T

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

RODOLFO DE MELO NUNES

AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE GLICOSAMINOGLICANOS
EM PACIENTES COM OSTEOARTRITE

FORTALEZA

2013



RODOLFO DE MELO NUNES

AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE GLICOSAMINOGLICANOS EM
PACIENTES COM OSTEOARTRITE

Dissertacdo apresentada ao Programa
de POs-Graduacdo em  Ciéncias
Médicas da Universidade Federal do
Ceara, como requisito para obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Airton
Castro da Rocha

FORTALEZA

2013



RODOLFO DE MELO NUNES

AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE GLICOSAMINOGLICANOS EM
PACIENTES COM OSTEOARTRITE

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em  Ciéncias
Médicas da Universidade Federal do
Ceara, como requisito para obtengéo
do titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas.

A q Ly Orientador: Prof. Dr. Francisco Airton
provadoem. _/__/__ Castro da Rocha

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Francisco Airton Castro da Rocha (Orientador)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra Ana Caroline Rocha de Melo Leite
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira

(UNILAB)

Profa. Dra. Geanne Matos de Andrade Cunha

Universidade federal do Ceara (UFC)



A cada um que contribuiu direta ou indiretamente para
a realizacdo desse trabalho, especialmente a minha
familia, avd Luiza, meu orientador e amigos do
Laboratorio de Investigacdo em Osteoartropatias —
LIO — UFC.



AGRADECIMENTOS
A Deus, que na sua imensa divindade se torna humilde para compreender a condi¢gdo humana.

A minha avdé (in memorian), Luisa, incentivadora, imensurdvel apoio, e sempre sonhou

comigo tudo que conquistei.

A minha mde Valéria e avo Jodo, pelo imensurdvel apoio, constante incentivo e imensa

colaboragéo na formacao da minha pessoa.
As minhas irmés, Raylane, Rayane e Rayadna, pela eterna disponibilidade.
Ao meu tio Janior, pelo companheirismo e exemplo de dedicacdo a docéncia e pesquisa.

Ao meu orientador, Dr. Francisco Airton Castro da Rocha, pelo constante incentivo e
aprendizado.

A Ana Carolina Matias e Ana Caroline, pelo imenso carinho, presenca constante e

inquestionaveis conselhos.

Aos meus amigos Joanatan, Cosme, Adriano e Walter Breno, pela sincera amizade, constante

presenca e exemplo de conhecimento pessoal e profissional.

Aos meus amigos do LIO: Natalia Gomes dos Santos, Francisco Saraiva da Silva Junior,
Lucas de Ponte Melo, Fernando Alencar, Aryana Feitosa, Aline Alves, Esperanca Caetano e

Caio pelo imenso apoio e aprendizado.

Aos amigos de pds-graduacdo: Maritza, Talyta Hellen, Kamila, Anielle Torres Paulo, pelos

momentos de aprendizado pessoal e cientifico e imensa disponibilidade.

Aos professores, por terem compartilhado seus conhecimentos e pela colaboracdo na minha

formacado cientifica.

A todos que fazem parte do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Médicas, especialmente

as secretarias lvone Mary Fontenelle de Sousa e Rita de Cassia de Almeida.

Ao Biotério Central da Universidade Federal do Ceara pela gentileza na doacdo dos animais

para a execucao desse trabalho.

A CAPES, CNPq e FUNCAP, por terem confiado plenamente na realizacdo desse projeto e

terem concedido financiamento para a execucdo desse trabalho.



RESUMO

A cartilagem articular € um tecido avascular constituido por condrécitos dispersos em uma
matriz extracelular abundante (MEC) que reveste as superficies articulares e protege as
extremidades Osseas. Além do fluido intersticial, a MEC € composta por proteoglicanos,
glicosaminoglicanos (GAGS) e glicoproteinas. Doencas articulares, como a osteoartrite (OA),
promovem a degradacdo da cartilagem articular e esclerose do osso subcondral, levando a dor
crénica e comprometimento funcional das articulagcbes. Neste contexto, a quantificacdo de
GAGs é utilizada para estudar o papel das alteragdes fisiologicas ou patoldgicas da cartilagem
articular. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar as alteracfes bioquimicas da cartilagem
articular humana e de rato com ou sem a OA. As cartilagens humanas foram obtidas de
pacientes submetidos a artroplastia por OA ou por fratura. Ratos Wistar machos (150-180g)
foram submetidos a osteoartrite experimental que consiste na transeccdo do ligamento
cruzado anterior (TLCA). Grupo sham foi submetido apenas ao procedimento cirurgico, sem
transecgdo. Inicialmente, as amostras de cartilagem foram submetidas a acdo do complexo
enzimatico PROLAV 7507, obtendo-se ao final do processo, os GAGs. Esses foram
identificados e quantificados em gel de agarose (0,6%) e a massa molar foi avaliada em gel de
poliacrilamida (6% wi/v). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.), submetidos & ANOVA e teste de Tukey (P<0,05) ou teste “t” de Student (P<0,05).
Em ratos, o rendimento da degradacio da cartilagem pela PROLAV 7507 foi
significativamente diminuida apdés 70 dias de TLCA (P<0,05). Quanto a quantificacdo de
GAGs, houve um aumento significativo do contetido de GAGs apos 70 dias de TLCA. Em
humanos, o percentual de massa degradada pela PROLAV foi reduzida na presenca de OA.
Os pacientes com OA com idade inferior a 80 anos apresentaram aumento significativo da
guantidade de GAGs, quando comparado ao grupo controle. Quanto a mobilidade
eletroforética, GAGs de pacientes com OA apresentaram alteracdo da massa molar. Esses
achados mostram que tanto a cartilagem proveniente de pacientes acometidos por OA quanto
animais submetidos a OA experimental apresentam menor rendimento a degradacdo

enzimatica, aumento da quantidade de CS e alteracdo da massa molar.

Palavras-chave: Cartilagem, glicosaminoglicanos, idade e osteoartrite.



