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* Yocé sabe por qué o mar € tao grande
Tao imenso
_ Tao poderoso?
E porque teve a humildade de colocar-se a alguns centimetros abaixo de
todos os rios.
Sabendo receber, tornou-se grande.
Se quisesse ser o primeiro; .centimetros acima de todos os rios,
nao seria mar, mas sim uma ilha.
Toda sua agua irla para os outros e estaria isolado.
A perda faz parte. A queda faz parte. A morte faz parte.

E impossivel vivermos satisfatoriamente.
Precisamos aprender a perder, a cair, a errar € a morrer.
Impossivel ganhar sem saber perder.

Impossivel andar sem saber cair.

Impossivel acertar sem saber errar.

Impossivel viver sem saber viver.

Se aprenderes a perder, a calr, a errar, ninguém mais o controlara.
Porque o maximo que podera acontecer a vocé & cair, emar e perder.
E isto voce ja sabe.

Bem aventurado aquele que ja consegue receber com a mesma
naturalidade
0 ganho e a perda...

0 acerto e o erro...

o triunfo e a queda...

a vida e a morte............



A DEUS

O Senhor é meu pastor: nada me falta.
Em verdes pastagens me faz repousar,
conduz-me até as fontes tranqiillas
e reanima minha vida,
gula-me pelas sendas da justica
por causa de seu nome.

Ainda que eu ande por um vale tenebroso,
nao temo mal algum, porque tu estas comigo;
teu bordao e teu cajado me confortam.
Diante de mim preparas a mesa,
bem a vista dos meus inimigos;
fu me unges com Oleo a cabega,
€ minha taga transborda.

Sim, prosperidade e graga me seguem,
todos os dias de minha vida;
habitarei na casa do Senhor ,

por longos dias.” (Salmo 23)

'Que nos deu o dom da vida, nos presenteou com a liberdade, nos
abengoou com a inteligéncla, nos deu a graga de lutarmos para a
conquista de nossas realizagoes. A Ele cabe o louvor e a gloria. A nés

s6 cabe agradecer.*
(Rui Barbosa)

Obrigada Senhor, por tudo.
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Sé Deus sabe o quanto ndo queria estar escrevendo esta pdgina. Néo
consigo acreditar, nem ao menos me conformar, que vocé partiu. Ainda
tinhamos tanto a fazer. Sei que todos, um dia, irdo embora, mas no nosso caso
“foi s6 o tempo que errou, vai ser dificil sem vocé, porque vocé estd comigo o

tempo todo..".

"Chora de manso e no intimo... Procurag”
Curtir sem queixa o mal que te crucia:
O mundo € sem piedade e até riria

Da tua inconsoldvel amargura.

S6 a dor enobrece e € grande e € pura.
Aprende a amd-la que a amards um dia.
Entdo ela serd tua alegria,

E serd, ela 56, tua ventura...

A vida é vd como a sombra que passa...
Sofre sereno e de alma sobranceira,
Sem um grito sequer, tua desgraga.

Encerra em ti tua tristeza inteira.
E pede humildemente a Deus que a faca

Tua doce e constante companheira. " (Manuel Bandeira)

Dizer mais o que, se nada aplaca essa dor. Se a dor ainda

€ tamanha...
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Dedicatoria

Mde, Juninho, Ray, vé, alguns tios e primos (minha familia), obrigada pelo
amor incondicional, por todo o apoio sempre, sem esperar nada em troca. Muito
da minha forga vem de vocés. Palavras ndo bastam para expressar toda minha

gratiddo. Todos sdo exemplos, principalmente vocé, Mde.

In memorium

Pai e Nega (tia Fatima), sem a presenca fisica vocés estdo para sempre
no meu coragdo. Sinto que de alguma forma sabem das nossas vidas. Ficou t&o

mais dificil sem voc€s aqui por perto. Jamais poderei esquecer tudo o que

representam...

Meu amor e minha gratiddo; fambém saudades...
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Resumo

A cartilagem articular & um tecido conjuntivo hialino que apresenta células e
abundante matriz extracelular, sendo essa composta de colagenos, glicoproteinas néo
colagénicas e proteoglicanos. Este trabalho teve como objetivo descrever a composigao e
organizacio da matriz extracelular de cartilagem articular de avestruz. Esta ave de grande
porie e de interesse comercial, quando mantida em cativeiro, tem sido acometida por
artrose nas articulagdes do tarsometatarso com sério comprometimento para a salde do
animal e consequéncias econdmicas. Para tanto consideramos as cartilagens articulares
das superficies proximal e distal do tarsometatarso. A cartilagem proximal foi dividida em
porgao lateral e intermediaria-medial, enquanto que da cartilagem da superficie distal foi
analisada s a porg@o central. As andlises estruturais das regides da cartilagem, coradas
com azul de toluidina, mostraram porgdes metacrométicas e fibrilares. As fibrilas,
intensamente Dbirrefringentes ao exame pela microscopia de polarizagdo, mostraram-se
dispostas em varias diregbes, especialmente na regido distall. A exitragdo dos
componentes da matriz foi feita com cloreto de guanidina 4M, a seguir fracionados em
coluna de DEAE-Sephacel e analisados em SDS-PAGE. A quantificacdo de proteinas e
glicosaminoglicanos dos extratos totais foi determinada por métodos colorimétricos, os
quais revelaram que a regigo distal, sujeita a maior compresséo, contém mais proteinas e
glicosaminoglicanos que regido proximal. A analise em SDS-PAGE das fragbes de
cromatografias das 3 regides mostrou a presenca de proteinas com Mr de 17 a 121 kDa,
além de componentes polidispersos com Mr em torno de 67, 80-100 e 250-300 kDa, que
provavelmente correspondam aos pequenos proteoglicanos fibromodulim, decorim e
biglicam, respectivamente. A andlise de glicosaminoglicanos em gel de agarose-
propilenodiamino mostrou como principal componente o condroitim sulfato. O componente
polidisperso com 80-100 kDa, provavelmente decorim, possui condroitim sulfato. Com
base nos resultados, conclui-se que devido a maior carga compressiva na regido distal,
ela apresenta maiores quantidades de glicosaminoglicanos, proteinas e estruturalmente
as fibrilas dispostas em varias dire¢des.



Abstract

The articular cartilage is a hyaline connective tissue that contains cells and a great
amount of extracellular matrix, which is composed of collagen, non-collagenous
glycoproteins, and proteoglycans. This work aimed to describe the composition and
organization of the extracellular matrix from articular cartilage of ostrich, which is a big bird
with commercial importance and that commonly suffers of arthritis at the tarsometatarsical
articulations when living in captivity conditions, leading to serious commitments to the
animal's health, beyond the economical consequences. For this purpose, we have
considered the arlicular cartilages of the proximal and distal surfaces of the
tarsometatarsus. The proximal cartilage was divided into lateral, and intermediary-medial
portions. From the distal surface only the central portion was analyzed. Structural analyses
after toluidine blue staining showed presence of metachromatic and fibrilar components.
The fibrils, intensely birefringent at polarization microscopy, were arranged in many
directions, especially in distal cartilage. To extract the extracellular matrix components 4 M
guanidinium chloride was utilized. The components were fractionated in DEAE-Sephace!
and analyzed by SDS-PAGE. Quantitation of proteins and glycosaminoglycans was done
utilizing colorimetric methods. The quantitative analysis revealed that the distal region,
which is subjected to higher compressive forces, contains more proteins and
glycosaminoglycans than the proximal region. The SDS-PAGE analysis of the fractions
eluted from the DEAE-Sepachel showed the presence of proteins with Mr from 17 to 121
kDa. In all regions, polydisperse components with Mr around 67, 80-100, and 250-300
kDa, were found. These components probably correspond to the small proteogiyoans
fibromodulin, decorin and biglycan. Glycosaminoglycans analysis in agarose-propylens
diamine gel showed only the presence of chondroitin-suffate. The possible decorin found is
a proteoglycan of chondroitin-sufate, and not dermatan-sulfate, as observed in other _
cartilages. Structurally the disial region exhibited fibrils arranged in several directions,
probably because of a highest compressive strenght.



