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RESUMO. As forcas mecanicas que atuam sobre uma articulacao sinovial induzem alteragdes
na composicdo e organizacgdo da cartilagem articular. Os condrécitos respondem a estimulos
tanto de maneira quantitativa quanto qualitativa em relacdo a matriz extracelular. No presente
estudo, foram investigadas cinco regides diferentes da articulacdo do joelho bovino em termos
de populacgdes de proteoglicanos e seu conteudo de glicosaminoglicanos. A populacdo de PG
de alta densidade foi isolada por ultracentrifugacdo (fracdo D1) e filtracdo em gel. O PG
apresentou tamanho semelhante em todas as regides, porém na tibia essas moléculas apresentam
maior Mr. O sulfato de condroitina foi o glicosaminoglicano mais proeminente detectado na
fracdo D1 e suas cadeias apresentaram em torno de 40 KDa. Duas populacdes de PG néo
agregantes foram isoladas em quantidade similar de todas as regides. Essas moléculas
apresentaram caracteristicas polidispersas e migrando em torno de 70 e 200 kDa e exibindo um
comportamento semelhante ao dos pequenos proteoglicanos decorin e biglican. A presenca de
decorin foi confirmada por immunoblotting. A analise do gel de agarose ap6s a digestdo com
papaina mostrou a presenca de dermatan sulfato nesses PGs. A presenca de decorin e
especialmente de biglican na fracdo D2 sugere que esses pequenos proteoglicanos podem
interagir fortemente com proteoglicanos ndo agregantes de alto peso molecular. O
imunoblotting para fibromodulina foi positivo para essas moléculas. Nenhuma diferenca foi
verificada em relacdo aos aspectos quantitativos, mas o tratamento com anti-fiboromodulina
também foi positivo para moléculas com 150 kDa. Essas moléculas desaparecem quando a
amostra € tratada com agentes redutores. Esse fendbmeno pode estar relacionado a
autoagregacao. A presenca de FM agregado de 150 kDa foi mais proeminente na cartilagem
articular da tibia. Esses resultados indicam o efeito da estimulacdo mecénica nas diferentes
regides de uma mesma articulacdo. Ao considerar a relacdo existente entre a composicdo da
matriz e estimulos mecéanicos ou quimicos, deve-se ter em mente que 0s condrécitos sdo
sensiveis a diferentes estimulos e podem apresentar um comportamento metabolico
heterogéneo em diferentes regides de uma mesma articulacéo.

Palavras-chave: Forcas biomecanicas, glicosaminoglicanos, variacdo anatdmica.

ABSTRACT. The mechanical forces that act on a synovial joint induce changes in the
composition and organization of articular cartilage. Chondrocytes respond to stimuli both in a
quantitative and qualitative manner with respect to the extracellular matrix. In the present study,
it is investigated five different regions of the bovine knee joint in terms of proteoglycan
populations and their glycosaminoglycan content. The high density PG population was isolated
using ultracentrifugation (D1 fraction) and gel filtration. The PG presented similar size in all
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regions, but in tibia these molecules present higher Mr. The chondroitin sulfate was the more
prominent glycosaminoglycan detected from D1 fraction and their chains presented around 40
KDa. Two populations of non-aggregating PG were isolated in similar quantity from all regions
These molecules presented polydisperse characteristics and migrating at about 70 and 200 kDa
and exhibiting a behavior similar to that of the small proteoglycans decorin and biglycan. The
presence of decorin was confirmed by immunoblotting. Agarose gel analysis after papain
digestion showed the presence of dermatan sulfate in these PGs. The presence of decorin and
especially of biglycan in the D2 fraction suggests that these small proteoglycans can strongly
interact with high molecular weight non-aggregating proteoglycans. Another PG population,
with MW around 60 Kda, was also isolated in low density ultracentrifugation fractions (D4).
The immunoblotting for fibromodulin was positive to these molecules. No difference was
verified in relation to quantitative aspects, but the treatment to fibromodulin antibody was also
positive to molecules with 150 kDa. These molecules desappear when the sample is treated
with reduced agents. This phenomenon can be related to a self-aggregation. The presence of
150 kDa aggregated FM was more prominent in the tibia articular cartilage. These results
indicate the effect of mechanical stimulation on the different regions of the same joint. When
considering the relationship existing between matrix composition and mechanical or chemical
stimuli, one should keep in mind that chondrocytes are sensitive to different stimuli and may
present a heterogeneous metabolic behavior in different regions of the same joint.

