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INTRODUCAO

A cartilagem € um tipo de tecido conjuntivo, composto predominantemente por uma
matriz intercelular com poucas células, os condrocitos. A integridade dessa matriz &
responsavel pela manutencio da propriedade mecanica do tecido cartilaginoso (Lohmander,
1988). Os condrécitos sdo responsaveis pela sintese, manutengfio e renovagio gradual da
matriz extracelular (MEC). A fun¢io fisioldgica da cartilagem articular & resistir as forgas de
compressdo ¢ dissipar as for¢as de peso e movimento aplicadas a juntura (Caterson, 1991).
Em adultos, a cartilagem ¢ avascular, aneural e alinfitica (Buschamn et al,, 1992). Sua
composi¢gdo molecular é complexa e suporta toda for¢a de compresso que o tecido esta
sujeito (Heinegard & Paulsson, 1987). A MEC ¢ composta por fibras de coldgeno (50 - 60%
do peso seco do tecido) contendo principalmente colageno tipo 1T (Eyre, 1991) e pequenas
quantidades de colageno do tipo 1X e X1, proteoglicanos (PGs) (30 - 35% do peso seco) e
glicoproteinas (Heinegird & Oldberg, 1989; Buschamn et al., 1992),

O colageno é um dos principais componentes da MEC. E uma molécula que
proporciona suporte e forga de tensdo a vérios tecidos dos vertebrados, como pele, osso,
tenddo e cOrnea (Linsenmayer, 1983). J4 estdo descritos 18 tipos de coldgenos (Van Der
Rest & Garrone, 1991; Mayne & Brewton, 1993). Todos eles possuem em comum uma
regifio de tripla hélice. Esta regido contém duas cadeias ol e uma cadeia a2, contendo
aproximadamente 1000 aminoécidos, formando 95% da molécula. Estas cadeias sfo
compostas por uma sequéncia de Gly-x-y, onde x é frequentemente prolina e y
hidroxiprolina. Estas cadeias formam uma estrutura helicoidal que é estabilizada por pontes
de hidrogénio intercadeia. A regifio terminal da molécula, que nio apresenta conformagéo

em tripla hélice, apresenta uma importante fungfo, pois sitios que apresentam hidroxilisina



formam ligacOes cruzadas intra e intermoleculares, permitindo a formagio de fibrilas
(Linsenmayer, 1983). Devido a isso, as fibrilas colagénicas sio altamente resistentes,
proporcionando forma e forca de tensdo ao tecido, enquanto que os PGs hidratam o tecido
para manter 0 volume e resisténcia as forgas de compressio (Hascall, 1981). Com isso, as
fibras colagénicas e sua organizagio na MEC participam da propriedade funcional do tecido
(Hardingham et al., 1986; Heinegard & Oldberg, 1989).

A elasticidade e resisténcia da cartilagem ¢ devido ao conteiido elevado de PGs
presentes no tecido (Franzén et al., 1981), onde contribuem na organizacio ¢ nas
propriedades fisicas da MEC (Hascall, 1981). Os PGs da MEC tém a propriedade fisica de
criar um compartimento hidrico, pois sua carga negativa atrai ions osmoticamente ativos
(Hardingham & Fosang, 1992), ¢ mantém o volume e resisténcia as forgas de compressio
(Hascall, 1981). Esta turgescéncia é controlada por fibras colagénicas que evitam expansio
excessiva do tecido.

Os PGs nfo estdo presentes s6 na MEC mas também intracelularmente e em
superficies celulares (Lonhmander, 1988). Os PGs de cartilagem hialina sdio glicoproteinas
com uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) ligadas covalentemente a um
esqueleto protéico central. Sdo conhecidos quatro grupos de GAGs: acido hialurdnico
(AH); condroitim sulfato {CS)/dermatam sulfato (DS) ; heparam sulfato (HS)/heparina e
queratam sulfato (QS) (Heinegérd & Paulsson, 1984). Os GAGs sio polissacarideos
carregados negativamente, isto €, apresentam grupos sulfato e carboxila, exceto o AH que
néo possue grupo sulfato.

Varios PGs que t€m a capacidade de se ligar a2 uma molécula de AH formando um
agregado de PGs, que € conhecido como agrecam (Franzén et al., 1981). Este é o maior
componente da cartilagem com Mr de 1-4 x 10° (Heinegard & Oldberg, 1989). O tamanho

deste agregado ¢ determinado pelo comprimento do AH e também pelo nimero de PGs



associados (Hascall & Sajdera, 1969; Hascall & Heinegérd, 1974; Hardingham et al., 1986).
A proporgao PG/AH varia de 10 a 30 PGs associados & cadeia de AH (Hardingham & Muir,
1972). A principal fungfo biologica do agrecam € dar resisténcia a cartilagem (Upholt et al.,
1993).

Os PGs isolados de cartilagens hialinas, t8m uma estrutura assimétrica e contém
regides com diferentes composigdes (Heinegird & Axelsson, 1977; Heinegird & Hascall,
1979). Uma das extremidades da molécula contém uma porgio de aminodcidos (60 a 80
kDa) que interage especificamente com o AH , nfio contém cadeias polissacaridicas sendo
essencial para a formagfo de agregados (Heinegdrd & Hascall, 1974; Heinegard, 1977;
Hardingbam et al., 1986). O sitio de ligag¢&o para interagir com o AH ¢ especifico, porém é
estabilizado por proteinas de ligagdo (Hardingham et al., 1986). A proteina de ligagio (44 -
48 kDa) € rica em aminoécidos aromaticos, tirosina e fenilalanina, os quais deverm contribuir
para a hidrofobicidade dos PGs (Caterson & Baker, 1979; Neame et al., 1985). A outra
extremidade do esqueleto protéico € rica em cadeias de CS (100 kDa) ligados
covalentemente. Esta regifio contém 90% do peso seco da molécula, sendo importante para
a funcdo dos PGs e para a manutengfio das caracteristicas fisicas da cartilagem (Heinegérd,
1977, Lohmander, 1988). As cadeias de CS de cartilagem de disco intervertebral e septo
nasal podem variar tanto no seu comprimento como na posigio de seus radicais sulfato
(Robinson & Hopwood, 1973). Entre a regifio rica em CS ¢ a regido de ligagio ao AH,
encontra-se uma regido rica em QS com 30 a 60 cadeias (20 a 25 kDa) e oligossacarideos
O-ligados (Heinegird, 1977; de Lucca et al., 1980; Hascall, 1981; Heinegird & Paulsson,
1984).

As diferengas no tamanho do esqueleto protéico, na quantidade de cadeias laterais de
GAGs e no comprimento destas cadeias sfo responsaveis pela polidispersidade de uma

populagiio de PGs (Hascall & Sajdera, 1970 ; Hascall & Riolo, 1972; Heinegard, 1977;



Heinegard & Paulsson, 1984). A quantidade de GAGs varia entre as diferentes zonas de
uma mesma cartilagem. Por exemplo, em cartilagem articular bovina, 0s PGs da superficie
(200 um de profundidade) diferem daqueles de camadas mais profundas (240 - 1040 pm).
Nas camadas profundas proximas a jungfo cartilagem-osso, os PGs sdo de tamanho menor,
a regifio rica em CS diminui e contém uma quantidade maior de PGs nfio agregantes. Nas
camadas superficiais, a quantidade de CS ¢ menor e quase todos os PGs interagem com o
AH (Franzén et al.,, 1981).

Além dos PGs agregantes, a cartilagem contém aimda PGs de alto peso que niio se
ligam ao AH. Estes representam um grupo distinto com algumas semelhangas estruturais,
Enquanto os PGs agregantes representam 50 - 85% dos PGs presentes em diferentes
cartilagens, ©0s ndo agregantes representam 10 - 40%, Estes Gltimos sdo encontrados em
maior quantidade em disco intervertebral e cartilagem articular ¢ menor quantidade na
cartilagem nasal (Heinegard & Sommarin, 1987).