Introducao

Os tecidos conjuntivos s&o cruciais para os organismos multicelulares, onde
tém papel estrutural e conferem resisténcia e elasticidade as estruturas corporais
(SVENSSON et al,, 2001). Esses tecidos consistem de uma populacao esparsa de
células e principaimente de matriz extracelular (MEC), constituida primariamente
por fibras. A estrutura das fibras varia dependendo da demanda que © tecido
necessita, entretanto, a forma, a organizagéo e suas propriedades mecanicas
também dependem da presenga de outras glicoproteinas e proteoglicanos (PGs)
da MEC (SCOTT, 2001; SVENSSON et al, 2001). A MEC pode influenciar na
diferenciagao celular, proliferagdo, adesao e migragdo (ADAMS and WATT, 1993;
BATEMAM, 2001), além disso, a propria atuacdo de forgas biomecanicas pode
orientar o arranjo das fibras e distribuigdo de PGs (VIDAL, 1989). As propriedades
dos componentes da MEC s&o essenciais para o funcionamento normal de tecidos
conjuntivos como a cartilagem, pele, tenddes, 0ss0s, discos intervertiebrais e
lamina basal. A composicdo da MEC depende do tipo celular, do grau de

diferenciacao e estado metabolico (ADAMS and WATT, 1993).



1. Cartilagem articular

A superficie articular € um tipo de tecido hialino e apresenta fungdes para
facilitar os deslizamentos entre as superficies articulares e absorver choques
mecanicos (JUNQUEIRA and CARNEIRO, 1899). Como os demais conjuntivos,
esse tecido apresenta células (condrécitos) e abundante material extracelular
(MOW et al, 1884). Os condrocitos ocupam de 5-10% do volume tecidual
(ARCHER and FRANCIS-WEST, 2003), encontram-se separados por uma
abundante MEC, e emitem projecbes que se estendem, mas ndo chegam a tocar
outros condrécitos (KNUDSON and KNUDSON, 2001). Esse tipo celular é
responsavel pela sintese e manutengdo dos componentes da matriz
(VANWANSEELE et al, 2002), além disso, também regula a remodelagao da
matriz da cartilagem pela capacidade de sintetizar uma variedade de enzimas

proteoliticas, como as metaloproteases (BLUTEAU et al., 2001).

2, Bioquimica da matriz extracelular de cartilagem articular

A MEC representa cerca de 90% do peso do tecido cartilaginoso
(HARDINGHAM and FOSANG, 1992), sendo consfituida por componentes
inorganicos, como agua e eletrolitos (TORZILLI, 1985; MYERS et al., 1988) e
organicos como colageno (VAN DER REST and GARONE, 1991; KIELTY ef al,
1993; EYRE, 2002), PGs (HEINEGARD and OLDBERG, 1989, BIANCO et al.,

1990; HARDINGHAM and FOSANG, 1992; I0ZZO et al., 1994) e glicoproteinas



ndo colagénicas (HARDINGHAM, 1979; HEDBOM ef al., 1992, NEAME et al,

1909).

2.1. Colagenos

O colageno constitui a maior classe de proteinas fibrosas da MEC de
tecidos conjuntivos. Atualmente sao conhecidos mais de vinte tipos de colageno
geneticamente distintos. Sua estrutura em bastonete é formada por trés cadeias
polipeptidicas (VAN DER REST and GARRONE, 1991) denominadas cadeias-c,
ricas em prolina e glicina, que formam uma fripla fita helicoidal (LINSENMAYER,
1985). Cada cadeia helicoidal é composta por uma tripla seqiiéncia repetitiva de
| Gly - X- Y, onde X ou Y podem ser qualquer aminoacido (LINSENMAYER, 1985),
‘mas freqiientemente X & prolina e Y € hidroxiprolina (VAN DER REST and
GARRONE, 1991). As moléculas de colageno sao glicosiladas, e a glicosilacao
ocorre nos residuos de hidroxilisina (LINSENMAYER, 1991). Os colagenos
fibrilares dos tipos I, 11, lll, V e X! ocorrem na maioria dos tecidos conjuntivos de
vertebrados e se agregam em fibrilas apresentando estriagdes periddicas em torno
de 67nm, quando observados em microscopio eletronico. Além desses tipos, ha os
ndo fibrilares, que estdo presentes nos tecidos em menores quantidades,
desempenhando fungdo de conex@o entre os elementos do tecido conjuntivo.
Estes colagenos faéem parte da familia FACIT (Fibril-associated colfagens with
interrupted triple helices) e compreendem os colagenos dos tipos IV, Viaté o X e

Xl até o XIX (SVENSSON ef al., 2001). Nas cartilagens em geral sdo encontrados



colagenos tipos |, i, V, VI, IX e Xt (VAN DER REST and GARONE, 1991,
THOMAS et al., 1994, VANWANSEELE et al, 2002). O colageno tipo Il (EYRE,
2002) é predominante na cartilagem articular, e forma as estruturas fibriia'res
basicas da MEC (CHAPMAN, 1989; REICHENBERGER and OLSEN, 1996).
Colagenos tipos IX (MULLER-GLAUSER et al, 1986; REICHENBERGER and
OLSEN, 1996) e XI (PETIT et al,, 1993; SANDBERG et al., 1993) s3o encontrados
junto ao colageno tipo Il (EYRE et al., 1987; VAN DER REST and MAYNE, 1988;
WU et al., 1992; EYRE, 2002). O colageno tem alto grau de organizagéo estrutural
e seu papel primario na cartilagem & proporcionar a este tecido resisténcia a
tensdo (WOO et al, 1987; SCHIMIDT et al., 1990). O colageno tipo i representa
80-80% do conteGido de colageno da cartilagem (KNUDSON and KNUDSON,
2001), ja o colageno tipo IX contribui com apenas 1% do total de colageno na
cartilagem articular madura, embora esteja presente em altas concentragbes no
tecido fetal (OLSEN, 1997; KNUDSON and KNUDSON, 2001). Grande parte das
moléculas de colageno tipo 1X, encontradas na matriz da cartilagem articular, liga-
se covalentemente a superficie das fibrilas colagenas de maneira antiparalela
(VAN DER REST and MAYNE, 1988; WU et al,, 1992). Esse tipo de colageno
aparentemente tem um importante papel na estabilizaggdo da matha tridimensional
de colageno, e contribui para a fungdo mecanica de oferecer resisténcia as forcas
de tensdo (EYRE ef al,, 1987; EYRE 2002). Perda ou redugéo dessa func¢ao do
colageno tipo IX tém potencial contribuicdo na degeneragéo da cartilagem articular

(FASSLER ef al,, 1994, REICHENBERGER and OLSEN, 1996).



2.2, Proteoglicanos

Os PGs constituem a segunda maior porcao dos componentes da MEC de
cartilagem articular (HARDINGHAM and FOSANG, .1992). Sa8o0 moléculas
compostas por uma proteina central ligada covalentemente a uma ou mais cadeias
de glicosaminoglicanos (GAGs) (KIMURA et al., 1987, CALABRO et al, 2001). O
GAG predominantemente encontrado em PGs da cartilagem articular é o
condroitim sulfato (CS) (KNUDSON and KNUDSON, 2001). O maior PG de CS da
cartifagem articular € o agrecam (HERING-THOMAS, 1999; KNUDSON and
KNUDSON, 2001: KIANI ef af, 2002), que apresenta Mr de 1-4 MDa e consiste de
uma extensa proteina central com 220-250 kDa ao qual estdo covalentemente
ligadas cadeias de queratam sulfato (QS) e CS (VALHMU et al., 1995; KIANI! et al.,
2002). Essa proteina central apresenta um segmento ou dominio, G1, capaz de se
ligar ao acido hialurénico (AH) (ROUGHLEY, 2001), sendo essa ligagao
estabilizada pela proteina de ligacao (link protein) (HARDINGHAM, 1979). Essa
habilidade do agrecam representa um mecanismo de fixagdo na MEC (KNUDSON
and KNUDSON, 2001) por formar um agregado macromolecular, contribuindo para
as propriedades mecénicas e fisico-quimicas da cartilagem articular (MOW et al.,
1984; RATCLIFFE and MOW, 1996), Estes agregados de agrecam retém grande
quantidade de agua devido & alta densidade de cargas negativas das cadeias de
GAGs, sendo responsaveis pela manutencao do alto teor hidrico da matriz,
gerando dessa forma uma press@o osmotica e um intumescimento que resulta

numa espécie de um gel hidratado (SVENSSON ef al., 2001; KIANI ef af,, 2002).



