizagdo de colageno (P5) apresentou intensida
des de coloragao nas diversas regides de estudo, conforme regis

trado na tab, 8.

Ao nivel do 1nterteﬁ:it5r10 da cartilagem endocon
drial, foi possTvel perceber que os granulos da matriz extrace-
lular apresentaram dismetros diversos. Nem sempre a porgao pe
rice1u1ar foi obs€rvada como regiﬁo'distinta, g os citoplasmas

dos condrbcitos mostraram-se freglientemente colapsados.

A porgdo mais central dos .cortes respondeu ao te§
te citoquimico de forma extremamente parec1da com o observado no
material nao tratado (P1), suger1ndo que o tratamento em  ques
tao agiu preferenCTalmente nas porgoes mais periféricas dos frag

mentos de cartilagem.
2.2.5. Tratamento pela Hialuronidase Testicular

Exceto pelas regﬁﬁes do pericﬁndrio e subpericon-
drio (onde a agao da hialuronidase testicular resultou na  su-
pressao da coloragdo), nao foram observadas dzferengas signifi-

cativas de coloraglo entre 0 mater1a1 tratado enzimaticamente e

seuy respectivo controle (tab, 8}).

Morfologicamente, apds a digestdo enzimatica, ve-

rificou~se a ausencia da granulagao caracteristica da matriz do
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interterritdrio da cartilagem endocondrial, Tal fato concorda com
o obseryado nos cortes obtidos por microtomia de congelag3o, onde

0s granuios em quest3o mostraram-se hialuronidase-sensveis,
2,2,6, Tratamento pela Colagenase Bacterjana

A digestdo pela colagenase bacteriana (P8) provocou
a diminuigdo da intensidade de coloragao de todas as regides de
estudo (exceto o pericondrio e o dominio), em comparacao com 0§

valores registrados nos cortes controle (P9) (tab, 8),

0 tratamento enzimatico em questdo (P8), tornou in
distintos o domTnio e o interterritorio, ambos da cartilagem endo
- condrial, A diferenga de coloracio entre as duas regioes foi fa

cilmente observada, tanto no material controle, quanto no mate

‘rial n3o tratado (tab. 8).

Aparentemente, a enzima ndo alterou a granulacio da
matriz extraceTular, porém, o tratamento controle causou altera
¢6es nos referidos granulos, principalmente no que concerne as
dimensoes e distribuigao dos mesmos. A co?agenaSe tornou os con
drocitos visualmente mais homogeneos que no controle, posto que

ocorreu acentuada redugao da granulagio intracitoplasmitica.
2.2,7, Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

A aclo da mistura de enzimas hialuronidase/colagena
se (P10) Eausou a total eliminagao da co?oraggo das regiGes peri
: condr?af e subpeficondria], enquanto que nas’ demais regiGes de es
tudo a coloragﬁo';ftwurse muito pﬁﬁxima daquela registrada‘para 0

material controle (P11} (tab, 8).
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Em ambos os tratamentos aquﬁ.em dis¢uss€o, observa
ram-se discretas a1terag5es no intetterritﬁrio'da cartilagem en
docondria?. No materiai submetido 3 acio das enzimas, a citada
regido apresentou-se visualmente hoﬁogénea, enquanto que no mate
tial contto1e (P11), os gr%nu1os do 1nterterrit6rio pareceram
~maiores em tamanho e tamb&€m mais agrupados do que o observado no

material nao tratado (P1}.

A exemplo do que foi assinalado anteriormente, a
mistura hialuronidase/colagenase parece ter agido preferencialmen
te nas porgSes mais perifEricas dos fragmentos de cartilagem, 0
que se evidenciou pela auséncia de colorag3ao nas porgoes perime-

trais dos cortes,
2.2.8. Tratamento pela Papaina

Exceto pelo pericondrio, a digest3o pela  papaina
(Pi?)-provocou um hipocromismo, em comparagao com o tratamento

controle (P13), em todas as regides de estudo.

A granulagao da matriz interterritorial da cartila
gem endocondrial foi menor no material enzimaticamente digerido
(P12), do que no material controle (P13), onde foram observados
grinu]os com dimensSes variadas, similares aos descritos no Ttem
2.1.8, Mais ainda, n3o foram visualizados os “"granulos em fila

mentos" descritos apos coloragio pelo AT pH 3,4,

2.2.9, Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

A digest3o pela alfa-amilase bruta (P14) diminuiu

a intensidade de coloragao, em comparagao com o material contro-
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Te (P15), em todas as regiﬁes de estudo, 0 1ntérterrit6rio da
cartilagem endocondrial te&e SUua gpanuiagﬁo,céracter?stica apa
rentemente reduzida em fungio da digestgo“enzimitica; Ao ni-
vel dos citoplasmas dos condrdcitos, a alfa-amilase bruta nao
s0 eliminou a granu1ag50 intracitoplasmatica, como tambem alte

rou os contornos celulares, causando acentuado grau de colapso.

2.3, Coloragdo pelo Azul de Alcian pH 2,5

0s resultados da analise qualitativa, expressos
em termos de intensidade de coloragao, realizada sobre as dife
rentes regioes de estudo dos cortes corados pelo AA 2,5, estao

sumarizados na tabela 9,

2.3.1. Cortes ndo tratados

Nos cortes absolutamente n3o tratados (P1), veri
ficou-se a ausencia de coloragdo no interterritorio e no domi
nio da cartilagem endocondrial, As demais regivces de estudo

coraram-se como exposto na tabela 9.

A porgdo de cartilagem endocondrial, situada ime
diatamente abaixo do sprericSndrio, apresentou granulos inten
samente alcianofilos, majiores que os grﬁnu?os usualmente obser
vados. Os citados grﬁnu1os alcian6f11os‘com dimensoes altera

das sao analogos aqueles descritos no Ttem 2,2,1,, uma vez que
apresentam a mesma morfologia e ocorrem na mesma regiao.

Foi registrada a presenga de granulagdes no sub
pericondrio e tamb&m no interior dos citoplasmas dos condroci-

tos, sendo que em ambos 0s casos nio se observaram alteracoes
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TABELA 9
Intensidades de coloragao observadas em cortes de material. in-
cluido em paraf1na, apos o teste pe1o Azul de Alcian pH 2,5
s ] " & ) —— + - — L]
R Interterri-l Territorio Territorio
PR Pericondrio | Subperi- torio endo-| endocon- endocon- Citoplas=~.
’ba S o condio condrial drial drial {(Pe- | mas :
oo ' (Dominio}. .[ricelular
&7, ( ) )
P1 ot - - b [ +++
P2 +/++ +/+4 + [ +++ +++
P3 ++ [/ ++4+ - -4 4/ 44+ 4[4+
P4 0 -+ -+ +4 Fey
P5 - +++ -+/+ -+ bk [t e adAnat
P6 -+ . A I - ++ ++ /4
P7 -+/+ + o +++ +H4+ ++t+ [+
P8 -+ -+ +/4+ +/++ +++ +4+
P9 et ot [+t t /4t 4+ 4]+t
P10 -+ - 4+ +++ o+ [t +++
PN -+ + bt ot ST N
P12 - - +/++ +f +4 +4/ ++/ 4+t
P13 -+ + +4+ ++4 ++ [t e+t bt
P14 -+ + ++ +/ 44+ )+ )+t
P15 -+ ++/+4+ bt /e | dot +++

"LEGENDA:

-+

++
+++
++++

nao corados

coloracgao
coloracao
coloragao
coloracao
co]oragao

fraca
media
intensa

nao observado

extremamente fraca

muito intensa
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na morfologia, dimensoes ou distribuig8o das citadas granula

¢oes,
2,3.2, Tratamento por Cloretos

Tanto o tratamento pelo MgC]Z isolade (P2), quan
to o tratamento seqﬁencia1 peTb'MgClz e CaCI2 (P3), alteraram 3
coloragao nas diferentes regiﬁes de estudo, em comparagao com
os valores registrados para o material nao tratado em absoluto

(P1}.

Comparando-se as coloragoes registradas'em cada
uma das regioes de estudo, percebe-se que ora os tratamentosem
questao aumentaram a colorac3o, ora diminuiram-na, o que difi-
culta uma conclusdo., Por outro tado, em ambos os tratamentos
aqui em discuss3o (P2 e P3) os condracitos<foram afetados, sen
do muito comum a observagao de lacunas e também restos de cito

plasmas colapsados.
2,3,3, Tratamento pelo Acido Triclorcacetico

Pelas mesmas razﬁes citadas anteriormente, as
regides do pericondrio e subpeficﬁndrio’dos'Cortes tratados pe
lo TCA 3 quente (P4}, ndo puderam ser visualizadas, O trata
mento foi tamb&m responsavel pela eliminag3o da granulagdo al
cianofila normalmente observada ao nivel do interterritorio da
cérti]agem endocondrial,

N&o foi possTvel distinguir o domTnio do dnter-
ierritario viziﬁho, em virtude da coloragao apresentada pelas

duas regiGes, Quanto aos citoplasmas dos condrBcitos, a gran
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de maioria deles apresentou sinais variados de colapso, sendo que

nao se observaram granulagaes no interior dos mesmos,
2.3,4, Trétamento pelo método de MILLER

~ As intensidades de coloragdo observadas nas seis re
giges de estudb, apBs o tratamento pelo método de Miller  (1972)
péra solubilizacao de colageno (P5), estio expostas na tabela 9.