ABSTRACT

Articular cartilage is na avascular tissue composed of chondrocytes scattered in an abundant
extracellular matrix (ECM) that lines the joint surfaces and protects the bone ends. In addition
to the intersticial fluid, the ECM is composed of proteoglycans, glycosaminoglycans (GAGS)
and glycoproteins. Joint diseases such as osteoarthritis (OA), promote the degradation of
articular cartilage and subchondral bone sclerosis, leading to chronic pain and functional
impairment of the joints. In this context, the quantification of GAGs is used as a means to
study the physiological or pathological changes of articular cartilage. The objective this study
was to evaluate the biochemical changes of the articular cartilage of human and rat normal or
affected by OA. The human cartilage were obtained from patients submitted to arthroplasty
for OA or fracture. Male Wistar rats (150-180g) were submitted to the anterior cruciate
ligament transection (ACLT). Sham group was submitted to only to surgery without
transection. Initialy, the cartilage samples were submitted to the action of the enzymatic
complex PROLAV 7507, getting to the end of the process, the GAGs. These were identified
and quantified in agarose gel (0.6%) and molar mass was assessed in polyacrylamide gel (6%
wi/v). The results were expressed as mean + standard error of mean (S.E.M.) were submitted
to ANOVA and Tukey’s test (P<0.05) or “t” test of Student (P<0.05).In rats, the effective
proteolysis was significantly decreased after 70 days of ACLT (P<0.05). In the quantification
of GAGs, there was a significant increase in GAG content after 70 days of ACLT. In
humans, the percentage of mass degraded by PROLAV was altered by presence of OA. The
OA patients under 80 years of age showed a significant increase in the amount of GAGs
compared to the control group. In the electrophoretic mobility, GAGs of patients with OA
showed abnormalities of the molar mass. These findings show that both cartilage from
patients affected by OA as experimental animals subjected to OA have lower effective

proteolysis, increasing the amount of CS and alteration of the molar mass.

Keywords: cartilage, glycosaminoglycans, age, osteoarthritis.
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1 INTRODUCAO
1.1. Cartilagem Articular

A cartilagem articular (CA) é a cartilagem hialina que reveste as superficies
articulares, tornando-as lisas, polidas e esbranquicadas. Além de revestir e proteger as
extremidades dsseas contra atritos e lesdes, a cartilagem articular absorve,distribui e transmite
as forcas compressivas incidentes sobre ela (MARTEL-PELLETIER et al.,2008). Sua
espessura e composicdo sdo influenciadas por fatores como: superficie Ossea; posicao
anatémica; espécie (SIMON,1970). No adulto, sua espessura praticamente ndao se altera,

embora apresente uma leve reducdo com a idade.

Caracterizada por ser um tecido aneural e avascular, a cartilagem articular €
constituida por condrécitos dispersos em uma matriz extracelular (MEC) abundante, de
aspecto homogéneo e translicido formada por matriz organica e fluido intersticial.
Correspondendo a 20-30% do peso Umido, a matriz organica é composta por colageno,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos (GAGs) e glicoproteinas (Figura 1).Quanto ao fluido
intersticial, a &gua é o seu principal constituinte, correspondendo a 60-80% do peso total.
Constituindo cerca de 1-10% do peso Umido, os condrdcitos sdo responsaveis pela sintese e
degradacdo da MEC (ESPANHA, 2010).

Responsavel pela resisténcia, o colageno € a macromolécula mais abundante na
cartilagem articular. Sua distribuicdo varia de acordo com a profundidade da cartilagem,
sendo mais concentrada nas camadas superficiais. Sintetizado pelos condrdcitos, colageno
tipo Il é o principal componente da fibra colagena, estando disperso na matriz (sob a forma de
fibrilas) e colaborando para a integridade estrutural da cartilagem. Entretanto, coldgenos do
tipo I, IX, XI e outros podem ser observados em menor quantidade (EYRE et
al.,2002;GOLDRING & GOLDRING,2005).

Embora ocorram diferencas na sua estrutura e composicao, a cartilagem articular pode
ser dividida em quatro regides ou zonas: superficial, camada em contato com o liquido
sinovial caracterizada pela abundancia de colageno e escassez de proteoglicanos; média,
caracterizada pela presenca de fibras colagenas dispostas quase obliquamente e
proteoglicanos dispostos uniformemente; radiada, caracterizada por fibras dispostas

paralelamente e abundancia de proteoglicanos; calcificada, caracterizada pelo contato direto
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com 0 0sso subcondral e presenga de matriz mineralizada e pobre em proteoglicanos
(SIMON, 1970) (Figura 2)

Figura 1 - Visdo macroscopica e microscépica da matriz cartilaginosa.
Cartilagem articular
e 5:_ y v <
J
!

A jiw @i ',
&"'Q & 2 "3'?5 ‘

Estruturada cartilagem GRS
L AR S Controtimsaultate

N ;
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) —
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Fonte: http://fisioliferodrigorivelino.blogspot.com.br/2011/04/dad-cartilagem-articular.html



http://fisioliferodrigorivelino.blogspot.com.br/2011/04/dad-cartilagem-articular.html
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Figura 2 - Estrutura da matriz cartilaginosa em suas diferentes zonas ou camadas.
Superficial ou tangencial (I), média ou de transi¢cdo (l1), radiada ou profunda (l111) e

calcificada (1V).
TR A '
o\ A \:\s 1.;.:-/ ‘_.b‘
' ‘-\"'a \_,, ‘lL.f-""v.\..‘
—"T. ".f Y j‘.l

|
|

Fonte:JUNQUEIRA & CARNEIRO,2008.
1.1.2. Proteoglicanos

Os proteoglicanos sdo moléculas formadas por um eixo protéico no qual se ligam
covalentemente cadeias laterais de GAGs. A ligacdo desses ao centro protéico envolve o
tetrassacarideo, xilose-galactose-galactose-acido glucurdnico (GAG-GluGalGalXyl-O-CH2-
proteina ou xilose-o-serina), ou o N-asparaginil (LINCECUM et al., 1999; GANDHI &
MANCERA, 2008). Sua estrutura, representada por uma proteina central (core protein) na
qual se ligam perpendicularmente cadeias laterais de GAGs, associada a repulsdo dessas
cadeias pelas cargas negativas do acido carboxilico e sulfato dos GAGs, contribuem para o
aspecto de “escova de tubo de ensaio” dos proteoglicanos.

Em condigdes normais, proteoglicanos formam grandes agregados ligados de forma
ndo covalente ao acido hialurénico e proteina de ligacdo (link protein) (CARNEY & MUIR,
1988; HEINEGARD, 2009). Suas funcdes compreendem: regulacdo da atividade de moléculas
sinalizadoras; controle do trafego de células e moléculas; co-receptores; interacdo com
proteinas fibrosas da matriz; proliferacdo celular; seletividade da membrana basal; adesdo e
migracdo celular (SOUZA & PINHAL, 2011). Proteoglicanos como agrecano, decorina,
biglican, perlecan, versican sdo encontrados na cartilagem articular, em maior ou menor

concentragao.
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Considerado como o principal proteoglicano da cartilagem articular, o agrecano €
formado por uma proteina nuclear ou axial com duas regies globulares préximas da regido
amino-terminal (G1 e G2) (SAAMANEN, 1989). G1, o maior dos complexos globulares,
liga-se especificamente ao acido hialurdnico e proteina de ligacdo, conforme visto na figura 3.
Entre as regibes G2 e G3 (terceiro dominio globular localizado na regido carbéxi-terminal),
ha uma regido extensa de ligagdo aos GAGs (WATANABE et al., 1998). Entretanto, a
estrutura do agrecano pode variar em decorréncia de alteracbes do comprimento, posicdo de
sulfatacéo e substituicdo das cadeias de GAGs com a idade (LOESER,2009).

