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L RESUMO

A matriz extracelular de cartilagem € constituida por moléculas de coldgeno,
proteoglicanos e proteinas nfo colagénicas. Estes componentes normalmente interagem
fortemente entre si sendo dessa forma s6 extraidos em presenga de agentes caotrépicos
como o cloreto de guanidina 4M. A extrac@io utilizando estes agentes geralmente &
precedida de homogeneizago em solucfio de PBS (NaCl 0,15M, SmM de tampfio fosfato
de sédic pH 7.4), seguida de uma centrifugacdo onde o sobrenadante ¢ descartado, e 2
extrag@o € continuada com o precipitado. Neste trabalho foram analisados os componentes
presentes no extrato em PBS da cartilagem xifdide de frango, e comparado com o extrato
obtido com cloreto de guanidina. Também foram avaliadas a estabilidade dos componentes
da matriz diante da presenca de PBS ¢ cloreto de guanidina. Foram identificadas as
proieinas com M, de 30, 40, 52, 58 ¢ 110 kDa no extrato em PBS. Pequenos proteoglicanos
foram detectados nos extratos obtidos a partir do tratamento em guanidina mas nfio em
PBS, o que sugere a existéncia de interagdes que ndo foram rompidas com solucdes de
baixa forca idnica. Andlise dos efeitos de PBS e guanidina em cortes de cartilagem
posteriormente corados com azul de toluidina e ponceau S, mostraram que embora o PBS
extraia alguns componentes da matriz, nfo tem efeito sobre a organizagfo do tecido, como
ocorre quando o tratamento ¢ feito com clorete de guanidina. Os resultados encontrados

sugerem que parte das proteinas nfo colagénicas da matriz nfo estio envolvidas em

processos mterativos.



II. ABSTRACT

The extracelular matrix of cartilages is composed of colagen, proteoglycans and non
colagenous proteins. These components may interact strongly amongst themself, so they
only can be exiracted using chaotropic agents as guanidinium chloride 4M. Normally the
extraction in this treatment is preceded by 2 homogeneization in PBS solution {0.15M
NaCl, 5mM phosphate buffer pH 7.4), followed by a centrifugation to obtain a preciptate
which is used for extraction in guanidinium chloride. In this work the components of the
chicken xyphoide cartilage present in the PBS extract were analyzed and compared with the
extract obtained with guanidinium chioride. The stability of matrix components was also
analyzed. In the PBS extract were identified the proteins with 30, 40, 52, 58 and 110 kDa.
Small proteoglycans were detected in the guanidinium but not in PBS extracts, sugesting
that they are strongly bound to other components of the matrix. The analysis of the effects
of PBS and guanidinium in cartilage sections afterward stained with toluidine blue and
ponceau S, showed that although PBS doesnot remove substantial amount of
glycosaminoglycans, it causes structural changes in the organization of the exiracelular
matrix. However the effect is much smaller than the guanidinium. Our results indicate that

part of the non collagenous protein are not entangled in interactive processes.
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IIT - INTRODUCAO

A matriz extracelular (MEC), ¢ uma estrutura presente no melo extracelular dos
tecidos em geral, constituida por um conjunto de macromoléculas agregadas e organizadas
formando um complexo que interage com as células através de receptores, conferindo
caracteristicas mecanofisiologicas aos tecidos (Vidal 1987). A MEC, é basicamente
formada de proteoglicanos (PGs), coldgenos e proteinas ndo colagénicas. Estes
componentes sdo metabolizados pelas células e se encontram margeando as superficies
celulares promovendo fungdes de interagbes do meio com as células. A MEC, pode ter
funclio de protecHo, sustentagio, ades@io e de barreira filtrante nas diversas partes do
organismo. Dependendo do tipo de estrutura, a MEC, caracteriza a funcio e diferenciacio
dos tecidos. Ela também influencia na diferenciacio. migracho, proliferagio e forma das
células que mantem contato. As propriedades dos componentes da MEC sfc essenciais
para o funcionamentc normal dos tecidos conjuntivos, tals como a cartilagem, derme,
tendbes, 0ssos, discos intervertebrais, dentes e ldmina basal. Os componentes da MEC,
interagem com as celulas através de proteinas tais como a fibronectina e por via de
receptores de superficie celular. As macromoléculas que constituem a matriz sfo
secretadas localmente por todas as células, com excecio das células sanguineas. A exata
composicdo da MEC depende do tipo celular, do grau de diferenciacdio e estado
metabolico.

O tecido cartilaginoso, um tipo de tecide conjuntivo, com diferentes funcdes e
estruturas, pode ser de origem neurodermal como a traquéia, laringe e cartilagem nasal, ou
de origem mesenquirmnal sob o ponto de vista morfolégico (Heinegard & Paulsson 1987). As
cartilagens sfo encontradas em locais especificos do corpo e formam estruturas que tem
caracteristicas proprias. Nos fetos, a maioria dos ossos longos tem origem a partir de
modelos cartilaginosos. Tres diferentes tipos de cartilagens sfo distinguidas: cartilagem
hialina, fibrosa ¢ eléstica. A cartilagem hialina € distinguida pela aparente homogeneidade
amorfz da matriz.. O nome hialino de origem grega “hyalos” ¢ devido ao aspecto vitreo
deste tecido. Esta cartilagem ¢ a precursora dos ossos longos que por um processo de

ossificagBo endocondral, desenvolve e progride num determinado espaco de tempo. Esta