As principais alteragbes detectadas foram: maior desorganizagdo
das fibras pericondriais em fungdo do tratamento; certo grau de
variagdo na resposta ao teste citoquimico, principalmente a nivel
do 1ntérterrit8rio da ca:ti?agem nao subpericondrial; e ainda,gran
de acﬁmuio de material fortemente alcianofilo a ﬁ?ve! da  porcio

pericelular do territﬁrio da cartilagem endocondrial,
2,3.5, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

A digest3ao pela hialuronidésé testicular (P6) provo
cou um hipocrismo generalizado em todas as regices de estudo, em
comparacio com o observado no material controle (P7) (tab. 9). A
enzima foi tamb@m responsavel pelo desaparecimento dos  granulos
da matriz interterritoréa] da cartilagem do'endocﬁndrio, 0 que
vem a confirmar que tais granulos parecem ser hialuronidase-sensY
veis (Ttens 2.1,5, e 2,2.5). Para as demais regioes de estudo, o
que diferenciou os dois grupos em discussao foi, principalmente,a
intensidade de coToragEo, posto que nao se detectaram alteracoes

* de cunho morfologico,



74

2,3,6, Tratamento pela Colagenase Bacteriana

As diyersas regites de estudo dos cortes digeri-
dos pela colagenase bacteriana (P8}, apresentaram intensidades
de coloracdao no maximo iguais, e freqllentemente inferiores (ex

e

cegdo para os citoplasmas) dquelas registradas nos cortes sub

metidos ao tratamento controle.

0 tratamento enzimatico (P8), provocou severa de
sorganizacao nas fibras pericondriafs, bem como o desapareci
mento dos grﬁnu]os da matriz extracelular do interterritorioda
cartilagem endocondrial.” Tais gtﬁnu1os, no material controle
(P9), apresentaram dimensbes e distribuicdo similares aos gra

nulos presentes no material n3do tratado em absoluto.
2.3.7. Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

Tanto o tratamento pela mistura de enzimas Hiatg
ronidase/co]agenase (P10), quanto seu respectivo tontrole (P11},
parecem ter agido pteferencialmente nas porgoes pericondrial e
‘subpericondrial dos fragmentos de cartilagem. No material en
zimaticamente tratado (P10) observou-se uma severa desorganiza
cao das fibras pericoﬁdriais, a eliminagao da coloragao do sub
pericondrio, e tambem certo gfau de femogﬁo dos granulos alcia
ngfilos da matriz do interterritdrio endocondrial, em compara
¢30 com o material cujo tratamento incluiu t3ao somente a solu

¢ao tampao (P11},

Quanto as demais regides de estudo, n3do foram ob

servadas diferengas morfolGgicas perceptiveis, No que  tange
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3 coloraglo, a an3alise da tabela 9 revela que entre as cijtadas
regides de estudo nao foi observada qualquer diferenga na ‘in

tensidade de co?orag%o;
2.3,8, Tratamento pela Papaina

0 tratamento pela papaina (P12) provocou um hipo

cromismo nas diversas regifes de estudo (exceto pericondrio ),

em comparagao com 05 valores registrados no material controle.

No material submetido & acao enzimatica, os as
pectos motfolﬁgicos_mais evidentes foram, a severa desorganiza
¢do das fibras pericondriais e a eliminac3o da granulagio do
'intepterritario da cartilagem endocondfial.* Alias, acrescente
se que tal diminuic¢io da granulagdo do intérterritdrio, coinci
de coﬁ achados anteriores (Ttens 2.1.8, e 2.2.8.) que indicam
serem os referidos granulos papaina-sensiveis., Os citopfasmaé
dos condrEcitos apresentaram-se finamente granulados, porém,
a digest3o pela papaina aumentou o grau de colapso das células
em comparagio com o material controle para a citada digestio

(P13},
Z,B;QL.Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

A digestdo pela Alfa-amilase bruta (P14) provo-
cou a diminuig3o da intensidade de coloragdo de todas as r re
giges de estudo (exceto pericondric}, em comparagio com o  ob

servado no material tratado somente pela'301ﬁ¢§o tamppao (P15).
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A desorganizac3o das fibras pericondriais, bem co
mo a impossibilidade de caracterizac3o morfoldgica do subperi-
cdndrio em yista da fraca intensidade de colorag¢do exibida, fo

ram caracteristicas comuns aos dois materiais em discussiao,

Mesmo ao exame visual, percebe-se que a enzima
agiu preferencialmente nas porces mais externas dos fragmentos
de carti?agem; como ja mencionado anteriormente.” Mais ainda,nem
sempre foi possivel perceber a presenca das granulagdes a1c1an§

filas no interior dos citoplasmas dos condricitos,

2.4, Colorac3o pelo Xilidine Ponceau pH 1,7

Apos a coloragdo pelo XP 1,7, realizou-se a anali
se qualitqtiva dos diversos cortes corados, sendo que os resul-
tados de tal andalise (em termos de intensidade de coloracgao oé

servada), encontram-se sumarizados na tabela 10.
2,4.1, Cortes n3o tratados

Os cortes absolutamente n3o tratados (P1) Epreseﬂ
taram o pericﬁndréo comﬁcolorag%o muito intensa, apesar da rela
tiva desorganizacdo das fibras pericondriais., Ao nivel do sub
pericﬁndrio observou-se uma certa gradac3o na coloragao, posto
que asjporgaes mais proximas do pericﬁndrio apresentaram-se mais
intensamente coradas que as porgﬁes mais afastadas, A
granilagdo do interterritﬁrio subpericondrial foi facilmente ob

seryada, sendo que ocorreu aciimulo. de tal material na porg3o pe

rifeérica das cElulas fusiformes da regifo.
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TABELA 10

Intensidades de colorag3o observadas em cortes de material incluf

do em parafina, ap5$'o teste pélo Xilidine Ponceau pH 1,7

o Interterris {Territdrio [Territorio
Pericondrio [Subperi- [torio endo-|endoton- endocon- Citoplas-
- tcondrio condrial drial drial (Pe- Jmas
T (Dominio)}. . [ricelular).
P —— I + ++ - ++t
P2 +++ + -+ -+ -+ +/++
P3 44 ++ -t -+ -+ o+
P4 0 0 -+ -+ +/++ ++ [ +++
P5 [+ +/++ “/-4+ -/ -+ [+t
Po6 +++ 4/ 4+ -+ -/-+ ~/=4 it
P7 +++ /4t -+/+ -+/+ -+/+ +t
P8 ++ + -+ + + +++
Po ++/ e+ +4+ -/=+ -+ -+ 4
P10 ot /4 -+ -+ + /4
P11 bt ++ -/-+ /=t “f=t ++/+++
P12 +++ +++ + +/++ +/++ A4 [+
P13 ++ [+t [+ 4 -+ -+ -t bt/
P14 RaadAsns +4++ /4 ++/+++ 44+ 4+ +++
P15 +t +/t+t + -/-+ -/-+ o [t
LEGENDA: - nao corado
-+ coloracao extremamente fraca
+ coloracao fraca '
° ++ coloracao media
+++ coloragao intensa
++++ ‘coloragao muito intensa .

0 nao observados
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Ao nivel da cartilagem endocondrial observou-se
que o© interterritﬁtio, o dominio e o perice1u1ar apresentarama'
mesma intensidade de coloragao (tab. 10}, o que tornou as tres
regiaes citadas visualmente indistintas umas das outras. Mesmo
assim, foi possivel perceber a presenca da granulagao na ma -

triz extracelular,

Os condrocitos, de uma forma geral, apareceram
bem corados em toda a extensio do corte, de tal sorte que o ng
cleo e uma fina granulagao intracitoplasmatica foram normalmen

te observados.
2,4,2, Tratamento por Cloretos

Tanto o tratamento pelo MgC?alisoiadamente,quaﬁ
to o trétamento seqliencial pelo MgCl2 e CaC12 (P3), provocaram
um hipocromismo em éomparag%o_com o material nao tratado em ab
soluto (P1), para todas as regifes de estudo (tab. 10), Entre
tanto, nao se verificou tal diferenga quando se compararam os

dois tratamentos entre s7.

0 desarranjo das fibras péricondriais, bem como
o colapso das c@lulas fusiformes do subpericondrio, foram alte
fagﬁes morfologicas comuns aos dois tratamentos em questdo.
Fof observada também a presenca de grEnu?os mais intensamente
corados no subpericondrio e interterritﬁrio da cartilagem endo
condrial, sendo que tal granulagao ndo pareceu ter sido afeta-
da por qualquer dos tratamentos citados. Nos citoplasmas dos
condrdcitos obsérvou-se que o tratamento seq&encial pelo MgC¥2
'e'Ca012 (PB) provocou um maipr graﬁ de colapso que o tratamen-

to pelo MgCl2 isolado,
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2.4,3, Tratamento pelo dcido Tricloroacético

| Conforme dito anteriormente (Ttem 2.1.3.), o tra
tamento pelo TCA aquecido (P4) provocou tal grau de desorganiza
¢ao nos fragmentos de carti]agem, que impossibilitou a visuali~
- zagao das regiﬁes pericondrial e subpericondrial. Quanto as de
mais regiSes de estudo, observou—se que todas elas exibiram in
tensidades de coToragEo inferiores aquelas assinaiadas para 0

material absolutamente n3o tratade (P1).

Ao nivel do interterritdrio da cartilagem ~endo
condr1a¥ foi observada a presenca de discreta granulagao da ma
triz. A porgao per1ce3u1ar, por seu turno, parece ter sofrido
redugao,em extens3o, enquanto que uma grande parte dos condréci

tos apresentaram-se com citoplasmas colapsados,
2.4,4, Tratamento pelo método de MILLER

Nos cortes submetidos ao metodo de Miller (1972}
para a solubilizacao de colageno (PS), observaram-se intensida-
des de coloracio inferiores aquelas registradas no material nao

tratado em absoluto (P1), em todas as regides de estudo.

As fibras pericondriais desorganizaram-se em fun
¢3o do tratamento. O subpericﬁhdrio pareceu mais intensamente
corado nas porcoes mais proximas do pericandrio, porém permitin
do a observagdo da gtanu1ag§o dé matriz. Ao nivel do interter-
ritﬁrio da cartilagem éndocondrial, foi possivel perceber  uma

granulac¥o muito similar dquela descrita para o subpericondrio,

"A grande maioria dos condrocitos observados apre

sentou-se com citoplasma colapsado, e freqlientemente deslocado
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da lacuna condrocitaria (0 que se percebeu pela sobreposigao pap
cial de material citoplasmatico na matriz). ‘A variagio de res

posta ao teste citoquimico sugere que o tratamento foi mais efi

caz nas porQSes mais perifEricas dos fragmentos de cartilagem.