Keywords: Biomechanical forces, glycosaminoglycans, anatomical variation.

INTRODUCAO

O papel da cartilagem articular é proteger a epifise dssea da acdo de forcas mecanicas.
Essa propriedade é determinada pela composicdo e disposicdo dos componentes da matriz
extracelular (MEC) e esté diretamente relacionada as caracteristicas funcionais de cada regido
de uma mesma superficie articular (HEINEGARD; OLDBERG, 1989).

A MEC da cartilagem hialina é constituida por colageno, principalmente tipo I,
proteoglicanos (PG) e proteinas ndo colagénicas. O colageno, organizado em fibras, é
responsavel pela resisténcia as forcas de tensdo e também mantém a cartilagem dentro de certos
limites. Os PG sdo ricos em cargas negativas provenientes de cadeias de glicosaminoglicanos
(GAGQG) e sdo os principais responsaveis pela resisténcia a forgas compressivas. Os grandes PG
agregadores representam cerca de 60% do PG total, enquanto os PG ndo agregadores
representam 10 a 40% do PG total. Apenas 1-3% de todos os PG sdo representados pelos
pequenos PG (HEINEGARD; PAULSSON, 1987) fibromodulina (FM - 59 kDa), decorina (70
kDa) e biglicano (200 kDa), que formam uma familia de moléculas estruturalmente
relacionadas, mas geneticamente distintas. A proteina central dessas PG tem cerca de 45 kDa e
contém sequéncias homdlogas (FISHER et al., 1987). Estes PG sdo amplamente distribuidos
entre os tecidos vertebrados (KRUSSIUS; RUOLATHI, 1986).

O biglicano e a decorina ligam-se a diferentes isoformas do fator de crescimento TGF-
B (YAMAGUCHI; MANN; RUOLATHI, 1990; HILDEBRAND et al., 1994). A decorinae 0
FM podem se ligar a superficie do colageno, regulando sua fibrilogénese (HEDBON;
HEINEGARD, 1989; ROSENBERG, 1992).

A resposta da cartilagem articular a um estimulo ambiental é governada pelo arranjo
estrutural e pelas interagdes moleculares dos componentes da MEC. Dentre os diferentes
estimulos que afetam a organizacao da cartilagem, as forcas mecanicas sao as mais importantes.
Essas forgcas induzem mudancas na composicdo e estrutura (VENN, 1979). Embora presentes
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em pequenas quantidades, os condrdcitos respondem a sobrecarga continua e ciclica alterando
suas atividades metabolicas (REFIOR; HACKENBROCH, 1978; SALTER et al., 1980;
PAKKINEN et al., 1993). Durante a movimentac&o articular, os condrocitos séo inicialmente
expostos a um gradiente de pressdo hidrostatica antes da deformacdo e fluxo de fluido
(ZAMBETTI et al., 1985). Tem sido sugerido que a pressdo hidrostatica é responsavel pela
regulacao da sintese de PG durante a sobrecarga articular (MANICOURT et al., 1986).
Devido a alta frequéncia de doencas articulares degenerativas e inflamatérias na
medicina humana, muito esforco tem sido direcionado para a compreensdo detalhada da
estrutura, composi¢do molecular e funcdo da matriz da cartilagem. Embora a compreenséo da
bioquimica da cartilagem esteja aumentando rapidamente, a composicdo da matriz da
cartilagem em diferentes regifes da mesma articulagdo nédo é totalmente compreendida. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi analisar as populacdes de PG e sua composic¢do de
GAG em cinco regides da cartilagem articular da articulagdo do joelho submetidas in vivo a
diferentes forcas biomecéanicas (SIMON, 1970; SWANN; POWELL; SOTMAN, 1979).

METODOLOGIA
Material Bioldgico

Cartilagem articular fresca foi retirada da articulacdo do joelho de nove bois de 24 meses
de idade logo apds o abate em abatedouro comercial da cidade de Paulinia/SP. A criagéo,
manutencdo, transporte e critérios de abate dos animais seguiram as normas previstas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e da Secretaria Estadual de Agricultura do Estado de
Sé&o Paulo. A cartilagem do joelho foi dividida em cinco regides distintas, seguindo a orientacao
biomecénica e anatdbmica propostas por SIMON (1970) e ESQUISATTO; PIMENTEL,;
GOMES (1997): F1 (fémur) - borda medial e lateral da face patelar; F2 (fémur) - superficie
patelar; F3 (fémur) - condilos medial e lateral; P - superficie articular da patela e T - condilos
medial e lateral da tibia.

