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PG proteoglicano
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PM Peso molecular

p/p Peso por peso
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INTRODUCXO

0 tecido cartilaginoso desempenha a funglo de

suporte e revestimento das superficies articulares,
facilitando desta forma os movimentos. A auséncia de

irrigacio sanguinea propria bem como o abundante material

intercelular, que constitui a matriz, fazem com que as
propriedades coloidais da matriz cartilaginosa sejam
importantes para a nutrigao de suas celulas. Tais
propriedades s30 também responsaveics em grande parte, -Tulol

sua firmeza e elasticidade (BLOOM & FAWCETT, 1975).

Com relagd3o a quantidade da porg¢do coloidal na
matriz, abunddncia e tipos de fibras presentes, a cartilagem
pode ser classificada eﬁ: elastica (ouvido externo,
epiglote), Ffibrosa (extremidades das costelas, menisco e

disco intervetebral) e hialina (aneis tragueais, nariz e

Aleém da presenca de glicoproteinas ndo0 colagénicas
comge a fibronectina (PROCTOR, 1987) e condronectina (HEWITT
et al, 1982), os principais componentes da matriz
cartilaginosa s30 o0 colageno do tipo Il e os protenglicanos
(PG?. 0Os coldgenos do tipo IX, X e XI também estdo presentes
nesta matriz, embora em menor quantidade. Estudos recentes
da estrutura do colageno tipo IX revelaram que € uma
molécula que n3o forma Fibras e gque contem uma cadeia

lateral de glicosaminoglicano {GAG) sendo portanto



‘sconsiderado um PG (van der REST & MAYNE, 1988). As moléculas
de PG apresentam dominios com alta densidade de carga
anidnica © que confere uma capacidade pronunciada em
absorver grandes quantidades de dgua eriando uma
turgescéncia bastante alta no tecido (HEINEG&RD & OLDBERG,
1939).A elevada densidade de cargas anibnicas presentes nos
GAGs bem como as proprias ligacBes entre os acucares fazem
com que estas cadeias permanecam estendidas lateralmente =
partir do esqueleto protéico (HASCALL & SAJDERA, 197@;
PASTERNAK et al., 1974; HASCALL, 1977). & turgescéncia do
tecido € controlada pelas fibras colagénicas que ao formarenm
uma rede no tecido, previnem a sua expansio bem como
contribuem para a distribuic3o de forgas de tens@o. Deste
modo, as propriedades funcionais do tecido dependem dessas
fibras e da sua organizacfo na matriz (HEINEG%RD & OLDBERG,

1989). Este processo € provavelmente regulado por outros

~constituintes —como - as proteinas nio colasgdnicss da mafrlz
{(SAKLATVALA, 1982; HEINEGSRD & OLDBERG, 1989). 0s PGs de
baixo pesc molecular como fibromodulim (FM), decorim,
biglicam e a glicoproteina ancorim tém sido identificadas e
isgladas de cartilagsem como importantes constituintes da
matriz, embora 0 conhecimento de suas propriedades
funcionals ainda seja bastante limitado. FM também conhecida
como proteina de 59 KDa que corresponde de ©,1 a ©,3% do
peso seco da cartilagem (OLDBERG et al., 1989, HEDBOM &

©
HE INEGARD, 1989) e decorim que representa de 1 a 2% desse



53]

-

-pso, {HEINEGgRD & OLDBERG, 1989 parecem estar envolvidas
no processo de fibrilogénese das moléculas de coldgeno. Ja
foi detectado, in vitro, a interacdo de FM com moléculas de
coldgeno (HEDBOM & HEINEG&RD. 1989} . Esses pequenos PGs
contém cadeias laterais de GAGs, sendo que no caso da FM
existem quatro cadeias de queratam-sulfato (G5), enquantoe
que a decorim possul apenas uma cadeia de ﬁondroitim-sulfato
(CSH ou dermatam-sulfato (05). Um outro pequenc PG com
caracteristica semelhante a4 decorim € o biglicam que possui
duas cadecias de CS ou DS (CHOI et al., 198B9). A proteina de
148 KDa, bastante abundante em cartilagem traqueal, consiste
de trés subunidades de 54 KDa unidas por pontes dissulfeto
(HEINEG%RD & PAULSSON, 1987) com indicios de presenca de
carboidratos. As suas propriedades funcionais na matriz
cartilaginosa, ainda nS3o foram estabelecidas. A proteina de
36 KDa, encontrada na matriz extracelular de cartilagem e
osso, “apresenta um alto conteudo de dcido aspartico e
leucina, totalizando 25% da molécula (HEINEGXRD & DLDBERG}
1989) . Uma caracteristica desta proteina € sua capacidade de
se ligar a superficie de condrocitos (SOMMARIN et al.,
:ééé)! .Oma .outfé pfoteina; a.anﬁofiﬁﬁé.ﬁéﬁ.34 Kﬁé,” parece
ligar as fibras de coldgeno do tipo II, com a superficie dos
condrdcitos aonde € encontrada (FERNANDEZ et al., 1988;
HEINEG%RB & OLDBERG, 1989). Embora seja encontrada na
superficie de condrocitos, ha evidéncias de que seja

sintetizada pelos fibroblastos (PFAFFLE et al, 1988).



Os proteocglicanos estio Presenteé em quantidades
variadas em todos os tecidos conjuntivos (HEINEG&RD &
PAULSSON, 1984). 830 erincipalmente extracelulares embora
estejam presentes em diversas membranas celulares como a dos
hepatdcitos (OLDBERG et al, 1979; KJELLEN et al, 1981),
melanoma humano (BUMOL & REISFELD, 1982; ROSS et al, 1983),
celulas granulosas de ovario (YANAGISHITA & HASCALL, 1984),
células epiteliais mamarias (RAPRAEGER et al, 1985; DAVID &

van der BERGHE, 198%5) e fibroblastos de pele (CﬁSTER et al,

1¢83) . EFssas moléculas formam um complexc macromolecular
contendo um esqueleto protéico central ao qual estao
covalentemente ligadas cadeias de glicosaminoglicanos

{GAaGs ), formando unidades de alta carga anidbnica (HASCALL &
SAJDERA, 1969; ROBINSON & HOPWOOD, 1973). O0s §GAGs sao
polimeros lineares constituidos por unidades dissacaridicas

repetitivas compostas por um residuo de hexosamina e um

principais classes de GAGs s30: os condroitim-sulfato (CS)
{(condroitim 4-sulfato, condroitim é-sulfato e dermatam-
~sul fato), os queratam-sulfate (QS), os heparam-sulfato
(HS), heparina e o acido hialurdnico unico
glicosaminoglicano que n3o contém grupos esteres sulfatados.

Na cartilagenm hialina, as cadeias dos
glicosaminoglicanos s80 principalmente representadas pelos
condroitim 4- e 6-sulfato e Q5. 0 CS dos PGs, nesta

cartilagem, pode alcangar a proporgio de quase 100 cadeias
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por monGmero, tendo cada cadeia em torno de 2@ KDa . Esses
slicosaminoglicanos se concentram so longo de 6@% da cadeia
polipeptidica, em uma regido do esqueleto central,
denominada "regifo rica em condroitim-sulfato" (HEINEGgRB &
AXEL SSON, 19775 . QS e oligossacarideos O-ligados se
localizam em outra regi¥o do esqueleto protéico, com 3@ Kba,
chamada de ‘“regido rica em queratam-sulfato” (HEINEGSRD &
AXELSSON, 1977; de LUCCA et al., 1980; HASCALL,1981) .o
esqueleto protéico central representa. de 5 a 15% do total
da macromolécula podendo variar de 200 a 300 KDa (HASCALL &
RIOLD, 1972; HASCALL & HEINEG&RD + 1974a3), sendo o restante
constituido pelas cadeias laterais de GAGs e
oligossacarideos N- e D- ligados. Os mondmeros intactos de
PGs apresentam peso molecular em torno de 2,5%x10% (HASCALL &
SAJDERA, 1970).

Heineggr& e ca!abaradoreé (1985b) descreveram

bovino, sendo trés delas de alto PM e uma de baixo PM. Duas
dessas  populacles, de alto peso molecular (3,5x106 e
1,3x1@%), constituen os PGs agregantes que demonstraram
diferengas com relagS8o0 ao tamanhe do esqueleto protéico
central e quantidade de cadeias laterais de
glicosaminoglicanos. Destas, a de menor peso (1,3 x 109)
contém menos cadeias de CS, enquanto que 0 conteudo de QS ¢
relativamente alto. . A terceira populacdo, de alteo PM, que

varia de 1@ a 40% do total de PGs n3o ¢ capaz de formar
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agregados. Esses PGs também isolados de septo nasal bovino
representam uma familia distinta com algumas similaridades

0
estyuturais com 0s agregantes de alto peso (HEINEGARD &

HASCALL, 1979), 0s quais s3p encontrados em altas
concentracbes na cartilagem articular e disco
intervertebral, estando em baixas concentragdes na
cart ilagem nasal. Os pequenos PGs foram isolados pela

primeilira wvez de cartilagem nasal bovina (HEINEG?\RD et al.
1981 ) e posteriormente de cartilagem articular (ROSENBERG et
al., 1983) e pele bovina (CHOI et al., 1989). Constituem a
quarta populagido representando de 2 a 3 % do total de PG,
com menos de 100 KDa (HEINESSRD et al., 1981), contendo uma
(decorim) ou duas (biglicam) cadeias de CS/DS além de alguns
oligossacarideos (OLDBERG et al., 1990¢).