2.,4,5, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

Apas a digestdo pela hia?uronidase testicular(P6)
as diversas regiﬁes de estudo apresentaram intensidades de colo-
ragio no maximo iguais, e geralmente inferiores aquelas registra
das no material tratado na ausencia da dita enzima (P7). Mesmo
0 materiaT controie (P7) corou~se menos intensamente que o mate

rial nio tratado em absoluto (P1).

Morfologicamente, obsetvou-sé gue b tratamento en
zimatico (P6) foi responsavel pela diminuigio da granulagao da
matriz, principalmente a nivel do interterritdrio da cartilagem
,endocdndrial. Mais ainda, o tratamento provocbu tambem um aumen

to aparente no numero de condrdcitos com citoplasmas colapsados.
2,4.6, Tratamento pela Colagenase Bacteriana

A colagenase bacteriana (P8) provocou a diminui
¢ao de intensidade de coloragao observada em todas as regides de

estudo (exceto citoplasmas dos condrocitos), em comparagao com o

material controle (P9)..

A enzima em quest3o (P8) provocou um acentuado de
sarranjo no pericondrio, alterando a disposigdo das fibras peri
condriais, No material enzimaticamente tratado n3o foram obser-

vados os "ar3nulos em filamento" na matriz do subpericondrio,que
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foram normalmente yisualjzados no material submetido ao tratamen
to controle, O interterritGrio da cartilagem endocondrial res
pondeu de forma variada ao tratamento enzimatico, 0 que sugere

que a enzima agiu diferentemente ao Tongo do corte,
2.4,7, Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

0 tratamento pela mistura de enzimas hialuronida-
se/colagenase (P10), assim como seu respectivo controle (P11} ,
provocaram respostas ao teste citoquimico em aprégo conforme de-
monstrado na tabela 9. Os fragmentos de cartilagem submetidoé
a0 tfatamento enzimatico exibiram suas porgﬁes periféricas  bem
mais afetadas que o restante, indicando dificuldade na penetra-
¢3o da solugdo enzimitica, o que acarretou resultados bastante
confusos e dificeis de serem analisados. Mesmo assim, foi possT
vel perceber que a granu1ag§o da matriz n3o desapareceu por com
pleto apos o tratamento enzimatico (P11) no subpericﬁndrio, in

terterritdrio endocondrial e citoplasma dos condrocitos.

2.4,8, Tratamento pela Papaina

0 tratamento pela papaina (P12) provocou um aumen
to na intensidade de coloracdo exibida por todas as regioes de
estudo, em comparacao com oS valores observados no material con
trole (P13). Entretanto, apds a digestdo enzimatica as intensi-
dades de coloragdo observadas nas diferentes regides de estudo
apresentaram-se muito proximas daquelas observadas no material
nso tratadc (P1), 0 tratamento enzimatico em quest3o parece ter

agido preferencialmente nas porgGes periféricas dos fragmentosde
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cartilagem, o que foi yisualmente evidenciiyel por uma faixa niti

da que acompanhou o© conterno dos ditos fragmentosa
2.4.9, Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

A digestdo pela alfa-amilase bruta (P14) provocou
um hipercromismo em todas as regiSes de estudo (exceto citoplas
ma dos condrocitos), em comparagac com 0S valores registrados pa

ra o material controle (P15},

Em ambos os tratamentos em discuss3o o pericondrio
e o subpericBndrio exibiram a mesma intensidade de coloragao (tab.
10). Este mesmo fato tamb&m foi verificado para as duas porgoes

do territOrio endocondrial,

A regifo proxima do subpericondrio foi a que apre
sentou sinais mais evidentes de variagao de resposta a agao enzi
matica, novamente sugerindo que a enzima nao agiu de modo unifor

me sobre toda a extensao do corte,
2.5. Coloragdo segundo a técnica de PAS

0s resultados da anilise qualitativa, expressos
em termos de intensidade de coloracio observada nas seis regioes

de estudo dos diversos cortes, estio sumarizados na tabela 11,

1

2.5.1, Cortes nao tratades'

No matetﬁai absolutamente nfo tratado (P1), tanto

a regifo pericondrial, quanto a regido subpericondrial, apresen-




TABELA 11

cluido em parafina, apds o teste pela reagdo de PAS
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Intensidades de coloragdo observadas em cortes de material in-

,ﬁ4§5' _ Interterri-| Territorio {Territorio
%y 4%\ Pericondrio |Subperi- torio endo-|endocon-  jendocons Citoplas~
4,4éb ) condrio condrial  |drial drial (Pe- |mas
TEINS o 0000 (Dominio) . Iricelular)
P1 ++/4+++ ++/+t4 4t +++ +++ +H++
Pz +/++ ++ +++ +++ ++d /bt +Ht+
P3 +f 4+ ++ 4/ +++ ++/ 4+ +4+ b+
P4 0 0 4t /44 4/ HH+ 44
PS5 +/++ +++ +++ ++/+++ 4/ 4+ 44
P6 -+/+ -+ +/++ -+ -+ +++
P7 4/ 4 ++ ++/+++ + + +4++
P8 -+/+ -+/+ -4+ - -+/+ +++
PS 4/ ++ ++ + +f 4+ et/
P10 + + +f++ +/++ +/++ 4+
P11 +/++ +/++ ++ +/++ +/++ [
P12 -+ -+/+ +/++ +/++ +/++ +/++
P13 +f 4+ ++ ++/+++ ++ ++ +++
P14 -+ +/++ ++ ++ /4t ++4 et/
P15 R Yix: ++ + /44 +/++ +/ 4+ 4+ /4t
LEGENDA: - n3o corado . -
-+ coloracao extremamente fraca
. + coloracao fraca
++ coloracao media
+++ coloragao intensa
++++ coloragao muito intensa
0 nao observado
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taram-se visualmente homogéneas, e com a mesma intensidade de co
1orag§o. No subpericondrio, n3o foi observada a granulacio ca

racteristica,

A matriz'do intefterritﬁrio da cartilagem endocon
driai apresentou-se com aspecto uniforhe, embora possuisse uma .
granulacdo muito fina, dificil de ser visualizada. Nao houve
'qualquer coloragdo preferencial do interterritdrio ou do territg

rio da cartilagem endocondrial., 0s citoplasmas dos condrdcitos

apresentaram-se com granulagdes intensamente PAS-positivas,cujas

Vdimensaes e distribuicao foram bastante variadas.
2,5.2, Tratamento por Cloretos

Tanto o material tratado pelo MgCl, isoladamente
(P2), quanto o material tratado pelo MgC12 e CaC'I2 (P3), apresen

taram um generalizado hipocromismo nas diferentes regices de es

-

tudo, em compara¢ao com os valores registrados no material nao
tratado (P1). A desorganizaggo das fibras pericondriais foi uma

caracterTstica comum aos dois materiais em discussao,

No material tratado pelo MgC?2 iszadamente, na
regido de transigao entre o subpericondrio e a cartilagem nao
subpericondrial (endocondrio), foi observada a presenca de se-
rios artefatos; as lacunas condrocitarias pareceram dilatadas,co
mo que "rasgando" a matriz envolvente. Note-se que a regiao aci
ma referida & a mesma onde foram observados os granulos alciano-
filos com dimensoes superiores 3s usuais, descritos ao longo dos

itens 2.2.Ae 2.3,

Artefatos similares puderam tambem ser observados

ao nTyel do interterritSrio endocondrial do material tratado pe
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lo MgCl, isoladamente, 0 mesmo interterritﬁrio apfesentou-se'fi
namente granuiado; nos dois materia1s em d%scuss&o. 0s . cito
p]asmas dos condrocitos, independentemente do tra£amento efetua-
do, sofreram elevado grau de colapso. Apods o tratamento seqlien-
cial pelo MgCl, e o CaCl,, foi observado um grande niimero de la-

cunas condrocitarias, desprovidas de qualquer conteudo celular.
2,5,3. Tratamento pelo Acido Tricloroacético

Conforme explicado anteriormente, o tratamento pe
lo TCA 3@ quente (P4) impossibilitou a observacdao das regides do
'pericﬁndrio e subpericondrio, |

‘O interterritorio ewdécondria} apresentou-se re-
pleto dé granulos PAS-positivos., A granulagao da matriz tornou-
se ainda mais nitida ao nTvel do territdrio endocondrial, maié
especificamente no dominio. Os citoplasmas dos condrbocitos fo-
ram bastante afetados pelo tratamento em apréco, sendo . dificil
distinguir os aspectos morfologicos dos mesmos, Ainda assim, em
alguns casos percebeu-se a presenga de granulagoes similares qug

las descritas no material nao tratado (P1).
2,6,4, Tratamento pelo método de MILLER

0 tratamento pelo método de Miller (P5) introdu
ziu alteragboes perceptiveis princ%pa!mente ao nivel do pericon-
drio, onde verificou-se uma diminuic¢ao da intensidade de colora=
¢ao e um aumento do grau de desorganizagﬁo das fibras pericondriais
- ambos em comparagﬁo com o observado no material nao tratado em

absoluto {(P1},
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Quanto aos condrﬁcitos observou-se'que somente
aqueles situados nas porgaes mais externas dos cortes apresenta
ram sinais de alteragﬁes (principaimente quanto a forma celular),
enquanto que os situados mais internamente mostraram-se com o
mesmo aspecto descrito.no-materia1 ndo tratado (P1). Tal fato
E mais um indicador de que o tratameﬁto em questdo n3o agiu ho-

mogenamente em toda a extens3o dos cortes.