Extracdo dos Components da Matriz Extracelular

Amostras (1g) de diferentes regides da cartilagem foram extraidas com 15 volumes (p/v)
de cloreto de guanidina 4 M em tampdo acetato de sddio 50 mM, pH 5,8, contendo inibidores
proteoliticos (10 mM EDTA e 1 mM PMSF). A extragdo foi realizada por 24 horas a 4-C com
agitacdo constante. O extrato obtido foi separado dos remanescentes teciduais por centrifugacéo
a 39.200 rpm por 30 min a 2:C em centrifuga Beckman Rotor 80 TI.

Ultracentrifugacéo em gradiente de Cloreto de Césio

O sobrenadante obtido de cada regido foi ajustado para uma densidade de 1,36 g/ml pela
adicdo de CsCl (1,35 g/g de sobrenadante). A ultracentrifugacéo foi realizada a 35.000 rpm por
61 h a 150C em centrifuga Beckman Rotor 80 TI. O tubo foi entdo dividido em quatro partes
iguais, ou seja, D1 (fundo do tubo), D2, D3 e D4 (topo do tubo). As fragcdes D1 (alta densidade
— 1,40 g/ml), D2 (densidade intermediaria) e D4 (baixa densidade — 1,30 g/ml).

Procedimentos Analiticos
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O contetdo de proteina foi determinado pelo método de BRADFORD (1976), o acido
urdnico (AU) foi determinado pelo método de DISCHE (1947) e o conteudo de GAG foi
determinado pelo método de Farndale et al. (1986).

Analise dos Proteoglicanos

As fracBes D1 das cinco regides obtidas apds a separacdo do gradiente CsCl foram
analisadas na coluna Sepharose CL-4B (2x 120 cm). As fracGes foram dialisadas contra Gu-
HCI 4 M e tampdo de acetato de sodio 50 mM, pH 5,8. A amostra (2 mg de contetdo de AU)
foi aplicada a uma coluna equilibrada com o tampédo acima. O efluente foi monitorado
continuamente quanto a absorbancia a 526 nm pelo método de FARNDALE et al. (1986). As
amostras cromatograficas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida
(0,6/1,2%, respectivamente) (ZINGALES, 1994). As amostras foram preparadas em Tris-
acetato 40mM, pH 6,8, sulfito de s6dio 1mM e glicerol 40% e incubadas por 10 min em agua
fervente. O tampéo do eletrodo era Tris-acetato 10mM, pH 6,8, contendo sulfito de sodio
0,25mM e EDTA 1mM. A eletroforese foi realizada a 20 mA por 1 hora e 30 minutos. CS foi
usado como padrdo. As amostras foram coradas com azul de toluidina 0,1% em &cido acético
1%.

As fragdes D2 e D4 das diferentes regides foram cromatografadas em DEAE-Sephacel.
As fragdes foram dialisadas contra tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 7, contendo ureia 7 M. A
amostra (1mg de teor de proteina) foi aplicada a uma coluna equilibrada com o tampéo acima.
As fracdes foram eluidas através de um gradiente de NaCl de 0 - 1,5 M. O efluente foi
monitorado continuamente quanto a absorbancia a 526 e 280 nm, respectivamente. As amostras
obtidas por cromatografia de troca idnica foram analisadas por SDS-PAGE (ZINGALES, 1994)
em um gradiente de 4-16%, seguido de coloracdo com prata (BLUM; BEIER; GROSS, 1987).

Analise dos Glicosaminoglicanos

Amostras (1mg) das fragdes D1 e D2 de cada regido foram submetidas a [3-eliminacao
com NaOH 0,5 M a 40C por 24 h, para liberacdo das cadeias GAG do nucleo central do PG.
As amostras foram entdo precipitadas em etanol por 16 h a 40C, centrifugadas e secas. A
principal identificacdo de GAG nas fragdes foi baseada na mobilidade eletroforética em
eletroforese em gel de agarose em tampao propilenodiamina 20 mM, pH 9,0 (DIETRICH,;
DIETRICH, 1976). O material foi corado com azul de toluidina 0,1% em &acido acético 3%. O
tamanho médio da cadeia GAG (Mr) de cada fracdo foi determinado usando filtracdo em gel.
Cada amostra foi ressuspensa em 1,5 ml de NaCl 0,15 M e submetida & coluna Sephadex G-75
(2 x 12 cm). O efluente foi continuamente monitorado por absorbancia a 526 nm (método de
FARNDALE et al., 1986). As amostras de cromatografia foram analisadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6% usando tampd&o de barbital 60 mM, pH 8,6. CS foi usado como
padrao e o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em &cido acético 1%.