Figura 3 - Estrutura do proteoglicano

pr?%?;r;?p(:gt;t?n?)ao sulfato de condroitina (4 e 6)
igayso xiose-O-serina /
/ . /

V- querato sulfato \ J

carddxd-terminal

regdo N-tarminal peoteina canirad \
(cere’proteina ) oligossacaridecs (O e N)

+—— Hialuronano (AH)

Fonte:FELICE et al.,1985.

1.1.3. Glicosaminoglicanos (GAGS)

Glicosaminoglicanos (GAGs) sdo polissacarideos lineares, nao-ramificados,
constituidos de unidades dissacaridicas que se repetem, formadas por um actcar aminado (N-
acetil-glicosamina ou N-acetil-galactosamina) e 4acido urdnico (acido glicurénico ou
idurdnico). Todavia, Keratan-sulfato e heparina apresentam uma galactose no lugar do &cido
urdnico e glicosamina na posicdo do acucar aminado respectivamente (Tabela 1). Eles se

classificam de acordo com a composicdo monomerica, tipo de ligagfes glicosidicas e grau e
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posicdo da sulfatacdo. Os GAGs que compdem a grande maioria dos proteoglicanos séo:
condroitin-sulfato, dermatan-sulfato, heparan-sulfato, queratan-sulfato, heparina e &cido
hialurénico (TAYLOR & GALLO, 2006).

O condroitin-sulfato (CS) é o GAG presente em maior quantidade na cartilagem
articular. A sulfatacdo da N-acetil-galactosamina na posi¢do C-4 ou C-6 origina o condroitin-
4-sulfato (C4S) ou condroitin-6-sulfato (C6S), respectivamente (SAAMANEN, 1989).
Ambos sdo componentes do agrecano, contribuindo para a eletronegatividade desse
proteoglicano e consequente retencdo de liquido no tecido. Estudo de Bayliss et al (1999)
mostrou alteragé@o da propor¢éo de C4S e C6S com a idade.

1.2. Idade

A idade é um dos principais responsaveis pela alteracdo da matriz cartilaginosa. A
espessura da cartilagem do joelho diminui com a idade, demonstrando uma perda gradual da
matriz (HUDELMAIER et al.,2001).A presenca dos condrdcitos senescentes com o0
envelhecimento articular € um componente importante (SHANE ANDERSON &
LOESER,2010),posto que os condrdcitos sdo responsaveis pela sintese dos componentes da
MEC.A formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (Advanced glycation end-
products (AGESs)), produzidos pela glicacdo de proteinas diante da reducdo de agucares
(glicose, frutose e ribose), tambeém colabora para a alteracdo da matriz (VERZIJL et al.,
2003). O acumulo de AGE parece contribuir para o desenvolvimento de osteoartrite (OA)
(DEGROOT et al., 2004; VERZIJL et al., 2003), alteracdo das propriedades biomecéanicas
(CHEN et al., 2002), aumento da suscetibilidade a fadiga (BANK et al., 1998) e diminuicéo

da atividade anabdlica da cartilagem.

O processo de envelhecimento da matriz cartilaginosa promove ainda alteracfes do
tamanho, estrutura, sulfatacdo e sintese do agrecano (BUCKWALTER, 1994; WELLS et
al.,2003;VERBRUGGEN et al.,2000), comprometendo a hidratacdo da cartilagem (WELLS et
al.,2003). Com a idade, ha aumento na clivagem do colageno (HOLLANDER et al., 1995;
MOURITZEN et al., 2003), calcificacdo da matriz (WILKINS et al., 1983;ROSEN et al.,
1997) e diminuicdo da acdo de fatores de crescimento (BLANEY et al., 2005;
CHUBINSKAYA et al., 2002;FORTIER et al.,2011). Ainda, a capacidade de adaptacdo da
cartilagem ao estresse diminui com o processo de envelhecimento, o que pode ser observado
em pacientes idosos com artropatias inflamatérias apresentando degradacdo rapida da
cartilagem (BUKHARI et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verbruggen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10806044

Tabela 1- Caracteristicas estruturais dos principais glicosaminoglicanos.

15

Glicosaminoglicano Massa molar média Monossacarideo Posicédo do sulfato  Ligacao
(g/mol)*

Condroitin-4-sulfato 2-5x10" N-acetil-galactosamina 4 B(1-4)
acido glicurdnico - B(1-3)
Dermatan-sulfato 2-5x10* N-acetil-galactosamina 4 B(1-4)
Acido idurénico - B(1-3)
acido glicurdnico - B(1-3)
Condroitin-6-sulfato 2-7x10* N-acetil-galactosamina 6 B(1-4)
acido glicurdnico - B(1-3)
Acido hialurénico 5x10°-5x10’ N-acetil-glicosamina - B(1-4)
acido glicurdnico - B(1-3)
Keratan-sulfato 1-3x10* N-acetil-glicosamina 6 B(1-3)
Galactose -/6 B(1-4)
Heparan-sulfato 1-6x10* Glicosamina 2/6 a(1-4)
N-acetil-glicosamina -/6 a(1-4)
4cido glicuronico - B(1-4)
acido idurdnico - a(1-4)
Heparina 5x103-5x10* Glicosamina 2/6 a(1-4)
acido glicurdnico - B(1-4)
acido idurdnico 2 a(1-4)

Fonte:JERONIMO,1994."A massa molar média varia neste intervalo,segundo a fonte dos glicosaminoglicanos
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1.3. Osteoartrite (OA)

A osteoartrite (OA) é uma doencga articular crénica degenerativa que acomete a
populacdo idosa, embora seja geralmente associada a degradacéo da cartilagem, afeta toda a
articulacdo (LOUGHLIN, 2005; SHANE ANDERSON & LOESER,2010) A doenca é
promovida por fatores mecénicos e biolégicos que desequilibram os processos de sintese e
degradacéo na cartilagem e osso subcondral. Considerada como uma doenca multifatorial, a
OA acomete a cartilagem articular, membrana sinovial, 0sso subcondral, ligamentos, capsula
e masculos periarticulares (GHOSH & CHERAS, 2001; KEUTTNER & GOLDBERG,
1995).

