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INTRODUCAD

O mecamsmo pelo qual os mamiferes se movimentam envolve sete classes de
junturas sinovias ¢ sois classes de junturas fibrosas ou cartilaginosas (Gardner, 19943,

Uma junturs sinovigl compreende uma complexa unidade funcional de tecide
comuniivo. Bste aspresemin um ample  aspecto morfoldégico e bloquimico, cuja
especializacio anatdémica ¢ wfluenciada pels heranga gendtics ¢ atagiio de forgas
biomecinicas (Frost, 1994). Basicamente, uma juntura sinovial envolve a associaglo
comtinua de osso-cartilagem articular-liquido smovial-canilagem articular-osse, recobertas
pela membrana sinovial e capsulz articular (Sledge, 1975).

Em junturas, come ¢ joetho, onde a gravidade se soma a outras forgas na
compeosicio do movimento, a cartilagem articular apresenta regifies onde podem ser
chservadas estruturas altamente especializadas. Estas regifies, como a superficie patelar
do fower ou os chndilos medial ¢ lateral da tibia, apresentam wasivers diferengas na
organizagio iridimensional. Dentro desse tipo de juntura, pedem ser vistas 4reas com
diferentes organizagbes conforme a imtensidade e o tipe de forga biomecinica atuante
{Gardner, 1994}, Dentre oz tecidos envolvidos, a cartilagern articular se destaca por
apresentar um importante comporiamenio fisico-guimico. Situada nas extremidades dos
assos, s3c as primeiras a receber as forgas biomecinicas empreendidas duramie o
movimento (Sledge, 1975}

A manutengio da matriz cartilaginosa se di por células mesenquimais altamente
diferenciadas, os condrécitos. A matriz extracehidar (MEC), por sua vez, € composta,
principalmente, por fibras colag@nicas {do tipo I}, proteogheanos (PGs) e proteinas nio-
colagémicas. Histologicamente, 2 MEC gue envolve os condrdcitos pode ser dividida eny:
matriz tervitorial e interterritorial. A matriz terriforial, mais prowima dos condréeitos, €
rica em P(Gs. Fsta matriz € maly faciimente definida com o auxilio do microscépio
cletrfnico de transmissdo, onde se observg a matrz pencehdar.  Estz matrz, sob
condipfes fisiologicamente normais, estd em contato direto com as oélulas (Silberg, 1968;

Meachim & Stockwell, 1972}



As fibras colagéricas da cartfagem articular s8¢ as responsavels pela resisténela &
tensfio no tecido (Kempson, 1972 Sendo assim, seu arranjo espacial varla com 3
profundidade da cartilagem, tendo influéneia direta sobre a morfologia dos condréeitos. A
cartilagem articnlar adulta humana pode ser dividida em quatro camadas {Bamet et al,
1961, Meachim & Stockwell, 1972} {a) a camada superficial, que contém condrocitos
peguenos e achatados, Juntamente com as fibras colag@micas orientadas tangencialmente 8
superficie, (b} a camada inlermedidra, gue possii condrocitos de grande tamanho,
isplados ou zos pares, apresentando fibras colagénicas orientadas ao acaso, (¢} a camada
profimda, que apresenta os condrdeitos arranjados em colunas verticats ou enfifetrados,
possul um fino arranjo radial de fibrag ¢ (d) a camada de cartilagem mineralizada com
condrocitos em varos estagios de degeneragiio,

Além do coligeno tipe N, a MEC da cartilagem articular apresenta pequenas
guantidades dos colagenos tipo VI, IX, X e X1 (Heinegard & Qldberg, 1989,
Huardingham, 1990; Bvre et al., 1992}, “In vivo”, peguenas quantidades dos colagenos I,
1X e XI estio presentes em estruturas copoliméricas sendo que os colagenos X e Xl e
ouiros componentes, como dois pegquenos PGs sfio de alguma maneira regoladores da
formacio das fibras do coldgeno I (Heinegdrd & Oldberg, 1989, Eyre ef al, 1991 ¢
1992y (¥ celdgeno tipo [T contém trés cadeias polipeptidicas ol {Il) idénticas, arranjadas
entre si de modo a formar uma tripla hélice. O colageno tipo IX contém trés cadeias o
diferentes; ol{IXy o2(IX) e o3(IX) e possul uma caracteristiea gue o diferencia das
outras moléoulas de colageno.  Ele possut uma cadein de ghicosaminoglicano (GAG)
ligada covalentemente a cadeia o {Eyre ot al, 1987, van der Rest & Mayne, 1988},
Além disso, evidéncias bloguimicas demonstraram gue o colageno tipo IX estd higado
covalentemente ao coldgeno tipo 1T {van der Rest & Mayne, 1988). O colageno tipo XI &
uma molécula de baixo peso molecular, que apresenta trés tipos de cadeias « distintas
{o1(XT), o2(XT} e o3(XT)} {Morris & Bachinger, 1987}

O eoldgeno tem um alto grau de organizaglio estrutural. Suas triplas hélices sfio
formadas em sentido anti-horaro. Cada cadeia o € composta pelo triplete Gly-Pro-X,
onde X pode ser outro aminodcido ou hidroxiprolina.  As moléculas de coligeno sdo
rigidas, semefhantes a um bastio, com aproximadaments 1,4 nm de difimetro e 300 nm de

comprimento. O fendmeno de auto agregagiio ocorre na MEC logo apds a remogio dos



peptidios N e C terminal. O coldgeno tipo H da cartilagem articular néio forma grandes
fibras {entre 20 2 200 nm). Este fendmeno estd relacionado a presenga de carboidratos de
maneira mais ou menoes infensa (Byre et al, 1992} Outra caracieristica que interfere nas
propriedades fisico-guimicas do colageno é a frequéacia na formacio de ligaches cruzadas
covalentes endre #s cadeiss o e endre as moléculas de colageno (Yamaguchi et al | 1988).
Estas Hgagles cruzadas mantém estavel a rede de coldgeno e promove a resisiéncia 2
tensfo no tecido {Schinudt & Linsenmmayer, 1990}

{s mondmeros de PGs de cartilagem sfio grandes moléeulas constinnidas por um
esqueleto protéico central, ao qual estio ligadas covalentemente numerosas cadeias
laterais de GAGs {(Handley et af, 19853 Ha dois tipos principats de cadeias de GAGs
encontrados entre oz Pis. O mais abundante ¢ o condrontam sulfito (C8) e 0 outre € o
gueratarn salfato €08} Ouiro GAG, nio sulfatado, o dcido malurnico (AH) se liga
eletrosigticamente a0 esquelsto protéico central de varios mondmeros de PGs, formando
verdadetros agregados, de alto pese molecular (Hardinghan & Muir, 1972, 1974y, O
esqueleto protéico dos PGs € uma  estrutura com muitidominios, com {rés regibes
globulares (G1, G2 ¢ G3) e duas regifes nfo-globulares (E1 ¢ B2). O dominio G, N-
terminal, contém um sitio para interacio com AH {Hardinghan et gl 1976}, O dominio
Gl lHga-se a uma unidade decassacaridica ¢ cads AH ¢ capaz de tderagir com 20
mondmeros simultancamente. A massa molecular do agregado chega 2 5.10° kDa ¢ mede
cerca de Sum de comprimento {Hardinghan, 1981). A analise do esqueleto protéico
demonstron gue G2 possui sequéneias semelhantes a 1, mas estas oo apresentam
propriedades de Heac8o com AH ou participagio direta na agregagiio dos PGs (Fosang &
Hardinghan, 1989). O significado e funcionalidade do dominio G2 nfio estd claro.
Contude, experimentos envalvendo digestiio controlada de PGs por enzimas proteoliticas,
tal como esiromelising, 18m mostrade gue G2 ¢ o sitio favorto pars o ataque nos
agregados, controlando, talvez, o “tumover” dos POz na matriz {Sandy et al,, 1987). O
dominic G3, C-terminal, ¢ 2 regifio mais conservada quando comparada com PGs de
diferentes espécies (Dudhia et al, 1990). Apresentz simiaridades com lectinas de
membrana plasmatica com afinidade por sialoproteinas. A seqiéncia correspondente a
gsta regifio possut fraca interaglio com carboidratos. Contudo, ela apsesenta homologia

com componentes do sistema complemento {Patthy, 1987},



As cadelas de €S estfo lgadas no exienso segmento ndo globular B2, entre GZ ¢
(3. 05 esta também hgado nesta regifio, mais prowimo a0 domino G2, Comparando a
sequéncia de B2, em PGs de rato, boi e bumano, foi observado que nfio € t8o conservads
como as outras regiGes {Dudhia et al., 1990).

Na cariiagem, a mteracio dos POs com a gua ¢ consequéneia da alia densidade
de cargas negativas (Maroudas, 1975, Comper & Laurent, 1978; Ogston, 1983}, O gel de
PGs, devide 2 sua atividade osmdtica, gera uma pressiio de tumefaciio que € contida pela
estrutura da rede de fibras colagénicas. Quando a cartifagem & comprimida, a Agua €
deslocada para fora do sisterna, ¢ que results no aumento da concentragio de PGs ¢
consequeniemente UM awmento ne sua atividade osmotica, Quando cessa a forga, a dgua
flui de volta a0 gel (Handley et al,, 1985). Segundo Maroudas (1976a), a estrutura dos
P(s restringe a passagem de outras moléeulas através da MEC, devido ao grande volume
ocupado pelas cadeias de GAQs.

A alta concentragio de PGx € essencial para a resisténcia da cartilagem articular as
forcas de compressBio. Mas, se a concentragio fosse uniforme, haveria uma pressiio de
tumefaciio na interface com o fluido sinovial, o que colocaria as fibras colagénicas sob
grande tensiio. Deste modo, o gradiente de concentragic de P(s cria, diretamente, wm
gradiente de pressiio, o que distribui o “stress” aplicado sob a superficie articular por toda
s ecspessura da cartilagem (Maroudas, 1976b). A concentragio de PGs aumenty
gradualmente a partiv da superficie articular até as zonas mais profundas (Stokwell &
Seott, 1967, Maroudas et al |, 1969). Além disso, a estritura dos PGs  pode tambem variar
com a espessura do tecido. Sweet ¢ colaboradores (1977} compararam o tamanho e 2
densidade dessas moléculas na superficie ¢ nas camadas mais profimdas da carfilagem
articular de bovinos jovens. Ficou demonstrade uma diminuigio no tamanho dos PGs nas
camadas profundas em refaciio a superficial. Um decréscimo no comprimendo das cadedas
de TS, nas camadas profundas da cartilagem articular da epifise proximal do frmur em
humanos idosos, ot verificado pof Jones & Lemperg {1978). Nio sé em diferentes
camadas mas em diferentes idades também ha varizciio no tamanho ¢ na concentragiio dos

PG (Flannery et al., 1990},



Muito pouco se sabe da ewisténcia de variaglo na composicio de agoares ou
congentracio de PUs em diferentes regies anatGmicas submenidas 2 diferentes forgasg
comgpresstvas dentro de uma mesma arficulacio,

Heinegird & Oldberg (1989) ¢ Heimegdrd & Pimentel (1992) descrevem as
caracieristicas estruturais ¢ funcionats de diversas proteinas nfio-colagénicas, além de
pequenos POs, encontrados na matriz cartilaginosa, Os pequenos POs representam v
familia de molédoulas estruturalmente velacionadas, mas geneticamente distintas, com
ampla distribmicio pelos tecidos de vertebrados (Fischer ¢t al, 1987), Foram detectados
em pele de porce {Franssom & Malmsiron, 1971), em tenddo de ratos (Scott & Orford,
19813, esclera de boi (Coster & Franssom, 1981) além de cartilagem bovina (Rosenberg of
al, 1985). O esqueleto proteico dessas moléoulas tem, em média, uvm Mr de 40 kDa
comendo dez sequéneias homdlogas repetidas com cerca de 25 amanoacidos (Krusius &
Ruoslathi, 1986). Varios residuos de cisteina estfio presentes em regides homologas entrs
as moléoulas. Na regiio N-terminal, o bighicam apresenta dois conjuntos dipeptidico (ser-
glv). A cada um estiio ligados wmna cadeia de €8 ou DS, dependendo do tecudo
considerado {Neame et al., 1989). J3 o decorim, contém apenas uma cadeta de GAG
{Mann et al., 1990), que pede ser CS ou DS, dependendo do tecido (Heinegded et al,
1985y, Cutre aspecto interessante dessas moléculas ¢ a capacidade diferenciada do
biglicam ¢ decorim se ligarem a diferentes isoformas do fator de crescimente TGH-6
(Yamaguchi et al., 1990, Hildebrand et al,, 1994} Essa interagio deve ter importancia na
regulaciio do crescimento ¢ diferenciaglio celular (Nathan & Sporn, 1991).