Immunoblotting
Aliquotas das fracbes DEAE-Sephacel obtidas apds as analises D2 e D4 foram
precipitadas com etanol e submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 7,5%. As proteinas foram

transferidas para nitrocelulose e incubadas com anticorpos primarios: anti-decorina humana
(ABCAM, ab137508) e anti-fibromodulina humana (ABCAM, ab267465). Foram utilizados
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anticorpos secundarios especificos marcados (ABCAN, ab6789) para reacdo com
diaminobenzidina.

Analise estatistica

Os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-
hoc de Tukey usando o software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, EUA)
com nivel de significancia de 5% (p < 0,05, n=5). Os resultados foram expressos como média
* desvio padréo (X £ DP).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise Quantitativa das Fragdes de Ultracentrifugacao

A quantidade de proteinas e acido urdnico foi avaliada nas fracbes D1, D2 e D4 e
apresentaram diferencas entre as regides. A maior quantidade de acido urénico foi detectada na
fracdo D1 da regido F3 e a maior quantidade de proteina foi detectada na fracdo D4 da regido
F3 (Figura 1).

Figura 1. Dosagem de proteina e acido urénico nas fragdes D1, D2 e D4 das diferentes regides da articulagdo
do joelho bovino. (*) - maior concentragdo de &cido urdnico, (#) — menor concentragdo de cido urbnico, (**) -
maior concentracdo de proteina, (##) — maior concentragdo de proteina. Analise de variancia (ANOVA) seguida

pelo teste post-hoc de Tukey com nivel de significancia de 5% (p < 0,05, n=5).
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Analise dos Proteoglicanos

O perfil de eluicdo das fragcbes D1 de ultracentrifugacéo de diferentes regides, quando
analisado em Sepharose CL-4B, apresentou variagdo. As regides F1, F2, F3 e P (Figura 2)
apresentaram comportamento de eluicdo semelhante. O material nestas regides foi eluido com
kav=0,23, enquanto para a regido T a eluicdo foi com kav 0,13.
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Figura 2. Cromatograma das fragbes D1 das diferentes regides da articulacdo do joelho bovino apés
fracionamento em coluna de gel filtracdo Sepharose CL-4B. A absorbancia foi medida a 526 nm V0 — volume
vazio; Vt — volume total.
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A separacdo cromatografica dos componentes das fracbes D2 (Figura 3) apresentou
perfil semelhante. Os componentes foram eluidos da coluna DEAE com gradiente de NaCl
entre 0,2 e 0,6 M.

Figura 3. Cromatograma das fracGes D2 das diferentes regides da articulacdo do joelho bovino apés
fracionamento em coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel. A seta indica o inicio do gradiente de NaCl 0-1,5 M
(G). A absorbancia foi medida a 526 nm (ver Materiais e Métodos). VO — volume vazio; Vt — volume total. A
absorvéancia foi medida a 526 nm.
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Em relacdo as fracbes D4 (Figura 4), o cromatograma de troca idnica resultou em perfil
de eluicdo semelhante, apds gradiente de NaCl, para todas as regifes. As moléculas foram
eluidas com uma faixa de gradiente de NaCl entre 0,7 e 1,0 M.
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Figura 4. Cromatograma das fragdes D4 das diferentes regides da articula¢do do joelho bovino ap6s fracionamento
em coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel. A absorvancia foi medida a 280 nm. A seta indica o inicio do gradiente

de NaCl 0-1,5 M (G).
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Fonte: Proprio autor

Analise dos Glicosaminoglicanos

A anélise qualitativa de glicosaminoglicanos foi realizada por eletroforese em gel de
agarose. O principal GAG presente nas fracdes D1 é o sulfato de condroitina e nas fracbes D2
é o dermatan sulfato (DS) (Figura 5).

