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Hp - regido da cartilagem articular da epifise proximal do imero

Hr — regi&do da cartilagem articular da epifise distal do Gmero em contato
com o radio

Hu - regido da cartilagem articular da epifise distal do imero em contato
com a ulna

kDa — kilodalton

mA — miliampére

Mr — massa molecular aparente

MEC - matriz extracelular

PBS - solugéo de NaCl 0,15 M tamponada com fosfato de s6dio 0,05M pH
7,2

PGs - proteoglicano(s)

PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonil

QS - queratam sulfato
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RESUMO

A matriz extracelular € essencial para o desenvolvimento do organismo,
desempenhando diferentes fungBes. Nas cartilagens das articulacbes, a
composicdo da matriz determina uma estrutura com propriedades eldsticas e de
suporte mecénico que facilita os movimentos. O papel fisiolégico da cartilagem
depende da integridade dessa matriz, formada em geral por fibras de colageno,
principalmente do tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas ndo colagénicas.
Variagdes na concentracdo dos componentes e no tipo de constituicdo conferem
propriedades biomecénicas especiais ao tecido. A andlise bioguimica destes
componentes tem sido descrita, especiaimente em mamiferos, porém pouco se
sabe dessa matriz na cartilagem de aves. Os proteoglicanos sdo importantes para
a fisiologia do tecido, e a sua express&o pode variar sob a influéncia de diferentes
fatores. Pequenos proteoglicanos, como fibromodulim e  decorim, esto
distribuidos de maneira diversa nas sub-regides articulares, sugerindo uma
relagdo entre a expressdo dessas moléculas e as diferentes propriedades
biomecanicas do tecido resultantes das forgcas em acdo. Neste contexto, este
trabalho teve como finalidade fazer a analise bioquimica da matriz extracelular de
cartilagens das articulagdes escapulo-umeral, Umero-ulnar e Umero-radial de
frangos, visando analisar pequenos proteoglicanos e identificar os tipos de
glicosaminoglicanos presentes em cada regido. As cartilagens provenientes do
Umero proximal, Umero distal em contato com o radio e Umero distal em contato
com a ulna apresentaram maior conteido de 4&cido hexurbnico e
glicosaminoglicanos sulfatados quando comparados com as cartilagens oriundas
da ulna proximal e radio proximal. Variagbes significativas na concentracéo de
proteina, acido urdnico e glicosaminoglicanos sulfatados foram obtidas no extrato
total e na fracdo D4 de cada regido. O glicosaminoglicano encontrado nas
cartilagens estudadas foi o condroitim sulfato, com predominancia de residuos de
acido o-L-glicurbnico e N-acetil B-D-galactosamina 4-O-sulfatados com uma
relagdo de trés ADI-4S para cada ADi-6S em todas as regides, com excecédo da

cartilagem da regido proximal do radio, onde a razdo foi de 2,5. As amostras
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obtidas, ap&s cromatografias de troca ibnica e interagdo hidrofobica das fragGes
D4, apresentaram um perfii eletroforético semelhante em SDS-PAGE. Na
auséncia de B-mercaptoetanol ocorrem duas bandas de 160 e 200 kDa que
ap6s tratamento com B-mercaptoetanol ficam ténues e ocorre o aparecimento de
uma banda com 57 kDa. Esse fenbmeno pode representar interacdo com outros
elementos de matriz ou mesmo auto-agregacdo. Duas moléculas parcialmente
isoladas reagiram com anticorpos anti-fibromodulim e anti-decorim em
immunoblotting, sugerindo uma correspondéncia com fibromodulim e decorim. Os
resultados obtidos neste trabalho podem corresponder a fisiologia normal de
tecidos sob diferentes condicbes de press@o mecanica. Esses resultados podem
ser representativos para as condi¢bes que esses animais se encontravam, porém
diferentes variagGes podem ocorrer quando essas cartilagens forem analisadas
em diferentes idades, condigbes de criagéo, gendtipo, etc.
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ABSTRACT

The extracellular matrix is present in every tissue, but it is specially
abundant in tendons and cartilages. In articular cartilages, the composition of the
matrix determines a structure with elastic and structural properties that facilitate the
movements. The physiological role of cartilage depends on the integrity of the
matrix, made mainly by type Il collagen fibers, proteoglycans and non collagen
glycoproteins. Variations in the concentration and types of components may resuit
in special biomechanical properties to the tissue. The biochemical analysis of
extracellular matrix components has been carried out in several species, but it is
scarce in avian. Proteoglycans are important for the tissue physiology and its
expression may vary under the influence of different factors. Small proteoglycans,
as the fibromodulin and decorin, are differentially distributed in the articular
cartilage sub-regions, suggesting a relation among the expression of those
molecules and the presence of different biomechanical properties of the tissue.
According to that, this work was focused on the biochemical analysis of the
extracellular matrix articular cartilages from scapular-humerus, ulnar-humerus and
radial-humerus articulations of chicken, aiming to analyze small proteoglycans and
identify the type of glycosaminoglycans present in each cartilage. The cartilages
obtained from proximal humerus, distal humerus in contact with the radius and
distal humerus in contact with the ulna, presented higher content of uronic acid and
sulfated glycosaminoglycans, when compared with cartilages obtained from
proximal ulna and proximal radius. Significant variations in the concentration of
protein, uronic acid and sulfated glycosaminoglycan were obtained from the total
extract and in the D4 fraction of each region. The glycosaminoglycan found in the
different cartilages was condroitin sulfate, with a predominance of a-L-glucuronic
acid and N-acetil B-D-galactosamine 4-O-sulfated residues with a relation of three
ADi-4S for each ADi -6S in all regions, with the exception of cartilage from the
radium proximal region, where the relation was of 2.5. Samples obtained after ion
exchange and hydrophobic interaction chromatographies from D4 fraction
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presented the same electrophoretic profile in SDS-PAGE. In the absence of p-
mercaptoethanol two components of 160 and 200 kDa were detected, which after
treatment with B-mercaptoethanol appear as a faint band; a polypeptide with 57
kDa was also present in reducing conditions. If the 57 kDa component arose from
a oligomeric component or from some autoaggregation process remains to be
studied. Immunoassays using anti-fibromodulin and anti-decorin, indicated that the
components with 57 kDa and 70-90 kDa found in matrix of each joint analyzed are
the small proteoglycans fibromodulin and decorin. Despite the different sites and
functional properties of the different cartilages, no differences were found in the

composition of the extracellular matrix of each one.
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INTRODUGAO

A matriz extracelular (MEC), que circunda as células dos organismos, esta
organizada em uma malha protéica e de glicoconjugados com multiplas fungdes.
Os componentes da matriz conferem resisténcia mecanica e elasticidade, servem
de substrato para migracéo e adesdo celular, atuam como uma interface entre
receptores de membranas celulares e ligantes do tipo proteinas estruturais, fatores
de crescimento e citocinas, servem como barreira para a penetracdo de células e
elementos filtrantes para macromoléculas (SCOTT, 1995; I0ZZ0, 1998). Assim, a
MEC é essencial para os processos de desenvolvimento do organismo, ao regular
a proliferagdo, diferenciacdo, adesdo e migracdo celulares (NOYORI & JASIN,
1994). '

Nas articulacbes, a cartilagem é um tecido adaptado para oferecer
resisténcia duradoura e suportar as diferentes pressées mecénicas, de modo a
facilitar os movimentos com ¢ minimo de friccdo entre as interfaces da juntura
(BUCKWALTER & MANKIN, 1997). Esta condicdo biomecénica na articulagdo é
um fator que exerce influéncia no desenvolvimento da cartilagem (MCMASTER &
WEINERT JR, 1970; GRODZINSKY et al., 1996).

As articulagGes do tipo diartrose permitem a locomocéo e outras atividades.
As junturas sinoviais s&o caracterizadas pela presenca de uma capsula fibrosa de
revestimento, tecido e liquido sinovial e finas camadas de cartilagem sobre cada
osso da articulacdo. Possuem diferentes formas geométricas, onde se destacam
as junturas do tipo esferdide, presentes nas articulagcbes do ombro e quadril e
outras com geometria mais complexa, como as articulagbes do tipo ginglimo do
joelho e cotovelo (RATCLIFFE & MOW, 1996).

O desenvolvimento da locomogdo aérea pelas aves ocorreu sob
adaptagbes anatbmicas e fisiologicas através da evolugdo. Varias destas
adaptaces estdo presentes na asa (KOCK, 1973).

Os ossos da extremidade a partir do ombro compdem a asa. O ombro é

formado pela associacdo da escapula, clavicula e imero. A extremidade distal da
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escapula e clavicula forma uma cavidade revestida por cartilagem hialina e
fibrocartilagem onde o umero se articula. A regido proximal do Umero possui uma
geometria complexa com tuberosidades laterais € uma cabega esferdide revestida
de cartilagem hialina que, unida aos ossos do ombro, forma uma diartrose do tipo
esferdide. A regido distal do umero tem uma geometria mais plana possuindo
epicondilos e uma troclea evidente. Forma uma diartrose do tipo ginglimo com
ossos do antebraco conhecidos como radio e ulna. Cartilagem hialina recobre
também as superficies articulares neste sitio. Diferente do Umero, radio e ulna séo
ossos finos que possuem endentacGes para acomodagdo de penas de vbo. A
supinagdo e a pronacdo de ambos os ossos ndo & possivel (KOCK, 1973;
SPENCE, 1991).

As cartilagens articulares formam um importante modelo de estrutura
biolégica hierarquizada, onde os diferentes componentes e niveis de organizacéo
s&o responsaveis pela eficiéncia fisiologica da juntura (MOW et al., 1992). Como
outros tecidos conjuntivos, incluindo tenddes, ligamentos e meniscos, a cartilagem
articular consiste basicamente de células, agua, eletrdlitos e a MEC, uma rede
macromolecular de colageno e proteoglicanos (PGs), responsaveis pela forma e
diferentes propriedades mecénicas do tecido. A cartilagem articular é rica em PGs,
especialmente agrecam. Os glicosaminoglicanos (GAGs) presentes nos PGs
possuem uma consideravel densidade de carga negativa que determina uma alta
pressdo osmotica, contida pela rede de fibrilas (BROOM & SILYN-ROBERTS,
1990; SCHMIDT et al.,, 1990; RATCLIFFE & MOW, 1996; BUCKWALTER &
MANKIN, 1997).

A caracterizacdo e a distribuicdo dos componentes da MEC presentes na
cartilagem, associada a biomecénica, sdo tdpicos importantes para o estudo da
articulagdo normal e patoldgica (SIMON, 1977; KIVIRANTA et al., 1987, 1992;
CHIQUET et al., 1996; LOTZ ef al., 1998; QUINN et al., 1998; BUSCHMANN et al.,
1999; WONG et al., 1999).

O papel fisiologico da cartilagem depende da estrutura fisico-quimica e da
integridade dessa MEC, sintetizada e mantida por condrécitos presentes no tecido
(LOHMANDER & KIMURA, 1986). VariagSes na concentracdo e na constituicdo
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conferem propriedades especiais & cartilagem. A caracterizagdo bioquimica destes
constituintes e, especialmente, a modulagao e organizacdo supramolecular ainda
é discutida (HAGG ef al., 1998).

A composicéo e a organizacdo dos componentes da MEC presentes nas
cartilagens articulares normais determinam uma estrutura lisa, hialina e resistente
com propriedades elasticas e de suporte, permitindo movimentos com baixa
friccdo entre as interfaces (RATCLIFFE & MOW, 1996; BUCKWALTER &
MANKIN, 1997).