Outra populagio de PGs s#io os de baixo peso, representando 10% do contetdo de
PGs da cartilagem. Néo interagem com o AH e a composiciio de aminoacidos é diferente
dos grandes PGs (Heinegard et al., 1981). Os PGs de baixo peso sdo decorim (PG-S2, PG
IL, PG 40), biglicam (PG-S1, PG I) e fibromodulim (FM) ou proteina de 59 kDa (Heinegard
& Oldberg, 1989). Decorim e biglicam sfio encontrados principalmente em pele, tenddo,
esclera e cartilagem (Rosenberg et al., 1991; Choi et al, 1989). O decorim tem sido
encontrado associado as fibrilas de colageno (Scott & Orford, 1981), e h4 indicios de que é
capaz de inibir sua fibrilogénese. Ambos ligam-se também 3 fibronectina e inibem sua adesdo
ao fibroblasto (Choi et al., 1989). A proteina central possui Mr de 40.000 daltons, sio
estruturalmente relacionadas e geneticamente distintas (Heinegérd et al., 1985; Hedbom &
Heinegérd, 1993). O decorim contém uma sequéncia repetitiva de 25 aminoacidos e uma

cadeia simples de CS ou DS ligada a extremidade N-terminal da proteina (Mann et al.,



1990). Biglicam contém duas cadeias de CS ou DS localizadas na mesma extremidade da
molécula. Identificado em superficies celulares e na regifio pericelular, estando envolvido na
morfogénese e diferenciagio (Hardingham & Fosang, 1992; Kresse et al, 1993), Estes
pequenos PGs foram primeiramente isolados da cartilagem nasal (cadeias de CS), sendo
encontrados também em cartilagem articular (cadeias de DS) (Heinegird & Sommarin,
1987). O FM apresenta 4 cadeias de QS em um dominio central e varios residuos de tirosina
sulfatados na porgio N-terminal (Oldberg et al, 1989). Em tendfio, o FM e o decorim
parecem interagir com o coldgeno e interferir em sua fibrilogénese (Heinegérd & Sommarin,

1987, Hedlund et al, 1994). Assim podem alterar a interacfio fibrila-fibrila e fibrila-

das fibrilas de colageno, recebeu o nome de FM (Kresse et al., 1993). Em cartilagem xifoide
de frango, FM foi encontrado principalmente na regido central (carina), podendo estar
relacionado com a maior presenca de forga de compressio que ocorre nesta regifo (Gomes
& Pimentel, 1994). O FM também ja foi encontrado em cartilagem articular bovina
(Heinegérd et al., 1986). Eletroforese da cromatografia da fragdo D4 da tibia e regidio da
crista da face patelar do fmur, indicam que este PG se apresenta na forma de um agregado
sob condi¢Bes ndo redutoras ( Esquisatto, manuscrito em preparagio).

A MEC contém ainda uma série de proteinas ndo colagénicas, tais como: proteina de
58 kDa, fibronectina, proteina de 148 kDa ou proteina da matriz da cartilagem (CMP),
proteina oligomerica de matriz cartilaginosa com alto peso molecular (COMP), proteina de
21 kDa (Ch 21), proteina de 36 kDa, ancorim, condrocalcim, tenascina, trombospondim,
proteina catibnica de baixo peso (PARP) (Heinegérd & Pimentel, 1992). Anagnostides e
colaboladores (1990) isolaram da cartilagem esternal de frango outras duas glicoproteinas
com Mr de 92 e 56 kDa. Estas glicoproteinas apresentam uma composicio diferente de

aminoacidos e carboidratos, e por imunoquimica, comprovaram que ndio fazem parte de



moléculas maiores, nem apresentaram uma estrutura parecida com outras proteinas ji
conhecidas. Embora tenham sido descritas, ainda nio se sabe o papel da maioria dessas
glicoproteinas na matriz. A tenascina-C, uma grande glicoproteina da MEC, esta associada a
cartilagem articular e ao desenvolvimento do tecido das articulacSes. Esta proteina também
interage com as células através de receptores como sindecans e integrinas. Koyama e
colaboladores (1995), em estudo com embrido de frango mostraram que sindecam-3 e
tenascina-C estdo presentes em cartilagens como da traquéia e estio envolvidos no
desenvolvimento do esqueleto, pois s8o encontrados em cartilagens de embrides e recém-
nascidos.

Hoje acredita-se que as moléculas de colageno, PGs e proteinas nfo colagénicas,
juntas, s30 responsaveis pela organizacfio estrutural e funcional dos tecidos conjuntivos em
geral,

Estdo sendo estudadas as propriedades mecanicas dos tecidos conjuntivos
especialmente cartilagens, e tudo indica que estas propriedades estio relacionadas a
organizagdo molecular, principalmente de coldgeno e PGs (Vidal & Vilarta, 1988; Skerry et
al., 1990). Reconhecimento e adesdo sio essenciais para a célula detectar a concentragdio, os
tipos de macromoléculas da MEC, como também a variagdo bioquimica que ocorre de
acordo com a fungdio do tecido conjuntivo (Vidal, 1993). Os PGs contribuem para a
organizagdo molecular do tecido gracas a sua propria estrutura e a capacidade de interagio
com outros componentes da MEC (Vidal & Mello, 1984; Vidal, 1993).

Doengas como artrite reumatodide, osteoartrite e outras, podem afetar a integridade
normal da cartilagem. Como consequéncia hid uma grande perda de PGs e outras
glicoproteinas de cartilagem. A perda de interagdio entre as macromoléculas da MEC leva
uma destruicdo mecénica do tecido e 4 remocio completa da cartilagem da superficie da

juntura. A cartilagem articular de frango tem sido usada como modelo experimental para a



indugdo de artrose (Graf et al,, 1993), porém a ultracstrutura desta cartilagem é pouco
conhecida. Graf e colaboradores (1993) realizaram estudos de microscopia de luz e
eletrOnica dessa cartilagem e compararam com a cartilagem articular de mamiferos, O
arranjo das fibras colagénicas, as caracteristicas da superficie articular, o niimero e as
caracteristicas dos condrocitos, foram diferencas encontradas entre as cartilagens articulares
humana e de frango. Sendo assim, concluiram que modelos utilizando frangos ndo sdo
adequados, em nivel de comparagdo, para estudos de degeneracdo da articulagio humana,
Itay e colaboradores (1987), fizeram uma breve descrigdo histolégica da cartilagem articular
de frangos. O c¢bndilo tibial é recoberto por uma cartilagem com 0,35 + 0,1 mm de
espessura, dividido em 3 zonas. A camada superficial com pequenos condrécitos embebidos
em uma MEC, a zona intermedidria com 5 a 7 camadas de células em uma matriz hialina, e a
zona profunda com 8 a 11 camadas celulares onde 0s condrécitos se arranjam em grupos
isogénicos.

Em bipedes, para estabilizar a juntura é necessrio um forte ligamento colateral, um
processo extensor anterior na tibia e o ligamento intra-articular (Van Sickle & Kincaid,
1978). A leveza e a resisténcia sdo os principais aspectos exibidos pela maior parte do
esqueleto das aves. A resisténcia e a rigidez sdo atingidas pela fusdio dos ossos. Os tarsicos e
metatarsicos da perna exibem a fusfio e a supressio associadas. Deste modo, pode-se falar
de tibiotarso (TT) seguido por um tarsometatarso (TMT) (Fig. 1).

O TT € o maior dos ossos da perna. Ele é caracterizado por condilos para a
articulagdo com o fémur na regidio proximal. A parte lateral do eixo superior apresenta uma
crista para inser¢do da fibula. A extremidade distal do TT, apresenta condilos proeminentes
para a articulacdo com o TMT.

O TMT adulto € caracterizado, na regifo proximal pela presenga de cotilas interna e

externa para a articulagfio com o TT (Feduccia, 1981).



As aves apresentam um menisco medial em forma de C e um lateral menor, intacto e
eliptico. O menisco lateral ndo est4 ligado posteriormente ao fémur ou 4 tibia apresentando
maior mobilidade que o medial que esta preso anteriormente e posteriormente (Barnett,
1954; Van Sickle & Kincaid, 1978). O menisco é formado por uma fibrocartilagem onde a
forca de tensio € menor que no tenddo, porém maior que na cartilagem hialina. Quanto a
forga de compressio ¢ semelhante & cartilagem hialina, porém menos intensa (Benjamin &
Evans, 1990).