2,5,5, Tratamento pela Hialuronidase Testicular

A digestao pela hialuronidase tésticu]ar (P6),
‘provocou um hipocromismo, em compragdo com o observado apds 0
tratamento controle (P7) (tab, 11): A granulagao da matriz in
terterritorial do-subpericﬁndrio ¢ da cartifagem endocondrial ,

também sofreram redugao em funcgdo da ac¢ao enzimatica.

Em ambos os tratamentos em discuss3o o territo-
rio endocondrial como um todo corou-se menos intensamente que o
interterritdorio vizinho, o que tornou os halos claros que envol
veram os condrocitos muito mais contrastantes com o citoplasmas

fortemente corados (tab. 11},
2.5.6, Tratamento pela Colagenase Bacteriana

A digestao pela colagenase bacteriana (P8) provgo
cou umrhipocromismo em éodas as regiaes de estudo, em compara
cao com o observado no material controle (P9). Mais ainda, a
citada enzima causou sever?ssimas alteragdes no pericondrio, cu
jas fibras chegaram a ser rémovidas do restanté do corte em di

versos pontos,
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A colagenase parece ter agido tamb&m sobre os ‘ci
toplasmas dos condrﬁcitos. uma vez que nos cortes-por ela dige
ridos (PB). foi muifo diffcil observar um citoplasma intacto,
Entretanto, quando visualizados, tais citoplasmas exibiram gra

nulag¢bes PAS-positivas, sem distribuigdo especifica.
2,5,7, Tratamento pela mistura Hialuronidase/Colagenase

0 tratamento pela mistura de enzimas hialuronida
se/colagenase (P10) provocou hipocromismo, em comparagao comx O

material controle (P11), somente nas regiBes de estudo mais ex

“ternas dos cortes (tab, 11)., Tal fato, mais’'uma vez sugere que

a dita mistura enzimatica n3o atuou de forma homogénea ao longo

de toda a extensao dos cortes

Morfologicamente, a caracteristéca que mais cha
mou a atencdo foi o desaparecimento da granulagao subperkbnmﬁé1,
apos a digestao pelas enzimas em aprégd, e tambem o fato de que
os citoplasmas dos condrocitos ndo pareceram ter sido afetados

pelos tratamentos citados (P10 e P11).
2.5,8, Tratamento pela Papaina

As intensjdades de coloragdo registradas nas di
ferentes regides de estudo apds a digest3o pela papaina (P12} ,

ou apbs o tratamento controle para tal digest3o (P13), estdo su

“marizadas na tabela 11,

Somente ao nivel das regiGes de estudo com loca-

1izac%0 mais externa nos fragmentos de cartilagem, a agao da pa
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paina proyocou uma diminuigio da coloragao observada, Assim
sendo, tem-se a impressio de que o tratamento enzimatico em
apréco ndo foi homogénéo ao longo do corte, Alids, a njvel

morfologico tal impressado tornou-se ainda mais evidente, uma
vez que a granulagio da matriz extracelular ngo foi alterada pe
la enzima, contrariando assim os achados anteriormente descri-

tos neste trabalho,
2.5.9. Tratamento pela Alfa-Amilase Bruta

A digestﬁo pela a1fa-ami]ase bruta (P14), provo
cou a diminuicao da intensidade de coloracdo observada em to-
.das as regaoes de estudo, em compraragao com o material contro

le (P15), conforme exposto na tabela 11.

A solug3o enzimatica nao parece ter sido muito
eficaz na remogao dos grénu1o§ PAS-positivos da matriz. Ao ni
vé! do subpericandrio e do interterritorio endocondrial, quer
dos cortes digeridos pela enzima (P14), quer dos cortes trata-
dos somente pela solug3o tampdo (P15), os citados granulos fo

ram normalmente observados,




DISCUSSAQ

A planificagio geral dos experimentos realizados
no presente trabalho, baseada em procedimentos de extragao qui
mica ou enzimatica, demandou a necessidade de tratamentos con
ttole, que permitissem estimat o grau de alteragao provocado pe
lo agente quimico ou enzimdtico., Uma vez que a deteccio dos
compbnentes macromoleculares da matriz se fez por técnicas cito

quimicas, mesmo discretas variacdes de coloragdo podem ter sig
nificado, na medida em que podem revelar alteragles no conteudo

de um determinado componente,

Entretanto, cortes n3o tratados, (fixados ou nao
pelo paraformaldeido), n3o representam controles confidveis,uma
vez que nao possibilitam determinar a agao de fatores inespeci
ficos, inerentes & propria incubagdo. Tais fatores sdo repre
sentados, principalmente, peié imersao relativamente prolongada
.emlmeib aquoso, alem da temperatufa, sendo que a capacidadé dos
referidos fatores de a?terat a u1tra-estrutura da cartilagemhia
Tina ja foi demonstrada (THYBERG et al, 1973), Assim, cada tra
tamento enzimdtico possui um tratamento ﬁontro1e, que via de re
gra consistiu de incubagdo em solucdo tampBo desprovida da res
pectiva enzima, rea]izadé simultaneamente com o tratamento enzi
matico,

As digestdes enzimaticas em bloco ndo agiram da
mesma forma sobre todas as regices de estudo citadas, o mesmo
ocorrendo com oS tratamentos quimicos dissoéiativos. Excetuan-

do-se as porgdes mais externas dos fragmentos de cartilagem tra

-

tados, ndo foi possivel detectar qualquer agio dos tratamentos
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mas porgoes da cartilagem endocondrial (interterritorio, domTnio

e pericelular).

Isto ocorreu por dificuldades inerentes & penetra
¢do0 das solugBes utilizadas, e § t&cnica histoldgica subseqliente
as incubagdes, Observe-se que de um fragmento de cartilagem de-
forma cibica, devidamente tratado e incluTdo em parafina, somen-
te a regio perimetral esteve realmente submetida a ag3o do tra
tamento, Tal regidc foi removida pelos primeiros cortes histolg
gicos {os mais superficiais), e @ partir de ent3o, os cortes ob
_tidos apresentaram somente suas pofgSes mais externas efetivamen
te tratadas. Ocorre que tais porgoes mais externas dos cortes
hio fofam consideradas durante a anadlise realizada, por apresen-
tarem a?teragaés de’ carater meciniceo, introduzidas quando da frag

menta¢ao do material,

Considerando-se que as dimensGes m&dias dos frag
mentos de cartilagem aqui utilizados n3o s3o significativamente
diferentes daquelas registradés na Titeratura, e ainda, conside-
rando-se que nosso objetivo foi a repeticao o mais fiel possivel
de tratamentos anteriormente descritos, fica evidente que tais
relatos s3ao passTveis de critica no que tange a eficiéncia  dos
métodos propostos para remocdao de PG, em especial no rendimento

total esperado dos mesmos.

Pelos motivos citados, os resultados obtidos so-
bre cortes por congelagao serao discutidos separadamente daque

les obtidos apos tratamentos em bloco,

PERICUNDRIO. 0 pericondrio da cartilagem hialina
€ .constituTdo por c&lulas alongadas (fibroblastos), densamentear

. . Land . bl . . .
ranjadas em meio a fibras colagenicas especialmente ricas em co
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lageno tipo I, Associada as fibras de colageno ocorre pequena
quantidade de matefia1 proteoglic&nito, sihtetizado e secretado
pelos proprios fibroblastos (WEISS & GREEP, 1977), bem como gif
coproteinas estruturais n3o colagénicas (GPEs)., Tanto as PG
quanto as GPEs desempenham comprovado papel estabilizador nos

feixes de colageno (VIDAL, 1980b; YAMADA, 1983},

Nos materiais absolutamente ndo tratados {C1 e
C2), os testes citoquimicos para detecc3ao da basofilia pelo
~Azul de Toluidina (AT}, produziram respostas pouco intensas, em
virtude da pequena quantidade de radicais negativos disponfveis
no pericondrio. O0s testes pelo Azul de Alcian (AA) pH 1,0 e
2,5 1n&icam que os mencionados radicais negafivOs, evidenciados
pelo AT sdo principaimente GAGA sulfatadas. Analogamente, a
intensa resposta al7 observada apds coloragdo pelo Xilidine Pon
ceau (XP) e PAS, deQeu-se no primeiro caso éo elevado teor cola
genico da regiEo (VIDAL, 1980a), e no segundo caso ao carater
glicoprot&ico das proprias moléculas de colageno I (ANDERSON ,

1976; WEISS & GREEP, 1977),

A birfefringéncia do pericondrio dos cortes nao
tratados (figs, 02 e 03), petmite concluir que a orientacao da
gfande maioria das moléculas de colageno alT presentes &-.paralg
1a ao longo eixo do corte, Entretanto, a observagao de birre-
fringéncia no pericﬁndrio, quando este encontrava-se com seu
eixo longitudinal paralelo ao poXarizador (fig. 03), revela a
existencia de fibras e feixes orientados a 459 do referido eixo
longitudinal do pericondrio., Tais fatos permitem-nos propor que
os componentes fibrilares do pericﬁndrio apresentam-se dispostos
como numa réde, cujos fios se entrecruzam em trés diregoes prin

cipais.
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A hijaluronidase testicular degradﬁ o AcH e os
CS-4 e CS-G; rompendo as ligagoes g1icos?dica$ e produzindo
principalmente tetrassacak?deog, embora dissacarideos e uns
poucos 01igossacar7deos maiores possam ser formados, todos eles
com cariter redutor (LISON, 1960c; PEARSE, 1972), No pericon
drio, a digestdo pela hialuronidase testicular (C3) removeu to
talmente as PG”aYT existentes, eliminando completamente a baso
filia. Mais ainda, tal remog3o promoveu a exposicio dos radi
éaié das moléculas de coligeno que interagiam com as moléculas
de PG extra?das, 0 que se traduziu em intensa coloragio apéds