cartilagem serve como um sitio de crescimento epifisdrio. Em ossos adultos, a cartilagem
hialina, esta presenie em superficies articulares, traquéia, brénquios, nariz e extremidades
das costelas. A cartilagem eldstica € distinguida pela presenca de elasting na matriz de
cartilagem. A organizacio deste tecido acrescenta & mesma, propriedades eldsticas em
adicio a outras caracteristicas como resisténcia mecénica e flexibilidade. E encontrada no
pavilhio auditivo, na parede do canal auditivo externo, tubo auditivo, epiglote e laringe.
Em algumas estruturas sfo encontrados tecidos com caracteristicas intermediarias tanto
estruturais como funcionais, entre um tecido denso fibroso e a cartilagem hialina. Esse
tecido € conhecido como fibrocartilagem. (Benjamin & Evans 1990). E encontrada nos
discos articulares da juncio esternoclavicular, articulagdes témporo-mandibulares,
meniscos das articulacSes dos joelhos e em estruturas sesamdides em que tenddes
contornam uma determinada articulac8o ou ainda na entese (Benjamim & Ralphs 1998).
Usualmente, a presenca de fibrocartilagem indica resisiéncia requerida pelo tecido fibroso
quando submetido a um esforgo ou a um estado de compressdo. Outra estrutura presente
nas cartilagens € o pericdndrio, que consiste de um tecido conjuntive denso cujas células
nzo se distinguem dos fibroblastos. Em muitos aspectos, o pericondrio é semelhante a uma
capsula que circunda as glandulas de muitos érgdos. Este tecido, é mais que uma simples
cobertura capsular, pois serve como fonte para novas células cartilaginosas quando o
tecido estd em crescimento. O pericondrio parece ser dividido em duas camadas: uma mais
externa composta por tecido conjuntivo denso, consistindo principalmente de fibras de
coldgenos entre as quais, hd poucos fibroblastos aplainados ou fibrocitos. Outra camada
mais profunda, formada por grandes células condrogénicas, capazes de proliferarem, sendo
responsaveis pelo crescimento aposicional, contribuindo para o crescimento superficial da
cartilagem { Ross et al 1999).

Os condrocitos sdo as células que produzem e mantém a MEC da cartilagem, esta
tltima apresenta uma estrutura heterogénea (Bloom & Fawcett 1975, Stockwell 1979,
Szirmai 1969). Os grupos isogenos dos condrdcitos aparecem circundados por uma mairiz
gue contem abundante substdncia metacromatica. Essa porgfio ¢ denominada de matriz
pericelular (Meachim & Stockwell 1979). Na matriz de cartilagem hialina foi descrito uma

unidade estrutural chamada condron, constituido de condrécitos cercados por um micro



ambiente pericelular (Poole et al 1988). A cartilagem hialina esta presente em diferentes
estruturas anatdmicas. A organizacBo morfoldgica mais estudada do tecido cartilaginoso
estd presente na superficie articular. A cartilagem articular pode ser dividida em quatro
camadas facilmente identificadas quandoe coradas com azul de toluidina: camada
superficial contendo fibras de coldgenos paralelas entre si, condrdcitos achatados, e matriz
intercelular com pouca basofilia; camada média com uma estrutura semelhante a uma cesta
de basquete contendo um ou mais condrécitos em lacunas, separados por uma matriz que
apresenta forte basofilia (Szirmai 1969); a camada mais profunda, com condricitos
enfileirados em forma de paligadas, é a zona de proliferacdo e camada de calcificacio da
cartilagem onde podem ser visto condrécitos em processo de degeneracdo ( Bloom &
Fawcett 1975, Stockwell 1979, Szirmai 1969).

Dentre os varios componentes encontrados na mairiz de cartilagem, os colagenos
sdo os componentes mais abundantes. Pelo menos, 19 tipos de colégenos geneticamente
distintos sio reconhecidos e caracterizados em graus variados { Smith & Wood 1996).
Todos os colagenos sdo compostos de trés cadeias o contendo cada uma aproximadamente
1000 aminoécidos com repeticdes de uma seqiiéncia peptidica Gly-X-Y necessérios para a
formac#o da tripla hélice. Os residuos X e Y s3o em muitos casos os aminoacidos prolina e
hidroxiprolina respectivamente. Este dltimo € essencial para a formacio de pontes de
hidrogénio e estabilizacdo da estrutura helicoidal. Além disso, pontes intermoleculares
formadas por residues de lisina e hidroxilisina ocorrem em graus variados, dependendo da
espécie, sitio e idade, podendo estar envolvidas na regulacfo dos didmetros das fibrilas. A
sintese das cadeilas o de coldgeno, segue o mesmo caminho geral de outras proteinas
secretadas. Entretanto, as cadeilas o sfo extensivamente modificadas previamente por
hidroxilacio de residuos de prolina e lisina, e em alguns casos até recebendo a adicio de
cadeias complexas de carboidratos ou glicosaminoglicanos. S&o secretadas para ¢ meio
extracelular como moléculas de pro-coldgenos, em seguida as extensdes pro-peptidicas
carboxi e amino terminais, sdo clivadas por uma peptidase. Os tipos de coldgenos 1, 11, 111,
YV e X1 podem se associar formando fibrilas de 100 a 360 nm de didmetro. O coldgeno tipo
1V € encontrado nas membranas basais cujas moléculas se associam formando uma

verdadeira malha de coldgeno junto com laminina, nidogénic e proteoglicano de tipo



heparan sulfato. Outros colagenos apresentam interrupcfo da tripla hélice e estdio sempre
associados aos colagenos fibrilares. (FACIT). Os exemplos dessa classe sfio os coldgenos
IX, X1l e X1V, encontrados em cartilagens, humor vitreo, discos intervertebrais, tenddes e
derme. O colageno tipe XII tem triplas hélices curtas com regides separadas por dominics
nfo helicoidals, sendo encontrado no endotélio, epiderme, placenta, ossos, e musculos
estriados. Outros tipos: VI, VII, VIII e X tem uma tripla hélice simples, curta e peguena
com dominios nfo helicoidal e globular e nfo esto associados em simples estruturas
fibrilares. O tipo de coldgeno VI, € encontrado no Gitero, cérnez, derme e cartilagens, o tipo
V1II em derme, intestino, membrana amnidtica, e o tipo VIII na membrana de Descemet’s
{(Smith & Wood 1996). Os colagenos encontrados na cartilagem incluem os tipos 1, I V,
VI IX e X (van der Rest & Garrone 1991, Thomas et al. 1994). O colageno predominante na
cartilagem € ¢ tipo 11, & forma a estrutura Abrilar basica da matriz extracelular neste tecido,
conferindo resisténcia a presenca de forgas de tensfio (Palotie et al. 1989, Kokko et al.
1990). O colageno tipo I, um homotrimero contendo trés cadeias «, é polimerizado
extracelularmente para formar fibrilas de pequenos didmetros entre 10 € 25 nm. O tipo IX
contribul somente com 1% do total do coladgeno em cartilagens articulares adultas. E
constituido de trés cadeias distintas al (IX), a2 (IX) e a3 (IX) e pertence ao grupo de
coldgeno que tem tripla hélice interrompida e associam-se a colégenos fibrilares, como por
ex: ¢ colageno tipo IT ao qual estd ligado por ligacdo covalente (van der Rest & Mayne
1988). Este coldgeno parece ter importdncia na estabilizaco ¢ organizacio tridimensional
da rede de coldgeno na cartilagem. A redugfio da fungfio do colageno tipo IX contribui
potencialmente na degeneragho da cartilagem articular (Fassler et al 1994).0 colageno tipo
X1 presente na cartilagem do disco intervertebral possui trés cadeias al (XI), o2 (XI} e 3
(X1) e também esta associado com as fibrilas de coldgeno tipo II.