Um aspecto marcante nos PGs da matriz extracelular
dos tecidos conjuntivos € a sua heterogeneidade. Em um dnico
tipo de tecido pode~se encontrar freguentemente, diferentes
populacOes de PGs. Cada populacdo é polidispersa devido as
varia¢des no comprimento, ndmerc das cadeias laterais de
GAGs e tamanho do esqueleto protéico central (THYBERG et al,
1975; HEINEGARD, 1977; HEINEGARD & PAULSSON, 1984). 0 alto
grau de organiza¢s8o dessas macromoléculas provenm da
habilidade de algumas Fformarem agregados que excedem 1x107
daltons (HASCALL & SAJDERA, 196%). Essa agregagao opcorre
através da interac8o do PG com o dcido hialurdnico (AH)

O
(HARDINGHAM & MUIR, 1972; HASCALL & HEINEGARD, 1%974b;
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HEINEGARD & HASCALL, 1974), -e sua ocorréncia tem sido
descrita em diversos tipos de cartilagens (HASCALL &
HEINEGXRD, 1974a; FALTZ et al, 1979; CATERSON & BAKER,
1979)> . Cada agregado contém aproximadamente 5@ mondmeros de
PG C(HEINEGARD & PAULSSON, 1984).

o AH esta presente em todos os tecidos
‘conjuntivos. No cord3o umbilical, humor vitreo e 1liquido
sinowvial € o principal componente (HEINEGgRD & PAULSSON,
19842 . Nas cartilagens, se encontra em baixa concentracao
correspondendo a @,7% do total de scido urfnico (HARDINGHAM
& MQIR, i974). A tecnica de sombreamento com metais pesados
em microscopia eletrdnica tem revelado detalhes do esqueleto
protéico, mostrando a presenca de dois dominios globulares
(G1 e G2) na regifo N-terminal e um dominio globular (63) na
regiao C-terminal da molécula (Esquema 1) (PAULSSON et al.,

D
1987; WEIDEMANN et al., 1984; HEINEGARD & OLDBERG, 1989). 0

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

‘dominio N-teérminal contém um sitio de liga¢Bo que interage
especificamente com o© AH para formar os agregados de
proteoglicanos (HARDINGHAM & MUIR, 1974; HASCALL &
HEINEGERB, 197 4b; HEINEGSRD & HASCALL, 1974; HARDINGHAM et
al, 1?765. Para <que ocorra estabilidade do agregado sio
necessarias trés interactes distintas; um sitio no PG que se
liga ao AH, outro na proteina de liga¢3c (PL) que se liga ac
AH e um sitio no PG e outro na PL que interagem entre si
(HASCALL, 1988). 0 sitio do PG gue se liga ao AH se localiza

no dominio globular N-terminal (Gi) com &5 KDa. Esta regilo
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Y AH

G2
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Esquema 1.

Representac80 esquematica de proteoglicano de
cartilagem. PL - proteina de ligag3o, &H -
acido hialurdnico, a -~ regilio rica em QS, b -~
regido vrica em CS, ¢ - regifo de ligagSc da
PG tom o AH, d - (N-linked oligosaccharide),
e =~ (O-linked oligosaccharide). G1, G2 e 63
representam os trés dominios globulares da

molecula (HEINEGERB & OLDBERG, 19B%).



¢ denominads de "regido de liga¢do do AH" ( HEINEGSRD &
HASCALL, 1974; PAULSSON et al., 1987). Ambos os sitios de
liga¢so com o AH, tanto da PL quanto do PG, requerem cinco
dissacarideos consecutivos do AH (&c. glicurdnico e
n-acetilglucosamina) para que seja efetuada a ligac3o. A PL
possul uma vregildo de dupla al¢a que parece conter o sitio
para a ligac30 com o AH promovendo estabilidade adicional ao
agregado (HASCALL & SAJDERA, 19469; PERIN et al., 1987;
KIMURA et al., 1979; FRANZEN et al., 1981). Um fragmento, de
22 KDs desta regido, € protegsido «quando digerido pela
tripsina na presenca de AH (PERIN et al., 1i9B7). A porgao
N-terminal da PL, bem como a porg¢ido N-terminal do dominio Gi
da PG, contém sitios que interagem entre si (HEINEGBRD .4
HASCALL, 1974, KIMURA et al., 1980; HARDINGHAM et al.,
1984 . Neame e «colaboradores (19835) descreveram uma

sequéncia homologa de aminoacidos na regifo de liga¢3o do PG

e PLcom-o-AH

A regido globular G3 tem forte homologia com a
lectina hepatica (KRUSIUS et al., 1987) e outras proteinas
de wvertebrados que se ligam a carboidratos. Deste modo, tal
regido pode possuir uma fun¢3o organizacional que envolva a
interagido de ligantes de carboidratos com outras moléculas
da matriz cartilaginosa . Muitos mondBmeros de PGs isolados de
cartilagens maturas possuem esqueletos protéicos centrais
menores sem a regido G3 C-terminal (PAULSSON et al., 1987).

Isto pode indicar gque os mondmeros de PGs nos agregados s3o
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aradualmente degradados, provavelmente pOr quebras
proteoliticas na matriz extracelular (HASCALL, 1988).

A funcdo do agregado de alto PM no tecido
cartilaginoso € bem conhecida na imobiliza¢3o dos PGs na

rede de colageno, promovendo uma estrutura mais ordenada

dentro da matriz. 0O tamanho desses agregados, sua
concentracio bem como a integridade estrutural destas
estruturas e a alta carga dos PGs, s3aoc responsavels, em
parte, pelas propriedades biomecdanicas das cartilagens

(HASCALL, 1977; HARDINGHAM et al ., 1986).

Um aspecto gque precisa ser considerado € o fato de
que @grande parte das pPropriedades fisioldgicas dos tecidos
conjuntivos € resultante do arranjamento e distribuiclo
ordenada dos seus componentes. Ja ha algum tempo foi
demonstrado que wmoléculas de GAGAs juntamente com as
moléculas de coldgeno estio molecularmente orientadas em
tendBes ¢ VIDAL, 1963; VIDAL, 1964) e regifoc de ossificacio’
de cartilagem ( VIDAL, 1977). Mais tarde estudos baseados em
analises de birrefring€ncia indicaram que as moleculas de PG
ndo se encontram distribuidas ao acaso, mas est3o associadas
as moléculas de coldgeno. Em tendles, o esqueleto protéico
central dos PGs estd inclinado em relacSo ao maior eixo dos
feixes de colageno, enquanto gue as cadeias laterais de GAGs
estariam dispostas paralelamente ao referido eixo ( VIDAL,
1980; VIpAL & HELLO, 1984). Posteriormente, indicagles

semelhantes foram encontradas em cartilagem articular (VIDaAL
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& VILARTA, 1988) onde também se constatou uma maior
concentracdao dos PGs, dispostos de forma orientada na zona
mais profunda da cartilagem articular, onde hda necessidade
de uma maior distribuici3o de forgas compressivas. -
proposito da relagcBo existente entre orientag3o do PG e
forca compressiva, tabe wmencionar que estudos realizados em
tecido oOsseo mostraram que moleculas de PG apresentam um
acentuado aumento na orientagdo de suas moleéculas quando o
tecido era submetidoc a forgas intermitentes de compress3io
(SKERRY et al., 1990} . Embora o mecanismo exato pelo qual a
compressdo afeta a orientacdo do PG seja desconhecido, o
resultado € relevante sob o aspecto de que refor¢ca a
importancia da orientagio das moléculas do PG no controle da
adaptac¢8o do tecido diante de forcas compressivas.

A participag8o da matriz extracelular na

fisiolggia do tecido conjuntivo vem sendo gradativamente

.. tOnhEC Id a ‘a ....... meﬁld & e Culﬁpﬂnente s da S ﬂ‘latf’lz . Vém T da ST

isolados e caracterizados. fAis primeiras tentativas para se
isolar estes componéntes tiveram inicic com a simples
homogeneizac3o de fragmentos de cartilagem em dgua ou
sﬁlucﬁes de baixas concentragles de éaig (PAL et 31., 1966) .

Homogeneizagcd0 em altas velocidades, referido como
um metodo de extracdo disruptiva, foi extensivamente usada
para solubilizar PG até a introducao dos métodos
dissociativos de extragio. Extrac8o de PG utilizando

solventes de alta for¢a ionica foi introduzida por Sajdera e



Hascall (196%9). Agentes caotropicos facilitam a dissociagdo
dos agregados e dos PGs com outros componentes da matriz,
alem de agirem tomo inibidores proteoliticos (HASCALL &
SAJDERA, 196%9; SAJDERA & HASCALL, 196%9). A diminuig¢do da
concentracio desses sais atraves de didlise demonstra que
ocorre reagregacao de 85X dos PGs agregantes (HASCALL &
HEINEGARD, 1974a; DEGEMA et al, 1975) o0 que n3o0 ocorre com
os POBGs qué nao interagem com AH (HARDINGHAM & MUIR, 1972;
HASCALL & HEINEGSRD, 19745; HEINEGRRB & HASCALL, 1979).

