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Errata

No Resumo da Tese, na pagina X:

Na linha Onde se Ié Deve lerse

15 TIMP-2 (47,0% vs. 46,9%, respectivamente)  TIMP-2 (47,0% vs. 21,5%, respectivamente)

16 TIMP-3 (94,3% vs. 21,5%, respectivamente)  TIMP-3 (94,3% vs. 91,4%, respectivamente)




“E preciso saber esquecer para saborear o gosto do presente, do instante e da espera, mas a
prépria memoéria tem necessidade de esquecimento: é preciso esquecer o passado recente

para encontrar o passado antigo...”

Marc Augé'

' Augé, M. (2001) As Formas do Esquecimento. iman Edicdes, Aimada. Tradugdo de Ernesto
Sampaio. 109 paginas.
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Resumo

A discondroplasia do tibiotarso consiste numa anomalia, que é& caracterizada pelo
aparecimento de uma massa cartilaginea avascular opaca, nao calcificada, que se estende até
a metafise. Esta patologia pode ocorrer espontaneamente, ou ser induzida por varios factores,
designadamente nutricionais, micotoxinas e alguns ditiocarbamatos. No presente trabalho,
procedemos ao estudo das eventuais alteragdes nos mecanismos homeostaticos ligados a
acumulagio de matriz extracelular, caracteristica desta doenca, através do modelo
experimental de indugio pelo ditiocarbamato Tirame [tetramethylthyithiuram disulfide
(CeH12N2S4)], em frangos de camne (broilers) da estirpe Cobb. O Tirame foi administrado na
dieta dos animais, desde o seu nascimento, até aos 21 dias de idade, numa concentragao de
35 mg Tirame/Kg ragc&o. O desenvolvimento das lesdes foi acompanhado diariamente, através
da observagsio dos animais. Foi ainda avaliada a express&o de diversos imunomarcadores,
possivelmente associados & origem e desenvolvimento das lesbes discondroplasicas, em
ossos de animais normais e tratados com Tirame, ao fim dos 21 dias do ensaio.

Os primeiros sinais clinicos comegaram a ser evidentes a partir dos 4-5 dias, embora em
apenas 12% dos animais. Estes individuos foram identificados com base em evidentes
dificuldades de locomogsio, com paragens constantes e consequente imobilizagao, resultados
confirmados por analise histologica. No dia do sacrificio as diferencas verificadas entre os
pesos corporais dos animais do grupo controlo (682,5 g + 34,3) e do grupo experimental (409,6
g + 23,5) foram significativas (p<0.05), ndo se verificando, contudo, dentro de cada grupo,
diferencas significativas entre machos e fémeas. No grupo controlo n&o foram observadas
lesBes, enquanto que no grupo experimental estas atingiram valores da ordem dos 85% nas
placas de crescimento proximais da tibia e do fémur. A placa de crescimento com menor grau
de incidéncia foi a do umero distal (5%).

Para os marcadores de diferenciagdo e proliferag3o, a zona de hipertrofia apresentou as
maiores diferencgas significativas entre os animais controlo e os animais com discondroplasia,
para o c-myc (34,4% vs. 15,3%, respectivamente), para a tubulina-beta (27,2% vs. 14,9%,
respectivamente), para a ubiquitina (95,4% vs. 89,2%, respectivamente) e para a caderina
(34,8% vs. 91,2%, respectivamente). Apenas o PCNA n&o apresentou diferencas significativas
entre 0s grupos.

A Bcl-2 e a caspase 3 foram utilizados como marcadores de apoptose. Para o primeiro a
marcagsio foi mais intensa nos animais controlo, com aiguns condrécitos hipertréficos positivos
na zona de hipertrofia e com os osteoblastos e estruturas vasculares a apresentar, marcagao
intensa, sendo pouco intensa nas secgbes observadas de animais com discondroplasia.
Contudo, os dois grupos ndo apresentaram diferencas significativas para a caspase 3, tendo



sido os osteoblastos e os canais vasculares, as zonas onde se verificou uma marcag&o mais

intensa.

No que diz respeito aos marcadores de vascularizagdo, n3o foi observada marcacio dos
condrdcitos, em nenhum dos grupos experimentais, nem para a actina, nem para a laminina-1.
No entanto, os animais controlo apresentam marcagéo ao longo dos canais vasculares, para
qualquer um destes marcadores. Quanto ao VWF, s6 nos animais com discondroplasia foi
observada marcagéo, ao contrario do VEGF, em que os condrécitos hipertroficos dos animais
controlo se mostraram significativamente mais marcados do que as mesmas células dos
animais com discondroplasia (88,0% vs. 72,6%, respectivamente).

Ao nivel dos marcadores de degradacio da cartilagem, e um pouco de acordo com os
resultados obtidos para a maior parte dos marcadores anteriores, as maiores diferencas
encontram-se ao nivel da zona de hipertrofia. A marcagéo foi significativamente mais intensa
nas placas de crescimento discondroplasicas, em relagsio as placas de crescimento normais,
para os seguintes marcadores, MMP-10 (28,7% vs. 26,2% respectivamente); MMP-11 (63,5%
vs. 26,5%, respectivamente); MMP-7 (46,9% vs. 24,9%, respectivamente); TIMP-2 (47,0% vs.
46,9%, respectivamente); TIMP-3 (94,3% vs. 21,5%, respectivamente); TIMP-4 (87,8% vs.
84,3%, respectivamente). As MMP-1 e MMP-14 também parece haver uma tendéncia para uma
marcacdo mais intensa, para os animais com discondroplasia, ainda que as diferencas
encontradas entre este e o grupo controlo ndo sejam significativas (93,8% e 38,2% de
condrécitos  hipertréficos, nas placas discondroplasicas, para a MMP-1 e MMP-14,
respectivamente vs. 91,4% e 34,9%, nas placas normais, para os mesmos marcadores,
respectivamente). Observou-se ainda uma marcagso pouco evidente, para a MMP-13, nas
placas de crescimento controlo, mas com zonas de marcag8io evidente nas placas de
crescimento discondroplasicas. Para os marcadores MMP-9, MMP-15 e MMP-16, ndo se
observaram diferencas entre os dois grupos experimentais. O tinico marcador de degradacio
da cartilagem, em que foi o grupo de animais com discondroplasia a apresentar uma
intensidade de marcagdo significativamente menor, foi a MMP-9 (90,7% condrécitos
hipertréficos nas placas de crescimento normais vs. 87,3% condrocitos hipertréficos nas placas
de crescimento discondroplasicas).

Os resultados do presente trabalho, sugerem uma possivel quebra nos mecanismos
homeostaticos no processo de ossificagdo endocondral o que justifica uma andlise mais
aprofundada, com recurso a outras técnicas mais sofisticadas, particularmente das seguintes
proteinas: MMP-9, TIMP-2, actina, laminina e tubulina-beta.
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NOTA PREVIA SOBRE ABREVIATURAS E DESIGNACOES

O desenvolvimento a que temos assistido nos uitimos anos, no campo da Biologia, em
particular da Biologia Celular e da Biologia Molecular, com o aparecimento, quase diario, de
novas moléculas, por um lado, e a influéncia crescente do inglés como lingua cientifica
universal, por outro, faz com que alguns termos, uma vez divuigados, sejam assimilados de
imediato e passem a ser conhecidos, nalguns casos inclusivamente, apenas pela sua
abreviatura. Adicionalmente, muitos desses termos s3o de dificil tradugdo para as diferentes
linguas maternas, neste caso o portugués, sem que percam o seu sentido, e um pouco da sua
identidade. Deste modo, decidimos manter a designac&o original, em inglés. Por outro lado,
sempre que qualquer entidade seja apresentada pela sua abreviatura, esta dira respeito
igualmente & designacgso inglesa.

Tabela I: Abreviaturas e designacgdes.

Abreviatura Designagao

1,26-(OH),D; 1,25-dihydroxycholecalciferol
24,25-(0OH),D; 24,25-dihydroxycholecaiciferol
bFGF basic fibroblast growth factor
BMP bone morphogenetic proteins
BrdU bromodeoxyuridine

c-myc c-myc

Ca® célcio

Chm chondromodulin

DNA deoxyribonucleic acid

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
EGF epidermal growth factor

ESAF endothelial cell stimulating angiogenic factor
Ex-FABP extracellular fatty acid binding proteins
FGF fibroblast growth factor

FGFr fibroblast growth factor receptor
GAG glicosaminoglicans

GFAP glial fibrilar acidic protein

GH growth hormone

GIF growth inhibitory factor

H&E hematoxylin and eosin

HSF heat shock transcription factor
HT7 hydroxytryptamine?7




Tabela I: Abreviaturas e designagdes (cont.)

Abreviatura Designacéo

HSPs heat shock proteins

ICAM intercellular adhesion molecule

IGF insulin growth factor

lhh indian hedgehog

kDa kilo Dalton

M-CSF macrophage colony-stimulating factor

MMPs matrix metalioproteinases

mRNA ribonucieic acid messenger

MTs metallothioneins

MT-MMPs membrane-type matrix metalloproteinases

NCAM neural cell adhesion molecule

OPG osteoprotegerin

PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1

PAS periodic acid Schiff

PBS phosphate buffer saline

PC placa de crescimento

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PDGF platelet derived growth factor

PRG parathyroid receptor gene

PTH parathyroid hormone

PTHrP parathyroid hormone-related peptide

RANKL receptor activator NF-kB ligand

RIHB retinoic acid induced heparin binding growth factor

RNA ribonucleic acid

ROS reactive oxygen species

TBS triphosphate buffer saline

TGF transforming growth factor

TIMPs tissue inhibitor of matrix metaloproteinases

TNF tumor necrosis factor

TRAP tartrate resistant acid phosphatase

TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick end labelling

uPA urokinase-type plasminogen activator

VCAM vascular cell adhesion molecule

VEGF vascular endothelial growth factor

VDR vitamin D receptor

VWF von Willebrand factor

xviii






1. INTRODUCAO GERAL

O crescimento longitudinal dos ossos longos é feito pela deposicao continua de osso, do tipo
endocondral, numa zona denominada placa epifisaria, ou placa de crescimento, a qual liga as
regides epifisaria e metafisaria do osso. A placa de crescimento epifisaria desempenha, assim,
um papel fundamental no desenvolvimento dos 0ssos longos. O processo normal de
ossificagdo endocondral envolve uma sequéncia ordenada e equilibrada de fenémenos desde a
proliferacdo dos condrécitos, passando pela sua completa diferenciagéo, até a sua morte por
apoptose. Por outras palavras, em condigdes normais, a sintese de cartilagem nas placas de
crescimento esta em equilibrio perfeito com a mineralizagéo da cartilagem, com a degradacao
desta e com a sua substituicdo por osso trabecular. Alteragbes nos factores que contribuem
para a manutengdo dos processos homeostaticos no decurso da ossificagdo endocondral,
podem traduzir-se, assim, em anomalias, mais ou menos graves, no desenvolvimento do

esqueleto, designadamente, condrodistrofia, raquitismo e discondroplasia (Leach e Gay, 1987).

A discondroplasia do tibiotarso (nas aves o tibiotarso é formado pela fusao da tibia e pela linha
proximal dos ossos tarsicos; no entanto, no decurso do presente trabalho utilizaremos a
designagao "tibia"), patologia descrita pela primeira vez por Leach e Nesheim (1965), consiste
numa anomalia espontanea, ou induzida, nas placas de crescimento epifisarias dos 0ssos
longos, das estirpes de rapido crescimento das espécies avicolas, caracterizada pelo
aparecimento de uma massa cartilaginea avascular opaca, nao calcificada, que se estende até
a metafise, numa zona em que, normalmente, existe osso trabecular (Leach e Lilburn, 1992;
Orth e Cook, 1994; Rath et al, 1994; Whitehead, 1997, Figura 1.1).

Figura 1.1 Secgdes sagitais de epifises proximais de tibias de animal normal (A) e de animais com
discondroplasia (B-F), em que é bem visivel a massa de cartilagem opaca (setas), ocupando areas

variaveis da metafise.



A discondroplasia pode ocorrer em diferentes locais e em diferentes ossos, embora a tibia
proximal seja o local de maior incidéncia, sendo, por essa raz&o, designada por discondroplasia
da tibia (Thorp et al, 1997). As lesdes podem ser transitérias, mas tém consequéncias
permanentes no desenvolvimento do esqueleto. Do ponto de vista citologico, a discondroplasia
reflecte alteragdes na homeostase celular no decurso normal da ossificagdo endocondral, ou
seja, a cartilagem néo calcifica e ndo é substituida por osso endocondral. Deste modo, os
processos de proliferagéo dos condrécitos (que é normal) e de degradagéo da cartilagem (que
n&o se verifica), ndo estdo em equilibrio, resultando numa acumulac&o de matriz extracelular
(Leach e Lilburn, 1992; Cook et al, 1994; Rath et al, 1994).

Para além duma forte base genética, e duma possivel influéncia da taxa de crescimento, varios
factores, designadamente, nutricionais, micotoxinas e alguns ditiocarbamatos, induzem o
aparecimento e afectam a incidéncia e a gravidade de lesdes discondroplasicas (Leach e Gay,
1987; Orth e Cook, 1994). A sua utilizagdo como agentes indutores da discondroplasia
experimental, e o conhecimento do seu modo de acgdo, podem ajudar a compreender melhor
esta patologia e a estabelecer os seus mecanismos de indug&o. No entanto, e pese embora a
quantidade de trabalhos realizados, utilizando os varios modelos experimentais conhecidos
(Capitulo 3), a etiologia da discondroplasia n&o esta ainda devidamente esclarecida.

Uma anomalia similar a discondroplasia [também conhecida por osteocondrose, osteochondritis
dissecans e osteochondrosis dissecans (Ekman e Carlson, 1998)], pode ser observada em
varias espécies de mamiferos (equideos: Jeffcott, 1991; suinos: Uhlhorn et al, 1995; ovinos:
Doherty et al, 1996; Scott et al, 1996; bovideos: Hill et al, 1998; Davies e Munro, 1999: Tryon e
Farrow, 1999; Woodbury et al, 1999; canideos: Fitch e Beale, 1998; rato: Kato e Onodera,
1986; 1987), incluindo a espécie humana (Koch et al, 1997). Por outro lado, algumas das
caracteristicas da discondroplasia s&o similares as da displasia metafisaria de Jansen, no
Homem (Juppner, 1996; Schipani et al, 1999), a doenca humana de Kaschin Beck, uma
osteoartrite generalizada (Kolsteren, 1992; Allander, 1994), é provocada por uma micotoxina
que provoca igualmente a discondroplasia (Chu et al, 1996), e, humanos afectados com
homocistinuria (Schedewie et al, 1973), apresentam algumas anomalias esqueléticas
semelhantes a discondroplasia (Orth et al, 1994; Bai et al, 1994).

Embora existam algumas diferencgas estruturais entre as placas de crescimento das diferentes
espécies, a cartilagem que as constitui &, todavia, muito similar aos niveis celular e molecular, o
que sugere mecanismos fisiologicos de controlo semelhantes (Thorp et al, 1993). Deste modo,
a elevada frequéncia de ocorréncia, a facilidade de inducdo e a semelhanga com outras
patologias encontradas noutras espécies, incluindo a humana, fazem da discondroplasia da
tibia um modelo interessante para o estudo geral da discondroplasia/osteocondrose. Convém

ainda referir que alguns dos métodos utilizados com sucesso na investigagdo da



discondroplasia da tibia, podem dar indicacdes importantes acerca das estratégias de

investigacao da discondroplasia/osteocondrose em termos gerais.

Curiosamente, sendo a discondroplasia da tibia caracterizada pelo aparecimento de uma
massa cartilaginea avascular que ndo é degradada e removida, resultando, portanto na sua
acumulacdo, ndo tém sido realizados muitos trabalhos acerca das causas na falha de
vascularizacdo da placa de crescimento e da degradagdo da matriz extracelular. Com efeito, a
maior parte da investigagéo realizada tem-se preocupado, basicamente, em caracterizar a
cartilagem discondroplasica e a cartilagem normal, relativamente a expressao de varios genes,
e dos seus produtos, designadamente, parathyroid hormone-related peptide (PTHrP;
Farquharson et al, 2001), parathyroid receptor gene (PRG; Ben-Bassat et al, 1999), receptores
da vitamina D (Berry et al, 1996), osteopontina (Knopov et al, 1995; Pines et al, 1998),
fosfatase alcalina e outras enzimas (Farquharson et al, 1992b, 1995; Knopov et al, 1997, Zhang
et al, 1997), colagénios dos tipos Il e X (Tselepis et al, 1996; Wardale e Duance, 1996;
Reginato et al, 1998), sialoproteina ¢ssea (Pines et al, 1998), basic fibroblast growth factor
(bFGF; Twal et al, 1996), proteoglicanos (Ling et al, 1996; Tselepis et al, 1996, 2000), c-myc
(Farquharson et al, 1992a; Loveridge et al, 1993; Thorp et al, 1993), osteonectina (Wu et al,
1996), transforming growth factor-beta (TGF-B; Loveridge et al, 1993; Law et al, 1996),
transforming growth factor-alfa (TGF-a; Ren et al, 1997), epidermal growth factor (EGF; Ren et
al, 1997), insulin growth factor-l (IGF-I; Ren et al, 1997) - nunca sendo apontada a causa, ou as
causas, da discondroplasia.

Duma maneira geral, os estudos atras referidos limitaram-se a identificar uma expressao
diferencial dos genes, ou dos seus produtos, nas placas de crescimento normais e
discondroplasicas. Através de andlises imunohistoquimicas, foi observada uma distribuicao
anormal de varios dos componentes da matriz extracelular nas lesdes discondroplasicas, o que
esta de acordo com a auséncia da hipertrofia completa dos condrécitos caracteristica da
discondroplasia (Thorp et al, 1993). Com efeito, alguns daqueles genes s30 marcadores da
hipertrofia dos condrécitos, nomeadamente o colagénio de tipo X (Farquharson et al, 1995;
Tselepis et al, 1996), o agrecano (Tselepis et al, 1996), a osteopontina e a osteonectina (Wu et
al, 1996; Pines et al, 1998). Por exemplo, o colagénio da matriz das lesdes discondroplasicas é
altamente reticulado (de piridinolina e deoxipiridinolina), enquanto quantidades normais de
reticulados de piridinium s&o encontradas abaixo das lesdes (Farquharson et al, 1996). Estes
factos indicam que ha uma falha na renovagéo do tecido das lesdes, possivelmente devido a
uma reducg3o na actividade das metaloproteinases da matriz. Esta falha, por seu lado, pode
exacerbar a condicdo patolégica, tornando as lesdes menos sensiveis a invasao vascular e a
reabsorcédo osteoclastica — mas parece pouco provavel que seja a causa primeira da patologia.
Por outro lado, e apesar dos resultados de diferentes trabalhos serem contraditérios, a
discondroplasia da tibia parece estar, igualmente, associada a uma reduzida ocorréncia de

apoptose, 0 que sugere que as lesdes contém uma acumulacéo de células imaturas nas quais



n&o se verificou o desenvolvimento normal e completo — e sabe-se, hoje, que no processo de
ossificagdo endocondral, a medida que a matriz mineraliza, os condrécitos hipertréficos vao
atingindo o estadio de diferenciacéo final que culmina com a sua morte por apoptose (Gibson
et al, 1995; Hatori et al, 1995 Ohyama et al, 1997; Gibson, 1998).

Embora a maioria dos trabalhos realizados sugira que a origem da discondroplasia esta
relacionada com a incapacidade dos condrécitos em atingirem o estadio terminal de hipertrofia
completa, trabalhos recentes (Jefferies et al, 2000) referem que o fenétipo dos condrécitos na
discondroplasia reflecte o envolvimento de mecanismos mais complexos do que os inicialmente
supostos. A todos estes resultados n&o deve ser alheio o facto das leses discondroplasicas
serem causadas por variados factores, muito provavelmente por mecanismos de accédo
distintos, mas que resultam na ocorréncia de lesbes histolégicas similares. Com efeito, a
determinag&o dos marcadores referidos nem sempre foi feita utilizando os mesmos modelos
experimentais e as mesmas técnicas, o que pode tornar pouco realista qualquer comparag&o
entre eles e com as lesdes discondroplésicas espontaneas. Deste modo, parece claro que: (i) a
discondroplasia, ou, mais correctamente, o aparecimento de lesées discondroplasicas tem uma
origem multifactorial, (ii) a patologia a que geralmente se da o nome de discondroplasia, podera
corresponder, efectivamente, a varios tipos de patologia que, contudo, apresentam as mesmas
caracteristicas histolégicas.

Pretende-se, com o presente trabalho, investigar, através do modelo experimental tirame,
ditiocarbamato que induz o aparecimento de lesdes discondroplasicas, eventuais alteragées
nos mecanismos homeostaticos ligados a acumulagéo de matriz extracelular. Para o efeito, no
capitulo imediatamente a seguir a esta Introdug&o, o Capitulo 2, sera feita uma revis&o sobre o
processo da ossificagdo endocondral. O Capitulo 3 apresentard o "Modelo Experimental”
utilizado na indug&o da discondroplasia. No Capitulo 4, sera feita a caracterizagéo histoldgica
das placas de crescimento, normais e discondroplasicas. No Capitulo 5, sera feita a avaliacéo
da expressdo de véarios marcadores que eventualmente estejam associados & origem e ao
desenvolvimento das lesdes discondroplasicas. Neste capitulo sera feita, na introdug&o, uma
revisdo bibliografica geral sobre os mecanismos homeostaticos na ossificagdo endocondral e
na discondroplasia, e, na discussdo dos resultados, faremos uma revisdo bibliografica para
cada um dos marcadores, para um melhor enquadramento dos mesmos e se perceber da
razéo de ser da avaliag&o da sua expresséo nesta patologia. Finalmente, no Capitulo 6 sera
feita uma discuss&o geral, na qual procuraremos integrar os resultados obtidos e avaliar o
modelo experimental utilizado no estudo da discondroplasia.
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2. CRESCIMENTO DOS 0SSOS LONGOS

A formagao de osso € um conjunto de eventos, regulados no tempo € no espago por uma série
de factores, que envolve dois processos fundamentais: (i) a ossificagcdo, ou producdo de
matriz 6ssea; (ii) e a mineralizagio (calcificagdo), ou deposicéo mineral (Ornoy, 1995). Por
outro lado, quer durante o desenvolvimento embrionario, quer durante a vida pos-natal, assiste-
se a um processo continuo de remodelagdo 6ssea - um processo dinamico de formacéo e
reabsorcdo de 0sso, que causa 0 seu crescimento, a reparacao de fracturas, e a manutencéo

da prépria configuragdo do esqueleto (Ornoy, 1995).

A produgdo da matriz 6ssea - a substancia ostetide - & levada a cabo pelos osteoblastos. Os
osteoblastos, que derivam da diferenciagcéo de células primitivas do mesénquima, depositam
osso de duas maneiras. Numa delas, a substancia ostedide é secretada directamente sobre
fibras de tecido conjuntivo laxo, processo conhecido por ossificagao intramembranosa
(McCarthy e Frassica, 1998). O espessamento do cortex € devido a deposigcdo de osso do tipo
intramembranoso que se verifica sob o periésteo, pelo que a ossificagdo intramembranosa eo
mecanismo responsavel pelo aumento de diametro dos ossos. No outro tipo de deposicao
6ssea, a substancia ostedide é depositada em moldes de cartilagem preexistente, processo
designado por ossificagdo endocondral (McCarthy e Frassica, 1998). A maior parte do
esqueleto forma-se por este processo e, por exemplo, 0 0ssO que se forma nos centros
primarios e secundarios de ossificagéo é do tipo endocondral.

O crescimento longitudinal dos ossos longos é feito pela deposigc&o continua de osso, do tipo
endocondral, numa zona denominada placa epifisaria, ou placa de crescimento, a qual liga as
regiées epifisaria e metafisaria do osso (Pines e Hurwitz, 1991; Orth e Cook, 1994; Figura 2.1).

Placa de crescimento

<«4—— Epifise

—— Metafise

Figura 2.1 Placa de crescimento proximal de tibia de avestruz (Capela e Silva et al, 1999a)



A ossificagdo endocondral € um processo que envolve uma série de eventos que incluem: a
evolugéo dos condrécitos da zona de repouso por uma série de fenétipos intermédios, a sua
proliferag&o, pre-hipertrofia, diferenciagdo, hipertrofia, e morte por apoptose, a producdo de
matriz extracelular, a mineralizagdo da matriz extracelular, a invasdo vascular, a
degradacéo/remogé&o da matriz extracelular, e, finalmente, a formag&o de osso primario (Pines
e Hurwitz, 1991; Orth e Cook, 1994; Figura 2.2). A duragdo deste processo é variavel, e, por
exemplo, no caso de frangos de carne, os condrécitos podem mover-se do topo da placa de
crescimento até a parte inferior em menos de 24 horas, enquanto em coelhos, este processo
pode demorar cerca de 4 dias (Sissons, 1953; Thorp, 1988).

Durante o desenvolvimento do embrido, a maioria dos ossos do esqueleto apresenta um molde
formado por cartilagem que é gradualmente substituida por osso. O processo inicia-se com a
condensacéo de células do mesénquima que actuam como modelo para o desenvolvimento
futuro. O osso endocondral forma-se ap6s uma série de alteragdes programadas na cartilagem
preexistente. Numa primeira fase, e ap6s intensa proliferagéo e secre¢éo dos componentes da
matriz extracelular, os condrécitos hipertrofiam-se, continuando a secretar novos componentes
da matriz. Esta, é entdo mineralizada pelas vesiculas da matriz, originadas nas membranas
citoplasmaticas, e, em seguida, os condrécitos morrem, por um processo apoptético, o que
deixa espacos vazios entre os septos de cartilagem mineralizada. Entretanto, estes espagos
sdo invadidos por vasos sanguineos e por tecido perivascular adjacente. Este tecido
perivascular adjacente contém células do mesénquima que, entretanto, se diferenciam em
osteoblastos, os quais, por sua vez, vdo secretar a substancia ostedide que mineraliza
rapidamente, nos septos de cartilagem calcificada. Este complexo de osso formado de novo
com uma parte central de cartilagem calcificada € denominado esponjosa primaria. No estadio
final da sua diferenciagdo, os condrécitos e a matriz cartilaginea, sdo substituidos por
osteoblastos e matriz 6ssea, respectivamente (ver Cancedda et al, 1995).

2.1 Caracteristicas da placa de crescimento

A cito-arquitectura estrutural da placa de crescimento permanece inalterada desde as primeiras
fases embrionarias até a maturidade do esqueleto. A populagio celular da placa de
crescimento € composta essencialmente por condrécitos, dispostos em colunas paralelas ao
eixo axial do osso. Estas colunas de células representam as unidades histogénicas e
funcionais do crescimento longitudinal dos ossos (Kember e Walker, 1971). Caminhando do
limite epifisario para o limite metafisario, a placa de crescimento apresenta, basicamente, 3
zonas (a terminologia varia segundo os autores; Figura 2.2): (i) zona de reserva, ou de
repouso, que contém células estaminais; (i) zona de proliferacdo, em que as células sio
achatadas; e (iii) zona de hipertrofia (que pode subdividir-se em zona de maturag&o/transicéo,
zona de degeneragé&o e zona de calcificagdo), em que os condrocitos estio hipertrofiados.
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A placa de crescimento comega no inicio da zona de reserva e termina no ultimo septo
transversal intacto (Figura 2.2). Os condrécitos da placa de crescimento evoluem, assim,
através de uma complexa série de eventos ao longo do seu ciclo de vida, os quais,
provavelmente, representam estadios de diferenciagdo que envolvem fenémenos morfolégicos
e bioquimicos distintos (Figura 2.2). Os condrécitos das diferentes zonas da placa de
crescimento diferem no seu estado de diferenciagdo, morfologia, secre¢do de componentes da
matriz extracelular e actividades de varias enzimas (Ben-Bassat et al, 1999). Por exemplo, o
colagénio de tipo Il é sintetizado pelos condrécitos no estadio proliferativo, enquanto a
actividade da fosfatase alcalina e as sinteses de colagénio de tipo X e de osteopontina estao
restringidas as células hipertréficas (ver Loveridge et al, 1992).