Apesar de conhecido o aspecto anatdmico desta regifio articular das aves, pouco se
sabe sob o aspecto bioquimico. Devido & isso, procuramos iniciar um estudo bioquimico da

MEC que compde esta cartilagem articular.



Fig.1: Aspectos anatémicos do tornozelo de frango. Em A pode ser visto o tibiotarso
(TT) e tarsometatarso (TMT). Em B1 a cartilagem que recobre a porgo distal do TT e em
B2 a porgdo proximal do TMT.
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Objetivos:

Nosso trabalho teve como finalidade:

1- Determinar o contetdo de proteina ¢ 4cido urbnico presente na MEC de
cartilagens articulares da regifio distal do TT e regidio proximal do TMT.

2- Detectar as proteinas ndo colagénicas e pequenos PGs da MEC de cada regido.

3- Identificar os tipos de GAGs presentes em cada regido.

4- Caracterizar os PGs das duas regiGes.

5- Estabelecer a relagdo entre a composi¢io da MEC da cartilagem articular da
regido distal de TT e da regifio proximal de TMT, com a for¢a de compressio presente na

articulacdo estudada.



MATERIAL E METODOS

1. Reagentes

- Aldrich Chemical Company: Propileno-diamino
Azul de dimetilmetileno (DMMB)

- Bio-Rad: Agarose

- Carlo Erba:Tiossulfato de sodio
Fosfato de s6dioc monobdsico e bibasico
Fosfato de potassio monobasico e bibasico

Sulfito de sddio

- Chemco: Glicerina

Acido acético glacial
- Chimie Test: Persulfato de amdnio
- Ecibra Reagentes Analiticos: Glicina
Uréia

Citrato de sddio

- Gurr: Azul de alcian

11
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- Merck: Agarose
Tris-hidroximetil aminometano
Etanol
Metanol
Acido sulfiirico
Acetona
Nitrato de prata
Azul de toluidina
N-Cetyl, N, N, N, trimetil amoniun bromide (Cetavlon)

Eter de petroleo

- Pharmacia: Padrio de peso molecular (MW)
Dietilaminoetil-Sephacel (DEAE-Sephacel)
Sepharose CL-6B

- Reagen Quinbds Indistrias Quimicas S/A: Acetato de sddio

- Sigma Chemical CO: Acrilamida
Carbazol
N-N'- metileno-bis-acrilamida
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
N,N,N',N'- tetrametilenodiamina (TEMED)
Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
2-Mercaptoetanol (2-Me)
Cloreto de guanidina (Gu-HCI)
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Cloreto de césio (CsCl)
Condroitinase AC (Chase AC)
Condroitinase ABC (Chase ABC)
Tween 20

Glucuronalactona

- Synth: Acido fosférico

- Vetec: Azul de Bromofenol
Carbonato de s6édio
Cloreto de sodio

Formaldeido

2. Obtencio da Cartilagem Articular

A cartilagem articular fresca foi obtida de frangos com aproximadamente 45 dias de
idade, linhagem Hy-line. As cartilagens retiradas das regides distal do TT e proximal do
TMT foram picadas e homogeneizadas com solugfo de PBS (NaCl 0,15M, tampdo fosfato
de so6dio 5SmM pH 7,4). A homogeneizagdo foi realizada em banho de gelo, durante 1
minuto por 3 vezes, com 30 segundos de intervalo. Apos centrifugagdo o precipitado foi

utilizado para extracio.
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3. Extracio dos Componentes de Matriz

A extragio foi com Gu-HCl 4M em tampdo acetato de soédio SOmM pH 5,8
contendo inibidores proteoliticos: PMSF 1mM e EDTA 10mM. A proporgio empregada foi
de 15ml de solu¢do de Gu-HCl para cada grama de cartilagem. As extracdes foram
realizadas a 49C durante 24 horas sob agita¢do constante. Apds este tempo, o material foi
centrifugado a 20.000 RPM durante 30 minutos a 4°C (Rotor JA - 20 , Beckman). O
sobrenadante, contendo o material extraido, e o precipitado foram estocados separadamente

a =200C.

4. Ultracentrifuga¢io em Gradiente de Cloreto de Césio (CsCl)

A centrifugacdo em CsCl foi feita segundo Hascall & Sajdera (1969). Apéds
obtenclo do extrato com Gu-HCl 4M foi adicionado 0,35g de CsCl/g de extrato, de modo
que a densidade ficou em torno de 1,35g/ml. A centrifugagiio foi a 34.000 RPM (ra,
62,5mm, 80.000g) a 15°C durante 62 horas (Rotor 80 Ti, Beckman). Apds centrifugacio
cada tubo foi dividido em quatro partes iguais e as fragdes denominadas D1 (fundo do tubo),
D2, D3 e D4 (topo do tubo) (Heinegérd & Sommarin, 1987). As fragdes foram estocadas a
“200C.
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5. Dosagens

5.1 - Proteinas

A dosagem de proteina do extrato total e das fragdes D1,D2,D3 ¢ D4 foi feita pelo
método de Bradford (1976), utilizando o espectrofotdmetro HP - 8452A. A leitura foi feita
em 595nm. Uma curva padriio foi utilizada com BSA nas seguintes concentra¢des: 100,

200, 400, 800 e 1.000 pg/ml,

5.2 - GAGs

O contetdo de 4cido urdnico (AU) do extrato total e das fragdes obtidas apds o
gradiente de CsCl foi determinado pelo método de carbazol segundo Dische (1947). Uma
curva padrio foi utilizada com glucuronalactona nas seguintes concentracdes: 5, 10, 40 ¢
100 pg/ml. A leitura foi feita em espectrofotdmetro Spektromon 195 D em 530nm.

A quantidade de GAGs sulfatados presentes nas fragdes apés cromatografia de gel
filtracdo foi determinada pelo método do DMMB segundo Farndale et al., (1986). A leitura
foi feita em 525nm, utilizando o espectrofotOmetro HP - 8452A,

6. Digestio Enzimaitica
6.1 - Papaina

A extragdo total dos GAGs foi feita a partir de 1g de cartilagem para 15ml de

solugdo. A degradacfio da parte protéica foi feita com papaina (40mg/g de tecido) em
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tampdo citrato de sddio 30mM pH 3,5 contendo EDTA 40mM e 2-Me 80mM a 50°C por
24 horas. O digesto foi centrifugado a 20.000 RPM (Rotor JA - 20 , Beckman) por 30
minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de etanol. Apos 24 horas a 4°C, o
precipitado foi coletado por centrifugagdo, a 18.000 RPM (Rotor JA - 20 , Beckman) por
10 minutos, € lavado com 15ml de acetona. O precipitado foi recuperado por centrifugagdo,
secado em estufa a 37°C (Michelacci & Horton, 1989).

Amostras do extrato total e da fragdo D1 apds cromatografia de exclusio foram
incubadas com 100pl de tampdo fosfato de potassio 100mM pH 6,5 contendo papaina
(2,6 mg/ml), NaCl (9 mg/ml), L-cisteina (0,8 mg/ml) e EDTA (9 mg/ml) durante 24 horas a
37°C (Heinegéard & Sommarin, 1987). Apds a digestdo as amostras foram analisadas em gel

de agarose-propileno ( vide em material e métodos item 8.3, pag. 19),

6.2 - Condroitinase ( Chase )

Amostras da fragio D1 apds cromatografia em gel filtragfio foram incubadas com
0.02U de Chase ABC durante 24 horas a 37°C. Ap6s digestio as amostras foram analisadas
em gel de agarose-propileno ( vide material e métodos item 8.3, pag. 19).

7. Cromatografias

7.1 - Cromatografia de Troca Ionica

A fragdo D4 foi cromatografada em coluna com DEAE - Sephacel. Essa resina foi
equilibrada com 16 volumes de tamp#o Tris-HC1 200mM pH 7,5 e a seguir com 20 volumes

de tamp&o Tris-HCI 20mM pH 7,2 contendo uréia 7M. As amostras foram dialisadas com o
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tampdo contendo uréia, durante 48 horas a 4°C e sob agitagiio constante, A eluicdo do
material foi feita utilizando gradiente de NaCl 0-1,5M. A absorbéncia em 280nm
(espectrofotdmetro  HP-8452A) e a condutividade (condutivimetro HI-8819N) foi

determinada para cada fragdo coletada.