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose com tampé&o propilenodiamina. Em (A), amostras obtidas das fracGes

D1 e em (B) das fragBes D2. O principal GAG presente nas fragdes D1 é o sulfato de condroitina e nas fragdes

D2 é o dermatan sulfato (DS). Padréo: CS — sulfato de condroitina, DS — sulfato de dermatan e HS — sulfato de
heparam.

(A)

Fonte: Proprio autor

O tamanho das cadeias de GAG (Mr) da fracdo D1 e D2 foram estimados em gel de
poliacrilamida com tampdo de barbital apds a alquilacdo e cromatografia de filtracdo em gel.
Todas as regides apresentaram perfil eletroforético semelhante (Figura 6). Porém, nas fraces
D1, as regibes F3 e P, e nas fracBes D2, as regifes F2 e P, as moléculas parecem estar mais
concentradas.
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Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras obtidas das fragdes D1 (A) ap6s B-eliminacéo e
em (B) das fragBes D2. Mr em torno de 40 kDa. Padrdo: CS — Sulfato de condroitina.
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Fonte: Proprio autor
Immunoblotting

Aliquotas cromatogréficas de D2 e D4 foram utilizadas para ensaio imunolédgico para
comprovar a presenca de proteoglicanos decorina (DC) e fibromodulina (FM) (Figura 7). O
immunoblotting foi marcado positivamente para ambas as moléculas. Esses resultados
confirmaram a presenca de FM em D4 (A) e DC em D2 (B) de todas as regies do joelho
bovino. Nenhuma diferenca foi verificada em relacdo aos aspectos quantitativos, mas o
tratamento com anticorpo fibromodulina também foi positivo para moléculas com 150 kDa.
Essas moléculas desaparecem quando a amostra é tratada com agentes redutores. Esse
fendmeno pode estar relacionado a uma autoagregacdo. A presenca de FM agregado foi mais
proeminente na regido T.

Figura 7. Reacdo por immunoblotting das fracfes ricas em fibromodulina (D4) (A) e decorina (D2) (B) ap6s
eletroforese em SDS-PAGE. A tira de nitrocelulose foi tratada com anticorpos primarios: anti-decorina humana
(ABCAM, ab137508) e anti-fibromodulina humana (ABCAM, ab267465). Em seguida, as tiras foram tratadas
com anticorpos secundarios especificos marcados (ABCAN, ab6789) para reagcdo com diaminobenzidina.

(B)

Fonte: Préprio autor
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A articulagdo sinovial permite a transmissdo de forgas entre as estruturas Osseas,
favorecendo sua movimentagdo. A funcgdo da cartilagem articular, neste contexto, € reduzir o
estresse quando as forgas sdo aplicadas nas articulacGes e proteger a epifise 6ssea do atrito e
fragmentacdo (FREEMAN; SWANSON; MANLEY, 1975). As propriedades biomecanicas da
cartilagem articular dependem em grande parte de sua ECM, produzida e mantida pelos
condracitos inseridos na matriz. Em condicdes fisiologicas, a cartilagem articular € submetida
a varias magnitudes e ciclos de carga que sdo suportadas pela matriz, mantida através da
atividade metabdlica dos condrécitos (KEMPSON, 1979). As propriedades bioquimicas e
biofisicas da cartilagem articular variam em diferentes locais de superficie de acordo com a
carga articular (KIM et al., 1994).

A regulacdo dos condrécitos da sintese e degradacdo da matriz cartilaginosa é
influenciada por fatores mecanicos e biologicos (KIVIRANTA et al., 1987). In vivo, estudos
demonstraram que a carga estatica e reduzida na articulacdo promove dano aos GAGs e
diminuicdo da sintese de PG e proteinas (HAYES; BODINE, 1978; KIVIRANTA et al., 1988;
PARKKINEN et al., 1992; SAH et al., 1989). Por outro lado, a aplicagcdo dindmica de forcas
compressivas estimula a sintese do PG (SIMON, 1970; CATERSON; LOWTHER, 1978;
KIVIRANTA et al., 1992), mas a deposic¢ao do PG varia com a intensidade da forca e geometria
de aplicacdo (MOURAO, 1991; TAMMI et al., 1987).