ﬂs meétodos mais convencionais de extrac3o de PG
utilizam <cloreto de guanidina (GuCl) 4M (HASCALL & KIMURA,
1982) e GuCl 4M precedido de NaCl @,1M (DAMLE et al, 1979;
MICHELACCI et al., 19B1), embora o cloreto de magnésio 3M em
cartilagem nasal bovina (SAJDERA & HASCALL, 1969) e GuCl 3M
em cartilagem de barbatana de tubar3o (MICHELACCI & HORTON,

i9B%) ja tenham sido utilizados, sendo que este uUltimo

uso do GuCl 4M. Como se pode notar, as condicOes ideais de
extracd3o do PG parece ter uma correlagiao direta com a
natureza do tecido em estudo. 0 ewprego indiscriminado de
6uCl 4M como método de elei¢cio para extrac3o do PG deve ser
reexaminado para cada material bioldgico, especialmente se
considerarmos que a estabilidade de diferentes proteinas
pode nao ser a mesma em condi¢bes caotrdpicas semelhantes
(DAMODARAN, 1989) .

Diferentes procedimentos de fracionamento sio
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utilizados para sebaracia dos PGs de outras macromoléculas
do extrato. A purificacido dos PGs em condigOes associativas
através .de ultracentrifugac3o em gradiente de cloreto de
césio (CsCl), foi inicialmente utilizado por Franek e
Dunstone (1966). Procedimento semelhante tem sido largamente
empregado em condi¢des dissociativas e associativas (HASCALL
8 SAJDERA, 1%69; HEINEGRRB; 197¢; HEINEGSRD & SOMMARIN,
1987) . Um procedimento alternativo € a utilizac3o de
cromatografia de troca idnica na presenca de ureéia 7M
(ANTONOPOULOS et al, 1974) onde a substitui¢®oc do GuCl pela
ureia, mantém as condi¢Bes dissociativas prevenindo a
formacio de agregados.

0 estudo das cadeias de GAGs tem sido possivel
apos sua remocd3o através de tratamentos com alcalis
(ANDERSON et al, 1965) ou papaina (ANTONOPOULOS et al.,

1964; SHULMAN & MEYER, 1970; ANTONOPOULOS et al., 1974,

MINNS & STEVEN, 1977), e subsequentes digestSes enzimaticas
utilizando hialuronidase testicular (MATUKAS et al, 19&7;
HASCALL & HEINEGgRD, 1974a; FOLDES et al, i78e),
hialuronidase estreptomices (DHYA__ &. KANEKO, 197¢),

| ;ondfoitinaseﬁ € queratanases (OIKE et al, 1980).
0 estudo de componentes da matriz extracelular tem
sido bastante intenso em . cartilagens bovina, como a
articular (BJELLE et al., 1974; ROSENBERG et al., 1985;
ROSENBERG et al., 198B) e nasal (ROUGHLEY & MASON, 1976&;

o Lo
HEINEGARD et al., 1981; HEINEGARD et al., 1985Sa ; PERIN et
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al. ., 1987) e traqueéia de porco (ANTONOPOULDS et al., 1974).
No entanto, s8o encontradas poucas informacOes com relaclo a
componentes de matriz de cartilagens de aves.

Estudos realizados em cartilagem epifiseal de
embrido de galinha mostraram que existem trés espécies de
PGs caracterizadas como PG-H, PG-Lb e PG-Lt (SHINOMURA et
al., 1983). Andlise estrutural do PG-H revelou se tratar de
um PG contendo cadeias laterais de £S5 e QS =além de
oligossacarideos sulfatados e nd8oc sulfatados e também
possuir um esqueleto protéico com aproximadamente 349 KDa
(DIKE et al., 198¢). Com relagdo ao PG-Lb foi verificada a
presenca de um esqueleto central proteico com 43 KDa
contendo de 4 a ¥ cadeias de GAGs, sendo que 7X corresponde
a BS (SHINOMURA et al., 1983). DO PG6-Lt contrariamente 3o PG-
Lb apresenta apenas duas cadeias de GAGs e uma composicBSo de

aminoidcidos bastante diferente. Uma particularidade neste PG

consiste na presenca de tres cadeias polipeptidicas, uma com
190 KDa e as outras duas com 129 KDa. A primeira contém duas
cadeias de DS. Uma outra caracteristica € a sua composic¢io
de aminodcidos, que € muito semelhante ao coldgeno no que
diz respeito a quantidade de glicina e grau de hidroxilagio
de lisina e prolina. Apesar de todas estas semelhangas,
imunoensaios revelaram que PG-Lt € diferente dos colagenos
I, I1I e IV (NORO et al., 1983).

Paralelamente a estas observacdes feitas em

cartilagem epifiseal de embriZc de galinha, foram realizados



estudos com protecolicanos extraidos de cartilagem xifdide
de frango. Nesse trabalho, testes imunoquimicos realizados
nas fracdes Ai1D1 (contém mondmeros de PG) e ALDS (contém PG
de baixa densidade e proteina de ligaclo), mostraram que os
PGs dé baixa densidade continham alguns dos determinantes
ant igénicos encontrados em monbmeros de PG (McKEOWN-LONGO et
al., 1981).

Shulman e Meyer (197@) demonstraram diferengas na
natureza da matriz produzida por condrdcitos de cartilagem
embriondria em cultura, quandoc comparada com a cartilagem
xifoide adulta e embriondria de galinha. A cartilagem adulta
revelou como principal componente o condroitim 4-sulfato,
além de algumas cadeias de condroitim é-sulfato e QS. Além
de ndo apresentar cadeias de QS5, a cartilagem embriondria
mostrou conter, principalmente, condroitim 4-sulfato. PGs
produzidos pela cultura de condrocitos se assemelham aqueles
isolados de cartilagem adulta.

Dentro do «quadro acima apresentado, onde sido
mencionados os trabalhos mais significétivos em cartilagem

de aves, rode ser notada a necessidade de uwma maior

investigacio no estudo dos componentes da matriz
extracelular, bem como dos métodos empregados para extrac3io
de PGs e também estudar as interacbes entre estes

componentes. 0 estudo das interacdes entre macromoléculas da
matriz € de grande importancia na andlise das propriedades

mecanicas dos tecidos. A identificacdo de proteinas nio
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colagénicas presentes na matriz de cartilagem xifoide de

frango abre caminho para investigacdes neste sentido, POLS
embora sendo asparentemente semelhantes, as cartilagens
hialinas mostram diferencas substanciais no seu padrio de

proteinas de matriz (HEINEGgRD & PIMENTEL, 1991, submetido a
publicacdo) |

Sobre as proteinas n8o colagénicas n3o ha
referéncias de qualquer estudo em cartilagem xifdide de
aves .

Desta forma o©0s objetivos do presente trabzalho
foram:

1. Identificar os proteoglicanos e proteinas ndo

colagénicas de cartilagem wifdide de frango

2. Avaliar o0 comportamento destas moleéculas frente

aos diferentes metodos extrativos

Para alcancgar 0s objetivos propostos as
metodologias empregadas foram:

1. Extrac3o com GuCl e MgClp em diferentes tempos
e concentragbes.

2. Eletroforese em gel de poliacrilamida e agarose
poliacrilamida dos diferentes extratos.

3. Cromatografia de troca i0nica.

4. DigestOes enzimaticas utilizando condroitinase

P papaina.



MATERIAL E METODOS

1. Reagentes

.Carlo Erba

tiocianato de potassio

tiossulfato de sodio

Chimie Test

persul fato de amGnio

Ecibra reagentes analiticos

glicina

uréia

Merck

benzamidina

AT

tris (hidroximetil aminometano)
etanol

metanol

dcido sulfdrico

actetonsa

nitrato de prata



— Reagen - Quinbas IndJstriaes Quimicas S.A.

acetato de sddio

Sigma Chemical CO

acrilamida

carbazol

N-N" metileno-bis-acrilamida
EDTA

TEMED

PMSF

c-Me

€S

HS

SDS

DEAE-celulose

papaina
EBRAFOTEIRagE

padrioc de PM

Vetec

Azul de Bromofenol

iR
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2. Obtenc80 de cartilagem

A cartilagem xifdide fresca foi obtida de frangos com
aproximadamente 6@ dias de idade. Apds congelamento e remocso

do pericdndrio a cartilagem foi picada em finas fatias com o

auxilio de lamina.

3. ExtracSo de Proteoglicanos
Amostras da cartilagem (19) foram tratadas com 15 mi das

seguintes solu¢des de extracio:

Solucdoc de Extracio 1: GuCl
GuCl... ... ... . ... ... ... (%)
EDTA. .. .. 1oaM
PMSBF .. ... imM
Benzamidina. . ... ... ... . ... ... 1mM

Em tamp3o acetato de sddio 50mM pH 5.8

Solucdo de Extragdo 2: MgClp

MgClp (%) ndo tamponado

(%) Foram realizadas extra¢Bes, com Os sals mencionados, emn
concentracdes <que variaram de 1 a 5M e nos tempos de iz,
24, 48 e 72 horas. As extracOes foram feitas a 4°C sab

agitagBo constante.
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Os extratos foram separados dos residuos de cartilagem
por Ffiltrac3o em intertela. Us PGs extraidos do tecido foram
Precipifados com etanol saturado em KSCN e lavados com etanol 95%
(3x). As fragdes obtidas de ambas as extracOes foram
ressuspendidas em dgua destilada. Os extratos obtidos com GuCl
foram dialisados em tamp3o acetato de sddio 50mM pH 7.@ enquanto
que os obtidos com MgClp foram dialisados contra dgua destilada

como i1lustra o esquema a seguir:




Esquema de Extrac®o de Proteoglicanos com GuCl e

MgClp

Extratoc da Cartilagem

fFiltra¢8o em intertela

PGP 4 PGSNp

tratado com 2,3 vol. de etanol saturado
coﬁ KSCN. 5000xg/45min . /40C

PGSNy4 PGP 4

lavado em etanol]l saturado com KSCN
{?;ﬁ v/v Hp0) 500exg/15 min . /40C

PGSN, PGP

etanal 95% 5000xg/15min./4°C

PGSNS PGPg

etanol 95X 5000xg/15min./4°C
f

|
PGSNy ¢ PGPy o

etanol 95% _
5009xg{15min./4°0

|

PGSNyp PGPyp




4. Dosagem de Proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo métodoe de Lowry
modificado por Hartree (19729 e em 280nm utilizando

espect rofotometro Beckman—Acta CIII.