Outros componentes abundantes no tecido cartilaginoso, sfio os proteoglicanos. Sfo
moléculas complexas compostas de um nucleo protéico ao gual uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos estdo ligadas covalentemente. Nas cartilagens, ¢ agrecam € o maior
proteoglicano, € tem sido extensivamente estudado devido sua importincia nas cartilagens
articulares (Poole 1986, Heinegard & Ordberg 1989, Hardingham & Fosang 1992). O

agrecam & versicam, proteoglicanos produzidos por fibroblastos, contribuem com cerca de



50 a 85% dos proteoglicanos em relacdc aos tipos ndo agregantes, que contribuem com 10
a 40%. As moleculas de agrecam quando interagem com o acido hialurénico podem formar
complexos de macromoléculas de 300-400 MDa ¢ assim oferecer uma maior contribuicio
para as propriedades mecinicas e biomecénicas da cartilagem (Maroudas 1968, Mow et al.
1980, 1984 Lai etal. 1991 ). O agrecam tem um total de massa de 1-4 MDa, e consiste de um
extense nuclec proteico com 220-250 kDa ao qual estfio covalentemente ligadas cadeias de
queratam suifato e de condroitim sulfato (Heinegard & Oldberg 1989, Doege et al. 1991,
Hardingham & Fosang 1992, Valhmu et al. 1995 ). Os proteoglicanos formam na cartilagem
junto as fibrilas de coldgeno um compléxo macromolecular, dotando o tecido de habilidade
de voltar a situagfo original apds ser submetido a uma forca deformante. Além dos
proteoglicanos agregantes, existem os de alto peso nfio agregantes, isto é, nfo interagem
com acido hialurbnico. Também sfo encontrados os peguenocs PG como o biglicam
(Heinegérd et al. 1985, Sampaio et al. 1988, Fischer et al. 1989), decorim (Danielson et al.
1993, Vertter et al. 1993), e o fibromodulim que coniribuem com menos de 10% do total de
proteoglicanos na cartilagem adulta (Oldberg et al. 1989). O biglicam tem um peso
molecular de aproximadamente 100 kDa, com um ntcleo protéico de 40 kDa e duas cadeias
de glicosaminoglicanos. Estd presente na forma de dermatam sulfato ou de condroitim
sulfato dependendo do tecido. Estrutura semelhante ¢ encontrada para o pequeno
proteoglicano decorim, que também possul um nticleo protéico de 40 kDa e apenas uma
cadeia de glicosaminoglicane gue também pode ser condroitim sulfato ou dermatam
sulfato {Iozzo 1997). O proteoglicano fibromodulim, foi isolado originalmente a partir do
tecido cartilaginoso, mas também foi encontrado em tendbes e aorta (Heinegard et al.
1986). £ constituido por uma cadeia polipeptidica de 375 aminoécidos, apresentando
homologia com os dois pequenos proteoglicanos decorim ¢ biglican (Oldberg et al. 1989).
Ele tem papel na modulacéo das fibrilas de colagenos que € relevante para as propriedades
mecénicas e fisiologicas do tecido (Hukins & Aspden 1985). Uma das caracteristicas desses
pequenos proteoglicanos € que seus nicleos protéicos sdo ricos em leucina.(Iozzo 1997).
Os peguenos proteoglicanos decorim e fibromodulim sfo conhecidos pela sua
capacidade de regular a fibrilogénese de coldgenos tipo 1 e I in virre {Hedbon &

Herinegéard 1989). Estes proteoglicanos s&o produzidos por muitos tipos celulares incluindo



condrécitos e fibroblastos. O decorim interage com fibrilas de coldgenos na cartilagem,
derme e 0ss0s ¢ ¢ localizado periodicamente em posicdes determinadas ao longo de fibrilas
de colagenos controlando o crescimento lateral destas fibrilas (Scott 1988, Fleischmajer et
al 1991). O arranjo molecular junto as fibrilas de coldgenos ¢ rapidamente estabilizado nos
tecidos pela formagfio de ligagdes cruzadas. Estas ligagdes conferem propriedades fisicas e
mecénicas para as fibras ¢ as prové de resisténcia as forgas de tensfio que € um papel
fundamental na estrutura das fibrilas de coldgenos e tecidos conjuntives (Evre 1984,
Yamauchi & Mecanic 1988). Moléculas de colagenos e PG podem interagir entre si através
de ligacBes eletrostaticas especialmente considerando a natureza catidnica e anibmica
daqueles componentes. InteracBes eletrostaticas entre glicosaminoglicanos e colagenos tem
sido estudada com técnica de dispersfo de luz, mostrando significantes interacles com
condroitim sulfato, dermatam, heparam e heparina mas ndo para keratam sulfato ¢ acido
hialurdnico (Obrink 1973). A forca das interagBes parece relacionada com © comprimento
da cadeia ¢ densidade de carga. InteracGes de proteoglicanos com coldgenos, foram
observados atraveés de microscopia eletrdnica (Smith 1970, Shepard & Mictheli 1977, Poole
et al. 1982). Também ¢ conhecido que moléculas de agrecam podem acelerar a formacéo de
fibrilas enquanto que agregados de agrecam tem pouca influéneia na formag@io destas
fibrilas (Ratcliff & Mow 1996). Assim, € possivel que diferentes proteoglicanos na matriz
afetern diferentemente a formac3io destas fibrilas, podendo controlar biologicamente a
arquitetura do coldgeno em todo o tecido. Por exemplo 0 pequenc proteoglicano decorim, €
capaz de se ligar ao coldgeno tendo papel importante na regulacio da formago de fibrilas
de colageno, (Vogel et al. 1984, Brown & Vogel 1989). Experimentos “in vitro” mostraram
que decorim reduz a velocidade de crescimento da fibrila de colageno, ao mesmo tempo
que estimula a produciio de fibrilas com maior difmetro { Kuc & Scott 1997) Além dos
proteoglicanos e colagenos, as proteinas nfo colagénicas também tem sido isoladas e
caracterizadas. A fibronectina ¢ encontrada em maior quantidade, sendo muito importante
em processos biolégicos como migragdes celulares, desenvolvimento embrionario,
cicatrizagfo de ferimentos, coagulacio sanguinea, inducfio de tumores e metastases (Hynes
1990). Outras proteinas nfo colagénicas tem sido encontradas principalmente em