7.2 - Cromatografia de Exclusio em Gel Filtraciio

A frag8@o D1 de cada regifio foi submetida & filtragio em gel de Sepharose CL-6B
equilibrada com Gu-HCI 4M. As dimensSes da coluna foram 0,9 x 120 ¢cm, com fluxo de
60 ml/hora, sendo a eluicdo efetuada com o tampdo descrito acima. Aliquotas de 1 ml
foram coletadas e o contetido de GAGs sulfatados foi determinado pelo método do DMMB
segundo Farndale et al. (1986).

8. Eletroforeses

8.1 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS foi feita segundo Zingales (1984). As
amostras obtidas, apos cromatografia de troca iénica da fracio D4, foram analisadas em
gradiente de 4 a 16%, e da fragio D1 em gradiente de 3 a 7,5%. As amostras foram
anteriormente precipitadas em solugio de acetato de sodio 1M pH 5,8 e etanol. O
precipitado obtido foi dissolvido em tampdio Tris-HCl 62mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol
10%, EDTA 1 mM e azul de bromofenol 0,01% na auséncia ou presenga de 2-Me (0,2%) e

fervidas durante 5 minutos. O tampdo utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25mM,
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glicina 190mM e SDS 0,1%. A corrente aplicada foi de 25mA durante 3 horas. Padrdes de
peso molecular foram sempre analisados em paralelo e continham: catalase (232.000),
lactase desidrogenase (140.000), fosforilase b (94.000), albumina sérica bovina (67.000),
ovoalbumina (43.000), anidrase carbnica (30.000), inibidor tripsina (20.100) e «-
factalbumina ( 14.400).

A colorag8io do gel de 4 a 16% foi feita pelo método da prata segundo Blum et al.,
(1987). O gel foi fixado em uma solugdo contendo metanol 50%, acido acético 12% e
0,05ml de paraformaldeido a 37% durante 1 hora. Apds a fixagdo, foi lavado em etanol 50%
durante 20 minutos (3x). O gel foi entfio tratado, durante 1 minuto, com tiossulfato de sddio
(0,02%). O excesso foi removido por lavagem do gel com Agua destilada (3x - 20
segundos). A impregnagdo foi realizada em solugio de nitrato de prata (0,2%) contendo
0,075ml de paraformaldeido 37% durante 20 minutos. O excesso foi removido por lavagem
do gel com agua destilada (3x - 20 segundos). A redugdo da prata foi feita com uma solugéo
de carbonato de sédio (6%) contendo 0,05ml de paraformaldeido 37% e tiossulfato de sédio
(4mg/l). Apos lavagem com agua destilada o gel foi imerso, durante 2 minutos, em uma
solugdo de metanol 50% e acido acético 12%. A estocagem foi feita a 4°C em metanol
50%. Todas as etapas foram realizadas & temperatura ambiente com agitacio constante. As
massas moleculares foram inferidas por cdlculo de Rf e regresssio dos marcadores (Klaus &
Osborn, 1969).

Além da impregnacio por prata, foi utilizada a coloragdo por azul de alcian com
concentragdo critica de eletrdlitos (CEC) (Gomes et al., submetido para publicagdo). O gel
foi fixado como descrito para impregnagfo pela prata (1 hora) , lavado em agua destilada
(1 hora) e repetindo todo ¢ procedimento mais uma vez na mesma ordem. O corante foi
preparado em concentraco de 0,05% em tampéo acetato de sodio 0,2M pH 5,8 com MgCl

1,0M. A seguir o gel foi imerso em solucfio corante durante 16-18 horas sob agitacdo



1%

constante 4 temperatura ambiente. Ap6és a coloragdio, o gel foi estocado pelo método
descrito acima.
Para o gel de 3 a 7,5% foi feita coloragfio com azul de alcian segundo Maller et al.,

1993.

8.2 - Eletroforese em Gel de Agarose-Poliacrilamida

Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida (0,6:1,2%) (p/p) foi realizada segundo
Heinegard & Sommarin (1987).

Amostras obtidas da fragdo D1, apds cromatografia de exclusio em gel filtraco,
foram precipitadas em solucdo de acetato de sodio 1M pH 5.8 e etanol. O precipitado
obtido foi dissolvido em tampdo Tris 40mM pH 6,8, Na,SO; 1mM contendo glicerol 40%.
As amostas foram fervidas durante 10 minutos. O tamp#o utilizado nas cubas de eletroforese
foi Tris 10mM pH 6,8, Na;SO; 0,25mM e EDTA 0,25mM. Para cada gel foram aplicados
20 mA durante lhora e 50 minutos. A coloracfio foi feita com azul de toluidina (A.T)

0,02%.

8.3 - Eletroforese em Gel de Agarose-Propileno

Os GAGs obtidos da digestio com papaina foram analisados em gel de agarose
segundo Dietrich & Dietrich (1976). Foram aplicados no gel 5ul da solu¢do contendo GAGs
do extrato total de cada regifio e das amostras obtidas da fragfio D1 apés cromatografia de
exclusfo em gel filtragfio. O tampio utilizado na cuba de eletroforese foi propileno diamino

0,05M pH 9,0. As condicdes de corrida foram: 30mA, 120V, durante 2 horas. Os géis foram
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fixados com Cetavlon (N-Cetyl, N,N,N, Trimetil Amoniun Bromide) 0,1% e corados com

A.T. 0,1% em etanol 50% e 4cido acético 1%.

9.  Transferéncia FEletroforética de Proteinas para Nitrocelulose

("Immunoblotting™)

ApéGs eletroforese em gel SDS-PAGE 7,5%, as proteinas foram eletricamente
transferidas para o papel de nitrocelulose de 0,45um (Schieicher & Schiill, Dassel, WwG),
segundo Towbin & Gordon (1979) usando tampdo de transferéncia (Tris 25mM, glicina
192mM e metanol 20%) através de corrente constante de 10 volts por 16 horas e 70 volts
por 4 horas, a 4°C. Para verificar se houve a transferéncia, a membrana foi corada pelo
metodo de Ponceau S (0,5% Ponceau S em 4cido acético 1%.). O papel foi embebido e
deixado em solugdo TST ( Tris 10mM, NaCl 0,15M, Tween 0,2%) durante 18 horas a
temperatura ambiente. A seguir, a fita de nitrocelulose foi incubada com soro de coelho anti-
FM de galinha (1:20) durante 18 horas, a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado
soro de porce anti-Ig total de coelho marcado com peroxidase (1:500) durante 2 horas a
temperatura ambiente. A atividade enzimatica foi detectada com solugiio DAB {50mg de
diaminobenzidina em 100ml de tampo fosfato de sédio SOmM pH 7,4) seguida de adigdo
de H,0; 0,001% final.
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RESULTADOS

1 - Dosagem de Proteina

A dosagem de proteina do extrato total da cartilagem articular de frango tratada com
Gu-HC1 4M foi 0,49 mg/ml para TT e 0,81 mg/ml para TMT ( Fig. 2).

Andlise das fragSes de ultracentrifugaciio mostrou que a concentragdo de proteinas
foi maior na fragdo D4TMT com 2,64 mg/ml enquanto que D4TT apresentou 1,60 mg/ml,

As fragbes que apresentaram a menor concentragio de proteinas foram DITT
(0,09 mg/ml) e DITMT (0,14 mg/ml).

2 - Dosagem de Acide Urdnico

A dosagem de 4cido urbnico do extrato total das regides TT ¢ TMT foi de
0,14 mg/mi e 0,23 mg/ml, respectivamente ( Fig. 3 ).

As fragbes de ultracentrifugagdo que apresentaram maior concentracdo de acido
urdnico foram DITT (0,80 mg/ml) e D1 TMT (1,51 mg/ml).

As fragdes DATT e D4TMT apresentaram a menor concentragio de acido urdnico

sendo 0,06 mg/ml e 0,03 mg/ml respectivamente.