A OA apresenta alteragdes morfoldgicas, bioquimicas, moleculares e biomecénicas nas
células e matriz extracelular (MEC) que levam a fibrilacdo, ulceragédo, perda da cartilagem
articular e esclerose e exposicdo do osso subcondral (POOLE, 1999; MARTIN et al., 1997).
A degradacdo do colageno, particularmente o do tipo Il, resulta na fibrilacdo irreversivel,
hipertrofia, aumento da hidratacéo e enfraquecimento das fibras de colageno. A quantidade de
agrecano e o teor de acido hialurénico diminuem progressivamente com a gravidade da
doenca. A participacdo de metaloproteinases que degradam a matriz extracelular € um evento

importante no desenvolvimento dessas alteracdes.

Em determinado estagio da OA, admite-se que os condrocitos se tornam incapazes de
compensar a perda de proteoglicanos, mesmo com a sua sintese aumentada. A producdo e
degradacdo dos proteoglicanos variam em diferentes regides da cartilagem como resultado da
diferenca do estresse mecanico a que ela € submetida. Como tentativa de reparacdo, o
condrdcito sintetizaria agrecano, cuja composicado se assemelha a da cartilagem jovem (CS-
SZABO et al.,, 1995). Nas fases iniciais da OA, matriz metaloproteinases (MMPs) sao
expressas predominantemente nas zonas de transicdo e profunda da cartilagem, ao passo que
agrecanases sao expressas na zona superficial da cartilagem (CHAMBERS et al., 2001;
FERNANDES et al., 1998).

A clivagem do agrecano por MMPs e agrecanases promove a liberacdo dos GAGs,
levando a perda da funcdo (STRUGLICS et al., 2006). A degradacao do agrecano pode ainda
ser mediada pelas metaloproteinases Disintegrin  and Metalloproteinase ~ With
Thrombospondin Mofis (ADAMTS), particularmente pelas ADAMTS-4 e ADAMTS-5
(LITTLE etal., 2002; SANDY &VERSCHAREN, 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

A osteoartrite (OA) é uma doenca articular caracterizada pela inflamag8o sinovial,
degradacédo progressiva da cartilagem articular e esclerose do osso subcondral, levando a dor
crénica e comprometimento funcional das articulagdes afetadas. O fato da OA acometer
principalmente a populagdo a partir dos 45 anos de idade, associado ao processo de
envelhecimento populacional e a inexisténcia de um farmaco que altere definitivamente o
curso da doenca evidenciam a necessidade de se compreender sua fisiopatologia para se
buscar melhores terapias.

O processo de avaliacdo do dano a cartilagem articular é passivel de ser estudado, em
parte pela quantificacdo de glicosaminoglicanos (GAGS) presentes nesse tecido.
Originalmente descrito por Ramos et al. (2001), a técnica consiste na purificacdo dos GAGs
apos proteolise enzimatica. Atualmente, o nosso grupo de pesquisa utiliza um produto
chamado PROLAYV 7507, um complexo proteolitico que tem nos permitido degradar a por¢ao
proteica da matriz da cartilagem articular com um bom rendimento. Considerado como um
método facil, objetivo e reprodutivel, fornece material para a identificacdo dos GAGs e
avaliacdo da sua mobilidade (massa molar).

Utilizando-se essa técnica, 0 grupo mostrou aumento de GAGs e alteracdo da sua massa
molar aos 70 dias de transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA) em ratos (SILVA et
al., 2009), considerado um modelo de osteoartrite (OA). Nesse modelo de OA, o perfil de
alteracdo é semelhante ao encontrado em seres humanos, incluindo perda de proteoglicanos,
aumento da atividade da colagenase (STOOP et al., 2001) e grave dano a cartilagem com
formacdo de ostedfitos (AMEYE & YOUNG, 2006).

Baseado nos estudos do nosso grupo relacionados a quantificacdo, identificacdo e
avaliacdo qualitativa de GAGs em modelo de TLCA, associado a necessidade de
caracterizacdo quantitativa e qualitativa dos GAGs da cartilagem humana acometida por OA,
haja vista a possibilidade da descoberta de um biomarcador para a doenca (Attur et al., 2013).
Decidiu-se estudar os GAGs da cartilagem humana, sob 0s aspectos quantitativos e

qualitativos, demonstrados previamente nos ratos ( Silva et al., 2009).
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3 Objetivos
3.1. Objetivo geral
Avaliar as alteracOes quantitativas e qualitativas dos glicosaminoglicanos provenientes

da cartilagem articular humana e de ratos acometidos ou néo por osteoartrite (OA).

3.2. Objetivos especificos

- Investigar a eficiéncia da protedlise (Rendimento: % de massa degradada) da
cartilagem articular humana e de rato ao complexo enzimético PROLAV 750%;

- Quantificar e comparar os GAGs da cartilagem articular de ratos submetidos ou nédo a
transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA);

- Quantificar e comparar os GAGs da cartilagem articular humana normal ou acometida
por OA.

- Avaliar o perfil de mobilidade de GAGs da cartilagem articular humana normal ou

acometida por OA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do material biolégico humano

Foram incluidos neste estudo pacientes internados a serem submetidos ao procedimento
de artroplastia, que consiste na substituicdo do membro por uma protese. A inclusao no estudo
se baseou na presenca de osteoartrite (OA) grave ou sem a doenga (Controle) no membro que
seria submetido a artroplastia, independente da idade, sexo ou &rea acometida. Vale salientar
que a indicacdo do procedimento ndo sofreu nenhuma interferéncia de nenhum dos membros
do protocolo, fazendo-se a coleta ap6s tomar-se ciéncia da marcacao da cirurgia, com prévia
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo paciente ou seu
representante legal, conforme as Boas Praticas Clinicas. O estudo foi previamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUWC, sob o niimero (090.12.08). A coleta de dados
abordou aspectos como: presenca ou ndo de OA, idade, regido anatémica, comorbidades e uso
de medicamentos. Entretanto, apenas a idade e diagndstico ou ndo da doenca foram abordados
aqui. As amostras foram recolhidas ap0s a assinatura do TCLE. Foram coletadas amostras de
30 pacientes, sendo 16 de pacientes com fratura e 14 de OA (Tabela 2). As amostras foram
obtidas de quadril, ombro e joelho (Tabela 3). A faixa etaria dos pacientes envolvidos na

pesquisa variou entre 25 e 92 anos.

Tabela 2 - Nimero de pessoas por grupo, sexo e faixa etaria.

Faixa etaria
Grupo Sexo <60 60-79 >80
Osteoartrite Masculino 1 2 1
Feminino 2 6 2
Controle Masculino 4 1 2
Feminino 1 4 4

Fonte: o préprio autor.