Mockenhaupt (1990) mostrou que articulagdes congruentes ndo distribuem
equitativamente as forcas compressivas entre as diferentes regides anatdbmicas. No joelho
bovino, por exemplo, as forgcas compressivas sdo mais intensas na patela do que na cartilagem
tibial e femoral (ROSENBERG et al., 1976). As caracteristicas bioquimicas da cartilagem
articular em diferentes sitios anatémicos refletem a adaptacéo fisioldgica do tecido ao estimulo
mecanico (COTTA; PUHL, 1978).

A resisténcia de carga da cartilagem se deve ao PG onde seu alto teor esta relacionado
a pouca deformidade do tecido. Estudos bioquimicos sobre a distribui¢do do PG em diferentes
regibes de uma mesma articulagdo em alguns animais revelaram a heterogeneidade da
cartilagem articular. Em joelho de coelho, o contetudo de PG, avaliado por GAG sulfatado, é
homogéneo nas diferentes regides (HEISE; TOLEDO, 1993). KIVIRANTA et al. (1987)
demonstraram que a cartilagem tibial de cdes apresenta maior conteido de PG do que 0s
condilos do fémur. Esses dados, aparentemente discordantes, estdo relacionados a aspectos
mecanicos proprios de cada articulagdo. A distribuicdo topografica do PG (GAG sulfatado) na
cartilagem ndo pode ser considerada apenas em relacdo as forcas biomecénicas e espessura do
tecido (VENN, 1979), mas sim com a estrutura anatdmica e cinesiologia da peca analisada
(KIVIRANTA et al., 1992). No joelho humano, por exemplo, 0 menisco suporta mais forcas
compressivas do que a cartilagem tibial (MAQUET; VAN DER BERG; SIMONET, 1975). Os
meniscos sdo capazes de reduzir a carga na superficie tibial, uma vez que distribuem a carga
por toda a superficie articular (AHMED; BURKE, 1983). Além da presenca do menisco, deve-
se considerar as particularidades de cada animal, com movimentos e posturas proprias, que
podem contribuir para a composic¢éo diferencial da MEC de cada regido.

Além disso, os condrdcitos apresentam comportamento metabdlico heterogéneo. Seu
padrdo de sintese ndo é 0 mesmo para as diferentes regides de uma cartilagem (AYDELOTE;
SCHUMACHER; KUTTNER, 1992). A heterogeneidade da sintese de condrdcitos tém reflexo
na estrutura monomeérica de PG agregados e ndo agregados. Talvez o estimulo biomecanico ndo
seja o fator inicial desse fen6tipo, mas € o principal suporte (BUSCHMANN et al., 1992).

A caracterizacdo do PG entre diferentes regides anatdmicas foi feita primeiramente por
Bjelle et al. (1974). Eles ndo detectaram diferencas entre PGs em duas regides da epifise distal
do fémur bovino. Na articulagdo metacarpal falange bovina foram descritas populacdes de PGs
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de alta e baixa densidade (SWANN; POWELL; SOTMAN, 1979). Os mesmos resultados foram
encontrados em epifise proximal bovina de Umero (ROSENBERG et al., 1976), céo
(KIVIRANTA et al., 1987) e cartilagem do joelho de coelho (MANICOURT et al., 1986).

Estudos iniciais realizados em cdes mostraram gque 0s componentes da cartilagem tibial
diferem quantitativamente da cartilagem femoral oposta, sendo o conteido de PG maior na tibia
do que no fémur (KIVIRANTA et al., 1987). Normalmente, espera-se encontrar mais PG em
regibes onde as forcas compressivas sd@o mais acentuadas (BJELLE; GARDELL;
HEINEGARD, 1974). Entretanto, nem sempre as forcas compressivas sdo mais intensas na
tibia, como demonstrado no céo.

Nossos resultados mostraram maior presenca de PG em F3 do que em tibia e patela.
Embora a patela sofra alto estresse compressivo no joelho (SIMON, 1970), sua menor
concentracdo de PG provavelmente se deve ao carater estatico da forca compressiva que
suporta. Foi provado que a compressao dinamica tem um efeito estimulador na sintese de PG
(PALMOSKI; BRANDT, 1984). A discrepancia entre nossos dados e os de Kiviranta et al.
(1987) pode ser devido a outros fatores além dos mecénicos, como influéncias genéticas que
regulam a espessura do tecido e outras propriedades. O contetdo de PG também € influenciado
por diferencas entre os animais que podem ser devido ao sexo, raga, exercicio e outros
parametros ambientais. Como esperado, o principal GAG na cartilagem articular do joelho
bovino adulto foi 0 CS, e nenhuma diferenca foi encontrada nos diferentes locais.