A MEC das cartilagens articulares é formada por uma estrutura fibrilar de
colageno. A estrutura fibrilar & heteropolimérica, contendo mais de um tipo de
colageno, como os tipos I, IX, Xl, entre outros. A fungdo primaria do colageno esta
relacionada com as propriedades de tensdo da cartilagem (RATCLIFFE & MOW,
1996). Varios tipos de colageno ja foram descritos (VAN DER REST & GARRONE,
1991; MAYNE & BREWTON, 1993; LIU et al., 1995). O colageno é uma molécula
que apresenta uma regido em tripla hélice com uma distribuicdo caracteristica de
aminoacidos em seqiiéncia Gly-X-Y, onde freqlientemente X representa prolina e
Y hidroxiprolina. LigacGes intra e intermoleculares permitem a formagéo de fibrilas
de colageno estabilizadas por pontes de hidrogénio e ligagbes cruzadas
covalentes entre as cadeias (YAMAGUCHI et al., 1988). A resisténcia a tens3o no
tecido é obtida devido a estas ligacbes cruzadas, as quais mantém a rede de
colageno estavel (SCHIMIDT & LINSENMMAYER, 1990). InteragbGes entre
moléculas de colageno e PG determinam a forma final da fibrila, onde PG podem
ter participacdo efetiva na organizagdo dos agregados macromoleculares,
auxiliando nas propriedades mecéanicas do tecido. A presencga de outras moléculas
associadas pode manter uma ordenacdo adequada para o espagamento
interfibrilar das moléculas de colageno (HAGG et al., 1998). Em cartilagem xifoide
de frango foi demonstrada uma associacg@o intima entre os colagenos I, IX e Xi
(MENDLER et al., 1989).

Os PGs presentes nas cartilagens sdo essenciais para a resisténcia da
cartilagem articular as forcas de compressdoc (FRANZEN et al., 1981a) e
contribuem também na organizagdo e nas propriedades fisicas da MEC
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(HASCALL., 1981). Estas moléculas tém a propriedade de criar um compartimento
hidratado, atraindo os ions osmoticamente ativos através de sua carga negativa
(HARDINGHAN & FOSANG, 1992). Esta composicdo de fibrilas e polimeros
aniénicos € fundamental para a resisténcia da cartilagem a mecénica do
movimento.

Os PGs da matriz s8o macromoléculas complexas formadas por um
esqueleto protéico central, ao qual esta covalentemente ligado um nimero variavel
de cadeias laterais de carboidratos carregados negativamente, em especial GAGs.
A composicéo e estrutura do PG podem variar consideravelmente com a idade
(BOLTON et al., 1999; DEL SANTO JR et al., 2000), estado patolégico (CS-
SZABO et al., 1995), e diferentes sitios de um érgéo (BJELLE et al., 1974), entre
outros fatores. PGs sdo encontrados em diferentes organismos e tecidos, como
cartilagens (MICHELACCI ef al., 1979; SWANN ef al., 1979; SHINOMURA et al.,
1983; NORO et al., 1983; ROUGHLEY & WHITE, 1989; HEINEGARD et al., 1985;
ESQUISATTO, 1996), membrana sinovial (COLEMAN et al.,, 1998) e tendbes
(VOGEL & KOOB, 1989; CARVALHO et al., 2000) com uma composicdo e
estrutura variavel (MICHELACCI ef al., 1979; HANDLEY et al., 1985; HEINEGARD
& SOMMARIN, 1987a; MICHELACCI & HORTON, 1989; BUCKWALTER et al.,
1994; DEUTSCH et al., 1995; ROTH et al., 1997; MURPHY et al., 1999).

Os GAGs compreendem um complexo grupo de macromoléculas com
diferentes propriedades e func¢des biolégicas, incluindo acido hialurbnico (AH),
condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS), heparina e
queratam sulfato (QS). Os GAGs, exceto AH, ocorrem covalentemente ligados a
proteinas e sdo em geral sulfatados. Todos eles sdo formados por cadeias de
dissacarideos em miultiplas combinac&es possibilitando a formagdo de um grande
nimero de polimeros diferentes (SCOTT, 1995; SILBERT, 1996). Estes polimeros
anibnicos sdo amplamente distribuidos na natureza, ocorrendo em uma grande
variedade de organismos. Analise do conteldo de GAG foi reportada em
diferentes espécies e tecidos, incluindo cartilagem (MOURAO et al., 1976; OLSEN
et al., 1989; OSTENDORF ef al., 1995). As cadeias laterais de GAG sdo formadas
principalmente por CS nos PGs de cartilagem articular. A quantidade relativa de
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GAG pode variar de acordo com o tipo de cartilagem e estado fisiolégico ou
patoldgico (MANKIN & LIPPIELO, 1971; MICHELACCI ef al., 1979; MOURAO et
al., 1979; MOURAO, 1988; HARAB & MOURAO, 1989; HEISE & TOLEDO, 1993).

Polissacarideos do tipo CS tém sido designados de acordo com suas
unidades de dissacarideos dominantes. Assim, CS-A, CS-B, CS-C, CS-D, CS-E,
and CS-K contém predominantemente unidades repetitivas de GicAg1-
3GalNAc(4S0:3), IdoAS1-3GalNAC(4S0s3), GicAB1-3GalNAC(6S03), GIcA(2S0;3)41-
3GalNAc(6S03), GlcAS1-3GalNAC(4S0;, 6S03) e GICA(3S0;)B1-3GalNAC(4S03),
respectivamente (CHAI, 1998).

Nas cartilagens, uma classe de PG, o agrecam, tende a formar estruturas
interagindo com AH (MORGELIN et al., 1994). A formacgédo de agregados ocorre
através da ligacdo eletrostatica entre o esqueleto protéico de varios monémeros
de PGs com o AH (HARDINGHAN & MUIR, 1972, 1974). A ligacdo ¢é estabilizada
pela participagdo de proteinas de ligagdo (FRANZEN ef al., 1981a). Cada
molécula destes grandes PGs agregantes pode ter seu esqueleto protéico com até
200 cadeias de carboidratos associados. Isso pode representar uma Mr acima de
10° daltons. A composicdo dos grandes PGs agregantes mostra um elevado
contetido de cadeias de CS, cadeias de QS e oligossacarideos (HEINEGARD &
SOMMARIN, 1987b). A polidispersdo, como uma caracteristica derivada das
variagdes no tamanho molecular, é tipica nos grandes PGs agregantes. Pode
haver uma variacdo no tamanho da molécula de proteina bem como no contetdo
de cadeias laterais, em funcdo do grau de substituicdo pos-sintese e acio de
proteases (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987b).

Os grandes PGs agregantes formam subgrupos diferentes no tamanho do
esqueleto protéico e no contetido de cadeias laterais (HEINEGARD et al., 1985). A
quantidade de GAGs pode variar entre as diferentes regies de uma mesma
cartilagem. Os PGs da superficie (até 200 um de profundidade) sdo diferentes
daqueles das camadas mais profundas (240 — 1040 um). Nas regifes proximas a
juncdo osso-cartilagem, os PGs sdo de menor tamanho, a regidio rica em CS
diminui e a quantidade de PG ndo-agregantes & maior. Na regido mais superficial,
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a quantidade de CS é menor e quase todos os PGs interagem com AH (FRANZEN
et al., 1981b).

PG de alto Mr que ndo formam agregados com AH sdo designados nfo-
agregantes (Mr >10%). Em geral, os grandes PGs ndo-agregantes ocorrem em
menor concentracdo quando comparados aos grandes PG agregantes nas
cartilagens e representam um grupo distinto com semelhancgas estruturais. Os
PGs nao-agregantes sao encontrados em maior quantidade em disco
intervertebral e cartilagem articular, estando em menor quantidade em cartilagem
nasal (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987b).

Os PGs de baixo Mr formam uma populacéo que representa cerca de 10%
do contetdo de PGs da cartilagem. Essas moléculas possuem um esqueleto
protéico rico em leucina (HOCKING et al., 1998), acido aspartico e acido
glutdmico. N&do formam agregados com o &cido hialurbnico e a composicéo de
aminoacidos é diferente dos grandes PGs. Coletivamente, foram chamados de
SLRPs (small leucine-rich proteins) por 10ZZO e MURDOCH (1996). Estes
peguenos PG sao estruturaimente relacionadas mas geneticamente distintos, com
ampla distribuicdo pelos tecidos dos vertebrados e expressdo variada (FISCHER
et al., 1987).

A analise filogenética dividiu a familia dos SLRPs em trés grupos distintos,
a partir do estudo da sequéncia de aminoacidos em moléculas de origem bovina.
Decorim (PG-S2, PG |l, PG40) e biglicam (PG-S1, PG ) formam o grupo 1;
fibromodulim (FM-59KDa), lumicam, queratocam e osteocaderim fazem parte do
grupo 2; epificam e osteoglicim formam o grupo 3 (HOCKING et al., 1998; 10Z2Z0,
1998). O grupo 3 e alguns componentes do grupo 2 ndo sdo abordados neste
trabalho.

PGs de baixo Mr sdo associados as fungbes reguladoras da fibrilogénese
do colageno (FONT et al., 1998; HOCKING et al., 1998). Decorim e fibromodulim
(FM) interagem com fibrilas de colageno e afetam sua fibrilogénese in vitro
(VOGEL et al., 1984; CHANDRASEKHAR et al., 1986; HEDBOM & HEINEGARD,
1989; FLEISCHMAJER et al., 1991; HEDBOM & HEINEGARD, 1993). Resultados
obtidos in vivo por HEDLUND ef al. (1994) mostram a ligacdo de fibrilas
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colagénicas com FM, indicando que este pequeno PG representa um fator
regulador da génese e fisiologia dos feixes de colageno. Em tendéo, o FM e o
decorim parecem interagir com o colageno e interferir em sua fibrilogénese
(HEINEGARD & SOMMARIN, 1987b; EZURA et al., 2000). A interagéo entre FM e
a fibrila do colageno em cartilagem e tend&o bovinos se estabelece na regido do
intervalo da banda D da fibrila (HEDLUND et al., 1994; SVENSSON et al., 2000).
Uma distribuicdo similar foi demonstrada para o decorim em associagdo com
fibrilas de colageno em pele humana (FLEISCHMAJER ef al., 1991).

Decorim € enconfrado em pele, tendéo, esclera e cartilagem (CHOI et al.,
1989; BIANCO et al., 1990; ROSENBERG ef al., 1991). O decorim de mamiferos
contém uma segliéncia repetitiva de 25 aminoécidos e uma cadeia simples de CS
ou DS ligada a extremidade N-terminal da proteina (SCHOLZEN et al., 1994).
Decorim de frango possui isoformas contendo uma ou duas cadeias de DS. A
isoforma de decorim com 2 cadeias de DS pode ser um substituto funcional nas
aves relacionado com o biglicam de mamiferos (BLASCHKE et al., 1996). A
estrutura do esqueleto protéico do decorim, modelada em computador a partir de
cristalografia comparativa, apresenta a forma de um arco ou ferradura, com a
cadeia de GAGs e oligossacarideos N-ligados situados no mesmo lado da
molécula, o que poderia aumentar a espessura do arco (WEBER et al., 1996). A
proteina central do decorim e do biglicam possui 55% de identidade de
aminoacidos e padrbes diferentes de expressédo temporal e espacial, sugerindo
funcdes diferenciadas. A comparagéo da seqiiéncia de aminoacidos deduzida
para o biglicam e decorim de camundongo, rato, boi e humanos revela uma
homologia superior a 90% e 80%, respectivamente (HOCKING et al., 1998;
10ZZ0, 1998).