3 - Anilise da Fracio D4 das Regides Tibiotarso e Tarsometatarso Apés

Cromatografia ¢ Eletroforese
3.1 - Regido Tibiotarse (TT)
O perfil cromatografico da regiio TT em cromatografia de troca idnica (Fig. 4A)

mostrou dois picos antes do gradiente relativos s proteinas nfo ligadas ao DEAE. Apés a

aplicag@io de um gradiente linear, um Gnico pico foi eluido.
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Fig. 2: Dosagem de proteina do extrato total {TE) e das fragdes (D31,D2,D3 e D4}
apds o gradiente de CsCl, das regites TT & TMT.
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Fig. 3: Dosagem de AU do exirato total (TE) e das fragBes (D1, D2, D3 e D4)

apds o gradsente CeCl, das regides TT e THMT.
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As fragdes obtidas apds cromatografia foram analisadas em SDS-PAGE na presenca
e auséncia de 2-Me. Em SDS-PAGE pode ser visto que o material que ndo se ligou ao
DEAE (“slot” 5) predomina coldgeno na auséncia (Fig. 4B) ou presenga (Fig. 4C) de 2-Me.
Apds o gradiente essa molécula continuou sendo eluida. Um componente de 250 kDa (Fig.
4B) ¢ evidente na auséncia de 2-Me, no entanto na presenga de 2-Me parece migrar na
posigdo de 59 kDa (Fig. 4C). Esta proteina estd presente em todas as fra¢des eluidas da
coluna.

Proteinas com Mr abaixo de 50 kIDa estio presentes em condi¢des ndo redutoras,
porém com maior intensidade na presenga de 2-Me. A proteina com 46 kDa se apresentou
mais evidente nas fragdes 13 ¢ 14 (Fig. 4B). Um tnico componente polidisperso migrou em
torno de 70 kDa, com ou sem 2-Me. Este componente estava presente nas fragdes eluidas

da coluna com concentragio de NaCl entre 0,2 e 0,4M.

3.2 - Regido Tarsometatarso (TM'T)

O cromatograma da regifio TMT (Fig. 5A) apresentou um pico apds aplicagdo do
gradiente. As frages obtidas apos cromatografia foram analisadas em SDS-PAGE (Figs. 5B
e 5C).

Uma proteina com Mr de 94 kDa pode ser vista na auséncia de 2-Me ( Fig. 5B ) e
desaparece em condi¢des redutoras (Fig. 5C). A elui¢do dessa proteina ficou na faixa entre
0,11 a 0,16M de NaCl Proteinas com Mr de 160, 150 e 69 kDa estio presentes na analise
com e sem 2-Me.

Uma proteina proeminente na posi¢io de 59 kDa foi encontrada somente em
condi¢bes redutoras.

O tnico componente polidisperso observado apresentou Mr em torno de 70 kDa na

auséncia ou presenca de 2-Me. Este componente foi eluido entre 0,16 a 0,36M de NaCl .

Para as duas regiGes analisadas em SDS-PAGE pode ser visto que:
-algumas proteinas com Mr de 46, 36 e 30 kDa foram encontradas em ambas
regides,

-0 colageno foi eluido antes e depois do gradiente tanto em TT como em TMT,
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-em condi¢des redutoras predominou o componente de 59-60 kDa.

4 - Identificacio de FM na fracdo D4

No teste de "immunoblotting" (Fig. 6A) o anticorpo anti-FM reconheceu o
componente com 59 kDa na presenga de 2-Me para ambas regides. O componente com
250 kDa foi reconhecido somente na regiio TT na auséncia de Me.

Resultado semelhante foi obtido pelo método do CEC/azul de alcian (Fig. 6B),

mostrando a presen¢a de FM nas regides TT e TMT.

5 - Anilise da Fragio D1 das Regides TT ¢ TMT Apés Cromatografia e

Eletroforese

5.1 - Regifio Tibiotarse (TT)

Na figura 7A esta representado o cromatograma da fragdo DITT em Sepharose
CL-6B. Essa fragfio apos analise apresentou um pico de eluigio logo ap6s o volume morto
(Vo) com Kav de 0,08. O material eluido dessa cromatografia foi analisado em SDS-PAGE
(gradiente de 3 - 7,5%) (Fig. 7B). Nas fracles 16,18, 21 e 25 pode ser visto o material
retido no gel de empacotamento indicando presenga de grandes PGs. Nas fragdes 21, 25, 31
e 34 pode ser observado componentes que entraram no gel de corrida correspondendo aos
componentes de menor peso pois foram eluidos proximo ao volume total (Vt) com Kav de
0,91.

Os resultados foram os mesmos para amostras na presenga ou auséncia de 2-Me.

A andlise dos PGs (Fig. 7C) foi feita em gel de agarose-poliacrilamida. O material
eluido em um pico apresenta somente uma populagiio de grandes PGs. Esses componentes

se apresentaram intensamente metacromatico, porém do mesmo tamanho.
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Fig. 6: Em A "immunoblotting” das fra¢des eluidas da cromatografia de troca idnica
e tratadas com soro de coelho anti-FM. Pode ser vista reagdo positiva em TT e TMT.
Em B as mesmas amostras se apresentam coradas por Coomassie blue e pelo
método CEEC/azul de alcian com 1M de MgCl.
+SH: com 2-Me ; -SH: sem 2-Me
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Fig. 7. A - Cromatograma da fragdo DITT apés cromatografia em CL-6B.
Absorbdncia em 526nm.

B - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS em gradiente (3-7,5%) das
fragdes do cromatograma com e sem 2-Me. Condigdes: corrente 25 mA durante 3 horas.
Coloragédo por azul de alcian.

C - Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida das fragbes do cromatograma.

Condigdes: corrente 20 mA durante 1 hora e 50 minutos. Coloragiio com AT.
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5.2 - Regido Tarsometatarso

O cromatograma da fragdo DITMT em Sepharose CL-6B esta representado na
figura 8A. Apds Vo, com Kav de 0,08, um Gnico pico foi eluido. Em SDS-PAGE (Fig.8B)
foi possivel verificar nas fragdes 16, 18 ¢ 20 PGs de alto peso que permaneceram no gel de
empacotamento. Nas fragSes proximo ao Vi, com Kav de 0,91, existe uma populagio de
PGs que entrou no gel de separacdo. Na eletroforese, em gel de agarose-poliacrilamida (Fig.

8C), uma Uinica banda metacromatica ¢ polidispersa foi observada para as fragbes 16 a 24.

6 - Analise do Digesto com Papaina em Gel de Agarose-Propileno

Na figura 9 estd representada a analise dos GAGs presentes nas regides TT ¢ TMT.
O GAG presente no extrato total tanto de TT como TMT (Fig. 9A) é o CS. Apés
cromatografia em Sepharose CL-6B nas fragdes analisadas, 17,19 ¢ 22 para TT ¢ 17, 20 ¢
24 para TMT (Fig. 9B e C respectivamente) aparece uma banda com migragiio entre os
padrées CS e DS. Essas fragdes foram incubadas com chase ABC (Fig. 9D) ficando
demonstrado que 0 GAG presente € CS.
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Fig. 8 A - Cromatograma da fragio DITMT apés cromatografia em CL-6B.
Absorbancia em 526nm.

B~ Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS em gradiente (3-7,5%) das
fragdes do cromatograma com e sem 2-Me. Condi¢des: corrente 25 mA durante 3 horas.
Coloragéio por azul de alcian.

C - Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida das fragdes do cromatograma.

Condigdes: corrente 20 mA durante 1 hora e 50 minutos. Colora¢io com AT.
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DISCUSSAO

A cartilagem articular € classificada como cartilagem do tipo hialina. Esta cartilagem
recobre a extremidade dos ossos longos, promove a lubrificagio da superficie da juntura e
absorve o impacto que existe normalmente nesta superficie (Fung, 1981). A propriedade
quimica e estrutural das moléculas que compdem a cartilagem & produzir elasticidade
(capacidade de reassumir a forma e textura original apds a deformacgfio) e resisténcia as
forgas de tensdo (capacidade de distribuir a forga e resistir ac rompimento). Esta resisténcia
a for¢a de tensdo € promovida pelo colageno, enquanto a elasticidade pelos PGs (Caplan,
1984). Este pode ser um modelo usual para se entender as propriedades mecénicas do
tecido, embora seja uma descrigdo simplificada da composigio e organizagdo da MEC.