cartilagem como a de 58 kDa, uma proteina bésica encontrada em cartilagem articular de



bovinos, traquéia, cartilagem nasal e esterno (Heinegérd et al. 1986). A proteina de matriz
de cartilagem (UMP) de peso molecular de 148 kDa foi isolada de cartilagem de traquéia
junto com a extracdo dos grandes proteoglicanos, consiste de trés subunidades de Mr de 54
kDa, ligados via pontes dissulfeto. Esta proteina € encontrada apenas em cartilagem,
embora, no em todas. E muito abundante na traquéia. Um oulro componente, a proteina
oligomérica de matriz de cartilagem (COMP) de alto peso molecular tem sido isolada de
cartilagem articular, Apresenta Mr de aproximadamente 500 kDa e ¢ composta de cinco
subunidades contendo galactosamina que nfo estd ligada 4 proteina por via O-glicosidica
(Spitz-Fife 1985). E possivel que contenha condroitim sulfato. Outra proteina, com Mr a0
redor de 36 kDa ¢ encontrada em cartilagem, e tecido Gsseo. Ela tem uma composicho
semelhante a de outras proteinas da matriz ricas em acido aspértico, asparagina e leucina.
Estes aminodcidos representam 25% do total desta proteina (Sommarin et al. 1989),
Experimentos mostraram que a proieina de 36 kDa se liga a superficie de condrocitos
isolados (Somarin et al. 1989). Outra molécula descrita na cartilagem,é a ancorina. Ela se
liga especialmente a0 coldgeno tipo II (Pfaffe et al. 1988). E constituida de 329
aminoacidos € tem Mr de 34 kDa e também foi encontrada na superficie dos condrécitos
(Fernandez et al. 1988). A condrocalcim, outra proteina presente em todos os tipos de
cartilagem € muito proeminente na regifio de mineralizacio deste tecido. Foi
primeiramente isolada de cartilagem epifiséria ligando cristais de hidroxiapatita, e tem
papel no processo de mineralizagdio da cartilagem (Hinek et al 1987). Por dltimo, uma
proteina de baixo peso molecular Ch 21 kDa, rica em 4acido aspértico, asparagina, &cido
glutdmico, glutamina e leucina fol isolada de condrdcitos de cartilagem de frango
(Cancedda et al. 1988). Essa molécula parece ser sintetizada por condrocitos hipertrdficos ¢
estaria associada ao colageno tipo X, a qual tem sido identificada como um marcador para
cartilagens em processos de calcificagdo (Linsenmayer 1991).

Outro grupo de proteinas importantes, s8o as integrinas. Estas nfo fazem parte da
MEC mas funcionam como receptores para componentes da mesma agindo como
moléculas mecanotransdutoras. As integrinas estfio relacionadas na transducfio de sinais
dentro dos condrocitos, transmitindo sinais de alteracSes extracelulares para organelas

intracelulares (Ingber 1991). Essa interacfio ocorre via microfilamentos associados as
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proteinas (vinculina, talina, gelosim), as quals estfo fisicamente ligadas & MEC pelas
integrinas (Ingber 1991). Assim componentes dos microfilamentos como actina, poderio
transmitir informagdes para o nicleo e induzir modificacfes na expressio génica.

A extracio dos constituintes de matriz de cartilagem é dificuitada devido a relativa
insolubilidade de seus componentes. Para uma extragfo mais eficiente é recomendivel um
forte agente caotrdpico (Sjadera & Hascal 1969). Assim, a extracho com cloreto de
guanidina GuHC] tem demonstrada ser muito eficiente para muitos componentes da matriz
(Arcanjo et al 1994). A concentraglo em que foi observado o melhor rendimento foi de 4
M. Nestas condi¢Bes sfio rompidas as ligacBes intermoleculares nfo covalentes. Em
concentragdes inferiores, o efeito dissociante do GuHCI € menos pronunciado e a extragiio
nio ¢ eficiente. Em concentragfBes mais altas do que 4M a extragdo e o rendimento podem
também ser baixos. Trabalhando com pequenos fragmentos de tecido, o tempo de extragio
pode ser limitado de 12 a 24 horas para a maioria dos tecidos. ExtracBes também podem
ser obtidas com CaCly 2M ou MgCl; 3M (Sajdera & Hascall 1969), e mesmo em outras
concentragdes de MgCly (Arcanjo et al 1994). Estas solucBes, contudo, tem sido pouco
usadas especialmente porque podem favorecer a aciio de metaloproteases. A solugho de
uréia, e o detergente dodecil sulfato de sddio mostram ser pouco eficientes para exiracfo
de proteoglicanos de tecidos. Normalmente, as condi¢Bes usadas para as extracdes,
utilizam procedimentos para minimizar a atividade das proteases. O uso de um agente
caotrépico e temperaturas baixas entre ¢ 4°C sdo recomendaveis. Em alguns casos &
necessdrio, usar temperaturas mais baixas como -18°C., no caso de extracdo de
componentes da MEC de osso em pé (Frazén & Heinegard 1984). No entanto para esta
temperatura o tempo de extrag#o deve ser longo, e isto € adverso para a eficiéncia da
extracio. Embora agentes caotrépicos como GuHCI sejam recomendados para extraco de
componentes da MEC, Paulsson & Heinegard (1979) extrairam 50% dos proteoglicanos de
cartilagem traqueal, empregando NaCl 0,15M com homogeneizacdo em alta velocidade.
Extracdc eficiente de componentes de condrossarcoma de ratos tem sido obtida agitando o
material em GuHCI 5M, contendo inibidores de proteases. Tais extratos contém agregados
de alto peso molecular, que nfo tem sido dissociado (Faltz et al. 1979). A tentativa de isolar