Biglicam contém duas cadeias de CS ou DS localizados na mesma
extremidade da molécula. Foi identificado em superficies celulares e na regi&o
pericelular, estando envolvido na morfogénese e diferenciagéo (HARDINGHAM &
FOSANG, 1992). Decorim e biglicam foram isolados da cartilagem nasal (cadeias
de CS), articular (cadeias de DS) e outros tecidos (HEINEGARD & SOMMARIN,
19873a,b).
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Decorim e biglicam podem estar associados a diferentes fibras de colageno,
em especial do tipo | e Il (BIDANSET et al., 1992). As interagées SLRP-colageno
podem ser importantes em diferentes processos biolbgicos, como a manutencéo
montagem da rede de fibras colagenas da MEC durante o crescimento e
desenvolvimento (HAGG et al., 1998). Decorim parece ocorrer preferencialmente
em areas de matriz interterritorial nas regiGes mais profundas da cartilagem
articular bovina enquanto coldgeno IX tem uma distribuicdo territorial. Decorim
esta algumas vezes associado com colageno IX na superficie da cartilagem. Uma
funcdo semelhante foi sugerida para o decorim de corea e tenddes (SCOTT,
1992). A ruptura do gene para decorim em camundongos determina a formagéo
de individuos com fragilidade de pele, relacionada com fibrilas anormais de
colageno. Esta € uma evidéncia in vivo da fungéo da molécula na formagéo das
fibrilas de colageno (DANIELSON et al., 1997; SCOTT et al., 1998). Um fendmeno
semelhante é observado em camundongos que ndo expressam o gene para FM
(SVENSSON, 1999). Frangos com problemas no desenvolvimento muscular
possuem alteragbes na expressdo de decorim e na montagem da fibrila de
colageno (VELLEMAN et al., 1996).

Foi proposto que os SLPRs, especialmente o FM e o decorim, podem
modular a atividade do TGF-B (fransforming growth factor f), um fator de
crescimento multifuncional para diferentes tipos celulares que participa do controle
da proliferacdo, diferenciagdo e adesdo celular, além da deposicdo da MEC
(YAMAGUCHI! et al. 1990; HILDEBRAND et al., 1994; HAKKINEN et al., 1996).
Decorim e biglicam podem modular ou reagir com diferentes moléculas, incluindo
enzimas, fibronectina, trombospondina, B-amiléide, C1q, cofator Il de heparina,
hormdnios, citocinas e outros (SCHIMIDT et al., 1987; HUTTENLOCKER ef al.,
1996). Recentemente, biglicam foi associado & fung&o de CSF (colony-stimulating
factor) e de agente neurotréfico (KIKUCHI et al., 1995; JUNGHANS ef al., 1995;
KOOPS et al., 1996).

O FM apresenta 4 cadeias de QS em um dominio central e residuos de
tirosina sulfatados na porgdo N-terminal (OLDBERG ef al., 1989). FM pode ser
isolado de cartilagem, especialmente de adultos, e diferentes tecidos (LAUDER et



22

al., 1994, 1998; ROUGHLEY et al., 1996; WATANABE & KUBOTA, 1998;
SZTROLOVICS et al., 1999). Em cartilagem xifoide de frango, FM foi encontrado
principalmente na regido central da carina, podendo estar relacionado com a
presenca de maiores forcas de compressao que ocorre nesta regido (GOMES &
PIMENTEL, 1994). A tibia e a regido da crista da face patelar do fémur bovino
indica que este PG se apresenta na forma de um agregado sob condigbes n&o-
redutoras (ESQUISATTO ef al., manuscrito em preparagéo) e parece agregar com
outros componentes de matriz (GOMES et al., 1996), inclusive colageno (VIDAL &
VILARTA, 1988; SKERRY et al., 1990).

As cartilagens articulares formam um importante modelo de estrutura
biolégica hierarquizada, onde os diferentes componentes e niveis de organizacéo
sdo responsaveis pela eficiéncia fisiolégica da juntura (MOW et al., 1992). Por
outro lado, o conhecimento da relagédo entre estrutura e fungdo na cartilagem
articular & importante para o estabelecimento de estratégias clinicas para artrites.
As artrites compdem um grupo de doencas incapacitantes com alta incidéncia na
populagdo adulta, gerando um grave problema biomédico e s6cio-econémico. Em
humanos, o estudo da biomecanica associado a caracterizacdo e a distribuigdo
dos componentes da MEC presente na cartilagem, sdo topicos importantes para o
estudo dos processos degenerativos de articulagbes.

Galinhas e frangos podem ser afetados por diferentes desordens
degenerativas nas articulagbes e ossos relacionadas com problemas no
desenvolvimento normal do sistema esquelético. O peso do corpo e o genotipo da
ave tém influéncia na patologia destas doencas e na distribuicdo de PGs na
cartilagem articular (ANDERSON-MACKENZIE et al, 1998). Em frangos, as
articulacbes da asa estdo aparentemente menos sujeitas a forgas compressivas
quando comparadas com articulagdes dos membros inferiores. Talvez esta seja a
razdo para uma baixa freqiiéncia de desordens esqueléticas naquelas articulacoes
(RATH et al., 1999). A prevengdo e o controle destas desordens na criagdo de
aves depende do avango no conhecimento sobre os mecanismos fisiologicos que
governam o crescimento esquelético normal e da biologia das desordens
esqueléticas de aves (THORP, 1994). O estudo da formagéo de cartilagem assim



23

como da cartilagem normal adulta sdo importantes para a elucidacdo destes
mecanismos (WATANABE et al., 1998). Uma descricéo histologica de articulagGes
de frango foi feita por ITAY e cols. (1987), mas o comportamento biomecénico
relacionado com a composi¢cdo bioquimica das cartilagens de aves €& pouco
conhecido.

A analise biogquimica dessa MEC podera contribuir com dados importantes,
ndo s6 para estudos de biologia comparada mas também para o conhecimento da
relagé@o entre biomecénica e composicio da MEC em cartilagem de aves, que tem
sido pouco investigada.
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OBJETIVOS

Caracterizar e avaliar a distribuicdo dos GAGs presentes em diferentes
cartilagens da asa de frangos e analisar os pequenos PGs presentes nestes
tecidos. Para este trabalho a cartilagem articular da asa de frango foi obtida das
seguintes regiées: Umero-proximal (Hp), Gmero-distal em contato com a ulna (Hu),
imero-distal em contato com o radio (Hr), ulna-proximal (Up) e radio-proximal

(Rp).
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ARTIGO 1

CARACTERIZACAO E DISTRIBUIGAO DE GLICOSAMINOGLICANOS
SULFATADOS EM CARTILAGEM ARTICULAR DA ASA DE FRANGO

Este trabalho foi realizado no Laboratério do Tecido Conjuntivo, Hospital
Universitario e Departamento de Bioquimica Médica, Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil,
sob a orientacdo do Prof. Dr. Paulo A. S. Mourzo e Prof. Dr. Claudio Werneck.
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RESUMO

A cartilagem articular de aves tem sido estudada, porém sd@o poucas as
informacdes a respeito de sua composicao bioquimica. Neste trabalho, cartilagem
articular da asa de frango foi analisada com relacdo ao tipo e contetudo de
glicosaminoglicano. Das cartilagens analisadas, aquelas provenientes do Umero
proXimal, umero distal em contato com o radio e Umero distal em contato com a
ulna apresentaram contetdo maior de &cido hexurbnico e glicosaminoglicanos
sulfatados quando comparados com as cartilagens oriundas da ulna proximal e
radio proximal. O glicosaminoglicano condroitim sulfato esta presente em todas as
regides. Apods digestao com papaina e analise em HPLC as cartilagens analisadas
apresentaram predominancia de residuos de acido a-L-glucurdnico e N-acetil B-D-
galactosamina. A relacao ADi-4S e ADi-6S mostrou que a cartilagem da regido
proximal do radio apresentou o menor valor (2,5) para esta relacdo enquanto as
outras regides apresentaram valores em torno de 3,0. Os resultados obtidos neste
trabalho parecem refletir as diferencas funcionais existentes entre as articulacbes
escapulo-umeral, Gmero-ulnar e Gmero-radial.
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INTRODUGAO

Os proteoglicanos formam uma superfamilia de moléculas que realizam
uma variedade de fungbes biolbgicas nos tecidos conjuntivos e sua presenca pode
estar diretamente relacionada & fisiologia tecidual. Os proteoglicanos
desempenham um papel essencial na fisiologia das cartilagens ao controlar a
entrada e saida de agua nos espacos entre as fibras de coldgeno, evitando o
colapso do tecido sob estresse mecanico (LOHMANDER, 1988). Agem como
organizadores de tecidos, moduladores da atividade de fatores de crescimento e
reguladores da fibrilogénese do colageno, entre outras fungdes (I0ZZ0, 1998).

Os proteoglicanos s&o formados por uma proteina central & qual estdo
covalentemente ligadas cadeias laterais de glicosaminoglicanos. Os
glicosaminoglicanos compreendem um grupo de moléculas anibnicas com
multiplas atividades biol6gicas nos organismos. Este grupo inclui o condroitim
sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato, heparina e queratam sulfato. Os
glicosaminoglicanos séo formados por cadeias de dissacarideos em diferentes
combinagoes, permitindo um grande nimero de polimeros diferentes amplamente
distribuidos na natureza (SCOTT, 1995; SILBERT, 1996). A andlise do conteGdo
de glicosaminoglicanos € reportada em diferentes espécies e tecidos, incluindo
cartilagem. As quantidades relativas e o tipo de glicosaminoglicano podem variar
de acordo com a cartilagem e seu estado fisiolégico e patolégico (MOURAO et al.,
1976; MOURAO et al., 1979).

O condroitim sulfato € o glicosaminoglicano predominante nos
proteoglicanos das cartilagens. Consiste de um dissacarideo repetitivo formado
por &cido glicurbnico — N-acetilgalactosamina. H& em média um grupo éster
sulfato por dissacarideo, o qual pode estar ligado ao carbono 4 ou 6 da N-
acetilgalactosamina (DAVIDSON & MEYER, 1955). Os dissacarideos condroitin 4-
sulfato ou condroitim 6-sulfato podem estar na mesma molécula de proteoglicano.
Variacbes no tamanho da cadeia, grau de sulfatacdo e na razdo condroitin 4-
sulfato/condroitim 6-sulfato presentes nas moléculas estdo associadas com a
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fisiologia do tecido, idade do individuo e seu estado patolégico (MANKIN &
LIPPIELO, 1971; MICHELACCI ef al., 1979; MOURAO et al., 1979; HARAB &
MOURAO, 1989; HEISE & TOLEDO, 1993).

O polissacarideo condroitim sulfato tem sido designado de acordo com a
unidade dissacaridica dominante. Sendo assim, condroitim sulfato-A, condroitim
sulfato-B, condroitim sulfato-C, condroitim sulfato-D, condroitim sulfato-E e
condroitim sulfato-K contém predominantemente as unidades GIcAf1-
3GalNAc(4S0s3), IdoAS1-3GalNAC(4S03), GlcAF1-3GalNAC(6S0Os), GIcA(2S03)p1-
3GalNAc(6S03), GlcAp1-3GalNACc(4S03, 6S03), e GIcA(3S03)F1-3GalNAc(4S03),
respectivamente (CHAI et al., 1998).