As diferengas na MEC tem sido descritas entre diferentes zonas de uma mesma
cartilagem, onde na superficie a quantidade de PGs € menor do que nas zonas mais
profundas (Guilak et al., 1994). A organizacio da matriz também varia com a forca
biomecéanica existente nas articulagcGes (Miiller et al.,, 1989) e com a idade {Axelsson &
Bjelle, 1979; Inerot & Heinegard, 1983), tendo influéncia na fungfo normal da cartilagem. A
cartilagem articular estd frequentemente envolvida em processos inflamatérios que resultam
na destruicdo do tecido com degradacio de macromoléculas da MEC (Heinegérd & Saxne,
1991), como ocorre na osteoartrite (Guilak, 1994), na discondroplasia tibial (Lowther et al.,
1974; Thorp et al, 1995) e distrofia da cartilagem (Lowther et al, 1974). Analise
bioquimica da cartilagem articular de cdes com osteoartrite, demonstrou uma diminuigio de
37% do conteudo de PG e 36% do conteido de coldgeno (Guilak et al., 1994). A
diminuicdo no conteudo de PGs esta presente em cartilagens que apresentam distrofia
(Lowther et al., 1974) ou discondroplasia (Thorp et al.,, 1995). Axelsson & Bjelle (1979)
analisando cartilagem da epifise femoral bovina demonstraram que o conteido de AU ¢é
maior em animais mais velhos do que em recém-nascidos ou adultos jovens. Resultados
semelthantes foram encontrados por Inerot & Heinegard (1983) em cartilagem traqueal

bovina fetal, jovem e de adulto.



39

A falta de solugdes terapéuticas definitivas para doencas que afetam a cartilagem
articular, se deve em grande parte & falta de mais conhecimento sobre os componentes da
MEC e as interagdes destes componentes entre si e com as células presentes no tecido.
Também faltam informacSes sobre o papel destes componentes, principalmente, pequenos
PGs e proteinas ndo colagénicas na MEC. Utilizando cartilagem articular de frango,
pretendemos além de conhecer os componentes da MEC desta cartilagem, estabelecer uma
relagdo entre estes componentes e a presenga de forga biomecanica.

Para quantificar os constituintes da MEC, obtidos em extratos com Gu-HCI das duas
regides analisadas TT e TMT, foram utilizados métodos de dosagem de proteinas e AU. A
dosagem de proteinas demonstrou que, na cartilagem articular de frango, a regiio TMT
possui uma concentra¢do de proteinas maior do que a regido TT para o extrato total. Do
mesmo modo, TMT apresentou um contetdo maior de AU do que TT. Essas diferengas
observadas na quantidade de proteinas e AU representam uma diferenga de composigio
entre as duas regides analisadas. O conteudo da MEC pode variar dependendo da forca
biomecdnica existente na articulagéo, pois essa forga tem influéncia na cartilagem normal.

A ultracentrifugagio em CsCl nos permitiu uma separagio das proteinas n#o
colagénicas dos PGs. Experimentos desenvolvidos por Hascall & Sajdera (1969)
apresentaram resultados que estdo de acordo com os resultados encontrados. Com relagio a
dosagem de AU, a fracdo D1 possui um contetdo maior, onde estdo concentrados os PGs
agregantes € de alto peso. A regiio D1 TMT apresentou 1,52 mg/m! enquanto DI1TT 0,80
mg/ml. Na fracdo D4 estdo concentradas as protefnas nfio colagénicas; a regiio TMT
apresentou um contetido protéico de 2,64 mg/ml enquanto TT apresentou 1,60 mg/ml. Este
resultado pode ter ocorrido devido a forga de compressio que TMT recebe suportando todo
o peso do animal.

As proteinas ndo colagénicas que representam 5% das proteinas da MEC (Kuettner
et al., 1991) estdo parcialmente caracterizadas e apresentam diferentes fungdes biologicas
(Heinegard & Oldberg, 1989). O contetido protéico da fragio D4 das regiGes TT e TMT foi
analisado através do fracionamento em cromatografia de troca i6nica. Nas fragdes que
eluiram antes do gradiente, para ambas regides, foi possivel verificar a presenca

predominante de coldgeno, que ndio se liga ao DEAE. Porém, parte da populagio de
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colageno aparece eluido em todas as fragdes da cromatografia apds o gradiente. Esse fato
ocorre provavelmente pela capacidade do colageno se ligar a outros componentes da MEC,
inclusive aos pequenos PGs, como decorim ¢ FM (Eyre, 1991). A interacfio de PG com
colageno, implicaria em um aumento de cargas negativas, tanto pelo bloqueio de cargas
positivas de colageno, que estariam envolvidas pela ligagdo ao FM ou decorim, como pelas
proprias cargas do pequeno PG. Embora a presenca de colageno Il seja predominante em
cartilagem (Miller & Matukas, 1969; Van der Rest & Garrone, 1991), é preciso mencionar
que ha evidéncias de que outros colagenos, como o tipo IX e XI estdo presentes em
cartilagem articular € contribuem para organizagdo e estabilidade mecénica da rede fibrilar
do colageno II (Eyre, 1991; Eyre et al., 1991). Em cartilagem articular de frango, estudos
anteriores mostraram grande quantidade de coldgeno I na superficie articular (Eyre et
al.,1978). Foi relatado também que, durante o crescimento e maturacio da cartilagem
articular, o colageno tipo II é gradualmente substituido pelo tipo I. Em 20 semanas o
colageno I € essencialmente o Unico tipo de colageno presente na superficie articular. Ja o
colageno II € predominante nas camadas internas da cartilagem articular, provavelmente
inchiindo a zona basal calcificada (Eyre et al., 1978).

A presenca de proteinas antes do gradiente, com o mesmo Mr das que se ligaram no
DEAE, significa que a quantidade em mg de proteina/m! de resina ultrapassou a capacidade
de ligacio da resina. Este foi um procedimento necessario para que se pudesse visualizar
algumas das proteinas presentes em pequena quantidade.

Nas fragdes que eluiram apds o gradiente de NaCl, foi observada a presenga de um
componente de 250 kDa presente apenas em TT na auséneia de 2-Me. Em condicSes
redutoras esta proteina de 250 kDa migrou como um componente de 59 kDa que
corresponde ao pequeno PG FM. Em TMT, apenas o componente de 59 kDa aparece,
independente da presenca ou niio de 2-Me. Através de "immunoblotting” ficou demonstrado
que tanto a proteina de 250 kDa como a de 59 kDa foram reconhecidas pelo anticorpo anti-
fibromodulim. Em outro experimemto em que se empregou a técnica do CEC/azul de alcian,
usando MgCl; 1M, ficou demonstrado a presenca de QS tanto no componente de 250 kDa e