O fibromodulim {FM) ¢ diferente em refaglio aos outros quanto a presenga de
cadeias de GAGs na porgiic N-terminal. Mo enfanto, este dominio contém tirosinas
sulfatadas (Oldberg et al,, 1989), o que contribui para o cariter anidnico da molécula. O
M contém  somente cadeias de O ligadas via ligagio N-glicosidica a partir de residuos
de asparaginz no dominio central da moléoula {Plaas ef al, 1990}, EHste Q8 ¢ semelhante
an da chmea (Heinegird & Pimerdel, 1992}, As fungBes precisas desses componentes na
MEC sio desconhecidas, embora se saiba  gue o decorim ¢ o FM estio ligados a
superficie das fibras de colagenc, podendo repular a sua fibrilogénese (Hedbom &
Heinepdrd, 1989 Rosenberg, 1997}



Embora a maloria das proteloas nio colagdnicas presentes ma ME(C sefam
ghicosiladas, a presenca de carboidrate ainda nio pode ser generalizada para todas as
moléculss, por 1sso ainda nfio denominamos aqui como glicoproteinas de modo geral.

Dientre as proteinas da MEC, a proteina de ligacBo ¢ a melhor estudada.  Fsia
proteing foi originalmente isolada a partir de cartilagem como um componente participante
dos agregados de PGs (Keiser et al., 1972}, Quando isolada apresentou duas isoformas
principais em eletroforese em gel de poliacniamida com SDS (S8DS-PAGE) {48 & 43 kDa)
{Keiser et al., 1972} Fla € constituida por irés regifes prmeipais, que mostram extensa
homedogia com a regifio de ligacio ao AH (G1) do monfmere de PG (Neare et al,
1986). A proteina de Hgaclo € encontrada na maioria dos tecidos conjuntivos (Keiser et
al, 1972 Gardell £t al., 1980) e forma em todos cles, juntamente com o3 PGs e A, os
tipicos agregados.  Sua funglio principal € estabilizar g interagiio entre os PGs e o AH,
permitindo que a arquitetura dos agregados se mantenha funcional (Heinegdrd &
Pimentel, 1092}

A proteiog 36 kDa, é catibnica e apresentou “in vitro” afinidade pela superficie
dog condricites {(Sommarin ef 3l 1989). Comportamento semelhante foi encontrado para
a proteing de 38 kDa que & levemente basica.

A CMP {proteina de matriz de cartilagem) de 148 kDa, consiste de #rés
subunidades de 54 kDa ligadas por pontes dissulfeto. Esta proteina € levemente basica e
parece interagir covalentemente com 08 PGs de alto pese (Heinegérd & Paulsson, 1987},

A COMP {proteina oligomérica da matriz) foi recentemente isolada e caracterizada
a partir de condrossarcoma de ratos (Morgelin ef al., 1992}, A COMP € um pentdmero
de 324 kDa. Suas subunidades, de 110 kD cada, sbo glicositadas & umdas por ligagles
dissulfeto. A COMP {oi detectada em cartilagem articular (Spitz-Fife & Brandt, 1984,
Spitz-Fife, 1985} nasal e tragueal {(Heinegdrd & Pimentel 1992). Testes
inunocitoquimices revelaram wma localizagio preferencial da COMP na matriz territorial
do condrocito (Hedbom et al, 1992). Em ratos foi detectada no estigio de ossificagio
endocondral apds o aparecimento do coldgeno tipo Il {Franzen et al, 1987}

Cutra glicoproteing nio-colagénica, originalmente identificada como uma proteina
do granulo plaguetdrio por Baenziger e colaboradores (19713, & a TSP1 (frombospondin

1. B um trimero com multidominios contendo subunidades de 180 kDa. Alguns papéis



funcionais tem sido considerados para 8 TSP1 dentro da MEC, como mediagiio de adesdio
celular (Kosfeld et al, 1991), interacio matriz-matriz {Lehav ef al, 1984} mmgragio
celular {(Roberts et al., 1987) & profiferacio celular {Good et al., 1990).

A gheoprodeing fibronecting  estd presente na cartilagemn em quantidade muito
peguena. Com 330 ks parece promover 2 interagio célula-matriz via sequéncia RGId e é
capaz de interagir com GAGSs e colgeno (Heinegard & Oldberg, 1985}

A ancorim € uma outra proteina que se liga especificamente a0 coldgeno Il Fo
isolada a partir de condrocitos e sequenciada recentemente {Pfaffie et al, 1988} Com 34
kDa e localizada na superficie celular, acredita-se que essa molécula permite 3 interaglio
do coldgeno 11 4 célula. Tanto a ancorim come & fibronecting sfio capazes de transmitir 3s
oflulas alteracBes de natureza fisico-quimica que ocorram na MEC (Heinegdod &
Oldberg, 1989),

{ma proteina, CL21, com 21 kDa ¢ sintetizada por condricitos hipertrficos, e
parece estar relacionada ao colageno X, o qual foi identificado como marcador especifico
para estas células {Cancedda et sl , 1988},

A matriz cartilaginosa também apresenta uma grande quantidade de oligbmeros;
que apos reduglo migram em gel (SDS-PAGE) com um Mr de 35 kDa. Essa proteina € 2
condrocalcim ¢ estd presente em todos os tipos de cartilagem sendo proeminente em
cartilagem articular ¢ mineralizada.  Fol inicialmente isolads a partir de cartilagem
epifiseal. Interage com cristais de hidroxiapatita e pode ter um papel no processo de
mineralizagio do tecido (Hinek of al, 1987}

Além da cartilagem hialing, outros tecidos conjuntivos se adaptam a agio de forgas
bomecancas, As células desses tecidos respondem aos estimuilos tanto quantitativamente,
quanto gualitativamente, em relaglio a organizagio molecular da matriz. Os tendfies sdo
um exemplo excelente para o estudo da adaptaclo fincional dos tecidos conjuntivos a
forgas biomecinicas. Estes apresentam uma MEC rica em fibras colagnicas.  Elas ¢ que
determinam, devido ac grau de agregagio ¢ ordem molecular, as propriedades biologicas ¢
mecanofisiologicas dos tendfes (Vidal, 1986) As fibras colagénicas agem como
transdutores, transformando energia meciinica em sinais que estimulam os fibroblastos a

maodularer o ambiente extracelular (Vidal, 1993}



A produgiio de sinais na MEC € dependente da organizagiio macromolecular de
seus componenfes. A destocacio mtermodecular induzida por “stress” (Mosler et al,
{985} efou potencial eletroguimico induzido sob forga meclnica {Basset & Pawluk, 1972;
Fukada, 1974}, alinham as fibras na MEC de acordo com a origem das forgas de tensfio
{Stopak & Harris, 1982%

Os tendbes nfio e adaptam  somente as forgas de tensfio. Em regifes, onde ¢
fendfo estd suicito 3s forges compressivas sfo encontradas estruturas fipicas de
cartilagem. Em tendes flexores digitats profundes de coeltho (Merrilles & Flimt, 1980},
cachorre {Okuda et al., 1987} e bovinos (Bvanko & Vogel, 1990} sfo encontradas regibes
sufedtas a intensas forgas compressivas, axibinda, nestas areas, placas fibrocaritlaginosas.

Estudos em aress de compressiio em dois tendbes de rate demonstraram a
existéneia de modificagiies fenotipicas de acordo com os graus de forga compressiva a gue
estlio submetidos {Ralphs et al, 1991; Ralphs et al, 1992 ¢ Rufar et al, 1992} Sob
compressao de baixa intensidade o tendlo acumula CS na MEC ¢ vimentina no citoplasma
mas morfologicamente permanece inalterado (Rufai et al,, 1992} Por outro lado, hi
zonas que apresentam uma morfologia tipica de fibrocartilagem, com intensa deposigiio de
P(s contra espessas fibrag colagénicas e céhulas que lembram condrocitos (Rufar et al,
19923 Ja a fbrocartilagem propriamente dits, presente nos memiscos e discos
interverichrais, é um tecido de transig@o entre os tecldos fibrosos {tendBes) e a carblagem
hialina.

Sete tipos diferemes de coligeno foram encontrados po “amulus fibrosus”™ do
disco intervertebral (Fyre, 1988) ¢ apenas quatro nos meniscos do joetho (Amoczky ef al,
F988). © colageno tipo I € o mais abundante no menisco (90%) ¢ “annulys fibrosos”™
{80%). Ha um gradients na distribuiglo dos colagenos 1 e I no disco intervertebral. O
tipo H ndo estd presenie na periferia, mas representa 80% do contebdo colagénico no
micleo pulposo. O tipo M representa 1-2% do total colagénico em menisco. A presenga
em abundincia de tipo T (tensfio) e a relativa exiguidade do colageno tipo 11 {caracteristico
de tecido sujeito a compressio} ¢ dado como caracteristica chave na distingio entre
fibrocartilagem e cartilagem hialina (Arnoczky et al., 1988). Outros  colagenos  estfio
presentes na fibrocartilagem em pequenas quantidades.  Os tipos V e VI foram



encontrados tanto em meniscos quanto em discos intervertebrais, mas o8 tipos IX & X
foram enconirados somente nos discos (Eyre, 1988; Armoczky et al | 1988)

Outro constituiente importante na MEC em fibrocartilagem sfo os PGs. Ha menos
PGs em Abrocartilagem que em cartilagem hialing, mas muito mais gue em tecido fibroso
{(tendlo) (Gilard ef al | 1979, Koob & Vogel, 1987). Em meniscos ha cerca de 10-12% do
contetido de GAGs presente em cartilagem hialina (Amoczky et al, 1988308 PGs  de
fibrocartiagem diferem bioquimicamente dos de cartilagem (McMical & Roughley, 1980;
Roughley et al, 1981; Amoczky et al, 1988, Eyre et al,, 1987} Eles foram wdentificados
mstoquindcamente em meniscos, onde s#o mais abundantes na matriz territorial dos
condrocitos {Fischer ¢t al., 1985).