Os glicosaminoglicanos podem ser removidos dos tecidos, livres das
cadeias de proteina, apds a digestdo com enzimas proteoliticas ou ainda na forma
de dissacarideos apos o tratamento com condroitinases (HARDINGHAN & MUIR,
1972). Andlise quantitativa desses dissacarideos derivados  dos
glicosaminoglicanos pode ser feita através da absorbéncia em 230 nm e diferentes
métodos de cromatografia e eletroforese tém sido aplicados para andlise
quantitativa e qualitativa dos glicosaminoglicanos (IMANARI et al., 1996).

As aves podem ser afetadas por diferentes patologias degenerativas nas
junturas e ossos durante o desenvolvimento do sistema esquelético. A prevencgéo,
assim como o controle das patologias do sistema esquelético em aves envolve o
conhecimento dos componentes das cartilagens e o0ssos, assim como o
mecanismo que esta relacionado com o crescimento esquelético normal (THORP,
1994). O estudo da formac&o da cartilagem, assim como da sua composi¢édo e
importante para a elucidagéo dos mecanismos do desenvolvimento e tambem das
patologias das articulacdes (WATANABE et al., 1998).

Trabalhando com cartilagem de embribes de frango, KITAMURA &
YAMAGATA (1976) demonstraram a presenca de condroitim sulfato como
principal componente dos proteoglicanos. Este condroitim sulfato apresenta
diferentes padrbes de sulfatacdo em cartilagem de embrides e adultos, havendo
predominancia de condroitim 6-sulfato no animal adulto quando comparado com o
embridgo (SHULMAN & MEYER, 1970). Em cartilagem do tibiotarso e
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tarsometatarso de frangos, o glicosaminoglicano predominante é o condroitim
sulfato (BELLINE et al., submetido).

Poucos ftrabalhos estudaram a cartilagem de aves com relacdo 2
composicdo bioquimica da matriz extracelular. Esse trabalho tem como objetivo
analisar a distribuicdo dos glicosaminoglicanos presentes em diferentes
cartilagens articulares da asa de frangos.
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MATERIAL E METODOS

1- Material

Condroitim 4-sulfato de cartilagem de baleia, condroitim 6-suilfato de
cartilagem de tubardo, dermatam sulfato de mucosa intestinal bovina, heparam
sulfato de aorta humana, papaina bi-cristalizada (15 unidades/ mg de proteina), e
padrées de dissacarideos foram obtidos da Sigma (St.Louis, MO), condroitinase
ABC (EC 4.2.2.4) de Proteus vulgaris, condroitinase AC Il (EC 4.2.2.5) de
Arthrobacter aurescens foram obtidos da Seikagaku Co. (Tokio), agarose
(standard low Mr) da Bio-Rad Labs. (Richmond, CA), azul 1,9-dimetiimetileno
(DMMB) da Aldrich Co..

2. Material bioldgico

Frangos Hy-Line (n=25) com 45 dias de idade foram obtidos no abatedouro.
Logo apds o sacrificio dos animais, as cartilagens articulares da asa foram
separadas dos outros tecidos, fragmentadas e armazenadas a —70 °C. As
cartilagens utilizadas foram divididas em 5 regibes distintas, esquematizadas na
figura 01: a porg&o proximal do tmero (Hp), a porgéo distal do tmero em contato
com o radio (Hr), a porcéo distal do imero em contato com a ulna (Hu), a porgédo
proximal do radio (Rp) e a porgdo proximal da ulna (Up).

3- Tratamentos enzimaticos

Papaina

Para a extracdo de glicosaminoglicano a partir de peso seco, uma parte das
amostras de cada regido foi imersa em acetona por 24 horas a 4 °C e o tecido
seco (0,5 g) foi tratado em tampé&o acetato de sé6dio 50 mM, pH 5,5 contendo 0,5 g
de papaina bicristalizada (15 unidades/ mg de proteina), EDTA 5 mM e cisteina 5
mM (MICHELACCI et al., 1979). Apés uma incubacgéo de 24 horas a 60 °C, a
mistura foi centrifugada e o sobrenadante da extracdo foi precipitado com 3
volumes de etanol por 24 horas & 10 °C. O precipitado formado foi coletado por



31

centrifugacdo, seco a vacuo e dissolvido em agua destilada para posterior analise
em cromatografia.
Condroitinases

A caracterizac@o, quantificagdo e andlise das proporgbes relativas dos
dissacarideos no condroitim sulfato foi feita com o uso de condroitinases (SAITO
et al., 1968). Aproximadamente 100 ug de glicosaminoglicanos foram incubados
com 0,01 unidade de condroitinase ABC (EC 4.2.24) ou ACIl (EC 4.2.2.5) em
tampdo etilenodiamino/acetato 50 mM pH 8,0 a 37 °C por 18 horas. Os
dissacarideos obtidos apés precipitacdo etandlica foram secos a vacuo e
dissolvidos em &gua Milli-Q para posterior analise por HPLC. A atividade
enzimatica foi avaliada por eletroforese em gel de agarose.

4- Eletroforese em gel de agarose-propileno

Os glicosaminoglicanos obtidos das amostras tratadas com papaina e
condroitinases foram analisados em gel de agarose segundo DIETRICH &
DIETRICH (1976), usando condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato
como padrdes. As amostras foram aplicadas em um gel de agarose 0,5% em
tampéao 1,3-diaminopronano/acetato 50 mM pH 9,0. Ap6s uma corrida de 1 h a
100 V, os géis foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamonio
(Cetavlon) 0,1% e corados com Azul de toluidina 0,1% em acido acético/ etanol/
agua (0,1:5:5, viv).

5. Cromatografia em HPLC

O contetdo de condroitim 4-sulfato e condroitim 6-sulfato nas amostras
tratadas com papaina foi determinado por cromatografia ap6s a degradacio
enzimatica. Para determinar essa composicdo de dissacarideos, o material
incubado com as condroitinases foi aplicado em uma coluna Supelco/ Spherisorb
SAX (45 mm x 250 mm) acoplada a um sistema para HPLC. A eluicdo dos
dissacarideos foi feita com um gradiente linear de NaCl de 0 a 1,0 M em agua
pH 3,5 sob um fluxo de 0,5 mi/mim. O eluato foi monitorado pela absorbéancia em
232 nm.
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6- Métodos analiticos
Acido hexurénico foi determinado pela reagdo com Carbazol usando como
padrdo acido glicurénico (DISCHE, 1947). A quantificacdo de glicosaminoglicanos
sulfatados presentes nas fragbes foi determinado pelo método do DMMB usando
condroitim sulfato como padrao (FARNDALE et al., 1986).

7- Analise estatistica
As medidas das dosagens e quantificagGes foram comparadas pela analise
de variancia (ANOVA) com distribuicdo de Fischer. Todos os testes foram feitos
com 5% de significancia (BEIGUELMAN, 1991).
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RESULTADOS

As cartilagens, que foram removidas de ossos da asa de frango para este
trabalho, estéo ilustradas na figura 01. As amostras ndo apresentavam sinais de
degeneracé@o ou lesbes necréticas macroscépicas e foram usadas somente as
interfaces entre as regibes em contato na articulago.

O contetdo de 4cido hexurdnico de cada regido foi analisado pelo método
do carbazol e uma variagéo significativa (p < 0,05) foi encontrada entre as
amostras (figura 02). As cartilagens das regides Hp, Hr e Hu mostraram maiores
valores no contelido de &cido hexurdnico, ao redor 90 mg/g de tecido seco. A
concentragéo de &cido hexurdnico foi menor na regido Up (75 mg/g de tecido
seco) e na regido Rp (65 mg/g de tecido seco), quando comparadas com as
outras regides.

A quantificacdo de glicosaminoglicanos sulfatados (figura 02) presentes
nas amostras foi feita pelo método do DMMB e variagbes significativas foram
observadas (p < 0,05). As regides de cartilagem Hp, Hr e Hu apresentaram
valores em torno de 200 mg de glicosaminoglicano/g de tecido seco, enquanto Up
e Rp apresentaram valores em torno de 130 mg e 80 mg de glicosaminoglicano/g
de tecido seco, respectivamente.

A eletroforese em gel de agarose (figura 03) do material obtido apéds
digestdo com papaina mostrou um componente migrando na posicdo de
condroitim sulfato, porém com uma mobilidade eletroforética levemente retardada
quando comparado com o padréo analisado em paralelo. Apés o tratamento com
as condroitinases ABC e AC nenhuma banda foi detectada em gel de agarose
(dados n&o apresentados) ficando demonstrado que esse glicosaminoglicano é do
tipo condroitim sulfato.

A andlise de dissacarideos presentes nos glicosaminoglicanos, obtidos nas
amostras de cartilagem usadas neste estudo, foi feita apés a digestdo com a
condroitinase ABC seguida de avaliagcdo em HPLC. Os resultados obtidos estio
representados em cromatograma na figura 04, juntamente com o perfil de eluigdo
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de padrGes de dissacarideos. Os produtos formados pela digestdo usando
condroitinases indicaram a presenca de condroitim sulfato em todas as cartilagens
analisadas, com predominéncia de residuos de acido a-L-glucurdnico e N-Acetil--
D-galactosamina 4-O-sulfatada [GicAB1-3GalNAc(4S0s)].

Os principais dissacarideos obtidos de condroitim sulfato de frango
foram oa-AUA-1-3-GalNAc(4S04) (~67%), derivado de condroitim 4-sulfato,
seguido por a-AUA-1-53-GalNAc(6S0s) (~22%), derivado de condroitim 6-sulfato
e a-AUA-1-—-3-GalNAc (~9%) (Tabela 01). Pode ser visto ainda nesta tabela que
somente tracos de dissacarideos di- e tri-sulfatados foram formados,
compreendendo 2% do total. A diferenca entre o contelido de dissacarideos
oriundos do tratamento com condroitinase ABC e ACIHl indicaram tragos de
dermatam sulfato.

A relacdo ADi-4S e ADI-6S esta representada na tabela 02. A regiso Rp
apresentou o menor valor para a relacdo condroitin 4-sulfato/condroitim 6-sulfato

(2,51) enquanto que todas as outras regides apresentaram uma relagdo em torno
de 3.



35

DISCUSSAO

A andlise do conteudo de glicosaminoglicano tem sido reportada em
cartilagem, incluindo variagdes nas quantidades relativas e no tipo de
glicosaminoglicano de acordo com a cartilagem e seu estado fisiolégico e
patolégico (MICHELACCI, et al., 1979; MOURAO et al., 1979; MOURAO, 1988;
HARAB & MOURAO, 1989; HEISE & TOLEDO, 1993; IMANARI et al., 1996).
Neste trabalho as cartilagens analisadas foram obtidas das regiées de contato na
articulacdo. Sendo assim, as diferencas observadas no contelido de &cido
hexurdnico, glicosaminoglicanos sulfatados e nas proporcdes de condroitim 4- e 6-
sulfato nas cartilagens retiradas da asa do frango podem ser relacionadas as
condicoes fisiologicas presentes em cada regido, dependendo da presenca de
forcas biomecénicas e da idade. Um aspecto que merece ser considerado nessas
diferencas € o préprio tipo de movimento. Na articulagdo escapulo-umeral o
movimento € triaxial enquanto nas articulagdes Umero-ulnar e Gmero-radial o
movimento € uniaxial, conferindo a estas junturas propriedades biomecanicas
diferentes (SPENCE, 1991).