Este intumescimento é contido pelas fibrilas de colageno, possibilitando ao tecido
suportar forgas compressivas com um minimo de deformidade (RATCLIFFE and
MOW, 1996; BATEMAN, 2001). Embora originalmente conhecido como um PG
especifico da carlilagem articular, o agrecam foi encontrado em outros tecidos
(KNUDSON and KNUDSON, 2001), contudo sua deposigdo € considerada uma
caracteristica da atividade dos condrocitos (KNUDSON and KNUDSON, 2001).
Um outro grande PG agregante semelhante ao agrecam, o versicam (RATCLIFFE
and MOW, 1996), é expresso em menor quantidade (GROVER and ROUGHLEY,
1993). Esses dois grandes PGs contribuem com cerca de 50 a 85% dos PGs em
relagio aos ndo agregantes, que contribuem com cerca de 10 a 40% (KNUDSON
and KNUDSON, 2001).

Outros PGs encontrados em cartilagem articular sdo os pequenos PGs
decorim (DANIELSON et al,, 1993; KNUDSON and KNUDSON, 2001), biglicam
(SAMPAIQ ef al.,, 1988; FISHER et al., 1991) e fibromodulim (ANTONSSON et al,,
1993). Esses pequenos PGs sao caracterizados por um dominio central composto
de uma série de repeticdes adjacentes ricas em leucina e por isso pertencem a
familia das SLRPs (Small Leucine Rich Proteoglycans) (HOCKING et al,, 1998,
SVENSSON ef al, 2001). Esta familia pode ser dividida em duas sub-familias
dependendo da presenca de cadeias de CS/DS (dermatam sulfato) ou QS
(ROUGLHEY, 2001). Decorim acha-se associado as fibrilas colagenas
(KNUDSON and KNUDSON, 2001), possui uma proteina central de 40 kDa e porta

uma cadeia lateral de CS (osso) ou DS (tenddo, pele, esclera e cartilagem)



dependendo do tipo de tecido considerado (FOSANG and HARDINGHAM, 1996;
10ZZ0, 1997). E o pequeno PG mais abundante da matriz de cartilagem articular e
sua expressao € aumentada com o aumento da idade em articulagdes humanas
(KNUDSON and KNUDSON, 2001). O decorim "in vitro” regula a fibrilogénese do
colageno (HEDBON and HEINEGARD, 1993; FONT et al, 1996) sugerindo que
ele desempenhe importante fungio na organizacio das fibras de colageno e na
manutencao da integridade do tecido (KUC and SCOTT, 1997; HOCKING et al,
1998). "In vivo", esse pequeno PG, nao estd somente envolvido com a
fibrilogénese do colageno (BIRK ef al., 1995), mas também modula a atividade do
fator de crescimento TGF-B participando dessa forma da proliferacio celular (SINI
et al., 1997; SCHONHERR ef al, 1998). A localizacdo tecidual e potencial
interag@o com outros componentes da matriz de cartilagem tém sido menos
claramente definida para o biglicam (BIANCO et al., 1990), que também apresenta
uma proteina central de 40 kDa e contém 2 cadeias laterais de CS ou DS
(FOSANG and HARDINGHAM, 1996). Fibromodulim € um PG composto por uma
proteina central de aproximadamente 48 kDa e quatro cadeias laterais de QS
(PLAAS et al, 1990); apresenta a capacidade de se ligar as fibrilas colagenas e
pode ter um papel complementar ao decorim na organizagio matricial (HEDBOM
and HEINEGARD, 1989 and 1993). A associa¢ao entre os PGs e colageno ocorre
de forma ordenada, dé modo que os GAGs se dispSem paralelamente em relagdo
ao eixo maior dos feixes de coldgeno (VIDAL and VILARTA, 1988; MELLO and

VIDAL, 2003), promovendo dessa forma a integridade e manutencio das
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propriedades biomecéanicas de diferentes estruturas (SCOTT, 1988). O perlecam,
embora seja um pequeno PG de membrana basal, também € encontrado na
cartiltagem articular (SUNDARRAJ ef al., 1995; KNUDSON and KNUDSON, 2001).
E um PG de heparam sulfato (HS) (SUNDARRAJ ef al., 1995) e pode interagir
com glicoproteinas adesivas. A importancia do perlecam para a manutencéo da
cartilagem ¢é demonstrada pelo fendtipo condrodisplasico apresentado pelo
camundongo deficiente em perlecam, além disso, esse fendtipo € agravado com
defeitos no desenvolvimento do coragfo e cérebro (COSTELL ef al, 1999). Em
humanos, mutacdes no gene do periecam tém sido associadas a sindrome de
Schwartz-Jampel (miotonia condrodistréfica) (NICOLE ef al., 2000), entretanto, até
o presente momento, a real fun¢gdo do perlecam na carlilagem articular

desconhecida (ROUGHLEY, 2001).

2.3. Proteinas nao colagénicas

Além de colageno e PGs a MEC de cartilagem articular contdm numerosas
proteinas denominadas de proteinas n&do colagénicas que podem apresentar
papel estrutural na matriz (NEAME ef al, 1999). A fibronectina é uma das
proteinas mais conhecidas e esta presente em muitos tecidos (HEINEGARD and
OLDEBERG, 1989). Essa proteina pode aparecer em muiltiplas isoformas devido a
“splicing” altemativo do seu gene (BURTON-WUSRTER ef al, 1998). A
quantidade de fibronectina aumenta cerca de dez vezes em cartilagem

osteoartritica, embora n&o se saiba o significado funcional disso (ROUGHLEY,
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2001). Outra proteina encontrada principalmente em cartilagem é a de 58 kDa,
uma proteina basica, isolada inicialmente de cartilagem articular bovina
(HEINEGARD and OLDEBERG, 1989). Um outro componente, a proteina
oligomérica de matriz de carilagem (COMP) de alto pesoc molecular foi
iniciaimente encontrada em cartilagem articular (HEDBOM ef al., 1992). Apresenta
Mr de aproximadamente 500 kDa e é composta de 5 subunidades (ROUGHLEY,
2001). COMP é um marcador muito utilizado para caracterizar desordens erosivas
de cartiagem articular, visto que fragmentos dessa proteina podem ser
encontrados no fiuido sinovial de pacientes com les&o na cartilagem (SAXNE ef
al., 1993). Aumento nos niveis de COMP estdo associados a progressao de
osteoartrite (SHARIF ef al, 1995). Outra proteina encontrada em cartilagem
articular e tecido dsseo, € a de 36 kDa, que apresenta uma composicao rica em
residuos de asparagina, acido aspartico e leucina, sendo que esses aminoacidos
representam 25% do total da proteina (SOMMARIN et al.,, 1989). Também sao
descritas na cartilagem a ancorina, condrocaicim e uma proteina de baixo peso
molecutar, Ch 21 kDa (HEINEGARD and OLDEBERG, 1989; NEAME ef al, 1999).
A maioria das proteinas n&o colagénicas s&o multifuncionais, devido & presenca
de dominios estruturais dentro da mesma molécula. Essas proteinas estdo
envolvidas em fendmenos que contribuem para a interagdo célula-matriz

permitindo uma sinalizacgéo bidirecional (JOHANSSON, 1996).



3. Aspectos morfoldgicos de cartilagem articular

A estrutura, composic@o e propriedades mecanicas da cartilagem articular
variam com a profundidade do tecido a partir da superficie articular (AKIZUKI et
al., 1986; CLARK, 1991). Estruturalimente a cartilagem articular é dividida em 4
zonas - superficial, central, profunda e zona de calcificagéo, sendo que esta
representa uma fransic8o entre a cartilagem articular e o osso. Com a
profundidade, os condrocitos variam na aparéncia e na atividade sintética,
(RATCLIFFE and MOW, 1996). As fibrilas colagenas, na zona superficial,
apresentam um pequeno difmetro, sdo arranjadas paralelamente a superficie
articular, e em diferentes direcbes. Na zona central, as fibrilas apresentam um
didmetro maior e estdo também arranjadas ao acaso. J& na zona profunda, o
diametro das fibrilas € bem maior e sao organizadas perpendicularmente a
superficie articular (GUILAK ef af., 1994; SETTON et al., 1994, VANWANSEELE et
al, 2002). Ha um decréscimo na quantidade de colageno a partir da superficie
(LIPSHITZ et al., 1975), enquanto que, a distribuigao dos PGs & menor na zona
superficial, e aumenta a caminho da regido mais profunda (BROCKLEHURST et
al., 1984). Na regido superficial ha predominéncia de pequenos PGs como o
decorim (POOLE et al., 1986) e, nas demais zonas, ha predominio de grandes
PGs como o agrecam (MULLER et al., 1989). O conteido de agua é alto na zona
superficial (cerca de 80%) e decresce a aproximadamente 65% nas demais

regides (LIPSHITZ et al., 1975; TORZILLI ef a/., 1982).