XP e PAS,

A colagenase bacteriana atua‘sobre as moléculas
de colageno de cortes obtidos por congelagdo (LISON, 1960b),1i
berando peptideos contendo hidroxiprolina (PEARSE, 1972), 0
tratamento pela mistura de enzimas hialuronidase testicular/co
lagenase bacteriana (C5), provocou n3o sd a remoc3o das PG do
pericﬁndrio (principalmente pela acao de héa]uronidase), como
_ tqmbEm a solubilizagao parcial das mol€culas de colageno al7
presehtes, que na auséncia das PG envolyidas na sua estabiliza
¢ao, foram facilmente removidas pela colage%ase (mesmo nas re
duzidas concentragoes de enzima utilizadas). Os resultados ob
servados apos os testes citoquimicos para a deteccio da basofi
lia, comprovam a remogﬁb do material proteoglicinico, enquanto
que a reducao da coloracdo peloXP e PAS indica a cueda do teor

colagenico,

A enzima proteolitica papaina (C7), nas condi
¢Oes em que foi utilizada (THYBERG et al, 1973), ataca o "core"

protéico das PG, liberando fragmentos constituTdos de  curtas
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seqﬂ?ncias peptTdicas, ds quais permanece ligada uma unica ca
deia de Condroitin-Sulfato (MATHEWS, 1971}, Uma vez que o
txatamehto removeu matéria1 proteog]icﬁnito, sao condizentes
os resultados observados no pericandrio, em especial a supres
sio da basofilia e o aumento da coloragdo pelo XP (devida &
exposigao de radicais colag?nicos anteriormente comprometidos
com as PG), A reduglo da coloragdo pela técnica de PAS indi

ca que o tratamento provocou certa remogac de material glico

protéico, Considerando-se que a enzima n3o agiu sobre as mo

18culas de colageno, em vista da resposta a coloragido pelo XP
R resta pensar que o material glicoprotéico removido se
Ja constituTdo por glicoproteinas -nio colagénicas (talvez mes
mo estruturaiS), que tornatam~se.]§beis apos a remogao das

PG.

- A alfa-amilase bruta freqﬁeniemente apresenta
elevado grau de contaminacdo por ribonucleases nao especificas .
(PEARSE, 1972). Embora em nosso trabalho nao tenha sido féi
to qualquer teéte de pureza, € muito provéve1 que a enzima
aqui utilizada também apresente tal contaminagao, uma vez que
ela foi capaz de remover a maior parte da metacromasia dos ci

toplasmas (tabs. 1, 2 e 3).

Independentemente da mencionada agao ribonucle,
dsica, a alfa-amilase bruta (C9) age sobre os radicais g}icizﬁ
dicos das GPEs e do colageno, propiciande a desestabilizagao
e at® mesmo remocdo de glicoprote¥nas nao colagenicas (ANDER- /
SON, 1976). Ao nivel do pericondrio, tal agao da enzima pode
ser comprovada pelo discreto aumento na coloragao pelo XP, de
vido 3 maior exposigBo de mol€culas de coldgeno, e também pe
la discreta queda nakco1orag50 ﬁe?a tBcnica de PAS, em virtu-
de da diminuic3o do conteldo giicoprotéico (nao co1ag§nico)na

regido.
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No pericondrio ndo foram petcebidaé, de uma for
ma geta1, grandes diferengas (mOprTEgicas ou de intensidade
de co1orag€o apos os testes citoqu?mfcos realizados) entre 0
material ndo tratado e os materiaié submetidos aos diversos tra
tamentos controle. Tal fato deve ser interpretado nao como um
reflexo da ndo ocorréncia de quaisquer alteracdes em  fungao
dos tratamentos controle, mas sim, porque as provaveis altera
¢Ges ocorridas nao atingiram m;gnitude suficiente para serem

detectadas ao nivel qualitativo,

SUBPERICONDRIO. Conforme ja dito antes, o sub
pericdndrio & entendido como uma regiao situada imediatamen-
te abaixo do pericondrio, constituida por uma camada de 6 a
8 celulas fusiformes. Tais celulas apresentam o citoplasma vi
.sdaimente mais denso, e ntcleos mais evidentes que oS condroci
tos dﬁ cartilagem endocondrial., A matriz ﬁue as envolve dife-
re daquela do endocondrio, uma vez que as fibras cciagénicasgg
ricondriais inserem-se de forma mais ou menos difusa no subpe-
ricandrio (MINNS & STEVEN, 1977; ZAMBRANO et al. 1982). Quali-
tativamente, a composigao bisica do subpericondrio engloba co
lagenos do tipo I e II, PG e glicoprotefnas ndo colagenicas. 0
colageno I estE‘representado justamente pelas porgoes de  fi-
bras pericondriais que adentram o subpericondrio, eﬁquanto gue
o coligeno II & produto de sTntese dos condrocitos subpericon-
driais.

Proporcionalmente 3 irea, o subpericondrio pare
ce apresentar maior quantidade de PG, AA e AT¥positivas, do
que © eﬁdocﬁhdrio subjacente, 0 acﬁmulo de mgterial intensamen
" te metacromatico ap0ds reagao com o AT, na matriz que ~ envolve

os condrdcitos do subpericondrio, e, a metacromasia dos cito
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plasmas, que € bem mais intensa no subperic?ndrio do que no en
docgndrio, parecem revelar um maior teor proteoglicanico  nas
c8lulas da primeira regido. Tal fato estd em concordancia com
0os achados de QUINTARELLi & DELLOVO (19665; que afirmam serem
0s condrﬁcitos do subperiéBndrio (em animais adultos) os prin
cipais responsaveis pela sTntese de Condroitin-Sulfato (CS)

3

“componente obrigatorio das PG da cartilagem hialina,

Um aspecto morfolﬁgico caracteristico do subpe-

ricSndrip foi a presenca dos chamados fgr&nu?os em filamentos",

no interterrritGrio de tal regido. Tais gr?nulos, como ja di
to, s3o basofilos metacromaticos, dicroicos, XP e PAS-positivos.
0 aspécto filamentar com que oS mesmos forém observados, suge
re uma festrafifi;agﬁof do materia}'g!icosaminog1ic5nico das
PG, que'se daria paralelamente ao longo eixé das fibras colagé
nicas presentes na regiao. Tal fdéia € perfeitamente concordan
te com os achados de VIDAL (1963, 1977), que descreveu e deu
a orientagﬁo das cadeias glic@nicas em tenddes e na ossificagao
endocondrai . 0 referido autor demonstrou também, ao nivel da
microscopia eletronica, que as fibras de colageno IT {mais fi
nas que as de colageno I), encontram-se ﬁmergu1hadas em uma
quantidade grande de uma réde granulo-filamentar de proteogli-

canas orientadésf (VIDAL, 1983).

Quanto ao arranjo fibrilar e macromolecular do
subpericandrio, foi novamente observado um aspecto de rgde, on
de os feixes de colageno alinhados com o material proteog1ic$-
nico e glicoproteico, se entrecruzam em trés direcoes princi-
pais (fig., 03), o que configura um arranjo muito similar ao

descrito para o pericondrio,
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A digest3o pela hialuronidase testicular (63)%

foi p]enamente eficaz na.rewogio de GAGA das PG do subpericon
drio. A agio da enzima caracterizou-se nso so pela aboligdo
total da basofilia do 1ntetterr1totio da regido, como "tamb&m
pelo aumento na co1orag§o de coligeno causada pela remogao de
material proteoglicanicé. A sensibilidade dos granulos do in
terterritorio subpericondrial 3 digestao pela . hialuronidase
_test1cu1ar, sugere a presenca de GAGA na compos1gao dos mes-

mos,

A digest3o pela mistura de enzimas hialuronida

se/co!agenase (C5), basicamente causou a repeticao dos resul-
tados observados apds a digestao pela hialuronidase jsolada

.(63),‘exceto pelo fato de que a remocio de mol€culas de co?é
geno quando do primeiro tratamento, resultou na diminuicao da

resposta -aos testes citoquimicos pelo XP e PAS.

0 tratamento controle para a digestao pe%é hia
ronidase/colagenase (C6), conforme ja dito, também provocou
remocao de material proteog1ic§hico. Anélisando-se as micro
grafias da chamada “pade de projecgoes digitiformes", percebe-
se que as ditas "projegoes" nao se sobrepdem aos condrocitos
'presentes na regido, mas sim desviam-se junto a periferia ce

lular {dominio) dos mesmos. Ta?IaSpecto sugere que as PG re

movidas situavam-se principalmente na porgdo pericelular dos -

referidos condrocitos, A presenga de PG nc referida porgao
peri%e1u1ar j3 foi demonstrada pela microscopia de polarizagao
(VIDAL,.1977) e-e]ettﬁnica (VIDAL, DOLDER, 1978}. Para-expli
'car esta aparentemente pequena estabilidade fisico-quimica das
PG da porgao per:celuiar, deve-se considerar o baixo teor de

colageno existente na reg1ao (SHEPARD & MITCHELL 1976), 0

que leya a pressupor uma diminuigao da ocorrenc1a de intera

*
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¢Bes GAGA-colageno,

A constatacdo de que as PG da regiEo pericelular
saoc facilmente dissociadas‘e removidas pela incubégﬁo em solu
goes tampao parece um contrasenso, uma vez que a referida re
gido perice1u1ar fol, comparativamente, a regido de estudo me
nos afetada pelas diversas digestoes enzimaticas realizadas.
Cumpre salientar, entretanto, que a remogao em discussao ocor
reu nas porgoes mais externas do subpericondrio (mais proximas
portanto do pericondrio), enquanto que a grande estabilidade dos
componentes do pericelular foi observada na cartilagem endocon-
drial, Em outras palavras, € muito provavel que a diferenca de
~estabilidade fTsico-quimica entre as PG da porcao pericelular do
sdbpericﬁndrio e cartilagem endocondrial, seja devida sobretudo

Tou . - . - -
a causas relacionadas com a propria maturagao tecidual,

A digestdo pela papaina segundo a técnica utili-
zada (THYBERG et al., 1973), atuou através do mecanismo ja dig
cutido, removendo PG do subpericdndrio, A nao redugao da colo
racio apos XP, indica que a enzima n3o foi capaz de remover 0
colageno da regido, 0 tratamento controle para a digestao pela
papaina (C8) provocou, apds coloragao por PAS, a visualizacao
de figuras similares as "projecoes digitiformes" ji descritas.
“Muito provéve1mente, o mecanismo que levou a formagao de tais
figuras & muito.parecido com aquele discutido, e corrobora a
ideia de que as PG situadas na regiao pericondrocitaria do sub

pericondrio sdo menos estdaveis (do ponto de vista fisico-quimi-

co) que aquelas ‘situadas no interterritorio do endocondrio.