S. Dosagem de Acido Urdnico

0 conteddo de 3dcido urdnico foi determinado das
amostras , aproximadamente 3@ ul, acrescidas de agua ateé um volume
final de 502 ul. O mesmo foi feito com o padr8o C5 a partir de uma
solugdo com 2 mg/ml. Apds adicionar 3 ml de scido sulfdrico as
amostras foram fervidas durante 20 minutos; os tubos foram
resfriados, sendo adicionado 1@@ ul de carbazol @,1%. Apds 2 horas

a leitura foi feita em espectrofotdmetro Beckman-Acta CIIY a 530

nm (DISHE, 1%947).
&. Digestio Enzimat ica
6 .. 1. | Papai.n.a.
Amostras de S wul dos extratos brutos obtidos

(aproximadamente @,4 mg de dacido urodonico/@®,15 mg de proteina)

foram incubadas com 5@ ul de tamp3o fosfato de potdssio 100mM
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pH 6,5 contendo papaina (2,6 mg/ml}, NaCl (S5mM), L-cisteina (@¢,6
mM) e EDTA (2 mM) durante 1B horas a 379C (HASCALL & HEINEGARD,
1974a) . Apds a digest3o as amostras foram analisadas em gel de
agarose-poliacrilamida.

A remocdo total dos BAGs foi feita a partir de e de
cartilagem. A degradac3o foi feita com papaina (4¢ mg/g de tecido)
em tampdo citrato de sddio 30mM pH 3,5 contendo EDTA 40mM e 2-Me
BémM a S5S@CC por 24 horas. O digesto foi centrifugado e, dois
volumes de etanol foram adicionados ao sobrenadante. Apds Pdhs &
40(¢ o precipitade foli coletado por centrifugacso, lavado com
etanol 80% e acetona (MICHELACCI & HORTON, 1989). Depois de
ressuspendido em dgua, foi determinado seu conteddo de &cido

uronico .

&.2. Condroitinase

Amostras de 1@ ul do extrato bruto dos PGs extraidos por
MgClp e GuCl 3M (aproximadamente 85}9 de dacido urdnico) foram
incubadas com 2@ ul de Chase ABC (@,02 unidades) durante 4 horas a
379C. Apds digest3o as amostras foram analisadas em gel de

agarose—poliacrilamida e SDS-PAGE.



7. Eletroforese
7 .1 . Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS {SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (10% de
acrilamida) foi feita segundo Zingales (1984). As amastras
analisadas (2,5ug de proteina) foram preparadas em tampSo redutor
(tampdo Tris-HC1 42 mM, pH 6,8; 5DS 2%; glicerol 1e%; EDTA 1 mM;
e-Me @,2%; e Azul de Bromofenol @,01%) e fervidas durante 3
minutos. O tamp8oc utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25
mM, 9glicina 198 mM e SDS ©,1i%. Para cada placa foram aplicados 25
mA durante 3 horas. Padr8es de peso molecular foram sempre
analisados em paralelo e continham [3- galactosidase (116 .¢00),
fosforilase (97 .400), albumina bovina (66.000), ovoalbuminsa
(45.000) e anidrase carbdnica (29.000).

A coloracdo foi feita pelo método da prata segundo Blum

e colaboradores (19B7). 0O gel foi fixado em metanol S0X, &dcido
acetico 124 e 0,5 ml de paraformaldeido a 37% durante 1 hora.
Apos a fixa¢do, foi lavado em etanol S50% durante 20 minutos (3x) .
0 sel foi entdo tratado, durante { minuto, com tiossulfato de
éédio (@,2 g/1). O excesso foi removido por lavagem do gel com
agua destilada (3x - 20 segundos). A impregnac3oc foi realizada em
soglucso de nitrato de prata (Pg/1) contendo ©,75 ml de
paraformaldeido 37%, durante 20 minutos. 0 excesso foi removido
por lavagem do gel com dgua destilada (2x - 20 segundos). A prata

foi reduzida com uma solugd3oc de carbonato de sodio (60g/1)



contendo ©,5 ml de paraformaldeido 37% ¢ tiossulfato de sddio
(4 mg/1). Apods lavagens com agua destilada (2x - 2 minutos) o gel
foi 1imerso, durante 2 minutos, em uma solu¢cdo de metanol S@é% e
acido acétice 12%. A estocagem foi feita a 4°C em wmetanol Se%. .
Todas as etapas foram realizadas a temperatura ambiente com
agitac3o constante.

As massas moleculares foram inferidas por calculo de Rf

e regressao dos marcadores (KLAUS & OSBORN, 1949)

7.2 . Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida

Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida
(1%:1,2%-p/p) Foi realizada segundo Heineggrd e ¢olaboradores
{1985a). As amostras ana}isadas (1¢ g de acido urdnico) *oran

preparadas em tamp3c Tris-acetato 40 mM pH 6,8, NapS03 1 mM,

contendo GDS 8 85% & incubadas sor B horas 3 arec  Fei”
acrescentado no tamp8o, igual volume de Azul de Bromofenol @,05% e
sacarose B8B0X. As amostras foram fervidas durante 3 winutes. O

tampio utilizado nas cubas de e!etrofqrese_?oi Tris-acetato 19
mM pH 6.8, 1 mM NapSO03 e EDTA 1mM. Para cada placa foram aplicados
20 mA durante i hora e 3@ minutos. Os padrdes de €S e HS foram
analisados em paralelo. A colorac8o foi feita pelo corante Azul de

Toluidina (AT @,4i% em acido aceético 1%.



8. Cromatografia de Troca Idnica

DEAE-celulose ativada segundo Fahey € Terry (1982) foi
equilibrada em tamﬁﬁo Tris-HC1 15 mM pH B.3 contendo uréia 5,4M.
As fracdes PGPyp, extraidas com GuCl 3M-48h e MgClp 3M-48h,
tontendo @21,2img de &dcido urdnico, foram dialisadas contra o
tampio acima durante 24 horas, a 4°C e sob constante agitacio.
Apds aplicacdo da amostra em coluna de DEAE-celulose (3,5 x 2,0
cm), a resina foi lavada (3 vezes o volume da coluna) com o tampio
de equilibrio. A elui¢Bo das fragBes foi feita wutilizando
gradiente de NaCl (@ - 1M). Foram coletadas fragles de 5,0 ml das
quais foram determinadas: proteina total (absorbincia em 280 nm) e
glicosaminoglicanos (3acido urdnico pela reac3o do carbazol). Para
andlise em eletroforese (descrigao no item 7.1 de Material e
Métodos? as fragles foram precipitadas em solucdo de acetato de

sodio @,5M e etanol.
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RESULTaAaDOS
1. Extracio de Proteoglicanos

1.1. Extragdo utilizando MgClp e GuCl em diferentes

concentractes (1M a 5M)

As dosagens de acido urdnico e proteinas em
ext ratos da cartilagem xifoide tratada com diferentes
concentracdes de GuCl e MgClp (1M & SM) mostraram resultado
bastante heterogéneo (Fig. 1). &s dosagens de proteinas,
quandoc se usou GuCl ou MgClp, foram crescentes de 1 ate 3M,
sendo que no caso da extracio por GuCl diminuiu em 4M e
aumentou em SM. Quando se fez uso de MgClp, a concentracio
‘maxima de proteina foi observada em 3M. As dosagens de acido
urdnico por sua vez, revelaram valores mais altos quando se
usou JSM para GuCl e 3M para MgClp.

A extracdo de cartilagem xifdide de frango com
MaClp 4M removeu somente 55,3% do total de a&cido wurbnico
presente no tecido. No entanto, a extrag8oc com MgClp 3M au-
mentou significantemente este rendimento o qual passou para
73,3% do total de acido urodnico (Tabela 1). Este rendimento
foi maior do que o obtido quandu usado Gu€l 3M (33,3%) e 4M
(44,7%). Um rendimento crescente de acido urdnico foi obtido
quando empregoﬁmse GuCl de 1M 3 QH. Este rendimento atingiu

seu maximo de 71,3% em 5M.
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molaridade

proteine MgC

BB proteine Guti 80. uronioo Gult
ed ac. uronico MgQl

Figura § - Dosagens de proteinas & acido urbnico obtidas da

extracdo de PGs com MgClp e GuCl em concentracdes

de 1M a SM, a 49C/A48h.
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Tabela 1 - Conteuddo de PGs extraidos e retidos na cartilagem
xifdide de frango apos tratamento co MgClp e GuCl

em diferentes concentracdes.

TR TS P S L S A Ve el e e S L T (S G, W i e o T (. S S S W . . S S W W iy i il b o . S - S . S L i lle i o . e S

MgCip PGs Extraidos PGs Residuais
iM 35.3 &4 .7

eM 37.3 62.7

i}y | 73.3 26.7

4M 55.3 44 .7

S5M 38.1 &61.9
GuCl

M e B4

2M 37. é2.