4, Cartilagem articular em aves

A maioria das aves, como os demais vertebrados, também expressa os
colagenos tipos I, IX e XI, especificos de cartilagem articular, com variacdes na
deposicao na matriz (GREGORY et al., 1999). Também o agrecam apresenta seus
dominios estruturais conservados nos mais diferentes vertebrados (LEE ef al.,
2002). Isso é facimente comprovado pela obser\jagéo da mutacao letal nanomelia
(FOSANG and HARDINGHAM, 1996). Em galinhas essa mutagéo acarreta
deficiéncia no agrecam resultando em defeitos esqueléticos; um fendtipo
semelhante € visto na mutacdo omd (cartilage matrix deficiency) em
camundongos, onde a expressao do colageno tipo ll € normal mas ha falhas na
expressac do agrecam (KIMATA ef al., 1981). As mutacbes nanomelia e cmd
indicam que o agrecam tem um pape! crucial na manutencdo da matriz e
desenvolvimento da cartilagem articular (FOSANG and HARDINGHAM, 1996).
Ainda em aves, € encontrado um grande PG denominado PG-M (FOSANG and
HARDINGHAM, 1986). que € homélogo ao versicam de mamiferos. Com relacao
aos pequenos PGs, decorim (BLASCHKE et al., 1996) e fibromodulim também
sao semelhantes aos encontrados nos demais vertebrados, e a expressédo de
fibromodulim em cartilagem xifbide de galinha € mais proeminente nas regides
onde ha presenca de for¢as biomecanicas (GOMES ef al., 1994); ja biglicam néo é
encontrado em aves, mas ha um outro pequeno PG que porta 2 cadeias de DS,

sendo estruturaimente similar ao biglicam de mamifero (BLASCHKE et al., 1996).



A composicdo da MEC pode afetar a regulagéo de sintese e catabolismo
em condrocitos, portanto & necessaric um balanco enire 0s mais diversos
componentes da matriz para que seja mantida a funcio normal da cartilagem
articular (HERING-THOMAS, 1999). Qualquer desequilibrio entre os componentes
moleculares da matriz de cartilagem articular pode levar ao desenvoivimento de
lesGes osteoartriticas (BUCKWALTER ef al, 1992 e 1994). Também € preciso
considerar que alteracdes de natureza mecanica no meio extracelular podem ser
transmitidas as células, e estas podem responder sintetizando componentes da
MEC, capazes de manter a homeostasia do tecido (VIDAL, 1966).

Frangos, galinhas e aves usadas como estoque para reproducao podem ser
afetadas por diferentes desordens degenerativas das articulacbes e 0ss0s.
relacionadas com problemas no desenvolvimento normal do sistema esauelético.
O peso do corpo e o gendtipo da ave tém influéncia na patologia destas doengas e
na distribuicdo de PGs na cartilagem articular (ANDERSON-MACKENZIE ef al,
1998). A degeneracao progressiva de cartilagem articular resulta em artrite, dor e
conseqiiente diminuicdo na capacidade reprodutiva. A prevencdo e o controle
dessas desordens na criacdo de aves depende do avango no conhecimento sobre
os mecanismos fisiologicos que governam o crescimento esquelético normal e
manutencao da cartilagem articular saudavel (THORP, 1994).

Embora se saiba que a MEC das mais diferentes espécies de animais
vertebrados apresenta uma composigao basica semelhante, alguns organismos

exibem MEC que pode variar tanto na sua composigi0 cOMo na sua organizacio,
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dependendo da estrutura corporal, como peso. postura e atividade fisica. O
avestruz (Struthio camelus), originario da Africa, & um desses animais que tem
caracteristicas peculiares tanto anatémicas como funcionais. E uma ave corredora
de grande porte e esta incluida no grupo das "Ratitas”, devido o esterno destas
aves ser plano e desprovido de carena, ao contrario das aves voadoras. A carena
nas aves voadoras € sede de insergao dos potentes musculos peitorais. O
avestruz nao € uma ave voadora, logo, nao tem musculos peitorais desenvolvidos
como um pato ou galinha. Deste fato decorre uma importante peculiaridade
produtiva do avestruz: a maior quantidade de carne produzida nao esta no peito,
mas nas coxas e dorso, ja que trata-se de animal corredor. Essa ave de grande
porte atinge quando aduita de 2,0 a 2,5 m de altura e de 100 a 150 kg de peso, o
que implica em uma significativa carga compressiva sobre a cartilagem articular,
principalmente nas articulacdes do tarsometatarso. Existiam 5 diferentes sub-
especies (ragas) distribuidas por todos os continentes. Algumas ja se extinguiram,
outras correm grande risco e sao tuteladas em parques em alguns paises.
Comercialmente se definem 3 racas de avestruz: black neck (ou pescogo preto),
red neck (ou pescogo vermeiho) & blue neck (ou pescoco azul). O avestruz black
neck - também conhecido como African black - ¢ um animal domesticado (Struthio
camelus domesticus), fruto de selecdo empirica feita pelos sul-africanos ao longo
dos dltimos 150 anos. Os animais foram selecionados devido a cerias

caracteristicas produtivas como maior fertilidade e precocidade, docilidade e alta



1<

densidade de plumas. As racas red e blue neck sao de maior porte, mas iniciam a
postura mais tarde e s&o mais agressivas.

Apesar de ser uma ave bem conhecida, nao existem estudos sobre a MEC
de sua carilagem articular. Com esse trabalho pretendemos conhecer as
caracteristicas da MEC de cartilagem articular dessa ave de grande porte,
identificando seus principais componentes e como se organizam para resistir as
forcas de compresséo e tensao que ocorrem nas articulacdes. Este estudo dara o
conhecimento basico para estudos posteriores no sentido de se reduzir o indice de
lesbes osteoartriticas gue vém acometendo essas aves criadas em cativeiro, com

sério prejuizo econdmico.

Objetivos

1. Analisar a organizacdo estrutural da MEC das zonas superficiais das
cartilagens articulares do tarsometatarso.

2. Avaliar a quantidade de proteinas naoc colagénicas, GAGs, e hidroxiprolina
das cartilagens articulares do tarsometatarso.

3. Analisar as proteinas n#o colagénicas e peguenos PGs das cartilagens

articulares do tarsometatarso,



Material e Métodos

Morfologia

4. Material Biologico

Foram utilizados cinco avestruzes da linhagem African black, com 24 meses de
idade, provenientes do Abatedouro Marchiori da cidade de Amparo-SP. Apé6s o sacrificio
da ave foram retiradas as porcbes lateral (PL) e intermediaria-medial (PIM) da cartilagem
articular proximal e a porcdo central {DC) da cartilagem articular distal do tarsometatarso
(fig. 1). Os fragmentos foram retirados imediatamente apos o abate, lavados em solugao

fisiolagica a temperatura de 4°C e colocados em solucéo fixadora

R

Figura 1. Desenho esquematico de um avestruz. A seta indica ¢ tarsometatarso;
* localizacdo das cartilagens articulares nas extremidades proximal e distal do

tarsometatarso, respectivamente.
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2. Fixacao da Cartilagem

Os fragmentos de cartilagem foram fixados em solugdo de paraformaldeido
4% em tampao Millonig, pH 7,4 por 24 horas. Apds a fixacao, os fragmentos foram
processados para inclusao rotineira em parafina Histosec/Paraplast Plus (Merck) e
seccionados com 7um de espessura em micrétomo rotativo (MICROM/HM-315),

Foram realizados cortes longitudinais, tangenciais a superficie articular.

3. Coloragoes
Azul de Toluidina (AT)

Os cortes histologicos foram corados em solugdo de azul de toluidina
0.025% em tampao Mclivaine 0,1M pH 4,0 por 15 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas em tampao Mclivaine 0,1 M pH 4,0, secas ao ar,
merguthadas rapidamente em xilol e montadas em balsamo do Canada (MELLO

and VIDAL, 1980).

4. Microscopia de Polarizagao

A deteccao da organizacdo dos feixes colagénicos foi obtida em cortes
corados com AT e analisados em microscopio Zeiss Axioplan 2, equipado com
objetivas Neoﬂuaf 2,5X, 10X, 20X e 40X, optovar fator 2,5 e condensador 1,4,
adaptado para analises qua!ifativas de anisotropias Oficas. Acoplado ao
microscopio, o dispositivo Axiophot 2 (Zeiss), suprido com filme Kodak Gold ISSO

100. Para analise de birrefringéncia os polarizadores foram posicionados
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ortogonalmente e o material observado posicionado a 45° em relacdo a um dos
polarizadores. Em alguns casos um dos polarizadores foi ligeiramente girado para

coincidir com a diregéo de vibracso dos elétrons ressonantes das moléculas do

corante.