A alfa~amilase bruta (C9) mostrou-se tao eficaz
ao nivel subpericdndrio, quanto o foi na regi3o pericondrial. A

acao da enzima suprimiu a basofilia interterritorial, aumentou
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a coloragdo pelo XP e reduziu discretamente a coloragao pelo
PAS. Analisados em conjunto, os trés eventos citados indicam

a remogao de material glicoprot@ico n3o colagénico, concordan

do com as observacoes anteriores,

INTERTERRITORIO, O interterritdrio da cartila
gem endocondrial € aqui entendido como sendo a porgio da ma
triz extracelular que se situa entre os condrﬁcitbs isolados,
oﬁ éntre grupos de condrﬁcitos isogénicos, e que mantem rela=-

¢oes diretas com as citadas celulas.

A coIoragEq da regido em aprégo, independente-
mente do teste citoquimico realizado e na auséncia de qual
quer tratamento, teve como caracteristica bdsica a presenca
de granulos majs intensamente corados, visualmente destacados
com relagdo @ matriz, mais homogénea. Nio foi possivel detec
tar qualquer padrdo de distribuici@o definido para tais granu-
los, Apos PAS, os mesmos apresentaram-se com dimensoes @aren
,temente menores que as usuais, o que pode indicar a exist@“ﬁa
de pequeno contelido glicoprotéico no interior dos ditos granu

los.,

Na regizo do endocﬁhdrio situada imediatamente
abaixo.do subpericﬁndrid, foi observada a presencga de grﬁng
Tos intensamente alcianofilos, cujas dimensﬁéé pareceram mui-
to ma%ores do que as observadas no intérterritﬁrio situado
mais profundamente no endocOndrio, Tal fato deve ser entendi
do como concentragoes locais de GAGA sulfatadas (muito prova-
velmente CS), sintetizadas predominantemente no subperic?nmﬁo
(QUINTARELLI & DELLOYO, 1966), e que se deslocariam de seu s
tio de sintese éara o interterritdrio do endocﬁndrio, difun=-

dindo-se através da matriz,
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0 interterritdrio da cartilagem endocondrial
mostrou-se sensTvel 3 todas as digestDes enzimaticas realiza-
das, sendo que as prfncipais alteragdes observadas relaciona-
ram-se com 0s padrﬁes de'co1oragio registrados apos os diver
sos testes citoqﬁ?micos. As modificacles nos citados padrdes
de co1orag§o decorreram da remog%o de um ou mais componentes
da-matrfz, em fungdo do tratamento realizado. Mais explicita
mente, a queda ro contelido de GAGA e PG (pela hialuronidase e
papa?ha), a remegdo parcial do coldgeno II (pela colagenase )
e.giicoproteTnés nao cb?agénicas (pela alfa-amilase), attavgs
dos mecanismos ja discutidos, caracter?sticos de cada solucao

enzimatica utilizada,

Saliente-se que, sem exce¢do, as digestoes ‘en
zimiticas em questao provocaram uma queda'acentﬁada, OuU mesmo
"o desaparecimento total dos granulos da matriz interterritorial
do endocdnario. Associando-se esta observagﬁo ao fato de que
os dites granulos sdo positivos a2 todos os testes citoquimi-
cos realizados, tornam-se evidentes certas caracteristicas qui

micas dos mesmos,

A presenga de GAGA nos granulos foi detectada
pela reagao com o Azul de Alcian. Como ndo houve difer?ma en
tre as respostas observadas apos AA pH 1,0 e AA pH 2,5, deduz
se que a maioria das GAGA presentes nos gr&nu]os sao sulfata-
das."Em vista da metacromasia observada apos AT pH 3,4, su-
pde-se que tais GAGA sulfatadas apresentém seus radicais anio
nicos ordenadamente dispostos, .Sendo 0s granulos XP positivos,
conclui-ée que oé mesmos apresentam prote?nas em sua composi«
¢io. Uma vez que a hialuronidase testicular (C3) e a papaina
(c7) removeram 0s gr?nulos, e considerando-se a agﬁd proteoll

tica da segunda enzima, pode-se imaginar que as GAGA sulfata-
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das mencionadas estejam associadas & seqliéncias peptTdicas,cons

tituTndo portanto proteoglicanas.

A possihi!%dade de que a resposta positiva ao
teste XP por parte dos gtﬁnuios em questao, fosse devidalg pre
senca de material colagénico foi descartada. Isto se deveu 3
observaggo de que a colagenase assoctada 3 hialuronidase (C5),
nac afetou diferentemente a morfologia ou-coioragﬁo dos granu-
105? em comparagao com o observado apds a digestdo pela hialuro

nidase isolada (C3),

Finalmente, a presenca de g?icoproté?nas né inte
rior dos gr§nuios foi demonstrada pela reagEo de PAS, e confir-
mada be!a sensibilidade ao tratamento pela alfa-amilase bruta
(CQ). Como foi excluida a possibijlidade da preséncga de colage-
no nos gr?nu]os, a resposta PAS-positiva observada deve ser a

tribuida & glicoproteTnas nio colagénicas,

Tendo em yista os argumentos mencionades, no que
tange a composig3do quimica os granulos_da matriz inferterrﬁwria],
~aquf discutidos, s3o muito simila}es aos granulos de PG fartamen
te mencionados na Titeratura (ANDERSON & SAJDERA, 1971, THYBERG
et al. 1973; SHEPARD & MITCHELL, 1976a; HASCALL, 1980),

TERRITORIO. A regifo territorial da cartilagem
endoqondria1 foi subdividida em duas outras regiaes: a pericelu
lar, constituida por uma delgada faixa de matriz situada na vi
zinhanca imediata da membrana plasmitica dos condrbcitos; e o
dominio, representado pela porgao de matriz que se estende des
de o pericelular ate o 1nterterrit6rio. Geralmente, a  porgdo
mais afastada no domTnio apresentou acentuada coloragio (sob a
forma de acUmulos locais de gr?nulos), o que facilitou a delimi

taglo visual das regioes territorial e interterritorial,
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Os tratamentos enzimaticos realizados causaram re
dugao ou meémo erradicagdo da granulagdo da_matriz territorial,
Nao obstante o fato de que cada tratamento enzimatico possui um
mecanismo de acdo, caracter?stico da enzima utiliiada, 0s resul=-
tados obtidos indicam que a nivel qualttativo os grnulos da re
~gifo territorial nio diferem &aque?es presentes no interterrito-

rio do endocondrio, pelo menos quanto a sua estabilidade frente

g digestfes enzimaticas,

‘A extragdo de material proteoglicanico, ocorrida
apds tratamentos controle para as digestdes enzimaticas, n3ao com
promete os resultados observados apos as mesmas. Muito provavel
mente, tal extragdo ocorreu numa fragdo de PG que nao se encontra
va suficientemente estabilizada na matriz quando do tratamento ,
sendo provavelmente constituida por uma populagao de moléculasre

cém sintetizadas,

A incapacidade dos tratamentos controle eﬁ remo-
ver 0S grﬁnu]os da matriz, é, as observacoes anteriormente men-
cionadas referentes a natureza quimica dos citados gr3nh?os, Su-
gerem que 0s mesmos representam estruturas.;hﬁlogas aoé agrega-
dos de PG descritos por ROSENBERG et al, (1975). Segundo os au
tores citados, os monomeros de PG {ou seja, as GAGA perpendicu-
larmente ligadas a proteina "core") ligam-se também perpendicu-
larmente ao AcH, de tal sorte que tais mongmeros radiam-se em
todaé as direcOes a partir de um fiia@ento central de AcH, exata
mente como os pelos de uma escova para limpeza de tubos de ensa

io ("bottlebrush").