Pouco se sabe quanio as proteinas ndo-colagénicas em fibrocartilagem Contudo,
elas estio ligadas & estruturaclio do microambiente da cartilagem, sendo imporiante na
relacdio célula-matriz (Meldrose & Ghosh, 1988}

Do uma maneira geral as propriedades mecinicas das fibrocartilagens estiio em um
estado intermedidrio entse ¢ tend8o ¢ a cartilagem hialina. A forga de tensfio suportada
pela fibrocartilagem (cerca de 10MPa} € menor que em tendfo (55MPa), mas mator que &
cartilagem hialina (4MPa} (Yamada, 1970}, Por outro lado, a resisténcia da
fbrocariilagem 3 compressio & semethanie 3 cartiagem hialina, sendo esta dltima mais
rigida. O modulo elastico € verca de metade da cartilagem articular (Procter et al., 1989).

De acordo com a Meratura, pouco se sabe da organizaco desses componentes em
regities da articulaBo sujeitas a diferentes forgas biomecanicas, Assim sendo levamos em
consideracio os dados apresentados no trabalho de Simon {1970), onde ¢ feito um
levantamento da presenca de forgas compressivas em diferentes regibes da articulagdo
bovinz, Também foram consideradas as regides de contato entre fémur, tibia e patela.
Utilizando como modelo experimental o joelho de bovinos os objetivos desse trabalhe
foram:

a3 quantificar os componentes da matniz extracelular;

b} descrever as populagBes de protetnas nio-colagénicas;

¢} caracterizar as populagfes de PGs ¢ GAGs presentes nas diferentes regides

anatdnmicas )
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d} refacionar as caracteristicas bioguimivas encontradas com os mecanismos  de

adapiacio fisioldgica do condrdcito ao “stress” biomecinico diferenciado.



MATERIAL E METODOS

L REAGENTES

Azl de dimetil-metileno (DMMB)
Soro de Poreo Anti-Ig Total de Coelho
~BioRad

Tinssulfato de Sadio
Lhmie Tegt

Cloreto de Sodio (NaCl)

Citrato de Sodio

Fosfato Maonobéasico de Potassio
Fosfato Bibasico de Potassio

-Beibra Reagentes Analiticos

(licing

Lraia

Acido Acético

Cloreto de Magnésio (MgCl}

Sulfito de Sodio (NaxS5(h)
Tris-hidroximetil armmometano {Tris)
Fianof

Metanol

i



Acido Sulfisico

Avetona

Mtrate de Prata

Azal de Tokatding (AT)

~Pharmacia

Padrio de Baixo Peso Molecular
Dastilannoetil-Sephacel (DEAE-Sephacel}
Sephartse CL-48

~Reseen Ouinbas Indastnias Quimicas

Acetato de Sddio

Acrilamida

Barbiturato de Sodn

Carbazol

Condroitinase AL {Chase AC)
{Jueratanase

Condroitim Sudfato {C8)
Daminobenziding (IDARB)

Cueratam Sulfato (Q5)
N-NMetileno-Bis-Acrilamida

Acido Biilenodiaminotetracético {EDTA)
MM N N-Tetrametilenodiaming {TEMED)
Fluoreto de Fenlmetilsulfonato (PMSF}
2-Mercaptostano! (2-Me)
Glucuronolactona

Biodectt Sulfato de Sodio {(8DS)
Papaina

{oomanssie Blue G 250
Cloridrato de Guaniding {Gu-HCH)
Cloreto de Césio (CsCh

Tween 20
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Azl de bromofeno!

2. OBTENCAO DO MATERIAL

A cartilagem articnlar do joelho de bovinos for obtida de amimais adultos
iogo apos o abate. O tecido foi refirado de cinco regides que receberam a seguinte
denominagfo: Fi- regido da crista articular do fmwur na face patelar; F2- regifio da face
patelar do fémur, F3- regifio dos cbndidos do fémur; P- patela; T - tibia.  Apés a remogiio,

a cartifagem foi fragmentada com o auxilio de limina de bisturi,

3. ANALISE DAS FENDAS ARTIFICIAIS

Diois joelhos de animais adoftos foram utilizados para andlise do padriio de
alinhamento de fendas artificiais na superficie articular.  As fendas artificiais foram
produzidas inserindo-se pinos metalicos cilindricos de 1,0 mm de didgmetro, com ponta em
forma esférica, perpendicularmente 3 superficie articnlar,  Antes de cada msercio
caregava-se a ponta do pino com tima Nankin com ¢ objetivo de demarcar a fenda

artificial (Meachim et al,, 1974).

4. EXTRACAQ DOS CONSTITUINTES DE MATRIZ

As amostras i fragmentadas foram tratadas com 15 volumes do tampde
acetato de sodio 50 mM pH 35,8 contendo, Gu-HC! 4 M, BEDTA 50 mM ¢ PMSF 1 mM.

As extracdes foram processadas sob agitagfio constanie a 4°C  durante
24 k. Apés o periedo de extragio as amostras foram centrifugadas a 18000 rpm duranie
20 min. a8 4°C em cenirifuga BECKMAN J2-21 (ROTOR JA-20).  Apds centrifugacio

foram obtidas duas fragdes: sobrenadante ¢ precipitado que foram estocadas a -20°C.
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5. ULTRACENTRIFUGACAO EM CLORETO DE CESIO (UsCh

Ao extrato obiide de cada regifio foram adicionadoes 0,35 g de CsClg de
extrate para gue a densidade das amostras ficasse entre 1,34 - 1,35 g/ml (Heinegénd &
Sommarin, 19873 As solugfes foram centrifugadas (ultracentrifuga BECKMAN, rotor
80 Ti) a 34000 rpm {1,y 62,5 num, 80000 g} 8 15°C durante 66 b Apds centrifugacio o
tubo fot dividide em quatro fracSes iguals, sendo denominadas de DY {fundo do wbo),
D2, D3 ¢ D4 {topo do tubo). As fragbes foram estocaday a -20°C. Para cada fragho ol

determinado o conteGde de proteinas, scido urbnico e a densidade,

& DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina fol feita pelo método de Bradfvrd (1976). A leitura
foi realizada em 398 nm uilizando espectrofotOmetro HP 8452A. Para curva padrio
ptilizow-se albuming sérica bovina {BS A} nas seguintes concentragSes: 100, 200, 400, 800
e 1000 ug/ml

7. DOSAGEM DE ACIDO URONICO E DETECCAO DOS GAGs
SULFATADOS

£ comtendo de dcido urbmico foi determinado segunde Dhsche (1947),
Para & eurva padrio foi utilizado glucurenolactona nas seguintes concentragbes: 5, 10,
20 € 50 ugfml. A detecoiio de GAGs sulfatados nas fragbes de eromatogratia foi reakizada
segurdo Farndale e colaboradores (1986} utilizando-se 100 ul de amostra para 2.5 mi de
solugiio de DMMEB, A leitura foi feita em espectroftiémetro SPEKTROMON 195-D em
530 v ¢ HP 8452 A em 526 nin, respectivamente,



13

8. PHGESTAO ENZIMATICA

8.1 - Tecido Total ou Residuo de Extragiio

A remocio total dos GAGs foi feita a partir do tecdo total ou do
precipitado restante apés extragiio com Gu-HCL A degradaciio fol feita com papaina (40
migfe de tecido} em tampdo citrato de s6dio 30 mM pH 3.5 contendo EDTA 40 mM ¢ 2-
Me 80 mM a 50°C por 24 h (O digesto foi cemtrifugado ¢ ao sobrenadante foram
adicionados dois volumes de etanol. ApéGs 24 h 4 4°C, o precipitado 01 coletado por
centrifipacio, favado com etanol B0% e acetona {Michelace: & Horton, 1989 O

contetdo final de GAGs foi determmado pelo peso seco.

8.2 - Amostras Apds Cromatografia

e cada fragio cromatogrifica ntihizou-se 100 ul de amostrs, que apds
precipitagio otanolica, foi incubada com 100 pl de tampdo fosfato de potéssio 100
mM pH 6.5 contendo papaina (2,6 mg/ml), NaCl (5 mM), L-cisteina (0,6 mM) e EDTA (2
mib} durante 18 h g 37°C.

As amostras tratadas com papaima forame a seguir digeridas com Chase AC
{0,080 LF10 wl). Para cada 10 ul de amostra acrescentou-se 10 ul de enzima em fampéo
Feig-FICH 50 mM pH 8,0 durante 24 h a4 37°C.

Amostras digeridas com papaina efou Chase AC foram aoabisadas em gel de
agarose-poliacrilamida (vide em Material e Metddos pag. 17, item 9.3).

FrapBes cromatograficas também foram analisadas apds tratamento com
queratanase (0,01 U/10 pi). Para cada 200 1l de amostra acrescenton-se 20 1l de enzima
em tamplio Tris-HCH 0,1 M pH 5,8 durante 24 h 4 37°C. Apds a digestio as amostras
foram analisadas em SDS-PAGE (vide em Material e Métodos pag. 16, ttem 913,
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9. BLETROFORESES

9.1 - Eletroforese em Gel de Polizerilamida com SDS (8DS-PAGE)

Pletroforese em SDS-PAGE foram feitas segundo Zingales {1984) em
gradiente de 4 a 16 % sfou de 3.5 2 7,5 %.  As amostras, apds precipitagiio em tampio
acetaio de sddic 50 mM pH 7.4 (1x volume da amostra) ¢ etanol (9x volume da amostra)
foram ressuspendidas em tampdo Tris-HC! 62 mM pH 6,8, SDS 2%, gheerol 10%, EDTA
1 M e azul de bromofenal 0,01% com ou sem 2-Me {0.2%). Foram fervidas durante 3
min. ( tamp#o utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25 mM, glicing 190 mM e SDS
3 1%. Para cada placa foram aplicados 25 mA durante 4 h. PadrSes de peso molecular
foram sempre analisados em paralelo ¢ continham tireoglobulina (669 kDa), ferritina (440
kDa), catalase (232 kDu), lactato-desidrogenase {140 kDa), fostorilase b (94 kida),
albuming sérica bovina (67 ki), ovalbumina (43 kDa), amdrase carbbnica (30 kDaj,
iibidor de tripsing (20.1 kDa) ¢ o-lactalbuming {14 4 kDa).

A coloraclio foi feita pela impregnaglo da prata segundo Blum ¢
colaboradores (1987). O gel foi fixado em metanol 50%, acido acético 12% ¢ 0,05 ml de
paraformaldeido a 37% durante 1 b Apds a fixagio foi lavado em etanol 50% durante 20
min {3x). O gel foi entio tratado durante 1 min, com tiossulfate de sédio (0.2 gl O
excesso foi removide por lavagem do gel com fdgua destilada (3 x 20 segundos). A
impregnacio fol realizada em solugiio de nitrato de prata {2 g/l) contendo 0,075 mi de
paraformaldetdo 37% durante 20 min. O excesso foi removido por lavagem do gel com
dpua destilada (3 x 20 segundos). A redugho da prata fol feita com uma soluglio de
carbonate de sodio (60 g/} contendo 0,05 ml de paraformaldeido 37% ¢ tiossulfato de
sédio {4 mg/l). A seguir a reaglio foi blogueada pela imersio do gel durante 2 min em
acido acético 7%. A estocagem Toi feita a 4°C ero metanol 50% e glicerol 3%. Todas as
etapas foram realizadas a temperatura ambiente com agitagiio constante. As massas
moleculares aparertes foram inferidas por cdleulo de RI e regressfio dos marcadores
{Klaus & Osborn, 1969},
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Além da impregnaglo por prata, utilizou-se a coloragio por azul de alcian
com copcemragho coritica de eletrdlitos (CECY  (Gomes, ef al, submetido para
publicaciio), O pel foi fixado comp descrito pars impregnacio pela prata (1 by e lavado em
apua destitada €1 by e todo o procedimento foi repetido mars uma vez na mesma ordem.
(3 corante foi preparado na concentraglo de 0,05% em tamiplio acetato de sodio 0.2 M
pH 5,8 com MgCh 6.3 M e 1,0 M. A seguir, o gel o1 imerse na solugfio corante durante
16 - 18 h sob agitagio constante 3 temperatura ambiente. Apoés a coloragio, o gel fol

estocado pelo método desorito acima.