os proteoglicanocs remanescentes em residuos de extragbes tem incluido mercaptoetanol ou
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ditotreritol, 2% (v/w) ou 10 mM respectivamente em solugfo de GuHCI. 4M. Embora, os
proteoglicancs ndo sejam ligados a outros componentes da matriz através de ligacdes
dissulfeto, sua extraglo pode ser facilitada devido ac rompimento de pontes $-5 presentes
em outros componenies da MEC (Noro et al. 1983), ou até mesmo, dentro das proprias
moléculas de PG, como ocorrem nos pequenos PG, e no colageno tipe IX (Vaughan et al.
1985). A maioria dos processos extrativos € precedida de homogeneizagio em PBS em que

normalmente se despreza o sobrenadante apds a centrifugacio e a extracdo ¢ continuada

com o precipitado.



IV - OBJETIVOS

Geral:

Com o© intuito de conhecer quais o3 componentes que inleragem menos
intensamente na mairiz, este irabalho fem por objetivo identificar estes componentes,
uiilizande no processo exirativo sais nfo caotrépicos, mas sim solugdo salina fisioldgica

tamponada, € comparar com o que € exiraido com soluglio caotrdpica como o cloreto de

guanidina 4M.

Especificos:

1- Extrair os componentes de MEC de cartilagem utilizando um sal ndo caotrépico

de baixa for¢a ibnica.

2-Extrair os componentes de MEC de cartilagem utilizando um agente caotropico

de alta for¢a 10nica.
3-Analisar e comparar 0s dois extratos com PBS e GuHC! respectivamente.

4-Analisar os efeitos da soluc@io de PBS e GuHCI em cortes de cartilagem xiféide

de frango.



V. MATERIAL E METODOS

5. 1. Obtencfo ¢ Extracio de material de cartilagem

A cartilagem xiféide obtida de frango com 60 dias de idade, foi cortada em
pequenos pedagos apds ter sido retirado o pericdndrio. Foi desprezada a porgfo central por
conter pequenos vasos. Quantidades de L5 g foram homogeneizadas em 12 volumes de
NaCl 0,I5M, tampio fosfato de sédio 5mM pH 7,4 (PBS). A homogeneizacdio com
intensidade 4 fol realizada com um Politron modelo PT 1200. Foram realizadas trés
homogeneizagdes de 20 seg com 15 seg de descanso entre cada homogeneizacio. Apds
centrifugacio 2 10.000 r p m, por 25 min. em centrifuga Beckman J2-21 (Rotor ] A-20), o
sobrenadante contendo extrato em PBS foi armazenado em temperatura de ~20°C e o
precipitado foi tratado com 15 volumes de cloreto de guanidina (GuHCl) 4M em tampdo
acetato 0,05 M pH 5,8 contendo EDTA 50 mM e PMSF ImM. A extracBo foi durante 24h
em temperatura de 4°C ¢ agitagio constante. Apds este tempo, o material foi centrifugado a
18.000 r p m durante 20 min, 4°C, em centrifuga Beckman J2-21 (Rotor JA-20). O material
sobrenadante contendo o material extraido em GuHCIl, foi utilizado para andlise

biogquimica (Sajdera & Hascall 1969). Todos os reagentes empregados neste trabalho foram
de grau PA.

5. 2. Fracionamento e eletroforese

5. 2. 1. Cromatografia em Sephadex G-50

Para substituir 0 PBS e GuHCl por uréia ¢ assim garantir um ambiente dissociante
durante o fracionamento em cromatografia de troca ibnica, os extratos em PBS e em
GuHC! 4M, foram aplicados em wma coluna de filtrago Sephadex G-50 15xlem. A
coluna foi previamente equilibrada com 435 ml de uréia 7M em tamp3o tris-acetato 0,05M
pH 8 com um fluxe de 5 a 6 gotas por minuto. Em seguida, foram aplicados 2,6 ml de

amostra. Foi novamente colocado uréia tamponada, e coletadas as fracfes de 3 ml em 7
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tubos de ensaio. A elui¢Bio de proteinas fol monitorada por absorbéncia em 280 nm. O

material eluido no 1° pico foi reunido em um Gnico tubo para ser fracionado em DEAE-

Sephacel

4.2 .2 Cromatografia de troca idnica em DEAFE-Sephacel

A coluna de DEAE-Sephacel (3 x 15 cm) foi equilibrada inicialmente em 20 m! de
tampfo Tris acetato 0,5M pH 8.0, em seguida com 20 ml de uréia 7M, em tampfio Tris
acetato 0,05 M pH 8.0. A fracfio protéica eluida da coluna de Sephadex G-50 foi
integralmente aplicada na coluna DEAE-Sephacel. O material ndo ligado ao DEAFE foi
eluido com 20 mi de uréia 7M tampdo Tris acetato 0,05M pH 8,0. Em seguida, foi aplicado
o gradiente de NaCl de 0,1 - L.O M no tamp3o acima. Apds o término do gradiente foram
adicionados 12ml de NaCl L5 M. para remoc8o de algum componente mais fortemente
ligado 4 resina. Foram coletadas fracSes com volume de aproximadamente 2,5 m! cada. A

eluigio de proteinas foi monitorada por absorbancia em 280 nm em Espectrofotdmetro

8452 A Diode Array da Hewlette Packard.

5. 2. 3. Eletroforese

As amostras obtidas apds cromatografia de troca idnica foram analisadas em
gradiente de 4 a 16% de poliacrilamida em presenca de SDS-PAGE Zingales (1984),
usando ¢ sistema de tampao de acordo com Laemmli (1970).