0 o
3 7
3M 55.3 44 .7
1M 44 .7 3

3 7

oM 7%

s e A TS VL S L S S S S T e Gl S A e A S S G S U (e - T A SO, MM . S T - T S b bk .



1.2. ExtracSo wutilizando MgClp e GuCl em diferentes

tempos (12h, 24h, 48h e 72h)

Dosagens de proteinas e dcido urdnico Foram
ava liadas quando se empregaram diferentes tempos de extraglo
(Fig. 2) em MgClip 3M e GuCl 3M. Dbservou-se um crescente
aumento nas concentracBes de proteina e dcido urdnico, de 12
horas até 48 horas de extrac3o dos PGs da cartilagem para
ambos o0s sals. Uma queda no conteudo de acido urbnice Foi
cbservada quando reslizada a extrac3oc em 72 horas.

A extracdo de acido urbnico com MaClp teve seu
maximo de rendimento quando realizada durante 48k (&6,7%).
Este rendimento caiu para 43,4% apds 7Ph de extracSo. A
utilizac3o de GuCl 3M durante 12h removeu apenas 56,6% do
total de acido urdnico presente no tecido. Um aumento pPouco

significante foi obserwvado para o tempo de extrac3o de 24k

ST TBRY L UR CmaNiRe de Fendiments  Foi obtide BT

utilizado OGul 3M durante 48h (59,3%) (Tabela 2).
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8

4
W ac. uronlco MgQH

DN 80. uronioy GuCi

tempo em horas

24

1

2
B protoins GuGH
protelne MgCi

3M

Gul1l

MgClp 3M e

de proteina e dcido urdnico obtidas
PGs com

de
diferentes tempos a 4°9C.

extracao

Figura 2 - Dosagens



Tabela 2 - Conteudo de PGs extraidos e retidos na cartilagem
xifoide de frango apos tratamento com MgClp 3M e

GuCl 3M em diferentes tempos.

. — " " —— . S O o Y T T (il VW T T— . T T —— T T . Wi o ———— 7 ™ . L S A S b T T e ——— - o S —

. . T e S T 0 O Wt W T W TR S S G S ——— T VA

MaClp PGs Extraidos PGs Residuais
12h 56.6 43 .4

24h 57.3 42.7

48h 66.7 33.3

7ch 43 .4 36.6
Gull

12h 96.6 43 .4

24h 57 .3 42.7

48h 59.3 49 .7

72h 58.0 42.9
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2. Andlise dos extratos em SDS-PAGE

2.1. Extratos obtidos a partir de MgClp e GuCl ewm

diferentes concentracBes (1M a SM)

Aliquotas desses extratos foram analisadas em SDpg-
PAGE (10X de concentragdo de acrilamida). O perfil
eletroforético dos extratos obtidos a partir de GuCl (Fig 3
e MaClp (Fig 4) € bastante semelhante, porem foi observado
na regido entre 5@ KDa e 200 KDa um maior ndmero de bandas
quando utilizado MgClp. Uma proteina com 58 KDa foi melhor
extraida com MgClp 3, 4 e 5M sendo wmaximo nesta dltima
concentragio (Fig 4). NSo se notou diferenca para o
polipeptideo de 354 KDa nos diferentes extratos com MgClp.
Uma proteina de 49 KDa foi igualmente bewm extraida por MaCilp

nas concentracdes de 3, 4 e SM.

2.2. Extratos obtidos a partir de MgClp e GuCl em

diferentes tempos (12h, 24h, 48h e 72h)

Aliquotas desses extratos foram analisadas em SDS-
PAGE (10X de concentra¢3o de acrilamida) (Figs. 5 e &).
Quando comparada a extracdo com GuCl/3M nos tempos de 24, 48
e 72 horas (Fig. 5) a extrac3o das proteinas com 50 KDa e 47
KDa foi senaivelmente maior do que a observada éUando a

extracio se deu em iPh. NO caso de MagClp (Fig &) n3o foram
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detectadas diferengss nos diversos tempos de extracio.

2.3. Extratos obtidos a partir de MgClp e GuCl 3M/48h

com € sem 2-Me

Eletroforese do extrato obtido por GuCl sem 2-Me
evidenciou poucas bandas se comparado com o extrato tratado
com e-Me (Fi1g 7). A banda correspondente a 12@ KDa
permaneceu sem altera¢bes em condigles redutoras e nio
redutoras. Muito wmaterial n3o reduzido pelo 2-Me Fficou
retido no topo do gel. Resultado semelhante foi encontrado
para o extrato obtido a partir de MgClp (Fig B), sendo as
bandas muito menos pronunciadas do que as encontradas nos
extratos obtidos por GuCl. Com exce¢ao da banda
correspondente a 120 KDa nenhuma outra banda foi claramente

detectada no material sem tratamento com 2-Me.
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Figura 3 - SDS-PAGE (10@¥% de acrilamida) dos extratos brutos
obtidos a partir de GuCl {M (E), 2M (D), 3M (C),
44 (B), SM (A). Padrd3o de PM «(F). Conditﬁés:
corrente de 25mA durante 3h, temperatura

ambiente, colora¢do pelo método da prata.



Figura 4 -
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SDS-PAGE
obtidos a
M (D,
corrente

ambiente,

(19X acrilamida) dos extratos brutos
partir de MgClp iM (F), 2M (E), 3M (D),
SM (B). Padri3o de PM (A).CondigOes:
de 25mA durante 3h, temperatura

colorac3do pelo metodo da prata.
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KDa . L KDa

116
974

66

in
~O

Figura 35 - SDS-PAGE (10X acrilamida) dos extratos brutos

obtidos a partir de GuCl 3M durante 12h (D), 24h
c), 48h (B>, 72h (A). Padrido de PM (E).
Condicdes: corrente de 25mA  durante 3h,
temperatura ambiente coloracio pelo wmétodo da

prata.
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Figura é - SDS-PAGE (19X acrilamida) dos extratos brutos

6btidos a partir de MgClp 3M durante 12h (E), 24h
(D), 4Bh (C), 72h (B). BSA (A) e padrio de PM
(F). CondigBes: corrente de 25mA durante 3h,
temperatura ambiente, coloracio pelo aétado da

prata.
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i

' KDa

160
120

. 36

Figura 7 - SDS-PAGE (10¥ acrilamida) do extrato obtido a
partir de GuCl 3H/49hs com 2-Me (B) e sem @2-Me
(C). PM (A). CondiglBes: corrente de 25mA durante
3h,temperatura ambiente, coloracdo pelo método da

prata.
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Figura B - SDS-PAGE (1@X acrilamida) do extrato obtido a
partir de MgClp 3M/4Bhs com 2-Me (B) e sem 2-Me
(C). PH (A). CondicBes: corrente de 25mA durante
3h, temperatura ambiente, coloraci3o pelo método

da prata.
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3. Analise dos extratos em agarose—

roliacrilamida

3.1. Extratos obtidos a partir de MgClp e GuCl em

diferentes concentragdes (iM a S5M)

As amostras obtidas das extracgGes com
concentragbes crescentes de GuCl (Fig 9) e MgClp (Fig 1@)
foram analisadas em gel de agarose-poliacrilamida apos
tratamento com SDS. tUUma banda mefacromética e difusa se
revelou presente em todas as concentractGes nas duas
extracdes. A intensa metacromasia indica a presenca de

glicosaminoglicanos sul fatados.

3.2. Extratos obtidos a partir de MgClp e GuCl em
diferentes tewpos (12h, 24h, 48h e 72h)

ExtracBes com GuCl 3M (Fig 11) e MgCly 3M (Fig i2)
em 12, 24, 48 e 72 horas foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose poliacrilamida. 0 carater polidisperso e
metacromatico dos PGs pode ser observado nas duas extracdes

e nos diferentes tempos empregados.
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Figura 9 - Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos brutos
obtidos a partir da extracao da cartilagem
xifoide com GuCl 1M (B), 2M (C), 3M (D), 4M (E),

5M (F»), CS (G), H5 (H), SDS (A). Foram aplicados

10 u9 de acido urdnico.
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Figura 10~ Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos brutos
obtidos a partir da extrag3ao da cartilagem
xifoide com MgClp tM (A), 2M (B), 3M (Ci, 4M (D3,
SM  (E), SDS (F), CS5 (G), HS (H). Foram aplicados

10pg9 de acido urdnico
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+ 1
Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos
bruteos obt idos a partir da extragao da

cartilagem xifoide com GuCl 3M, 12h (D), 24h
(E), 4Bh (F), 72h (G), SDS (A), HS (B)Y, €S (C).

Foram aplicados 1@pg de dcido urdnico.
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Figura 12 - Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos

brutos obt idos a partir da extracio da
cartilagem xifdide com MaClp 3M 12h (B), 24h
(C), 48k (D2, 72h (E), HS (F), CS (G), SDS (A).

Foram aplicados iopg de dcido urdnico.



4. PDigest3o Enzimatica

4.1. Papaina

As digestBes com papaina foram efetuadas em
“extratos com diferentes concentracSes de GuCl (Fig. 13) e
MgClp (Fig. 14) e tambem em extratos em que se utilizaram
diferentes tempos de extragdo para a concentragio 3M dos
dois sais (Fig. 1D). ApOs digestiao com papalna podemos
observar uma banda com mobilidade eletroforética semelhante
ao CS padrao.