¢ 2 Rletroforese em Gel de Pohiacrilamida com Barbital

Eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) {p/v) for fetta em tampio
barhiturato de sddio 20 mM pH 8.6 (Hilbon & Anastassiadis, 1969). As amosiras, apos
fratamento com papaina (vide Material e Métodos pag 15, item 8.2}, foram fervidas por 5
minutos no tampio acima acrescido de 40% glicerol, O tampio de cornda fot o mesme
descrito acima. Para cada place aplivou-se 100 V duraste 30 min. O padiiie CS {40

¥Da) foi analisado em paralelo. A coloragio fol feita com AT 0,1% em acido acético 1%

9.3 Eletroforese em Gel de agarose-poliacrilamda

Eletroforese em gel de agarose-poliacritamida (0,6% - 1.2%]) {p/v} fol
realizada segundo Heinepard & Sommarin (1987).  As amostras analisadas foram
preparadas em tampiio Tris-acetato 40 mM pH 68, Na,80; | mM ¢ EDTA tmM. Foi
acrescentado ao tampdo | gual volume de anl de bromofenol 0,05% ¢ glicerol 40%. As
arnostras foram fervidas durante 10 min. O tampio utilizado nas cubas de eletroforese fol
Tris-acetato 10 mM pH 6,8, NapSO: 0,25 mM ¢ EDTA 0,25 mM. Para cada placa foram
aplicados 20 mA durante 1 h e 50 min. O padefio de CS foi analisado em paralelo. A

coloracio foi feita pelo corante AT 0,1% em dcido acético 1%,
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10, CROMATOGRAFIA

10.1 Cromatogralia de Trooa [onica

DREAE-Sephacel foi equilibrada em einco volumes de famplo Tris-HC
20 mhd pH 74 contendo wréia 7 M. Ag fragtes D4 {de cada regifio), obtidas apds
ultracentrifugacio, foram dialisadas, contra o tampdo acima durante 24 h a 4°C e sob
agitacio constante (2x). Sobre a coluna de DEAE-Sephacel (4,0 x 0,5 em} foi aplicada
! mp de proteina/mi de resina.  Apds aplicaglio da amostra, a resina fo1 lavada {5 vezes o
volume da coluna) com o tampio de eguilibrio. A eluipio das frales fot feita uthizando
gradiente de NaCl (0 - 1,5M}.  Fragbes de 2,5 ml foram coletadas, das quais, foram
determinadas 2 sbsorbincia em 280 am {espectrofotémetro HP 8452A) e a condutividade
elétrica (Condutivimetro HI $819N). A analise das proteinas foi em SDS-PAGE.

182 Cromatografia de Gel Filtraglo

Para essa cromatografia utilizou-se as fragSes D1, Um volume de 2 ml de
cada fragio { ~ 3 mg de acido widnico) das diferentes regides foram submetidas a
cromatografia de gel filtragio em Sepharose CL-4B. O tamplo de eluiglo foi Tris-HC
S0 mM pH 3,8 com EDTA 50 mM e GuH-Cl 4 M), O fluxo de eluigio foi de 20 mi/h em

uma coluna com 13¢ em X 1.5 cm. As fraches foram coletadas com volume de 2.5 ml.

11. TRANSFERENCIA ELETROFORETICA DE PROTEINAS PARA
MITROCELULOSE (“IMMUNOBLOTTING™)

A transferéneia das proteinas do gel para membranas de nifrocelulose de
0,45 um (Schiicher & Schill, Dassel, WG) foi segando Towbin & Gordon (1979)
utilizando tampdo Tris 25 mM, glicina 192 mM, 20% metanol, através de corrente
constante de 10 volis por 16 h e 70 volts por 4 i, a 4°C. A membrana foi corada pelo

método Poncean S {0,5 % Ponceau S em cido acético 1 %), A fita teve os sitios de
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hgacio tvres blogueados com Tris 10 mbd, NaCl 0,15 M e Tween 20 (0.2 % vfv) pH
7.4 O primeire anticorpo it sore de coelho anti-FB4 de galinha, diluido 1:20 e o segundo,
sors de poreo anti-lg total de coelbo, diluide 1:300 marcado com peroxidade. Para

revelacio ol utilizada diaminobenzidina,

17, ANALISE ESTATISTICA

As médias das dosagens e guantificagbes foram comparadas pela andlise de
vartancia {ANOVA) com distribuigdo de Fischer. No caso de diferenca sipnificativa eatre
as mesmas ulilizou-se o teste de Bonferroni para detectar quais foram as médias que
sofreram desvio da média global. Todos os testes foram feitos ao nivel de significlncia de

5% {Beiguelman, 1991},
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RESULTADGS

1. ANALISE DAS FENDAS ARTIFICIAIS NA SUPERFICIE ARTICULAR

O glinhamento das fendas artificiais (Fig. 1) demonsirou que as regides
apresentaram um padriio de onentagiio relativamente uniforme.  Os cOnddos do femur
{F3) {Fig. 1B} apresemtam um plano de alinhamento latero-lateral, principalmente na
porgio coentral, A medida que se avanga em direclo proximal, F2 passa a apresentar
disposivBo supero-inferior (Fig 1A B em Fl e T (Fig 1A ¢ ID), predoming o padro
latero-fateral. Em P (Fig. 1C) os padriies se misturam, onde, na regifio central predomina

fendas obliquas e supero-inferiores, nas regifes periféricas, latero-Iaterais.

2. QUANTIFICACAQ DE ACIDO URGNICO, PROTEINAS E GAGs TOTAIS

As dosagens de acido urdnivo ¢ proteinas (Fig. 2A e 2B} dos extratos em
Gu-HICT 4 M, das diferentes regifes, ndo apresentaram diferengas significativas quando
analisadas,

A quantificacfo dos GAGs totais {mgfg de tecido) demanstrou valores
significativamente diferentes entre as regides analisadas (Fig. 2C). Da  regifio F2  foi
obtida maior quantidade de GAG total (371,56 mg/g), seguido de F3 (346,34 mg/g) e F1
(306,68 mg/g). Ja P e T apresentaram valores significativamente inferiores acs irés

primetros com 248,86 mg/g e 229,02 my/g, respectivamente,
3. RELACAQ ENTRE OS COMPONENTES COLAGENICOS B NAO-
COLAGENICOS

Apds obtengiio do extrato total, com Gu-HCL 4M, das diferentes regifes,

foi determinada a relagio enire os componentes colagénicos e nfo-colagénicos. Na Fig. 3
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Fig 1 - Regides anatbmicas do joetho bovino onde foi analisada a disposicio das fendas
artificiais ¢ obtidas amostras para analise bioguirica. Em A a regifio da face patelar
do f8mur {F2) ¢ regiio da crista articular do fémur (F1}, em B a regifio dos cdndilos
do fémur {F3), em C a patela {(P) ¢ em Db a tibia {T}. A seta mdica regdes
impregnadas mas intensamente pela tinta Nankin,
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Fig. 2 - Dosagem de dcido urbnico (A) e de proteinas (B) dos extratos totais, obtidos de
cada regido, apds o tratamento com Gu-HCI 4 M. O contendo total (C) de
GAGs/g de tecido das diferentes regides, for determinado pelo peso seco. Somente
em ( i observada diferenca significativa entre as regides.

ANOVA com distribuigio de Fischer ac nivel de 5% de significincia.
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Fig.3 - Representagio grafica do conteado de colageno obtido pela razdo entre as
absorbéncias 230 / 280 nm em extratos totais de Gu-HCI 4 M.
ANOVA com distribuigdo de Fischer ao nivel de 5% de significancia.



esta a representaclo grafica da razdo entre a absorbiincia em 230 nm ¢ 280 nm, Pode ser
visto que a regifio F3 apresentou essa relacio igual a 0,11, No entanto o quociente entre

2304280 niio apresentou diferenga significativa nas regides analisadas.

4 SEPARACAO DOS CONSTITUINTES DE  MATRIZ POR
ULTRACENTRIFUGACAO EM CsCi

Apbs o ultracentrifugacii, dos extratos das diferentes regfies, as
densidades foram determinadas e ficaram entre 1,41 - 1,42 g/mil para 131 (fundo do tubo} e
1,28 - 1,29 gfmi para D4 (topo do tubo). De todas as fragBes (D1 ¢ D4) foi determinade
o conteido de proteinas ¢ acdo urbnico.

As dosagens de dcido urdnico (Fig. 4A) das fragles I e D4, das cinco
regies, ndo apresentaram diferengas significativas, embora DIFZ tenha apresentado o
maior comteido (2,42 mg/ml).

Na Fig. 4B esid representada a quantificaciio de protetnas. Observou-se
ums diferenca significativa entre as regifes analisadas. Em D1, F3 apresentou
0,237 mg/mi, scguido de T (0,218 mg/ml}, P (0,2 mg/mi) e F2 {0,197 mg/ml). F1 foi a
regifio com o menor cometdo de proteinas (0,185 mg/mi}. Em D4, 3 apresentos o
mator valor (1,639 mg/mi), seguido de P (1,472 mg/mi), F1 (1,378 mg/mlb), F2
(1,308 mg/mi 3 ¢ T (1,208 mg/mi.}.

5 ANALISE CROMATOGRAFICA E ELETROFORETICA DA FRACAD D1

Os perfis dos cromatogramas das diferentes regifies, quando analisadas em
Sepharose CL-4B, apresentaram pequenas variagSes. FI (Fig. 3A), F2 (Fig. 6A), F3 (Fig.
7A) e P (Fig. BA) spresentaram perfis semelhantes. A eluicio do materiad foi com K. em
torne de ©.23. No entanto para T {Fig. 9A) o K, foi de 4,13,

As fragtes obtidas com maior absorbincia em 526 nm foram analisadas em

sleroforesa,
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mg/ml

mg/mi

2,0+

1,54

1,0+

0,5+

0.0
F1

Fig. 4 - Dosagem de acido urdnico (A) e proteinas (B) das fragdes D1 e D4 obtidas apos
ultracentrifuga¢do em CsCl. Somente em B houve diferenga significativa entre as
fragdes.