As amostras de cartlagem tratadas com enzimas apresentaram
glicosaminoglicanos sulfatados migrando na posicéo do padréo condroitim sulfato
em todas as regibes analisadas. Apds o tratamento com a condroitinase ABC o
condroitim sulfato foi digerido, ndo havendo produtos detectaveis em eletroforese
em gel de agarose-propileno. KITAMURA & YAMAGATA (1976) demonstraram
que o condroitim sulfato é€ o glicosaminoglicano mais abundante nos
proteoglicanos em cartilagem de embrido de frango. A presenca de condroitim
sulfato como principal componente em cartilagem era esperado pois o contetido
deste glicosaminoglicano corresponde a 10 % do peso seco do material
(HEINEGARD & PAULSSON, 1984). A mobilidade eletroforética levemente
retardada em relacéo ao padrdo de condroitim sulfato pode ser observada neste
material, podendo indicar um padrdo de sulfatacio diferenciado para este
condroitim sulfato, como observado para o dermatam sulfato de ascidia e
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dermatam super-sulfatado de mamiferos (PAVAO ef al., 1998; CAVALCANTE et
al., 1999). Esta migragdo lenta do condroitim sulfato também foi observada em
cartlagem do tibiotarso e tarsometatarso de frangos (BELLINE, comunicagdo
pessoal). Aléem da sulfatagdo, o tamanho das cadeias de glicosaminoglicanos
pode influenciar na migracéo.

A guantidade e o tipo de glicosaminoglicano pode variar entre os tecidos
pela influéncia de diferentes fatores. Em cartilagem bovina foi observado que os
proteoglicanos da superficie (até 200um de profundidade) diferem daqueles de
camadas mais profundas (FRANZEN et al., 1981). Cartilagem de pacientes com
artrites, comparada com cartilagem normal, apresenta um aumento significativo na
concentragdo de condroitim sulfato e diminuicdo na de queratam sulfato, com
pouca alteracdo no contetddo total de glicosaminoglicanos presentes (MANKIN &
LIPPIELLO, 1971). Trabalhando com cartilagem patelar de humanos, OLSEN e
cols. (1989) verificaram que as cartilagens em degeneragdo apresentavam um
aumento na concentracdo de dermatam sulfato e acido hialurdnico, uma
diminuicdo de condroitim sulfato e pequena alteragdo para queratam sulfato
guando comparadas a cartilagem normal. Glicosaminoglicanos extraidos de aorta
humana de diferentes idades apresentam um conteldo total que aumenta nos
primeiros quarenta anos de vida, especialmente o isémero condroitim 6-sulfato
(TOVAR et al., 1998). HEISE & TOLEDO (1993) demonstraram que o contetido de
glicosaminoglicanos € homogéneo nas diferentes regiées analisadas do joelho de
coelho, apesar das provaveis diferencas na intensidade de forcas compressivas.
Em cdes, a cartlagem tibial apresenta uma maior concentracdo de
glicosaminoglicanos que os cdndilos do fémur (KIVIRANTA et al., 1987). Esses
dados, aparentemente conflitantes, estdo relacionados aos aspectos mecénicos,
anatdmicos e fisiologicos particulares de cada articulacdo. Assim, fica evidente
que variagdes podem ocorrer na constituicdo bioquimica do tecido.

O glicosaminoglicano condroitim sulfato tem sido designado de acordo com
seus dissacarideos dominantes. Assim, condroitim sulfato-A, condroitim sulfato-B
(ou dermatam sulfato) e condroitim sulfato-C possuem predominantemente
unidades repetitivas de GlcAf1-3GalNAc(4S0s3), IdoAS1-3GalNAC(4S0;), GIcAB1-
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3GalNAc(6S03), respectivamente (CHAI et al.,, 1998). Baseado nas proporcées
relativas dos dissacarideos formados pelas condroitinase e pelo conteGdo de
acido hexurdnico, é possivel calcular a concentracdo absoluta de condroitim 4-
sulfato e condroitim 6-sulfato na cartilagem. Condroitinases digerem acido
hialurdnico e condroitim sulfato formando ADi-AH e ADi-0S como produtos de
digestdo. Estes dissacarideos diferem somente por serem epimeros da porgdo
hexosamina da molécula, dificultando a separacéo (IMANARI ef al., 1996).

Neste trabalho, os produtos formados pela digestdo com condroitinases
indicam que o condroitim sulfato presente nas diferentes regibes analisadas tem
uma preponderancia dos residuos de acido o-L-glicurbnico e N-acetil-B-D-
galactosamina 4-O-sulfatada. O principal dissacarideo obtido do condroitim sulfato
de frango € o a-AUA-1-53-GalNAc(4S0,) (~67%), derivado do condroitim 4-
sulfato, seguido de a~AUA-1-3-GalNAc(6S04) (~22%), derivado do condroitim 6-
sulfato e a-AUA-1-3-GalNAc (~9%). Do total obtido, somente fragos de
dissacarideos bi- e tri-sulfatados sdo formados, compreendendo 2%. Os
resultados deste trabalho indicam uma sulfatacdo predominante na posi¢do 4. Em
humanos, cartilagem articular e discos intervertebrais contém uma média de 82%
de condroitim 6-sulfato e 18% de condroitim 4-sulfato, enquanto as cartilagens
subarticular de diferentes regifes contém uma média de 55% de condroitim 4-
sulfato e 45% de condroitim 6-sulfato (MOURAO et al., 1976).

A diferenca entre o contetido de dissacarideos obtidos apés o tratamento
com condroitinase ABC e ACII indica tracos de dermatam sulfato. A quantificacdo
de dermatam sulfato, usualmente obtida por esta diferenca, baseia-se no fato de
que a molécula ndo pode ser digerida por condroitinase AC.

Foi demonstrado que a regido de cartilagem proximal do radio apresentou
o menor valor para a relagdo 4S/6S (2,51) enquanto que todas as outras regibes
apresentaram uma relagdo em torno de 3.

A distribuicdo de glicosaminoglicanos em cartilagens é espécie-especifica e
amplamente variavel. Uma concentracdo predominante de condroitim 4-sulfato em
cartiiagem de frangos pode estar relacionada com o rapido desenvolvimento
destas aves na criagéo industrial. Em humanos (MOURAOQ et al., 1976) e cdes
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(HARAB & MOURAO, 1989), a presenca de condroitim 4-sulfato em cartilagens
em crescimento de individuos jovens e o seu desaparecimento apds os processos
de calcificacdo dos adultos, sugere que este glicosaminoglicano pode ser um dos
componentes da matriz extracelular envolvido com os processos de calcificagéo,
enquanto condroitim 6-sulfato pode ser um componente importante responsavel
pela integridade da cartilagem articular, possuindo um papel secundario nos
processos de calcificagdo. Em humanos, as proporgdes relativas de condroitim 4-
sulfato e condroitim 6-sulfato se alteram com a idade e em processos artriticos
(MICHELACCI, et al,, 1979; MOURAO et al., 1979; MOURAO, 1988; TOVAR, et
al., 1998).

A expresséo de proteoglicanos e glicosaminoglicanos pode variar durante o
desenvolvimento do frango. Na miogénese, ocorre uma sintese primaria de
grandes proteoglicanos, em geral versicam (CS-PG), gue cuimina com uma
sintese predominante de pequenos proteoglicanos nos Ultimos estagios da
formacdo do musculo. Aproximadamente 90% dos dissacarideos do versicam
extraido de tecidos musculares sdo sulfatados na posicéo 6, formando um padrdo
distinto de sulfatagdo quando comparado aos proteoglicanos de outros tecidos,
como a cartilagem (CARRINO et al., 1999).

Em uma possivel relacdo entre a polimerizacdo do condroitim sulfato e
padrées de sulfatagdo, a presenca ou auséncia de sulfato poderia afetar a
incorporacd@o de moléculas de carboidratos, regulando o crescimento da cadeia. A
presenca de éster sulfato na posi¢cdo 4 nas moléculas do terminal ndo-redutor da
cadeia impede a incorporacdo de carboidratos, enquanto a incorporacéo de éster
sulfato na posigéo 6 n&o determina quaiquer efeito. A incorporacio diferencial do
éster sulfato nestas posigdes poderia ser um mecanismo para limitar o tamanho
da cadeia de glicosaminoglicano (SILBERT, 1996).

Frangos, galinhas poedeiras e aves usadas como estoque para reproducgéo
podem ser afetados por diferentes desordens degenerativas das articulactes e
ossos, relacionadas com problemas no desenvolvimento normal do sistema
esquelético. Desordens degenerativas na forma de perda e destruicdo de

cartlagem e suas seqlelas, como osteocondrose e osteoartrose, s&o topicos
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importantes na ciéncia relacionada com a criagdo de aves (NAKANO & SIM,
1995). A degeneragéo progressiva da cartilagem articular resulta em artrite, dor e
conseqliente diminuicdo na capacidade reprodutiva. A prevencéo e o controle de
desordens esqueléticas na criagdo de aves depende dos avangos de nosso
entendimento dos mecanismos fisiologicos que governam o crescimento
esquelético normal e da biologia destas desordens aviarias (THORP, 1994). O
estudo da formacdo da cartlagem pode contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos do desenvolvimento esquelético e das doencas articulares.

Os resuitados deste trabalho, obtidos de amostras de cartilagem da asa de
frango, podem ser representativos para as condicdes fisioldgicas normais destas
aves. A andlise bioquimica de glicosaminoglicanos sulfatados em diferentes
cartilagens obtidas dessas aves, bem como outras espécies de aves, podem ser
futuramente elaboradas, permitindo comparagbes entre aves em diferentes
condi¢des de criagéo, idade, sexo e genétipo.
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Figura 01. Desenho esquematico das regides anatbmicas da asa de
frango. Estdo indicadas nesta figura as regibes de cartilagem articular do
umero proximal (Hp), dmero distal em contato com o radio (Hr), imero
distal em contato com a ulna (Hu), ulna proximal (Up) e radio proximal
(Rp) (Adaptado de PETTINGILL Jr., 1970).
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Figura 02. Dosagem de &cido hexurbnico (AH) pelo método do carbazol e
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) pelo método do DMMB das amostras apos
tratamento com papaina. As médias estdo apresentadas como mg/g de tecido
seco. Diferencas significativas foram encontradas quando se compara as médias
obtidas das cartilagens escapulo-umeral, Gmero-ulnar e tmero-radial avaliadas por
analise de variancia com distribuicdo de Fischer com 5% de significancia. As
amostras estdo apresentadas como Hp - Umero proximal, Hr - Gmero distal em
contato com o radio, Hu - imero distal em contato com a ulna, Up - ulna proximal

e Rp - radio proximal.
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Figura 03. Eletroforese em gel de agarose-propilenodiamino analisando os
glicosaminoglicanos presentes em diferentes regiées de asa de frango. Condroitim
sulfato é o glicosaminoglicano principal. Padriao (P) contendo condroitim sulfato
(CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foi utilizado em paralelo. A
coloragéo foi feita com Azul de toluidina. As amostras estio apresentadas como
Hp - imero proximal, Hr - Gmero distal em contato com o radio, Hu - tmero distal
em contato com a ulna, Up - ulna proximal e Rp - radio proximal.
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Figura 04. Analise dos dissacarideos formados apés digestdo da cartilagem de
frango por condroitinase ABC em HPLC usando troca anibnica. A coluna com
Spherisorb-SAX foi eluida com um gradiente de NaCl 0 a 1.0 M. O eluato foi
monitorado por absorbancia de UV em 232 nm. Cada regido (Hp - mero proximal,
Hr - amero distal em contato com o radio, Hu - imero distal em contato com a
ulna, Up - ulna proximal e Rp - radio proximal) foi analisada separadamente. Os
picos numerados correspondem aos tempos de retengéo de diferentes padrées de
dissacarideos como se segue: Pico 1, a-AUA-1—3-GalNAc; Pico 2, a-AUA-1—-3-
GalNAc(6S0,); Pico 3, a-AUA-1-3-GalNAc(4S0,); Pico 4, o-AUA-1—3-GalNAc
(2/6); Pico 5, a-AUA-1—-3-GalNAc(4/6S0y); Pico 6, a-AUA (2504)-1—3-GalNAc;
Pico 7, a-AUA (280,)- -1—-3-GalNAc(4,6S0,).
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TABELA 01. Composicdo dos dissacarideos do glicosaminoglicano CS obtidos

apos digestao com condroitinase ABC das diferentes cartilagens analisadas.