Bioguimica

1. Extracao

Fatias de cada regido foram retiradas, lavadas em solugédo de NaCl 0,15 M
em aproximadamente 4°C, fragmentadas em pequenos pedagos e
homogeneizadas em PBS (NaCl 0,15 M, 5mM Na,HPO,, 50mM EDTA, 1 mM
PMSF, pH 7.4), com homogeneizador Brinkman PT 1200C por quatro vezes
consecutivas em intensidade seis por 30 segundos com intervalos de 15
segundos.

Apés o processo de homogeneizacdo, o material foi submetido a
centrifugagéo em 18.000 rpm (centrifuga Beckman J2-21 — rotor JA-20) durante 50
minutos. O sobrenadante foi armazenado em temperatura de -20° C e ao
precipitado foram acrescentados 15 volumes de cloreto de guanidina (GuHCI) 4 M,
contendo inibidores de proteases como o fluoreto de fenilmetil sulfonil (PMSF)
1mM, etilenodiaminotetracético (EDTA) 20 mM, em tampéo acetato sodio 50 mM,
pH 5,8 (HEINERGARD an& SOMMARIN, 1987). Para uma extragéo mais eficiente
o material ficou 24 horas sob constante agitaggo e em banho de gelo. Apds esse

tempo, o material foi submetido & centrifugacéo em 18.000 rpm em um rotor JA-20
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da Beckman por 50 minutos. O sobrenadante contendo o material extraido em
| GuHC! foi utilizado para as andlises bioquimicas. Todos os reagentes empregados

nesse trabatho foram de grau PA.

2. Anélise Quantitativa

As dosagens de proteinas dos extratos em GuHCI foram realizadas
usando Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRADFORD, 1976), com absorbancia em
596 nm em espectrofotdmetro HP8452A. Como padrao foi utilizado albumina de
soro bovino (BSA). Para a quantificacdo de glicosaminoglicanos sulfatados foi
utilizado o azul de dimetilmetileno blue (DMMB) (FARNDALE ef al, 1986). Para a
curva padréo foi utilizado o CS, a leitura efetuada em 526 nm em espectrofotdmetro
HP 8452A. Para quantificacdo de hidroxiprolina fragmentos das 3 regides da
cartilagem articular foram hidrolisados em HCI 6 N (1 ml/10mg de tecido) por 4h a
130° C. A seguir foi acrescentado 1,41 g de cloramina-T, 10 mL de agua, 10 mL de
n-propanol e 80 mL. de tampao (50 g de 4cido citrico, 12 mL de 4cido acético, 120 g
de acetato de sédio e 34 g de hidréxidé de sédio, pH 6,0) e apds 20 minutos foi
adicionado 1 mL de solucéo de acido percloricofaldeido (15 g de p-dimetilamino
benzaldeido, 60 mL de n-propanol, 26 mL de &cido perciérico a 60% e n-propanol
para completar 100 mL). O material foi incubado por 15 minutos em 60° C, resfriado
e a absorbancia lida em espectrofotdmetro em 550 nm (STEGEMANN - and

STALDER, 1967).



3. Cromatografia

Os extratos foram dialisados contra 20 volumes de uréia 7 M em tampao
Tris-acetate 50 mM pH 8,0 (4 trocas). Os componentes da MEC extraidos foram
fracionados em coluna (1,5x 2,7 cm) de troca idnica com DEAE-Sephacel,
previamente equilibrada com o tampao acima. As frages foram eluidas utilizando
gradiente de NaCl 0,1-1 M, no mesmo tampdo com uréia. Fractes de 2,8 mL
foram coletadas e monitoradas por absorbancia em 280 nm em espectrofotémetro

(Hewlett Packard 8452A).

4. Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida

A eletroforese foi realizada conforme ZINGALES (1984). As amostras
obtidas apos cromatografia de troca idnica foram analisadas em gradiente de 4 -
16% de acrilamida em presencga de SDS, usando o sistema de tampéo de acordo
com LAEMMLI (1970). Amostras de fragdes de cromatografia foram precipitadas
em etanol-acetato (HEINEGARD and SOMMARIN, 1987), num total de 5 vezes
com trocas a cada 12 horas e entdo centrifugadas em Microcentrifuga Fisher
Scientific Model 235 Va 8000, a 8.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o dltimo precipitado levado a estufa a 37° C para secagem e
suspendido em tamp&o de amostra contendo Tris-HCI 6,5 mM, SDS 2%, glicero!
10%, EDTA 1 mM em pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01% na auséncia ou
presenca de 2% de B-Mercaptoetanol (B-Me). A coloragao foi feita pelo Coomassie

Brilliant Blue R- 250. As massas moleculares aparentes foram inferidas por célculo
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de Rf e curva de regressédo dos marcadores de peso molecular (WEBER and

OSBORN, 1969).

5. Eletroforese em gel de Agarose-propilenc diamino (PDA)

Para analise dos GAGs, fragmentos das cartilagens foram deixados em
acetona "overnight” a 4° C, e em seguida 24 horas de estufa a 37° C. Depois de
seco e picado, foi acrescentada papaina na proporgéo de 40 mg/g de tecido, em
tampao citrato de sddio 0,03 M pH 3,6 contendo EDTA 0,04 M e B-Me 0,08 M (80
ul/1 mL) (MICHELACCI et al., 1989). O preparado foi incubado em banho-maria a
50°C 24 horas. Ao sobrenadante, ap6s centrifugacio em microcentrifuga Fisher a
8.000 rpm por 4 minutos, foram adicionados dois volumes de etanol e deixado por
24 horas a 4°C. Apés centrifugacdo nas mesmas condi¢des acima, o precipitado
final foi lavado com etanol 80%, acetona e secado na estufa a 37° C. Os GAGs
obtidos ap6s digestdo com papaina foram suspensos em agua e analisados em
gel de agarose. Para o gel de agarose foi utilizado o tampéo propileno diamino 50
mM, pH 9,0. Padrées conhecidos de GAGs contendo CS, DS e HS foram
aplicados paralelamente.. As condigdes de corrida foram 0,1 A e 100 V. A seguir
os geis foram fixados em brometo de cetiltrimetilamonio (Cetavion) 0,1% e corados
com AT 0,1% em etanol 50% e acido acético 1% (DIETRICH and DIETRICH,
1976). |
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6. B-eliminagéao

Para liberagéo das cadeias de GAGs da proteina ceniral, dos PGs eluidos
da cromatografia de troca i6nica das regides DC, PL e PIM, amostras ricas em
decorim foram precipitadas em acetato-etanol, como mostrado acima, incubadas
durante 19 horas com 0,5 mL de NaOH 0,5 M & 4°C e em seguida precipitadas com
alcool etilico absoluto, lavadas em etanol 80% e a seguir em acetona. As cadeias

de GAGs obtidas foram analisadas em gel de agarose-propilenodiamino.

7. Digestdao com Condroitinases ABC/AC

Apbs B-eliminagéo, o material foi suspenso em 10 pL de tampao acetato de
sodio, Tris 50 mM e EDTA 10 mM, pH 8,0 para Chase ABC e pH 6,0 para Chase
AC (BELLEY, 1985). Foram adicionados 7 ul. das enzimas. A digestéo foi & 37° C
durante 20 horas. Em seguida foi feita a precipitagdo em etanol, e o precipitado

suspenso em 5 UL de agua para andlise em gel de agarose-propilenodiamino.

9. Analise estatistica

As medias das dosagens foram comparadas pela analise de variancia
(ANOVA) de uma via de dados nao atrelados. Todos os testes foram feitos com 5%

de significancia (BEILGUELMAN, 1991).



Resultados

Morfologia

Os cortes histolégicos longitudinais no sentido antero-posterior da zona
superficial de cartilagem articular, foram corados com AT e analisados em
microscopio de luz comum e com luz polarizada. As regies PL (figs. 2 A, B), PIM
(figs. 2 C, D) e DC (figs. 2 E, F), foram destacadas.