As amostras de 200 e 300 pl das fragdes de cromatografia dos diferentes extratos
foram precipitadas em presenca de 0,03 M tampfo acetato pH 7.4 e nove volumes de
etanol, durante 24 horas, a 4°C. As centrifugacfes foram a 8000 r p m realizadas em
microcentrifuga Fischer Scientific Model 235 V. O precipitado obtido foi secado a 37°C ¢
ressuspendido em tampéo de amostra contendo Tris HCI 62,5 mM, SDS 2%, glicerol 1%,
EDTA 1 mM em pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01 %. As amostras foram fervidas durante
5 min. O tamp@o utilizado nas cubas de eletroforese foi Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS
0,1% em pH 6.8. A corrente aplicada foi de 30 mA durante 4 horas. Os padrdes de peso
moleculares empregados para o calculo das massas moleculares relativas (Mr) foram:

fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase
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carbbnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20 kDa ), o lactoalbumina { 14 kDa). Colageno
tipo II extraido de cartilagem xifdide de frango foi utilizado como padrio.

A coloragBio foi feita através impregnaco pela prata (Blum et al. 1987). O gel foi
fixado em solugho contendo metanol 50%, dcido acético 12% ¢ 75yl de paraformaldeido
37% durante | hora. Apés a fixac8o foi lavade em etanol 50% durante 20 min (3x). O gel
foi entdo tratado durante [ min com tiossulfato de sédio (0,2%). O excesso do sal foi
removido por lavagem do gel com agua Milli-Q (3x-20seg.) A impregnagio por prata foi
realizada em solugfio de nitrato de prata (0,2%) contendo 75ul de paraformaldeido 37%,
durante 20 min. Em seguida o gel foi lavado com édgua Milli-Q 3x-20 seg. A redugio da
prata fol feita com uma soluco de carbonato de sddio (6%), 50 ul de paraformaldeido 37%
e tiossulfato de sodic (8mg/l). Apds a visualizacBo das bandas a reacZo foi blogueada pela
imersdo do gel durante 2 min em écido acético 7%. A estocagem foi feita a 4°C em
metanol 50% e glicerol 3%. Todas as etapas foram realizadas em temperatura ambiente
com agitacdo constante e suave. As massas moleculares aparentes foram inferidas por
calculo de Rf e curva de regressfio dos marcadores de peso molecular (Klaus & Osborn,

1969).

5. 3. Digestio enzimatica

Para liberaco de GAGs sulfatados 0,05 g de cartilagem xifdide de frango, foi
digerida com 500ul de solugdo de papaina, 40 mg de papaina por grama de cartilagem em
tampdo citrato de sédio 0,03 M, pH 5,5 contendo 0,04 M de EDTA e 0,08 M 2-
mercaptoetanol (Michelacel et al 1989). O material fol incubado em banho maria a 50°C
durante 24 horas. O digesto foi centrifugado e o sobrenadante foi adicionado 1 ml de etanol
¢ deixado por 24 horas a 4°C. Apds centrifugacio o precipitado obtido foi lavado em etanol
80% (2x) e em acetona {1x) O precipitado final foi ressuspendido em 100 pl de agua e

guardado para posterior dosagens de glicosaminoglicanos sulfatados

5. 4. Teste de agregaciio
Extratos de cartilagem xiféide em GuHCI 4M e PBS, foram dialisados contra agua

durante 3 dias com 6 trocas. Completada a didlise, 0 material agregado foi coletado ¢



colocado sobre um 1dmina histoldgica e corada com azul de toluidina 0,025 % em tampio
Mc Hvaine pH 4,0 (Vidal & Mello 1980) e ponceau 8 0,1% em acido acético 3% pH 2,5
{Vidal - informac8o pessoal)}.

5. 5. Morfologia

Cortes com 20 um de espessura foram obtidos em micrdtomo de congelagio &
temperatura de —25°C que foram fixados em formol 4% por 10 min, lavados em 4gua por 2
min ¢ tratados com GuHCI 4M e/ou PBS por de 10 min. Apés isso, para a detecglo dos
PGs alguns cortes foram lavados em dgua por 2 min e corados com azul de toluidina
0,025% em tampdo Mc lvaine pH 4.0 (Vidal & Mello 1980} durante 30 min. Para
observag@o das proteinas, cortes foram corados com Ponceau S 0,i% em pH 2.5.Este
corante € azdico —anidnico, contendo radicais SO; que podem ligar aos radicais -NH; de
proteinas. Alguns cortes foram tratados com hialuronidase testicular (40 mg de enzima em
20 ml de NaCl 0,15M) (Pearse 1972) por 20 min em cimara Umida, lavados em dgua ¢

corados com azul de toluidina (20 min) e Ponceau S (30 min).

5. 6. Andlise guantitativa

As dosagens de proteinas dos extratos em PBS e GuHCI foram realizadas usando
Coomansie brillant blue G 250 (Bradford 1976). Como padrio foram utilizadas diferentes
concentragdes de soluglio de albumina bovina (BSA) nas seguintes concentracfes: 10; 20;
40; 80 pg/100ul. As leituras foram realizadas em 395 nm. As dosagens de
glicosaminoglicanos foram realizadas usando azul de dimetilmetileno com emprego de
curva padro constituida com as seguintes concentracdes de condroitim sulfato: 5; 10; 15;
20; 25 pg/100ul.(Farndale et al 1986). As leituras foram efetuadas em 526 nm em
espetrofotdmetro 8452 A Diode Array da Hewlett Packard.
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VIi. RESULTADOS

A homogeneizacio em PBS resulfou em uma exiracfo significativa de proteinas,
mas com relagho aos glicosaminoglicanos sulfatados rendeu menos gue | mg/g de tecido
(Tabela I). As dosagens do extrato em GuHCI resulton em uma guantidade de proteina
aproximadamente igual 4 obtida no extrato em PBS, j4 com relagio aos
glicosaminoglicanos sulfatados, foi obtide uma quantidade 8x maior com GuHCI, em
relaclio a0 obtido no extrato em PBS (Tabela I). A guantidade de glicosaminoglicanos
totais obtidos apos tratamento de tecido com papaina fol de 20 mg/g de cartilagem, que

corresponde a 2% do peso mido do tecido.

Tabela 1. Quantidades de proteinas ¢ GAGs sulfatados

removidos pela agdo do PBS e GuHCI 4 M.

Proteina GAGs sulfatados
mg/g tecido mg/g tecido
PBS 10,42+ 0,65 < 1,00
GuHCl 9,38+ 0.61 7,95+ 0,37

Os componentes extraidos em GuHCI apés dialise contra excesso de agua
formaram pequenos agregados que foram corados e observados a ocomréncia de material
agregad, tante pelo Ponceau S como pelo azul de toluidina. No caso do material extraido
em PBS praticamente nfo fol notado o aparecimento de agregados {ndo mostrado).