Todas as regides apresentaram um conteldo elevado do dissacarideo a-AUA-
1—3-GalNAc(4S04) seguido de a-AUA-1—3-GalNAc(6S0s) e a-AUA-1—3-

GalNAc.
Pico® Dissacarideo tR° Proporc¢do dos dissacarideos
(min) (% total)
Hp Hr Hu Up Rp
1 o-AUA-1-3- 186 1045 8.23 8.01 9.26 10.56
GalNAc

2 o-AUA-1-53- 222 2125 2162 2054 2296 2546
GalNACc(6S04)

3 o-AUA-1-3- 234 6712 6959 7131 676 6365
GalNAc(4S04)

4 o-AUA(2S04)-153- 287 <1 <1 <1 <1 <1
GalNACc(6S0,)

5 a-AUA-1-3- 296 1 <1 <1 <1 <1

GalNAc(4,6-diSQy)

6 a-AUA(2S04)-1-53- 317 <1 - - - -
GalNACc(4S04)

7 a-AUA(2S04)-1—>3- 37.8 <1 - - - -

GalNAC(4,6-diS04)

a) Diferentes picos de padrées em ordem de eluicdo
b) Tempo de retencdo dos dissacarideos na coluna Spherisorb-SAX ligada ao sistema HPLC
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Tabela 02. Dissacarideos produzidos e proporcdo relativa de condroitim 4- e 6-

sulfato formado pela acdo de condroitinase ABC sobre glicosaminoglicanos de
diferentes cartilagens da asa do frango.

Composto*® Regido de cartilagem
Hp Hr Hu Up Rp
A Di-4S 7.52 8.55 8.98 7.17 6.06
A Di-6S8 242 2.64 2.58 243 2.41
Razdo 4S/6S 3.1 3.23 3.48 2.95 2.51

* A Di-6S, dissacarideo 6-sulfato insaturado; A Di-4S, dissacarideo 4- sulfato insaturado; razdo =
ADI-4S / ADI-6S)
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ARTIGO 2

CARACTERIZAGAO E DISTRIBUIGAO DE PEQUENOS PROTEOGLICANOS
EM CARTILAGENS ARTICULARES DA ASA DE FRANGO
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RESUMO

A matriz extracelular de cartilagem articular esta associada a diferentes
processos bioldgicos, entre eles, a manutencéo das propriedades biomecanicas
dos tecidos. Os proteoglicanos formam um conjunto de moléculas aninicas
relacionadas com a estrutura e a fisiologia da matriz extracelular. A sua
expresséo pode variar no tecido de acordo com o desenvolvimento, sexo, estado
fisiopatologico, gendtipo, entre outros fatores. As forcas biomecanicas atuantes no
tecido também podem condicionar a expressdo de proteoglicanos em diferentes
sitios da cartilagem. Neste trabalho foi verificada a distribuicio de pequenos
proteoglicanos em diferentes regides de cartilagem da asa do frango com o
isolamento e caracterizac&o parcial das moiéculas presentes. As fracdes D4 das
diferentes regibes foram cromatografadas por troca ibnica em DEAE-Sephacel
seguida de interacdo hidrofébica em octil-Sepharose. Nas dosagens do extrato
total a regido de cartilagem proximal do Gmero apresentou a maior concentracédo
de proteina e glicosaminoglicano sulfatado, enquanto a regido de cartilagem
proximal do radio apresentou o maior contetido de &cido urénico. A regido de
cartilagem proximal da ulna apresentou a menor concentracdo de acido urdnico e
glicosaminoglicanos sulfatados e a regido de cartilagem distal em contato com a
ulna a menor concentracéo protéica. Para as fragcbes D4, as regides de cartilagem
proximal do Umero e proximal do radio apresentaram os maiores valores de
proteina. Todas as regibes apresentam moléculas semelhantes aos pequenos
proteoglicanos fibromodulim (57 kDa) e decorim (70 a 90 kDa). Na auséncia de B-
mercaptoetanol duas bandas com 160 e 200 kDa podem ser vistas, podendo
representar uma forma de agregacdo da molécula com outros componentes da
matriz extracelular ou um fendmeno de auto-agregacdo. Ap6s o tratamento com o
agente redutor pode ser vista uma molécula com 57 kDa. Dois pequenos
proteoglicanos foram parciaimente isolados em cromatografia de interacéo
hidrofébica. O immunoblotting sugere que as duas proteinas semi-purificadas
correspondam aos pequenos proteoglicanos fibromodulim (57 kDa) e decorim (70
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a 90 kDa). Os dados obtidos neste trabalho podem trazer subsidios para a anélise
da cartilagem de frango em estado fisiolégico normal e comparar depois com
cartilagem submetidas a diferentes forcas mecénicas.
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INTRODUGAO

Nas articulacbes, a cartilagem é um tecido adaptado para oferecer
resisténcia e suportar as diferentes pressdes mecénicas, de modo a facilitar os
movimentos articulares (BUCKWALTER & MANKIN, 1997). A matriz extracelular
presente na cartilagem articular, formada por colageno tipo i, proteoglicanos e
outras moléculas protéicas, estéd associada com diferentes processos biolégicos
do tecido, entre eles, a manutencdo das propriedades biomecénicas
(HEINEGARD & OLDBERG, 1989; EYRE, 1991).

As cartilagens ndo s8o homogéneas e as espessuras que apresentam ndo
correspondem necessariamente as suas propriedades biomecanicas. A presenca
de proteoglicanos em determinadas regides esta relacionada a pouca deformacao
do tecido (COTTA & PUHL, 1978). As fibras de colégeno apresentam diferentes
orientagbes e o conteudo de glicosaminoglicanos e agua influencia na resposta do
tecido as forcas mecénicas (SIMON, 1970). A heterogeneidade da cartilagem
permite verificar variacbes morfolégicas e bioguimicas em diferentes regides que
suportam diferentes forcas biomecanicas (BULLOUGH et al., 1985). Por outro lado
ndo podem ser descartados outros fatores como sexo, idade, influéncia genética,
estado patoloégico, nutricional e caracteristicas proprias que regulam as
propriedades fisiologicas do tecido (AYDELOTE et al., 1992).

Uma classe de proteoglicanos de baixo peso molecular compde uma familia
de moléculas estruturaimente relacionadas mas geneticamente distintas com
ampla distribuicdo entre os vertebrados (FISCHER ef al., 1987). Recentemente,
foram designados como SLRPs (small leucine-rich proteins) por 10ZZO e
MURDOCH (1996). Proteoglicanos de baixo peso foram detectados em pele
(FRANSSOM & MALMSTROM, 1971), tenddes (SCOTT & ORFORD, 1981),
esclera (COSTER & FRANSSOM, 1981) e cartilagem (ROSEMBERG et al., 1985).
Essas moléculas apresentam a capacidade de interagir com fatores de
crescimento do tipo TGF-B, que tém importéncia na regulacdo do crescimento e
diferenciacéo celular (YAMAGUCHI ef al., 1990; HILDEBRAND et al., 1994).
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Decorim (PG-S2, PG i, PG40) e biglicam (PG-S1, PG 1) foram isolados de
diferentes tecidos, como cartilagem nasal e articular, pele e tenddo (HEINEGARD
& SOMMARIN, 1987; CHOI ef al.,, 1989; 10ZZ0, 1998). Possuem uma proteina
central onde o decorim tem 1 ou 2 cadeias de condroitim sulfato ou dermatam
sulfato (MANN et al., 1990; WEBER et al., 1996), enquanto biglicam contém duas
cadeias de condroitim sulfato ou dermatam sulfato ligadas a extremidade N-
terminal da proteina para os dois proteoglicanos.

O fibromodulim (59 kDa) pode ser encontrado em cartilagem articular e
outros tecidos. A molécula apresenta 4 cadeias de queratam sulfato em um
dominio central e varios residuos de tirosina sulfatados na porcdo N-terminal
(OLDBERG et al., 1989).

Fibromodulim e decorim estdo associados com fungbes reguladoras da
fibrilogénese do colageno e podem ajustar o espacamento apropriado das fibrilas
de colageno durante o crescimento axial das fibrilas de colageno e talvez durante
fusao lateral destas moléculas (I0ZZ0O, 1998). Fibromodulim e decorim interagem
com fibrilas de colageno e afetam sua fibrilogénese in vitro (VOGEL ef al., 1984:
CHANDRASEKHAR et al., 1986; HEINEGARD & SOMMARIN, 1987; HEDBOM
AND HEINEGARD, 1989; FLEISCHMAJER et al, 1991: HEDBOM AND
HEINEGARD, 1993). Resultados obtidos in vivo mostram a ligacao de fibrilas
colagénicas com fibromodulim (HEDLUND et al, 1994) e decorim
(FLEISCHMAJER et al., 1991; DANIELSON et al., 1997).

Na cartilagem, a ligacdo de fibromodulim e decorim com moléculas de
coladgeno poderia, além de modular a fibrilogénese, regular as propriedades do
colageno presente na superficie do tecido, proporcionando interacdo molecular
entre as fibrilas de colageno e auxiliando na resisténcia das mesmas (HAGG et al.,
1998).

Os proteoglicanos contribuem também para a organizacdo molecular do
tecido gracas a sua estrutura e a capacidade de interagdo com outros
componentes da matriz extracelular (VIDAL & MELLO, 1984). A organizacdo
molecular de componentes da matriz extracelular de cartilagens, principalmente
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colageno e proteoglicanos, tem sido estudada e relacionada as propriedades
biomecanicas do tecido (VIDAL & VILARTA, 1988, SKERRY et al., 1990).

As cartilagens articulares formam um importante modelo de estrutura
biolégica hierarquizada, onde os diferentes componentes e niveis de organizacao
s&o responsaveis pela eficiéncia fisiologica da juntura (MOW et al., 1992).

Diferentemente de outras junturas, nas articulagbes escapulo-umeral,
umero-ulnar e Umero-radial parece haver uma presenca menor de forcas
compressivas, mas elas existem e n&o ocorrem de maneira uniforme sobre as
superficies articulares, especiaimente considerando que os movimentos da
articulagéo escapulo-umeral séo diferentes dos movimentos das junturas Gimero-
ulnar e umero-radial (SPENCE, 1991). Os estudos bioquimicos aqui realizados
levaram em conta as regides das superficies articulares onde provaveimente
forcas com diferentes intensidades estavam presentes.