Observagbes dessas regides em microscopio de luz comum (figs.2 A, C, E)
mostraram estruturas coradas, com componentes fibrosos e material
metacromatico acompanhando esses componentes, mas também disperso de
maneira n&o uniforme. A regiao DC exibe intensa metacromasia devido a ligacao
das moléculas de AT com estruturas anidnicas associadas ao longo dos feixes de
colageno (fig. 2 E). As regides PL (fig. 2 A) e principalmente PIM (fig. 2 C) exibem
regides metacromaticas distribuidas de maneira ndo uniforme no tecido,
caracterizando uma MEC heterogénea do ponto de vista da distribuicio de
componentes anidnicos, representados aqui pelos GAGs. Andlise desses mesmos
cortes em microscopia de polarizagio (figs. 2 B, D, F) mostrou fibras intensamente
birrefringentes e densamente agregadas, sugerindo uma organizagio fibrilar
altamente organizada e orientada preferencialmente paralela a superficie articular.
Além disso, associado a este arranjo paralelo, observou-se uma populagdo de
fibrilas dispostas obliquamente a rede fibrilar principal, especialmente na regiio
DC (fig. 2 F), sujeita a maior carga compressiva. As cores da birrefringéncia

tambéem se devem a presenga de PGs nessas regites, corados com AT.
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A andlise em microscopia comum e microscopia de polarizacdo da regido
PIM (fig. 2 C), mostraram que essa regido exibe uma porgéo intensamente fibrilar
{fig. 3) e uma menos fibrilar e mais marcadamente metacromatica (fig. 4). A porgao
fibrilar, apresenta células alongadas e pouca metacromasia dispersa no tecido,
visualizada principalmente associada as varias fibrilas, quando corada com AT (fig.
3 A). Na microscopia de polarizacdo (fig. 3 B) foi observado o brilho intenso
exibido pelas fibrilas posicionadas a 45° do plano da luz polarizada, evidenciando
a natureza colagénica dessas fibrilas. O aspecto ondulado caracterizando o
“crimp”, alternando segmentos brilhantes e escuros, pode ser observado, bem
como a distribuicdo das fibras de colageno predominantemente em uma direcéo.

Na por¢do menos fibrilar (fig. 4), foi possivel observar condrécitos
espalhados em meio a uma abundante MEC fortemente corada pelo AT. Também
foi possivel visualizar uma matriz territorial metacromatica rodeando os
condrocitos (fig. 4 A). Sob microscopia de polarizacgo (fig. 4 B), com analisador
formando um angulo menor que 45° em relagéo ao polarizador, observou-se uma
coloragéo rosea, devido a distribuicdo ordenada das moléculas de AT ligadas aos
PGs os quais estdo associados aos feixes de colageno, e que as fibras colagenas
estdo arranjadas em diferentes diregoes. Esta distribuicao diversificada dos feixes
de colageno, bem como o alto grau de compactagio desses feixes pbde melhor

ser notado quando os polarizadores estavam cruzados ortogonalmente (fig. 4 C).
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Figura 02. Cortes da zona superficial da cartilagem articular das regides PL (A, B), PIM
(C, D) e DC (E, F), corados com AT e observados em microscopia ética comum e
polarizacdo. Na regido DC (E) pode ser observada intensa metacromasia (x ). Nas regides
PL (A) e PIM (C) foram vistas porgbes metacromaticas (x )} e fibrilares ( p ). Em
microscopia de polarizagdo (B, D, F), com o objeto posicionado a 45° em relagéo aos
polarizadores, observou-se fibritas intensamente birrefringentes e agregadas. Nas 3
regides, especiaimente em DC (F), as setas indicam fibrilas colagenas em varias direcdes.
Aumento: 38,5x
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Figura 03. Detalhe da porgéo fibrilar de PIM. Em (A) podem ser observadas células
alongadas ( » ) e pouco material metacromatico (* ) que se situa entre os feixes de
colageno ( —» ), delimitando-os, bem como as suas mudancas de dire¢do. Em
microscopia de polarizagdo (B), com o objeto posicionado a 45° em relagdo aos
polarizadores observou-se as fibrilas (—¥) orientadas preferencialmente em uma diregdo
e também a presenca do "crimp" (——} ). Aumento: 137,5x
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Figura 04. Detalhe da porgdo menos fibrilar de PIM. Em (A) essa porgao exibe areas mais
marcadamente metacromaticas (x ). Também podem ser observados condrdcitos e uma
matriz territorial intensamente corada pelo AT ( » ). Em luz polarizada (B) e um dos
polarizadores girado, notou-se a existéncia de material em cor rosa nas regides com
feixes de colageno altamente compactados, como mostrado em (C), onde os
polarizadores estéo cruzados em posigdo ortogonal. Tanto em (B) como em (C) o material
estava posicionado a 45° de um dos polarizadores. Aumento: 137,5x






Bioquimica

Dosagem de proteinas, GAGs sulfatados e hidroxiprolina

Os valores obtidos nas dosagens de proteinas e GAGs sulfatados, obtidos
dos extratos totais e de hidroxiprolina a partir de tecido, das 3 regides, estio
apresentados na figura 5. Diferencas significativas foram encontradas entre as
amostras, sendo que uma maior quantidade de proteinas, hidroxiprolina e GAGs

foi encontrada na porgdo DC, em relacdo a PL e PIM.
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Figura 05. Dosagem de proteinas (P), glicosaminoglicanos (GAG) e hidroxiprolina (H) das

regides DC, PL e PIM. * diferenca significativa entre os grupos.
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Cromatografia de Troca I6nica e SDS-PAGE

A analise dos componentes da MEC das trés regides extraidos em GuHCl,
apos cromatografia em DEAE-Sephacel (figs. 6 A, C, E), mostrou presenga de
componentes cationicos (antes do gradiente) e aniénicos (depois do gradiente).
Os componentes ligados ao DEAE e eluidos com um gradiente de NaCl (0,1 - 1M)
foram analisados em gel de SDS-poliacrilamida. A partir dos padrdes de pesos
moleculares e valores de Rf das bandas visualizadas nos géis, foram identificadas
em todas as regides (DC, PL e PIM), proteinas. com os seguintes valores de
massa molecular aparente: 121, 61, 47, 36, 21 e 17 kDa (figs. 6 B, D, F). Bandas
polidispersas em torno de 67 kDa, outra na faixa de 80 a 100 kDa e a Gltima na
faixa de 250 a 300 kDa foram encontradas, em todas as regides, e possivelmente
sejam os pequenos proteoglicanos fibromodulim, decorim e biglicam,

respectivamente.
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Figura 06. Cromatografia em DEAE-Sephacel (A, C, E) e eletroforese em SDS-PAGE (B,
D, F) de PL, PIM e DC. Proteinas foram eluidas ap6s aplicagdo de um gradiente de NaCl
(0,1-1M). G- inicio do gradiente. Observar as proteinas com 121, 61, 47, 36, 21 e 17.
Bandas polidispersas com 67 kDa, 80-100 kDa e 250-300 kDa podem ser vistas (cabega

de seta).
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Gel de Agarose-Propileno diamino

A analise de GAGs em gel de agarose propileno diamino apo6s digestao do
tecido com papaina revelou somente a presenca de CS em todas as trés regi6es
(fig. 7 A). Amostras das fragdes, eluidas de DEAE-Sephacel, ricas no componente
polidisperso de 80-100 kDa, que exibe um comportamento em gel semelhante ao
decorim, foram submetidas & B-eliminagéo e analisadas por eletroforese em gel de
agarose propileno diamino. Em todas as amostras somente CS foi encontrado (fig.
7 B). Essas mesmas fragbes B—elimihadas foram submetidas a tratamento com

Chase ABC/AC, resultando na digestdo completa do GAG, comprovando tratar-se

de CS (fig. 7 C).
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Figura 07. Gel de agarose-propileno diamino de GAGs. A: GAGs liberados do tecido apés
tratamento com papaina. 1, 2 e 3 correspondem as regiées DC, PL e PIM. Apenas CS foi
encontrado. A esquerda est&o os padrdes de GAGs. A seta indica a dire¢éo da corrida. B:
GAG obtido apos B-eliminacdo de amostra da frag&o rica no componente de 80-100 kDa.
Uma banda mais préxima de CS pode ser vista. C: Resultado do tratamento do GAG com
Chase ABC e AC, mostrando que o GAG foi completamente digerido pelas duas enzimas.



38

Discussao

A cartilagem articular de avestruz das regises PL, PIM e DC do
tarsometatarso quando observadas macroscopicamente mostraram-se como
pegas brancas, cristalinas e lisas, o que caracteriza uma cartilagem aduita normal
e saudavel (JUNQUEIRA and CARNEIRO, 1999). Em patologias, como a
osteoartrite por exemplo, e dependendo do tempo da doenga, o tecido perde essa
aparéncia tornando-se escuro (coloragido amarelada), aspero e fibrilado
(RATCLIFFE and MOW, 1996).