A diferenca de distribuicdo do PG pode ser devida a mudancas na organizacao estrutural
do MEC. Este fato pode manter algum PG aprisionado no tecido mesmo quando submetido a
acao de um agente caotropico (ARCANJO; GOMES; PIMENTEL, 1994). Sabe-se que
mudancas na orientacdo das fibras colagenas podem se refletir no conteido de PG de regides
cobertas ou ndo pelo menisco (BULLOUGH et al., 1985). As diferencas na composicao e
organizacdo da MEC em diferentes regifes da articulagdo sinovial fornecem caracteristicas
estruturais importantes que permitem os movimentos exigidos pela articulacdo (KIVIRANTA
etal., 1992).

Essas superficies ttm componentes principalmente cilindricos e sao de design mecéanico
semelhante quando se opdem a imagens complementares umas das outras. Para 0 movimento
de cada articulagdo, o movimento é uniaxial e a tensdo na cartilagem é em uma diregdo. Stridder
et al. (1975) demonstraram que a cartilagem ulnar proximal apresenta trés vezes menos
proteinas que a cartilagem umeral distal. Essas observagcdes sugerem que ndo apenas a
intensidade da carga, mas também a direcdo do estresse na cartilagem é importante para a
distribuicdo dos componentes da matriz. A importancia de uma distribui¢do de componentes de
matriz heterogénea e varidvel mostra a sensibilidade dos condrdcitos a tensdo. A
heterogeneidade metabdlica dessas células reflete a adaptacdo regional as forcas biomecanicas
(AYDELOTE; SCHUMACHER; KUTTNER, 1992). Esta adaptacdo significa a criacdo de
gradientes de pressdo osmotica apropriados em diferentes regibes do mesmo tecido
(PALMOSKI; BRANDT, 1984).

Neste estudo, utilizamos protocolos consagrados para isolamento e caracterizagdo de
PGs. O perfil de eluigdo precoce em T é semelhante para outros, caracteriza moléculas com alto
Mr em T e semelhante para outros. Esse resultado se deve as diferentes acGes adaptativas dos
tecidos em uma articulacao sob forcas biomecanicas. CS foi 0 tnico GAG encontrado na fracao
PG de grande densidade obtida nas cinco regies anatdmicas. Este resultado é confirmado por
outros autores para cartilagem articular obtida de mamiferos adultos jovens (MUIR, 1995). As
cadeias Mr de GAG foram avaliadas por cromatografia de exclusdo de tamanho. Em todas as
regides detectamos uma populacéo de cadeias com 40 kDa.
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Um estudo in vitro relacionou o estresse continuo com a presenca de cadeias GAG com
menor incorporacgdo de sulfato e agrecano com diminuicdo da mobilidade em eletroforese em
gel de agarose poliacrilamida (LAMMI et al., 1994). Nossos resultados mostraram que a regiao
T PG com maior Mr, devido ao alto teor de cadeias GAG, enquanto outras regides tém
populagdes provavelmente de GAGs subsulfatados (resultados ndo mostrados).

In vivo, a geometria articular € complexa e a resposta dos condrécitos € feita com a
adicdo de diferentes eventos biomecénicos e bioquimicos. Muitos relatos tém sugerido alguns
eventos celulares que tentam explicar a regulacdo do fenoétipo tecidual e a sintese de PG. Um
possivel retardo no trafego e secrecdo de proteinas intracelulares pode, através de um
mecanismo atualmente desconhecido, levar as alteracdes observadas na estrutura do PG durante
a pressdo hidrostatica continua (LAMMI et al., 1994). Mitchell e Hardinghan (1985)
observaram que a repressdo da sintese proteica em culturas de células de condrossarcoma
diminuiu a incorporagéo de sulfato, a0 mesmo tempo em que aumentou o tamanho do PG e 0
comprimento do SC. Ha evidéncias de que os microtibulos facilitam a secrecdo de
macromoléculas, direcionando-as para os compartimentos corretos da célula. A alta presséo
hidrostatica também tem multiplos efeitos nos elementos do citoesqueleto (BEGG; SALMON;
HYATT, 1983). A ruptura do citoesqueleto, portanto, pode explicar a incorporacao reduzida de
sulfato em culturas de condrocitos sob alta presséo continua (LAMMI et al., 1994). Além disso,
foi demonstrado que histonas e mMRNAs polissomais estdo associados ao citoesqueleto, e foi
sugerido que a interrupcdo dessa associacdo afeta a estabilidade da sintese de PG grandes
(BAGCHI; LARSON; SELLS, 1987). A cultura celular e o tecido a fresco sdo situagdes
distintas, mas os condrécitos presentes em ambas as amostras revelam comportamento
biossintético semelhante.