Galinhas e frangos podem ser afetados por desordens degenerativas das
articulagbes e ossos relacionadas com problemas no desenvolvimento normal do
sistema esquelético (RATH et al., 1999). A prevengdo e controle destas desordens
nas aves depende do avango no conhecimento sobre os mecanismos fisiologicos
que governam O crescimento esquelético normal e da biologia das desordens
esqueléticas de aves (THORP, 1994). O estudo bioquimico de cartilagem &
importante para a elucidagdo destes mecanismos (WATANABE et al., 1998)
contribuindo com dados importantes, nao s6 para estudos de biologia comparada
mas também para conhecer a composicdo da MEC em cartilagem articular de
aves.
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MATERIAL E METODOS

1. Material biolégico

Frangos Hy-Line (n=25) com 45 dias de idade foram obtidos no abatedouro
apés o sacrificio dos animais. As cartilagens articulares, obtidas da asa apés o
abate do animal, foram separadas dos outros tecidos, fragmentadas e
armazenadas a —70 °C. As cartilagens utilizadas foram divididas em 5 regides
distintas, esquematizadas na figura 1: a porcdo proximal do imero (Hp), a porgéo
distal do imero em contato com o radio (Hr), a porcao distal do imero em contato
com a ulna (Hu), a proximal do radio (Rp) e a proximal da uina (Up) .

2. Extragdo dos componentes da matriz

O material de cada regido foi homogeneizado com o uso de
homogeneizador Polytron™ (Kinematica, Switzerland) a 4°C em 15 volumes de
PBS (tampéao fosfato de sbédio 0,05 M pH 7,4 e NaCl 0,15M) contendo inibidores
de proteases (PMSF 1 mM, EDTA 20 mM). Apos centrifugacdo em 18.000 rpm
(centrifuga Beckman modelo J2-21, rotor JA-20), o precipitado foi utilizado para
extracdo de componentes da matriz extracelular.

A extracao foi feita com Gu-HCl 4M em tampd&o acetato de s6dio 50mM
pH 5,8 contendo PMSF 1mM e EDTA 10mM, a 4° C por 24 horas sob agitagdo
constante. O material foi centrifugado a 20.000 rpm por 30 minutos (centrifuga
Beckman modelo J2-21, rotor JA-20). O sobrenadante do material extraido e o
precipitado foram estocados separadamente a -20° C.

3. Ultracentrifugagdo em gradiente de cloreto de césio (CsCl)

O método foi realizado segundo HASCALL & SADJERA (1969). Apés a
adicdo de CsCl na proporgéo de 0,35g/g de extrato, para uma densidade final de
1,35 g/ml de extrato, o material foi centrifugado a 34.000 rpm a 15° C por 62 horas
(centrifuga Beckman modelo L8-M, rotor 80Ti). As fragdes D1 (fundo), D2, D3 e
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D4 (topo) (HEINEGARD & SOMMARIN, 1987) de cada regido foram estocadas a
-20°C.

4. Miétodos analiticos

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método de BRADFORD
(1976), usando curvas padrdo de albumina sérica bovina. O conteGdo de acido
urdnico foi determinado pelo método de orcinol segundo BROWN (1 9486), usando
como padrao glucuronolactona. A quantificacéo de glicosaminoglicanos sulfatados
presentes nas fragbes foi determinado pelo método do DMMB descrito por
FARNDALE et al. (1986), usando como padrao condroitim sulfato.

6. Cromatografias

Cromatografia de troca idnica

As fragGes D4 foram dialisadas contra 30 volumes de uréia 7 M em tampéao
Tris-acetato 50 mM pH 8,0 (3 trocas). Todas as fragdes, contendo 2 mg de
proteina, foram cromatografadas em coluna de DEAE-Sephacel (Amersham
Pharmacia Biotech). A resina foi equilibrada com o tamp&o citado acima. O
material n&o ligado a resina foi removido pela lavagem da coluna com uréia 7 M
tamponada. A eluicdo do material ligado foi feita no mesmo tampao utilizando um
gradiente de NaClde 0 a 1,0 M, com fluxo aproximado de 1 mi/mim. A eluigio
de proteinas foi monitorada por absorbéncia em 280 nm e as fragdes contendo
proteinas foram analisadas em SDS-PAGE.

Cromatografia de Interacdo hidrofébica

As fragbes ricas em proteoglicano obtidas da cromatografia de troca idnica
foram reunidas e submetidas & cromatografia de interacdo hidrofobica. Para essa
cromatografia o material foi dialisado contra 30 volumes de tampao acetato de
so6dio 50 mM pH 6,3 contendo GuHCI 2M (3 trocas). O material foi cromatografado
em coluna contendo Octyl-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech), equilibrada
com o tamp&o acima. A amostra foi aplicada & coluna e por um periodo de 4 horas
ficou circulando pela resina. A eluigéo foi feita com um gradiente de 2 — 6 M de
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GuHCI em tamp@o acetato de sodic 50 mM pH 6,3. O material eluido foi
analisado em SDS-PAGE.

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

O meétodo foi realizado de acordo com ZINGALES (1984) em gradiente de
acrilamida (4 - 16%). Padroes de peso molecular estabelecidos foram analisados
em paralelo. As amostras obtidas de cada cromatografia foram precipitadas com
tamp&o acetato de so6dio 0,5M pH 7.4 e etanol a 4 °C por 24 horas. Os
precipitados foram dissolvidos em tampao de amostra para SDS-PAGE. Para cada
gel foi aplicada uma corrente de 30mA durante aproximadamente 3 horas. A
coloracéo do gel foi realizada pelo método da prata segundo BLUM ef al. (1987).

7. Transferéncia elétrica de proteina para nitrocelulose -
immunoblotting

O material isolado em cromatografia de interacéo hidrofdbica e analisado
por SDS-PAGE foi precipitado e ressuspendido em tamp&o de eletroforese. Apds
eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose de
acordo com TOWBIN & GORDON (1979). A transferéncia foi feita utilizando 70
volts por 4 horas a 4°C. A membrana teve os sitios livres bloqueados com tampao
Tris 10 mM, NaCl 0,15 M e Tween 20 (0,2 %, v/v) em pH 7,4. Para a analise do
fibromodulim foi utilizado um soro de coelho anti-fibromodulim de frango diluido
1:20 e para o decorim foi utilizado soro de coelho anti-decorim humano (Gibco)
diluido 1:100. O anticorpo secundario para ambos foi um soro de porco anti-Ig total
de coelho marcado com peroxidase, diluido 1:500. A reacdo enzimatica foi
desenvolvida com diaminobenzidina (DAB) e H20..

8. Anadlise estatistica

As medidas das dosagens e quantificagdes foram comparadas pela analise
de variancia (ANOVA) com distribuicdo de Fischer. Todos os testes foram feitos
com 5% de significancia (BEIGUELMAN, 1991).
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RESULTADOS

Os valores obtidos nas dosagens de proteinas, &cido urbnico e
glicosaminogilicanos sulfatados nos extratos totais obtidos das cartilagens estdo
apresentados na figura 02. A analise de varidncia mostrou que ha diferenca
significativa nas meédias de dosagem obtidas de cada regido. A regido Hp
apresentou a maior concenirac&o de proteinas (7,45 mg/g) e glicosaminoglicanos
sulfatados (9,28 mg/g), enquanto que Rp apresentou maior contetido de Acido
urdnico. A regiao Up foi a que apresentou menor concentragdo de acido urdnico
(1,98 mg/g) e glicosaminoglicanos sulfatados (3,54 mg/g), enquanto a regido Hu
teve a menor concentracdo protéica (4,90 mg/qg).

As fracbes D4 contendo pequenos proteoglicanos, colagenoc e outras
proteinas, obtidas apds ultracentrifugacdo dos extratos de cartilagem da asa,
foram analisadas. O conte(do de proteinas, acido urdnico e glicosaminoglicanos
sulfatados presentes nestas fragcdes foram avaliados (figura 03). As regides Hp e
Rp apresentaram valores maiores de proteina, respectivamente 1,03 mg/mi e 1,25
mg/mi. A analise de variancia estatistica mostrou que as médias de concentracéo
protéica obtidas para as fragcbes D4 variam entre si (p<0,05). As concentragbes
relativas de acido urdnico e glicosaminoglicanos sulfatados sdo significativamente
menores que os valores obtidos para proteina nas fragdes D4, variando entre 0 e
0,10 mg/ml de extrato.

As fragbes D4 foram dialisadas e cromatografadas por troca i6nica. As
fragbes eluidas ap6s o gradiente foram analisadas em SDS-PAGE (4-16%) para
as diferentes regibes estudadas (figura 04).

Apés o gradiente de NaCl pode ser observado um padrio de eluicdo
semelhante para todas as regides sob analise, com um pico de eluicdo entre as
fracdes 13 e 20. O pico de eluicdo do material ligado & coluna ocorreu em torno de
uma concentracdo de NaCi 0,2 M. O perfil eletroforético, em condicées ndo
redutoras, apresenta duas bandas com aproximadamente 160 e 200 kDa. Quando
essas amostras foram tratadas com B-mercaptoetanol, a intensidade destas
bandas diminuiu e uma banda com 57 kDa pode ser observada. O perfil
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eletroforético da proteina com 57 kDa é semelhante ao pequeno proteoglicano
fibromodulim. Esta molécula esta praticamente distribuida em todas as frages do
pico, porém sua eluicdo & mais pronunciada com a concentracéo salinaa 0,2 M.

Uma banda polidispersa semelhante ao decorim, com Mr variando entre 70
e 90 kDa, foi observada em todas as regides, especialmente quando as amostras
foram tratadas com B-mercaptoetanol. Nas regides Hp e Rp esta molécula
apareceu menos evidente na auséncia do agente redutor. A molécula foi eluida da
coluna de troca idnica com um gradiente variando entre 0,3 e 0,4 M.

As fracdes ricas no componente com 57 kDa, obtidas apés troca idnica,
foram reunidas e utilizadas nas cromatografias de interagéo hidrofobica (figura
05A). O mesmo procedimento foi feito com as fragbes ricas no componente com
70-90 kDa (figura 06A). Para esta cromatografia ndo foi possivel obter leitura em
280 nm. Todas as regides analisadas apresentaram o mesmo perfil eletroforético,
aqui representado por uma das regides analisadas.

Todas as regibes apresentaram uma molécula parcialmente purificada com
padrdo de migracao eletroforética diferenciado dependendo das condigdes de
tratamento das amostras. Na auséncia de -mercaptoetanol, ela migrou como uma
banda de aproximadamente 200 kDa, enquanto que em condicdes redutoras esta
banda migrou em 57 kDa. Apds a transferéncia eletroforética para nitrocelulose e
o uso de anticorpo anti-fibromodulim (figura 5B), foi observada uma reacdo
positiva com esta molécula.

Os resultados obtidos da cromatografia de interagdo hidrofébica, para
obtencéo de decorim, foram semelhantes entre as cartilagens estudadas. A figura
6A mostra que a molécula sob analise foi eluida da coluna simultaneamente com
fibromodulim, que apresentou o mesmo pefil eletroforético (figura 5A). O decorim
ficou mais evidente na presengca de B-Mercaptoetanol. A analise por
immunoblotting evidenciou uma reacéo positiva desta banda polidispersa usando
o anticorpo anti-decorim (figura 6B).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, somente as regides de contato central em cada superficie
articular foram usadas para os procedimentos de extragio. As regibes periféricas
de contato entre as cartilagens foram descartadas na preparacéo das amostras.
As superficies articulares utilizadas ndo apresentavam sinais de degradacdo ou
lesbes necréticas comuns em doencas degenerativas de cartilagem. Aves de
abate podem ser afetadas por doencas degenerativas das junturas que, entre
outras consequéncias, determinam alteragées na distribuicdo de proteoglicanos na
cartilagem articular (ANDERSON-MACKENZIE ef al., 1998).