Tabela 3. NUmero de pessoas por grupo, sexo, membro e faixa etéria.
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Faixa etaria
Grupo Sexo Area <60 60-79 >80

Osteoartrite Masculino Quadril 1 2 1
Feminino Ombro 1 1

Joelho 2

Quadril 2
Controle Masculino Ombro 2 1 1

Quadril 2

Feminino Ombro 1 2
Quadril 1 3 2

Fonte: o préprio autor.

4.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (150-180g) fornecidos pelo Biotério Central da

UFC. Os animais foram submetidos a temperatura adequada (22-25°C), com 12h de ciclo

claro/escuro e livre acesso a agua e racdo. Todos os experimentos foram conduzidos de

acordo com as diretrizes preconizadas pelo Conselho Nacional

de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA), com todos os esforcos feitos para minimizar o

sofrimento dos animais. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal — CEPA da UFC. Os animais utilizados no experimento estdo

copilados na tabela 4.
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Tabela 4 - Numero de animais por grupo e experimento.

NuUmeros de Animais Grupo
Experimento Naive* Sham* OA*
Rendimento ou eficiéncia da 6 7 6
proteolise *

(% de massa degradada)

Avaliacdo da quantidade de 7 4 7
condritin-sulfato (CS)*

Fonte: o préprio autor.* Ratos Wistar machos com pesos (180-200 g) e idades (51-55 dias) provenientes do
biotério central da Universidade Federal do Ceara foram utilizados durante os experimentos. Naive: sem
intervencéo cirtrgica.Sham:sem excisdo do ligamento cruzado anterior.OA:com excisdo do ligamento cruzado
anterior.

4.3. A inducdo da osteoartrite (OA) por transeccado do ligamento cruzado anterior
(TLCA) em ratos

Apos anestesia (hidrato de cloral — 400 mg/kg; i.p), ratos foram submetidos a depilacéo
do joelho direito e assepsia local. Uma incisdo parapatelar foi feita, seguida pelo
deslocamento lateral da patela, permitindo acesso ao espaco articular. O ligamento cruzado
anterior (LCA) foi visualizado e cirurgicamente excisado. O aumento do deslocamento
anterior da tibia em relacdo ao fémur foi usado como forma de se confirmar a transeccdo do
ligamento. O grupo sham foi submetido ao procedimento cirdrgico, sem excisdo do LCA. Os
animais foram sacrificados apds 70 dias da transec¢do (CASTRO et al., 2006).0 grupo naive

ndo foi submetido a qualquer intervencéo cirurgica.
4.4. Extracdo de glicosaminoglicanos (GAGs) da cartilagem articular humana e de ratos

A cartilagem foi removida cirurgicamente das articulacdes, devidamente pesada (massa
inicial - my), apos secagem overnight a 80°C, e homogeneizada em acetona.A acetona retira
os lipidios presentes na matriz.Em seguida, uma suspensdo da enzima PROLAV 750% em
tampao Tris-HCI/NaCl (4 mg enzima/mL tampéo) foi adicionada ao p6 cetdnico e o material
foi digerido em banho-maria (56°C) por 48 horas. A mistura reacional obtida foi retirada do
banho e teve a concentracdo de NaCl corrigida com NaCl 4M.A saturacdo do meio com NacCl
promove a sedimentacdo das substancias que possuem baixa solubilidade.O meio foi
transferido para um banho-maria (37°C) por 30 minutos. O sobrenadante (SB1) foi coletado e

o0 precipitado (P1) submetido a lavagem com &gua destilada e colocado na estufa overnight a
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80°C para evaporacdo da agua. Apds evaporacdo, o material foi pesado para a obtencdo da
massa final (m;). O &cido tricloroacético (concentracdo final de 10% wi/v) é usado para a
precipitacdo de macromoléculas tais como: proteinas, DNA e RNA, e foi adicionado ao
sobrenadante (SB1), agitado a 4°C por 15 minutos e centrifugado (10.000 g, 15 min, 25°C). O
sobrenadante (SB2) foi coletado e descartado o precipitado (P2). Em seguida, foi adicionado
etanol para precipitar os GAGs do sobrenadante (SB2) e a solugdo foi mantida overnight a
4°C, sendo novamente centrifugada (10.000 g, 15 min, 15°C). O sobrenadante (SB3) foi
descartado. O precipitado (P3), contendo os GAGs, foi colocado em fluxo para total
evaporacao do etanol. Apos esse processo, o P3 foi dissolvido em &gua destilada (Figura 4).

Figura 4 — Esquema do protocolo de extracdo de glicosaminoglicanos da cartilagem

articular.

Cartilagem umida
1 Secagem overnight (80°C)
Cartilagem seca
Aceton Seca na estufa
Pesagem (m;y)
1 PROLAYV em tampéao This-HCI-NaCl (56°C, 48h)

Mistura reacional

1 NaCl 4M (37°C, 30 min)
Meio
Sobrenadante 1 (SB1) ‘ ~ Precipitado 1 (P1)

TCA (4°C, 15 min)l Centrifugacéo (10.000g, 25°C, 15 min)l Agua destilada, overnight (80°C)

SB2 P1

Etanol, overnight (4°C)1Centrifugac;éo (10.000g, 15°C, 15 min)l Pesagem (my)
SB3 P1
P3

Evaporacdo l Agua destilada

GAGs
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4.5. Determinacdo do rendimento da degradacao da cartilagem articular humana e de
ratos

A quantidade de cartilagem degradada (Am) foi obtido pela diferenca entre a massa
inicial (m;) e final (my), em mg, da cartilagem articular.O rendimento ou eficiéncia da

protedlise (EP) foi obtido conforme descrito abaixo:
Am = mg-m; (1)
EP (%) = Am x100/m1 (2)

4.6. Identificacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) da cartilagem articular humana por
eletroforese em gel de agarose

Um volume de 5 pL de padrdes de condroitin-sulfato (CS) e heparan-sulfato (HS) na
concentracdo (2ug GAG/uL de cresol 0,5% diluido em sacarose 50%) e amostras de GAGS
dos pacientes foram aplicadas no gel de agarose (0,6%), apos o que foi iniciada a eletroforese
(100V, 1h) em tampédo de diamino-propano (pH = 9). Em seguida, o gel foi submergido em
solucédo de CTV (0,1%), por 24h. Apos fixacdo, o gel foi devidamente secado e corado com
azul de toluidina (0,1%), por 15min. Ao final do processo, 0 excesso de corante foi removido
pela sua submersdo em solucédo descorante. Apds esse processo, as bandas eletroforéticas das

amostras foram comparadas as dos padrdes.