Os condrocitos das diferentes regides mostram uma morfologia celular variada bem como
diferentes actividades quimicas, incluindo a secregcdo de véarios componentes da matriz
extracelular e actividades de varias enzimas (Loveridge et al, 1992). O crescimento longitudinal
dos ossos ocorre, assim, como consequéncia da proliferacédo e da hipertrofia dos condrécitos
da placa de crescimento, num processo que se inicia com a divis&o das células estaminais no
topo de cada coluna para produzir as células da zona de proliferagcéo. Os condrécitos desta
zona vao-se dividindo, até que, apbés um numero finito de mitoses (Hunziker, 1988), e em
resposta a um qualquer sinal, a proliferagéo cessa, iniciando-se a hipertrofia das células (Pines
e Hurwitz, 1991).

As zonas da placa de crescimento, representam uma progressdo ordenada de condrécitos de
um estadio de proliferagéo, com uma elevada taxa mitética, até um estadio de hipertrofia, com
um acentuado incremento no tamanho das células e uma intensa actividade de secregéo dos
componentes da matriz extracelular. O estadio final corresponde a uma actividade de
degeneragéo associada a remocdo, através de células especializadas, transportadas pelos
vasos sanguineos que penetram a partir da metafise. Embora estas zonas anatémicas da placa
de crescimento sejam definidas por uma terminologia que implica zonas estruturais e funcionais
discretas, na realidade, verifica-se uma transig8o gradual entre os componentes celulares que
as constituem (Pines e Hurwitz, 1991). Cada condrécito, uma vez formado, permanece numa
localizag&o espacial definida ao longo do seu ciclo de vida celular e acompanha todas as suas
fungbes fisiologicas no mesmo local (Pines e Hurwitz, 1991). Embora uma célula possa
desenvolver varias das suas actividades em simultaneo, uma destas usualmente predomina
durante uma fase particular da sua vida.

As placas de crescimento de aves (ver Kember et al, 1990; Barreto e Wilsman, 1994) e
mamiferos (ver Howell e Dean, 1992; Kirkwood e Kember, 1993), s8o0, basicamente, similares
(Figura 2.3). As diferengas mais marcadas s&o: (i) nas placas de crescimento das aves
aparecem longas colunas de células sem uma orientagdo bem definida, particularmente nas
zonas de hipertrofia e de mineralizagdo; um arranjo colunar é visivel apenas na zona de
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proliferagéo, mas nas zonas de hipertrofia e de calcificagéo as colunas de células s&o de dificil
diferenciagdo. Pelo contrario, nas placas de crescimento de mamiferos o arranjo colunar &
perfeitamente visivel em todas as zonas; (i) todas as zonas da placa de crescimento das aves
s30 mais altas: & maior o numero de células em cada uma delas: as placas de crescimento de
frangos de estirpes de rapido crescimento, por exemplo, em individuos com 4-7 semanas,
apresentam cerca de 200 células por coluna (Howlett, 1979), enquanto as de ratos, na fase de
crescimento mais rapido, 6 semanas aproximadamente, apresentam cerca de 25 células
(Kember, 1960); e (iii) os vasos sanguineos s&o mais largos e penetram mais profundamente,
nas placas de crescimento das aves, € em consequéncia, colunas de condrocitos estendem-se
pela metafise (Barreto e Wilsman, 1994).

Figura 2.3 Placas crescimento (PC) de mamifero (A — rato; Capela e Silva et al, 1999b) e ave (B —
galinha; Capela e Silva et al, 2002). As placas de crescimento das aves contém colunas de células mais
longas, orientadas aleatoriamente. Repare-se nas diferencas de tamanho entre as PC e de cada uma das
zonas de proliferagdo (ZP) e de hipertrofia (ZH). Nas PC de aves encontram-se mais células em cada
zona e os vasos sanguineos (V) sdo mais evidentes e penetram mais profundamente na PC (H&E, X40).

A organizacdo da estrutura histolégica das placas de crescimento €& crescente
filogeneticamente (Leach e Lilburn, 1992), isto é:

Mamiferos > Aves > Répteis

Por outro lado, dentro das espécies, as estirpes de rapido crescimento, apresentam uma maior
desorganizagao e a calcificagdo da matriz ¢ irregular (Leach e Lilburn, 1992; Starck, 1996). No
entanto, e pese embora estas diferencas estruturais existentes entre as placas de crescimento
de aves e mamiferos, a cartilagem que as constitui € muito similar, aos niveis celular e
molecular, o que sugere mecanismos fisiolégicos de controlo semelhantes (Thorp et al, 1993).
Assim, e de uma maneira geral, podemos dizer que as principais diferencas inter-especificas e
intra-especificas nas placas de crescimento tém a ver com o nimero, o tamanho e a densidade

de células em cada zona, ou com a substituicho da zona hipertréfica por uma zona de
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fibrocartilagem (Kirkwood et al, 1989; Kember et al, 1990; Pines e Hurwitz, 1991; Kirkwood e
Kember, 1993; Barreto et al, 1994).

2.1.1 Zona de reserva

A fungdo da zona de reserva (ou de repouso) nZo & ainda bem clara, embora o elevado
conteudo em lipidos e vacuolos faga supor uma fungdo de reserva destes materiais para
necessidades futuras (Brighton, 1978; Orth e Cook, 1994). A zona de reserva caracteriza-se
por uma distribuicdo esparsa de células isoladas, ou em pares, no seio de uma matriz
abundante (Alberty, 1993). Ultra-estruturalmente, as células contém grandes quantidades de
reticulo endoplasmatico, situacdo caracteristica duma sintese proteica activa, e possuem
grandes quantidades de lipidos e glicogénio intracelular (Brighton, 1978, 1984; lannotti, 1990).
A zona de reserva n&o contribui para o crescimento (Brighton, 1978, 1984; lannotti, 1990), e os
condrdcitos desta zona n&o proliferam, ou, se o fazem, é apenas esporadicamente (Kember,
1960). A tens&@o de oxigénio da zona de reserva & baixa (Brighton e Heppenstall, 1971), o que
sugere que Os vasos sanguineos que a atravessam nao alimentam a zona por si, embora mais
recentemente os resultados de Shapiro et al (1997), em galinha, sugiram que os condrdcitos da
placa de crescimento, in vivo, ndo sejam deficitarios em oxigénio.

A zona de reserva esta directamente ligada ao centro secundario de ossificagdo, na epifise, ou,
como acontece nalguns ossos de aves, sem centro secundario de ossificagdo (por exemplo, a
epifise proximal do fémur), imediatamente abaixo da cartilagem articular. Os condrécitos nesta
zona sao, aproximadamente, do mesmo tamanho do que os condrécitos da zona de
proliferagdo, mas néo tém, contudo, uma organizagéo real na matriz circundante (Brighton et al,
1973). As células proliferam esporadicamente e pensa-se servirem como uma fonte de células
para a zona de proliferacdo (Kember, 1963 cit. por Orth e Cook, 1994). A vascularizacdo desta
zona € pobre. Aparentemente, as pequenas ramificacdes da artéria epifisaria passam ao longo
desta zona através dos canais de cartilagem (Brighton e Heppenstall, 1971). Esta zona contém
a menor quantidade de cinzas e proteoglicanos, contudo, € a zona que possui a maior
concentragéo de fibrilas de colagénio, compostas essencialmente por colagénio do tipo Il (Orth
e Cook, 1994; ver capitulo 2.3).

2.1.2 Zona de proliferagdao

A zona de proliferagéo € responsavel pelo chamado crescimento aposicional, ou seja, a criagéo
de novas camadas de células. Morfologicamente, esta zona é caracterizada por colunas
longitudinais de células achatadas (Brighton e Heppenstall, 1971). Contudo, em aves, e em
particular nas estirpes de crescimento rapido das espécies domésticas, a organizagéo colunar
€ menos evidente do que nas estirpes de crescimento lento (Leach e Lilburn, 1992). Lesser
(1888, cit por Alberty, 1993) foi o primeiro a mostrar que a maior parte das mitoses ocorrem nas
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células desta zona. Os condrocitos na zona de proliferagio s&0, com poucas excepgdes, as
Gnicas células na porcdo cartilaginea da epifise que se dividem (Kember, 1960, 1971;
Farquharson e Loveridge, 1990). A célula do topo de cada coluna é a célula progenitora
(célula-mae) das células que compdem cada coluna (Brighton, 1984).

As fungbes desta zona s#o a proliferacéo celular e a producsio de matriz extracelular (lannotti,
1990; Alberty, 1993). O citoplasma dos condrécitos desta zona, contém grandes quantidades
de glicogénio (Brighton, 1978; lannotti, 1990). Podem observar-se extensas areas de reticulo
endoplasmético rugoso e complexo de Golgi, o glicogénio € encontrado em largos campos
dispersos na area de Golgi e no reticulo endoplasmico, em observagio por microscopia
electronica (Holtrop, 1972a). Existe pouca incorporagéo de enxofre radioactivo (**S), o que
sugere que a degradacao de proteoglicanos nesta zona é baixa (Brighton, 1978, 1984). A zona
de proliferagéio & ainda caracterizada por elevadas tensbes de oxigénio e metabolismo
aerobbico.

E hoje aceite que a proliferagéo celular ocorre principaimente na zona de proliferacao, e
apenas muito ocasionalmente, na zona de reserva, nao tendo ainda sido detectada, em
circunstancias algumas, qualquer actividade proliferativa na zona de hipertrofia (Kember, 1960,
1971; Kember e Walker, 1971; Walker e Kember, 1972a,b; Kember, 1978; Apte, 1988, 1990;
Farquharson e Loveridge, 1990). A proliferagio na placa de crescimento foi estudada, durante
alguns anos, através da marcaciio das células com timidina tritiada e auto-radiografia de
elevada resolugsio (Alberty, 1993). A timidina & incorporada no DNA sintetizado de novo, via
caminho pirimidina (Amano et al, 1959), permitindo, assim, a detecgéo das células que estdo
no processo de sintese de DNA. O método usual de medigéo € o denominado Indice de
Marcacsio (Labeling Index; Kember, 1971), ou seja, a percentagem de células marcadas num
individuo sacrificado cerca de uma hora ap6s a administragdo do marcador, isto &, antes de
qualquer célula na fase-S se ter dividido. O indice de marcagéo esta relacionado quer com a
taxa de proliferacio, quer com a duragciio da fase-S (Kember, 1971). Entretanto, foi
desenvolvida uma técnica imunohistoquimica, mais rapida e ndo radioactiva, baseada no uso
de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) na marcagso das células. O BrdU, similar a timidina, & um
nucleétido modificado, que se incorpora no DNA sintetizado de novo durante a fase-S do cicio
celular (Goz, 1977; Ricciardi et al, 1988). O BrdU pode depois ser localizado usando um
anticorpo monoclonal especifico (Gratzner, 1982). A marcagéo por BrdU tem sido usada em
estudos de proliferagdo em o0sso, calcificado e descalcificado, e em cartilagem (Apte, 1988,
1990; Farquharson e Loveridge, 1990). Outro marcador de proliferacdo muito utilizado é o
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), o qual se expressa da parte final da fase G1 para a
fase S do ciclo celular (Hall et al, 1990).

O crescimento longitudinal da placa de crescimento & resultado do numero de divisdes
celulares na zona de proliferagso, da altura dos condrécitos da regiao mais inferior da zona de
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hipertrofia e da produgéc de matriz (Kember, 1960, 1971, 1978). A producéo celular, por sua
vez, esta dependente da taxa de divis#o das células em proliferago e do nimero de células na
zona de proliferacdo (Kember, 1971, Walker e Kember, 1972b). Existe, igualmente, uma
variagéo diurna na taxa de proliferagdo (Kember e Walker, 1971; Stevenson et al, 1990). Outros
autores (Seinsheimer e Sledge, 1981; Kirkwood e Kember, 1993), referem que existe uma
correlagéo significativa entre a taxa de crescimento e altura da placa de crescimento, e taxa de
divis&o celular. Alguns estudos indicam que um incremento no volume ou na altura dos
condrécitos pode ser o factor determinante da taxa de crescimento dos ossos longos (Hunziker
e Schenk, 1989; Breur et al, 1991, 1997), uma vez que se observou, durante uma
desaceleracéo do crescimento, um decréscimo simultaneo na altura e no volume das células e
na taxa de proliferagao (Hunziker e Schenk, 1989). Estudos com timidina tritiada ou BrdU, em
ratos e murganhos, durante o crescimento, mostraram que, apés um periodo inicial de
crescimento activo, o indice de marcagio decresce com 0 avango da idade, o que significa uma
redugéo na taxa de proliferagéo celular (Walker e Kember, 1972a; Farquharson e Loveridge,
1990). O tempo que um condrécito leva para passar do estadio de proliferagéo para o estadio
de fenétipo de diferenciacdo terminal depende da espécie considerada e é de
aproximadamente 21 horas em frangos de carne (Thorp, 1988), 20 dias no Homem e 2 dias no
rato (Kember e Sissons, 1976).

O controlo da proliferagdo dos condrécitos da placa de crescimento & regulado por factores
extrinsecos e factores intrinsecos, designadamente, por factores genéticos (Kember, 1971,
1978), enddcrinos, nutricionais e mecanicos (Huzinker e Schenk, 1989; Loveridge e Noble,
1994). Embora os factores de crescimento locais e sistémicos desempenhem um papel
importante (Kember, 1971; Brighton et al, 1992 cit por Alberty, 1993), 0s seus efeitos exactos
na proliferag&o celular estdo, no entanto, ainda mal esclarecidos (ver capitulo 2.2).

A zona de proliferagdo é a que tem a mais elevada percentagem do volume total de matriz
extracelular da placa de crescimento (Alini et al, 1992; Buckwalter et al, 1986). Os seus
componentes essenciais s80 o colagénio de tipo II e o agrecano, proteoglicano composto por
um conjunto de proteinas nas quais as cadeias de glicosaminoglicano se encontram ligadas
covalentemente (Orth e Cook, 1994; ver caplitulo 2.3).

2.1.3 Zona de hipertrofia

Na zona de hipertrofia verifica-se o chamado crescimento intersticial, caracterizado pelo
incremento no tamanho das células existentes, comegando a diferenciag&o dos condrécitos
imediatamente ap6s terminar a proliferagéo (Breur et al, 1991). Na zona de hipertrofia as
celulas achatadas da zona de proliferacéo tornam-se esféricas e aumentam bastante de
tamanho (Brighton, 1978, 1984; lannotti, 1990), devido, pelo menos numa primeira fase, e
aparentemente, a um aumento de volume do ntcleo e do citoplasma (Holtrop, 1972b:

14



Buckwalter et al, 1986). A zona comec¢a onde os condrocitos comegam a alterar a forma e
termina na juncgdo cartilagem-osso. A zona de hipertrofia subdivide-se, tradicionaimente, em
trés camadas: a zona de maturagio, a zona de degeneragio e a zona de calcificagdo
provisional (Brighton 1978, 1984). No estadio terminal de hipertrofia, a altura e o volume
meédios das células aumentam cerca de 4-10 vezes, respectivamente, verificando-se
igualmente um aumento, de cerca de 3 vezes, no volume médio de matriz por céluia (Hunziker
et al, 1987: Noonan et al, 1998; Vanky et al, 1998). Antes da alteragdo no tamanho ocorrem
igualmente algumas alteragdes metabdlicas (Orth e Cook, 1994). No interior da célula
verificam-se alteragbes anatémicas, uma vez que, pelo menos aparentemente, 0 mesmo
namero de organelos ocupa agora um espago muito maior (Poole et al, 1989), havendo
evidéncias claras da hipertrofia dos organelos (Buckwalter et al, 1986; Hunziker et al, 1987).
Por outro lado, 0 ambiente que circunda as células comega a ficar anaerébico e com falta de
nutrientes. Deste modo, as células iniciam a glicolise anaerdbica, utilizando as reservas de
glicogénio como fonte energética (Brighton e Heppenstall, 1971). O incremento da expressdo e
da actividade da colagenase na zona de hipertrofia possibilita a expans3o das células
degradando a matriz pericelular e facilitando a penetragéo vascular pela quebra do colagénio
na matriz extracelular (Blair et al, 1989; Dean et al, 1990). Em microscopia Optica, 0s
condrocitos na regido inferior da zona de hipertrofia aparecem vacuolizados, e perto da base
da zona, a vacuolizagdo aumenta, verificando-se a fragmentacao nuclear (Brighton, 1978). Por
observagso em microscopia electronica, esses condrécitos parecem degenerados, e a uitima
célula de cada coluna parece ndo viavel, apresentando uma acentuada fragmentagéo da
membrana celular e do envelope nuclear, e a perda de componentes citoplasmaticos (Brighton
et al, 1973). Existem evidéncias que os condrocitos, na parte inferior da zona de hipertrofia,
evoluem para uma situagso de apoptose (Gibson et al, 1995; Hatori et al, 1995; Zenmyo et al,
1996; Ohyama et al, 1997; Silvestrini et al, 1998), embora outros trabalhos mostrem, utilizando
outras técnicas de fixag3o, que preservam a citologia da célula (Holtrop, 1972a,b; Hunziker et
al, 1984; Buckwalter et al, 1986; Hunziker et al, 1987), que as células no estadio de hipertrofia
nso degeneram e, provavelmente, continuam metabolicamente activas (Hunziker et al, 1982,
1984, 1987; Cowel et al, 1987). Em qualquer dos casos, 0s vasos sanguineos penetram ao
longo destas células, conduzindo as células endoteliais e fagocitarias (condroclastos ou
macrofagos) da regido metafisaria, ap6s o que os osteoblastos depositam osso sobre a
cartilagem calcificada, sendo esta matriz, eventuaimente, reabsorvida e substituida por osso
trabecular (Lewinson e Silbermann, 1992).

Virios estudos sobre a taxa de crescimento longitudinal do osso tém-se concentrado nas
alteragdes do volume dos condrécitos hipertréficos. Nos mamiferos, existe uma relagao linear
entre a altura vertical dos condrécitos hipertroficos na direcgdo do crescimento, e a taxa de
crescimento do osso (Farghurason e Jefferies, 2000). Esta variagdo, na altura das células,
reflecte-se nas diferentes taxas de crescimento entre espécies, e também nas diferentes taxas
de crescimento que ocorrem nas epifises do mesmo osso (Hunziker et al, 1987; Breur et al,
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1991). Esta relagdo contudo, n&o se verifica nas aves e é a altura da placa de crescimento que
esta relacionada com a taxa de crescimento longitudinal do osso (Thorp, 1988). Por outro lado,
varios estudos déo indicacBes que a variagdo no tamanho dos condrécitos hipertréficos nas
diferentes espécies de aves é pequena e o factor determinante para a taxa de crescimento é o
tamanho das células em proliferagdo na placa de crescimento (Kirkwood et al, 1989; Kember et
al, 1990).

A fungéo da zona de hipertrofia & preparar a matriz para a calcificagéo (Brighton, 1978, 1984;
lannotti, 1990). Participa igualmente na regulagdo do crescimento longitudinal pois foi
observada a variag&o no tamanho dos condrécitos da parte inferior da zona, durante diferentes
modos de crescimento (Hunziker e Schenk, 1989; Breur et al, 1991). O controlo da hipertrofia
dos condrdcitos da placa de crescimento, tal como acontece na fase de proliferagso, é
regulado por factores extrinsecos e factores intrinsecos (Cancedda et al, 1995; Croucher e
Russel, 1999). No entanto, os seus efeitos exactos na hipertrofia celular ndo estdo, ainda,
totalmente esclarecidos (ver capitulo 2.2).

No que diz respeito & matriz extracelular, associado ao fenétipo hipertréfico, observa-se um
incremento na actividade da fosfatase alcalina membranar, na sintese de colagénio de tipo X
(Kielty et al, 1985), no decréscimo, e depois na auséncia, da sintese de colagénio de tipo Il, na
secrecéo de osteonectina e osteopontina e na express&o do receptor da vitamina D
(Farghuarson e Jefferies, 2000; ver capitulo 2.3).

2,2 Diferenciaciio dos condrécitos

Os eventos celulares e moleculares que regulam a progress&o ordenada dos condrécitos na
placa de crescimento, através dos diferentes estadios de proliferacéo, diferenciago/hipertrofia,
e maturagéo, estdo sob um preciso controlo espacial e temporal, que inclui inimeros factores,
extrinsecos e intrinsecos. Até muito recentemente pensava-se que o metabolismo da placa de
crescimento era essencialmente controlado por hormonas sistémicas, em particular a hormona
do crescimento (Leach e Twal, 1994; ver Hurwitz e Pines, 1992 e Wiliams et al, 1998). No
entanto, sabe-se hoje, que factores de crescimento peptidicos, produzidos locaimente,
desempenham importantes papéis autécrinos e paracrinos, no normal funcionamento da placa
de crescimento (Leach e Twal, 1994). Trés classes principais destes factores de crescimento
tém sido associadas com a proliferagéo, a diferenciac8o e a maturagcio dos condrécitos da
placa de crescimento (Cancedda et al, 1995; Croucher e Russel, 1999): a familia do
transforming growth factor B (TGF-f e moléculas relacionadas, incluindo as bone
morphogenetic proteins, BMP; Kabasawa et al, 1998; Schwartz et al, 1998; Bailén-Plaza et al,
1999; Reddi, 2000 a,b); a familia do fibroblast growth factor (FGF; Ornitz, 2001; Liu et al, 2002;
Rozenblatt-Rosen et al, 2002);, e a familia do insuline-like growth factor (IGF), incluindo a
insulina (O'Keefe et al, 1994; Hill e Logan, 1992; Henson et al, 1997). Outros factores de
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crescimento peptidicos, hormonas e moduladores soltveis, que participam na diferenciacdo e
no metabolismo da cartilagem incluem o acido retindico, o &cido ascérbico, hormonas da
tiréide, hormonas esterbides, metabolitos da vitamina Ds, hormona do crescimento, hormona da
paratirdide (PTH, parathyroid hormone), o platelet-derived growth factor (PDGF), a transferrina,
a condromodulina (Chm), e o retinoic acid-induced heparin-binding growth factor (RIHB) (ver
revisbes em Price e Russel, 1992; Leach e Twal, 1994; Cancedda et al, 1995; Hickok et al,
1998:; Hering, 1999; Orth, 1999; Cancedda et al, 2000; Shum e Nuckolls, 2002). Para aiém
destes, existem ainda outros factores que parecem interferir nestes processos,
designadamente o proto-oncogene c-myc (Farquharson et al, 1992; Loveridge et al, 1993,
Cancedda et al, 1995), o parathyroid hormone related peptide (PTHrP; Vortkamp et al, 1996;
Medill et al, 2001), o Indian Hedgehog (ihh; Vortkamp et al, 1996) e a tubulina-p (Farquharson
et al, 1999). Por outro lado, sabe-se que factores nutricionais (Loveridge e Noble, 1994; Nap e
Hazewinkel, 1994) e factores mecanicos (Hunzinker e Schenk, 1989; Hering, 1999; Ohashi et
al, 2002), também influenciam a normal diferenciacdo dos condrocitos. Existem iguaimente
evidéncias da importancia, para a diferenciagéo dos condrocitos, de proteinas que medeiam as
interacgdes célula-célula, designadamente da familia das caderinas (Hickok et al, 1998,
Woodward e Tuan, 1999), e de proteinas que medeiam as interacgles célula-matriz
extracelular, em particular as da familia das integrinas (Hirsch et al, 1997; Svoboda, 1998;
Hering, 1999; Loeser, 2000, 2002).

O destino dos condrécitos diferenciados n&o esta ainda bem esclarecido. E aceite, contudo,
que estes devem ser removidos para assegurar a homeostase da placa de crescimento (ver
Blair et al, 2002). Considerou-se, durante muito tempo, que os condrocitos diferenciados
morriam por necrose mas, sabe-se agora ndo ser assim (Farquharson e Jefferies, 2000).
Segundo varios autores, os condrécitos diferenciados podem rediferenciar-se em células
osseas (Cancedda et al, 1995; Roach et al, 1995; Takechi e Itakura, 1995; Gerstenfeld e
Shapiro, 1996; Roach e Erenpreisa, 1996; Roach, 1997), proliferarem, morrendo uma das
células-filha enquanto a outra se rediferencia tomando-se um osteoblasto (Roach et al, 1995;
Roach e Erenpreisa, 1996), ou morrerem por apoptose (Farnum e Wilsman, 1987; Gibson et al,
1995; Hatori et al, 1995; Takechi e Iltakura, 1995; Roach, 1997). Contudo, parece que, em
condicdes normais, o estadio final da diferenciagéo da maior parte dos condrécitos hipertroficos
é a sua morte por apoptose (Gibson, 1998; Blair et al, 2002).

O termo “apoptose” foi referido pela primeira vez ha cerca de 28 anos, para descrever uma
forma de morte celular manifestamente diferente da necrose (ver Kerr et al, 1972). Ao contrario
da necrose, uma forma passiva de morte celular, a apoptose & um processo no qual a célula
participa activamente na sua propria morte (Verhaegen, 1998). A apoptose € um processo
activo, com controlo endégeno da morte celular, envolvendo a express&o de um conjunto
especifico de genes, enquanto a necrose € um processo passivo, e envolve a lise celular

causada por agentes externos (Kerr et al, 1972; Gerschenson e Rotello, 1992). A apoptose
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caracteriza-se por uma série de alteragbes morfolégicas e bioquimicas tipicas, que a
diferenciam da necrose (Allen et al, 1997). Estas alteragbes tipicas incluem: (i) a condensacdo
cromatinica e a degradagéo internucleossémica de DNA, através da acgéo de varias
endonucleases [Compton, 1992; Schwarzman e Cidlowski, 1993; Esta ruptura
internucleossomal do DNA, que origina fragmentos com uma dimens&o muiltipia de 180-200bp,
traduz-se num padréo electroforético tipico em “escada” (do ingiés, /adder), marca
caracteristica da apoptose, e que permite distingui-la da necrose (Compton, 1992)]; (i) a
destruic8o do citosqueleto; (jii) modificagbes da membrana citoplasmatica, com projecgdes em
forma de bolha (do inglés, blebs); e, (iv) exposicdo de fosfatidilserina (Sambade, 1999). Este
processo culmina na fragmentagdo da célula nos chamados “corpos apoptéticos” com
membranas, interna e externa, bem preservadas. Estes corpos apoptéticos s&o rapidamente
fagocitados pelas células do parénquima adjacentes ou por macréfagos. E nestes aspectos
que a apoptose difere da necrose, processo no qual a célula fica rapidamente entumescida,
perde a integridade da membrana, resultando na drenagem do conteudo celular no seu
ambiente, o que, geraimente, leva a uma resposta inflamatdria, ndo observada na apoptose
(Verhaegen, 1998), e a eventuais modificagdes tecidulares permanentes (Sambade, 1999). Por
outro lado, e duma maneira geral, a apoptose afecta as células individualmente, numa regiso
particular, enquanto a necrose afecta grupos de células (Kerr et al, 1972). A eliminag&o de uma
ceélula por apoptose € um fenomeno rapido, e o periodo de transito desde o inicio da retracgéo
da celula até a fagocitose dos corpos apoptéticos, pode ser inferior a 30 minutos (Verhaegen,
1998). Deste modo, um namero significativo de células pode ser eliminado num perfodo de
tempo relativamente curto sem deixar sinais visuais, 0 que faz diminuir as hip6teses de detectar
células apoptéticas numa amostra de tecido (Verhaegen, 1998).