Nos extratos com GuCl, as bandas foram similares
para todas as concentrag@es de GuCl utilizadas. Entretanto
para as concentracBes 3M e 4M as bandas foram mais
proeminentes (Fig. 13). No caso de MgClp (Fig 14) o material

extraido com 3M exibiu uma coloragl3o mais intensa apoOs

digest3o com papaina.

A analise do material obtide nos diferentes

periodos de extrac3o mostrou que em GuCl (Fig 15) o digesto
de papaina com banda mais intensa foi observado para os
extratos obtidos apOs 24 e 48 horas de extrag8o, e uma banda
menos intensa éara os extratos obtidos apos 72h. N3o houve
diferenca para os extratos obtidos com MgClp nos diversos

periodos de tempo analisados (Fig. 15).
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Figura 13 - Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos
obtidos a partir da extra¢3o da cartilagem
xifoide com GuCl apds digest3o com papaina, iM
(C), 2M (D), 3M (E), 4M (F), SM (6), CS (A), HS

(B). Foram aplicados'1@yg de acido urdnico.
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Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos
obtidos @& partir da extrag3o da cartilagem
xifoide com MgClp apds digestdo com papaina, 1M
(€Y, 2M (D), 3M (E), 4M (F), SM (G), €S (A), HS

(B). Foram aplicados 10»9 de acido urdnico.
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Figura 15 - Gel de agarose-poliacrilamida dos extratos

brutos obtidos a partir da extracgao da
cartilagem xiféide com GuCl 18h (C), 24h (D),
4Bh (E), 72h (F) e MgClp 12h (G), 24h (H), 4Bh
(Id), 72h (J), apds digestdo com papaina. Cs

(A), HS (B). Foram aplicados 19 Mg de dcido

urdnico.



5. Fracionamento de proteocoglicanos utilizando

cromatografia de troca idnica

Na Figura 16 pode ser analisado o rerfil
cromatografico do extrato total obtido a partir de MgClp
3M/48h em BEAE-celulose.

Apos a aplicag8o do gradiente foi obtido um pico
(pico II), exibindo absorbancia em 2B¢ nm e 33¢ nm (AU).
Este pico foi eluido com NaCl ©,15M. Uma soclugd3o de NaCl 2M
foi aplicada na coluna apds o teérmino do gradiente. Nesta
concentragido de Nall nenhuma absorbdncia foi detectada no
material eluido.

0 extrato obtido a partir de GuCi 3M/748h foi
cromatografado nas mesmas condicOes descritas acima (Fig.
17). Durante a lavagem da coluna com 0 tampdo de equilibrio
a absorbincia foi zero em 280 nm. O mesmo ndo ocorreu quando
foi feita a dosagem de dcido urbnico (538 nm). Apds a
aplicacdo do gradiente pbde ser observada a presenca de um
pico de proteina (pico 1I) e um de dcido urdnico (pico III),
o «qual se apresentou deslocado em relac8o ao pico protéico.

"Eétes picos foram eluidas'com'NéC] O,ESﬁ,



4. Anadlise do material eluido

6.1. SDS-PAGE

Observagd3o em SDS-PAGE do material obtido com
MgClp 3M/48h (Fig 18) e aplicado em coluna de DEAE, revelou
que proteinas acima de 116 KDa foram eluidas principalmente
no pico I (Fig 18-C). Uma banda difusa entre 52 KDa e 6@ KDa
correspondeu  a parte do material eluido no pico II (Fig 18-
BY. No mesmo gel ainda, pode-se observar o mesmo material
apos digest3o com Chase (Fig 1B-E~F-G). Nota-se a auséncia
de banda difusa entre 52 KDa e 60 KDa. Por outro Iiado,
bandas em torno de 10@ KDa e 34 KDa aparecem no material
eluido no pico I (Fig 18-F) sendo que a primeira é também
visualisada no material eluido no pico II (Fig 18-G). A
presenca de bandas fortemente coradas no topo do gel indica

que grande parte dos componentes da matriz extracelular n3o

.penetrou.. no.gel. Observacio. em SDS-PAGE -do-material —eobtidg

com GuCl 3M/48h (Fig 19) e aplicado em coluna de DEAE
revelou um maior numero de bandas quando comparado com o
material obtido com MgClp. Apés tratamento com a enzima foi
observada uma wmaior quantidade de proteinas acima de 116

KDa .
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Figura 16 - Cromatografia de troca ionica em DEAE-celulose
do extrato obtido a partir de MgClp 3M/48h.
Volume da coluna: 9,0ml; fluxo: @,8 ml/min.;

volume —da amostra que foi apiicada na coluna:

1,33m]1 (21,2img de acido urdnico); tampio: Tris-
HC1 15 mM pH 8.3, contendo ureia 5,4M. D pico I
representa o material eluido antes da aplicacio
dé..Qfaaiénte;..ﬁridiéﬁfe; .9;iﬁ..ﬂéb§;..é lééf%.

indica ¢ inicio do gradiente.
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Figura 17 - Cromatografia de troca idonica em DEAE-celulose
do extrato obtido = éartir de GuCl 3M/48Bh.
Volume da coluna: %?,@0ml; fluxo: @,8 ml/min.;
volume da aﬁbétré.qdé.féi éélicada.na. coiuna:
1,46ml (2%,21img de acido urdnico); tamplo: Tris-
HCT 15 mM pH B.3, contendo uréia 5,4M. O pico I
representa o material eluido antes da aplicacdo
do grgdiente. Gradiente: ©-iM NaCl; = sgta

indica o inicio do gradiente.
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Figura 18 - SDS-PAGE (10X acrilamida) do material extraido

por MgClp, submetido a cromatografia de troca

Extrato bruto (B), pico I (C) e pico II (D),
antes do tratamento com a Chase. Extratoc bruto
(), pico I (F) e pico II (G), apods tratamento
com Chase! Padrﬁo de PM (A). A bandé ?orténente
corada no material tratado com Chase (E,F,G)
corresponde a presenga da enzima (¥ 6@ KDa).
Condi¢des: corrente de 25mA durante 3h,
temperatura ambiente, coloracio pelo método da

prata.
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Figura 19 - SDS~-PAGE (10X acrilamida) do wmaterial extraido

por OGull, submetido a cromatagrafia de troca

Extrato bruto (B), pico I (L), pico II (D) e
pico II1 (E) antes do tratamento com a enzima.
Extrato bruto (F), pico I (G), pico II (H) e
pico III (I).aﬁﬁé t;gfaﬁenfé Eom.Chaée. Pﬁdrﬁo.
de PM (A). A banda fortemente corada no waterial
tratado com Chase (F,G,H,I) corresponde a
Presenga da enzima (=60 KDa). Condigdes:
corrente . de  25mA durante 3h, temperatura

ambiente, coloragio pelo método da prata.



é.2. Agarose-poliacrilamida

As fragles eluidas em cromatografia de troca
idnica do extrato obtido com MgCl2 3M/4Bh (Fig 28> Foram
analisadas em gel de agarpse-poliacrilamida antés e apds o
tratamento com Chase. Observou-se uma banda metacromatica
correspondente ao extrato bruto e pico II. O material eluido
da coluna durante a lavagem (pico I} que apresenta baixa
quantidade de AU também exibiu metacromasia. Com exce¢lo do
pico II, apos tratamento com Chase n3o mais se observam
bandas metacromaticas.

Do extrato obtido com GuCl 3M/4Bh (Fig 21) foram
eluidos trés picos. O extrato bruto e o pico III
apresentaram bandas wmetacromdticas (Fig 21 - C,F). Apds
tratamento com a enzima as bandas correspondentes aos picos

I,I1I1,1I11 e o extrato bruto ndo foram evidenciadas.
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Figura 20 - Gel de agarose-poliacrilamida da cromatografia

de troca iBnica de material extraido com MgClp,
com e sem trétameﬁto Péla.thasepléktratd brﬁfo
(B), pico I (C) e pico II (D) sem 0 tratamento
com Chase. Extrato bruto (£), pico I (F) e pico
II (G) apos tratamento com a Chase. CS5 (A), HS
(H). Condig8es: corrente de 20mA durante 1h e

3%min.,temperatura ambiente, coloragio pelo A.T.
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Figura 21 - Gel de agarose-poliacrilamida da cromatografia
de troca idnica de material extraido com GuCl,
com e sem tratamento pela Chase. Extrato
brﬁtoit). piﬁo I (DS; ﬁito iI it);.piée III.(Ff
sem o tratamento com Chase. Extrato bruto (G),
pico I (H), pico II (I}, pico III1 (J) apds
tratamento com a Chase. CS (A), HS (B).
CondicOes: corrente de 20mA durante ih e 30min.;

temperatura ambiente, colaraci3o pelo A.T.
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DISCUSSAD

Para o estudo de populacles de PGs bem como de
proteinas presentes em varios tipos de cartilagens,
diferentes métodos extrativos tém sido utilizados (SHULMAN &
MEYER, 1970; ROUGHLEY & MASON, 1976; DAMLE et al., 1979;
MICHELACCI & HORTON, 1989), sendo que alguns sais exibem
otima extracdo mesmo em concentragbes reduzidas (SAJDERA &
HASCALL, 196%). No entanto, o meétodo aceito como mais efica=z
e amplamente utilizado na extrag8o de PGs de cartilagens e
outros tecidos tem sido aquele descrito por Sajdera e
Hascall (196%). Este metodo consiste na extracio dos PGs com
agentes caotropicos como o GuCl 4M. Mesmo sendo este
procedimento considerado oOtimo para a remogio de grandes

proporcOes de acido urdnico, sua aplica¢8o para cartilagem

xifoéide de frango foi inferior 3 obtida com GuCl 3M. Assim
sendo, n3o se deve eleger o GuCl 4AM como método de extracio

mais eficaz, sem considerar a natureza do tecido em quest3o.