ANOVA com distribui¢do de Fischer ao nivel de 5% de significancia.
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A migracio dos PGs fol analisada utilizando a eletroforese em agarose-
pohacrilamida. As regibes F2 (Fig. 6B) e F3 (Fig. 7B) niio apresentaram diferengas com
relaclio a migracdo dos PGs presenies nas fragdes. Em P (Fig. 8A) a migracio desses
componentes fol mais lenta quande comparada com o8 PGs da regifio T (Fig. 94 Os
componentes dessa regiio possuem um padrie de migragio mais ripido € um aspecto
mais pohdisperso quando comparado com as outras regides. Os componentes da regifio
E1 (Iig 5A) apresentaram mma migragio intermedifria entre os PGs das regides Pe T,

Parg analisar a dimensio das cadeias de GAGs, as amostras eluidas das
colunas de gel filtraglo foram digeridas pela papaina e submetidas a gel de poliacrilamida
em tampdo barbital, Todas as regifies apresentaram um padriio eletrofbrético semelhante
{Fig. 8C; 60, 7C; 8C ¢ 9C).  As cadeias de (FA(s presentes nas regifes possuem em tomo
de 40 kDa quando comparadas ao padio €8, Pode ser visto também cadetag de GAGs
me nHo entraram no gel, com Mr supenior a 150 kIDa.  Para esses GAGs acima de
150 kba, F2 (Fig. 6C), P (Fig. 8C) ¢ T (Fig. 9C) foram os que apresentararm maior
guantidade.

Uma fragBo de cada regifio foi analisada em gel de agarose-poliacrilamida
apds digestiio com papaina (Fig. 10A) ¢ Chase AC { Fig. 10B). O desaparecimento do
material apos tratamento com Chase AC demonstrou gue o GAG predominante em {odas
a5 amostras ¢ o €8,

A andlise em SDS-PAGE de fracfes com K, em tormo de 0,61, permitiy
detectar duas populagBes de pequenos PGs (Fig. 11A), uma migrando acina, ¢ outlra
abaixo da posiglio correspondente ac padrio de colageno. A wisualizagfio do perfil
gletroforético dessas fragbes mostrou & presenga mais intensa dessas populagBes em P ¢
em menor guantidade em T, J& F1, parece apresentar apenas a populagio de maior peso.
A coloragio do gel por azul de alcian confirma a presenga de (AGs sulfatados nas

moléculas (Fig. 118}
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Fig. 5 - Cromatograma (A) da fragio D1 da repiic Fl1 em Sepharose CL -4B
Absorbincias em 526 nm determinadas pelo método do DMMB, Vo-volume morto,
Wi- volume total.

Eletroforese em agarose-poliacrilamida (B) ¢ em poliacrilamida-barbital, apos
digestio com papainz, {C} das fragBes com maior densidade Sptica. Condigdes:
corrente de 15mA durante 1 h ¢ 50 min e 30 min, respectivamente Coloraggo: Azl
de Toluidina. Padrio: Condroitim-sulfato (CS).
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Fig. 6 - Cromatograma (A} da fagio D1 da regifio F2 em Sepharpse CL -4B

Absorbincias em 526 nm determinadas pelo método do DMMB. Vo-volume morto,

Y- volume total.

Eletroforese em agarose-poliacrilamida (BY e em poliscrilamida-barbital, apds
digestio com papaina, (C) das fragdes com maior densidade Optica. Condighes:
corrente de 15mA durante 1 h e 50 min e 30 min., respectivamente Coloragiio: Azl

de Toludina. Padriio; Condrottim-sulfato (CS).
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Fig. 7 - Cromatograma (A) da fragio D1 da regifio ¥3 em Sepharose CL 48
Absorbincias em 526 nm determinadas pelo método do DMMB, Vo-volume morto,

V- volume total.
Fletroforese em agarose-poliacrifamida (B} ¢ em poliacrilamida-barbital, apos
digestio com papaina, {C) das fraghes com maior densidade Optica. CondicBes:
corrente de 15mA durante 1 b 2 50 min & 30 min, respectivamente Coloragio: Azul

de Toluidina. Padrio; Condroitim-sulfato (C8).
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Fig. 8 - Cromatograma (A) da fiagSe D1 da regifio P em Sepharose CL -4B
Absorbincias em 526 nm deferninadas pelo métode do DMMB. Vo-volume morto,
¥i- voleme total

Eletroforese em agarose-poliacrilamida (B) e em poliacrilamida-barbital, apds
digestio com papaina, {C) das fragbes com mator densidade Optica. Condictes:;
corrente de 15mA durante 1 h ¢ 50 min ¢ 30 min., respectivamente Coloragio; Azul
de Toluiding, Padriio: Condrotime-suifato (C8),



526nm

G5

0.8

0.4

0.3

0.2

1._.

0.

o0

1

80

80

40

20




37

Fig. 9 - Cromatograma (A} da fragBo D1 da regiio T em Sepharose CL -4B
Absorbincias em 526 nm deferminadas pelo método do DMMB, Vo-volume morto,
Yt~ vohame total,

Eletroforese em agarose-poliacrilamida {B) e em pohacrlamida-barbital, apds
digestdio com papaina, (€ das fragdes com maior densidade Optica. Condigex:
correpte de 15mA duraste 1 b ¢ 50 min e 30 min., respectivamente Coloragiio: Azul
de Toluidina. Padrio: Condrottim-sulfato {CS).
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Fig 10 - Eletroforese em agarose-poliacrilamida das fragBes eluidas da cromatografia
apos digestfio pela papaina (A) ¢ pela papaina e Chase AC {B). Padrio: (S -

Condroitin-sulfato. Coloragio: Azul de Tolmdina,
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Fig. 11 - SDSPACGE (eradiente 3,5 - 7,5%) das fragBes da cromatografia de gel filtraglio,
proximas a0 V. . Em A impregnacfio pelo nitrato de prata e em B coloragio pelo
CEC-amil de alcian. Padrio: QS- Queratan-suliito.
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6. ANALISE CROMATOGRAFICA E BLETROFORETICA DA FRACAO D4

Os cromatogramas de todas as regifes analisadas em DEAE-Sephacel
apresemtaram um perfil semelhante, com um pico ap6s a aplicagio do gradiente de Na(l
{Fig, 124; 13A; 14A ¢ 16A). Com a regidic P (Fig. 15A), apas o gradiente, foram obtidos
dois picos, sendo o primeiro semethante 38 outras regides e um segundo pico com
absorbincias pequenas. A concentrag@o de NaCl para eluigiio de cada pico fol de 003
MemFLFZeT, parallentre0-045Mede0-06MparaP. O segundo pico em
P fii ehuido com 0,9M. Aparentemente nio houve material catibuico.

Todas as fragles obtidas das cromatografias foram analisadas em SDS-
PAGE na presenca ¢ ausénoa de 2-Me.

Nas regides F1, F2, F3 e P, pode ser wdentificado a presenga de proteinas
nas posictes de 70 e 60 kDa, com comportamento eletroforético semelhante aos peguenos
P decorim ¢ FM. D mesma forma colageno também pode ser visto nestas regifes A
presenca de proteinas com Mr enfre 120 e 130 kDa, representando provavehmente as
cadeias o do colégeno 1, sHo mais evidentes em Fl (Fig. 12Be Oy e T (Fig. 168 e ().

fm Fl, na auséneia de 2-Me o coldgeno aparece mais intensamente
corade. Cutras proteinas sfo observadas com Mr que vania de 90 a4 19 kDa

A analise de F2 em SDS-PAGE (Fig. 13), na presenga de 2-Me {(Fig.
138), evidéncia a presenca de proteinag com Mr acima de 94 kDa (130, 130 e 190 kDa).
Mz auséneis de 2-Me (Fig. 130C), as proteinas com Mr de 140, 100, 56 kDa e,
principalmente a 70 kBa, sfic visivels. Proteinas com Mr entre 43 € 30 xDa podem ser
observadas na presenga e auséncia de 2-Me.

Asg fragtes de F3 possuem uma proteina correspondendo a 150 kDa, que
50 ¢ detectada na presenca de 2-Me (Fig. 14B). As proteinas de 70 kla e de 60 kDa,
estio presentes na presenga ¢ auséneia de Z-Me. Porém a de 70 kDa ¢ mais evidente na
auséncia de 2-Me.

As Fig. 15A e B mostram o SDS-PAGE das fragies da regiie P onde
destacam-se as proteinas com Mr de 33, 60 e 70 kilka na presenga ou auséneia de 2-Me.

Na andlise da regiic T (Fig 168 ¢ C) observa-se com destague uma

prosetna com 33 kDa. Em amostras nfo tratadas com 2-Me estBo presentes proteinas com



Fig. 12 - Cromatograma (A} da fracio D4 da regifio F1 em DEHAE- Sephacel
Absorbincias em 280 an {-+-~+-} £ conduiividade (-+-+-). A sela indica o gradiente
{Gyeom Nall 0- 1,5 M.

SDS-PAGE (gradienie 4 - 16%) das frages com 2-Me (B} ¢ sem 2-Me (C).
Condigdes, corrente de 25 mA durante 3 h. Colorag8o: Impregnacio pela prata.
Padrio de peso molecular: fosforilase & (94 kDa), albumina sérica bovina {67
kDa), ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbOnica (30
ki3a}, inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactalbunina (14,4 kDa).
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Fig, 13 - Cromatograma (A) da fragiio D4 da regiio F2 em DEAE- Sephacel
Absorbincias em 280 nm {-«-=-} e condutividade {-+-+-). A seta indica o gradiente
{Gycom MNaCl D- 1,5 M.

SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fraghes com 2-Me (B} e sem 2-Me (C).
CondicBes: corrente de 25 mA durante 3 h. Coloragio: Impregnagio pela prata.
Padrio de peso molecular: fosforilase 5 (94 kDa), albumina sérica bovina (67
kida), ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbdnica {30
kDa), inibidor de tripsing (20,1 kDa) e o-lactalbumina (14,4 kDa}.
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Fig. 14 - Cromatograma (A} da fragio D4 da regifio F3 em DEAE- Sephacel
Absorbincias em 280 nm {-»-+-) ¢ condutividade {-+-+-}. A seta indica o gradiente
{Gyoom Nall 0~ 135M

SDS-PAGE (gradiente 4 - 16%) das fragbes com 2-Me {B) e sem 2-Me {(C}.
Condigdes: corrente de 25 mA durante 3 h. Coloragio: Impregnaciio pela prafa.
Padrio de peso molecular: fosforilase 5 (94 kDa), albuming sérica bovina (67
kDa), ovalbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbbmnica (30
ki3a), inibidor de tripsina (20,1 kDa} ¢ o-lactalbumina (14,4 kDa).
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Fig 15 -~ Cromalograma {A) da fragiio D4 da regiio P em DEAE- Sephacel
Absorbincias em 280 nm (~+-+-) ¢ condutividade (-+-+-). A seta indica o gradierte
{Gyeom NaCl 0-1,5M,

SDS-PAGE {(gradiente 4 - 16%) das fraches com 2-Me {B) & sem 2.Me {C).
Condigdes: corrente de 25 mA duranie 3 h. Celoragiio: Impregnaciic pela prata.
Padrio de peso molecular: fosforilase £ (94 kDa), albumina sérica bovina (67
kDa}, ovaltbumina (43 kDa), subunidade da catalase (36 kida), anidrase carbdnica (30
kiDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa} e o-lactalbunina (14,4 kDaj.
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Fig 16 -~ Cromatograma {A) da fragio D4 da regiio T em DEAE- Sephacel
Absorbincias em 280 nm (-+-<-) ¢ condutividade (-+-+-}. A seta indica o gradiente
{¢hycom Na(l O- 15 M

SDS-PAGE {gradiente 4 - 16%) das fragbes com 2-Me (B} ¢ sem 2-Me (C),
Condigdies: corrente de 25 mA durante 3 b. Celoragio: Impreguagiio pela prata.
Padrio de peso molecular fosforilase B {94 kDa), albumina sérica bovina {67
kDa), ovalbumina {43 kDa), subunidade da catalase (36 kDa), anidrase carbnica (30
kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) ¢ a-lactalbuming (14,4 kDa}.
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67 e 150 kDda. Tssa proteina de 150 kDa diminui fortemente na presenca de 2-Me {Fig
16B) enquanto gue uma de 60kDa e torna  nwito intensa. Talvez essa dltima sefa a
mesma de 67kDa nas amostras sem 2-Me, mas gue na presenga do agente redutor exiba
outre padrio de migragio.