4.7. Quantificacdo de glicosaminoglicanos (GAGSs) da cartilagem articular humana e de

ratos por eletroforese em gel de agarose

O C6S nas respectivas concentragdes (2, 4, 6, 8, 10 e 12 ug em 5 pL) foi utilizado para
a obtencao da equacdo da reta e consequente quantificacdo dos GAGs. As amostras de GAGS
dos pacientes foram obtidas de uma solucdo contendo 8 pL da amostra e 2 uL cresol 0,5%
(diluido em sacarose 50%). Dessa solucdo, 5 pL foram aplicados em gel de agarose (0,6%) e,
em seguida, foi iniciada a eletroforese (100V, 1h) em tampéo de diamino-propano (pH = 9).
Em seguida, o gel foi submergido em solucdo de CTV (0,1%), por 24h. Apos fixacdo, o gel
foi devidamente secado e corado com azul de toluidina (0,1%), por 15min. Ao final do
processo, o excesso de corante foi removido pela sua submersdo em solucdo descorante (acido
acetico (1% v/v) e etanol (50% v/v)). Apbs esse processo, 0 gel foi escaneado e as bandas
eletroforéticas do padrdo e amostras foram analisadas, através do software Image J (versao
1.37) disponibilizado gratuitamente pelo U.S. National Institutes of Health (Rasband, 2006),

para a determinacgdo da intensidade luminosa e célculo da densidade 6tica (D.O) relativa. Para
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amostras diluidas, a concentracdo obtida pela densidade otica foi multiplicada pelo fator de
diluicdo correspondente. Os dados obtidos foram expressos em ug de GAG/mg de cartilagem

Seca.

A) B)

Equacéo da reta:

[CS]=(ASC+1100)/2410,7

5 10 15
[CS6] ng

Figura 5- Quantificacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) da cartilagem articular em gel
de agarose (0,6%0). (A) Célculo da area sob a curva para obtencdo da equacédo da reta de C6S
gerada pelo programa Image J.1- C6S (2 pg); 2- C6S (4 ug ); 3- C6S (6 ug ); 4 — C6S (8 pg
).(B) Padrdes de condroitin-sulfato (C6S) em gel de agarose. (Coloragdo por azul de

toluidina).

4.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Procedeu-se a eletroforese em gel de poliacrilamida para avaliacdo indireta da massa
molar dos GAG extraidos da cartilagem femoral. 10 pg de GAG foram aplicados em gel de
poliacrilamida 6% wi/v, e submetidos a eletroforese vertical (100 V), em tampéo barbital, por
1 h. Os GAG no gel foram corados por azul de toluidina durante 15 min. O excesso de corante
foi removido por imersdo em acido acético a 1% v/v por 3 horas. Para proceder a secagem, o
gel foi imerso em solucdo de glicerol 5% v/v por 30 min, e colocado entre duas folhas Umidas
de celofane, sob tensdo, por 48 h. Os filmes obtidos a partir dos géis foram digitalizados e
analisados pelo software ImageJ 1.37v, disponibilizado gratuitamente pelo U. S. National
Institutes of Health (RASBAND, 2006). Para cada banda do gel de agarose, determinou-se a
densidade oOptica (DO) relativa (Figura 6A). Para avaliagdo da migracdo do GAG em gel de
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poliacrilamida, determinou-se a mobilidade eletroforética relativa ao condroitin-4-sulfato
(C4S) (DIETRICH & DIETRICH, 1976), o padrédo de menor massa molar ponderal utilizado
(4,55 x 10* g/mol) (Figura 6B):

Mobilidade relativa = posi¢éo do pico da banda

Posicdo do pico de C4S

Outra forma para avaliar a mobilidade é a analise do grafico pela origem das curvas. Esse
método é aplicado quando a diferenca entre amostras ndo esta no pico da curva, mas na regido
do vale (Figura 6C). Neste caso, seguimos a equacdo abaixo:

Mobilidade relativa = posicdo de inicio da banda

Posicao de inicio de C4S
Obs:quanto menor o valor da mobilidade relativa maior é a massa molar.
4.9. Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). Para
comparagdes maltiplas entre médias, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida

do teste de Tukey (P<0,05). Para comparagdes entre duas médias, foi utilizado o teste “t” de

Student (P<0,05). O programa utilizado foi 0 GraphPad verséo 5.0.
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Figura 6: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (6% wi/v) de condroitin-4-sulfato
(C4S) e condroitin-6-sulfato (C6S). (A) 10 pg de cada GAG foram submetidos a
eletroforese (100V) em tampéo barbital 60mM (pH 8,60). (B) Analise de pico. (C) Analise da
origem. DistribuicBes obtidas pela leitura das bandas no software ImageJ 1.37 v. As massas
molares ponderais de C4S ( negrito) e C6S sdo 4,55 x 10* g/mol e 5,88 x 10* g/mol,
respectivamente. As setas indicam a mobilidade relativa de cada GAG.
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5. Resultados

5.1. A eficiéncia da protetlise (rendimento) da cartilagem articular de ratos a

degradacéo pelo complexo enzimatico PROLAV

A inducdo da osteoartrite por Transec¢do do Ligamento Cruzado Anterior (TLCA)
nesses animais mostrou uma diminuicao significante da eficiéncia da protedlise apds 70 dias
da transecgéo (P<0,05) (Figura 7).

100+ * #
80~ Ll A

60- . ——

o0 A

de cartilagem seca)

Eficiéncia da Protedlise
( % cartilagem degradada/mg

Naive Sham OA
Ratos

Figura 7 — A eficiéncia da proteodlise (rendimento) apds 70 dias de experimento. Ratos
foram submetidos a Transeccdo do Ligamento Cruzado Anterior (TLCA), sendo sacrificados
apos 70 dias. Grupo sham representa 0s animais que foram submetidos ao procedimento
cirurgico sem excisdo do LCA. Grupo naive representa 0s animais que ndo foram submetidos
a qualquer procedimento cirurgico. O percentual da massa degradada foi obtido pela diferenca
entre a massa inicial (m;) e final (m;), em mg, da cartilagem articular degradada. Os dados
foram expressos como média + e.p.m. do % da massa degradada em mg de cartilagem
degradada. *P<0,05 comparado ao grupo naive DO;*P<0,05 comparado ao grupo sham D70
(ANOVA seguida de teste de Tukey).
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5.2. Quantificacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) da cartilagem articular de ratos

submetidos a Transec¢do do Ligamento Cruzado Anterior (TLCA)