No presente trabalho, somente observamos a organizagdo estrutural da
zona superficial da cartilagem articular das regides ja citadas. A cartilagem
articular pode ser dividida em quatro zonas (superficial, central, profunda e de
calcificacdo). E na zona superficial que mudangas na composigéo bioquimica sado
mais pronunciadas, refletindo uma provavel fragilidade estrutural frente a carga
imposta nos ciclos compressivos (OLOYEDE and BROOM, 1986), isso porque,
essa zona apresenta fibrilas colagenas finas e uma razdo colageno/PG menor, se
comparada as demais regides (RATCLIFFE and MOW, 1996). Essas diferengas
bioquimicas podem facilitar o desgaste mecénico e iniciar um processo
degradativo na cartilagem articular (OLOYEDE and BROOM, 1996).

Colagenos e PGs sdo os componentes estruturais da cartitagem'hia!ina que
suportam a tens&o e compress&o que resultam das cargas aplicadas a cartilagem
articular (VANWANSEELE ef al, 2002). Especialmente nessa estrutura

cartilaginosa observa-se a disposicdo dos componentes fibrilares em feixes
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direcionados (KAAB ef al.,, 1998), e como ja dito, essa organizagdo é importante
para a fung&o de dissipagéo das forgas compressivas e de cisalhamento exercidas
na cartilagem (BOWKER et al, 1998). Esse aspecto organizado das fibras é
melhor percebido quando se analisa em microscopia de polarizag3o, devido as
propriedades birrefringentes dos feixes de colageno, frazendo informages
micromorfoldgicas desses feixes. A birrefringéncia & detectada nos preparados e
causada pela birrefringéncia intrinseca e de forma. A primeira corresponde as
médias de todas as transigdes de elétrons nas ligacdes peptidicas, estabelecendo
informagtes sobre a diregao de vibragéo e ressonancia dos elétrons da regido das
ligactes peptidicas da molécula de colageno ao longo da fibra. A birrefringéncia
de forma depende da geometria das moléculas, das concentragdes dos
componentes dos feixes de colageno e das diferencas entre seus indices de
refragéo (VIDAL, 1987).

A analise dos cortes das regides PL, PIM e DC, em microscopia de
polarizaggo, mostrou que as fibras colagenas exibem imagens de birrefringéncia
devido ao grau de compactacdo e arranjo altamente ordenado dessas fibras. Na
regido PIM especialmente, um aspecto ondulado foi observado, que equivale ao
“crimp”, estrutura morfofuncional j& descrita em tenddes (GATHERCOLE and
KELLER, 1991; VIDAL, 1995; .FEITOSA.et al., 2002). Tem sido descrito que o
“crimp” reflete uma orientagdo em zig-zag das fibras de coldgeno no plano do corte
histolégico (GATHERCOLE and KELLER, 1991). A microscopia de polarizacéo é

geralmente recomendada por ser o método mais apropriado para detectar,
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descrever e interpretar essas ondulagées (VIDAL, 2003). Porém, outras
metodologias também podem ser empregadas para tal investigacdo. A
predominéancia dessa superestrutura helical, especialmente vista na regido PIM,
possivelmente ocorra devido a diregdo antero-posterior do movimento do tibiotarso
sobre o tarsometatarso. Apesar do estado altamente hidratado em que certas
cartilagens se encontram, o deslizamento de uma superficie sobre a outra, requer
a presenga de feixes de coldgeno arranjados paralelamente a direcdo do
movimento do animal.

Além disso, associado a esse arranjo primario, observamos em todas as
regides da cartilagem articular de avestruz, uma segunda populacdo de fibras
dispostas obliquamente ao eixo antero-posterior. Distribuicido semelhante foi_
encontrado em cées por SPEER and DAHNERS (1979), que através de
microscopia de polarizagdo e microscopia eletronica de varredura, mostraram que
ha uma populagdo secundaria de fibras, obliquas ao arranjo principal, na zona
superficial e também nas demais zonas da cartilagem articular, estabelecendo
uma continuidade estrutural entre as zonas. VIDAL and VILARTA (1988), pela
aplicagdo da teécnica de compensagio da birrefringéncia de fibras na MEC da
cartilagem articular, demonstraram em ratos, fibras paralelas a superficie na
camada superficial e uma segunda populacéo fibrilar perpendicular a primeira,
estando nossos dados de acordo com esses autores. Estudos ultra-estruturais de
variadas associagbes interfibrilares na cartilagem mostraram inter-relagbes entre

um arranjo fibrilar secundario, de orientagdo obliqua e uma rede de fibras
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organizadas em arranjo paralelo ou radial, criando uma rede tridimensional dentro
da qual um gel hidratado estaria comprimido, proporcionando um sistema
mecanico de absorgdo da compressdo (BROOM and MARRA 1986). Nossos
resultados também sugerem que ha interagbes entre as duas populagbes de
fibras, formando uma malha que garanta a distribuicdo adequada de forcgas,
compativeis a viscoelasticidade da estrutura, garantindo dessa forma a
caracteristica de mola biomecéanica da cartilagem articular,

Os PGs, presentes na matriz de cartilagem articular, foram evidenciados
pela metacromasia quando corados com AT. Este corante & catidnico, com
estrutura molecular planar, e liga-se a substratos aniénicos (VIDAL, 1980). Em pH
4,0, o AT liga-se preferencialmente aos grupamentos fosfatos dos acidos nucléicos
e aos radicais carboxila e sulfato das cadeias de GAGs na MEC, sendo que tais
cadeias estdo dispostas helicalmente ao longo do eixo principal das fibrilas de
colageno (VIDAL and VILARTA, 1988; MELLO and VIDAL, 2003). As fibras de
colageno aparentemente coradas pelo AT, indicam que as cadeias glicanicas dos
PGs estdo amranjadas paralelamente as fibrilas de colageno de modo a ofimizar as
interagbes eletrostaticas entre as cargas positivas do coladgeno e negativas dos
GAGs (VIDAL, 1964; MELLO and VIDAL, 1973). A forte metacromasia devido ao
empilhamento das moléculas do AT, mais concentradas na regido DC e em certas
porgbes das regibes PL e PIM, indica que nestés areas existe uma maior
concentragcdo de PGs, possivelmente como consequéncia da presenca mais

intensa de forgas compressivas. Nas regides PL e PIM, observamos diferencas
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regionais na ocorréncia de metacromasia que resulta da presenca mais
significativa de PGs nestas &reas, provavelmente devido a agao de forgcas
compressivas que ocorrem de maneira n3o uniforme nessas regides. Também
nessas duas regides foram notadas porges mais fibrilares, como demonstrado
pelas imagens de birrefringéncia. Essa concentragdo de componentes fibrilares
em determinadas regides da cartilagem possivelmente esta relacionada a uma
maior necessidade de reforco biomecanico nessas regides. De acordo com os
achados de HUKINS and ASPDEN (1985), os elementos fibrilares tém a funcao
mecéanica de reforgcar um tecido se estiverem alinhados ao longo das tfrajetérias
das forcas de tragdo, portanto, a variagdo na organizagao estrutural observada
principalmente em PL e PIM, pode refletir uma provavel heterogeneidade de
distribuicio de forgas mecénicas incidentes sobre os componentes da MEC nesta
cartilagem.

Ainda em cortes da regigo PIM foi possivel notar que o AT cora mais
intensamente a matriz territorial, 0o que pode ser compativel com uma maior
quantidade de GAGs préximas aos condrdcitos. A matriz associada ao condrocito
faz parte do complexo chamado condron. Estudos imunochistoguimicos
confirmaram a presenca de agrecam e uma grande concentracdo de PGs
sulfatados nessa matriz (POOLE, 1997). A presenca de grandes concentragdes de
AH e proteinas de ligagdo (RATCLIFFE and MOW, 1996) sugere urﬁ confinamento
pericelular inicial dessas moléculas podendo ser importante para a montagem dos

complexos AH/agrecam/proteina de ligagdo (POOLE, 1997). Dentre os peguenos -
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PGs, o decorim e o biglicam tém sido detectados pericelularmente e podem estar
desempenhando fungBes regulatérias, especialmente as associadas a
fibrilogénese do colageno (MIOSGE et al, 1994). A presenca desses
componentes com muitos grupos anidnicos certamente contribuem para a
colorac@o e a metacromasia evidentes da matriz territorial.