59 kDa presentes em T'T, como no componente de 59 kDa presente em TMT.
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Estes dois experimentos, o do “immunoblotting” ¢ o do CEC, foram de fundamental
importdncia para afirmarmos que temos FM tanto no componente de 250 kDa como no de
59 kDa. Um outro aspecto altamente interessante, jA que nfo foi detectado em outros
modelos experimentais, ¢ o fato de que em TT, o FM esta participando de um processo de
agregaclo que depende da conformagido do PG, pois quando as duas pontes S-S intracadeia
sdo rompidas pelo tratamento com 2-Me, este estado agregado praticamente desaparece, e a
proteina volta a migrar como 59 kDa. A capacidade de auto-agregacfio ja foi citada para
biglicam. Liu e colaboradores (1994) em estudos de cartilagem articular bovina, mostraram
que o biglicam em solventes fisiologicos se encontra em estado oligomérico. Na presenga de
EDTA formam dimeros e na presenca de Zn™" hexdmeros. Com isto demonstraram que o0
biglicam é uma metaloproteina que se liga ao Zn”" formando diferentes oligdbmeros com
propriedades distintas na presenga ou auséncia de Zn”". Como a auto-agregagio ocorre
somente em solventes fisiologicos, onde a proteina central permanece intacta, é provavel
que esta ligagfo seja mediada pela proteina central e ndo pela cadeia do GAG. Com relacdo
ao FM alguns autores demonstraram a associagio do FM ao colageno (Lauder et al., 1994).
Essa associacfo seria importante para influenciar e regular a fibrilogénese do coldgeno
(Hedlund et al., 1994). Esse pequeno PG esta presente em regides onde ocorrem maior
for¢a de tensfio. Em tibia e regifio da crista articular do fémur bovino, esse pequeno PG
parece sofrer auto-agregacfo, pois na auséncia de 2-Me se apresentam com 150 e 140 kDa
respectivamente, indicando também que a integridade das pontes S-S é importante na auto-
agregagio de FM (Esquisatto et al., manuscrito em preparagio). E curioso que cartilagens
de uma mesma articulagdio possam mostrar diferengas entre seus componentes. No caso do
frango, a presenca de agregado de FM em TT e ndo em TMT pode estar relacionada com o
fato de que neste ultimo a presenga de meniscos poderia redistribuir as forcas de
compressdo, € mesmo amenizar esta forca que o TT exerce sobre o FMT. A resposta para
isto poderia vir dos condrécitos que sensiveis s alteragdes na MEC, poderiam produzir FM
com pequenas mudam}as estruturais.

Uma proteina com Mr em torno de 70 kDa, de natureza polidispersa, foi detectada
em TT e TMT. Provavelmente se trata do pequeno PG, decorim. Esta polidispersidade é
devido as cadeias de GAGs ligadas ao esqueleto protéico (Heinegard, 1977; Heinegard &
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Paulsson, 1984). O colageno pode interagir também com este pequeno PG. Fleischmajer e
colaboradores (1991), demonstraram a localizagio ultraestrutural do decorim em relagéo a
fibrila colagénica. Este estudo demonstrou que, a maior parte dos sitios de ligagdo do
decorim aparecem nas bandas d ¢ ¢ na area "gap" do colageno. Esta interagdo deve interferir
na adicdo lateral de moléculas de coldgeno regulando o didmetro final da fibrila. A ligagdo
do decorim ao coldgeno VI ocorre através de um sitio na proteina central e ndo na cadeia de
GAG. Esta ligagfio deve regular a organizagdo estrutural da MEC (Bindanset et al., 1992).
Hedbom & Heinegard (1993) demonstraram que os pequenos PGs, FM e decorim, se ligam
a sitios distintos da tripla hélice. A diferenca estrutural entre estes PGs determina a
especificidade da ligagdo e provavelmente a funcéio da molécula.

Algumas proteinas presentes em 1D4 foram eluidas apés o gradiente com NaCl. Tanto
em TT como em TMT na presencga ou auséncia de 2-Me podem ser vistas proteinas com Mr
entre 43-30 kDa, representando as diferentes populagdes de proteinas de ligagdo (Treadwell
et al.,, 1980). Uma proteina com 34 kDa pode representar a ancorim (Pfaffle et al.,, 1988).
Nzo detectamos as proteinas j& bem conhecidas, COMP e CMP. No entanto, na regido
TMT uma proteina com Mr de 94 kDa esta presente somente em condi¢des ndo redutoras.

Além do colageno e das proteinas nfo colagénicas a MEC possui uma alta
concentragdo de PGs, os quais estdo imobilizados pela malha de colageno. As propriedades
fisicas e mecanicas da cartilagem articular dependem da integridade da malha do colageno ¢
da sintese e retengdo dentro dessa malha dos PGs em alta concentragdo (Hardingham &
Bayliss, 1990).

Bayliss & Roughley (1985) realizaram um estudo de PGs da cartilagem articular
humana através de um gradiente de CsCl, separando os PGs de baixa e alta densidade. Com
relacdo as proteinas, eles observaram que na por¢io de baixa densidade estas encontravam-
se no topo do gradiente, enquanto que na fragfo de alta densidade a maioria das proteinas
apresentaram-se associadas aos grandes PGs. Em cartilagem articular bovina foram
extraidos diferentes tipos de PGs. PGs de alta densidade com Mr 1,28 x 10° e Mr 1,31 x 10°
foram extraidos de cartilagens metacarpofalangeanas e condilo femoral respectivamente. Os
de baixa densidade possuem Mr 0,24 x 10° e corresponderam a 11% do total de PGs

extraidos da cartilagem metacarpofalangeana e 2% em cdndilo femoral. Estes dois tipos de
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PGs sdo diferentes ndo apenas na composicio peptidica, como também na estrutura das
cadeias de GAGs (Swann et al., 1979).

Para analisarmos os grandes PGs presentes em nosso material, a fraciio de D1 foi
fracionada em Sepharose CL-6B. Ambas regies apresentaram uma Unica populagdo de
grandes PGs, pois apenas um pico eluiu apés o Vo, com Kav de 0,08. Em cartilagem
articular bovina adulta os PGs apresentam Mr 1,0-1,8 x 10° contendo aproximadamente 80
cadeias de CS, sendo principalmente 6-sulfatados (Swann et al, 1979). No caso de
cartilagem nasal bovina estes PGs apresentam Mr 2,5 x 10° contendo 110 cadeias de CS
sendo 4-sulfatados (Hascall & Sadjera, 1970; Hascall & Riolo, 1972).

Em SDS-PAGE (gradiente de 3-7,5%) ficou demonstrada a presenca de grandes
PGs no gel de empacotamento e no gel separador. Nio houve diferenca nas amostras com
ou sem 2-Me. Esse resultado foi 0 mesmo para as duas regides. Os PGs do gel separador
correspondern a moléculas menores ou a PGs degradados. Com o tempo os PGs da MEC
podem ser degradados por agdo de proteases que produzem os fragmentos (Heinegard &
Sommarim, 1987). Vilim & Fosang (1994) extrairam de cartilagem articular humana duas
populagdes de grandes PGs, uma populacdo de fragmentos N-terminais de agrecam, como
também, os pequenos PGs. Eles observaram que em cartilagens jovens e adultas ndo ha
diferengas marcantes no conteido de PGs. Em tecido adulto ha uma proporgio maior de
fragmentos de agrecam e uma diminui¢gdo do contetido de decorim e biglicam. Bayliss & Al
(1978) que mostraram que com o avango da idade aumenta a propor¢do de PGs menores
ricos em QS e proteinas, comprovando que os PGs sofrem degradacdo enzimitica ou até
mesmo fisica. Alteracdes da composi¢io bioquimica da cartilagem articular bovina (Brand et
al.,1991) e traqueal (Inerot & Heinegdrd, 1983) estdo relacionadas a idade, havendo um
aumento de QS em relagfio a CS e de CS 6 em relagdo ao CS 4-sulfatado.

Uma caracteristica dos PGs é a polidispersidade. Esse aspecto polidisperso ¢ dado
pela variac8o no tamanho e composicio do esqueleto protéico e principalmente das cadeias
de GAGs. Em cartilagem articular hurnana de adulto, existe uma heterogeneidade na
populagdo de mondmeros (Hardingham & Bayliss, 1990). Essa varia¢fio nos mondmeros so
pode ser visualizada em gel de agarose-poliacrilamida no qual € possivel separar PGs de

origem fetal e de recém-nascido e os PGs de cartilagem imatura das adultas (Bayliss &
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Venn, 1980; Roughley & White, 1980; Bayliss et al., 1983; Bayliss & Roughley, 1985;
Carney et al., 1986). Em cartilagem de frango foi demonstrado, usando gel em agarose-
poliacrilamida, uma banda polidispersa devido as variagdes no tamanho da proteina central
e/ou das cadeias de GAGs. Ocorreu também uma diferenca de mobilidade nos PGs. Os PGs
menores que foram eluidos com Kav de 0,99 apresentaram uma mobilidade maior no gel.
Essa variag@o na heterogeneidade nos PGs pode ser devido a: variagdo na expressdo génica
da proteina central (Doege et al., 1987), variagfo na glicosilaciio e/ou sulfatagdo apos sua
transcricdo e modificago da proteina central por enzimas (Azzo & Wassner, 1986; Bayliss,
1990). Nao se pode descartar contudo, a possibilidade destes PGs menores serem resultado
de degradac@o de PGs maiores.