Considerando-se que tais agregados de PG apresen-
tam em sua estrutura pelo menos dois tipos de glicoproteinas de
ligagdo (HASCALL, 1977, BAKER & CATERSON, 1979), e, considerando

se ainda que durante a fixag3o as PG da cartilagem sofrem conden
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sagdo (ANDERSON & SAJDERA, 1971) & nossa opinjdo que 0s granu-
Tos da matriz aquY observados repfesentam.granées agregados de
PG com morfoTogia‘alterada. Em outras palavras, tais agrega-
dos macromoleculares nio se apresentaram “estendidos" como
se admite que estariam”nb microambiente fisioldgico da cartila
gem hialina Tntegra, mas sim teriam sua estrutura tridimensio-
nal achatada num plano Enido,'ptovocando um enovelamento ou
sobreposigdo das mol€culas constituintes, nomeadamenté, GAGA
(ACH; CSA4; CS-6 e KS}, proteTnas "core" e glicoproteTnas de
Tigagdo "a" e "b",

Evidéncias citoquimicas favorecem a hipatese a
cima'1évantada. Em primeiro 1ug$r; a sensibilidade dos grany
los 3 digest3o pela hia]uronidase,tESticu]at, sugere a presen-
gé‘de AcH, CS-4 é C5-6 no interior dos mesmbs. A intensa meta
‘xcromagia dos grEnuTos apos coloraggo pelo AT pH 3,4, indica a
existéncia de elevadas concentracfes de radicais negativos or
denadamente dispostos nos mesmos, o gue coincide com o carater
polianionico das GAGA, em especial o CS~4 e o CS-6, Mais ain
-da, a resposta positiva ao XP indica a existéncia de radicais
NH+3, provavelmente aqueles pertencentes as proteTnas "core" e
as porgdes prot&icas das glicoproteTnas n3o colag@nicas. Final
mente, a resposta PAS-positiva, pode perfeitamente ser atribuf

da 3 presenca das glicoproteTnas de ligacio "a" e "b",

; CITOPLASMAS., As observagdes concernentes  aos
citoplasmas dos condrocitos devem ser considergdas com certa
reserva, em vista do grande ntmero de fatores que podem in=-
f]uit na.morfoiogia ceiular_caracter?stica. Dentre estes fato
res, desfacam-se aqueles: a) re1aﬁionados com problemas técni-

cos de cardter histoldgico, como por exemplo os variados graus
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de alteragbes ocorridas nos condrﬁcitos em fun¢io da fixagio ou
demais etapas do proceséamento. oﬁ ainda; osVariefatos de ) tra
gSo.Qcasionados quando da obtencZo dos cortes; b] relacionados
com os efeitos secund%rios dos tratamentos, ou seja, a dgEo da
temperatura ou da 1mers§o em meios aquosos com diferentes con
centragfes de saifs, no decorrer dos diversos tratamentos enzima

ticos; c] inerentes 3s proprias cElulas, como por exemplo o es

tado fisiolGgico e mesmo a variagdo natural de c8lula para célu

la.

Obyiamente, diante de tal quadro de possibilida-
des distintas, convencionar um “condrdcito-padrio", cujo cito-
plasma sirva como parametro para comparagoes acuradas & tarefa

extremamente diffcil, N3o obstante, uma caracteristica freglien

temente observada no interior dos citoplasmas foi a presenga de

granulagdes intensamente coradas, sem padrdo de distribuig3o es

pecifico.

Independentemente do teste citoquimico realiza-
do, as granulacgoes iatracitop1asm§ticas foram constantemente ob
servadas no material nao tratado, o que as torna pelo menos com
relagdo @ resposta aos diferentes testes, similares aos granu
los da matriz. Embora n3o tenham sido efetuadas medidat, a im

pressio visual & que as granulagbes intracitoplasmaticas sao me

nores que os granulos da matriz.

Muito provave?mente em fungao das citadas altera
coes 5corridas durante a preparagao, foi comum a observagao de
"grumos" no interior dos citoplasmas. Tais estruturas pareceram
ser o resultado da maior pfoximidade entre as granulagoes ihthg
citop1asm5tica§ que terminaram'por cbncentrar-se em pohtos iso

lados do citoplasma.
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Analisar de forma inequivoca a agdo dos diversos
tratamentos sobre os citoplasmas foi bastante dificil, justamen
te em fungio da variabilidade morfolGgica, Entretanto, notou-
se que as granu!agﬁes intracitop?asmﬁticas foram reduzidas em
nlimero ou mesmo totalmente eliminades, apGs as incubagOes pela
hialuronidase testicular (C3}, hiaiuronidase testicular acresci'
" da de colagenase bacteriana (€5}, papaina (C7) e alfa-amilase
bruta (C10}, o que torna tais granulacdes ainda mais similares

aos granulos da matriz aquf estudados.

O0s componentes g]idosaminog1ic5nicos dos agrega-
dos de proteoglicanas sao sintetizados pe]os condrocitos em di
ferentes cmmpartTmentos celulares (MITCHELL & HARDIMGHAM, 1982).
Porém, todos os cgmponentes dos agregados sdo exportados para o
meio extrace1u1ar separadamente, e somente fora do condrocito &
.que se verificam as alteragoes conformac1ona1s nas moleculas se

cretadas, ocorrendo entio a agregacao (GLANT et al. 1977)

Considerando;se 3 estabilidade das granulagoes
intracitoplasmaticas frente as digestoes enzimaticas realizadas
bem como as respostas observadas apds os testes citoquimicos, e
nossa opiniao que tais granulagoes representam concentragSes in
tracitop1asm§ﬁi¢as de componentes dos agregados macromoleculares
de PG~(nomeadamente,lGAGAs, proteinas "core" e glicoproteinas de
ligacdo "a" e "b"). Tais concentracgoes provaveimente devem ser
vesTculas citoplasmaticas em vias de secrecio, e/ou porgoes di

latadas do Reticulo Endoplasmatico rugoso (RER) ou complexo de

Goigi (CG), todas elas com 0 contelido mencionado.

‘ TRATAMENTOS EM BLOCO. Conforme mencionado  pre
yiamente, os tratamentos tealizados em bloco nao tiveram uma

aclo homogénea sobre as diferentes regides da cartilagem hiali-
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na estudadas, Uma yvez que as digestoes enzimiticas foram reali
zadas tanto sobre cortes‘obtidos pornmicrotomfa de congelagao ,
quanto sobre os fragmentos de cartilagem em bloco, a comparagao
entre os resultados obtidos nas duas condigdes de‘traba]ho em
questdo permite concluir que a ineficiéncia das digestotes enzi-
- miticas em bloco g devida 3 inacessibilidade ao substrato, e

nfo 3 jinatividade da(s) enzima(s) utilizada(s).

Considerando-se que os mecanismos de agdo das di
yersas solucoes enzimaticas utilizadas ja foram aqui discutidos,
torna-se desnecessaria a discussao dos resultados obtidos apos

as digestles enzimaticas em bloco,

Com relagﬁo aos métodos quimicos dissociativds,o
tratamento pelo MgCiz 3 ﬁ (P2), éodificade de SAJDERA & HASCALL
(1969), tido como capaz de remover grande parte (até 85%)  das
PG presentes no tecido, nio foi capaz de promover tal remogao,

conforme demonstrado pelos testes citoquimicos realizados.

Em compatagao com o material ndo tratado (P1), o
"~ tratamento pelo MgClZ $0 réduziu-a basofilia apos coloragao pe
lo AT pH 3,4 nas regioes pericondrial e subpericondrial, nao al
terando em absoluto a coloragdo das demais regioes de estude.
Com relac3o 3 reagdo de PAS, a resposta observada praticamente
repetiu os resu1tadds vérificados apos AT, _Mais ainda, a res=
posta ao teste pelo XP pH 1,7 também confirmou a ineficacia do
tratamento em quest3o, uma vez que a rgmogac de PG promoveria
(comoﬁjﬁ visto) uma maior exposigao dos radicais colagenicos XP

positivos, o que nao ocorreu ap8s o tratamento pelo MgCl,.

HASCALL & SAJDERA (1969), demonstraram a eficiép

cia do CaC'!2 na remocSo das PG da cartilagem do septo nasal bo

vino, Opostamente, ANDERSON & SAJDERA (1971) afirmaram que 0
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CaC?z, quando utilizado em concentragoes eleyadas (4,0 M), atua
como agente fixador das PG da mesma cartliaggm. A ut?1wzagao de
uma soiug&o bouco concentrada de CaCT2 (0,1 M), apdos o tratamen
to pelo MgClz, teoricamente promoveria a extragﬁo de  outra(s)
fragio(ﬁes) proteoglic?nica(s), n3o extraivel(eis) pela agao do

MgC12 jsoladamente,

Comparativamente ao matepia1 tpatado somente ‘pe
To MgCTZ, o tratamento seqlencial pelo MgC12 e CaCl, (P3) provo
cou uma discreta queda na coiotagéo pelo AT pH 3,4, em todas as
regiﬁes de estudo, o que sugere a ocorréncia de remogao de mate
rial pfoteoglic?nﬁco. Porém, os resultados dos testes pelo XP
e PAS mostram que tal remogao ndo ocorreu realmente, Muito pro
vavelmente, a menor intensidade de co]oragﬁo pelo AT pH 3,4, ob
servada apos 0 tratamente P3 deveu-se mais a fatores inespecifi
Cos, re1ac1onados com as condigOes de tratamento {longa perma-

néncia em meio aquoso, temperatura, etc..,), do que a uma agao

dissociativa efetiyamente desempenhada pelo CaCl,..

| 0 efeito do tratamento pelo Acido Tricloroacéti-
co (TCA) a quente (P4) sobre as diferenteé regﬁEes da cartila-
gem do septo nasal bovino, nao pode ser seguramente detectado pe
ta citoquimica, em vista da sevefa desorganizagao morfologica
que © dito tratamento introduzﬁu no material. O0s pequenos frag
mentos submetidos ao TCA sofreram redugﬁes'ém tamanho, oscilan-
do éntre 40 e 70% de suas dimensoes okigina‘s. A agado acida em
conjugagao com a temperatura elevada provocaram a solubilizagao
progressiva das porgdes externas dos fragmentos, o que levou ao

desaparecimento das regioes pericondrial e subpericondrial.

Mais especificamente; a acentuada redugao em ta

manho dos fragmentos de cartilagem tratadcs pelo TCA, deveu-se
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ptincipa¥mente a:-perda de dgua de solvatacgao; solubilizag3o das
mol€culas de col@geno; denaturagdo (e subseqliente remogdo) em
graus variados de extens3o das proteTnas “"core", assim como das

porgGes protéicas das glicoprotefnas n3o colagénicas,

A redugdo da intensidade de coloragdo apds AT pH

3,4, em comparagdo com“o material n3o tratado (P1), indica que o
TCA removeu parte das PG presentes ﬁo tecido, Acrescente-se que
o tratamento praticamente nio alterou a resposta a reag3o de PAS,
enquanto que o teste pelo XP pH 1,7 demonstrou a remogao de col
geno das porgoes da cartilagem endocondrial, Considerando-se a
j8 discutida ag3do do TCA sobre os componentes da matriz extrace-

| 1ﬁ1ar.da carti]égem hialina, fica evidente-que a utilizagao do
método em queétﬁo:(P4) em estudos citoqu?mi;os como o presente &
céntraproducenté, e até mesmo inadequada, em vista da falta de

especificidade do mesmo.