Além disso, existem dados que apontam o emprego do GuCl 3M

como ®mais eficiente para extra¢do de PG, como ocorre em
barbatana de tubar3do (MICHELACCI & HORTON, 1989).

Com a finalidade de se avaliar é extratibilidade
dos PGs e proteinas n3o celagénicés de cartilagem de frango,
foram wutilizados agentes cadtrdpicos como o MgClp & GuCl em

difefente5 concentragdes (1M a SM) e diferentes tempos de
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extracdo (12h, 24h, 48h e 72h). Os resultados indicaram que
a utiliza¢do de MgClp promove um rendimento crescente de
acido wurdnico quando s3o0 empregadas concentragBes de IM &
3M. 0 rendimento maximo foi obtido com MgClp 3M (73,3%).
Resultado semelhante foi obtido por Sajdera e Hascall (1969)
com cartilagem nasal bovina, onde uma extracio otima de
dcido wurdnico (85%) foi observada quando empregado o MgClp
3M. 0 emprego de MgClp para cartilagem xifdide de frango, em
concentracfes mais elevadas como 4M e SM, implicam numa
queda significante de 4dcido urdnico removido do tecido
(55, 3% e 3B,1%, respectivamente). Esse decréscimo na
eficiéncia de extraclo, em presenca de altas concentracdes
de sais, pode ser resultado da reduclo da quantidade de dgua
disponivel na camada de solvatagdo das macromoléculas
(SAJDERA & HASCALL, 196%9). Altas concentracbes de sais

utilizadas nas solugOes de extragl3o, podem interferir no

comportamento fisico-quimico das macromoleculas, alterando
sua solubilidade e estabilidade estrutural. Vale a pena
mencionar que, estudoé feitos com BSA e [J-tactoglobulina
mostraram gque essas pProteinas, ¢strqtqr§}mgntg” difergntgs,
exibiram comportamentos opostos em condigbes caotropicas
moderadas (DAMODDARAM, 198%9). Isto indica que a predisposigao
tonformacional de uma proteina pode sofrer influéncia de um
agente caotrdpico, estabilizando ou desestabilizando sua

estrutura.
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0 rendimento aqui encontrado para GuCl 3M se
mostrou bastante inferior gquando comparado com o Mgllp 3M,
indicando que a natureza do solvente empregado precisa ser
considerada na eficiéncia da extracio de componentes da
matriz extracelular. Estudos realizados com cartilagem
articular humana e cartilagem traqueal bovina demonstram que
a wutilizac3o de GuCl 4M promove um rendimento maximo de
‘écido urdnico que esta em torno de 70%. No entanto, o mesmo
sal na mesma molaridade extrai apenas 3é6% do total de dcido
uronicoe presente em cartilagem de barbatana de tubar3o, que
tem seu maximo de extratibilidade (84%) observado com o
emprego de GulCl 3M (MICHELACCI & HDRTON, 1989). Analises
realizadas em cartilagens traqueal, nasal e de laringe de
babuinos, revelam que GuCl 4M remove aproximadamente 85¥% do
total de adacido urdnico desses tecidos. Quando a cartilagem
articular e tratada nessas mesmas condicbes este rendimento
cai. para . 62% (STANESCU et al., 19280). Com base  nos - dados
deste trabalho e naqueles apresentados na literatura, foi
concluido que a distribui¢So ¢ organizacSo das moléculas
presentes na matriz de diferentes cartilagens pode
influenciar diretamente a eficiéncia da exfratso;n”

im outro aspecto importante a ser considerado,
quando se analisa o comportamento diferenciado de molédculas
frente a diferentes processos extrativos,'é que, mudancas
conformacionais nas moléculas ndo ocorrem exclusivamente por

acdoc direta do sal empregado. Deve s2 levar em conta que o
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mecanismo pelo qual o©s sais afetam a estabilidade das
macromoléculas, se dewva, em parfe, a modificacﬁo na
estrutura da propria molécula dé,égua (DAMODARAN, 1989).
Contudo nao se deve esquecer que a agao de agentes
caotropicos interfere na extrac3oc dos componentes da matriz
cartilaginosa, anﬁlando principalmente interagdes
hidrofobicas e ibnicas que estariam participando em
fenﬁmenos interativos.

Em cartilagem wifoide de frango, o tempo de
extrac3o considerado otimo tanto para MgClp 3M, como para
GuC1l 3M foi o de 48 horas. A exposicao do tecido ao GuCl 3M
com A48 e 72 horas de extracdo nd3o mostrou mudangca no
rendimento de dcido urdnico. Por outro lado foi observado na
extracdio com o MgClp que a concentragdo de dcido urdnico do
material extraido foi wmenor apos 4B horas. Neste caso ¢

preciso considerar que as condigdes desnaturantes Foram

A t idas durant G ent r acga e PD!" . 72 hﬁl"as S NU o tanto, ST

proteinas e GAGs est3c constantemente assumindo conformacles
diferentes, o© que pode permitir interacBes e agrega¢Bes. A
flexibilidade conformacional de alguns GAGs pode ser a raz3lo
péra interagles entre GAGS e proteings,. como trombina,
lipoproteinas, glicoproteinas ricas em histidina e
fibronectina (CASU et al., 1988). Ewmbora seja esta
flexibilidade conformacional muito mais acentuada em GADGs
contendo &dcido idurdnico, ela também ocorre em cadeias

contendo dcido glucurdnico, o gue pode levar a interacdes
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com proteinas ndo colagénicas, glicoproteinas e mesmo com ©
esqueleto protéico de outros PGs, podendo contribuir para
uma reducdo no rendimento extrativo.

A analise em SDS-PAGE do extrato bruto obtido com
GuCl e MgClz em diferentes concentracles mostrou que muitos
componentes dos extratos s83o removidos igualmente pelos dois
solventes, demonstrando ser a extra¢io pelo MgClp um
procedimento alternativo ao emprego de GuCl. Duas proteinas
com PM de 58 KDa € 49 KDa s3o mais evidentes «quando a
concentragio do sal € maior, indicando serem as
concentragdes de 5M no caso de MaClp € 4M no caso de GuCl,
ideais para sua extragdo. 0 emprego de GBuCl e MgClp
separadamente mostrou que proteinas com pesos moleculares em
torno de 118 KDa e 49 KDa s30 igualmente bem extraidas com
ambos o0s solventes. No entanto, existe uma proteina com PM

de 47 KDa que é muito menos extraida com MgClp o que poderia

de forma mais intensa com outro componente da matriz

extracelular,

Extracfes em diferentes tempos com GuCl e MaClp
3H, indicaram através da anélise.em SﬁS*PAGE que para MgClp
ndo houve alteracdo nos padrdes de banda para os tempos de
iz a 72 horas. Ji no caso da extragio com GuCl, fei
observado que proteinas com PM em torno de 52 KDa foram

muito menos extraidas com 12 horas quando se compara com 24,

48 e 72 horas. A comparac3o dos geis com material de
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extrac3o a partir de GuCl e MgClp 3M/48h, com e sem 2-Me,
revelou que grande parte dos componentes da matriz
extracelular s8o constituidos por componentes oligomeéricos
com o envolvimento de pontes dissulfeto. Também ficou
evidente que GuCl tem um efeito muito mais dissociativo do
que. o Mgllpz, especialmente para as proteinas n3o
colagénicas.

Sem © proposito de fazer afirmactes definitivas
sobre a identifica¢do das proteinas n3o colagénicas, algumas
consideracfes sao cabiveis, pelo menos com © intuito de
aprofundar discusses. A presenga de uma banda em tornoc de
54 KDa encontrada para amostras tratadas com 2-Me, pode
representar a subunidade da proteina de matriz de cartilagem
(CMP), identificada inicialmente em matriz de cartilagem de
traquéia (PAULSSON & HEINEGERD. 1981). A forma oligomérica

desta proteina pode estar presente na banda correspondente a

‘posicdo de 160 KDa nas condicSes sem 2-Me. Embora o PM da

forma oligomérica dessa proteina seja 148 KDa, a sua
determinac3c foi feita através de equilibrio de sedimentac3o
por centrifugac3o e n3o por SDS-PAGE. Cabe citar que -esta
proteina tem um comportamento andmalo em SDS-PAGE ( PAULSSON
& HEINEGERD, 1979) provavelmente devido a presenga de
oligossacarideos. Por isso nio se deve esperar que a CMP em
gel de SDS-PAGE migre na posic30 de 148 KDa. Vale mencionar
que esta mesma proteina quando inicialmente extraida migrava

o]
em poOsigao proximo a 200 KDa (PAULSSON & HEII}IEEARD, 1979) .
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Ainda considerando semelhangas no comportamento
eletroforético das proteinas n3o colagénicas de cartilagem
kifoide com a de outras origens, cabe considerar a presenga
de uma banda com 36 KDa na amostra extraida com GuCl como e
encontrada em cartilagem traqueal (LARSSON et al, submetido
a pPublicag3o). Esta proteina migra da mesma forma tanto em
condi¢bes = reduzidas como nio reduzidas, embora
ocasionalmente em cartilagem articular coexistem as formas
diméricas e monoméricas para esta proteina (LARSSON et al,
submetido a publica¢80). A banda correspondente a proteina
de 120 KDa que aparece tanto em condicdes reduzidas como n3o
reduzidas, muito provavelmente corresponde 3 presenga de
coldageno 1I (Col).