Pese embora o potencial interesse na apoptose, como mecanismo responsavel pela destruicio
dos condrdcitos hipertréficos diferenciados, n&o tém sido publicados muitos trabalhos sobre o
assunto (Cancedda et al, 1995; ver Gibson, 1998). Varios trabalhos (Gibson et al, 1995; Hatori
et al, 1995; Zenmyo et al, 1996; Ohyama et al, 1997; Silvestrini et al, 1998), no entanto, referem
que, & medida que a matriz mineraliza, os condrocitos hipertroficos atingem um estadio de
diferenciaco caracterizado pela sua morte apoptética, com o objectivo de serem removidos e,
assim, ser mantida a homeostase da placa de crescimento. Adicionalmente, em trabalhos
sobre ultra-estrutura, foi observado que os condrécitos hipertréficos na cartilagem articular de
ratos jovens, s&o desintegrados por apoptose (Lewinson e Silberman, 1992). Por outro lado,
Aeschlimann et al (1993) observaram, em condrécitos perto da diferenciagdo terminal, a
expressdo da transglutaminase, uma enzima associada com a ocorréncia de apoptose, e
Gibson et al (1997), observaram, in vitro, que o inicio da diferenciagsio hipertréfica resultou,
alguns dias mais tarde, na apoptose dos condrocitos, enquanto a inibigiio da diferenciagdo
hipertrofica resultou na inibicgo da apoptose.
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Varias trabalhos, contudo, sugerem que a fragmentago do DNA ocorre mais cedo na
diferenciaco, e é muito mais extensa (Aizawa et al, 1997, Hatori et al, 1995; Ohyama et al,
1997). Ohyama et al (1997), observaram, em placas de crescimento de galinha,
imunomarcagio TUNEL positiva (do inglés, Tdt mediated dUTP-biotin nick end labeling), em
cerca de 44% dos condrécitos pos-mitéticos e em cerca de 15% dos condrécitos da zona de
proliferagéio. Por seu lado, Aizawa et al (1997) observaram, em placas de crescimento de
coelhos, células TUNEL-positivas na parte superior da zona de hipertrofia, e também nas zonas
de reserva e de proliferagéo.

A apoptose foi sendo vista como um mecanismo passivo, contudo, sfo cada vez mais as
evidéncias que sugerem que este processo de morte celular deve desempenhar um papel mais
activo nos eventos envolvidos na ossificagio endocondral. Com efeito, uma vez que a
apoptose de um dado condrécito ocorre na interface da transicéo da cartilagem para o0 0sso, no
centro duma regido onde uma variedade de rapidas alteragbes na estrutura do tecido e na
actividade celular devem estar coordenadas, parece logico pensar que a apoptose dos
condrocitos deve desempenhar um papel activo e fulcral naqueles eventos (Gibson, 1998).
Embora haja poucas evidéncias directas de comunicacdo entre os condrécitos hipertréficos e
outras células associadas com a osteogénese, alguns trabalhos referem a acumulagéo de
hormonas sistémicas, bem como de citoquinas e factores de crescimento, na fase final da
hipertrofia dos condrécitos e que a sua libertagdo, ou activacdo, pode ser iniciada pelo
processo de apoptose dos condrécitos (Gibson, 1998). Adicionalmente, existem evidéncias da
importancia da apoptose no processo de mineralizag&o. A diminuicdo da funcdo mitocondrial
observada nos condrécitos num estadio de hipertrofia mais avangado, sugere alteragbes
apoptéticas que podem funcionar como sinal para o movimento do célcio das reservas
mitocondriais nos septos longitudinais (Amling et al, 1997). Por outro lado, com base na sua
morfologia similar, e na proximidade da apoptose dos condrocitos a regido de mineralizagao da
matriz, foi sugerido que os corpos apoptéticos dos condrdcitos possam ser uma fonte de
vesiculas da matriz na nucleagio e na mineralizagéo da cartilagem de crescimento (Anderson,
1995).

A invas3o da cartilagem em crescimento por células vasculares € uma parte essencial no
processo de ossificacdo endocondral. No entanto, n&o se sabe ainda se a apoptose dos
condrécitos hipertroficos é o estimulo para o recrutamento dos vasos sanguineos e das células
especializadas na reabsorcdo da matriz, ou, se pelo contrario, € a invasdo dos vasos
sanguineos o sinal para a morte dos condrocitos e para os passos subsequentes, transmitindo
os sinais reguladores celulares efou humorais adequados (Gerber et al, 1999). Ja em 1987
Floyd et al, sugeriam uma relagdo entre a vascularizacéo da cartilagem e a apoptose dos
condrécitos hipertroficos, identificada por condensagdo nuclear, e, mais recentemente,
Bronckers et al (1996) mostraram que a invas3o das lacunas, pelos vasos sanguineos, apenas
é possivel ap6s os condrécitos hipertréficos terminais entrarem em apoptose. A apoptose dos
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condroécitos parece ser também importante no processo de reabsorg8o da cartilagem associada
a ossificagdo endocondral. Varias proteinases, incluindo as metaloproteinases (MMPs),
colagenases 1 (MMP-1 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9) e a estromalisina (MMP-3)
(Brown et al, 1989), mostraram concentrar-se em elevadas concentragdes nos condrocitos
hipertréficos, ou na sua matriz adjacente, na interface vascular. A apoptose dos condrécitos, e
a activagéo associada da cascata proteolitica das caspases (familia de proteases responséveis
pelas alteragbes degradativas proprias do processo apoptético), que foram detectadas em
paralelo com a express&o das MMPs (Lund et al, 1996), pode ser um dos mecanismos para a
activacdo das MMPs (Gibson, 1998), enzimas fundamentais na degradac#o local, rapida, e
quase completa, do complexo de proteinas que constituem a matriz extracelular (Gibson,
1998). Adicionalmente, Vu et al (1998), observaram um atraso na ocorréncia da apoptose dos
condroécitos hipertroficos, em ratos deficientes em gelatinase B (MMP-9), e Bronckers et al
(2000) sugerem que a apoptose dos condrécitos funciona como um sinal para a sua remog&o
pelos osteoclastos.

2.3 Matriz extracelular da placa de crescimento

A constituicdo da matriz extracelular esta intimamente relacionada com as fungdes inerentes a
cada tecido, as quais est8o, em ultima anadlise, dependentes da diferenciag&o das células nelas
existentes (Cidaddo e Rodrigo, 1999). S&o estas células que sintetizam, depositam e
degradam, de um modo bem controlado, os vérios componentes da matriz extracelular
(Cidad&o e Rodrigo, 1999). Cada nivel de diferenciagio das células é caracterizado por um
padrao de desenvoivimento de expressdo génica especifico, que assegura a deposicdo de
novos componentes da matriz e a sintese de factores que regulam este processo (Ducy e
Karsenty, 1998). No entanto, se as células influenciam a organizagcio dos componentes da
matriz que sintetizam, é também verdade que a matriz extracelular influencia o comportamento
das células (Cidad&o e Rodrigo, 1999; Scully et al, 2001). A existéncia desta relag8o biunivoca
células-matriz € uma clara demonstrag&o de que o &mbito das fungbes desempenhadas pela
matriz extracelular se estende muito para além de um papel estrutural, envolvendo a regulag&o
de fendmenos biol6gicos t&o fundamentais como ades&o, migragéo, proliferagéo, diferenciagéo
e apoptose (Shi et al, 1998; Cidadéo e Rodrigo, 1999; Velleman, 2000). No que diz respeito a
placa de crescimento, varios estudos sugerem que a matriz extracelular & capaz de regular a
diferenciacio dos condrécitos (Solursh et al, 1984; Sommarin et al, 1989; Nathan e Sporn,
1991), e, Farquharson et al (1996), sugerem que o decréscimo da concentragéo dos reticulados
de piridinolina € uma adaptacg&o essencial (através do incremento da actividade da colagenase
e da renovacéo do colagénio) para que ocorra a invaséo vascular da matriz e a reabsorgdo
pelos condroclastos e osteoclastos.

Os principais constituintes da matriz da cartilagem s&o o colagénio de tipo Il e proteoglicanos,
podendo encontrar-se, ainda, colagénios de outros tipos e outras proteinas n4o colagénicas
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(Poole et al, 1989; Mackie e Murphy, 1998; Hardingham, 1999; Heinegard et al, 1999; von der
Mark, 1999). A matriz confere integridade estrutural & placa de crescimento e cada zona
contém uma mistura Gnica dos varios tipos de componentes em diferentes concentracdes
(Farquharson et al, 1996; Noonan et al, 1998).

Os colagénios sao os principais constituintes de todas as matrizes extracelulares (Ottani et al,
2001; Exposito et al, 2002). Os colagénios sdo classificados com base na sua fung¢édo ou
tamanho (van der Rest e Garrone, 1991). De momento, estfo descritos 19 diferentes tipos de
colagénios, colagénio de tipo | a colagénio de tipo XIX (van der Rest e Garrone, 1991; von der
Mark, 1999; Velleman, 2000), distintos tanto na constituicio das cadeias o que 0s constituem,
como na sua capacidade de polimerizag&o, na sua localizagéo e nas suas fungdes especificas
(Brown e Timpl, 1995; Cidad4o e Rodrigo, 1999). Estes colagénios tém uma distribuigdo
tecidular especifica, uma distribuigio temporal e espacial bem definidas, e propriedades
funcionais unicas (Farquharson et al, 1996; Velleman, 2000). Os colagénios séo,
habitualmente, secretados sob a forma de precursores, os procolagénios, sendo estes
posteriormente clivados extracelularmente, por intermédio das colagenases, para dar origem as
moléculas de colagénio propriamente ditas, os tropocolagénios (Cidaddo e Rodrigo, 1999).
Existem trabalhos que mostram que estio associados com a cartilagem epifisaria cinco tipos
de colagénio, geneticamente distintos: os colagénios dos tipos I, VI, IX, X e Xl (Pines e
Hurwitz, 1991; ver Poole et al, 1989). A proteina estrutural predominante, cerca de 90% do
colagénio total na matriz da placa de crescimento (Kuettner et al, 1991), é o colagénio de tipo Il
(Farquharson e Jefferies, 2000). E bem sabido, desde ha muito, que o colagénio de tipo Il
ocorre exclusivamente na cartilagem (Mayne e von der Mark, 1983; Linsenmayer, 1991). A
distribuicdo do mRNA do colagénio de tipo |l sugere que esta molécula & sintetizada primeiro
pelas células da zona de proliferacdo e pelas células hipertroficas jovens (Pines e Hurwitz,
1991). Relativamente pouco ou nenhum colagénio de tipo Il é sintetizado pelos condrécitos
hipertréficos maduros, particularmente pelos que estao presentes na cartilagem em calcificagio
(Sandberg e Vuorio, 1987). O colagénio de tipo I, com uma estrutura em rede fibrilar (Poole et
al, 1998), interage com os colagénios de tipo 1X, X e XI (Mendler et al, 1989; Chen et al, 1992),
para formar as fibrilas hipertroficas, distribuidas ao longo da cartilagem. Por outro lado, o
propéptido-C do colagénio de tipo I, iguaimente conhecido por condrocaicina, foi encontrado
em estreita relagio com o colagénio de tipo Il nos locais de calcificagéo e parece acelerar a
mineralizago (Poole et al, 1989; Leach e Lilburn, 1992). Durante a maturagao dos condroécitos,
a express&o do colagénio de tipo Il decresce, e os condrécitos hipertréficos iniciam a sintese de
colagénio de tipo X (Linsenmayer et al, 1998; Farquharson e Jefferies, 2000). O colagénio de
tipo X é sintetizado fundamentalmente pelos condrécitos hipertroficos e, por esta razdo, esta
associado aos processos de mineralizacéo, estabilizago ou remodelagéo da matriz e invaséo
vascular (Kwan et al, 1986, 1989; Chan e Jacenko, 1998). Este & um colagénio de cadeia curta,
nao fibrilar, que se associa com as fibrilas do colagénio de tipo ll, cuja fungdo exacta ndo é
ainda conhecida (Farquharson e Jefferies, 2000), embora se pense que desempenhe papéis
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reguladores (Reichenberger et al, 1991) e estruturais (Jacenko et al, 1993) na mineralizag&o.
Outros tipos de colagénio, como os de tipo VI, IX e Xl foram igualmente assinalados na matriz
extracelular da placa de crescimento (Leach e Lilburn, 1992; Henson et al, 1996). O colagénio
de tipo VI &€ um constituinte menor da matriz extracelular, tem uma localizagéo pericelular
(Henson et al, 1996), e desempenha fungdes de suporte e nas interacgbes células-matriz
(Aumailley et al, 1989; Bonaldo et al, 1990). As suas sintese e expressé&o, estdo associadas as
primeiras fases da diferenciag8o dos condrécitos in vitro (Quarto et al, 1993). Em contraste com
os colagénios de tipo Il e de tipo X, que tém localizagbes especificas, o colagénio de tipo IX,
por exemplo, esta distribuido ao longo da matriz da placa de crescimento (Muller-Glausser et
al, 1986), e a sua fungéo é ainda mal conhecida. Quanto ao colagénio de tipo XlI, embora seja
minoritario na cartilagem, pensa-se que desempenhe um importante papel na regulagéo do
diametro das fibrilas e na manutengdo da integridade e coes&o do tecido (Mendler et al, 1989;
Vaughan-Thomas et al, 2001). A sintese dos diferentes tipos de colagénio pelos condrécitos é
regulada por factores de crescimento (Redini et al, 1988; Freyria et al, 1999; ver, von der Mark,
1999) e hormonas, nomeadamente a PTH (Pines et al, 1990; Long e Linsenmayer, 1998).

Conjuntamente com os varios tipos de colagénio existem na matriz da placa de crescimento
varios proteoglicanos, bem como algumas proteinas ndo colagénicas (Leboy et al, 1988;
Heinegard e Oldberg, 1989; Pacifici et al, 1990, Mackie e Murphy, 1998; Hardingham, 1999;
Heinegard et al, 1999; Takagi et al, 2000; Mansson et al, 2001). Os proteoglicanos s#o
macromoléculas compostas por um nucleo central de proteinas, a que estdo ligados,
covalentemente, varios polissacaridos complexos, os glicosaminoglicanos, polimeros
resultantes da repeticdo de um dissacarido formado por uma N-acetil hexosamina e um &cido
urbnico, segundo padrles que permitem subdividi-los em varias populagbes distintas,
designadamente: sulfatos de condroitina, sulfatos de queratano, sulfatos de heparano, sulfatos
de dermatano, heparina e acido hialurénico (Pines e Hurwitz, 1991; Cidad&o e Rodrigo, 1999),
este ultimo, o Gnico ndo sulfatado e que ndo se liga covalentemente (Carrino et al, 1999). Ao
componente proteico, que, em conjunto com os glicosaminoglicanos, constitui os
proteoglicanos, podem associar-se ainda oligossacaridos em nimero e estrutura variaveis
(Cidad&o e Rodrigo, 1999). Os proteoglicanos podem, assim, diferir quanto as caracteristicas
da sua porg&o proteica e/ou ao tipo, nimero e particularidades dos glicosaminoglicanos e
oligossacaridos que possuem (Cidad4o e Rodrigo, 1999). Embora numa primeira fase fosse
habitual classificar os proteoglicanos com base no tipo de glicosaminoglicano presente, hoje
essa classificagdo baseia-se no tipo de porgdo proteica que contém e nas fungbes que
desempenham (Cidad&o e Rodrigo, 1999). Os proteoglicanos est&o envolvidos numa rede de
fibrilas colagénicas, constituidas essencialmente por colagénio de tipo Il e pequenas
quantidades de colagénio de tipo IX e de tipo X. O colagénio de tipo X esta ligado
covalentemente ao colagénio de tipo Il e alguns trabalhos sugerem que funciona como ponte
entre o colagénio e as moléculas de proteoglicanos (van der Rest e Mayne, 1988; Smith e
Brandt, 1992). A maturag@io dos condrdcitos que ocorre ao longo da placa de crescimento, é
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acompanhada por alteragbes nos niveis de sintese de proteoglicanos, na propor¢éo dos
agregados de proteoglicanos e no tamanho dos monémeros destes (Campo e Romano, 1986).
Por exemplo, os condrécitos hipertroficos produzem menos proteoglicanos do que as células
das zonas de repouso ou de proliferagao (Pawlowski et al, 1987; Makower et al, 1988). A par
do colagénio de tipo Il, o outro constituinte maioritario na cartilagem & o agrecano,
proteoglicano de sulfato de condroitina, cuja porgao proteica tem a capacidade de formar
agregados com moléculas de acido hialurénico, e fornecer uma base firme para a matriz
elastica e a manter a integridade estrutural durante alteragbes mecanicas e a regular a
concentragao catiénica na matriz (Kuettner, 1992; Takagi et al, 2000; Biair et al, 2002). Muitas
das propriedades funcionais da matriz da cartilagem s&o atribuidas a interacgdo do colagénio
de tipo Il com o agrecano (Velleman, 2000). Existem trabalthos que indicam que antes, ou em
ligagio com o inicio da mineralizagio da cartilagem da placa de crescimento, ocorrem um
decréscimo no tamanho elou nos niveis de proteoglicanos e alteragdes na sua composicao.
Contudo, outros trabalhos demonstraram que a concentragéo de proteoglicanos da cartilagem
permanece constante antes e ap6s a mineralizagéo (ver Takagi et al, 2000). A quantidade e a
estrutura dos proteoglicanos sintetizados pelos condrécitos, séo afectados por hormonas e por
factores de crescimento (Pines e Hurwitz, 1991; Scully et al, 2001). Diferentes factores de
crescimento causam a sintese de proteoglicanos de diferentes tamanhos (Makower et al,
1988). O IGF-l estimula a sintese de proteoglicanos em condrocitos isolados das zonas de
repouso e de proliferagéo, mas ndo da zona de hipertrofia, enquanto o EGF estimula a sintese
de proteoglicanos em todas as zonas da placa de crescimento (Pines e Hurwitz, 1991). O IGF-l
(Kemp et al, 1988) e o TGF-B (Redini et al, 1988) aumentam a sintese de glicosaminoglicanos
dos condrécitos. Por outro lado, a sua degradaciio é mediada por espécies reactivas de
oxigénio através, provavelmente, da conversdo das proMMPs nas suas formas activas (Tiku et
al, 1999).

2.4 Mineralizacdo da cartilagem

A mineralizagdo da matriz da cartlagem & um fendmeno progressivo associado com a
hipertrofia € a maturagio dos condrdcitos (Leach e Lilburn, 1992). Quer o inicio, quer a
progressdo da mineralizacio da cartilagem parecem ser, pelo menos em parte, controlados
pelos proprios condrécitos hipertrficos (Hunziker et al, 1984; Cowell et al, 1987; lannotti,
1990), estando restringidos & matriz extracelular que os circunda (Ali, 1992), em particular na
parte inferior da zona de hipertrofia, aproximadamente a cerca de 100 um da extremidade dos
vasos sanguineos mais avangados (Howlett, 1979). Na cartilagem da placa de crescimento da
galinha doméstica, a mineralizagdo é aparentemente controlada pelos condrdcitos que se
encontram junto aos vasos sanguineos metafisarios, uma vez que estes apresentam um
metabolismo oxidativo mais elevado do que as outras células hipertrofiadas (Boyde e Shapiro,
1987). Este mecanismo permite que as células perivasculares transfiram ides de célcio e de
fosfato do sangue para a matriz (Orth e Cook, 1994). Todos os condrdcitos se preparam para
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este evento armazenando céicio nas mitocdndrias no inicio da zona, disponibilizando o calcio
na outra extremidade da zona (Brighton e Hunt, 1978). Os condrécitos aumentam também a
sua producéo de fosfatase alcalina, enzima importante para a libertagéo de foésforo na matriz.
Seja qual for o mecanismo, parece evidente a necessidade da existéncia de alguns agentes
nucleadores para se iniciar a mineralizagao, e para que, assim, possa progredir 0 crescimento
dos cristais por acreacéo espontanea de sais de calcio em qualquer destes nucleos (Pines e
Hurwitz, 1991). Os dois componentes da matriz, que parecem desempenhar o papel de
iniciadores da mineralizagdo, sdo 0s monémeros de proteoglicanos (Poole et al, 1989) e as
vesiculas da matriz (Anderson, 1989).

Os condrécitos hipertréficos produzem, quase exclusivamente, colagénio de tipo X e diminuem
a sua produg&o de colagénio dos tipos 1l e IX (Kielty et al, 1985). O colagénio de tipo X parece
ter um importante papel na mineralizagdo ao estabelecer reticulados covalentes com o
colagénio de tipo Il (Chen et al, 1992). Os resultados de alguns trabalhos sugerem que a
interacgéo entre os colagénios destes dois tipos activa o influxo de Ca** nas vesiculas da
matriz (Kirsch e Wuthier, 1994; Kirsch et al, 2000). No entanto, o facto de ratos nuils-colagénio
X nao apresentarem anomalias evidentes no desenvolvimento dos ossos longos (Rosati et al,
1994), sugere que este tipo de colagénio deve ter um papel mais de suporte, e ndo estar
directamente envolvido na mineralizacdo da cartilagem. Por outro lado, os cristais de
hidroxiapatite n&o apresentam uma orientagéo espacial consistente relativamente as fibras de
colagénio (Pines e Hurwitz, 1991). Outros trabalhos (Poole et al, 1984, 1989), sugerem que a
condrocalcina (C-propéptido do colagénio tipo 1), sintetizada em primeiro lugar pelas células da
zona de proliferagdo e pelos condrocitos hipertréficos formados recentemente, pode actuar
como centro de nucleagéo para os cristais de calcio-fésforo.

Muitas outras proteinas da matriz estdo envolvidas na mineralizag&o, designadamente,
colagénio de tipo |, proteoglicanos, osteonectina e osteocalcina (Poole et al, 1989; Ali, 1992;
Sommer et al, 1996; Boskey et al, 2000). No que diz respeito aos proteoglicanos, alteragbes no
seu grau de sulfatagdo (Farquharson et al, 1994), bem como a perda de densidade dos
monémeros na estrutura de acido hialurénico (Buckwalter, 1983), s8o eventos envolvidos na
mineralizagéo da cartilagem. Estes passos sdo, provavelmente, necessarios, uma vez que o
agrecano inibe a mineralizagéo in vitro, e o seu grande tamanho pode impedir o crescimento de
cristais. Refira-se que o crescimento dos cristais & promovido pela disponibilidade em Ca®,
PO,%, e pela presenca de colagénio, e é retardado pelos inibidores naturais da mineralizagéo,
designadamente, proteoglicanos, e muitas proteinas n&o colagénicas que se ligam ao caicio,
como a osteocaicina, a osteonectina, algumas fosfoproteinas e as «-2HS-glicoproteinas
(Anderson, 1989). Pensa-se que os proteoglicanos menores encontrados nos lugares de
mineralizagdo, regulam, mas n#o iniciam, o processo de mineralizacio (Boskey, 1992).
Verifica-se igualmente uma alteracdo na biossintese de sulfato de condroitina levando a um
incremento na proporgdo de condroitina 6-sulfato relativamente & condroitina 4-sulfato,
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desconhecendo-se ainda a razio para esta adaptac&o (Orth e Cook, 1994). De referir, ainda,
que a condrocalcina tem uma grande afinidade para a hidroxiapatite e, estudos em culturas de
células, sugerem que esta igualmente envolvida na nucleagéo e/ou no crescimento de cristais
(Hinek et al, 1987).

Quanto as vesiculas da matriz extracelular, s&o pequenas estruturas vesiculares, que tém
origem nas membranas dos condrécitos da zona de hipertrofia (Anderson, 1989). Kirsch et al
(1997) referem que os condrocitos hipertréficos conseguem modular qualitativamente a sua
producio de vesiculas da matriz. Estas vesiculas foram descritas pela primeira vez por Bonucci
(1967, cit. por Pines e Hurwitz, 1991) e por Anderson (1968, cit. por Pines e Hurwitz, 1991), e
sdo ricas em minerais, fosfatase alcalina, e proteinas de ligagdo ao cdicio podendo ser
encontradas perto, ou nos lugares de mineralizacdo (Wuthier, 1982). Alguns autores sugerem
que estas vesiculas sd3o os lugares de nucleagdo para a mineralizagdo da cartilagem
(Anderson, 1989, 1995; Boskey, 1981, 1992; Boskey et al, 1997). A formacgéo dos primeiros
cristais ocorre nas vesiculas da matriz, e alguns autores referem a presenga de cristais em
formagao nas membranas de delimitacio das vesiculas (ver Poole, 1989). Desde que estejam
presentes cristais de apatite na matriz, e que haja quantidade suficiente de célcio e de fosfato,
o crescimento dos cristais progride e a matriz fica preenchida com minerais. No entanto, os
resultados de outros trabalhos, sugerem que a fungéo das vesiculas da matriz estaria apenas
limitada ao suporte do crescimento dos cristais, uma vez que, por um lado, no foi detectada
uma fase mineral nas vesiculas da matriz (Landis e Glimcher, 1982), e, por outro, estas n&o
foram encontradas nos locais de nucleagdo (Glimcher, 1989; Poole et al, 1989).
Adicionalmente, outros autores referiram que a concentragio de vesiculas da matriz diminuiu
na parte inferior da zona hipertrofica em mineralizagéo (Reinholt et al, 1982; Buckwalter et al,
1986), ao contrario do que seria de esperar se estivessem directamente envolvidas como
centros de nucleagdo, pelo que a mineralizagdo nesta zona n&o deve estar centrada nas
vesiculas da matriz (Thyberg, 1974).

A importancia potencial das vesiculas da matriz ndo pode, contudo, ser subestimada,
particularmente pelo facto de ser nelas que se encontra a fosfatase alcalina, enzima chave
associada com, e responsavel pelo processo de mineralizagdo (Roach, 1999). Com efeito, a
fosfatase alcalina desde sempre foi associada com a mineralizagdo da matriz (Robinson, 1923
cit. por Farquharson e Jefferies, 2000), e uma inibicdo da actividade desta enzima conduz a
falhas no processo de mineralizagdo. O seu papel exacto neste processo ndo esta ainda
totalmente esclarecido, mas sabe-se que & capaz de libertar fosfato inorgénico a partir de
fosfato organico e pirofosfato (Poole et al, 1989; Anderson, 1995). Este fosfato combina-se com
o célcio para produzir, por nucleagio e crescimento dos cristais, a hidroxiapatite mineral, numa
primeira fase em quantidades significativas na parte inferior da zona de hipertrofia (Poole et al,
1989). A fosfatase alcalina esta presente nas membranas plasméticas e nas vesiculas da
matriz derivadas de pequenas extensdes vesiculares da membrana plasmatica, principalmente
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na cartilagem em maturag8io e hipertréfica das placas de crescimento (Anderson, 1989; Ali,
1992; Henson et al, 1995).