Apos digestdo com papaina do extrato total e das fragSes D1 de TT ¢ TMT os
GAGs foram isolados e analisados em gel de agarose-propileno. Os resultados
demonstraram que 0 GAG predominante em TT e TMT € CS, o que foi confirmado apos
digestdo com chase ABC. Este resultado era esperado, pois os PGs de alto peso possuem
como GAG principal CS. Além disso, a cartilagem articular é um tecido com maior
conteudo de CS, correspondendo a 10% do peso seco do material (Heinegard & Paulsson,
1984). Porém, no extrato total de TMT ele migrou entre o padrio de CS e DS,
provavelmente por se apresentar menos carregado. As fracSes de DITT também migraram
de uma maneira diferente em gel de agarose-propileno quando comparada ao padrio,
apresentando uma banda polidispersa. Isto pode ocorrer pela variagdo no tamanho das
cadeias de GAGs. Pode também estar relacionada com o grau de sulfatagio. Alguns estudos
com cartilagem de embrifio de frango também mostraram CS como o principal GAG
presente' nos grandes PGs (Kitamura & Yamagata; 1976). O comportamento aqui
apresentado para CS de TT ¢ TMT, € mais um indicio de que alteragSes em mudancas
fisico-quimicas na MEC, refletem diretamente sobre a fisiologia celular. No caso da
cartilagem de frango, condrdcitos da cartilagem do TT podem ter produzido cadeias de CS
um pouco mais longas do que as produzidas na cartilagem do TMT.

Também foi constatado que o CS apresenta diferentes sulfatagdes em cartilagens de
embrido e frango adulto. Neste tltimo aparece mais condroitim 4-sulfato do que condroitim
6-sulfato (Shulman & Meyer, 1970).



CONCLUSOES

1- A concentracio de proteinas ¢ &cido urdnico foi maior em TMT do que em TT

para o extrato total e para as fragdes obtidas apés ultracentrifugaco.

2- O pequeno PG FM foi encontrado em TT e TMT.

3- Somente a regido TT apresentou um componente de 250 kDa que em
condi¢bes redutoras migrou na posicdo de 59 kDa. Apos teste de “immunoblotting”™ e

coloracdo por CEC/azul de alcian ficou comprovado tratar-se do pequeno PG FM.

4- O componente polidisperso, provavelmente decorim, com Mr em torno de 70

kDa, foi encontrado em TT e TMT.

5- Algumas proteinas nfio colagénicas foram encontradas em ambas regides
apresentando: 46, 36 e 30 kDa.

6- O colageno apresentou o mesmo comportamento em TT e TMT eluindo antes

e depois do gradiente.

7- Ambas regides apresentaram urna tmica populacio de grandes PG que eluiram

apos o volume morto, com Kav de 0,08.

8- O GAG predominante em ambas regides foi CS, embora tenha se apresentado

com caracteristicas diferentes em TT e TMT.

45
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RESUMO

Ja foram descritos os componentes da matriz extracelular de diferentes cartilagens de
mamiferos, mas sobre aves sfo encontradas poucas informagdes. Nosso trabalho, teve como
objetivo extrair e identificar componentes da matriz extracelular de duas cartilagens
articulares de frango (tibiotarso e tarsometatarso). As cartilagens articulares foram
homogeneizadas e os componentes extraidos com Gu-HCl 4M. Apds obtengfio do extrato
total foi realizada uma ultracentrifugag@io em gradiente de cloreto de césio, onde foram
obtidas as fragGes D1, D2, D3 e D4. O conteudo protéico foi maior na fracio D4, onde em
tarsometatarso a extragfo foi mais eficiente (2,64 mg/ml) do que em tibiotarso (1,6 mg/ml).
Com relagéio a dosagem de acido urdnico, a concentragdo maior foi encontrada na fragéo
D1-tarsometatarso (1,52 mg/ml) em relagéo 4 D1-tibiotarso (0,80 mg/ml).

A fragdo D4 foi aplicada em DEAE-Sephacel em tampio Tris-HCI 20mM pH 7.2
com uréia 7M. O material que se ligou ac DEAE foi eluido com um gradiente de 0 a 1,5M
de NaCl no mesmo tampfio. A andlise destas fragbes em SDS-PAGE mostraram que
somente em tibiotarso ha um componente com 250 kDa, que na presenca de 2-Me migra
com 59 kDa. Ap6s o teste de "immunoblotting" e CEC/azul de alcian foi possivel mostrar
que se trata do pequeno proteoglicano fibromodulim, em condi¢des redutoras e ndo
redutoras. Em tarsometatarso a proteina com 59 kDa se apresentou proeminente em
condi¢Ges redutoras. Uma proteina, apresentou uma banda polidispersa em torno de 70 kDa
e foi encontrada em ambas as regides. Provavelmente, se trata do pequeno proteoglicano
decorim. Proteinas nfio colagénicas com Mr de 46, 36 ¢ 30 kDa foram observadas em ambas
regides,

A fracdo D1 foi analisada em Sepharose CL-6B. O perfil cromatografico de
tibiotarso e tarsometatarso foi muito semelhante. Ambas regiSes apresentaram um {nico
pico que eluiu logo apds o volume morto, com Kav de 0,08. Pela andlise em agarose-
poliacrilamida nas duas regiSes analisadas, pode ser visto uma tinica popula¢io de grandes

proteoglicanos. O tipo de glicosaminoglicano presente em cada regifio foi analisado através
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de gel de agarose-propileno. O glicosaminoglicano predominante para as duas regibes foi
condroitim-sulfato, embora tenha apresentado caracteristicas diferentes para cada

cartilagem. Este resultado foi confirmado apés incubagfio com condroitinase ABC.
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ABSTRACT

The extracellular matriz (ECM) components of different cartilages of mammals is
already kwown, but little information is found for ECM of avian cartilage. The purpose of
this work was to identify the components of the ECM of tibiotarsal and tarsometatarsal
cartilage of chicken. The cartilage was homogeneized in PBS and the fragments extracted
with 4M Gu-HCl. The extract was submitted to ultracentrifugation in CsCl gradient,
resulting in D1, D2, D3 e D4 fractions. The protein contents was greater in the D4 fraction
and in tarsometatarsal extract the concentration of proteins (2,64 mg/ml) was larger than in
tibiotarsal extract (1,6 mg/ml). With respect to uronic acid, we found more in DI-
tarsometatarsal (1,51 mg/ml) than in D1-tibiotarsal (0,80 mg/ml).

D4 fraction was dialysed, applied on DEAE-Sephacel and eluted with 7M urea in
20mM Tris-HCI pH 7,2, Bound material was eluted with a gradient ranging from 0 to 1,5M
Na(l in the same buffer. SDS-PAGE of DEAE fractions of tibiotarsal cartilage, showed a
component with 250 kDa, which in presence of 2-Me appears to migrate as a 59 kDa
protein. After immunoblotting and CEC/alcian blue, it was demonstrated to be the small
proteoglycan fibromodulin in reducing and non-reducing conditions. In tarsometatarsal
fractions this protein, migrating as 59 kDa, was detected only in reducing conditions.
Another protein migrating as a polidisperse band around 70 kDa was detected in both
cartilages. Probably it is the small proteoglycan decorin. Non-collagenous proteins with
46,36 e 30 kDa were detected in both cartilages.

D1 fration was analysed in Sepharose CL-6B. The cromatography profiles were
similar for tibiotarsal and tarsometatarsal cartilages. Both regions showed only one peak that
eluted with Kav=0,08. Analysis of fractions in SDS-PAGE and agarose-polyacrilamide gel
electrophoresis showed the presence of large proteoglycans in tibiotarsal and tarsometatarsal
material. The glicosaminoglycans were analysed in agarose gel electrophoresis for each

region. The predominant glicosaminoglycan was condroitin suifate in both cartilages, but its
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migration in agarose gel was different for tibiotarsal and tarsometatarsal samples. This result

was confirmed using chase ABC digestion.
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