A funcdo fisiologica da cartilagem articular é resistir as forcas de
compress&o e dissipar as forcas de peso e movimento aplicadas & juntura
(CATERSON, 1991). A distribuicdo e integridade de sua matriz extracelular é
fundamental para a manutencdo das propriedades biomecanicas do tecido
(LOHMANDER, 1988; HAGG et al., 1998). Proteoglicanos presentes na matriz
extracelular s@o componentes importantes para a fisiologia do tecido e sua
expressao esta associada com diferentes processos biolégicos. A caracterizacdo
de proteoglicanos & feita em diferentes modelos, sugerindo uma variacéo
complexa.

As dosagens de proteina, acido urdnico e glicosaminoglicanos sulfatados
para o extrato total e para as fragbes D4 de cada cartilagem articular
apresentaram algumas variagdes estatisticas significativas. Glicosaminoglicanos
sulfatados estdo mais concentrados no extrato total da regido Hp comparado com
as outras regides de cartilagem. A concentragdo de proteina foi maior nas fracdes
D4 das regides Hp e Rp. As outras dosagens do extrato total e das fracbes D4
néo apresentaram diferencas significativas para as cartilagens analisadas. As
diferencas de concentracéo observadas entre as regides podem ser decorrentes
das forcas que atuam de maneira diferenciada em cada regido. NAKANO e SIM

(1995) observaram variagbes na composicéo quimica entre a cartilagem articular e
subcondral da tibia de frangos.
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O estudo dos proteoglicanos de cartlagens de diferentes regites
anatdomicas e de diferentes modelos, como epifise distal de fémur bovino
(BJELLE ef al., 1974), articulac&o metacarpo-falangiana de bovino (SWANN ef al.,
1979), articulacdes de coelhos e cdes (MANICOURT et al., 1986), cartilagem
xiféide e articular de frango (GOMES & PIMENTEL, 1994), tem mostrado
semelhancas e diferengas na composicdo e distribuicdo de proteoglicanos,
sugerindo uma variacdo complexa.

Nas diferentes regibes de cartilagem articular da asa de frango analisadas
neste trabalho foi possivel verificar que na auséncia de B-mercaptoetanol ocorrem
duas bandas entre 160 e 200 kDa que ficaram ténues em condicdes redutoras.
Entretanto, na presenca do agente redutor, uma banda com 57 kDa e padréo de
migracdo semelhante ao fibromodulim ficou mais evidente. Esse resultado
mostrou que pode estar ocorrendo uma possivel interagdo desse pequeno PG
com elementos da MEC, podendo ser neste caso cadeias de colageno ou ainda
auto-agregacéo de fibromodulim. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos
por GOMES e cols. (1996) em cartilagem do tibiotarso de frango, onde um
complexo de 250 kDa migra como um componente de 59 kDa no SDS-PAGE sob
condi¢cdes redutoras. BIDANSET e cols. (1992) demonstraram que decorim,
biglicam e FM podem se ligar ao colageno tipo VI via esqueleto protéico,
especialmente na sequéncia rica em leucina. Talvez uma interagdo de um tipo
semelhante esteja acontecendo entre esses pequenos PG e elementos da matriz
extracelular, uma vez que ROUGHLEY & WHITE (1989) demonstraram que s6 ha
migrag&o independente entre os DS-PG e os agregantes na presenca de SDS e 2-
Me.

As possiveis interagSes entre pequenos proteoglicanos e moléculas de
colageno ou pequenos proteoglicanos entre si como resultado de auto-agregacéo,
ndo dependeriam de pontes dissulfeto intercadeia. Porém, a manutencdo das
pontes dissulfeto no esqueleto protéico dos pequenos proteoglicanos seria
importante para manter a conformagéo dos pequenos proteoglicanos favorecendo
os processos de interagdo.
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Esses proteoglicanos de baixo peso foram isolados inicialmente de
cartilagem bovina por ROSENBERG e cols. (1985) e CHOI e cols. (1989). Esses
autores comprovaram imunologicamente a individualidade de cada uma delas,
bem como a presenca de DS ligado covalentemente ao esqueleto protéico. Em
joelho humano ROUGHLEY & WHITE (1989) isolaram e caracterizaram DS-PG
em epifise proximal da tibia e distal do fémur.

Todas as regibes apresentaram uma molécula como uma banda
polidispersa entre 70 a 90 kDa. Esta molécula parece estar menos concentrada na
regido Rp. A presenca de B-mercaptoetanol ndo altera seu perfil eletroforético
semelhante ao decorim.

Na tentativa de fazer a purificacéo parcial e caracterizacdo das moléculas
separadas por troca ibnica, fragbes ricas em moléculas semelhantes ao
fibromodulim e ao decorim foram reunidas e submetidas a cromatografia de
interacdo hidrofébica. Foi possivel isolar a molécula de 57 kDa e mostrar pelo
immunoblotting que era fibromodulim. A interac&o hidrofébica foi ineficiente para a
separar decorim de fibromodulim, mas o immunoblotting identificou a molécula de
70-90 kDa como decorim.

A presenca ndo uniforme destes pequenos proteoglicanos nas diferentes
cartilagens aqui estudadas pode estar relacionada com possiveis diferencas na
distribuicdo de forgas biomecénicas. Em cartilagem xiféide de frango, fibromodulim
foi encontrado principalmente na regido central da carina, podendo estar
relacionado com a maior presencga provavelmente maior de forca de coompressao
gue ocorre nesta regido (GOMES & PIMENTEL, 1994). A presenca em forma de
agregado deste pequeno proteoglicano foi recentemente observada em cartilagem
da tibia e face patelar da cartilagem femural de boi (ESQUISATTO et al.,
manuscrito em preparacgao).

A ac&@o mecanica exercida sobre as articulagGes da asa durante o v6o é
menos compressiva, quando comparada a outras articulagbes, como a do joelho e
quadril, onde a carga sobre as superficies articulares é elevada. Estudos

comparativos entre articulacbes analogas de humanos e aves foram realizados
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por BARNET (1954), e revelam semelhancas e diferencas anatomo-fisiolégicas,
apesar do distanciamento filogenético.

Os dados obtidos neste trabalho trazem informacdes sobre a composicéo
de cartilagens da asa de frango que poderdo ser relacionadas no futuro com
propriedades biomecénicas das articulagbes da asa. Além disso, nossos dados
poderdo auxiliar no estudo da cartilagem afetada por diferentes desordens
degenerativas das articulagbes e ossos, relacionados com problemas no
desenvolvimento do sistema esquelético (ANDERSON-MACKENZIE et al., 1998).
O estudo da formacgido e composicdo das cartilagens é importante para a
elucidagdo dos mecanismos de desenvolvimento esquelético e das doencas
relacionadas a articulagbes (NAKANO & SIM, 1995; WATANABE et al., 1998). A
prevencdo e o controle destas desordens na criagdo de aves depende do avanco
no conhecimento da biologia das desordens esqueléticas e nos mecanismos

fisiologicos que governam o crescimento esquelético normal (THORP, 1994).
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Figura 01. Desenho esquematico das regides anatdomicas da asa de
frango. Estéo indicadas nesta figura as regiées de cartilagem articular do
amero proximal (Hp), imero distal em contato com o radio (Hr), imero
distal em contato com a ulna (Hu), ulna proximal (Up) e radio proximal
(Rp) (Adaptado de PETTINGILL Jr., 1970).
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Figura 02. Dosagem de proteina (P), &cido urénico (AU) e glicosaminoglicanos
(GAG) sulfatados dos extratos totais para cada regifo articular analisada. As
médias estdo apresentadas como mg/g de tecido. Diferencas significativas foram
encontradas entre as meédias quando avaliadas por analise de varidncia com
distribuicdo de Fischer com 5% de significancia. As amostras estéo apresentadas
como Hp - imero proximal, Hr - Gmero distal em contato com o radio, Hu - tmero

distal em contato com a ulna, Up - ulna proximal e Rp - ra4dio proximal.
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Figura 03. Dosagem de proteina (P), &cido urbnico (AU) e glicosaminoglicanos
(GAG) sulfatados das fragées D4 obtidas apos ultracentrifugagdo em cloreto de
césio para cada regido articular analisada. As medias estdo apresentadas como
mg/ml de amostra. Diferengas significativas foram encontradas entre as medias
quando avaliadas por analise de variancia com distribuicdo de Fischer com 5% de
significancia. As amostras estio apresentadas como Hp - imero proximal, Hr -
Uumero distal em contato com o radio, Hu - Gmero distal em contato com a ulna, Up

- ulna proximal e Rp - radio proximal.
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Figura 04. As fracbes D4 de cada regido estudada foram cromatografadas em
DEAE-Sephacel e eluidas com um gradiente de concentragéo de NaClde 0 a 1,0
M. As fracBes 15 a 19 eluidas das cromatografias foram analisadas em SDS-
PAGE. Bandas com 160 e 200 kDa e uma banda polidispersa com 70-90 kDa
podem ser observadas em condigbes néo redutoras (-). Uma banda com 57 kDa

surge quando as amostras s&o tratadas com B-mercaptoetanol (+).
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Figura 05. SDS-PAGE do material fracionado em cromatografia de interacédo
hidrofobica (octyl-sheparose) e immunoblotting para caracterizacdo de pequeno
proteoglicano da matriz extracelular da cartilagem da asa de frango, regido Hu/D4.
(A) SDS-PAGE das fragGes ricas em pequeno proteoglicano de 57 kDa, na
auséncia (-) e presenca (+) de B-mercaptoetanol. (B) O immunoblotting do
material fracionado em condigdes redutoras indica que esse pequeno
proteoglicano de 57 kDa é o fibromodulim, através da reacédo positiva com o
anticorpo anti-fibromodulim.
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Figura 06. SDS-PAGE do material fracionado em cromatografia de interacdo
hidrofébica (octyl-sheparose) e immunoblotting para caracterizacdo de pequeno
proteoglicano da matriz extracelular da cartilagem da asa de frango, regido Hu/D4.
(A) SDS-PAGE das fragGes ricas em pequeno proteoglicano de 70 a 90 kDa, na
auséncia (-) e presenca (+) de B-mercaptoetanol. (B) O immunoblotting do
material fracionado em condigbes redutoras indica que esse pequeno
proteoglicano de 70 a 90 kDa é o decorim, através da reacdo positiva com o
anticorpo anti-decorim.
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CONCLUSOES

= Condroitim sulfato & o principal glicosaminoglicano presente na cartilagem
articular das aves empregadas neste estudo. A mobilidade eletroforética
retardada pode indicar um padrdo de sulfatagcdo diferente do condroitim
sulfato extraido de mamiferos.

= O tratamento com as condroitinases e HPLC mostraram a predominancia
do dissacarideo  a-L-gligurbnico-1—3-N-acetil-B-galactosamina  4-O-
sulfatado, oriundo da digestdo do condroitim sulfato.

= Dissacarideos obtidos de condroitim 6-sulfato e condroitim ndo-sulfatado
est8o em menor proporcdo e somente tragos de dissacarideos bi- e tri-
sulfatados sdo encontrados. Dermatam sulfato esta presente em pequena
concentracéo.

= A regido Rp mostrou o menor valor para a razdo ADi-4S/ ADi-6S (2,51)
enquanto as outras regifes apresentaram uma razdo em torno de 3,00.

= Foram observadas variagGes significativas nas dosagens de proteina, acido
urénico e glicosaminoglicano sulfatados do tecido seco, Umido e das
fracbes D4 para as regibes de cartilagem estudadas, especialmente Rp.

= Fibromodulim e decorim estdo presentes nas cartilagens estudadas.

= Fibromodulim isolado da cartilagem articular de frango apresenta um estado
de agregacéo dependente de ponte dissulfidica que foi revelado pelo uso
de agente redutor.
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