Varios factores afectam a mineralizag@o. Os eventos que envolvem a mineralizagéo estao sob
controlo hormonal (Pines e Hurwitz, 1991). O 1,25-(OH),D; e 0 24,25-(OH),D; s&o necessarios
para a maxima sintese do propéptido-C do colagénio de tipo Il (Hinek e Poole, 1988). Por outro
lado, o 24,25-(OH),D; & necessario para a méxima expressdo da actividade da fosfatase
alcalina (Hale et al, 1986; Schwartz et al, 1988), enquanto inibe a fosfolipase A, condrocitaria, a
qual actua nos fosfolipidos da membrana (Schwartz et al, 1988). Foram encontrados receptores
para o 1,25-(OH),D3 nos condrécitos hipertréficos de coelho (lwamoto et al, 1989). A hormona
da paratirbide inibe a actividade da fosfatase alcalina das vesiculas da matriz (Chin et al, 1986).
Uma vez que ocorra a nucleagdo de cristais, a calcificag8o pode prosseguir resultando no
crescimento dos cristais. A taxa deste processo é regulada pelas concentragbes de Ca® e
HPO*; e pode ser inibida por vérias proteinas da matriz como os proteoglicanos
(Dziewaitkowski e Majznerski, 1985), osteocalcina (Romberg et al, 1986), fosfoproteinas e
osteonectina (Menanteau et al, 1982). Por outro lado, um dos processos associados 3
mineralizag&o é a apoptose (Akisaka e Gay, 1985). Existem fortes evidéncias que sugerem que
o c-myc pode, igualmente, estar envolvido no processo de mineralizag&o. Sabe-se que 0 c-myc
€ um forte indutor da apoptose (Evan et al, 1992; Shi et al, 1992) e, deste modo, a diminuigéo
dos seus niveis pode levar a uma falha na formag&o das vesiculas da matriz e, por
consequeéncia, da mineralizac&o. Por outro lado, Toury et al (1999) sugerem que a participagéo
do c-myc neste processo, passa pela sua interacgdo com as fibrilhas de colagénio Il

2.5 Vascularizagéo na ossificagcdo endocondral

Durante a formag&o da placa de crescimento dos ossos longos, existe uma estreita interacgio
dinamica, e mutuamente exclusiva, entre as estruturas vasculares em desenvolvimento e a
cartilagem, que & um dos tecidos menos vascularizados do organismo (Gerber e Ferrara,
2000). A invas8o vascular da cartilagem estd associada com a apoptose dos condrocitos
hipertréficos, com a mineralizagdo da matriz extracelular, com a sua degradagso e com a
formagéo de osso e, por conseguinte, a inibigdo da angiogénese na placa de crescimento
atrasa a morte dos condrécitos, resultando num incremento no nimero de células e,
eventuaimente, na sua acumulag&o (Gerber e Ferrara, 2000). Embora a invaséo da cartilagem
pelos vasos sanguineos metafisarios seja necessaria, no se sabe ainda se é a apoptose dos
condrocitos hipertroficos o estimulo para o recrutamento dos vasos sanguineos, e das células
especializadas para a degradagéo da matriz extracelular, ou se, pelo contrario, é a invas&o dos
vasos sanguineos, o sinal para a morte dos condrécitos, e para os passos subsequentes,
transmitindo os sinais reguladores celulares e/ou humorais adequados (Gibson et al, 1995,
1997; Gerber et al, 1999).
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Trabalhos relativos a analise de secgbes seriadas sugerem que a morte dos condrécitos ocorre
em etapas morfolégicas discretas caracterizadas por uma rapida condensacéo celular, seguida
pela penetragio das células endoteliais nas lacunas (Famum e Wilsman 1989). Com efeito, e
como foi referido anteriormente, os condrécitos da camada terminal da zona de hipertrofia,
localizados na jungéo condro-6ssea, tém uma predisposicao para se transformarem em células
apoptéticas, apos o que os vasos sanguineos metafisarios invadem a cartilagem a partir desta
regido. A invas&o das células endoteliais induz a formagéo de canais vasculares na camada
terminal dos condrocitos apoptéticos, @ os novos vasos sanguineos permitem o acesso das
células altamente especializadas envolvidas na regulagdo da formagéo do osso. As células
osteoblasticas substituem os condrécitos apoptéticos, ddo origem a matriz 6ssea, € passam a
ser os mediadores celulares fundamentais no processo de ossificacdo endocondral. Os outros
tipos celulares que participam activamente neste processo, através da reabsorcdo da matriz
extracelular, s&o os condroclastos e os osteoclastos (ver Suda et al, 1999).

Vérias observagdes indicam que os condrécitos sdo capazes de sintetizar, quer promotores,
quer inibidores da angiogénese, dependendo do estado de diferenciacdo. A cartilagem em
repouso e em proliferagdo apresenta fortes efeitos anti-angiogénicos (Moses et al, 1990, 1992;
Pepper et al, 1991; Hiraki et al, 1997; Cheung et al, 2001). Pelo contrario, os condrécitos
hipertréficos expressam uma série de factores promotores da vascularizagdo, designadamente,
FGF (fibroblast growth factor; Baron et al, 1994), PDGF (platelet-derived growth factor, Homer
et al, 1996), IGF-I (insulin growth factor; Joyce et al, 1991; Ren et al, 1997), EGF (epidermal
growth factor, Tajima et al, 1994; Ren et al, 1997), membros da familia do TGF (transforming
growth factor, Carrington et al, 1988; Ren et al, 1997; Horner et al, 1998), transferrina
(Carlevaro et al, 1997), ESAF (endothelial cell stimulating angiogenic factor, McFariand et al,
1990: Brown e McFarland, 1992), VEGF (vascular endothelial growth factor, Gerber et al, 1999;
Homner et al, 1999; Carlevaro et al, 2000; Ichigatani et al, 2001) e a MMP-9/gelatinase B (Vu et
al 1998). No entanto, de modo a manifestarem esta actividade angiogénica, os condrocitos
hipertroficos necessitam da presenca duma matriz extracelular adequada (Kwan et al, 1991,
Descalzi-Cancedda et al, 1995; Alini et al, 1996; Farquharson et al, 1996; Carlevaro et al, 1997;
Velileman, 2000).

2.6 Reabsorg¢io da cartitagem

A degradacio da matriz extracelular € uma das etapas necessarias para que se complete o
processo de ossificacio endocondral. Esta tarefa é levada a cabo por células altamente
especializadas que, para o efeito, produzem um microambiente acido adequado e varias

enzimas proteoliticas (ver Murphy e Reynolds, 2002).

Antes da sua morte por apoptose, os condrocitos hipertroficos depositam o VEGF na sua matriz
extracelular, o qual promove a invas3o dos vasos sanguineos na cartilagem (Gerber et al,
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1999). Os vasos sanguineos transportam as células responsaveis pela remog&o da cartilagem
mineralizada e pela formagao de tecido 6sseo. No entanto, essas células n&o estio ainda bem
definidas (Leach e Lilburn, 1992). Silvestrini et al (1979), referem-se a estas células como
sendo células indiferenciadas com propriedades macrofagocitarias. Adicionalmente, alguns
trabalhos referem que os condrécitos hipertréficos exibem actividade colagenolitica, estando,
por isso, igualmente envolvidos na degradacdo da cartilagem da matriz (Dean et al, 1985;
1989; Sakiyama et al, 1994; Fuller e Chambers, 1995; Gack et al, 1995).

A reabsorg&o da cartilagem ocorre no limite da transigdo eplfise/metéfise (Nordhal et al, 1998).
Neste local, os septos transversais de cartiiagem ndo mineralizada, e parte dos septos
longitudinais mineralizados, s&o reabsorvidos. Foi sugerido que diferentes tipos de células s3o
responsaveis pela quebra da cartilagem mineralizada e n&o mineralizada (Schenk et al, 1967;
Hunziker et al, 1984). Segundo Lee et al (1995), a reabsorc8o dos septos transversais n&o
mineralizados, o que ird permitir a abertura das lacunas dos condrdcitos para a invasio
vascular, a partir da metéfise, é feita por umas células especializadas, ricas em catepsina-B,
que denominaram de septoclastos. Por seu lado, os septos longitudinais, usuaimente
calcificados, s&o, na maior parte das vezes, reabsorvidos por condroclastos/osteoclastos
multinucleados (Lewinson e Silbermann, 1992; Nordhal et al, 1998; Shibata e Yamashita,
2001), embora possam estar igualmente envolvidas na reabsorg&o da cartilagem calcificada,
algumas células mononucleadas (Anderson e Parker, 1966; Schenk et al, 1967: Domon e
Wakita, 1991; Domon et al, 1994, 1997). Alguns autores (Aceitero et al, 1988; Sire et al, 1990;
Huysseume e Sire, 1992), sugerem que os osteoclastos também podem estar envolvidos na
reabsorgéo da cartlagem néao calcificada. Uma vez que os condroclastos e os osteoclastos
servem 0s mesmos propositos, ou seja, a degradacio de matrizes, as quais apresentam
componentes muito similares, & de esperar que tenham similaridades estruturais e funcionais
(Nordhal et al, 1998). Contudo, existem algumas diferengas na composi¢cio das matrizes do
0sso e da cartilagem, o que pode obrigar a diferentes mecanismos de degradag#o, os quais
néo estdo, ainda, totalmente esclarecidos (Nordhal et al, 1998).

A reabsorgéo da matriz extracelular, que pode ocorrer intra e extracelularmente (Dingle, 1973),
processa-se através duma complexa cascata de eventos proteoliticos na qual intervém
diferentes proteases dum modo concertado. As endopeptidases s&o enzimas-chave na
degradagdo da matriz extracelular, e, evidéncias in vitro, sugerem que os membros de 4
familias principais (com metal, serina, cisteina ou aspartato, no sitio activo), podem clivar os
componentes individuais da matriz extracelular (ver Clark e Murphy, 1999). Enquanto as
glicoproteinas, e as proteinas nucleares dos proteoglicanos, s&o susceptiveis & maior parte das
proteinases, a degradagdo dos colagénios nativos depende de enzimas colagenoliticas,
designadamente, colagensases e outras metaloproteinases da matriz (MMPs) e as catepsinas
(Clark e Murphy, 1999).
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As metaloproteinases da matriz (MMPs) representam uma importante familia de
endopeptidases zinco-dependentes, capazes de degradar os varios componentes essenciais
da matriz extracelular, pelo que estio associadas a uma série de condicbes normais (Edwards
et al, 1996; Mcintush e Smith, 1998; Shi et al, 1998; Salamonsen, 1999; Vu e Werb, 2000,
Chang e Werb, 2001; McCawley e Matrisian, 2001) e patolégicas (Kahari e Saarialho-Kere,
1999: Lukes et al, 1999; Wojtowicz-Praga, 1999; Duffy et al, 2000; Chang e Werb, 2001; Parks
e Shapiro, 2001; Yong et al, 2001; Lijnen, 2002; Rosenberg, 2002; Vihinen e Kahari, 2002;
Beaudeux et al, 2002; Murphy et al, 2002), que envolvem a degradacéo e a remodelagcdo da
matriz extracelular (ver Murphy e Reynolds, 2002). Até ao momento s&o conhecidas nos
vertebrados, pelo menos, 25 MMPs distintas (Woessner, 2002; Whittaker e Ayscough, 2003),
as quais, baseadas na sua estrutura e na especificidade dos seus substratos, s&o classificadas
em 5 grupos: colagenases, estromalisinas, gelatinases, tipo membranares (MT-MMPs), e
outras metaloproteinases, incluindo a matrilisina (Shapiro, 1998; Nagase e Woessner, 1999;
Vihinen e Kahari, 2002; Tabela 2.1). Todos os membros da familia das MMPs s&o secretados
como proenzimas inactivos, contém Zn?* no sitio catalitico, e requerem Ca®" para a sua total
actividade (Reynolds, 1996). A actividade metaloproteasica das MMPs esta estreitamente
regulada, tanto a nivel intracelular como a nivel extracelular. A sua producéo é regulada por
variados factores paracrinos e autécrinos (Rath et al, 1997; Bord et al, 1998; Dreier et al, 2001),
sendo induzida por citoquinas, factores de crescimento, hormonas, promotores tumorais, siress
fisico, transformagdo oncogénica e por interacgdes célula-matriz e célula-célula (Reynolds,
1996: Westermarck e Kahari, 1999). A interleucina-1 (Flannery et al, 1999), o acido retin6ico
(Nie et al, 1998), o bFGF (Allen et al, 2003), o PDGF (Sasaki et al, 2000a), a 10,25-
dihidroxivitamina D5 (Tetlow e Woolley, 1999) e o TNFa (Allen et al, 2003), por exemplo, sao
agentes estimuladores da sintese celular de MMPs, enquanto a heparina (Sasaki et al, 2000b),
o TGF-B (Wick et al, 1999; Wang et al, 2002a), metais (Yu et al, 1997, Souza et al, 2000, 2001)
e corticoides (Wang et al, 2002b), inibem a express&o das MMPs (ver Kerrigan et al, 2000 e
Murphy e Reynolds, 2002). Deve ser referido que embora possam existir os mesmos
promotores, os diferentes tipos celulares que exprimem as MMPs podem ter respostas
diferentes e, por vezes, contrarias a estes diferentes estimulos (Beaudeux et al, 2003). A
activagio extracelular das pro-MMPs constitui uma segundo nivel de controlo. O activador
fisiolégico principal das MMPs é a plasmina (Murphy et al, 1999; Beaudeux et al, 2003). Uma
vez fixada no seu receptor celular, a urokinase-type plasminogen activator (uPA), permite a
activacio do plasminogénio em plasmina & superficie da célula e deste modo uma activagao
rapida das pro-MMPs (Kirchheimer e Remold, 1989). A uPa é expressa por varios tipos
celulares implicados na remodelagao tecidular e a sua inibigao in vitro, reduz significativamente
a degradacdo da matriz (Estreicher et al, 1989). O inibidor do activador do plasminogénio, o
PAI-1, tem um efeito inibidor sobre a uPA e constitui, por isso, o contrapeso da cascata de
activagdo das MMPs pela plasmina e, portanto, da actividade metaloproteasica matricial
(Beaudeux et al, 2003). Os niveis seguintes de activagdo das MMPs constituem um ciclo de
retrocontrolo, no decurso do qual a activacdo duma MMP conduz a activagéo duma outra que,
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por sua vez, leva a activagdo duma terceira, etc (Beaudeux et al, 2003; ver Figura 2.4). Deste
modo, a plasmina activa as pro-MMP-1, pro-MMP-3 e a pro-MMP-9 nas suas formas activas
respectivas, em seguida a MMP-3 activa a pro-MMP-1 na MMP-1, a qual também & capaz de
activar a pro-MMP-9 (Beaudeux et al, 2003). As MT-MMP s&o igualimente activadoras das
MMPs, em particular da MMP-2 (Hernandez-Barrantes et al, 2002), e, por outro lado, as
gelatinases MMP-2 e MMP-9, podem ser activadas no seio da propria matriz extracelular
através duma produgéo importante de radicais livres de oxigénio produzidos pelos macréfagos
activados, aumentando assim a actividade metaloproteolitica local (Ohara et al, 1993). A
activagéo coordenada de um certo nimero de proteinases em estado latente pode explicar a
degradagéo local, rapida e quase completa, do complexo de proteinas que constituem a matriz
extracelular (Gibson, 1998). Convém aqui referir que, para além da sua fungdo de remodelagéo
da matriz extracelular, as MMPs podem iguaimente participar em muitos outros processos
biolégicos (ver: Vu e Werb, 2000; McCawlley e Matrisian, 2001; Ortega et al, 2003; Visse e
Nagase, 2003), designadamente, regulag8o da fungdo imune (Opdenakker et al, 2001a,b),
migracao celular, proliferagéo celular, angiogénese (Vu et al, 1998; Zhou et al, 2000; Nguyen
et al, 2001; Pepper, 2001; Jackson, 2001; Sounni et al, 2003) e apoptose (Shi et al, 1998; Vu et
al, 1998; Karsdal et al, 2002).

A actividade proteolitica das MMPs é especificamente inibida pelos chamados TIMPs (do
inglés, tissue inhibitors of metalloproteinases), de cuja familia s&0 conhecidos 4 membros:
TIMP-1, -2, -3 e -4 (Matrisian, 1992; Gomez et al, 1997; Clark e Murphy, 1999; Brew et al, 2000;
Baker et al, 2002; Nagase e Brew, 2002; Woessner, 2002; Whittaker e Ayscough, 2003). A
capacidade de inibigBo é variavel (ver Tabela 2.2) e, enquanto as formas activas das MMPs
podem ser inibidas por qualquer dos TIMPs (Bord et al, 1999; Hayakawa, 2002), as pro-MMP-2
e -9, apenas séo inibidas pelos TIMPs-1 e -2 (Hayakawa, 2002). O TIMP-1 & mais efectivo do
que o TIMP-2 na inibigdo da MMP-1 (Howard et al, 1991; Ward et al, 1991) e da MMP-3
(Nguyen et al, 1994). Contudo, o TIMP-2 & mais efectivo do que o TIMP-1 na inibicio da MMP-
9, e foram evidenciados resultados contraditérios entre estes dois TIMPs relativamente & sua
acgdo sobre a MMP-2 (Ward et al, 1991; Nguyen et al, 1994). Por outro lado, nao existem
diferengas significativas entre o TIMP-1 e o TIMP-3 na inibig&o da actividade das MMPs -1, -2, -
3 e -9 (Apte et al, 1995) e, estes mesmos TIMPs, s&o cerca de 5 vezes mais efectivos do que o
TIMP-2 na inibicdo da MMP-13 (Knauper et al, 1996). Curiosamente, a MT1-MMP é inibida
pelos TIMPs-2 e -3, mas ndo parece ser afectada pelo TIP-1 (Kinoshita et al, 1996; Will et al,
1996). A actividade das MMPs pode também ser controlada por inibidores néo especificos,
designadamente o inibidor alfal-proteinase e a alfa2-macroglobulina (Westermarck e Kahari,
1999). Deste modo, desequilibrios no balango entre as actividades das MMPs e dos TIMPs,
traduzem-se em situagdes patologicas as quais estd associada a destruigso tecidular (Gomez
et al, 1997, Bord et al, 1997; 1999; Kahari et al, 1999; Huang et al, 2002; Murphy e Reynolds,
2002; Watanabe et al, 2002).
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Figura 2.4 Mecanismos propostos para a interacgéo de diferentes MMPs na origem duma cascata de activagéo e de degradagdo da matriz extracelular [uPA = activador do

plasminogénio do tipo uroquinase; uPAR = receptor do uPA; Adaptado de Beaudeux et al, 2003].
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Para além da sua acg8o inibidora das MMPs, os TIMPs desempenham, ainda, outras fungbes
biologicas (ver Gomez et al, 1997; Baker et al, 2002; Hayakawa, 2002), como por exemplo,
funcionam como factores de crescimento de varios tipos celulares (Hayakawa et al, 1994), ou,
pelo contrario, podem ter um efeito apoptético como acontece com os TIMP-3 e TIMP-4
(George et al, 2000; Manello e Gazzaneli, 2001).

Embora as MMPs secretadas tenham diferentes padrdes de expressdo, parece, no entanto,
haver uma consideravel redundancia e sobreposicéo no que diz respeito as suas fungdes. Com
efeito, murganhos deficientes em MMP-2 (ltoh et al, 1997), MMP-3 (Mudgett et al, 1998), MMP-
7 (Wilson et al, 1997), MMP-8 (Vu et al, 1998), MMP-10 (Masson et al, 1998) ou MMP-12
(Hautamaki et al, 1997), todos eles s&o viaveis. Destes, apenas os animais deficientes em
MMP-9 mostraram anomalias no desenvolvimento, envolvendo a placa de crescimento e o
processo de ossificagdo endocondral (Vu et al, 1998; Engsig et al, 2000). No entanto, a
expressdo de varias MMPs nos varios tipos celulares envolvidos no desenvolvimento do
esqueleto, ainda que fonte de alguma controvérsia (Uusitalo et al, 2000), sugere a sua
importancia nos processos de ossificagdo. As MMPs s3o produzidas por uma variedade de
células, designadamente, fibroblastos, condrécitos, macréfagos, osteoclastos, osteoblastos e
células endoteliais (Delaisse et al, 1993; Gack et al, 1995; Delany e Canalis, 1998; Hayakawa,
2002; Herold, 2002; Murphy e Reynolds, 2002; Beaudeux et al, 2003). A expressao de algumas
MMPs, e dos seus inibidores, foi estudada em placas de crescimento normais (Brown et al,
1989; Blavier e Delaissé, 1995; Lee et al, 1999) e nos condrécitos hipertroficos nos processos
de recuperacdo de fracturas (Uusitalo et al, 2000). Os pre-osteoclastos (Blavier e Delaisse,
1995) e os condroclastos/osteoclastos (Vu et al, 1998; Everts et al, 1999; Faucheux et al 2001),
expressam a MMP-9, e, Holliday et al (1997), observaram imunohistogquimicamente que a
colagenase intersticial (MMP-1) é produzida em niveis elevados pelas células do estroma e
pelos osteoblastos. Delaisse et al (1993) evidenciaram por imunohistoquimica, a presenca da
(pro)colagenase, em osteoclastos e no compartimento extracelular sub-osteoclastico de
reabsorcdo, de cobaias, ratos e coelhos. Estes autores sugerem que a colagenase
osteoclastica € secretada no compartimento de reabsorgdo onde, muito provavelmente,
coopera com as catepsinas na degradacdo do colagénio. Os resultados de Edwards et al
(1996), em humanos, confirmam o papel das metaloproteinases e dos seus inibidores, em
particular a colagenase (MMP-1), as gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9), a estromalisina
(MMP-3) e o TIMP-1, nos processos de remodelagdo da cartilagem e da formag&o da cavidade
medular. Gack et al (1995) determinaram imunohistoquimicamente a expressiao da MMP-1
durante o desenvolvimento embriondrio em ratos, e observaram marcagdo positiva nos
condroécitos hipertréficos e nas células osteoblasticas localizadas ao longo das trabéculas
Osseas, ndo tendo obtido resuitados positivos nos osteoclastos. Estes autores concluiram que
a expresséo especifica da MMP-1 e a sua capacidade exclusiva para digerir colagénios dos
tipos I, II, Ill, e X, os principais constituintes do osso, da cartilagem, e tendbes, sugere um
importante papel e uma funcéo especifica desta enzima no desenvolvimento e remodelagéo do
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osso. Bord et al (1997) observaram a MMP-1 em locais de invas&o vascular, nos osteoblastos
activos e nos osteoclastos nos locais de reabsorgdo. Quanto aos condrdcitos, os niveis de
expressio da MMP-1 e da MMP-3, ao longo das zonas de proliferacéo e de hipertrofia, foram
variaveis, e a MMP-3 mostrou imunomarcagdo positiva nas células e na matriz extracelular.
Estes autores observaram ainda imunomarcagéo positiva da gelatinase B (MMP-9) nos locais
de reabsorga0, nos osteoclastos e nas células mononucleares. Por outro lado, a gelatinase A
(MMP-2) evidenciou uma expresséo ténue, e apenas na fibrocartilagem adjacente as areas de
ossificagcdo endocondral. Blavier e Delaisse (1995) e Nagai e Aoki (2002), revelaram a
expressdo da MMP-13 nos condrocitos hipert6ficos de ratos controlo e, estes tltimos autores,
nas regides em que o processo de ossificagéo endocondral foi perturbado pela acgéo do FGF-2
a expressao da MMP1-3 diminuiu significativamente. Estes resultados e os de outros autores
(Johansson et al, 1997, Hayami et al, 2000; Wu et al, 2001, 2002), sugerem que a accdo da
MMP-13 é necessaria para a diferenciacio dos condrocitos e para a reabsorgdo da matriz
durante o desenvolvimento do esqueleto. De referir, que Johansson et al (1997) nao
observaram a expressdo da MMP-13 nos osteoclastos, enquanto Sasano et al (1998)
observaram imunomarcaglio positiva para esta metaloproteinase nas células da linha
osteoblastica. D'Angelo et al (2001) mostraram que as MMP-2, -9, e -13 estéo associadas com
as vesiculas da matriz isoladas da placa de crescimento. Por outro lado, Sasano et al (1998)
observaram a expressdo da MMP-8 nas células progenitoras dos osteoblastos, nos
osteoblastos diferenciados, nos ostedcitos, e nos condrécitos da placa de crescimento. Filanti
et al (2000) observaram, in vitro, expresséo das MMP-2, -9, e -14 (ou MT1-MMP) nos
osteoblastos que cobrem as trabéculas 6sseas, sob a placa de crescimento, e na superficie
endosteal do osso cortical. Murganhos deficientes em MT1-MMP, mostram acentuadas falhas
no processo de ossificagio endocondral, traduzidas em graves anomalias esqueléticas
(Holmbeck et al, 1999; Zhou et al 2000), e na invas&o vascular da placa de crescimento (Zhou
et al, 2000).

As catepsinas s&o proteinases lisossomais que, no seu sitio activo, podem apresentar cisteina
[catepsinas B, H, K, L e S (Clark e Murphy, 1999; Soderstrom et al, 1999); a catepsina K, foi
previamente designada por catepsina O ou O2; Clark e Murphy, 1999)], aspartato (catepsinas
D e E; Yoshimine et al, 1995; Clark e Murphy, 1999) ou serina (catepsina G; Clark e Murphy,
1999; Konttinen et al, 1999). A actividade das catepsinas € igualmente controlada pelos seus
inibidores especificos (ver Clark e Murphy, 1999). As catepsinas exercem a sua maxima
actividade a um baixo pH, situagéo tipica nos lisossomas (Kirschke et al, 1998 cit por Uusitalo
et al, 2000) e nas lacunas de reabsorgio dos osteoclastos (Vaananen, 1993; Yamaza et al,
1998), enquanto as MMPs tem a sua actividade optima a um pH neutro (Kahari e Saarialho-
Kere, 1999). Alguns dados apontam para que durante a reabsorcdo éssea as catepsinas
iniciam a protedlise, seguida da acg¢do neutralizante das MMPs uma vez que o pH acidificante
das lacunas de reabsorcdo tenha sido incrementado suficientemente (Everts et al, 1998). Por
outro lado, no processo de ossificagio endocondral, foi proposto que a completa degradagao
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do colagénio de tipo X, necessita da acgdo conjunta da MMP-13 dos condrdcitos e da
catepsina B dos osteoclastos (Sires et al, 1995). As fontes celulares das catepsinas durante o
processo de ossificacio endocondral normal, s8o, iguaimente, fonte de alguma controvérsia
(Uusitalo et al, 2000). A sua expressdo, e a dos seus inibidores, foi referida na placa de
crescimento (Ohsawa et al, 1993; Soderstrom et al, 1999; Nakase et al, 2000), e sébe—se que
os osteoclastos expressam as catepsinas B, D, G, L e K (Goto et al, 1994, Tezuka et al, 1994).
Enquanto as catepsinas B, D e L sdo produzidas numa variedade de outros tecidos, dados
recentes indicam que a catepsina K é expressa predominantemente nos osteoclastos, e por
isso, é sugerido ter uma participaco activa na reabsorgdo osteoclastica da matriz extracelular
(Rantakokko e Vuorio, 1996; Yamaza et al, 1998; Gray et al, 2002). Em osteoclastos de rato, a
catepsina D foi imunolocalizada em granulos ou vactolos, mas a marcagdo nas lacunas de
eros&o foi negligivel, em contraste com os padrdes de marcagéo das catepsinas B e L (Goto et
al, 1993; 1994).

Outra enzima que participa activamente na degradagdo da matriz extracelular é a fosfatase
acida, referida como 4acido fosfatase tartrate resistente (TRAP, farfrate resistant acid
phosphatase; EC 3.1.2.1), acido fosfatase purpura ou acido fosfatase de tipo 5 (Henthorn et al,
1999). A TRAP expressa-se em niveis elevados nos osteoclastos muitinucleados maduros e
activos, nas superficies de reabsorgdo (Minkin, 1982), podendo igualmente expressar-se, em
niveis elevados, nos macréfagos mononucieados (Witten, 1997; Henthorn et al, 1999).
Segundo Roach e Shearer (1989), a remogéo de maior parte da cartilagem é efectuada por
fagécitos monucleados com actividade fosfatase acida. Estudos ultra-estruturais demonstraram
que a TRAP é encontrada na superficie 6ssea em contacto com o bordo da zona rugosa dos
osteoclastos e, nestes, localiza-se nas estruturas lisossémicas (Reinholt et al, 1990). Estas
observagfes sdo consistentes com o conceito que a TRAP é exportada dos osteoclastos para
as areas de reabsorg&o activa (Henthorn et al, 1999). Contudo, o mecanismo através do qual a
TRAP promove a reabsorg¢ao, é ainda desconhecido (Fleckenstein e Dexter, 1997; Henthorn et
al, 1999).