0s resultados encontrados para eletroforese em gel
de agarose-poliacrilamida indicam a presenca de um dudnico

componente polidisperso. A andlise das extragBes obtidas com

@ Mgllip reveiou uma colovacao mais intensa se comparado com
os demais extratos apds o emprego de AT, corante gque forma
com os PGs, complexos metacromaticos insoldveis em dgua. A
utilizac3o de S5DS na incubac3o das amostras antes da
eletroforese, facilitou a entrada das mesmas no gel pois o
SDS dificulta a interag8oc dos PGs com as demais proteinas de
matriz (OEGEMA et al, 1979). Em todas as amostras analisadac
nio se observou uma migracSo equivalente aos padrBes CS e
HS, devido ao fato dos BAGs estarem ligados aoc esqueleto

protéico.
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Uma analise das cadeias de GAGs dos PGs pode ser
obtida atraves do emprego de enzimas como a papalna
(ANTONOPOULOS et al., 1964), tripsina e <quimotripsina

o . s
(HEINEGARD & HASCALL, 1974b). 0O tratamento com enzimas

libera cadeias glicosaminoglicanicas apos digestio do

esqueleto protéico, podendo ser analisadas em gel de
agarose-poliacrilamida. A wmobilidade dos extratos obtidos
com Gull e Mgllp em diferentes concentracbes, apos

tratamento com papaina (HASCALL & HEINEGSRD, 19743) feoi a
mesma do CS padr3o. O mesmo ocorreu gquando os extratos foram
tratados em variados tempos. A principio, as amostras
tratadas com SDS, apds digestio com papaina, apresentaram a
mesma mobilidade do SDS (dados n3o apresentados) o que levou
neste caso, a supress3o do uso de SDS ji que suas moléculas
formam wicelas que migram da mesma forma que os GAGs. Os

resultados da digest3oc com papaina além de confirmarem o

carater polidisperso esperado para os GAGs, sugerem que os
PGs extraidos de cartilagem xifdide de frango com dois meses
de idade, apresentam CS como principal GAG ligade ao
esqueleto protéico. A pPresenca predominante de CS foi
confirmada apos serem os extratos obtidos com MgClp 3M/48 &
e GuCl B3M/4B h, submetidos a digest3o com Chase ABC, e
analisados em gel de agarose-poliacrilamida. Em ambos os
casos foi observada uma digestao total do extrato bruto, com
aus@ncia de banda metacromstica, sugerindo ser o CS o

pfincipal GAG existente em cartilagem xifdide de frango. As
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proporcdes de subpopulacBes de PGs podem variar com & idade
(INEROT & HEINEGSRD, i983). Sabendo-se «que cartilagens
jovens parecem conter principalmente PGs ricos em CS,
enquanto que cartilagens mais velhas possuem principalmente
PGs ricos em QS (HEINEGSRB & PAULSSON, 1984), o resultado
obtido para cartilagem de frango com dois meses de i&ade
esta de acordo com estes dados.

0 emprego de cromatografia em DEAE-celulose que
pode ser utilizado como método alternative 30 uso de
ultracentrifugacdo em gradiente de CsCl, mostrou resultados
diferentes para os extratos de MgClip e GuCl. A sobreposic3o
de picos de acido wurdnico e proteinas encontrada no
material extraido com MgClp, indicou a presenca de PGs onde
a absorbdncia em 53¢ nm corresponde aos GAGs e a absorbincia
em 28B@ nm corresponde as proteinas do esqueleto protéico e

as proteinas ndo colagénicas, j3 que nenhum outro pico foi

observado com absorbancia em 28¢ nm. A observacio do perfil
cromatografico do material extraido com 6uCl e aplicado em
DEAE, mostrou que a existéncia de um pico em 280 nm que n3o
coincide com o de 530 nm, proprio para dcidos urdnicos, pode
representar a existéncia de produtos de degradac3o de PGs.
No entanto, a0 se comparar o perfil de elui¢lo do DEAE do
material extraido com MgClp n3o se notou a presenca desse
pico deslocado, réspe;ialménte considerando que no caso da
extragdo com o HQCIé ndo foram wutilizados inibidores

proteoliticos e nem estava presente o Gull, um agente
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fortemente caotrdpico, que provavelmente inativa grande
parte das enzimas proteoliticas. Levando-se em conta tais
observacBes, nd3o se pode descartar a possibilidade de que
aquele pico com absorbancia em 280 ;;, que aparece deslocado
em relagdo ao de 530 nm, possa representar a presenca de
proteinas nio colagénicas. Os resultados destas
cromatografias sdo uma clara indicac3o da ac3o diferente dos
dois 5als empregados nos meétodos extrativos. Embora
eficiente na extrac3o de PGs e proteinas nio colagénicas, o
efeito dissociativo do MgClp ndo se equivale ao do GuCl, uma
vez que, apos didlise em ureéia, grande parte dos componentes
da matriz se wmantém associados, dificultando mesmO Ssua
entrada no gel de poliacrilamida.

A presenga de CS como unico componente polidisperso
em cartilagem nifdide de frango com 2 meses de idade Ja

evidenciada apds digestHo com papaina, pode ser confirmada

“€om 6 resultado obtido com a digest 5ope]a {;hase Neste

caso, nenhuma banda foi detectada apds eletroforese do

material digerido em gel de agarose-poliacrilamida.
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CONCLUSSES

1. O rendimento maximo de dcido urdnico para extracio de PGs

foi cobtido com o emprego de MgClp 3M.

2. Concentracdes elevadas de MgCle {acima de 3M) podem
interferir no comportamento fisico-quimico das

macromoléeculas, diminuindo sua solubilidade.

3. 0 melhor tempo de extracso tanto para GuCl 3M come para

MaClp 3M foi o tempo de 48 horas.

4. O comportamento eletroforético dos PGs em gel de agarose-
poliacrilamida indica a presenga de CS como dunico

g9licosaminoglicano obtido.

9. 0 GuCY exibe efeito dissociativo mais pronunciado do que

o MgClpa.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a identificaclo
de PGs e proteinas nio colagénicas de cartilagem xifdide de
frango. Extracoes com MgClp e GuCl en diferentes
concentragdes e tempos, eletroforese en gel de
poliacrilamida e agarose, cromatografia de troca ibnica e
digestdes enzimdticas, constituiram a metodologia utilizada.

As extracdes realizadas com MgClp e GuCl em
concentracoes que wvariaram de 1M a SM apontaram um
rendimento wmaximo de dcido urdnico quando empregado o MgClp
3M, indicando que estas condi¢Ges s3o mais propicias para a
remo¢cdao dos proteoglicanos. O melhor tempo de extrag3o
observado tanto para GuCl 3M quanto para MgClp 3M foi o de
48 horas.

As anadlises dos extratos feitas apds eletroforese

MgClp wum procedimento alternativo ao uso de GuCl, na
extragio de proteoglicanos e proteinas n3o colagénicas da
_matriz extraceluiar.

0 emprego de cromatografia de trbca idnica indicou
que embora eficiente na extragcdo de PGs e proteinas nio
colagénicas, o MaClp exibe um menor efeito dissociativo
quando comparade ao GuCl.

Uma wmaior remocio de PGs observada apos analise

dos extratos obtidos por MgClp em gel de agarose, reforg¢a os



resu ltados obtidos nas dosagens de acido wurdnico. Apos
digestao com papains, todos o0z extratos apresentaram
mob i lidade similar ao CS padr3o. O emprego de condroitinase
ABC e vposterior analise em gel ‘de agarose, indicou a
presenca de C5 como dnico glicosamihoflicane obtido em

cart ilagem xifdide de ¥frango com dois meses de idade.



SUMMARY

This research was undertaken to identify
protepaisycans (PGs) and noncollagenous proteins of chicken
xiphoid cartilage as well as the behaviour of these
components in different extraction procedures. Extractions
with MgClp and Gull in different concentrations and periods
of time, electrophoresis i1n polyacriiamyde and agarose gels,
ion exchange chromatography and enzymatic digestions were
the methods emplodyed to evaluate of phisico-chemical
phenomena in matrix compounds.

The use of extractions with MgClp and GuCl at
concentrations of 1—5ﬁ showed & very high yield of wuronic
acid when 3M MgClp was used. MgLlp was found to be the most
effective extractant at this ion strength, suggesting that

the chemical nature of the solvent, plays an important role

in the extractability of the PGs an noncollagenous proteins
of chicken xiphoid cartilage. Extraction of cartilage PGs
whith HMgClp and GuCl exhibited an optimal efficiency when
performed for 48 hours.

Analyses of the extracts by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis pointed out that the extraction with MgClp
is an alternative assay to remove noncollagenous proteins of
extracellular matrix.

Ivn-exchange chromatography sugpgests that MgClp

can be wused as an efficient solvent to remove PBs and



rnoncocllagenous proteins. However, its application
demonstrates a poor dissociation capacity when compared to
GuC1l.

dgarose gel electrophoresis analysis showed a
higher extraction of PGs with MgClp, which reinforces
results obtained with the uronic acid reaction. A1l extracts
showed similar chondroitin-sulfate <(CS) mobility after
paPaln proteclysis. Anzalysis of the BAGs released from Chase
ABL by agarose polyacrylamide gel electrophoresis, indicated
CS =as the only polydispersed component extracted in the

chicken xiphoid cartilage with two months old.
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