A presenga do pequeno PG, FM, em todas as regides, € mostrada pelo
método do CEC/azl de aleian (Fig. 17A). A coloragio é praticamente abolida quando se
trata previamente as amosiras com queratanase (Fig, 178).

O “immunoblotting” do material de cada regifio, utilizando anti-FM, mostra
reaglio positiva para a banda na posiclio em torme de 60 kDa. A presenca de duas bandas

coradas, tem sido detectada em testes arderiores.



h

Fig 17 - SDS-PAGE {pradiente 4 - 16 %) das fragbes eluidas da cromatografia de troca
inica das diferentes regifies. Em A as fragdes tratadas pelo método CEC-azul de
alcian & em B 28 megmas amosiras tratadas pelo método de CEC-azul de aloian apos

digestio pela queratanase. Em C “inmunoblotting” para FML
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DSCUSSAD

A juntura sinovial permite a transmissic de forgas entre estruluras dsseas,
favorecendo o seu movimento. Dentro desse contexto, a funglo da cartilagem articular é
de reduzir o “stress” quando forgas sfo aplicadas as articulagbes, proteger os ossos do
atrito e fragmentagio, bem como redusir a fricclo na juntura (Freeman et al, 19751 A
habilidade da cartilagem em resistir 3s forgas de compressio, tensfio e atrito depende da
compostgdo ¢ integridade estratural dos alementos da MEC {Kempson, 1979).

A regulacio pelos condrdcitos da sintese ¢ degradagio dz mateiz
cartilaginosa ¢ influenciada por fatores mecnicos e bioldgicos (Kim et al, 1994}
Estedos “in vivo”™ demonstraram gue 3 compressio estatica (Palmosks & Brandi, 1984;
Gray =t al., 1989; Sah et al, 1989) ou compresso reduzida em junturas, promovem a
perda do conteGdo de GAGS e o decréscimo na sintese de PGs ¢ proteinas {Pabmoski &
Brandt, 1984, Kivirarda et al, 1987, Sah et al, 1989). Por outro lado, a aplicagiio
dinfimica de forgas compressivas estimulam 2 sintese e ¢ comteddo de PGs no tecido
{Caterson & Lowther, 1978; Salter et al, 1980; Kiviranta et al| 1988). Os resultados
variavam de acorde com a intensidade da forca e a geometria em gue a mesma ¢é aplicads
{Palmoskt & Brandt, 1984; Sah et al, 1989),

(s estudos zm cultura demonstraram alguma relaglo qualitativa entre 2
distribuicdo de forgas nas junturas ¢ o metabolismo da cartilagem articular, embora niio fol
possivel quantificar os elementos de mainz em relagio as regifes amatGmicas. Isto ocorre
devido as complexas relagdes geométricas dentro das jumurag, bem como 08 modelos de
distribuiclio de forgas (Sah et g, 1989).

Nz tentativa de suplantar as dificuldades de se trabathar com modelos “in
vive”, tem sido realizados adaptacBes para estudos “in vitro” | visando relacionar as
caracteristicas encontradas com aspecios biomeciinicos e bloquimicos “in vive”. Com
esses resultados  ficou demonsirada a necessidade de se asalisar sob aspectos bloguindcos
o5 modelos experimentais “In vive”, pols ax caracteristicas bioquimicas da cartifagem de
diferentes regifics anatGmicas reflete a adaptagiio fisiologica do tecido a intensidade e a

geometria em que a forgs biomeclnica ¢ aplicada
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Simon (19703 foi um dos pioneires a2 analisar a atuagiio de foras
biomecinicas na resposta Hsioldgica do tecido cartilaginoso. Nesses primeiros estudos, o
autor relacionou &reas de contato € espessura da cartilagem com 2 presenga de forgas
corpressivas.  Ficou demonstrado que o “stress” estdtico nas junturas ndo esth
refacionado a espessura do tecido.  Em joethos bovinos, por exemplo, a stuacdo de forgas
compressivas é maior na patela do gue no contato femoro-tibial,

A cartilagem ndo € homogénea € sua espessura nip corresponde As suas
propriedades biomecinicas, VariacBes na orientagiio das fibras colagénicas, bem comg no
conteGide de GAGs e dpua influenciam pa resposta do tecido as forgas biomecinicas
{Sumon, 1970, 1971). A geometna da juntura € outro fator Bsiolégico mmportante na
transmissio de forgas na cartilagem atdicular. Mockephanot (1990} demonstrou gque
jurturas congruentes ndo distribuem equitativamente as forgas compressivas por todas as
regilies anatémicas. Refior & Hackenbroch (1978} observaram que a cavtilagem articular
no joelho humanc resge de maneira fisivlogicamente semelhante a diferentes tipos de
“stress” mecdnicos. A forga transmitida parz a émi’iagem do joetho € suportada por uma
rede tridimensional de fibras colagémcas, preenchida com moléculas hidratadas de PGs
{Broom, 1982 e 1984). Broom & Marra (1986} demonstraram a wnportineia da interagiio
entre a3 fibrilag, bem como seuw arranjo, na mamsengdo da integridade fecidual. A
resisténeia da cartilagem a pressiio, € diretamente relacionada ao conteddo de PGs na
matriz. O alto comtedds de PGs em determinadas repibes estd diretamente relacionado 2
pouca deformidade do tecido (Cotta & Pulbl, 1978}

A matriz da cartilagem articular apresenta diversas propriedades fisicas
quando examinada em diferentes planos. A presenga de fendas artificiais, em vérias
direcdes, sugere diferentes arranjos dos feixes de colageno na subcamada imediatamente
inferior a superficie articular (Jeffery e al,, 1991}, Na zona superficial em edadile femoral
lateral de cies a3 maioria das fibrilas estfio dispostas paralelamente & superficie articular no
sentido latero-lateral (Vilarta, 1990} O alinhamento dessas fibras estéio direcionadas para
melhor resistic a aplicacio de forgas (Roth et al,, 1979).

Fm trabalhos, onde foram investigados a influéneia dos componentes da
mafriz na biomecinica do tecido cartilaginoso, mosirou-se gue o colégeno tem um papel

secundério no turgor do tecido. (O coldgeno, colaboraria na retenciio dos PGs no estroma
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¢ na regulagio indweta da permeabilidade do gel (PG) a solutos e dgua (Hedbys &
Mizhima, 1962}

s dados apresentados neste trabalho com as fendas artificiais revela
claramente a heterogeneidade da distnibuiglio de forgas ngs diferentes regities do joelho
voving. A quantificaglio relativa de coldgeno mostra gque a sua solubilizacio, ¢
supostamente sua concentraglio, permanecem constantes em fodas ag regides, Esses dados
sugerem gue oo somente a concentragiio dos componentes da matriz mas sua distribuigio
espacial, e arranjo molecular contribuem para a bomeostase tecidual. Entre F1, F2 ¢ 3 os
padrdes na distribuioiio de fibras colapnicas modificam-se ao longo de regies mais
proximais aié¢ os oOnddos (F3) onde as fendas se apresentaram com disposigiio no seatido
supero-inferiores para latero-laterais. Em P, os padrdes das fendas artificias sugerem uma
distribuiglo radial de forgas na peniferia da estrutura e latero-fateral na porgio central. Em
T, as fibras estio distribuidas no sentido latero-lateral na superficie da cartilagem articular.
Desse modo, a vartilagem arbioular das diferentes regibes do joetho bovino, suportam a
aplicagio diferenciads de forgas compressivas em virlos sentidos.  Essas forgas
compressivas sfo geradas durante o proprio mevimeste da juntura. Portanto a resisi€ngia
a forcas compressivas dentro do joetho boving ndo envolve quantidades sigmificativaments
diferentes de coldgeno mas sim, alteragOes no arranjo do mesmo na camada superficial da
cartilagem. Bullogh e colaboradores {1985) detectaram mudangas na hidratacio da matniz
e afteragbes na orierdaglio de fibras colagénicas em regites da epifise proximal da tibia
ndo recobertos pelos meniscos. s GAGs destas regides apresentaram, além do tipico
gradiente progressivo entre a superticie articular e as camadas mais profundas, um modelo
de distribuigfio diferencial emn seu conteldo entre as regifes anatfmicas da mesma
articudagho.

A cartidagem articulsr sendo heterogénea, permute oObservar variantes
morfolégions e bioquimicas dentro de diferentes regifies que suportam diferentes forgas
biomeclnicas (Kineaid & Van Sickle, 1981; Bullough et al, 1985). Hssas variagles
podem estar relacionadas a0 grau de entumescimento {Kempson ef al, 1971} ou conteado
de GAGs (Maroudas et af, 1973, Bielle, 1975}

MNas regifes  anslisadas do joetho bovino, neste irabatho, foram

determinados a quantidade de GAGs solubilizados pelo tratamento com Gu-HC 4 M efou



&(

pela digestio enzimdtica total. 08 GAGs solivels ao tratamento com Gu-FICT 4 M niio
spresentaram  diferengas significativas, 14 a quantificagio total dos GAGs mostra
contendos significativamente diferentes. Estes dados sugerem que nas regites F2 ¢ F3, a
interagio entre os diferentes componentes ¢ mais intensa, em especial com relagiio aos
Plss. O simples tratamento com GuHCT nfio foi suficiente para exiraciio completa dos
PGs, conforme ja verificado anteriormente (Arcanjo et al, 1994}  Apos digestio com
papaina, a guantificacio de GAGs mostrou valoves significativamente mais altos pois, a
estrutura protéica da matriz estaria retendo wma parte dos PGs.