O tecido 6sseo esta continuamente em remodelacdo através das actividades combinadas de
dois tipos de células, os osteoblastos e os osteoclastos. Os osteoblastos, que derivam de
células do mesénquima, depositam a matriz 6ssea, enquanto os osteoclastos, que derivam de
células precursoras hematopoiéticas, reabsorvem a matriz. Deste modo, quer durante o
crescimento 6sseo, quer no estado adulto, para que se mantenha uma massa 6ssea constante,
€ necessario que a deposi¢do osteoblastica de matriz e a reabsorgdo osteoclastica, estejam
devidamente coordenadas. A reabsor¢ao cartilaginea/6ssea estd dependente de uma série de
processos que, em condigdes normais, se traduzem num numero adequado de
condrociastos/osteoclastos, diferenciados e activos (Gay e Weber, 2000). Os
condroclastos/osteoclastos multinucleados, desenvolvem-se a partir da fusdo de células
precursoras da linhagem mono6cito-macréfago (Suda et al, 1996; Domon et al, 1998; Vignery,
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2000). A diferenciagao das células progenitoras dos osteoclastos € regulada por uma variedade
de factores que incluem, o macrophage colony —stimulating factor (M-CSF), o receptor activator
NF-kB ligand (RANKL) e a osteoprotegerin (OPG), os quais s&0 expressos pelos osteoblastos e
pelas células do estroma (Suda et al, 1995, 1997, 1999; Heymann et al, 1998; Lacey et al,
1998: Yasuda et al, 1998; Roodman, 1999; Udagawa et al, 2000; Shiotani et al, 2002). Muitos
destes factores reguladores actuam em primeiro lugar nos osteoblastos, estimulando a
maturacio dos osteoclastos indirectamente (Mackie, 2003). Estudos in vitro levaram a supor
que estes factores induziam a expressdo de um factor associado & membrana dos
osteoblastos, que, por sua vez, estimularia a diferenciagao das células progenitoras dos
osteoclastos (Chambers et al, 1993; Suda et al, 1995). A regulagdo da reabsorgo osteoclastica
pode, assim, ser feita através de, pelos menos, dois mecanismos: (i) ou aumentando, ou
diminuindo, o nimero de osteoclastos, através da estimulagéo, ou da inibigéo, da proliferacéo
elou diferenciacio, das células progenitoras dos osteoclastos, (i) ou pela modulacéo da
actividade de osteoclastos maduros ja existentes (van't Hof et al, 1997). As células precursoras
dos osteoclastos s3o atraidas para as regides das matrizes mineralizadas, identificadas por um
mecanismo ainda desconhecido, de modo a efectivarem a reabsorgéo e, assim, manterem os
niveis fisioldgicos de célcio no plasma e, no caso da ossificagao endocondral, assegurarem o
normal desenvolvimento do processo (Gay e Weber, 2000). Outros alvos para a reabsorgdo
incluem as osteonas mais velhas, locais de inflamag&o e areas de necrose (Gay e Weber,
2000).

A vida Util dos osteociastos pode ser subdividida em varias fases distintas (Roodman, 1999;
Gay e Weber, 2000): (1) migracéo das células precursoras de origem hematopoiética para as
superficies 6sseas, (2) desenvolvimento dos pre-osteoclastos, (3) fuséo dos pre-osteoclastos
mononucleados em osteoclastos multinucleados (ver Vignery, 2000), (4) desenvolvimento de
um estado de polarizagdo, através da ades&o ao 0sso, e do estabelecimento de um aparelho
de reabsorgéio acidificante, (5) estabelecimento de ciclos através de fases de activagdo e de
inactivagsio e, (6) descolamento e inactivagéo final que termina com a sua morte por apoptose
(ver: Greenfield et al, 1999; Lorget et al, 2000). A regulag&o dos osteoclastos ocorre em todos
os estadios da sua vida util (Gay e Weber, 2000). Quando iniciam a actividade de reabsorgéo,
os osteoclastos tornam-se polarizados e s#o criados trés dominios membranares distintos: um
bordo rugoso, o dominio que ancora a célula de reabsorgéo activa a matriz, chamado zona
tampdo (do inglés sealing zone), e um dominio secretor funcional (Vaananen et al, 2000).
Simultaneamente, o citosqueleto sofre uma profunda reorganizagéo, processo durante o qual
os microfilamentos de actina (actina-F) formam um anel de ligagdo na zona tamp&o (Vaananen
et al, 2000), o qual vai delimitar toda a membrana do bordo rugoso (Holliday et al, 2002). Ultra-
estruturalmente, a zona tampdo caracteriza-se por uma distribuicBo homogénea dos
microfilamentos e a auséncia de organelos na area adjacente 8 membrana plasmatica (Nordahl
et al, 1998). A membrana do bordo rugoso encontra-se no interior da zona tamp&o e possui
inimeras bombas de H+/ATPase, as quais estdo envolvidas na dissolugdo da fracgéo
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inorganica mineral, através da acidificagéo da matriz (Blair et al, 1989; Vaananen et al 1990;
Lee et al, 1996), e na exposigéo da fracg8o organica da matriz & acg8o das proteases, numa
area situada entre o bordo rugoso e a superficie da matriz, denominada lacuna de reabsorgéo,
ou lacuna de Howship (Vaananen et al, 2000). Com efeito, é nestes compartimentos
extracelulares que os cristais de hidroxiapatite s&o dissolvidos pelo 4cido cloridrico e que a
mistura de proteases, em particular a MMP-9 e a catepsina K (Everts et al, 1992; Lee et al,
1999; Uusitalo et al, 2000; Faucheux et al, 2001), degradam a matriz organica. No entanto, tem
sido registada nos osteoclastos (e pre-osteoclastos), a express&o de muitas outras catepsinas
(Soderstrom et al, 1999; Uusitalo et al, 2000) e outras metaloproteinases envolvidas na
degradagédo da matriz no processo de ossificagho endocondral, designadamente, MMP-1,
MMP-10 e MT1-MMP, bem como dos seus inibidores (Blavier e Delaisse, 1995; Bord et al,
1998, 1999; ver Hayakawa, 2002). Ultra-estruturaimente, o bordo rugoso é composto por
numerosas invaginagbes da membrana plasmética, o que permite aumentar a superficie onde
se verificam as actividades de exocitose e de endocitose (Nordahl et al, 1998). Os produtos de
degradac&o dos varios componentes da matriz s8o endocitados, transportados ao longo da
célula, apés o que s&o exocitados no dominio secretor funcional (Vaanaen et al, 2000; ver
Blair, 1998). Esta via trans-citética permite aos osteoclastos removerem grandes quantidades
de produtos de degradacdo da matriz, sem perderem a sua ligago ao osso/cartiagem
mineralizada (Vaananen et al, 2000). Vérios trabalhos (Shibata et al, 1997; Wang et al, 1997;
Bronckers et al, 2000) evidenciaram a capacidade fagocitaria dos condroclastos/osteoclastos.

Em secg0es histol6gicas, os osteoclastos podem ser identificados como células multinucleadas
de grande tamanho, situadas na superficie do tecido alvo da reabsorg&o; contudo, quer os
osteoclastos, quer os seus precursores mononucleados, nem sempre sfo facilmente
distinguiveis nas populagbes celulares hematopoiéticas presentes na cavidade medular
(Athanasou, 1996). Com efeito, estudos in vitro e in vivo tém evidenciado alguma dificuldade
em distinguir os osteoclastos de outras células, particularmente dos macréfagos e das células
gigantes multinucleadas, denominadas macréfagos policarions (Sakiyama et al, 2001), produto
da fus&o de macréfagos (Sutton e Weiss, 1966; ver Athanasou, 1996; Tabela 2.3).

Deste modo, a avaliagio da biologia dos osteoclastos, e de outras células de reabsorgso,
apenas pode ser feita adequadamente, desde que os critérios para a sua disting&o estejam
perfeitamente definidos. Esses critérios podem ser morfolégicos, enzimaticos (TRAP: Minkin,
1982; Andersson et al, 1989; Lewinson e Kogan, 1995; Szuwart et al, 2002; catepsinas:
Yoshimine et al, 1995; Soderstrom et al, 1999; Nakase et al, 2000; Uusitalo et al, 2000;
Kiviranta et al, 2001; MMP-9: Lee et al, 1999; Uusitalo et al, 2000; Faucheux et al, 2001; ver
Roodman, 1996), imunohistoquimicos/imunolégicos (Athanasou et al, 1991; Kukita e Kukita,
1996; Kukita et al, 1998) e funcionais (ver Roodman, 1996; Athanasou, 1996; Tabela 2.4).
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Tabela 2.3 Diferencgas entre osteoclastos e macrofagos policarions (Adaptado de Roodman, 1996)

Osteoclastos Macréfagos

Formacéo de lacunas de reabsorgéo
Presencga de um bordo rugoso
Expresso do receptor para a vitronectina

Expresséo de receptores para a calcitonina

Contracgdo e imobilizagio em resposta a calcitonina

Expressao da TRAP in vivo

Reaccéo do anticorpo 121F
Expresséo de receptores para Fc
Expressao de esterase ndo especifica

+

+
H

+ + + +
[}

- +

- +

A presenca da caracteristica fenotipica é assinalada com + e a auséncia com -. Uma express&o pouco

acentuada é assinalada com +

Tabela 2.4 Critérios para definigido dos osteoclastos e seus precursores

Marcadores

Osteoclastos/Células precursoras

Morfolégicos

Enzimaticos

Imunohistoquimicos/imunolégicos

Funcionais ®

Multinucleagzio (mo) *

Localizago nos locais de reabsorgéo (mo)

Bordo rugoso (me) 2

Zona tampao (me)

Expressao da TRAP

Expresséo da TRTP

Expressao da anidrase carbonica tipo-li

Expressdo para CD13, CD15, CD45, CD54, CD68 e
CD51 (receptor para a vitronectina)

Auséncia de express&o para CD11/18, CD14, HLA-DR,
Fc e receptor para Ca»

Capacidade para formar lacunas de reabsorgdo
Resposta a calcitonina

Receptor para a calcitonina

T mo = microscopia optica; * me = microscopia electronica; ° especificos dos osteoclastos
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3. MODELO EXPERIMENTAL







3. MODELO EXPERIMENTAL

3.1 Introducgao

Para além do aparecimento espontaneo, que, segundo alguns autores, tem uma forte base
genética, varios factores, designadamente, nutricionais, micotoxinas e alguns ditiocarbamatos,
afectam a incidéncia e a gravidade das lesdes discondroplésicas (Leach e Gay, 1987; Orth e
Cook, 1994). A sua utilizagdo como agentes indutores da discondroplasia experimental, e 0
conhecimento do seu modo de acgéo, podem ajudar a compreender melhor esta patologia e a
estabelecer os seus mecanismos de indugdo. O modelo experimental mais aplicado tem sido a
utilizacdo de dietas desequilibradas na sua relagéo Ca/P, contendo 7.5 g/Kg de Ca e 7.6 g/Kg
de P, enquanto a dieta normal tem 12 g/Kg e 6 g/Kg, respectivamente (Rennie et al, 1993,
Farquharson et al, 1995; Tselepis et al, 1996; Jefferies et al, 2000). Neste modelo, e uma vez
que estas dietas induzem igualmente situagdes de raquitismo, esta patologia pode potenciar o
desenvolvimento da discondroplasia, embora sejam patologias distintas, com diferentes
etiologias (Rennie et al, 1993; Parkinson et al, 1996). Thorp et al (1991) e Parkinson et al
(1996), sugerem mesmo, uma possivel sobreposicdo entre elas. Outros modelos muito
utilizados incluem a administracdo, através da sua incorporagédo na dieta, de ditiocarbamatos
(Edwards, 1987; Wu et al, 1990; Rosselot et al, 1994; Pines et al, 1998; Ben-Bassat et al,
1999), micotoxinas da espécie Fusarium (Haynes e Walser, 1986; Wu et al, 1991, 1993; Chu et
al, 1995) e os aminoacidos homocisteina e cisteina (Orth et al, 1991, 1992; Bai et al, 1994; Bai
e Cook, 1994). A quantidade de modelos de indugéo, e tao diversos, faz supor que a
discondroplasia tem uma origem multifactorial, pois n&o é crivel que o modo de acgdo dos

diferentes agentes indutores da patologia seja exactamente o mesmo.

No que diz respeito aos ditiocarbamatos, tém sido utilizados, na indugédo da discondroplasia, 0
disulfiram [bis(diethylthiocarbamyl)disulfide (C1oH20N2Ss); Edwards, 1987]) e o tirame
[tetramethylthiuram disulfide (CgH12N2S4); Edwards, 1987; Wu et al, 1990; Rosselot et al, 1994,
Pines et al, 1998; Ben-Bassat et al, 1999]. Capela e Silva (1999, dados néo publicados),
observou igualmente a indugdo de discondroplasia, em frangos de carne, utilizando zirame
[(CeH12N2S4Zn); zinc dimethyldithiocarbamate], ditiocarbamato semelhante, na sua composicao,
ao tirame. Quanto ao zirame, é de referir que Enomoto et al (1989) observaram, em ratos, ap6s
administragdo crénica, para além de outros efeitos no desenvolvimento do esqueleto, lesdes
que em alguns aspectos se podem considerar similares a lesGes discondroplasicas. No
entanto, nés proprios (ver Rafael et al, 2000), também em ratos, néo detectamos o0 mesmo tipo

de efeitos apds administracéo de tirame.
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3.2 Obtencdo das placas de crescimento e respectivas seccdes histologicas

De acordo com o que foi referido na Introdugio, cada sub-capitulo deste trabalho esta
organizado de modo a que constitua, no futuro, proposta de publicacdo em revistas da
especialidade, incluindo, cada um deles, os respectivos materiais e métodos usados. No
entanto, uma vez que ha uma série de procedimentos comuns a todos eles, designadamente, o
método de obtengdo das placas de crescimento com lesdes discondroplasicas, bem como das
respectivas secgbes histolégicas, e as técnicas de imunomarcagdo, para evitar repetigcées,
apresentamos, neste capitulo, a metodologia geral utilizada, fazendo referéncia a outra
metodologia e a aspectos particulares, sempre que necessario.

Para a realizag&o do presente trabalho, efectuaram-se varios ensaios, em que frangos de carne
(broilers) da estirpe Cobb foram criados no sistema solo desde o dia do nascimento até aos 21
dias de idade, cumprindo as normas de bem estar animal. Foram sempre estabelecidos dois
grupos, um grupo controlo e um grupo experimental, com 20 animais por grupo. Para obtengéo
de animais com lesdes discondroplasicas, foi incorporado na dieta do grupo experimental, o
ditiocarbamato Tirame (CAS n.° 137-26-8, SIGMA, n.° T5638), na concentragdo de 35 mg/Kg
(Wu et al, 1994), durante os 21 dias (idade ao sacrificio, por deslocamento cervical) dos
ensaios. As caracteristicas da dieta foram as seguintes: Energia: 13.31MJ.ME/Kg; PB:
23,4%PB; Ca: 1,16%, P disponivel: 0,45% (Ca/P = 2,58); Mg: 3527,05 mg/kg; Cu: 23,1 mg/Kg;
Fe: 366,8 mg/Kg; Zn: 118,65 mg/Kg. A dieta e a agua foram distribuidas em sistema ad libitum.

Em todos os ensaios, apés o sacrificio, foi determinado o sexo dos animais e retiradas as duas
tibias. A epifise proximal da tibia esquerda foi seccionada longitudinalmente, e a epifise

proximal da tibia direita foi seccionada transversalmente, junto a epifise fibular (Fig 3.1).

Para a obtengéo dos fragmentos fez-se a extracgéo
das epifises proximais, e parte da metafise, de
ambas as tibias 2-2.5 cm, aproximadamente, abaixo
do limite da cartilagem articular:

a. A epifise esquerda foi seccionada
sagitalmente.

b. A epifise direita foi seccionada
transversalmente (ST), tangencialmente a
epifise proximal da fibula.

Figura 3.1 Esquema da tibia e da fibula onde s3o0 indicados os critérios para obtencéo dos cortes
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Os fragmentos obtidos foram imediatamente fixados em formaldeido neutro a 10%, tamponado,
durante 24 horas, apés o que se procedeu & sua desmineralizacdo de acordo com 0s
procedimentos referidos na Tabela 3.1. A seguir & desmineralizacdo os fragmentos foram
processados num sistema automatico, ap6s o que foram incluidos em parafina e cortados em
micrétomo rotativo em secgbes com 5 um de espessura, para posterior utilizagdo nos
diferentes estudos a efectuar. Para observagado da estrutura geral, os cortes foram estendidos
em laminas de vidro de 75 x 25 mm, e corados com Hematoxilina e Eosina os cortes foram
corados com Hematoxilina e Eosina e com Tricrémicos de Azan (Bio-Optica, ref* 001802), de
Masson (Bio-Optica, ref* 010802) e de Picro-Maliory (Bio-Optica, ref* 021822); para os
diferentes estudos imunohistoquimicos, os cortes foram estendidos em laminas de vidro de 75
x 25 mm, tratadas com polilisina (SIGMA, Poly-Prep TM P0425), e incubados, através do
método LAB-SA, com anti-corpos comerciais (ver Tabela 3.2).

Tabela 3.1 Processamento dos fragmentos

Secgdo Fixacdo Desmineralizacio Inclusdo Espessura do corte
Longitudinal
Formaldeido 10% .
o EDTA' a5%,pH 74 Parafina 2 5
arafina m
tampona 7-10 dias H
Transversal (24 horas)

' SIGMA (E1644, CAS n° 6381-92-6); 2Merck (Cat #19562-1)
3.3 imunohistoquimica

As marcagdes imunohistoquimicas, foram realizadas através do método “labeled-(strept)avidin-
biotin” (LAB-SA). Para a avaliag&o da proliferacéo celular foi usado um marcador especifico de
proliferagdo, o Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), utilizando o PCNA-Staining Kit,
Zymed, USA, ref 93-1143. As imunomarcagdes dos outros anticorpos foram realizadas
utilizando o UltraVision Detection System Kit, NeoMarkers, USA, ref* TP-015-HD.

O processamento foi feito de acordo com as indicagdes dos fabricantes que, em termos gerais,
s&0 como se seguem:

Método LAB-AS (UltraVision Detection System)

1. Desparafinizar (3x em xileno: 5 minutos, 5 minutos, 3 minutos), hidratar (alcool 100%, 3
minutos; alcool 100%, 3 minutos; alcool 95%, 3 minutos; alcool 80%, 3 minutos), lavar em
4gua da torneira e depois em agua destilada.

2. Incubar as secgdes em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3%, durante 10 a 15 minutos,
a temperatura ambiente (1 parte de H,0, a 30% para 9 partes de metanol absoluto).
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Lavar 2x (2 a 3 minutos cada) em banho de solug8o salina fosfatada tamponada (PBS,
10mM fosfato de sédio, 0,15 cloreto de s6dio, pH 7.5) e remover o excesso em volta do
corte. A partir desta fase todos os procedimentos foram realizados em camara hiimida.
Incubar as sec¢des com o pre-tratamento adequado quando necessério (ver Tabela 3.2).

Recuperacfio do antigénio através de HIER (Heat Induced Epitope Retriveal): Aquecer a solucio de

citrato ou EDTA até 95-98° C e colocar as laminas nesta solug8io, na temperatura referida, durante
10-20 minutos. Deixar arrefecer a solugdo, & temperatura ambiente, durante, pelo menos, 20 minutos.
Digestdo enzimética: adicionar a enzima recomendada (pepsina, tripsina, protease, etc) numa
quantidade suficiente para cobrir toda a secgdo e incubar e acordo com as recomendagdes para os
diferentes anticorpos. Lavar com esguicho de PBS, evitando o tecido.

Lavar 4x em PBS. No total, pelo menos 5 minutos.

Incubar as secgbes com a solugdo de bloqueio, durante 5 minutos, & temperatura
ambiente.

Remover o excesso de solugdo de bloqueio sem lavar.

Incubar as sec¢bes com o anti-corpo primario, na diluigdo adequada e durante o tempo e
temperatura recomendados (ver Tabela 3.2). O volume do anti-corpo primario deve ser
suficiente para cobrir toda a secgfo.

Lavar 4x, a primeira com esguicho, em redor da sec¢o, e as outras trés, em banho de
PBS durante 3 minutos cada.

Limpar o excesso de PBS e incubar as sec¢gdes com soro normal do animal do secundario
a 1:10, durante 10 minutos, & temperatura ambiente.

Lavar 4x, a primeira com esguicho, em redor da secg#o, e as outras trés, em banho de
PBS durante 3 minutos cada.

Limpar o excesso de PBS e incubar as secgdes com streptavidina peroxidase, durante 10
minutos, a temperatura ambiente.

Lavar 4x, a primeira com esguicho, em redor da secg#o, e as outras trés, em banho de
PBS durante 3 minutos cada. Limpar o excesso de PBS

Incubar as secgbes com a solugéo reveladora [DAB-PBS-H,;0,], durante 5-10 minutos, a
temperatura ambiente. Lavar com PBS, com esguicho, e depois em banho de PBS durante
3 minutos.

Contrastar em banho de Hematoxilina, durante 1 a 4 minutos, & temperatura ambiente.
Lavar em banho de PBS durante 3 minutos e, de seguida, em banho agua durante 3
minutos.

Cobrir as secgdes com meio de montagem, colocar a lamela e deixar secar durante a noite.

Para a interpretacéo dos resultados, foi realizado um controlo negativo, substituindo o anti-

corpo primario por PBS.
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3.4 Anilise de imagem

As preparacOes definitivas foram observadas em microscopio Nikon Eclipse 600, sendo as
imagens obtidas através de ca8mara digital Nikon DN100, e, sempre que necessario, tratadas
com o programa Adobe PhotoDeluxe 3.

Para a avaliagdo da intensidade de imunomarcagéo o nimero de células imunopositivas foi
semiquantitativamente estimado de acordo com a seguinte escala: negativo (0%) = -
imunomarcagéo ocasional/focal (1-56%) = +; imunomarcagéo fraca (6-25%) = +; imunomarcacéo
moderada (26-50%) = + +; imunomarcag&o intensa (>50%) = + + +. Para o efeito, a avaliagio
foi realizada, com a ampliagéo de 100X, em sec¢des correspondendo a 4-5 animais/grupo e 1
seccio/animal. Dado que os condrécitos hipertréficos exibem uma intensa actividade
metabdlica, e dado que a discondroplasia da tibia envolve a incapacidade dos condrécitos em
atingirem o estadio terminal de hipertrofia completa, a causa, ou causas, da patologia deve
estar associada a este facto. Deste modo, foi calculado o nimero de condrécitos hipertréficos
imunopositivos. Par o efeito, realizaram-se contagens nas imagens digitais, obtidas com a
ampliagdo de 100X, correspondentes a 6 campos, contendo o maior nimero de células (pelo
menos 300 células), por cada secc¢éo, tendo-se observado igualmente 4-5 animais/grupo e 1
secgao/animal. O n.° médio de céluias positivas foi dividido pelo n.° total de células (soma das
células positivas e negativas no campo) para calcular os respectivos ratios. A contagem das
células foi feita através do programa SigmaScan Pro vers&o 5 (SPSS, 2002): primeiro contou-
se 0 maior namero possivel de células na imagem, positivas e negativas, e, em seguida,
contaram-se as células positivas, ndo apagando o registo do total de células, de modo a que a
contagem das células positivas fosse feita sobre as células contadas, evitando, assim,
possiveis erros de células néo assinaladas.

3.5 Tratamento dos dados

Para os casos em que foi feita analise histomorfométrica e em que foi necessdrio determinar o
efeito de factores, os valores obtidos (média + desvio padréo) foram analisados através de
andlise de variancia, utilizando-se um teste-Newman-Kuls, para determinar a significancia
estatistica das diferencas entre médias, sempre que foram encontrados efeitos significativos
(P<0,05). Foi usado o programa NCSS97 (NCSS, 2002).
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4. HISTOLOGIA DA PLACA DE CRESCIMENTO

4.1 introdugao

A discondroplasia consiste numa anomalia das placas de crescimento epifisarias dos ossos
longos, caracterizada pelo aparecimento de uma massa cartilaginea branca avascular,
opacaltransiucida, que se estende até a metafise, numa zona em que, normalmente, existe
osso trabecular (Leach e Gay, 1987; Leach e Lilburn, 1992; Cook et al, 1994; Orth e Cook,
1994). Pode ocorrer em diferentes locais e em diferentes ossos (Thorp et al, 1993; Julian,
1998), embora o tibiotarso proximal seja o local de maior incidéncia. A discondroplasia traduz
uma disrupgdo no decurso normal da formagéo endocondral do osso, ou seja, a cartilagem n&o
calcifica e n&o é substituida por osso endocondral - deste modo, os processos de proliferagéo
dos condrocitos (que é normal) e de degradagfo da cartilagem (que n&o se verifica) ndo estdo
em equilibrio, resultando numa acumulag&o de cartilagem (Leach e Gay, 1987; Leach e Lilburn,
1992; Cook et al, 1994; Orth e Cook, 1994).

A discondroplasia foi descrita pela primeira vez por Leach e Nesheim (1965) como uma
anomalia da cartilagem que ocorre espontaneamente nas estirpes avicolas de rapido
crescimento, embora existam trabalhos que contrariam a existéncia duma correlacéo da
incidéncia e da gravidade das lesbes com a taxa de crescimento (Andrews et al, 1975;
Buffington et al, 1975; Cook et al, 1984; Waldroup et al, 1993). Um aspecto particular da
discondroplasia & que ocorre durante os estagios muito precoces do crescimento,
anteriormente ao aparecimento de outras alteracdes mais visiveis da morfologia estrutural do
osso (Lilburn, 1994), sendo, por isso, facilmente identificavel nos animais jovens de frangos de
came, e nas estirpes comerciais de perus e patos (Wise e Noit, 1975; Lilburn et al, 1989;
Cherel et al, 1991; Leach e Lilburn, 1992; Kelly et al, 1993), mas ndo nas estirpes de
crescimento lento, designadamente poedeiras Leghorn (Reiland et al, 1978; Leach e Lilburn,
1992). No entanto, alguns autores (Veltmann et al, 1985; Veltmann e Linton, 1986), e noés
proprios (Capela e Silva e Bento, 2002, dados n&do publicados), através do modelo
experimental-tirame, conseguiram induzir o desenvolvimento de lesdes discondroplasicas em
estirpes de crescimento lento. Os animais afectados com discondroplasia grave tendem a
permanecer estaticos, sem se moverem e numa posicéo de decubito ventral, pelo que atingem
menores pesos corporais. Quando se movem, fazem-no de modo desajeitado devido a
deformagdes nos ossos longos com pronunciado encurvamento lateral destes, podendo ainda
notar-se um alargamento das articulagdes (Riddell, 1975a; Capps, 1998). Deve ser referido que
alguns animais com leses menos graves n3o apresentam sinais exteriores e comportamentais
tipicos da discondroplasia. As lesdes discondroplasicas podem ser observadas por radiografia,
sendo perfeitamente visiveis as areas radiolucentes que Ihes correspondem, ndo se notando a
linha de densidade normal abaixo da cartilagem epifisaria (Riddell, 1976; Bartels et al, 1989).

51



Pode ser uma situagdo transitéria mas de consequéncias graves, produzindo fracturas e
deformagbes 6sseas irreversiveis (Vaiano et al, 1994). No entanto, Praul et al (2000) referem
que, se as condicbes que impedem a normal hipertrofia dos condrécitos desaparecerem, as
lesbes s&o gradualmente reabsorvidas, e o crescimento 6sseo endocondral continua
normalmente até & maturidade sexual (Praul et al, 2000).

Existem fortes evidéncias duma base genética para a discondroplasia (ver Serensen, 1992).
Com efeito, em frangos de came, os problemas dos membros locomotores parecem estar sob
a influéncia de genes maiores (Somes, 1969; Sheridan et al 1974, cit por Emmerson et al,
1991) e sdo altamente herdaveis (Burton et al, 1981; Mercer e Hill, 1984), pelo que a
discondroplasia apresenta uma elevada resposta & selecgcso (Riddell, 1976; Sheridan et al,
1978; Burton et al, 1981). Por outro lado, foi observado que diferentes estirpes apresentam
diferengas na expresséo da anomalia (Haye e Simmons, 1978; Lilburn et al, 1989; Veltmann e
Jensen, 1981; Nelson et al, 1992; Kestin et al, 1999). Segundo Siller (1970), existem evidéncias
da associagéo a discondroplasia de um gene maior ligado ao sexo, o que parece justificar os
resultados de varios autores (Leach e Nesheim, 1965; Sheridan, 1974; Sheridan et al, 1976;
Edwards, 1984; Cherel et al, 1991; Zhang et al, 1999), que encontraram diferengas na
incidéncia de lesbes entre machos e fémeas. Varios trabalhos permitem concluir que, tal como
acontece com os mamiferos (Reiland et al, 1978), existe uma correlagio positiva muito
acentuada entre a taxa de crescimento e a incidéncia das lesbes em todas as espécies
afectadas (Andrews et al, 1975; Buffington et al, 1975; Wise e Nott, 1975; Leach e Lilburn,
1992; Waldroup et al, 1993). No entanto, e embora uma redugdo na taxa de crescimento se
traduza num decréscimo da incidéncia de lesdes (Riddell, 1975b,d; Riddell et al, 1983), os
dados disponiveis n&o s&o conclusivos quanto & existéncia dessa correlagso (ver Hester,
1994). Adicionalmente, e relacionado com as elevadas taxas de crescimento, os elevados
pesos corporais atingidos pelas modernas estirpes comerciais, dada a baixa capacidade de
sustentacdo (musculos e ossos dos membros locomotores) destas, parecem potenciar os
efeitos da causa, ou das causas, da discondroplasia (Nestor et al, 1985; Lilburn, 1994; Julian,
1998). Contudo, também no que diz respeito a este aspecto, os resultados s&o contraditérios e,
enquanto alguns autores (Riddell, 1975b; Sheridan et al, 1976; Burton et al, 1981) encontraram
uma correlagéo genética negativa, outros (Poulos et al, 1978; Kiiskinen e Andersson, 1982),
encontraram uma correlacdo genética positiva, entre o peso corporal e a incidéncia e a
gravidade das lesbes discondroplasicas.