Os pequenos PG sdo moléculas que parecem estar envolvidas no efeito biomecanico nas
cartilagens. Na cartilagem xiféide de frango, a FM foi detectada principalmente na regido
central (carina), possivelmente devido & maior forca de compressdo que ocorre nessa regiao
(GOMES; PIMENTEL, 1994). No presente estudo, pequenas PG foram claramente observadas
em todas as regides que sofrem tensdes compressivas. A presenca de decorin e biglican nas
diferentes regides - F1, F2, F3, P e T - pode estar relacionada a prdpria dindmica das forcas
biomecénicas, que depende ndo s6 das caracteristicas anatdbmicas da articulagcdo, mas
principalmente da atividade do animal.

Os PGs biglicano (ROSENBERG et al., 1995) e decorina (CHOI et al., 1989) foram
isolados pela primeira vez da cartilagem articular bovina. Esses investigadores confirmaram
imunologicamente a individualidade de cada PG, bem como a presenca de sulfato de dermatan
ligado covalentemente & proteina central. No joelho humano, DS-PG foram isolados e
caracterizados na cartilagem articular da epifise proximal da tibia e da epifise distal do fémur
(ROUGLHEY; WHITE, 1989). Esses PG de baixo peso molecular sdo normalmente detectados
na fracdo D4, mas também foram recentemente detectados na fragdo D1 (alta densidade) apesar
da presenca de Gu-HCI, sugerindo algum tipo de interacdo entre esses pequenos PG e 0s
monémeros do PG agregador (ROSENBERG et al., 1995). Também ja foi demosntrado que a
decorina, o biglicano e a fibromodulina podem se ligar ao colageno tipo VI através do esqueleto
proteico, especialmente na sequéncia rica em leucina (ROUGLHEY; WHITE, 1989). Talvez
uma interacdo semelhante ocorra com esses pequenos PG e com o PG néo agregante de alto
peso molecular presente em D2. A presenga de biglicano e decorina na fragdo D2 foi claramente
demonstrada no presente estudo. Com base nos resultados obtidos por SDS-PAGE, a presenca
ou auséncia do agente redutor ndo interferiu na interacdo dessas moléculas com o PG de alto
peso molecular. Isso contrasta com os dados obtidos para a cartilagem articular humana, na
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qual a migracdo DS-PG ocorre independentemente da agregacdo de PG e apenas na presenca
de SDS e 2-Me (CHOI et al., 1989).

A anélise em gel de poliacrilmida das cadeias GAG com tampéo barbital sugere a
presenca de uma cadeia com Mr ligeiramente superior a 40 kDa, semelhante ao Mr da cadeia
GAG de decorina e biglicano. No entanto, a presenca de fibromodulina na fracdo D4, sua
aparente alta concentracdo na regido T e sua capacidade de formar agregados confirmam um
estudo anterior. Neste artigo anterior, descrevemos a agregacdo FM na cartilagem tibiotarsica
de galinhas (GOMES et al., 1996). Essas duas regides sdo analogas em relacdo ao
comportamento biomecénico. No mesmo artigo, indicamos que este pequeno PG s6 pode ser
autoagregado sob condicdes ndo redutoras. Este pode indicar que a interacdo direta dos
elementos da MEC com os condrocitos ou células proximas atua como um mediador biol6gico
da funcéo celular (SOMMARIN; LARSON; HEINEGARD, 1989).

CONCLUSAO

Com base nos dados, este estudo nos permite concluir que a matriz da cartilagem
articular do joelho de bovinos expressa quantidades diferentes de PGs e essas moléculas podem
ter diferentes habilidades de agregacdo. Essas interacGes podem estar relacionadas a resposta
as diferentes forgcas compressivas presentes nas diferentes regides da superficie articular dentro
de uma mesma articulacao.
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