A inducdo da osteoartrite aumentou significativamente a quantidade de GAGs da
cartilagem quando comparada a dos animais submetidos ao procedimento cirdrgico sem a
transeccdo (grupo sham) (P<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 — Cinética da quantificacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) da cartilagem
articular de ratos submetidos ou/ndo a Transeccdo do Ligamento Cruzado Anterior
(TLCA). Ratos foram submetidos a Transecc¢do do Ligamento Cruzado Anterior (TLCA),
sendo sacrificados apds 70 dias. A quantidade de glicosaminoglicanos (GAGs) foi obtida da
cartilagem articular do joelho direito. Grupo sham representa 0s animais que foram
submetidos ao procedimento cirargico sem excisdo do LCA. Grupo naive representa 0S
animais que ndo foram submetidos a qualquer procedimento cirargico. Os dados foram
expressos como media = e.p.m. da quantidade de condroitin-sulfato em pg/mg de cartilagem
seca. *P<0,05 comparado ao grupo naive;’P<0,05 comparada ao grupo sham. (ANOVA
seguida de teste de Tukey).
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5.3. A eficiéncia da protedlise (rendimento) da cartilagem articular do quadril de seres
humanos a degradacéo pelo complexo enzimatico PROLAV

A percentagem de massa degradada diminuiu de forma significante em pacientes com OA
de quadril pela PROLAYV, quando comparado ao grupo controle (P<0,05) (Figura 9).
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Figura 9 - Avaliacédo da eficiéncia da protedlise da cartilagem articular do quadril. Os
pacientes submetidos a artroplastia por OA de quadril ou fratura foram divididos em grupos.
O percentual da massa degradada foi obtido pela diferenca entre a massa inicial (m;) e final
(my), em mg, da cartilagem articular degradada. Os dados foram expressos como média +
e.p.m. do % da massa degradada em mg de cartilagem degradada. *P<0,05 comparado ao
grupo controle (Student’s "t" test).
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5.4. Quantificacdo dos GAGs extraidos da cartilagem articular do quadril apoés

eletroforese em gel de agarose

A quantidade de GAGs na cartilagem n&o altera de forma significante em pacientes
com OA de quadril, quando comparado ao grupo controle (P<0,05) (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da quantidade do CS extraido da cartilagem articular do quadril.
Os pacientes submetidos a artroplastia por OA de quadril ou fratura foram divididos em
grupos. Os dados foram expressos como média + e.p.m. da quantidade de condroitin-sulfato
em pg/mg de cartilagem seca.
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5.5 Avaliacdo da massa molar dos GAGs extraidos da matriz cartilaginosa do quadril

A figura 11B mostra que a mobilidade relativa do CS de seres humanos com osteoartrite
de quadril foi significativamente menor, quando comparada com o grupo de controle

("P<0,05). Esse fato ndo ocorreu quando analisamos pelo pico (Figura 11A).
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Figura 11 — Mobilidade relativa dos glicosaminoglicanos (GAGs) extraidos da cartilagem
articular do quadril, na presenca ou ndo de osteoartrite (OA), em gel de poliacrilamida.
Pacientes foram submetidos a artroplastia do quadril por OA ou fratura. Glicosaminoglicanos (GAGS)
da cartilagem articular desses pacientes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(6%). Os dados foram expressos como média + e.p.m. da migracdo de GAGs (Teste t de Student).(A)
Os valores representam a relacdo entre o pico das curvas de imagens digitalizadas a partir de géis de
poliacrilamida. (B) Os valores representam a relacdo entre a posi¢do de inicio das curvas de imagens
digitalizadas a partir de geéis de poliacrilamida. O C4S arbitrariamente fixados em 1.0.Como
comparacio o C6S, sob as mesmas condicBes, apresenta uma mobilidade relativa de 0,708."P <0,05
comparado com o grupo de controle (Student teste "t").
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5.6 Avaliacdo da eficiéncia da protedlise da cartilagem articular em pacientes

submetidos a artroplastia

A presenca de cartilagem osteoartrite reduziu significativamente a eficiéncia da
degradacéo proteolitica da matriz, quando comparada com o grupo controle abaixo de 80 anos
na mesma faixa etéria (*P> 0,05) (# P> 0,05).
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Figura 12 -Avaliacdo da eficiéncia da protedlise da cartilagem articular por faixa etaria
e independente da area em pacientes submetidos a artroplastia por fratura ou OA.Os
pacientes submetidos a artroplastia por OA ou fratura foram divididos em grupos por faixa
etaria.Os dados foram expressos como média + e.p.m. do % da massa degradada em mg de
cartilagem degradada. *P<0,05 comparado ao grupo controle menor que 60 anos;*P<0,05
comparada ao grupo controle com idade entre 60 e 79 anos; OA > 80 maior ou igual a 80
anos. (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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5.7 Quantificacdo do CS extraido da cartilagem articular em pacientes submetidos a
artroplastia

A figura 13 mostra que as articulagcbes de pacientes com OA mostram um aumento
significativo na quantidade de glicosaminoglicanos (GAG), quando comparado com 0 grupo
controle na mesma faixa etaria (*P <0,05) (#P< 0,05). Contudo, o grupo com OA na idade
igual ou superior a 80 anos, a quantidade de CS medida por densitometria ndo revelou
diferenca se comparado ao grupo controle.

/i

Con<60 OA<60  Con (60-79) OA (60-79) Con >80 OA >80
Humanos

Figura 13 — Avaliacdo da quantidade de condroitin-sulfato na cartilagem articular com
idade e independente da area em pacientes submetidos a artroplastia.Os pacientes
submetidos a artroplastia por OA ou fratura foram divididos em grupos por faixa etaria. Os
dados foram expressos como média * e.p.m. da quantidade de condroitin-sulfato em pug/mg de
cartilagem seca. *P<0,05 comparado ao grupo controle menor que 60 anos;’P<0,05
comparada ao grupo controle com idade entre 60 e 79 anos; OA > 80 maior ou igual a 80
anos. (ANOVA seguida de teste de Tukey).
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6 Discussao

Os animais submetidos @ TLCA mostraram uma reducdo significativa na eficiéncia a
protedlise quando comparada ao grupo sham. Entretanto, esperdvamos uma maior eficiéncia
da proteolise quando comparado ao grupo sham, pois teriamos um importante componente
catabdlico agindo sobre a matriz cartilaginosa, que seria a osteoartrite. Especulamos que o
menor rendimento poderia decorrer de um desequilibrio inicial da homeostase, ou seja, apos
70 dias de experimento o catabolismo j& exerce seus efeitos devido ao envelhecimento dos
animais. Por outro lado, a cartilagem encontra-se na fase de intenso anabolismo em resposta
ao catabolismo exercido pela osteoartrite induzida experimentalmente. O anabolismo consiste
em parte na sintese de componentes da matriz, como a sintese de proteoglicanos e
consequente aumento de CS em resposta ao estresse mecanico da transeccdo. A sintese de
componentes da matriz e consequente anabolismo é passivel de avaliacdo atraves da
quantificacdo de GAGs. O resultado obtido da quantificacdo de GAGSs mostrou um aumento
significativo aos 70 dias da TLCA, colaborando com o de Silva et al. (2009)

Outro fator que sustenta essa hipotese é o fato de que estudo in vitro com explantes de
cartilagens mostrou uma degradacéo inicial do agrecano em relacdo ao colageno (PRATTA et
al., 2003). Ainda, a perda do agrecano por acdo das agrecanases é reversivel, mas a
degradacdo do agrecano e colageno tipo Il por matriz metaloproteinases diminuem a
capacidade dos condrocitos repararem o dano (FELL et al., 1976; KARSDAL et al.,
2008).Com 0 exposto acima, sugerimos que a sintese de componentes da matriz reduziria a
vulnerabilidade de proteoglicanos ao ataque enzimatico e as ac¢Oes catabdlicos (MARTEL-
PELLETIER et al.,2008),e consequentemente de outras enzimas que agissem por essa Via ou
vias comuns de degradacdo das proteinas, neste aspecto afetando o comportamento das

enzimas que compdem a PROLAVF no nosso estudo.