Embora seja uma patologia espontanea, a incidéncia e a gravidade das lesbes
discondroplasicas, podem, no entanto, ser afectadas por varios factores, designadamente: (i)
desequilibrios na relagéo Ca:P na dieta (Edwards e Veltman, 1983; Edwards, 1984; Hulan et al,
1985; Williams et al, 2000; Hocking et al, 2002); (i) niveis elevados de cloreto, na dieta, fazem
aumentar a incidéncia de lesSes discondropldsicas (Leach e Nesheim, 1972; Veltmann e
Jensen, 1981); (iii) dietas excedentarias em aminoacidos sulfurados (em homocisteina, cisteina
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e cistina, mas n3o em metionina), induzem o aparecimento da discondroplasia (Bai e Cook,
1994; Bai et al, 1994; Orth et al, 1991,1994); (iv) dietas deficientes em cobre induzem lesdes
histologicamente similares a discondroplasia (Cariton e Henderson, 1964; Lilbum e Leach,
1980; Rosselot et al, 1994); (v) dietas excedentarias em histidina induzem o aparecimento de
discondroplasia (Andrews et al, 1989); (vi) o tipo de lipidos da dieta pode influenciar a
gravidade das lesbes discondroplésicas [6leo de soja hidrogenado, o qual contém acidos
gordos trans, faz aumentar a gravidade e a incidéncia das lesbes quando substitui o 6leo de
soja nas dietas de frangos de came (Watkins et al, 1991)]; (vii) a administrag&o de alguns
ditiocarbamatos, designadamente, disulfiram (Edwards, 1985, 1987: Andrews et al, 1989) e
tirame (Edwards, 1987; Vargas et al, 1983; Ben-Bassat et al, 1999), induz o aparecimento de
lesBes discondroplasicas; (vii) varios autores observaram um aumento na incidéncia de
discondroplasia em animais alimentados com dietas contaminadas com micotoxinas da espécie
Fusarium (Haynes e Walser, 1986; Wu et al, 1991, 1993; Chu et al, 1995; 1996), (xix)
alteracdes no balango metabolico acido-base, através da manipulagado de varios electrdlitos na
dieta, resultaram num incremento da incidéncia de discondroplasia (Leach e Nesheim, 1972;
Sauver et al, 1977; Sauver e Mongin, 1978; Veltmann e Jensen, 1981; Halley et al, 1987). O
conhecimento destes factores, e do seu modo de acgsio, e a sua utilizacdo como agentes
indutores da discondroplasia, podem ajudar a compreender melhor esta patologia e a
estabelecer os seus mecanismos de inducao.

Os dados relativos ao grau de incidéncia de lesbes s&o extremamente varidveis, o que tem a
ver com a idade dos animais em que é feita a avaliagio, e com o facto de estarmos a falar
duma situacdo espontanea ou induzida. Os valores indicados na bibliografia dizem sempre
respeito a epifise proximal da tibia, local de maior prevaiéncia da patologia. O grau de
incidéncia de lesbes espontaneas &, geralmente, de 1-2% (Capps, 1998), pode atingir cerca de
40% (Burton et al, 1981, Wong-Valle et al, 1993; Capps, 1998), tendo chegado mesmo aos
59%, em animais com 42 dias de idade (Yaigin et al, 1996). Numa linha de broilers
seleccionada para elevada incidéncia de discondroplasia, Wong-Valle et al (1993) observaram
valores da ordem dos 62%, e Ling et al (2000) cerca dos 70%. Relativamente a indugéo
experimental, o grau de incidéncia esta dependente do agente indutor e da dose utilizada. Wu
et al (1993), utilizando a micotoxina de Fusarium, obtiveram, em broilers com 3 semanas de
idade, valores da ordem dos 90% (administrando 37 ppm da micotoxina) e de 100% (para 75
ppm). Os mesmos autores, e nas mesmas condicdes, mas através do modelo-tirame,
obtiveram incidéncias da ordem dos 90% (37 ppm) e 95% (75 ppm). Com o0 mesmo modelo
experimental, Wu et al (1990) obtiveram, em animais com 3 semanas, 89% (35 mg de tiram/Kg
de dieta) e 100% (75 mg de tirame). Por seu lado, Knopov et al (1995) obtiveram, em animais
com 4 semanas, 90% de incidéncia utilizando 25mg/Kg de tirame e 91% administrando uma
dieta deficiente em cobre. Edwards (1989), por seu lado, e através da administragdo de
disulfiram na dieta, na dose de 30 mg/Kg, atingiu valores da ordem dos 77%. Orth et al (1992),
utilizando os modelos cisteina (nivel maximo do aminoacido 2%) e homocisteina (0.6%)
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obtiveram uma incidéncia, em animais com 3 semanas, de 88% e 89%, respectivamente.
Rennie et al (1993), através do modelo Ca/P chegaram a atingir valores da ordem dos 50 a
70%, em animais com 3 semanas de idade.

A massa de cartilagem que se acumula na discondroplasia €, na maior parte dos casos,
facilmente observavel aquando da realizagho da necrépsia efectuando um corte sagital nas
epifises. Lesdes de menor dimensdo, geralmente, estio restringidas a pequenas ilhas de
cartiagem na zona posterior medial da eplifise. As lesbes de maior gravidade, podem, no
entanto, ocupar toda a metafise, e a sua volta nfo existe 0sso cortical ou este & muito fino
(Capps, 1998). Por outro lado, podem ser encontradas fracturas abaixo da zona ocupada pela
cartilagem. A les8io é bilateral afectando os ossos dos dois membros (Riddell et al, 1971;
Riddell, 1975a). De acordo com Riddel (1975a), em cerca de 10% dos animais afectados
podem também ser encontradas lesbes discondropldsicas no tarsometatarso proximal, mas
ndo nas placas de crescimento dos outros 0ssos longos. Outros autores, no entanto, referem a
existéncia de lesbes nas placas de crescimento de todos os ossos longos (Capps, 1998; Julian,
1998). As lesbes podem aparecer antes dos animais atingirem os 7 dias de idade, mas,
normaimente, o inicio da acumulag&o de matriz extracelular na discondroplasia espontanea
ocorre a partir das 3-4 semanas (Wise e Jennings, 1972; Parkinson et al, 1992; Ling et al, 1995;
Capps, 1998). Nas placas de crescimento que apresentam iesOes discondroplasicas, a zona de
proliferagéo aparece normal mas um pouco mais espessada e, na zona de hipertrofia, onde os
condrécitos comegam a ficar arredondados, as lacunas alargam, ocorre um incremento na
matriz extracelular, e n&o chegam a atingir completamente a hipertrofia (Hargest et al, 1985;
Leach e Gay, 1987, Leach e Lilburn, 1992; Thorp et al, 1993). A auséncia da hipertrofia total
dos condrécitos esta associada a uma falha na caicificagso da matriz e a uma falha na invasio
vascular (Orth e Cook, 1994; Nie et al, 1995). Sem se verificarem estes processos, no ha
remogao da cartilagem e a cartilagem pre-hipertréfica persiste. No centro desta cartilagem
hipertréfica muitas das lacunas estfo vazias e outras tém condrécitos com aspecto enrugado,
nucleos picnéticos e citoplasma eosintfilo. Os condroécitos s&o necréticos, em resultado de uma
possivel depleccdo energética devida & fraca penetrag&o vascular. Na zona distal da metafise,
a cartilagem, a invas&o vascular e a organizago das trabéculas 6sseas tm um aspecto
desordenado (Leach e Lilburn, 1992). Podem ainda ser encontradas pequenas rupturas
microscopicas na cartilagem em resultado de forgas de tens#o (Riddell et al, 1983).

Pretende-se com o presente capitulo, avaliar a incidéncia e a gravidade de lesbes
discondroplasicas e caracteriza-las macrosc6pica e microscopicamente.



4.2 Materiais e Métodos

Para a realizagdo deste capitulo, para além da tibia, foram iguaimente removidos ©
tarsometatarso, o fémur e o Umero. Todas as epifises, proximais e distais, esquerdas e direitas,
foram seccionadas longitudinalmente, para observagao macroscopica da presenca de lesbes
discondroplasicas. A gravidade das lesbes foi determinada de acordo com o seguinte critério:
epifise normal = 1; les3o pequena (< 3 mm de penetracéo da lesdo na metafise) = 2; leséo
moderada (3-6 mm) = 3; lesdo grave (> 6 mm) = 4 (Roberson et al, 1993). Um valor de 2 ou
superior foi considerado positivo para calcular a percentagem de incidéncia de lesbes.

Para observacéo microscopica das placas de crescimento, as epifises proximais das tibias
foram processadas de acordo com o referido na Tabela 3.1. Dos blocos obtidos foram feitos
cortes com 5 um de espessura, e apoés montagem em laminas de 75 x 25 mm, os cortes foram
corados com Hematoxilina e Eosina e com Tricrémicos de Azan (Bio-Optica, ref* 001802), de
Masson (Bio-Optica, ref* 010802) e de Picro-Mallory (Bio-Optica, ref* 021822), para observacéo
da estrutura geral. Foram observadas laminas correspondentes a 10 animais de cada grupo, 1
lamina/animal.

4.3 Resultados

Os primeiros sinais clinicos comegaram a ser evidentes a partir dos 4-5 dias, embora em
apenas 12% dos animais. Estes individuos foram identificados com base em evidentes
dificuldades de locomogao, com paragens constantes e consequente imobilizacao, resultados
confirmados por andlise histolégica. No dia do sacrificio as diferencas verificadas entre os
pesos corporais entre os animais dos dois grupos foram significativas (p<0.05), ndo se
verificando, contudo, dentro de cada grupo, diferengas significativas entre machos e fémeas
(Tabela 4.1) .

Tabela 4.1 Peso corporal (g) aos 21 dias (média + desvio padrao)

Sexo n' Controlo Experimental
Machos 10 692,1+349° 4106 +26,6°
Fémeas 10 6658 +27,4° 407,22 +15,3°

Total 20 682,5+34,3° 409,6 +235°

710 animais/grupo; valores, na mesma linha, com indice diferente diferem significativamente para p<0.05

Os resultados relativos ao grau de incidéncia das lesdes, encontram-se na Tabela 4.2,
considerando o total dos dois sexos e dos dois membros, uma vez que ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas para p>0.05.
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Tabela 4.2 Numero de placas de crescimento com lesdes discondroplasicas aos 21 dias

Grupo
Experimental

Placa de crescimento ’n Controlo n° de epifises

(epifises) %

com lesGes

Fémur distal 40 0 26 65
Fémur proximal 40 0 34 85
Tarsometatarso distal 40 0 Nd -
Tarsometatarso proximal 40 0 11 275
Tibiotarso distal 40 0 21 52.5
Tibiotarso proximal 40 0 34 85
Umero distal 40 0 2 5
Umero proximal 40 0 12 30

Nd-Né&o determinado

No grupo controlo n&o foram observadas lesdes, enquanto que no grupo experimental estas
atingiram valores da ordem dos 85% nas placas de crescimento proximais da tibia e do fémur.
A placa de crescimento com menor grau de incidéncia foi a do umero distal (5%). Dentro de
cada 0sso, as placas de crescimento proximais foram mais afectadas do que as distais.

Os resultados relativos & gravidade das lesdes, encontram-se na Tabela 4.3, considerando o
total dos dois sexos e dos dois membros, uma vez que n&o foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para p>0.05.

Tabela 4.3 Gravidade das lesdes discondroplasicas aos 21 dias *

Grupo
Placa de crescimento "
(epifises)
Controlo Experimental

Fémur distal 40 1 1,78°
Fémur proximal 40 1 240°
Tarsometatarso distal 40 1 Nd
Tarsometatarso proximal 40 1 1,33°¢
Tibia distal 40 1 1,60°
Tibia proximal 40 1 2,45°
Umero distal 40 1 1,05°
Umero proximal 40 1 140°¢

* epifise normal = 1; les&io pequena (< 3 mm de penetragio da lesdio na metafise) = 2; lesdo moderada (3-6 mm) = 3;
les8o grave (> 6 mm) = 4 (Roberson et al, 1993). Nd-Ndo determinado; valores com indice diferente diferem
significativamente para p< 0.05
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Quanto & gravidade das lesdes, as placas de crescimento proximais da tibia e do fémur
apresentaram os valores mais elevados, 2.45 e 2.40, respectivamente. As lesGes menos
graves verificaram-se no umero distal (1.05). Também relativamente a este aspecto, e dentro
de cada osso, as placas de crescimento proximais apresentam lesdes mais graves do que as
distais. Quanto & morfologia, as secgbes sagitais e transversais das epifises proximais das
tibias dos animais do grupo controlo mostram um aspecto normal, sem qualquer tipo de les&o
discondroplasica, e uma perfeita vascularizagéo de toda a epifise (Figuras 4.1 e 4.2). As placas
de crescimento normais sdo constituidas por células em proliferagdo mais ou menos
achatadas, uma banda estreita de condrécitos de transigéo arredondados e uma larga zona de
condrécitos arredondados e hipertrofiados (Figura 4.1). Pelo contrario, nas placas de
crescimento que apresentam lesdes discondroplasicas, a zona de proliferagéo aparece normal
mas um pouco mais espessada sendo possivel observar uma acumulagéo de condrocitos de
transicdo, e no centro da acumulagdo, alguns dos condrocitos sao fortemente eosinofilicos e
alguns nicleos sdo picnéticos (Figura 4.1). Na zona de hipertrofia, onde os condrécitos
comecam a ficar arredondados, as lacunas alargam, ocorre uma acumulacdo de matriz, e estes
ndo chegam a atingir a hipertrofia completa (Figura 4.1). Nas epifises dos animais do grupo
experimental, sdo facilmente observaveis, maiores ou menores, lesbes discondroplasicas, e de
vario tipo, sendo a vascularizagéo praticamente inexistente (Figuras 4.2 e 4.3).

4.4 Discussio

Em nenhum outro sector da produgdo animal, a utilizagio do conhecimento cientifico teve um
impacto t4o acentuado no progresso da eficiéncia econémica, como na avicultura (Hartmann,
1989, 1992). Este impacto traduziu-se, em particular na uitima metade deste século, nos
impressionantes incrementos verificados nas taxas de crescimento. No sector da carne da
industria avicola, as alteragBes no crescimento e no desenvolvimento da carcassa das estirpes
comerciais foram muito acentuadas (Nestor et al, 1988; Havenstein et al, 1994; Lilburn, 1994).
Para os criadores de frangos de came e de perus, o objectivo da selecgéo foi, durante muitos
anos, o peso corporal a idade de abate e a conformag&o da carcaca, em particular os musculos
do peito (Havenstein et al, 1988). Dados recolhidos da literatura mostram que nos ultimos 20
anos, o peso corporal dos broilers comerciais aos 56 dias de idade praticamente duplicou de
1600 gr para 3000 gr (Deaton e Reece, 1970, cit. por Lilburn, 1994; Acar et al, 1993). Durante o
mesmo periodo de tempo, o crescimento do musculo Pectoralis major sofreu um incremento a
um ritmo superior ao do peso corporal (Lilburn, 1994). Halvorson e Jacobson (1970), referem
que nos broilers comerciais o peso total do musculo Pectoralis major era de 57,3 g as 9
semanas, 0 que representa aproximadamente metade do peso do mesmo musculo as 4
semanas em 1993, ou seja, 101,5 g (Acar et al, 1993). Trabalhos relativos a perus mostram
alteragBes similares, embora num periodo de tempo ligeiramente superior (Lilburn, 1994). O
peso comercial 4s 16 semanas de idade aumentou de 6 kg em 1963 (Sullivan e Al-Ubaidi,
1963), para 12 Kg em 1992 (Turner e Lilburn, 1992). No que diz respeito ao musculo peitoral,
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Lilburn e Nestor (1991) referem que o Pectoralis major pesava 2 kg (21,4% do peso vivo) as 16
semanas numa linha comercial de machos, enquanto que nos anos 60, numa linha
representando o animal comercial padrdo, pesava apenas 0,85 Kg. Uma énfase secundaria foi
dada a eficiéncia alimentar e a auséncia de problemas nos membros locomotores e outros
defeitos (Havenstein et al, 1988). Estes objectivos foram estabelecidos partindo do pressuposto
que a seleccdo para a taxa de crescimento iria resuitar num incremento proporcional de todas
as partes do corpo, 0 que se provou ndo ser exactamente assim (Havenstain et al, 1988;
Lilburn e Nestor, 1991; Nestor et al, 1987; Nestor et al, 1988; Turner e Lilburn, 1992). Com
efeito, estas alteragfes parecem ter contribuldo para o aumento de problemas no esqueleto,
em particular nos membros locomotores (Havenstain et al, 1988; Leach e Lilburn, 1992;
Sullivan, 1994), e para uma diminuigdo da adaptabilidade do esqueleto (Pitsillides et al, 1999).
De acordo com varios autores (Nestor et al, 1985; Lilburn, 1994; Crespo et al, 2000), parece
existir uma incompatibilidade biolégica nas estirpes comerciais de elevado peso corporal e de
baixa capacidade de sustentagéo (muUsculos e ossos das pernas), e estes desequilibrios
esqueléticos-biomecanicos, provavelmente, potenciam o efeito de varias causas dos problemas
verificados nos membros locomotores. Thorp (1992) sugere mesmo, que perturbagdes
mecénicas e decorrentes da press&o dos elevados pesos corporais podem estar envolvidas no
inicio da discondroplasia, e Praul et al (2000) sugerem que a estimulagio mecanica em
combinagdo com o genoétipo e uma variedade de factores da dieta provocam a disrupgéo da
complexa cadeia de eventos envolvidos na diferenciagdo dos condrécitos. A andlise da
investigacdo efectuada, acerca das interacgdes dieta-discondroplasia, permite concluir que
existe uma correlagéo positiva muito acentuada entre a taxa de crescimento e a incidéncia da
les&o em todas as espécies afectadas (Andrews et al, 1975; Buffington et al, 1975; Cook et al,
1984; Leach e Lilburn, 1992; Waldroup et al, 1993; Wise e Nott, 1975). Adicionalmente, a
auséncia de discondroplasia em estirpes de crescimento lento parece corroborar esta
correlagéo. Wise (1970) refere que, para iguais pesos corporais, os broilers apresentam um
sistema esquelético num estado de maturagdo inferior, quantitativa e qualitativamente,
relativamente as poedeiras, que, como se sabe, t&¢m menores taxas de crescimento. Contudo,
quando se comparam animais afectados com animais n#o afectados, relativamente a um
tratamento particular, a relac&o entre a taxa de crescimento e a incidéncia, ou a gravidade da
discondroplasia, € menos clara (Leach e Nesheim, 1965; Riddell, 1975b). Em ensaios em que
foram avaliados os efeitos na incidéncia da discondroplasia (Lilburn et al, 1989), ou quando se
tentou estabelecer a correlagio individual entre o crescimento da tibia e a incidéncia da
discondroplasia (Riddell, 1975b), as diferengas verificadas no desenvolvimento do esqueleto,
sob o ponto de vista macroscépico, ndo foram evidentes. Assim, parece que n&o é uma taxa de
crescimento absoluta do animal o factor determinante, mas sim a capacidade do animal em
atingir a sua taxa de crescimento 6ptima potencial (Leach e Lilburn, 1992). Deste modo,
qualquer tratamento que altere esta relagdo certamente alterardA a incidéncia da
discondroplasia, o que apenas sera conseguido com regimes de restricao alimentar (Edwards e
Sorensen, 1987; Wise e Nott, 1975). Convém, no entanto, referir que Leterrier et al (1998) ndo
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observaram alteracbes significativas em vérias caracteristicas da tibia de broilers, reduzindo a
taxa de crescimento através da utilizacdo duma dieta de baixa teor energético. No presente
trabalho, em nenhum dos ensaios realizados os animais do grupo controlo apresentaram
quaisquer sinais de discondroplasia, o que alias foi comprovado no momento das necropsias.
Por outro lado, dadas as evidentes dificuldades de locomog&o, os animais ingeriram menores
quantidades de alimento, 0 que explica os pesos corporais inferiores dos animais do grupo
experimental.

Quanto a uma eventual predisposicdo sexual na incidéncia da discondroplasia, ainda que
existam evidéncias da associagsio da doenga com um gene maior ligado ao sexo (Siller, 1970),
as diferencas encontradas por varios autores (Leach e Nesheim, 1965, Sheridan, 1974,
Sheridan et al, 1976; Edwards, 1984; Cherel et al, 1991; Zhang et al, 1999), na incidéncia e na
gravidade das lesdes entre machos e fémeas, podem estar relacionadas com questdes
hormonais (Rath et al, 1996) ou com o dimorfismo sexual relativo ao peso corporal. Com efeito,
o facto das fémeas serem menos pesadas do que os machos, pode fazer diminuir o grau de
incidéncia da discondroplasia e a gravidade das lesdes. Cherel et al (1991) referem que, para a
mesma idade, as fémeas de perus tém uma menor incidéncia de discondroplasia do que os
machos. O dimorfismo sexual relativamente ao peso corporal &€ observado em muitas espécies
de aves, incluindo as domésticas, sendo os machos, na maioria dos casos, mais pesados do
que as fémeas (Amadon, 1959 cit. por Mitchell e Burke, 1995; Lilburn e Nestor, 1991; Baeza et
al, 1998, 1999; Mignon-Grasteau et al, 1998; Shalev e Pasternak, 1998), excepto no caso da
codomiz (Cotumix cotumix japonica), em que se verifica o contrario (Sefton e Siegel, 1974;
Oguz et al, 1996). Por outro lado, a selecgéo artificial para o aumento de peso vivo fez
aumentar estas diferengas entre sexos, 0 que sugere a existéncia de influéncias genéticas no
dimorfismo sexual relativamente a este caracter (Mignon-Grasteau et al, 1998). No caso da
galinha, os machos sa0 mais pesados do que as fémeas cerca de 15 a 20% (Singh et al, 1989
e Van der Horst, 1994 cits por Mignon-Grasteau et al, 1998). Actualmente, na avicuitura
industrial, a criagio de frangos de came ndo ¢é feita com separagao de sexos, pelo que os
bandos de broilers incluem, assim, dois tipos diferentes de aves, com padrdes de crescimento
e requisitos de nutrigdo distintos (Cobb News, 12 cit. por Selecciones Avicolas, 1998; Shalev e
Pasternak, 1998). Varios estudos tém sido publicados que mostram melhores taxas de
crescimento e de eficiéncia alimentar para os machos (Edwards et al, 1973; Leeson e
Summers, 1980; Havenstein et al, 1994), com um padréo de crescimento mais rapido e melhor
indice de converso, pelo que as fémeas produzem uma carcaga com menor peso vivo (Cobb
News, 12 cit. por Selecciones Avicolas, 1998). No entanto, segundo os resuitados de Rose et al
(1996), as diferencas entre machos e fémeas, no que diz respeito ao peso corporal, apenas se
comegam a fazer sentir a partir dos 26 dias de idade. N6s proprios (ver Rodrigues et al, 2001)
observamos, em trabalho preliminar, que aos 21 dias ainda n3o existem diferencas
significativas entre machos e fémeas. O facto de no presente trabalho, aos 21 dias, as
diferengas entre os pesos corporais de machos e fémeas ndo serem ainda significativas pode
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explicar, pelo menos em parte, ndo terem sido encontradas diferengas na incidéncia entre os
dois sexos.

Em broilers existem relativamente poucos trabalhos que quantifiquem aspectos fisicos do
crescimento do esqueleto ou que comparem o crescimento relativo de diferentes ossos longos
(Lilburn, 1994). Por outro lado, existem igualmente poucos trabalhos sobre as aiteragbes
sofridas pelo fémur, ao contrario do que acontece com a tibia (Lilburn, 1994). No entanto,
existem alguns trabalhos que indicam que a taxa de mineralizag8o, e outros aspectos do
desenvolvimento do fémur, € menor do que na tibia, 0 que sugere que, sob este ponto de vista,
o fémur deve ser importante nas anomalias verificadas no desenvolvimento do ossos longos
(Lilburn, 1994). Alguns trabalhos (Church e Johnson, 1964; Itoh e Hatano, 1964; Dilworth e
Day, 1965, cits. por Lilburn, 1994; Castanet et al, 1996; Applegate e Lilburn, 2002) confirmaram
caracteristicas de mineralizag&o e de crescimento independentes de cada osso longo e, em
particular, o atraso no desenvolvimento do fémur quando comparado com a tibia. A tibia é o
0SS0 que apresenta a maior taxa de crescimento em comprimento na sua placa de crescimento
proximal (Church e Johnson, 1964, Kirkwood et al, 1989; Barreto e Wilsman, 1994). Em broilers
o comprimento da tibia duplica na primeira semana e aumenta aproximadamente 2 mm/dia até
as seis semanas de idade (Thorp, 1988). Deste modo, as primeiras semanas de idade séo
criticas para o desenvolvimento do esqueleto, com um aumento acentuado na massa, na
mineralizacdo e no comprimento dos ossos (Parkinson et al, 1992, 1996). Segundo Lilburn
(1994), os 7 primeiros dias s&o criticos para o desenvolvimento de todo o esqueleto, 0 que esta
de acordo com os resultados de Wise (1970) e de Parkinson et al (1992, 1996). As placas de
crescimento tém um crescimento diferenciado, crescendo as proximais mais rapidamente do
que as distais (Riddell, 1975c; Thorp, 1988; Kirkwood et al, 1989; Barreto e Wilsman, 1994). A
placa de crescimento que cresce mais rapidamente & a tibia proximal, enquanto as
equivalentes do tarsometatarso e do Umero tém taxas de crescimento inferiores cerca de 4 e
33%, respectivamente (Riddell, 1975¢). Embora menores taxas de crescimento fagam diminuir
a incidéncia de discondroplasia, Riddell (1975c) n&o encontrou correlagso entre estes dois
parametros. Por outro lado, varios autores (Bond et al, 1991; Rose et al, 1996; Rath et al, 1999;
Yalcin et al 2001), encontraram diferengas no crescimento e nas caracteristicas da tibia entre
machos e fémeas. Mas, enquanto Yalcin et al (2001) referem que essas diferengas comegam a
ser significativas a partir dos 16 dias, os resultados de Rose et al (1996), por seu lado, ddo
indicacles que essas diferencas apenas se comegam a notar a partir dos 26 dias. Com efeito,
o facto das placas de crescimento que atingiram a mais elevada incidéncia de lesGes, e de
maior gravidade, terem sido a tibia e o fémur proximais, e a placa de crescimento com menor
grau de incidéncia e com lesbes menos graves ter sido a do Gmero distal, por um lado, e o
facto das placas de crescimento proximais, de crescimento mais rapido, terem sido mais
afectadas do que as distais, por outro, sugerem que a taxa de crescimento, neste caso dos
ossos, pode estar associada com o desenvolvimento da discondroplasia. Deste modo, e sendo
possivel estabelecer uma relagéo causa-efeito, entre a taxa de crescimento dos ossos e o
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aparecimento de lesbes discondroplésicas, tal associagdo pode ter a ver com o facto dos
tecidos envolvidos n3o estarem ainda maduros, e necessitarem de mais tempo do que aquele
que o crescimento acelerado permite; com um incremento de produtos do catabolismo (acido
lactico, diéxido de carbono), derivados do crescimento rapido; com uma maior susceptibilidade
das células jovens as condicBes de stress criadas por esse rapido crescimento; ou com uma
necessidade acrescida das células especializadas (condrécitos em proliferagéo e hipertréficos)
em nutrientes, factores de crescimento e oxigénio (Julian, 1998). Por exemplo, Leterrier e Nys
(1992), concluiram que um aumento da taxa de crescimento em broilers, esta associado com
uma menor densidade 6ssea e com uma maior porosidade do cortex da tibia, o que se traduz
na diminuicdo das suas propriedades mecanicas. Quanto aos dados do fémur, com uma taxa
de incidéncia de discondroplasia igual & da tibia e com lesbes de gravidade similar, eles
poderso ser considerados surpreendentes, ou n&o, se levarmos em linha de conta que,
segundo Lilburn (1994), nas estirpes comerciais modemas, o fémur podera ser o osso fulcral
no que diz respeito as questdes relacionadas com os desequilibrios esqueléticos-
biomecanicos, decorrentes dos elevados pesos corporais por elas atingidos.