A apélise dos componentes da MEC extraidos em PBS apés a cromatografia em
DEAE-Sephacel e eletroforese em SDS-PAGE (figura 1), mostrou significativa presenga
de componentes catidnicas (1° pico) e anidnicas (2° pico) sfo extraidos com PBS (Fig. 1A),
Em SDS-PAGE foram analisadas as fra¢Bes eluidas, apds ¢ gradiente de NaCl, (figura 1
A), foram detectadas proteinas com Mr de 30, 40, 52, 58 e 110 kDa, entre outras menos

expressivas (Fig. 1B).
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Cromatografia em DEAE-Sephacel do material extraido em GuHCI 4M, mostrou
no 1 pico presenca de material catidnico e no 2° pico, material anidnico (Fig. 2A). SDS-
PAGE (figura 2B) das fragles 5 ¢ 12 a 20 do material ligado & resina, mostrou presenca de
um componenie polidisperso (70-100 kDa} que provavelmente corresponde ao pequeno
proteoglicano decorim. Um outro material polidisperso pode ser visto discretamente
corado, migrando em torno de 60 kDa. Além desses componentes também foram
detectados componentes com 30, 50, 52 e 58 kDa.

O tratamento com PBS de cortes da cartilagem e posterior coloraciio com azul de
toluidina pH 4,0 (Fig.3A). mostrou uma coloragio menos intensa em relaciio a cortes nio
tratados com PBS (Fig. 3B). Em maior aumento, pode ser visto que o aspecto
metacromatco dos grinulos, provavelmente agregados de PG fol sensivelmente diminuido
nos cortes tratados com PBS (Fig. 3C), em relagfo aos cortes ndo tratados (Fig. 3D). A
analise de cortes de cartilagem tratados e ndo tratados com GuHCl 4M e corados com azul
se toluidina pH 4,0, mostrou que os cortes tratados apresentaram uma basefilia menos
intensa (Fig 4 A), em comparac80 ao corte contrble, especialmente em torno dos vasos
sanguineos (figura 4B).Uma avaliacio da estabilidade fisico-quimica dos proteoglicanos,
foi feito atavés de tratamento de cortes de cartilagem com hialuronidase e poterior
colorag@o com azul de toluidina (Fig. 5AB),mostrou com base na basofilia que a enzima
nao consegue remover completamente os gicosaminoglicanos presentes na matriz dentro
do protocolo utilizado (figura 5B), quando comparado com o controle (figuraSA) Alguns
cortes de cartilagem tratados separadamente com hialuronidase, PBS ¢ GuHCI foram
corados com Ponceau S (figura 6).Curiosamente, quando os cortes foram previamente
tratados com hialuronidase, a coloragiio por Ponceau S foi notoriamente mais intensa (Fig.
6B) comparado com cortes ndo tratados (Fig. 6C). Praticamente nfio se nota diferenca no
corte controle e naquele tratado com PBS (Fig. 6C). J4 nos cortes tratados com GuHCI,

ocorrem uma significativa reduco na intensidade de coloragéo ( Fig. 6D) em relagio ao

corte ndo fraiado.
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Figura 1. Fracionamento e identificagio dos componentes de matriz de
cartilagem extraidos em PBS. A. Cromatografia em DEAE-Sephacel
mostrando presenca de componentes catinicos que ndo se ligaram ao
DEAE (1° pico), e material eluido da resina apods gradiente (&) de NaCl
{0,1-0,1M). B. Eletroforese em gradiente de SDS-pohacrilamida das fragdes,

de 11 a 15 contendo componentes ambmicos. Gel foi corado pelo método da

prata.
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Figura 2. Fracionamento e analise eletroforética dos componentes obtidos
apés extragiio com GuHCl 4 M. A. Cromatografia em DEAE-Sephacel
mostrando pico correpondendo o material catibnico, e um pico com fragdes
eluidas apds aplicagdes de wm gradiente de Nall (0,1-1,0M). B.
Eletroforese em gel 4-16% de SDS-poliacrilarmida. Observar a marcants
presenca de um componente polidisperso com Mr de 70-80 kDa, (=9} ¢ um
outro componente fracamente polidisperso migram em tormo de 60 kDa ().
Cabegas de setas compreendem as proteinas com 358, 52, 50 ¢ 30 kDa.

Colageno (col) também pode ser visto.



Figura 3. Corte de carfilagem xiftide tratado (A, ) = ndo tratado (B, D) com
solugdo de PBS, e corade com azil de toluidina pH 4.0. Cbservar que no caso do
material tratado com PBS (A), a basofilia € ligeiramente mais fraca em relacio ao
corte ndo tratado (B). Em maior aumento pode ser visto a presenca mais intensa de
granuios metacromaticos no material que no foi tratado com PBS (D),em relacio
a0 corte que previamente tratado com PBS { C). Aumento final: Fig. A, B 26x; Fig. -
C,D-420x
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Figura 4. Corte de cartilagem iratada (A} e ndo tratada (B) com GuHCI 4M. Uma
substancial reducdo de material metacromatico € observado no corte fratado am
relacdio ao controle, especialmente em tormo dos vasos sangiiineos (%), Coloragdo
por azul de toluidina em pH 4,0. Aumento final: 103x.