0 método descrito por MILLER (1972) consiste da
extragao (por so}uégo salina e acido acetico) das PG da cartila-
gem, seguida da solubilizagao do colageno pela acao proteolitica
da tripsina. Em outras palavras, o método deveria remover 0s
demais componentes da matriz, que nao as glicoproteinas estrutu-

rais (GPEs).

A remocao das PG ocorreria de forma aﬁ€1oga ao
principio "dissociativo” de SAJDERA & HASCALL (1969), Por outro
lado, a tripsina age principalmente sobre a regido carboxi-termi
nal da molécula de colageno da cartilagem, regiao esta que  nao
parficipa do arranjo helicoidal dd molécula como um todo (STARK
et al, 1972).
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A remogBo de radicais AT e AA-positivos em_fungEo.
do tratamento em questdo (P5), ndo diferiu grandemente do obse;-
yado apds os demais trétamentos éuTmicos dissociativos discutidos
A solubilizacdo das moléculas de coldgeno (reve?ada pelo: XP  pH
1,7) foi inferior dquela verificada apds os tratamentos por clo
retos (P2 e P3), eios resultados observados apos PAS praticamen-
te repetiram aqueles descritos no material nao tratado (P1). As
sim, o método de MILLER (1972) ndo produziu os resultados cita-
dos pe]o.autOr, e portanto a sua utilizagao em estudos de nature

za citoquimica deve ser evitada,

Nenhum dos tratamentos qu?micos dissociativos aqul
utilizados produziu 0s resultados esperados. Considerando-se que
'as-pequenas modificagOes metodoldgicas aqul introduzidas objeti-
varam a otimfzagﬁo dos referidos tratamentos em fungao dos conhe
- cimentos atualmente disponiveis na Titeratuf&, € nossa opiniao

" que os mesmos s3o realmente ineficazes,

Especial destaque deve ser feito com relagao | ao
tratamento pe¥§ MgCl, (P2) e sequndo o método de MILLER (P5). Os
autores dos trabalhos de onde foram retirédas tajs teécnicas (res
pectivamente SAJDERA & HASCALL, 1969 e MILLER, 1972), afirmaram
n3o s que as mesmas s3o capazes.de remover componentes da ma
S triz extrateiu!qr da cartilagem, como também forneceram dados quan
titativos acerca do rendimento esperado. Em vista da n3o repro-
ducibilidade de tais resultados, fica evidente que os mesmos nao

apresentam confiabilidade,

Nos cortes transversais de septos nasais bovinos
aquf estudados, os granulos da matriz, por suas respostas aostes
tes citoquimicos e susceptibilidade aos tratamentos en;imgticos

realizados, parecem conter material de natureza proteoglicanica,
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Nossos achados indicam que os citados granulos sdo similares
aos descritos por ROSENBERG et al, (1975), representando por

tanto grandes complexos multiagregados de proteoglicanas,

Nossos resultados, sobretudo agueles registra

dos em cortes obtidos por microtomia de congelagao, corroboram
trabaThos anteriores de VIDAL (1977, 1983] e de VIDAL & DOLDER

| (1978}, que afirmam que na regido pericelular dos condrocites,
a ordem molecular e o estado de agregacao das glicosaminoglica
nas 3cidas sao maiores que o observado na regiao interterrito-

ria],

E nossa opiniao, entretanto, que na cartilagem
subpericondria1ﬁa situag3o seja oposta, ficando o interterritd
rio com.estab11?daﬂe fisico~quimica mais elevada que a porgan
Feﬁritoriai. Conforme j3 dito, tal fato parece relacionar-se
princiba1mente com o processo de maturagao da cartilagem hiali

na do septo nasal bovino,

CONCLUSOES

- 0s tratamentos em bloco, quer de natureza qui
- mica, quer de naturezé enzimatica, nao produziram resultados
confiaveis a nivel qualitativo, recomendando~se a utilizacao de
cortes obtides por microtomia de congelagao. MNote-se que mes
mo me&idas quantiiativas pbdem ser realizadas sobre os ditos
cortes, sendo necessiria apenas a vtilizagdo de Tndices (como

por exemplo o IM aquT mencionado}, para prevenir erros decor

rentes da variagio de espessura, .inerente 3 téciica de corte,
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- Os‘grgnuios da matriz extracelular observados
em diversas regifes de estudo, representam complexos multiagre

gados de PG, andlogos Eque]es descritos por ROSENBERG et al,
(1975), |

- As_gfanulagaes 1ntracitop1asm5ticas,reTatadas
ao longo deste trabalho, aparentemente representam concentra-
¢bes localizadas de componentes da matriz extracelular (nomea-
damente GAGA, prote¥nas “core”, colageno e glicoproteinas nao
co1ag§n%cas), em vias de secregdo, - Tais concentragoes  muito
provavelmente constituem-se de porgGes do RetTculo Endoplasmi-
tico, do Complexo de Golgi e de vesTculas de secrecio propria-

mente ditas,
' - Em geral, na cartilagem endpcondrial, a por

QEO interterritorial mostrou-se menos susceptivel aos inUmeros
‘tratamentos realizados do que a porgao terfitoria?, 0 que suge
re que a matriz extracelular da cartilagem hialina do septo na
sai bovino apresenta-se mais estabiiizada; quao mais afastada
morfologicamente, das celulas que secretaram seus diversos com
ponentes. _

- No septo nasal bovino, a maturagao do tecido
cartilaginoso parece ser crescente no sentido pericondrio-car-
tilagem endocondrial. Isto pﬂde.§er comprovado pe1orfato de
"que a porgdo pericelular dos condrfcitos situados no subpericon
drio apresenta menor estabilidade fisico-quimica frente . aos
tratamentos realizados, do que a mesma porgao pericelular dos

condrocitos da cartilagem endocondrial.




RESUMO

A ac3o de tratamentos quimicos dissociativos e en
zimaticos sobre a cartilagem hialina do septo nasal bovino, foi

estudada através de tecnicas citoquimicas.

As variagoes nas respostas aos referidos testes
citoquimicos em funcdo dos tratamentos realizados, foram utiliza
das como uma forma de estimar o grau de estabilidade fisico-qui-
mica dos diferentes componentes macromo1ecu¥ares da - cartilagem
hialina, bem como o estado de agregagao e ordem molecular dos

mesmos.

A utilizacao de procedimentos distintos (tratamen
£05‘reaiizados sobre cortes obtidos por microfomia de congelagao
'e sobre fragméntos de cartilagem posteriormenfe incluTdos em pa
rafina){ permitiu uma avaliacgao acerca da eficiencia e acessibi-
1idade dos diferentes agentes empregados, avaliagao esta que de
‘monstrou que os cortes obtidos por congelagdo produzem resposta§

mais evidentes a nivel qualitativo.

Os tratamentbs quimicos dissociativos utilizados,
mostraram-se inadgquados a estudos de natureza citoquimica. Tal
inadequacao deveu-se, sobretudo, a nao reproduc{bilidade de tais
.métodos, em eépecial no tocante ao rendimenfo total esperado dos

mesmos.

Na matriz extracelular da cartilagem do septo na
sal bovino foi observada a presenca de granulos intensamente cCO
rados, apos os diferentes testes citoquimicos. Considerando- se
a sensibilidade de tais grénulos aos tratamentos quimicos e enzi
maticos realizados, concluiu-se que 0S mesmos representam comple

xos multiagregados de proteog!icaﬁas, analogos aos descritos por

ROSENBERG et al. (1975).
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A presenca de granulacoes no interidr dos citoplas
mas dos condrocitos, apresentando estabi}idade‘fTsico-qu?mica e
respostas citoquimicas similares aos granulos da matriz, foi in
terpretada como concentracoes localizadas de componentes da ma
triz em vias de secrecao. Tais componentes, muito provavelmenté,
sdo glicosaminoglicanas acidas, prote?nas "core" das proteoglica-
nas, colageno e glicoproteinas n3o colagenicas, e sua acumulacao

deve ocorrer em porcoes do Reticulo Endoplasmatico, do  Complexo

“de Golgi e vesiculas de secregao.

A cartilagem hialina do septo nasal bovino apresen
ta a sua porgao territoria1'mais susceptivel aos tratamentos aqui
rea11zados, do que a porgao 1nterterr1tor1a1 Tal fato indica que
0 grau de estabilizacao molecular aumenta a medea que nos afasta
mos morfologicamente das celulas que sintetizaram e secretaram

tais macromoleculas.

A comparacgao entre 0s graus de estabilidade fisico
quimica apresentados pelas porgﬁes.perice1u1ares dos condratitos
situados no subpericondrio e na cartilagem endocondrial, sugere
gque a maturacdo da cartilagem do septo nasal bovino ocorre no sen

tido pericondrio-cartilagem endocondrial.




ABSTRACT

The hyaline cartilage of the bovine nasal septum
was cytochemiﬁa?]y studied, with respect to the physicochemical
stability, state of aggregation and molecular order of its
macromolecular components.

Techniques based on the "dissociative" principle
of SAJDERA & HASCALL (1969), and on enzymatic digestions were
used as extraction methods.

| The results showed that chemical-dissociative
treatments are not indicated for cytochemical studies,
particularly because of the monreproducibility of such methods.

Dense granules were observed on the cartilage
extracellular matrix. The pﬁysicochémica? stability and the
stainability of such granules, lead to the supposition that
they represent a multiaggregated protecglycan complex,

. Similar granules were observed in the cytopiasms
of chondrocytes, and their presence suggests that the macro-
molecular components of the hyaline cartilage (collagen,
proteoglycans and noncollagenous glycoproteins), are being

secreted.
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