Quanto a andlise microscopica, os resultados obtidos nao diferem dos resuitados obtidos por
outros autores, quer nos casos de discondroplasia espontanea, quer nos casos de indugao por
outros agentes, tendo as placas de crescimento discondroplasicas apresentado as
caracteristicas histologicas tipicas da patologia, e anteriormente referidas. Nalguns casos, é
natural que a verdadeira causa da discondroplasia potencie o desenvolvimento de outras
patologias, de diferentes etiologias, mas traduzidas por caracteristicas histolégicas similares. A
variedade de factores que fazem aumentar a incidéncia e a gravidade das lesdes
discondroplasicas, provavelmente através de diferentes mecanismos de acgao (ver Discussao
Final), faz supor que a discondroplasia tem uma origem muitifactorial. Por outro lado, o facto de
serem obtidos resultados t&o contraditorios entre os varios autores que se tém dedicado ao
estudo da discondropiasia, utilizando diferentes modelos, reforca a ideia dessa origem
multifactorial e de mecanismos de acg3o diferenciados. Adicionalmente, o facto de no presente
trabalho, os primeiros animais afectados terem surgido aos 4-5 dias, resultados idénticos aos
obtidos por Vargas et al (1983), igualmente com o modelo-tirame, por um lado, e o facto de
Ling et al (1995), apenas terem observado lesdes macroscopicamente visiveis e aiteracdes
ultra-estruturais dos condrécitos aos 21 dias de idade, em animais de linhas seleccionadas
para elevada incidéncia de discondroplasia (69%), enquanto aos 2, 7 e 14 dias para além de
nao serem visiveis lesdes, a ultra-estrutura das placas de crescimento dos animais desta linha
e duma linha de baixa incidéncia de discondroplasia (0,21%) serem similares, por outro,
também sugerem podermos estar em presencga de patologias com diferentes mecanismos de
acgdo. Convém referir que relativamente a outros modelos, n&o encontramos informagéo
disponivel acerca desta questdo. O facto dos primeiros sinais clinicos surgirem tdo
precocemente no modelo utilizado, sugere que as lesbes induzidas pelo tirame poderdo n&o
ser do mesmo tipo das lesBes espontaneas ou das lesdes induzidas por outros agentes.
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Quanto aos provaveis mecanismos de acg8o dos diferentes modelos existentes e a avaliagso
destes, serdo apresentados na Discuss&o Final.
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A (Tricromico de Azan, X40) D (H&E, X200)

B (Tricromico de Azan, X200) E (H&EX200)

C (Tricromico de Masson, X40) F (Tricromico de Masson, X200)

Figura 4.1 Estrutura geral e condrécitos da placa de crescimento. A analise microscopica, permite observar
que as placas de crescimento dos animais do grupo controlo (A e D) mostram um aspecto normal, ao contréario das
placas de crescimento dos animais do grupo experimental (B, C, E e F). Na imagem A, podemos observar toda a
zona de proliferagéo (ZP) e a zona de pré-hipertrofia, e o inicio da zona de hipertrofia (ZH), o mesmo ndo sendo
possivel nas imagens B e C, em que é visivel a acumulagéo de condrécitos pré-hipertréficos (CpH) e bastante
matriz (M). Na imagem D é possivel observar que os condrocitos apresentam um aspecto normal, ao contrario do
que acontece nas imagens E e F, nas quais os condrocitos sd0 necréticos, com aspecto enrrugado, nucleos

picnéticos e citoplasma eosinéfilo. Nestas imagens é ainda possivel observar inumeras lacunas vazias (setas).
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A (Tricrémico de Azan, X40) D (H&E, X40)

C (Tricrémico de Azan, X40)

Figura 4.2 Vascularizagdo da placa de crescimento. As secgbes A (sagital) e B (transversal) de epifises
proximais das tibias dos animais do grupo controlo mostram um aspecto normal, sem qualquer tipo de leséo
discondroplasica, e uma perfeita vascularizagdo, estando os vasos (setas) bem definidos, penetrando
ordenadamente a partir da metafise. Pelo contrario, nas epifises dos animais do grupo experimental (C, D,EeF), a
vascularizagio é praticamente inexistente (D, setas) e desordenada [setas nas imagens C (secgdo sagital) e E
(secgao transversal). Nas imagens C e F é possivel observar que os vasos nao conseguem penetrar a matriz (M) e

a organizagdo das trabéculas osseas tem igualmente um aspecto desordenado (estrela).

65






¢ s ¢ T

(Tricromico de Masson, X1

w{‘ : e r;;'
§ .

,&y N Tt S '
B (Tricromico de Masson, X40) E (Tricrémico de Masson, X100)

e dd We

i . b T

Figura 4.3 Lesdes discondroplasicas. Secgdes de placas de crescimento discondroplasicas onde é evidente a
acumulagdo de matriz (M) por toda a epifise. Em A, podemos observar a matriz envolvida por condrdcitos
proliferativos (seta simples) e condrocitos pré-hipertréficos (dupla seta). Em B e em C, podemos observar focos de
cartilagem (setas), desordenados e de distribuicao aleatéria. Em D, podemos observar a lesdo 1, da imagem C,
com uma maior ampliag&o, envolvida por tecido conjuntivo (setas) e uma trabécula 6ssea (estrela). Nas imagens E
e F, é possivel observar condrocitos em varios estadios de desenvolvimento, o que é evidenciado pela forma e

pelo tamanho das células (proliferativos, CP; hipertréficos, CH) e abundante matriz (M).
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5. MECANISMOS HOMEOSTATICOS NA DISCONDROPLASIA

5.1 introducao

A homeostase dos tecidos animais normais baseia-se num delicado balango entre varios
processos. Quaisquer alteragbes nos mecanismos moleculares que os regulam, resultam num
crescimento anormal em condicdes benignas ou malignas (Bonkhoff et al, 1999). No caso da
ossificacdo endocondral, o equilibrio entre a proliferagao e a diferenciaco dos condrécitos, por
um lado, e a produgdo dos componentes da matriz extracelular, e sua posterior degradacao,
por outro, s&0 essenciais para o normal crescimento dos 0ssos longos (Blair et al, 2002).

Varios trabalhos referem que no processo de ossificagio endocondral, @ medida que a matriz
calcifica os condrocitos hipertroficos vao atingindo o seu estadio de diferenciagao final que,
culmina com a sua morte por apoptose (Gibson et al, 1995; Hatori et al, 1995, Ohyama et al,
1997: Gibson, 1998), ap6s o que se inicia a fase de degradacéo da matriz extracelular. Antes
da sua morte, os condrécitos depositam o VEGF na sua matriz extracelular, o qual vai
promover a invasdo da cartilagem pelos vasos sanguineos metafisarios (Gerber et al, 1999).
Estes, por sua vez, transportam as céliulas responsaveis pela remocgdo da cartilagem
mineralizada e pela formagéo do tecido 6sseo. No entanto, embora a invasao da cartilagem
pelos vasos sanguineos metafisarios seja necesséria, n&o se sabe ainda se & a apoptose dos
condrocitos hipertroficos o estimulo para o recrutamento dos vasos sanguineos, e das células
especializadas para a degradagso da matriz extracelular, ou se, pelo contrario, é a invasdo dos
vasos sanguineos, o sinal para a morte dos condrécitos, e para os passos subsequentes,
transmitindo os sinais reguladores celulares e/ou humorais adequados (Gibson et al, 1995,
1997; Gerber et al, 1999).

Podemos, portanto, dizer que no processo de ossificagdo endocondral, a sintese da cartilagem
da placa de crescimento est4 em equilibrio com a calcificagéo e a degradagéo da cartilagem, e
com a sua substituigio por osso trabecular. Se a taxa de degradagéo da cartilagem é reduzida
relativamente a sintese, ent3o a cartilagem da placa de crescimento acumula-se, como
acontece, por exemplo, na discondroplasia da tibia. Recordemos que a discondroplasia
consiste numa anomalia espontanea, ou induzida, nas placas de crescimento epifisarias dos
ossos longos das estirpes de rapido crescimento das espécies avicolas, caracterizada pelo
aparecimento de uma massa cartilaginea avascular opaca, néo calcificada, que se estende até
a metafise, numa zona em que, normalmente, existe osso trabecular (Leach e Lilburn, 1992;
Orth e Cook, 1994). O turnover da cartilagem da placa de crescimento pode alterar-se por dois
mecanismos: (1) incremento da taxa de proliferagdo dos condrécitos e da produgdo de matriz
extracelular, sem alteragbes na taxa de ossificacio endocondral; ou (2) taxa de proliferacéo de
condrécitos “normal”, com um decréscimo na taxa de degradacéo da cartilagem (Cook et al,
1994). Se este tumover se desequilibrar pelo primeiro dos mecanismos (incremento na taxa de
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proliferagcdo dos condrécitos), entdo a discondroplasia deveria estar positivamente
correlacionada com o comprimento do osso, ou seja, 0s animais com discondroplasia teriam os
ossos mais compridos. Para além de n3o ter sido encontrada nenhuma correlacso entre estes
dois aspectos (Bai et al, 1993), as taxas de proliferagio celular encontradas nas placas de
crescimento discondroplasicas e normais s&o similares (Farquharson et al, 1992; Loveridge et
al, 1993). Estes resultados, eliminam como mecanismo possivel para a acumulagio de
cartilagem observada na discondroplasia, um eventual incremento na taxa de proliferagio. No
entanto, outros trabalhos contrariam estas observagbes, uma vez que, e através da
imunomarcagdo PCNA, foram observadas células em divisdo e um aumento da taxa de
proliferag&o nas lesGes (Pines et al, 1998). Estes autores (Pines et al, 1998), sugerem mesmo,
que a presenca de condrocitos em proliferagdo no interior das lesdes é o evento primeiro na
etiologia da discondroplasia. A presenca destes condrécitos em proliferag&o pode, assim, por
outro lado, explicar a auséncia de marcadores da hipertrofia dos condrécitos que se verifica na
discondroplasia, como sejam a actividade da fosfatase alcalina, do colagénio de tipo X e da
osteopontina (Farquharson e Jefferies, 2000).

Para investigar acerca da possibilidade do segundo mecanismo ser determinante no
estabelecimento da discondroplasia, ou seja, uma diminuig&o na reabsorgao da cartilagem da
placa de crescimento, foram usados como modelos de indug2o, o desequilibrio da relagso Ca:P
da dieta (Thorp et al, 1993), a administrag&o da toxina de Fusarium (Lawler et al, 1985, 1988) e
o modelo cisteina (Bai et al, 1992). No modelo relag&o Ca:P desequilibrada, Thorp et al (1993)
ndo observaram diferengas na actividlade TRAP dos condroclastos/osteoclastos, entre as
placas de crescimento de individuos normais e as placas de crescimento de individuos com
lesdes discondroplasicas. Por outro lado, Lawler et al (1985, 1988), utilizando o modelo-
Fusanium, e através de andlises histomorfométricas e da actividade da fosfatase &cida,
concluiram, igualmente, ndo existirem diferengas significativas entre as placas de crescimento
de individuos normais e as placas de crescimento de individuos com lesdes discondroplasicas.
Estes resultados, sugerem, portanto, que a acumulagsio de cartilagem na discondroplasia, ndo
deve estar associada com um decréscimo da reabsorc8o da cartilagem da placa de
crescimento.

No outro modelo utilizado, o modelo-cisteina, num dos estudos, foi avaliada a taxa de
reabsorc&o da cartilagem embrionaria em animais injectados na placa de crescimento, com um
nivel fisiolégico de cisteina indutor de discondroplasia. A taxa de reabsorgéo da cartilagem
embrionaria foi significativamente menor no tibiotarso que recebeu a injecgsio de cisteina, mas
ndo no osso controlo, injectado com PBS (Bai et al, 1992). A indug&o do aparecimento de
lesbes discondroplasicas e o decréscimo nas taxas de reabsorg#o da cartilagem embrionaria,
foram igualmente observadas, em animais alimentados com uma dieta com 3% de cisteina em
comparagéo com animais alimentados com a dieta controlo (Bai et al, 1992). Estes estudos
sugerem que a cisteina pode induzir o aparecimento de lesdes discondroplasicas interferindo
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com a reabsorgao da cartilagem. Por outro lado, a capacidade para interferir com a reabsorgao
da cartitagem num tecido isolado, injectando cisteina, sugere que esta tem um efeito directo na
cartilagem da placa de crescimento e nao actua através de efeitos sistémicos ou hormonais. No
outro estudo, foram realizados trabalhos in vitro para evidenciar uma eventual interferéncia da
cisteina na degradacdio da cartilagem (Bai et al, 1992). Placas de crescimento proximais de
tiobiotarsos foram removidas e incubadas em meio de cultura adequado, na presenga, ou na
auséncia, de cisteina. Os niveis de degradagdo da cartilagem foram avaliados pela medic&o da
libertagdo de sulfato de condroitina (produto do catabolismo dos proteoglicanos) e de
hidroxiprolina (produto do catabolismo dos colagénios) (Bai et al, 1992). Embora a cisteina ndo
tenha tido efeito na degradagéio dos proteoglicanos, a solubilizagéo do colagénio foi reduzida
em cerca de 50%, na concentragdo de cisteina de 20 pM, e por completo na concentragéo de
20 mM. Por outro lado, foi feita a imunomarcacgio para a colagenase, em secgdes de placas de
crescimento normais e discondroplasicas. Enquanto o tecido normal mostrou imunomarcagéo
positiva para a colagenase em toda a zona de hipertrofia e na regido de transigao condro-
6ssea, as secgdes do tecido discondroplasico mostraram uma imunomarcagéo similar ao tecido
normal apenas na zona pré-hipertrofica e na parte superior da zona de hipertrofia, mas uma
marcagso bastante reduzida na parte inferior da zona de hipertrofia e na regido de transicdo
condro-6ssea. Portanto, os dados in vivo e os ensaios in vitro, por um lado, e os dados
imunohistoquimicos, por outro, sugerem que a discondroplasia induzida pela cisteina, e ao
contrario do que acontece com os modelos desequilibrio na relagéo Ca:P e Fusarium, pode ser
o resultado do decréscimo da reabsorcdo da cartilagem da placa de crescimento e, mais
especificamente, da produgdo de colagenase. Adicionaimente, Rath et al (1997), observaram
uma diminuicio da actividade de MMPs em lesbes discondroplasicas espontaneas, sugerindo
que esta redugio pode ser, em parte, uma das razdes para a acumulacio de matriz
extracelular na discondroplasia. Nao estdo ainda bem definidas as células responsaveis pela
reabsorgao da cartilagem (Leach e Lilburn, 1992), mas vérios autores referem-se a elas, como
sendo células indiferenciadas com propriedades macrofagocitarias
(condroclastos/osteoclastos), capazes de produzirem a colagenase (Silvestrini et al, 1979;
Gowan et al, 1984; Redini et al, 1988). Outros autores observaram, em ratos, anomalias na
funglio osteoclastica, traduzidas por uma falha na vascularizagéo da placa de crescimento,
dando origem a lesdes similares as da discondroplasia. Por exemplo, ratos transgénicos,
deficientes em actividade TRAP, a qual é expressa pelos osteoclastos, apresentaram uma zona
de hipertrofia expandida, n3o vascularizada, que se estendia até a metafise (Hayman et al,
1996). Por outro lado, ratos knockout para a MMP-9 apresentaram igualmente uma zona de
hipertrofia estendida, n&o vascularizada e areas de células apoptéticas no centro desta zona
(Vu et al, 1998), tal como acontece na discondroplasia. A importancia dos osteoclastos no
processo de reabsorgso da cartilagem da placa de crescimento, foi ainda evidenciada pelo
facto dos osteoclastos de ratos normais expressarem a MMP-9, e um transpiante de medula
6ssea de um individuo normal recuperar o fen6tipo nulo (Praul et al, 2000).
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Uma das caracteristicas da discondroplasia &€ a falha na vascularizagdo da placa de
crescimento (Riddel, 1977; Nie et al, 1995; ver Orth e Cook, 1994). Como ja foi referido, sabe-
se que a invaséo da cartilagem pelos vasos sanguineos metafisarios é um passo necessario
para que se complete o processo de ossificagdo endocondral. Ndo se sabe, contudo, se é a
apoptose dos condrocitos hipertroficos o estimulo para o recrutamento dos vasos sanguineos,
e das células especializadas para a degradag&o da matriz extracelular, ou se, pelo contrario, é
a invaséo dos vasos sanguineos, o sinal para a morte dos condrécitos, e para os passos
subsequentes, transmitindo os sinais reguladores celulares e/ou humorais adequados (Gibson
et al, 1995, 1997, Gerber et al, 1999). Por exemplo, a vascularizag&o incompleta em ratos
deficientes em MMP-9, ¢ atribuida a uma redugéo na apoptose dos condrécitos hipertroficos
(Vu et al, 1998) e, durante a involugio da glandula mamaria, a degradacio da matriz
extracelular pelas MMPs é necesséria para que se verifique a apoptose (Lund et al, 1996;
Furth, 1999). Deste modo, seré interessante tentar saber o que se passa a este respeito na
discondroplasia, o que podera ajudar a esclarecer acerca da diminuicdo da actividade de
reabsorcéo, traduzida na acumulagio de matriz extracelular.

Néo tém sido desenvolvidos muitos trabalhos acerca da transig&o dos condrécitos hipertroficos
para o fenétipo apoptético (Orth et al, 2000). Segundo Ohyama et al (1997), o desenvolvimento
de lesGes discondroplésicas, pode envolver falhas no processo de apoptose dos condrécitos
hipertroficos. Estes autores observaram, através de métodos imumohistoquimicos (TUNEL),
condrécitos apoptéticos na zona de hipertrofia nas placas de crescimento de individuos
normais, e a auséncia total de apoptose nos condrécitos de lesdes discondroplasicas. Esta
falha na apoptose pode estar relacionada com uma express&o reduzida de alguns factores de
crescimento observada na placa de crescimento discondropléasica (Loveridge et al, 1993) e, em
parte, ser responsavel pela retengéo dos condrécitos e da matriz observada na discondroplasia
(Farquharson e Jefferies, 2000). Outros autores (Praul et al, 1997, Rath et al, 1994, 1998), no
entanto, observaram que pequenas lesdes discondroplasicas continham poucos, ou quase
nenhuns, condrocitos apoptoticos, enquanto lesbes graves apresentavam numerosas células
apoptoticas. A demonstracdo de células apoptéticas nas lesdes discondroplasicas &
consistente com a observagdo prévia dum decréscimo nos niveis de DNA destas lesGes
(Hargest et al, 1985; Freedman et al, 1985). Rath et al (1998) sugerem que a apoptose macica
dos condrocitos € responsével pela criagdo das lesdes discondroplasicas, contrariamente a
Praul et al (1997, 2000), para quem a apoptose n&o é a causa principal da discondroplasia,
mas uma situacéo secundaria relativamente a formagéo da massa cartilaginea caracteristica
desta patologia, e que pode explicar a reduzida actividade metabdlica, a reducéo dos niveis de
proteinas de DNA e de RNA, e a expressfo reduzida de muitos factores envolvidos na
processo de ossificac8o endocondral, que se verificam na discondroplasia. Deve, ainda, ser
referido que nos trabathos de Praul et al (1997) e de Rath et al (1998), n&o foi observada
apoptose nos condrécitos hipertréficos de placas de crescimento normais, o que contraria os
resultados de outros autores (Hatori et al, 1995; Roach et al, 1995; Ohyma et al, 1997; Roach,
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1997). Do que foi dito anteriormente parece evidente que a morte dos condrocitos & essencial
para a substituicdo da cartilagem por 0sso0 no processo de ossificacio endocondral. Mas
parece igualmente evidente que a apoptose macica produz os efeitos opostos, podendo
colocar-se a quest3o se efectivamente a osteogénese se segue a morte dos condrécitos. No
caso da discondroplasia, € uma vez que esta & uma anomalia do desenvolvimento, é
perfeitamente possivel que a apoptose observada seja a resposta ao defeito inicial e néo a raiz
do problema.

Pretende-se com o presente capitulo, avaliar eventuais alteragdes nos mecanismos
homeostaticos no processo de ossificagio endocondral na discondroplasia induzida pelo
tirame.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Proliferacao e diferenciagdo celular

Para a avaliagio da proliferagdo celular foi usado um marcador especifico de proliferagdo, o
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) e varios marcadores relacionados com o ciclo celular
e com a diferenciagso dos condrécitos: o c-myc, as proteinas da familia S-100, a tubulina-beta,
a caderina e a ubiquitina (Tabela 5.1). A imunomarcagéo foi realizada através do método LAB-
SA (PCNA-Staining Kit, Zymed, USA, ref* 93-1143; ver capitulo 3). As marcagdes para os
outros anticorpos foram realizadas, igualmente, através do método LAB-SA (ver Capitulo 3).

Tabela 5.1 Anticorpos priméarios usados na avaliagdo da proliferac3o celular

Anticorpo Diluigio Pré-Tratamento Incubagdo Localizagdo celular

Tempo Temperatura

Caderina (pan) 1/50 Citrato' Overnight 4°C Membrana celular
c-myc 1/50 Citrato Overnight 4°C Nuclear
PCNA 1/200 Citrato Overnight 4°C Nuclear
S-100 1/100 Nao Overnight 4°C Citoplasma
Tubulina $ 1/100 Nao Ovemight 4°C Citoplasma
Ubiquitina 1/50 Citrato Overnight 4°C Ntucleo, citoplasma e

membrana celular

THIER utilizando tampéo Citrato pH 6.0

Para cada um dos marcadores, foram utilizadas secgdes de controlo negativo nas quais o anti-
corpo primario foi substituido por PBS.
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5.2.2. Apoptose

A avaliagdo da apoptose foi realizada através da imunomarcacgso das proteinas associadas a
este tipo de morte celular, a Bcl-2 e caspase-3 (Tabela 5.2), através do método LAB-SA (ver
Capitulo 3).

Tabela 5.2 Anticorpos primarios utilizados na avaliagio da apoptose

Anticorpo Diluigdo Pré-Tratamento Incubagéo Localizagéo celular

Minutos Temperatura

Bcl-2 11200 Citrato * Overnight 4°C Membrana celular
Caspase-3 1100 Citrato Overnight 4°C Citoplasma

"HIER utilizando tampao Citrato, pH 6.0

Para cada um dos marcadores, foram utilizadas secgbes de controlo negativo nas quais o anti-
corpo primario foi substituido por PBS.

5.2.3 Vascularizagéo

Para avaliar a vascularizagéo da placa de crescimento, efectuou-se a imunomarcacéo, através
do método LAB-SA (ver capituio 3) dos seguintes marcadores (Tabela 5.3): a actina (mGsculo
liso), a laminina-1, o Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e o factor Vil related
antigen/von Willebrand Factor (VWF).

Relativamente ao VEGF, o clone utilizado reconhece as isoformas VEGF3;, VEGFes €
VEGF1ge. Por seu lado, o anticorpo utilizado na imunomarcac8o do vWF reage especificamente

com as células endoteliais dos vasos e com as plaquetas.

Tabela 5.3 Anticorpos primarios usados na avaliagéo da vascularizag8o

Anticorpo  Diluicdo Pré-Tratamento Incubacgéo Localizag&o celular

Tempo Temperatura

Actina 1/200 Né&o Ovemight 4°C Citoplasma
Laminina-1 1/50 Protease ' Ovemnight 4°C Membrana basal
VEGF 1/50 EDTA 2 Overnight 4°C Citoplasma, superficie celular

e matriz extracelular
VWF 1/50 Pepsina ® Ovemight 4°C Citoplasma

' Protease: 1mg/ml PBS, 5 min a 37°C; * HIER utilizando tamp&o EDTA pH 8.0; ° Pepsina: 1mg/ml Tris-
HCI, pH 2.0 10-15 min & temperatura ambiente

Para cada um dos marcadores, foram utilizadas secges de controlo negativo nas quais o anti-
corpo primario foi substituido por PBS.
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5.2.4 Reabsor¢ido da matriz

A avaliagio da reabsorgio da matriz foi realizada através da imunomarcagdo das
metaloproteinases da matriz (MMPs) e dos inibidores naturais, os TIMPs. As imunomarcacdes
foram realizadas através do método LAB-SA (ver Capitulo 3 e Tabela 5.4).

Relativamente as MMPs convém referir que, e de acordo com as especificacbes do fabricante:
o anticorpo para a MMP-1 reage com a forma activa da enzima, o anticorpo para a MMP-2
reage apenas com a proMMP-2 e ndo mostra reac¢édo cruzada com a proMMP-9 e com a
MMP-9, o anticorpo para a MMP-3 reage com as formas latente e activa da enzima, o anticorpo
para a MMP-7 reage com a forma activa da enzima, o anticorpo para a MMP-9 reage com a
forma activa da enzima, o anticorpo para a MMP-10 reage com as formas latente e activa da
enzima, o anticorpo para a MMP-11 reage com a forma activa da enzima, o anticorpo para a
MMP-13 reage com as formas latente e activa, o anticorpo para a MMP-14 reage com a forma
activa da enzima, o anticorpo para a MMP-15 reage com a forma activa da enzima e o
anticorpo para a MMP-16 reage com a forma activa da enzima.

Para cada um dos marcadores, foram utilizadas secgbes de controlo negativo nas quais o anti-
corpo primario foi substituido por PBS.

Tabela 5.4 Anticorpos primarios usados na avaliacio da reabsorcso da matriz

Anticorpo  Diluicdo Pré-Tratamento Incubagdo Localizagdo celular

Tempo Temperatura

MMP-1 1/50 Citrato ' Overnight 4°C Citoplasma
MMP-2 1/50 Nao Ovemight 4°C Citoplasma
MMP-3 1/50 N&o Overnight 4°C Citoplasma
MMP-7 1/50 N&o Overnight 4°C Citoplasma
MMP-9 1/50 Nio Overnight 4°C Citoplasma
MMP-10 1/50 Nao Overnight 4°C Citoplasma
MMP-11 1/50 Nao Overnight 4°C Citoplasma
MMP-13 1/50 Citrato Overnight 4°C Citoplasma
MMP-14 1/50 Nao Overnight 4°C Citoplasma e membrana celular
MMP-15 1/50 Nao Overnight 4°C Citoplasma e membrana celular
MMP-16 1/50 Citrato Overnight 4°C Citoplasma e membrana celular
TIMP-1 1/50 Citrato Overnight 4°C Citoplasma
TIMP-2 1/50 Citrato Ovemight 4°C Citoplasma
TIMP-3 1/50 Citrato Ovemight 4°C Citoplasma
TIMP-4 1/50 Citrato Ovemnight 4°C Citopiasma

" HIER utilizando tampao Citrato pH 6.0
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5.3 Resultados

5.3.1 Proliferagéo e diferenciagéo

Quanto ao PCNA foram observados condrécitos com imunomarcag&o nuclear positiva na zona
de proliferacdo, quer nas placas de crescimento normais (21,2%), quer nas placas de
crescimento discondroplasicas (20,7%), n&o sendo as diferengas encontradas significativas
(Tabela 5.5, Figura 5.1). N&o foi observada imunomarcag&o nas secgdes de controlo negativo.