Figura 5. Corte de cartilagem fratados com hialuromidase e corado com azul de
toluidina em pH 4,0. Observar que os GAGs localizados na periferia do fecido
{—) sfo preferencialmente mais digeridos. Aumento final: Fig. A 26x; Fig. B
105x.
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VII - DISCUSSAQ

A literatura descreve vérios métodos com diferentes agenmies para extragio de
componentes de matriz de cartilagem dentre eles destaca-se o uso de: Na(l 0,I5M EDTA
{(Schulman & Meyer 1970), GuHC! 4M precedido por NaCl 0,153M (Damle et al. 1979),
MgCl, 3M ( Michelacel & Horton 1989) e GuHC] 4M ( Hascall & Sjadera 1969). O méetodo
mais amplamente usado ¢ com GuHCl 4M por 24 horas (Bjelle et al.1974). Normalmente
¢ usado a solugdo salina PBS, durante o processo de homogeneizagfo, e em seguida, o
material nio solubilizado € recolhido por centrifugagdo € colocado em solugio de GuHCI
4M sob constante agitacdo por 24 horas. Neste procedimento o material extraido em PBS €
normalmente desprezado e s¢ considerado aquele apds a extragiio em GuHCl 4M. Neste
trabatho foi analisado a composigio do extrate obfido com PBS, uma solucfo salina de
baixa forca ibnica, e comparado com ¢ extrato obtido com o agente altamente caotrdpico
como ¢ o caso do GuHC! 4M. Uma quantidade relativamente grande de proteinas nfio
colagénicas, aproximadamente 10 mg/g de cartilagem foram solubilizadas durante a
homogeneizagdo em PBS. As proteinas extraidas durante a homogeneizagdo em PBS
correspondem &s protefnas que interagem fracamente com ouiros componentes da MEC,
mas que podem ter alguma participagfio em processos reguladores que ocorrem na MEC. A
pequena quantidade de glicosaminoglicanos sulfatados (< Img/g tecido) encontrado no
extrato de PBS estd de acordo com o resultado da eletroforese. O SDS-PAGE nfo mostrou
a presenca de bandas polidispersas tipicas de proteoglicanos, como observado na
eletroforese do material tratado com GuHCI, onde se detectou uma banda polidispersa
correspondente a um proteoglicano com Mr~70-100 kDa. No entanto € preciso considerar
que uma significativa quantidade de proteinas com Mr éntre 30 e 110 kDa fol extraida
durante a homogeneizagfio do tecido em PBS. Estas proteinas devem ter uma alta
mobilidade entre as imbricadas estruturas formadas pelas fibrilas de colageno e moléculas
de grandes e pequenos proteoglicanos. E improvavel que aquelas solubilizadas com PBS,
tenham algum papel estrutural na cartilagem, mas € bem possivel que sejam responsavels
pela manutengdo de um ambiente adequado para que OCOrTam OS VAriOS Processos

interativos j& constatados na MEC (Scott 1992). Algumas proteinas encontradas no extrato




de PBS, como as de 30, 52 e 58 kDa foram também detectadas no extrato com GuHCI. Isto
nos leva a supor que parte da populacdo das proteinas da MEC que s8o solubilizadas em
PBS, podem estar interagindo com coligenos, com os proteoglicanos, com algum
componente ou receptor da superiicie celular, corroborando dessa forma com a 1déia de
que tenham algum papel regulador no meio extracelular. A auséneia de componentes
polidispersos de baixo peso molecular e de coligeno no extrato de PBS confirma que estes
componentes interagem fortemenie entre si. Vérios trabalhos ja indicaram que os pequenos
proteoglicanos, decorim e fibromodulim interagem com coldgenos {Hedbom & Heinegérd
1989), ¢ tem um papel na regulagBo da fibrilogénese dos mesmos (Vogel et al. 1984,
Brown & Vogel 1989) além de manter espaco entre as fibrilas para a movimentagio de
componentes soliveis em agua { Scott 1992). OUs resuitados encontrados em cortes de
cartilagem tratados com PBS e corados com azul de toluidina pH 4, mostraram reducfio na
metacromasia, significando remocg8o de componentes anibnicos, detectados nas fragfes de
cromatografia e gel de eletroforese. A presenca de grinulos metacromaticos
correspondendo a agregados de proteoglicanos foi bastante reduzida no material
previamente tratado com PBS, significando que o PBS embora nfio remova quantidades
significativas de PG, ocasiona altera¢les estruturais na organizagio dos componentes da
MEC. Ja com GuHCl, um agente altamente caotrdpico, a remocio de componentes
anidnicos fol mais intensa, conforme foi constatado pela acentuada diminuigio da basofilia
em cortes corados com azul de toluidina.

A digestdo ndo uniforme dos GAGs pela agBio de hialuronidase, sugere que a
estabilidade de componentes da MEC, em especial os PG, depende do envolvimento
interativo destas meléculas com outros componentes da MEC, gue pareceu ser homogénea
nas diferentes 4dreas da cartilagem xiféide de frango. Sobre a resisténcia a remocio de
proteoglicanos por solucdes ndo caotrdpicas, como o PBS, devem ser consideradas as
possibilidades de que além da interagfio entre o nicleo central do pequeno PG e as fibrilas
de colageno, também pode haver interacdio eletrostdtica entre as cadeias de
glicosaminoglicanos e 0s grupos positivamente carregados disponiveis nas superficie das
moléculas de colageno especialmente se considerarmos as cadeias de glicosaminoglicanos

arranjadas paralelamente ao longo das fibrilas de coldgeno (Vidal & Mello 1984). Também
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ndo pode ser descartado a interac8o lateral entre cadeias de glicosaminoglicanos, t30 bem
conhecida em estroma da cdrmea { Scott 1991, 1992), mas que também pode ocorrer em
outros tecidos, conferindo assim uma malor estabilidade aguelas moléculas.

De um modo geral nossos resultados mostraram gue a MEC € constituida de
componentes gue interagem fortemente na matriz, e outros que embora em determinados
momentos possam se assoclar e inferagir seja com elementos da propria matriz ou com
receptores da superficie celular, s80 em sua maloria removidos por solugfo nfo caotrdpica

e de baixa forga idnica
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VIIL CONCLUSOES

Homogeneizagdo da cartilagem em solucc de baixa forga i6nica, solubiliza

componentes da matriz extraceiular.

Parte da populacdo de proteinas com 30, 40, 32, 58 ¢ 110 kDa, que sfo extraidos em
presenca de agentes caotrdpicos pode ser solubilizada em solugdo de baixa forga

idnica, © que sugere que a interac#o com coldgenos e proteoglicanos nfic ocorre de

forma constante.

Pequenos proteoglicanos nfio sfo extraidos com soluclesde baixa forca ibnica, mas
com agentes caotrdpicos, significando gque interagem fortemente com  outros

componentes da matriz extracelular da cartilagem.

A remoc¢do de glicosaminoglicanos em cortes de cartilagem por tratamento com

hialuronidase testicular, expde grupos catidnicos presentes em componentes de matriz.
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