(s relatos quanto a distribuiclo de GAGs em diferentes regites de unm
mesma artionlagio tem sido amplamente investigados.  Estudos bioguimicos, em
diferentes regibes do joelho de coetho demonstraram que o conteGdo de GAGs é
homogéneo pas difersntes regiles analisadas apesar das diferentes forgas compressivas
{Hesse & Toledo, 1993} Por microespectrofotometria, Kiviranta e colaboradores (1987}
dermosiraram que a cartilagem fibial em clies apresenta uma concentragio maior de GAGs
gue 0s cindilos do mur. Esses dados, aparentements conflitantes, estio relacionados 4
aspectos meciinicos proprios de cada juntura. A distribuicBo topografica dos GAGs na
cartilagem deve ser considerada ndo somente com relaglio as forcas biomecinicas ¢ a
espessusa do iecido (Venn, 1979), mas com a estrotura anathmica e 3 fsiologia do
movimento da espéeie anabisada (Kiviranta et al, 1992). Em joethos humanes, os
meniscos suportam forgas compressivas supeniores ao platd da tibia (Maquet et al | 19735},
(s meniscos si0 capazes de reduzir significativamente @ pressio na superficie fibial, uma
vez que 850 capazes de distribuir & pressfo por toda a superficie anticular (Ahmed &
Burke, 1983} Portanto, 08 meniscos podem ser também responsavels pelas diferencas
encomtradas, uma vez gue a area ocupada por eles na superficie articular e sua espessura
estejam divetamente relacionados as adaptagdes de cada espécie. A todas £5388
diferencas pode-se sugerir ainda o fato da utthzaciio de animais com mavimentos, postura
¢ habitos diferentes.  Consequentemente, ndo somente forgas biomecinicas, mas também
outros fatores, inchuindo influéneias genéticas e caracieristicas intrinsecas devem regular a
espessura ¢ as propriedades fsiologicas do tecido (Avdellote et al., 19923,

Para melthor compreender as relagfies entre a composicio da MEC ¢ a

presenca de estimulos sejam mecdnicos ou quimicos, € precisc ter em mente que o3



6]

condrécitos sfo células muito sensiveis aqueles estimulos ¢ que podem apresentar um
cernportamento metabdlico beteropéneo que varia  de regido para regifio de onde 3
cartdagem fot removida {Aydellote et al, 1992} A befgrogeneidade de sintese dos
condrocitos tem reflexo na estrotura dos mondmeros de PGs agregantes & nfio agregantes.
Talver ¢ estimulp biomecinico nio sgja um dos fatores desencadeantes desse fendtipo,
mas com certeza um dos principaix mantenedores (Buschmann et al., 1992}

A caracterizacio dos PGs entre diferendes regibes anatdmicas fol realizado
primeirarments por Biele e colaboradores (1974), os quais ndo detectaram diferencas entre
o3 PGs nas duas regides da epifise distal do fémur de bovings. Em articulagiio metacarpo-
falangiana de bovinos, Swann e colaboradores {1979 descrevem PGs isolados em fragbes
de alta densidade e baixa densidade. Os mesmos resultados foram encontrados em
carfilagem da porglo proximal do tmero de bovinos {Rosemberg ot al, 1976) ¢ em
cartilagem de joethos de ofies e coethos (Manmicourt et al., 1986}

Mo caso de articulagiio de joelbo bovine, a utilizagho de procedimentos j4
padronizados para andliss de PGs para as cinco regifes, permitiu o isolamento ¢
identificacio de trés populagbes de PGs. Os padrdes de migraglio, mais tipido e
polidisperse em T, mais lento em P e intermedidrios em Fl, F2 e F3, caracterizam
moféculas com diferentes 8r. Além disso, a carga ornunda das cadeias de GAGs também
sio diferentes, uma vez que a migragio em gel de aparose-poliactilamida depende da
carga total da molécula. Os resultados encontrados para as cinco regides revelaram
moléculas sintetizadas mediante aclo adaptativa do tecido 2 dindmdca da juntwra. Os
resuliados obtidos, a partir de SDS-PAGE de algumas fragBes de gel filtraglio, deixaram
gvidentes que em P, onde as forgas compressivas sfo mals interisas, 0CcotTe a presenga
mais proewinente de peguenos PGs, quande comparado com F2, F3 e T, Jaem Fl, que
suporta forgas compressivas diferentes da encontrada em P, observamos com maior
destague o biglicam em relaglo ao decorim. O oftilo observado entre as populagdes de
pequenos PGs parece também estar relacionado 2 distribuiciio de forgas dentro da juntura.
Essa distribuigfio de forcas, proposta por Simon (1970), leva em consideragio o “stress”
estatico no joelho, mas deve-se somar 2 is80 38 condigBes de movimento dindmico da

juntura do antmal, bem como, a agdio amortecedora dos meniscos.
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Receptomente, lammi e colaboradores (1994) demonstraram que 3
expressio de PGs na matriz cartilaginosa ems cpltura varia tanto quantitativamente quanto
quahtativamente dependendo da continuidade da aplicagio da forca compressiva. Hstes
avlores mostraram que as propriedades de agregagio dos PGs, comprimentio das cadeias
laterais de GAGs e a relaglio C8-6 e US4 sulfato apresentam diferencas quando o tecido
¢ submetido a compressfo continug, B no caso de experimentos com compressio
dinfyics, nio encontraram diferencas nos par@metros acima mencionados,

A presenca de C8 como tnico GAG encontrade em todas as regides esth
de acordo com os dados & revisados por Mourdio (1991), mostrando ser o tnico GAG
encontrado em cartifagem articular de mamifero adulto jovens. Com relagio ao tamanho
das cadeias de GAGSs, nio foi encontrado diferencas enfre F1, ¥2, F3, P e 1. No entando &
preciso chamar atenclo para 2 presenga de uma maior concentragiio de cadeias com Mr
acima de 150 kDa, nas repides P ¢ F2, onde o “stress™ contiruo € mais acentuade (Simon,
1970,

s dados relatados por Lanmumi € colaboradores {1994} vem correborar
com o8 resultados por nds obtidos, Esses mutores tem relacionado compressdo continua
com a presenca de GAG de Mr slevado e conssguente retardo na migraglio de PGs em
gel de agarose-poliacnilanida. Resultados semelhantes obtivemos nas regiGes F2 ¢ P

A expressio diferenciada de PGs pode estar relacionado a uma possivel
lentidZo no trafico intracelular e secregdo do esqueleto proteico, através de um mecanismo
desconhecido (Lammd ot al, 1994), Mitchell & Hardinghan (1981) observaram que a
repressiio da sintese de proteinas em célufas de condrossarcoma estd relacionado com
samento do comprimento das cadelss de GAGs e do tamanho dos PGs simulfancamente.
Outras evidéncias demonstram que & secregiio de macromeldeulas € facilitada pela aglio do
citpesqueleto, o gual sofre midtiplos efeitos da alta compressio estdtica {(Bege et al,
1983).  Alteraches nos elementos do citoesgueleto podem explicar a reduglic na
incorporagiio do sulfato em cultura de condrocitos sob alta compressiio {Lammm et al,
1994). Contudo, sabe-se que o citoesqueleto associa-se a histonas {Zambetti et al | 1985}
¢ a polissomos {Bagehi et al, 1987), ¢ o desarranjo dessa associagfic indicania uma
desestabilizacio da sintese de PGs. Essa desestabilizac8o parece prejudicar principalmente

os P(s agregantes, uma vez que Lamimni e colaboradores (1994} observaram um aumento
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significativo na transerigio de RNAm dos pequenos PGs, biglicam ¢ decorim, enquanto
que a concentragio de RNAm dos agregantes ¢ sensivelmente menor. Ji Visser e
colaboradores {1994) demonstraram, em cartilagem bovina sob compressiio dindmica, que
3 tradugdo de decorim & favorecida em relacBio ao bighcam.

Os pequenos PGs, higlicam e decorim, parecem estar envolvidos no efeiio
biomecinico sofride pelas cartiagens. Esses PGy de pequeno peso foram isoladas em
cartilagem articular boving por Rosenberg ¢ colaboradores {19853 e Chol e colaboradores
{1D89). Estes autores comprovaram imunologicamente a individualidade de cada wma
delas, bem como a presenga de DS ligado covalentemente ao esgueleio proteico. Em
joethe bumano, Roughley & White (1989) isolaram e caracterizaram DS-PG em epifise
proximat da tibia ¢ distal do Bour. Esses POs de baixo peso detectados nesses trabalhos
5830 0 degorim e o bighcam. Normalmente estes PGs sio encondrados em D4, no entanto
estdio presentes também na fragho D {aliz densidade), o gue sugere algum tipo de
inferagiio entre esses pequenos PGs e os mondmeros de PG agregantes. Recentemente,
Bidanset ¢ colaboradores (1992) demonstraram que decorim, biglicam e FM podem se
Bgar a0 colageno tipo VI via esqueleto profeico, especialmente na sequéneia rica am
leucina.  Talver uma intera¢lo de um tipo semelhante estela acontecendo enire esses
pequencos POs e os PGs agregantes, uma wewr gue Houghley & White (1989
demonstraram  que 50 b migragiio independente  entre os DS-PG e os agregantes na
presenca de SDS e 2-Me. Em nossos resuliados a regifio P apreseniou na fraglio D1, apos
cromatografia em Sepbarose CL 4B, as duas populagBes migrande em  SDS-PAGE,
na presenga de 2-Me, com Mr em forne de 100 ¢ 200 kDa

Tudo isso indica, mais uma vez, o efeito de forcas biomecinicas na
fistologia do condrécito, tanto no costeisdo de elementos de matriz quanto na expressio
diferenciada desses elementos.

Além dos grandes PGs e coldgeno, as proteinas ndo colagénicas
representam cerca de 5% do conteddo em massa na MEC de cartilagem (Kutiner et al,
F991%. As proteinas nfio colagénicas s8¢ um grups de moléoudas que estio parcialmente
caracterizadas e apresentam fungles bioldgicas mmportantes (Hemegard & Oldberg,
1989y, Através da mieragio com ouiros constituintes, elas mfluenciam a associacio

supramolecular da matriz de cartilagem, afetande as propriedades fisicas do tecido
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{Heinegldrd & Pimentel, 1992). A interaclo direta das proteinas n#o-colagénicas com
condrdcitos e células vizinhas pode fimcionar como mediador biolégico para as Rungdes
cefulares (Sommarin et al, 1989).  Rarissimos sdo os relatos de guantificacio total de
proteings em relaglio a diferentes repilles anat@micas.  Strider e colaboradores (1975)
relatam wm contendo duas vezes superior de proteinas nfio colagénicas na porgdo distal do
umero em relacic a porclic proximal da ulna em bovinos, Esses autores sugerem este
comportamento para junfuras uniaxiais, onde o “wress” biomecinico ocorre somente em
uma direglio. No joetho bovino, a concentragiio de proteinas € maior em F3 e menor em
. Quanto a e3sz observacio os nossos dados parecem goncordar com © autor citado.

Chaminade e colaboradores (1979 ¢ 1982) identificaram o mesmo padriio
de proteinas ndo colapgénicas em epifise proximal de tibia ¢ f8mur de bumanos ¢ babuinos
com Mr gue variavam entre 87 kDa a 27 kDa,  Em cartilagens do f8mur de babuinos
identificaram duas populacdes de proteinas de ligacBo com 41 ¢ 46 kDa.. Os resultados
obiidos com as dosagens de proteinas mesmo ndo sendo significativamente diferentes na
maioris das regides, nos fevou a avalisar esses constituintes em cromatografia de troca
iimea para verificar diferengas qualitativas.