Para extrair e analisar os componentes da MEC utilizamos 0 método mais
amplamente empregado que se utiliza do agente caotropico GUHC! 4M, visto que
a extragdo em PBS nédo tem a mesma eficiéncia, embora a analise do extrato em
PBS possa revelar quais componentes estéo fracamente ligados na MEC, como ja
demonstrou VIEIRA and PIMENTEL (2003). A analise das dosagens dos extratos
totais das trés regides revelou diferengas nas quantidades de hidroxiprolina,
proteinas e GAGs sulfatados. A regifdo distal, que recebe mais intensidade de
forgas compressivas do que a cartilagem da extremidade proximal, apresentou
maiores quantidades de proteinas e GAGs sulfatados corroborando a hipotese de
que regides sujeitas a grandes forgas compressivas apresentam uma maior
quantidade de PGs (RATCLIFFE and MOW, 1996). Entre as regides PL e PIM,
que fazem parte da mesma regido proximal, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as dosagens de proteinas, GAGs e hidroxiprolina,
provavelmente porque ha um menisco localizado sobre a regido PL. Os meniscos
séo capazes de reduzir significativamente a pressdo na superficie onde se
encontram, pois possibilitam que essa presséo incidente seja distribuida por toda

a superficie articular (AHMED and BURKE, 1983).
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As diferengas quantitativas e até mesmo com relagao aos tipos de GAGs
encontrados nos tecidos se devem & influéncia de diferentes fatores. Em
cartilagem articular bovina foi observado que os PGs da superficie (até 200 Om de
profundidade) diferem daqueles de camadas mais profundas (FRANZEN ef al,
1981). Em caes, a cartilagem tibial apresenta uma maior concentragio de PGs do
que os coOndilos do fémur (KIVIRANTA et al, 1987). Esses dados estdo
relacionados aos aspectos mecanicos, anatdmicos e fisioldgicos particulares de
cada articulagao. Assim fica evidente que variagdes podem ocorrer na constituicdo
bioquimica deste tecido, nas diferentes regides.

Corﬁ relacéo as proteinas néo colagénicas e aos pequenos PGs, eluidos da
coluna de DEAE-Sephacel, nenhuma diferenca foi observada a despeito da
provavel maior intensidade de carga compressiva na cartilagem distal do que na
proximal. Se esses componentes fazem parte da populagdo de proteinas
estruturais ou de proteinas com papel regulador do metabolismo da MEC desta
cartilagem, ainda n&o estd esclarecido. A maior quantidade de GAG sulfatado
encontrado na cartilagem distal, provavelmente se deve aos PGs de alto peso
molecular.

Os componentes detectados, em SDS-PAGE, nas fragbes de DEAE-
Sephacel, antes da aplicagdo do gradiente, podem corresponder as proteinas
catidnicas inclusive colageno tipo I, mais abundante em cartilagem articular,

embora outros colagenos também possam estar presentes, mas em quantidades
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muito pequenas como os do tipo |, V, VI, X e XI (VAN DER REST and GARONE,
1991; REICHENBERGER and OLSEN, 1996; EYRE, 2002). |

O componente polidisperso com 67 kDa pode corresponder ao pequeno PG
fibromodulim, que foi descrito com Mr de 59 kDa (HEINEGARD and OLDBERG,
1989). O fibromodulim € um componente muito frequente nas cartilagens, atuando
em papel complementar ao decorim como um elemento de modulagédo da
fibrilogénese do colageno (HEDBOM and HEINEGARD, 1993), £ possivel que
este componente de 67 kDa tenha as cadeias de QS mais longas do que o
fibromodulim estudado de outras cartilagens.

O componente de 80-100 kDa apresenta um comportamento eletroforético
muito semelhante ao pequeno PG decorim encontrado em varios tecidos
(COSTER and FRANSSON, 1981; SCOTT et al.,1981; KUC and SCOTT, 1997).
Embora & sabido que decorim de tecidos moles possui DS e ndo CS,
caracteristico de decorim de osso (BIANCO et al., 1990), é provavel que o decorim
de cartilagem articular de avestruz apresente CS, pois ndo foi encontrado nem
mesmo trago de DS na andlise dos GAGs obtidos apés digestdo do tecido com
papaina. A B-eliminacdo das fragSes das 3 regifes ricas no componente
polidisperso de 80-100 kDa, apresentou GAGs sulfatados migrando na posigao do
padrao CS. A comprovacdo de que era realmente CS, foi com o resultado do
tratamento do componente polidisperso com a con&roitinase ABC/AC, que
mostrou auséncia de GAG em gel de agarose propileno diamino. A presenca de

CS como o GAG principal em cartilagem é esperada, pois nas cartilagens
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articulares ja estudadas o CS pode chegar a 10% do peso seco dos tecidos
(KNUDSON and KNUDSON, 2001), e apesar da pouca quantidade de DS em
relacéo a CS, se existisse nessa cartilagem, aquele GAG teria sido detectado.
Ainda que ndo se tenha certeza que o componente polidisperso descrito acima
seja o decorim, a presen¢a deste pequeno PG é certa em cartilagem articular,
onde ele acha-se associado as fibrilas colagenas providenciando um mecanismo
de manutengéo da organizac@o das fibrilas (HOCKING et al, 1998; KNUDSON
and KNUDSON, 2001).

Um outro componente polidisperso, com massa molecular aparente em
torno de 250-300 kDa, mas com uma presenga menos marcante que os ja
referidos, tambem foi detectado e pode tratar-se do pequeno PG biglicam. Apesar
da potencial interagao com outros componentes da matriz de cartilagem articular
ter sido menos claramente definida pelo biglicam (BIANCO et al, 1990),
principalmente porque ele n3o se encontra associado as fibrilas colagenas, sua
presenca ja foi verificada em cartilagem articular de bovinos (HEINEGARD and
OLDEBERG, .‘1989) e humanos (ROUGHLEY and WHITE, 1989). Estudos
realizados com cartilagem bovina mostraram que esse PG é aparentemente mais
abundante em tecidos que suportam grandes cargas compressivas (HEINEGARD
and OLDEBERG, 1989). Nossos resultados, contudo, nao confirmaram esta
observacao, considerando a discreta presenga deste PG na éartiiagem articular

dessa ave de aproximadamente 150 kg.
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Nosso trabalho mostrou que a intensidade de for¢cas compressivas nio
resultou em alteragdes na composicdo de proteinas néo colagénicas e pequenos
PGs, mas como era de se esperar, a carlilagem que recebe mais compressao,
como € o caso da distal do tarsometatarso, contém uma maior quantidade de
GAGs sulfatados, provavelmente devido aos grandes PGs, j&4 que nenhuma
diferenga foi observada com relagdo aos pequenos PGs detectados nos géis de
fragdes das cromatografias. Nossos dados além de trazer conhecimento sobre
cartilagem articular de uma ave de grande porte, ainda nao estudada, podera
auxiliar no estudo da cartilagem articular de avestruz afetada por diferentes
desordens degenerativas. O estudo da formag&o e composigéo das cartilagens é
importante para elucidagdo dos mecanismos de desenvot_virnento esquelético e
das doengas relacionadas as articulagdes (NAKANO and SIM, 1995). A prevencao
e o controle dessas desordens na criagdo de aves depende do avango no
conhecimento da biologia das desordens esqueléticas e dos mecanismos
fisiologicos que governam a manutencdo da cartilagem normal e crescimento

esquelético saudavel (THORP, 1994).
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Conclusoes

- A cartilagem articular da extremidade distal do tarsometatarso apresenta uma
maior quantidade de GAGs e proteinas por gftecido, do que a cartilagem da

extremidade proximal.

- As fibrilas e fibras de colageno se dispdem em vérias direcdes na cartilagem
distal, enquanto na proximal, embora exista feixes de colageno em varias
diregbes, muitos feixes estdo arranjados paralelamente na direcdo do eixo
antero-posterior, que corresponde & diregdo do movimento principal da

articulacao desta ave.

- A distribuicéo de PGs na cartilagem articular do avestruz nao é uniforme, mas
aparece acumulada em diferentes areas, provavelmente devido a uma
distribuicdo n&o uniforme de peso corporal sobre a cartilagem. Em algumas

porgbes os PGs aparecem fortemente associados aos feixes de colageno.

- Embora existam diferengas organizacionais entre a cartilagem proximal e distal
do tarsometatarso, ndo foram encontradas diferencas significativas na

composigao bioquimica da MEC destas cartilagens.

- Todas as regides apresentaram trés populages de componentes
polidispersos, provavelmente tratando-se dos pequenos PGs fibromodulim,

decorim e biglicam.

- A populagéo de PGs com 80-100 kDa, provavelmente decorim, ¢ composta de

CS e ndo DS, como ocorre em outras cartilagens.
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