Diante do exposto acima, a eficacia da proteolise e a quantidade de CS sdo alteradas na
presenca da OA experimental. Como a eficicia da protedlise e a quantificacdo do CS séo
passiveis de avaliacdo também na cartilagem humana. Resolvemos investiga-los nos pacientes
com OA.

Para a cartilagem humana, observamos uma reducdo da eficiéncia da protedlise nos
pacientes acometidos por OA. Esses resultados validam o método de extracdo dos GAGSs e 0
modelo da TLCA, como um bom método, ja que nos experimentos animais foi possivel obter

uma distingéo de rendimento entre a presenca ou ndo de OA.
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A reducéo da eficiéncia da protedlise nos animais encontra-se associada ao aumento de
CS. Nos seres humanos, a reducdo da eficiéncia também estava acompanhada do aumento da
quantidade de CS. Corroborando com os achados experimentais, observamos uma tendéncia
quando avaliamos apenas o quadril e chancelamos a diferenca quando analisamos de acordo
com a faixa etéria. O aumento do contetdo de CS da cartilagem articular nos estagios iniciais
da OA provavelmente reflete 0 aumento da sintese de GAGs. Porém, nos estagios avangados
da doenga, a concentragdo de GAGs diminui, apesar do aumento da producdo pelos
condrdcitos, refletindo o intenso catabolismo (SILVA et al., 2009). Esses dados revelam que
aumento do contetdo de CS da cartilagem articular nos estagios iniciais da OA é possivel e
esse comportamento j4 foi observado em outros experimentos (NELSON et
al.,2006;BRAUNSTEIN et al.,1990; LE GRAVERAND et al.,2010; HOSSEININIA et
al.,2013). Na literatura, essa capacidade é conhecida como reparo hipertréfico (VIGNON et
al.,1983. ADAMS & BRANDT,1991). Entretanto, apds os 80 anos ndao houve diferenca entre
as amostras humanas normais e osteoartriticas. Acreditamos que o catabolismo na cartilagem
osteoartritica associado a presenca de condrdcitos senescentes, que tem como caracteristicas o
declinio da proliferacdo e resposta anabdlica a fatores de crescimento (MARTIN et al., 1997,
MESSAI et al., 2000;BOBACZ et al., 2003;CHUBINSKAYA et al., 2002), que estimulam a
sintese de proteoglicanos pelos condrdcitos, podem ter seu efeito reduzido em condrocitos
humanos senescentes justificando a reducdo na quantidade de GAGs observado apds 80
anos.Ademais,estudos com cartilagens humanas e de ratos mostraram declinio no nimero de
células e sintese de agrecano com a idade (VIGNON et al., 1976; JALLALI et al,
2005;VERBRUGGEN et al., 2000).Segundo Del Carlo e Loeser (2003), condrocitos
senescentes podem contribuir para a reducdo da densidade celular na matriz cartilaginosa
devido ao aumento na morte celular pela producdo de espécies reativas de oxigénio com a
idade.

Silva et al.(2009) revelaram que o aumento da quantidade de CS nos animais
submetidos a OA experimental encontrava-se associado a sintese de GAGs de alta massa
molecular e consequente menor mobilidade. Levando em consideracdo que as alteracdes
referidas nos animais com relagdo a alteracdo na eficiéncia da proteolise e quantidade de CS
foram reproduzidas também em seres humanos. O préximo passo foi investigar a

possibilidade de alteracdes na massa molar nos pacientes com OA.

O resultado do estudo com cartilagem humana mostrou alteracdo no padrédo de

mobilidade dos GAGs em pacientes com osteoartrite. Esse dado demonstra uma diferenca
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qualitativa entre as cartilagens normais e acometidas por OA.Também, subsidia uma nova
linha de pensamento que as alteracbes ocorridas nos proteoglicanos provenientes da
cartilagem osteoartrite vao além da simples mudanca na propor¢cdo dos GAGs que 0s
compdem (CS-SZABO et al.,1995;MARTEL-PELLETIER et al.,2008).Mas, alteracdes
intrinsecas nos GAGs poderiam estar envolvidas na OA.Diante da caracterizacdo do tipo de
alteracdo estrutural envolvida nos GAGs em OA, permitird a possibilidade de propor um novo
biomarcador para a doenca, haja vista que os disponiveis até o presente momento ndo se

baseiam em altera¢Oes qualitativas.

Inferimos com o exposto acima que tanto a cartilagem proveniente de pacientes
acometidos por OA quanto animais submetidos a OA experimental apresentam alteracdo na
eficiéncia da protedlise, na quantidade de CS e massa molar.
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7. Conclusotes

A partir dos resultados aqui demonstrados com amostras de cartilagem humana e de
ratos, as seguintes conclusdes podem ser obtidas:

- A inducdo do modelo de transecc¢do do ligamento cruzado anterior (TLCA) em ratos
reduz a eficiéncia da protedlise na cartilagem;

- A presenca de osteoartrite (OA) de seres humanos interfere no rendimento da
protedlise da cartilagem articular a degradacao;

- A técnica de isolamento pelo complexo enzimético PROLAV 750F e quantificacdo de
GAGs em gel de agarose sdo eficazes para a cartilagem humana;

- A TLCA em ratos promove alteracdo na quantidade de GAGs apds 70 dias de
transeccao;

- A quantidade de GAGs da cartilagem humana é alterada pela osteoartrite;

- A semelhanca dos GAGs da cartilagem de ratos, o padrdo de mobilidade dos GAGs
provenientes de seres humanos pode ser estudado em gel de poliacrilamida;

-A semelhanca dos GAGs da cartilagem de ratos submetidos a osteoartrite

experimental, a OA de quadril altera o padrdo de migracdo dos GAGs da cartilagem humana.
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