Neste trabalho, o padrio eletroforético apreseniou caracteristicas tipicas
para cada regific, tanto na presenga quanto na auséncia do agente redutor, Utilizando a
ecdoragio CEC/zul de alclan ¢ “homuneblotting” ficou demonsirada a presenca do
pequenc PG FM (60-70kDa) em todas as remifes. Este parece sofrer um processo de
auto-agregacio, mais evidente em FI e T, conforme pudemos deduzir da analise de SDS-
PAGE onde ocorre bandas em posigio de aproximadamente 150 kDa. A suto-agregacio
de pequenos PGs também foi relatada por Liu e colaboradores (1994) para bighcam via
eaqueleto protéico, em condigfes fisiologicas. Em FM parece ocorrer o mesmo fendmeno
de avtoagregacio. Belline e colaboradores {manuscrito em preparagio) detectaram em
vartitagem articdar de frango, um complexo de 250 kDa positivo para anti-FM em
“impmncbiotting” 2 coloragio pelo CEC/azl de alcian com 1M de MgCl. Esse fendmeno
deve scontecer também com o decorim  j4 que existe grande semethanga entre os
esqueletos protéicos desies dois PG, Nio hd, até o momento, relatos mostrando qualquer
relagiio entre estinulos biomeciinicos e auto-agregacio. Mas sabe-se que a expressio de

FM ¢ mais acentuada em regibes onde forgas biomeciinicas sfio mais atuantes, como
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demonsirado por Gomes & Pimentel (1994) na regiBio central da cartilagem xifide de
frango.

Bntre os pequencs POs, © gue se observa na maloria dos casos sfio
isoformas com diferentes niveis de ghcosilagiio ou diferencas ne tipo de GAGs ligados 20
esqueleto proteico (Heinegdrd & Oldberg, 1989; Johnstone et al, 1993; Roughley et al |
1993}  Em cartdagem articular humana, tanto decorim gquanto biglicam existem em
formas nfo glicositadas ¢ ambos aumentam com a idade, {Roughley et al, 1993)
enguanto que em patela de humanos adultos essas formas sdo abundantes {Witsch e al |
1992},

Em cartidagems ag proteinas pdo-colagénicas com 58 kida, 38 kDa
{condroadenna) € 36 kD4 sfo as moléculas mais catidnicas, identificadas ns matriz. Coma
sio congideradas proteinas de adesfio s3o importantes na ieracio do condrécito com a
matriz (Heinegdrd et al, 1986, Sommarin et al, 1989, Neame et al, 1594} Apds
cromatogratia de troca 0nica em DEAE-Sephacel nfio foi obtida nenbuma fragio com
absorbiincia antes do micio do gradiente de NaCl (0 - 1,5 M) As mesmas fragles
analisadas em DEAE-celuslose, que € uma resina com capacidade de ligagSo menor,
mostron o8 mesmos resultados (dados ndio apresentados). Esse fato pode ter ocornda ou
pela auséneia dessas proteinas ou pela sua balxa conceniracio, que nfo permitiv a sua
detecgio.

As fragdes eluidas da eoluna de DBAE-Sephacel com o emprego de
gradiente de sal mostraram algumas proteinas com maior destagque. Proteinas com 70-73
kDa (ehuidas com 0,25 M) estio presentes em F2 e P em condigSes redotoras e em P e F3
emn nio redutoras. Sua migragio eletroforética e aspecio polidisperse sugerem tratar-se do
pequene PG decorim. Proteinas com Mr entre 43-30 kida {cluidas com (0,15 M)
presentes em todas as regifies com ou sem 2-Me podem representar diferentes populagles
de proteinas de Hgacio (Treadwell et al., 1980; Flannery et al., 1990} ou a ancorim (34
kDa) (Paffle ot al, 1988} Em condipbes redutoras, foi observada com mator clareza nas
regifies F2 e F3, proteinas com 150 e 105 kDa {elutdas com 0,1 ¢ 0.3 M, respectivamente}
com caracteristicas polidispersas, podendo sugerir 2 presenga de subumdades da COMP.
A proteina com Mr ae redor de 35 kDa {(eluida com 42 M} podem representar
stbunidades da CMP,
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A proteina de hgacBo (Flannery et al, 1990), COMP (Hedbom et al,
1992}, TSP I (DiCesare ef al, 1994), CMP (Hauser & Paulsson, 1994), 18 kDa (Neame
ef al, 1990), 55 ki2a {(Melching & Roughley, 1990}, 56 kDa e 92 kDa {Anagnostides et
al, 1990} sfo alguns exemplos de moléculas JA carscterizadas gue apresentam
modificagfes pos-traducionais e diferentes niveis de glicosilaciio dependendo da idade,
sdtio anatdmico analisado, espécie animal ¢ mesmo o proprio “tumover” do tecido.  As
proteinas nBo colagénicas apresentam isoformas gue podem varlar de um tevido para
DULTG OU Ser expresse em varias isoformas dentro de um mesmo tecido, ou ainda em
regifies anatdmicos diferentes.

MNeste contexto, este trabalhio vem contribulr para o esclarecimento da
fisiologia dos condrociios, a4 medida que as forgas biomecinicas sio capazes de
sensibilizar sssas oélulas estimulando diretamentie o “tumover” de PGs e colageno e menos

intensamente a sinfese das profeinas nfo-colagénicas,
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CONCLUSGES

- As fendas artificials demonstraram um arranjo diferenciado das fibras colagénicas da
camada superfical da cartilagem articular dentro das diferentes regides anatdmicas do

joelho bovino,

- { contetdo total de proteinas, zcido wrfnico e o conteddo relativo de coldgeno,
solubilizados pelo tratamento com Gu-HU! 4M nlio, apresentam diferengas significativas
sob agio de forcas biomeclinicas. Nas fragles parificadas, o contedido de proteinas nfio

colagéneias torna-se significativamente diferente na fragho D4

- (¥ contetsdo total de GAGs é mais abundante, em qualquer regifio do B (F2, F3 e FI)

doque emPeem T.

- {33 P(Gs das difeventes regides apresentaram caracteristicas de migracio em gel de
agarose-poliacritamida que permitem concluir que se tratam de moléculas estraturalmente

diferentes.

- A regifio P parece apresentar 0s PGs de maior peso molecular.

- ¢ fibromodulim da cartilagem articular do joetho bovine parece sofrer um processo de

SULOSBTERACAn.

- A presenca de duas populagBes de peguenos PGs, provavelmente deconm e biglicam, em

fraglies ricas em PGs agregantes, indica alguma interaglio entre esses componentes

- O finics GALD detectado no tecido foi o €8 e este apresentou-se como cadeias

heteropolissacaridicas de ~ 40 kDa e superior a 150 kDa.

- As forgas biomecinicas exercern uma influéneia decisiva na fisiologia dos condréeitos,

shterando o contetdo total e a estrutura molecular dos componentes da MEC.
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RESUMO

Este frabalho teve por objetivo analisar os componentes da MEC da cartilagem
articular bovina de diferentes regies do joelho (F1, F2, F3, Pe T) que suportam forcas
binmecinicas de diferentes intensidades.

A apalise das fendas artificiais demonstrou gue as regifies apresentaram diferentes
padrdes para o direcionamento das fibras colagénicas na carnada superficial da cartilagem.
Apesar diszo o contelGdo relative de colageno nio apresentou diferenga significativa,

As extragdes realizadas com Gu-HCI 4M solubilizaram contetidos de proteinas ¢
deido wdnico somelbantes em todas as regibes. A guantificacio total de GAGs
apresesdou valores sigmificativamente diferentes.  F2, F3 e F1 apresentaram o8 maiores
valores ¢ P e T on menores,

Os extratos foram submetudos a ultracentrifugaciio com CsCl ¢ obtidas quatre
fractes (D1, D2, D3 ¢ D4). A guantificagio de proteinas, mais abundante em D4,
mostrou diferenca sigmificativa entre as repibes. F3, P e Fl apresentaram o3 malores
valores ¢ F2 e T, oz menores, A quantificagBo de acido urdnico, mais abundante em D31,
niio apresentou diferenga significativa.

Para analise qualitativa dos PGs na fragho DY wsiilizou-se cromatografia de gel
fittraglo.  Trés populacdes de PGs foram isoladas. Os padrdes de migragfo para moléculas
de alto peso foram avaliados em gel de agerose-pokiacrlamida e as de menor peso em
SDS-PAGE. Enire os PGs detectados em SDS-PAGE, P fol a regiio com mator conteido
¢ FI apresentou, somenie a populaciio de mator peso. T e F3 apresendaram o padriio de
migragho mais ripido e polidisperso e P, F2 ¢ F1 apresentaram padrBes mais lentos. A
dimensdo dos GAGs dos PGs foram avaliados, em gel de polisenlamida com tampéo
barbital, apds digestio com papaina. Duas populagles de cadeias de GAGs foram
encontradas (~ 40 kI¥a ¢ acima de 1530 kDa). O emprego de Chase AC e posterior analise
em gel de agarose-poliacrilamida indicou a presenga de T8 como tnico GAG.

Para andlise gualitativa das populagles de proteinas nio-colagénicas, em D4,
uiilizou-se cromatogralia de froca iGnica com gradiente de NaCl {0 - 1.5 M). Em todas as
regifies ndo foi observado material catidnico. O material fol eluido com a concentragiio de

Mall entre 0 - 0,6 M e 25 proteinas analisadas em SDS-PAGE. O Mr das moléculas
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observadas vanou de 190 2 19 kDa e fol detectado fibromodulim em todas as regides
através da coloragiio CEC-azul de aldian e “immunchblotiing”. O fibromodulim (60 - 67

ki¥a} apresentou um comportamento de avtoagregagfio, mais evidente am T e FL
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ABSTRACT

The purpose of this work wag fo analyse cartifage ECM components of five
differents regions of knee joint (F1, F2, ¥3, P and 'T). These regions withstand different
intensities of lomechanical forees,

The analyses of adificial shits showed differents standars of collagen fibers
directions on cartifage superficial layer. Despite this, the relative content of collagen did
aot show significant difference.

The content of proteins and uronic acid were simlar for each region.  The total
content of GAG showed significant differents values. F2, F3 and F1 showed higher and P
and T lower values.

The exiracts were submitted 1o ultracentrifigation in CsCl gradieni, resulting in
D102, D3 and D4 fractions. Proteing were concentrated in D4 fractions. Considering
the different regions, more proteins were detected in D4 fractions of F3, P and FI
regions, and less m F2 and T, Uronic acid values did not prove significant diference.

131 was fractioned through sel filtration chromatography. The analyses of fractions
was hy agarose-polyacrylamide gel electrophoresis and SDS-PAGE, showing the presence
of three populations of PGs. In SDS-PAGE, two polydisperse bands were detected,
probably related to the small proteoglycans decorin and bighcan. These molecules were
prominent in P region, In Fl region only that one with higher Mr was observed. In
agarose-polyacrylamide, T and F3 showed faster and more polydisperse bands, than P, F2
and F1 regions. Considering these last regions, P exhibited a slower band, F2 a
intermediate and F1 a faster one. The Mr of GAGs were estimated in PAGE with barbital
buffer afler papain digestion. Two populations of GAGs were found {~ 40 kDa and
snother one larger than 150 kDa). Digestion with chondroftinase AU and analyses by
agarose-polyacrilamide gel electrophoresis indicated  that CS was the only GAG
component present.

Mon-collagenous proteins present in D4 fraction were analysed in jon exchange
chromatography with NaCl gradient {0 - 1.5 M) and SDS-PAGE. For all regions, no
maferial was eluted before the begining of the gradient. The material was eluted with
Na(l concemtration between 0 - 0.6 M. The Mr of molecules observed in SDS-PAGE
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wis among 190 - 19 kDa. A polydisperse band {60 - 67 kDa) was detected in all regions,
Analyses with CEC-aletan blue and mmunoblotting methods, indicated that protein as
bemg fhromoduling. This small proteoglycan showed sel-aggregation behaviour, specially

in samples from T and F1 regions.
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