Quanto ao c-myc, foram observados condrécitos positivos em todas as zonas da placa de
crescimento. No entanto, a marcag&o foi mais evidente nos condroécitos proliferativos (Tabela
5.5, Figura 5.2), sendo o padrio de express8o similar em ambos os tipos de placas de
crescimento. Relativamente aos condrocitos hipertroficos, a percentagem de células nas
placas de crescimento normais foi significativamente mais elevada (34,4%), mais do dobro, do
que nas placas de crescimento discondroplasicas (15,3%). Embora a express&o do c-myc
esteja presente no ntcleo e no citoplasma, é evidente uma predominancia nuclear, nas células
da zona de proliferacdo, mas também no citoplasma dos condrécitos da parte superior da zona
de hipertrofia (Figura 5.2). Muitos dos condrdcitos hipertroficos terminais, os quais estdo junto
aos canais vasculares, mostram marcacdo positiva no nicleo com ou sem marcagdo
citoplasmatica (Figura 5.2). Outro facto saliente foi a evidente imunomarcagfo positiva de
osteoblastos, osteoclastos e osteécitos, bem como inimeras células da medula (Figura 5.2),
com um padréo de expressdo similar em ambos os tipos de placa de crescimento. Nao foi
observada imunomarcagéo nas secgdes de controlo negativo.

Tabela 5.5 Imunomarcagéo para o PCNA e para a c-myc nos varios tipos celulares na tibia proximal *

] PCNA “ c-myc

Tipos celulares
Normal Discondroplasia Normal Discondroplasia

Condrocitos de reserva - - ] +
Condrocitos proliferativos  + + (21,2+0,9) ++(20,7%17) +++ 4+
Condracitos hipertréficos - - ++ (344107 +(153+4,0%
Osteoblastos nel ne +++ 4+
Osteoclastos ne ne + 4+ + + 4+ +
Osteécitos ne ne ++ ++
Medula 6ssea ne ne + 4+ + + + 4+

' - = negativo (0%); * = imunomarcacgéo ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcacso fraca (6-25%); + + =
imunomarcacdo moderada (26-50%); + + + = imunomarcagio intensa (>50%); os valores entre
paréntesis, representam a média (em %) * desvio padrdo, de células positivas (gara cada marcador,
valores com indice diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05); * célculos efectuados
de acordo com os mesmos critérios, mas com a ampliagio de 200x; ° ne = n&o estimado
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Relativamente a tubulina-beta, ndo foi observada imunomarcagéo nas zonas de repouso, quer
nas placas de crescimento normais, quer nas discondroplasicas. Nas zonas de proliferagédo de
ambos os tipos de placas de crescimento foram observados alguns condrécitos positivos, com
um padrdo de express3o similar entre elas. Pelo contrario, a imunomarcacéo observada nos
condrécitos hipertroficos € mais evidente, expressa-se a nivel citoplasmatico (Tabela 5.6;
Figura 5.3), registando-se diferencas significativas entre as placas de crescimento normais
(27,2%) e as placas de crescimento discondroplasicas (14,9%), na percentagem de células
positivas, quase o dobro. Foi também observada alguma expressdo nos osteoblastos,
osteoclastos e ostetcitos, bem como em inGmeras células da medula, com um padréo de
expressdo similar em ambos os tipos de placa de crescimento. Nao foi observada
imunomarcagso nas secgées de controlo negativo.

Quanto & ubiquitina, foram observados condrécitos positivos em todas as zonas da placa de
crescimento. No entanto, a marcacgéo foi mais evidente nos condrécitos da zona de hipertrofia,
tendo-se verificando diferencas significativas entre as placas de crescimento normais (95,4%) e
as placas de crescimento discondroplasicas (89,2%) na percentagem de células positivas
(Tabela 5.6; Figura 5.4). Embora a expressdo da ubiquitina esteja presente no nacleo, no
citoplasma e na membrana celular, € evidente uma predominancia nuclear, nas células da zona
de proliferagio, mas no citoplasma dos condrécitos da parte superior da zona de hipertrofia
(Figura 5.4). Muitos dos condrocitos hipertroficos terminais, os quais estdo junto aos canais
vasculares, mostram marcagio positiva no nicleo e no citoplasma (Figura 5.4). De registar
ainda, a imunomarcacgiio positiva de osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, bem como de
inGmeras células da medula, com um padrdo de expressao similar nos dois tipos de placa de
crescimento. Nao foi observada imunomarcacgéo nas secgdes de controlo negativo.

Tabela 5.6 Imunomarcacso para a tubulina-beta e para a ubiquitina, nos varios tipos celulares na tibia

proximal *

Tipos celulares Tubulina-beta Ubiquitina

Nomal Discondroplasia Normal Discondroplasia

Condrécitos de reserva - - + +
Condrocitos proliferativos t + ++ ++
Condrocitos hipertroficos  + + (27,2£ 2,17 + (14,91 0,5" +++(954+06% +++(89,2+£28"
Osteoblastos ++4+ +++ ++ ++
Osteoclastos +++ + 4+ ++ ++
Ostedcitos ++ ++ + +
Medula éssea +++ +4++ +4++ +++

' - = negativo (0%); * = imunomarcagao ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcag&o fraca (6-25%); + + =
imunomarcagido moderada (26-50%); + + + = imunomarca¢do intensa (>50%); os valores enire
paréntesis, representam a média (em %) + desvio padrdo, de células positivas (para cada marcador,
valores com indice diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05).
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Quanto a caderina, foram observados condrécitos positivos em todas as zonas da placa da
crescimento, em ambos os tipos de placas de crescimento. No entanto, a marcagéo foi mais
evidente nos condrécitos da zona de hipertrofia, com uma sobre-express&o nas placas de
crescimento discondroplasicas (91.2%), sendo a percentagem de células positivas,
significativamente mais elevada nestas, do que nas placas de crescimento normais (34,8%)
(Tabela 5.7; Figura 5.5). Embora a caderina seja uma proteina que se expressa ao nivel da
membrana celular, na zona de proliferagdo a imunomarcacéc €& também nuclear e
citoplasmatica, enquanto nos condrécitos hipertroficos, a expressio da caderina é
essencialmente citoplasmatica (Figura 5.5). A dificuldade em observar a express&o membranar
da caderina, tem a ver com a ocorréncia de artefactos derivados das técnicas de fixagso. Os
osteoblastos, osteoclastos, osteédcitos, bem como inimeras células da medula, expressam
igualmente a caderina, com um padrdo de express&o similar nos dois tipos de placa de
crescimento. Néo foi observada imunomarcagéo nas secgbes de controlo negativo.

Quanto as proteinas S-100, foram observados condrécitos positivos fundamentalmente na zona
de hipertrofia, quer nas placas de crescimento normais quer nas placas de crescimento
discondroplésicas (Tabela 65.7; Figura 5.6). Nestas ultimas, foi evidente a expressdo
citoplasmatica das S-100 no interior das lesbGes (Figura 5.6), embora algumas células
proliferativas tenham exibido uma express&o nuclear. Por outro lado, alguns condrécitos na
fase final de hipertrofia, junto aos canais vasculares mostraram uma imunomarcagio
citoplasmaética intensa (Figura 5.6). Outro facto saliente foi a evidente imunomarcagéo positiva
de osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, bem como de inimeras células da medula (Figura
5.6). A matriz 6ssea e as zonas junto aos locais de mineraliza¢&o apresentam igualmente uma
imunomarcagéo intensa (Figura 5.8). Ndo foi observada imunomarcagdo nas secgles de
controlo negativo.

Tabela 5.7 Imunomarcacdo para a caderina e para as proteinas, nos varios tipos celulares na tibia

proximal '
Tipos celulares Caderina S-100
Normal Discondroplasia Normal Discondroplasia
Condroécitos de reserva ;S + - - 3
Condrdcitos proliferativos + + + - +
Condrocitos hipertroficos  ++ (34.8+ 26% +++(91.21 0.29 + +
Osteobiastos ++ ++ + +
Osteoclastos + + + + ++ + ++ 4+
Ostedcitos + 4+ ++ ++ ++ 4+
Medula 6ssea ++ ++ + +

' - = negativo (0%); + = imunomarcagfo ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcacdo fraca (6-25%); + + =
imunomarcagdo moderada (26-50%); + + + = imunomarcagdo intensa (>50%); os valores entre
paréntesis, representam a média (em %) x desvio padrdo, de células positivas (para cada marcador,
valores com indice diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05).
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5.3.2 Apoptose

Quanto a Bcl-2 ndo se observam condrécitos positivos nas zonas de reserva e de proliferagéo,
quer nas placas de crescimento normais quer nas placas de crescimento discondroplasicas
(Tabela 5.8; Figura 5.7a). Nas placas de crescimento normais € possivel observar alguns
condrocitos hipertréficos positivos, junto aos canais vasculares, o que n&o acontece nas placas
de crescimento discondroplasicas. Nas placas de crescimento normais os osteoblastos
aparecem intensamente marcados e as estruturas vasculares sdo igualmente evidentes.
Alguns osteoclastos s3o igualmente positivos. Pelo contrario, nas placas de crescimento
discondroplasicas a intensidade de imunomarcagso é menor, bem como o nimero de céluias
osteoblasticas e outras células presentes na medula 6ssea positivas. Muitas das trabéculas
6sseas ja formadas, apresentam inimeras células negativas, enquanto as estruturas
vasculares apresentam uma imunomarcagio ndo tdo evidente. De salientar ainda o facto de
algumas células hematopoiéticas positivas para a Bcl-2, estarem em pleno decurso da mitose,
em particular na metafase e na anafase (Figura 5.7b). N&o foi observada imunomarcacéo nas
secgdes de controlo negativo.

Quanto a caspase-3, 0 maior numero de condrocitos positivos observado foi na zona de
hipertrofia, em particular junto aos canais vasculares, tanto nas placas de crescimento normais
como nas placas de crescimento discondroplasicas (Tabela 5.8; Figura 5.8). Os osteoblastos
aparecem com forte imunomarcagio em ambos os tipos de placas de crescimento. De referir
que nos locais de mineralizaggo, é possivel observar condrécitos positivos, bem como, muito
provavelmente, células precursoras de condroclastos/osteoclastos, nos canais de
vascularizagio (Figura 5.8). Ndo foi observada imunomarcagdo nas sec¢bes de controlo
negativo.

Tabela 5.8 Imunomarcagao para a Bcl-2 e para a caspase-3 nos varios tipos celulares na tibia proximal !

Tipos celulares Bol2 Caspase-3
Normal Discondroplasia Normal Discondroplasia
Condrécitos de reserva - - - -
Condrocitos proliferativos - - + *
Condracitos hipertréficos + - + ++
Osteoblastos +++ ++ ++ ++
Osteoclastos ++ * t +
Ostedcitos - - + +
Medula éssea ++ + + +

' - = negativo (0%); = imunomarcacéo ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcacéo fraca (6-25%); + + =
imunomarcagio moderada (26-50%); + + + = imunomarcacdo intensa (>50%).
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5.3.3 Vascularizacédo

Quanto ao VEGF, n#io foram observados condrécitos positivos na zona de reserva nas placas
de crescimento normais e nas placas de crescimento discondroplasicas (Tabela 5.9; Figura
5.9). Relativamente a zona de proliferagéo & possivel observar algumas células positivas em
ambos os tipos de placa de crescimento (Figura 5.8). No que diz respeito aos condrécitos
hipertréficos, € possivel observar células positivas nas placas de crescimento normais (88,0%)
e nas placas de crescimento discondropiasicas (72,6%), embora a percentagem seja
significativamente menor nestas Gltimas (Tabela 5.9; Figura 5.9). A express&o do VEGF &
essenciaimente citoplasmatica, podendo, nalguns casos, ser observada imunomarcagéo ao
nivel da membrana celular (Figura 5.9). Deve ser referido que se verificou uma grande
heterogeneidade no padrdo de imunomarcacéo nas placas de crescimento discondroplasicas
dos varios individuos analisados, enquanto o padrdo de expresséo do VEGF nas placas de
crescimento normais pode considerar-se homogéneo entre as diferentes secgbes analisadas.
Outro facto saliente foi a evidente imunomarcagdo positiva de osteoblastos, osteoclastos e
osteéceitos, bem como inumeras células da medula, com um padréo de expresséo similar em
ambos os tipos de placa de crescimento. Nao foi observada imunomarcag¢éo nas secgbes de
controlo negativo.

Tabela 5.9 Imunomarcagso para o VEGF nos vérios tipos celulares na tibia proximal !

Tipos celulares VEGF

Normal Discondroplasia
Condrécitos de reserva - -
Condracitos proliferativos + +
Condrécitos hipertroficos ++ + (88,0 £2,8% +++ (7261239
Osteoblastos ++ ++
Osteoclastos ++ ++
Ostedcitos + +
Medula 6ssea ++ ++

' - = negativo (0%); + = imunomarcag8o ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcagéo fraca (6-25%); + + =
imunomarcac¢éo moderada (26-50%); + + + = imunomarcacéo intensa (>50%); os valores entre paréntesis
representam a média (em %) + desvio padrdo, de células positivas. Valores com indice diferente diferem
significativamente, entre grupos, para p<0,05.

Quanto ao von Willebrand Factor (VWF), ndo foi observada imunomarcagio nas placas de
crescimento normais. Pelo contrario, nas placas de crescimento discondropldsicas, a
imunomarcagdo positiva para o VWF foi evidente, particularmente na matriz das areas
associadas a reparagéo vascular (Figura 5.10). N&o foi observada imunomarcagéo nas secgdes
de controio negativo.
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Quanto a laminina-1, ndo foi observada imunomarcagéo nos condrocitos, em quaiquer zona da
placa de crescimento, quer nas placas de crescimento normais, quer nas placas de
crescimento discondroplasicas. Nas placas de crescimento normais é possivel observar
imunomarcagdo intensa ao longo dos canais vasculares, situacdo que n&o se observa nas
placas de crescimento discondroplasicas, nas quais a imunomarcacdo é rara e, quando
aparece, é muito fraca (Figura 5.11). N&o foi observada imunomarcacdo nas secgdes de
controlo negativo.

Quanto a actina, n3o foi observada imunomarcagio nos condrécitos, em qualquer zona da
placa de crescimento, quer nos animais normais, quer nos animais com discondroplasia. Nas
placas de crescimento normais é possivel observar imunomarcagdo intensa ao longo dos
canais vasculares, situagdo que n3o se observa nas placas de crescimento discondroplasicas
nas quais, a imunomarcagio & rara e, quando aparece, & muito fraca (Figura 5.12). Néao foi
observada imunomarcacgio nas secgdes de controlo negativo.

5.3.4 Reabsorcgao da cartilagem

Colagenases

Quanto a colagenase 1 (MMP-1), foram observados condrécitos positivos em todas as zonas
da placa de crescimento, com uma maior expresso, no entanto, na zona de hipertrofia, tanto
nas placas de crescimento normais (91,4%), como nas placas da crescimento
discondroplasicas (93,8%), ndo sendo, as diferencas encontradas, na percentagem de células
positivas, significativas (Tabela 5.10; Figura 5.13). O padrao de express&o, fundamentaimente
citoplasmatico, & similar em ambos os tipos de placas de crescimento. Para além disso é
possivel observar uma acentuada imunomarcagdo de condrécitos hipertréficos, de forma
claramente arredondada, nas placas da crescimento discondroplésicas, junto as zonas de
acumulacio de matriz (Figura 5.13). O padrao de expresséo observado nos osteoblastos, nos
osteoclastos, nos ostedcitos e noutras células da medula, &€ semelhante em ambos os tipos de
placa de crescimento. N&o foi observada imunomarcagéo nas secgbes de controlo negativo.

Quanto a colagenase 3 (MMP-13), apenas foram observados condrécitos positivos na zona de
hipertrofia, com imunomarcagéo citoplasmatica (Tabela 5.10; Figura 5.14). Nas placas de
crescimento normais, a imunomarcacdo dos condrécitos ndo € muito evidente. Pelo contrario,
nas placas de crescimento discondroplasicas a imunomarcagéo &, por vezes, bastante intensa,
em particular nas zonas em que se verifica acumulagdo de matriz (Figura 5.14). O padréo de
imunomarcagéo, positiva, igualmente citoplasmética, dos osteoblastos, dos osteoclastos, dos
ostedcitos e das células da medula 6ssea é similar em ambos os tipos de placas de
crescimento (Tabela 5.10). Nao foi observada imunomarcagdo nas secgdes de controlo
negativo.
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Tabela 5.10 Imunomarcag&o para as colagenases nos varios tipos celulares na tibia proximal '

. Colagenase 1 (MMP-1) Colagenase 3 (MMP-13)
Tipos celulares
Normal Discondroplasia Normal Discondroplasia

Condrocitos de reserva - : ] - -
Condrécitos proliferativos + ++ - -
Condrégitos hipertroficos +++(91,41214) +++(93,8424) + +
Osteoblastos ++ ++ ++ ++
Osteoclastos ++ ++ +++ +++
Ostebcitos ++ ++ t +
Medula ¢ssea ++ ++ + +

' - = negativo (0%); £ = imunomarcagdo ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcagio fraca (6-25%); + + =
imunomarcagdo moderada (26-50%);, + + + = imunomarcacgéo intensa (>50%). Valores com indice
diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05.

Gelatinages

Quanto & gelatinase A (MMP-2), n8o se observaram diferencas no padréo de express&o da
MMP-2 entre as placas da crescimento normais e as placas de crescimento discondroplasicas.
Com efeito, apenas aparecem alguns condrécitos hipertréficos positivos, para além de
osteoblastos, osteoclastos e osteéeitos (Tabela 5.11; Figura 5.15). Por outro lado, é ainda
possivel observar nas placas de crescimento discondroplasicas, junto as lesdes, nos locais de
acumulagdo de matriz extracelular, inimeros condrécitos hipertroficos positivos, de forma
arredondada (Figura 5.15). Em todos os tipos celulares a expressd@o da MMP-2 é
citoplasmatica. Nao foi observada imunomarcagéo nas secgbes de controlo negativo.

Tabela 5.11 Imunomarcagio para as gelatinases nos varios tipos celulares na tibia proximat *

. Gelatinase A (MMP-2) Gelatinase B (MMP-9)
Tipos celulares
Nomal Discondroplasia Normal Discondroplasia

Condrécitos de reserva - - - -
Condrécitos proliferativos - - + +
Condrécitos hipertroficos * * +++(90,7£15% +++ (87,3217
Osteoblastos + + ++ ++
Osteoclastos ++ ++ +++ +++
Ostedcitos ++ ++ ++ ++
Medula 6ssea ++ ++ ++ ++

" - = negativo (0%); + = imunomarcagdo ocasional, focal (1-56%); + = imunomarcacéo fraca (6-25%); + + =
imunomarcagdo moderada (26-50%); + + + = imunomarcacfo intensa (>50%); os valores entre
paréntesis, representam a média (em %) t+ desvio padrdo, de células positivas. Valores com indice
diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05.



Quanto a gelatinase B (MMP-9), foram observados alguns condrocitos positivos na zona de
proliferagdo em ambos os tipos de placa de crescimento. No entanto, a marcacg&o foi mais
evidente nos condroécitos hipertréficos, sendo a percentagem de células positivas (90,7%) nas
placas de crescimento normais, significativamente mais elevada do que a percentagem de
células positivas (87,3%) nas placas de crescimento discondroplasicas (Tabela 5.11; Figura
5.16). A expressio da MMP-G é citoplasmdtica, e é evidente nas placas de crescimento
discondroplasicas, a expressdo da MMP-9 nos condrécitos que se encontram junto as lesbes
(Figura 5.16). De referir ainda, que o padrao de expressdo da MMP-9, entre os dois tipos de
placas de crescimento, & similar no que diz respeito a outros tipos celulares, designadamente,
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, com ligeira a moderada imunomarcagéo citoplasmatica
(Tabela 5.11; Figura 5.16). N3o foi observada imunomarcacio nas secgbes de controlo
negativo.

Estromalisinas

Quanto a estromalisina-1 (MMP-3), foram observados condrécitos positivos apenas nas placas
de crescimento discondroplasicas, junto as zonas de acumulagdo de matriz extracelular
(Tabela 5.12; Figura 5.17). Nestes condrdcitos hipertréficos, de forma arredondada, a
expressdo da MMP-3, embora nio possa considerar-se muito acentuada, é citoplasmatica
(Figura 5.17). Nalgumas seccgdes correspondentes a placas de crescimento discondroplasicas,
é ainda possivel observar uma ligeira imunomarcag&o junto aos locais de deposicéo de matriz
ossea (Figura 5.17). O padrio de expressdo da MMP-3, entre os dois tipos de placas de
crescimento, & similar no que diz respeito a outros tipos celulares, designadamente,
osteoblastos, osteoclastos e osteécitos, com ligeira a moderada imunomarcagéo citoplasmatica
(Tabela 5.12; Figura 5.17). N&o foi observada imunomarcacdo nas secgdes de controlo
negativo.

Quanto 3 estromalisina-2 (MMP-10), n&0o se observaram diferencas no padrdo de expresséo da
MMP-10 entre as placas da crescimento normais e as placas de crescimento
discondroplasicas. No entanto, a percentagem de condrdcitos hipertréficos positivos,
essencialmente na fase final do estadio de hipertrofia, é significativamente mais elevada nas
placas de crescimento discondroplasicas (28,7%) do que nas placas de crescimento normais
(26,2%). A expressdo da MMP-10 nestas células é citoplasmatica, 0 mesmo acontecendo nos
osteoblastos, osteoclastos e osteécitos (Tabela 5.12; Figura 5.18). Por outro lado, é ainda
possivel observar nas placas de crescimento discondroplasicas, junto as lesbes, nos locais de
acumulacio de matriz extracelular, inimeros condrécitos hipertroficos de forma arredondada,
positivos para a MMP-10 (Figura 5.18). Nao foi observada imunomarcacéo nas secgbes de
controlo negativo.
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Quanto a estromalisina-3 (MMP-11), relativamente as placas de crescimento normais, apenas
foram observados condrécitos positivos, no citoplasma, na fase inicial da hipertrofia (Tabela
5.12; Figura 5.19). Quanto as placas de crescimento discondroplasicas é de salientar a
evidente sobre-expressdo da MMP-11 nos condrécitos hipertréficos, quer na fase inicial, quer
na fase final da hipertrofia, com expresséo citoplasmatica (Tabela 5.12; Figura 5.19), sendo a
percentagem de células positivas significativamente mais elevada nas placas de crescimento
discondroplasicas (63,5%), do que nas placas de crescimento normais (26,5%). Por outro lado,
e tal como foi verificado para outras MMPs, observaram-se inimeros condrécitos hipertréficos,
de forma arredondada no interior e nos limites das lesdes (Tabela 5.12; Figura 5.19). Em
ambos os tipos de placas de crescimento € ainda possivel observar osteoblastos, osteoclastos
e ostetcitos positivos para a MMP-11, com expresséo igualmente citoplasmatica, semelhante
em ambos os tipos de placas de crescimento (Tabela 5.12). N&o foi observada imunomarcagéo
nas secgbes de controlo negativo.

Tabela 5.12 Imunomarcacéo para as estromalisinas nos varios tipos celulares da tibia proximal |
Estromalisina-1 (MMP-3) Estromalisina-2 (MMP-10)  Estromalisina-3 (MMP-11)

Tipos celulares

Normmal Discond Normal Discond. Normal Discond.
Condrécitos de reserva - - - - - -
Condrécitos proliferativos - - - - - +
Condrécitos hipertréficos - + +4+ ++ ++ +++

(262+06% (28,7:03") (265:38% (63,5414,7)

Osteoblastos % + +44 +++ ++ ++
Osteoclastos + + ++ ++ 4+ +++ ++ ++
Osteécitos ++ ++ ++ ++ ++ ++
Medula 6ssea ++ ++ ++ ++ ++ ++

" - = negativo (0%); * = imunomarcaglio ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcagiio fraca (6-25%);, + + =
imunomarcagio moderada (26-50%); + + + = imunomarcag8o intensa (>50%); os valores entre paréntesis,
representam a média (em %) & desvio padrio, de células positivas (para cada marcador, valores com indice diferente
diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05).

Metaloproteinases Tipo Membranares

Quanto a MT-MMP-1 (MMP-14), nas placas de crescimento normais apenas se observaram
condrocitos positivos na fase inicial da hipertrofia (Tabela 5.13; Figura 5.20). Relativamente as
placas de crescimento discondroplasicas, o padréo de expresséo € similar, embora aparegam
condrocitos positivos para a MMP-14 na fase terminal da hipertrofia, e no interior e nos limites
das lesdes, situagbes em que é evidente a sobre-expressdo desta enzima (Figura 5.20). A
percentagem de células positivas nas placas de crescimento discondroplésicas (38,2%), foi
mais elevada do que nas placas de crescimento normais (34,9%), embora estas diferencas,
ndo sejam significativas. A expresséo é citoplasmatica e ao nivel da membrana celular, embora
esta Ultima nem sempre facil de detectar em consequéncia de artefactos derivados da fixag&o.
Em ambos os tipos de placas de crescimento é ainda possivel observar osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos positivos para a MMP-14, com express#o igualmente citoplasmatica,
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bem como outros tipos celulares da medula 6ssea. Nao foi observada imunomarcacao nas
seccdes de controlo negativo.

Quanto & MT-MMP-2 (MMP-15) o padrao de express&o € similar nos dois tipos de placas de
crescimento. Nas placas de crescimento normais € possivel observar alguns condrocitos
positivos na fase inicial da hipertrofia (Tabela 5.13; Figura 5.21). O facto mais saliente tem a ver
com a imunomarcaco intensa junto aos locais de mineralizagdo e de deposicdo de matriz
6ssea (Figura 5.21). Nas placas de crescimento discondroplésicas, € ainda possivel observar
condrécitos positivos para a MMP-15, no interior e nos limites das lesdes (Figura 5.21). A
expressao é citoplasmatica e ao nivel da membrana celular, embora esta ultima nem sempre
facil de detectar em consequéncia de artefactos derivados da fixacdo. Nalgumas células é
ainda possivel observar imunomarcaco nuclear. A imunomarcagéo positiva nos locais de
formagdo de ostedide, permite evidenciar a existéncia de eventuais deformacdes da tibia,
causadas pela deficiente deposicsio de osso (Figura 5.21). Em ambos os tipos de placas de
crescimento é ainda possivel observar osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos positivos para a
MMP-15, com expressdo igualmente citoplasmatica, bem como outros tipos celulares da
medula 6ssea (Tabela 5.14). N&o foi observada imunomarcagéo nas secgbes de controlo
negativo.

Tabela 5.13 Imunomarcacéo para as MMPs membranares nos varios tipos celulares da tibia proximal 1

) MT-MMP-1 (MMP-14) MT-MMP-2 (MMP-15) MT-MMP-3 (MMP-16)

Tipos celulares
Normal Discond. Normal Discond. Normal Discond.
Condrdcitos de reserva - - - - - -
Condrécitos proliferativos - - - - b4 +
Condrécitos hipertroficos ++ ++ + + +++ +4++
(349+75) (382+5,1) (88,7£26) (89,2+14)

Osteoblastos ++ ++ +++ ++ +++ +++
Osteoclastos ++ ++ +++ ++ +++ +4++
Osteécitos ++ ++ +++ ++ ++ +++
Medula 6ssea + + + + ++ 4+

T . = negativo (0%), + = imunomarcagiio ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcacdo fraca (6-25%), + + =
imunomarcagio moderada (26-50%); + + + = imunomarcagio intensa (>50%); os valores entre paréntesis,
representam a média (em %) + desvio padrdo, de células positivas (para cada marcador, valores com indice diferente
diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05).

Quanto & MT-MMP-3 (MMP-16), o padrao de expressao € similar em ambos os tipos de placas
de crescimento, sendo possivel observar condrécitos positivos apenas na zona de hipertrofia
(Tabela 5.13; Figura 5.22). A percentagem de células positivas nas placas de crescimento
discondroplasicas (89,2%), foi ligeiramente mais elevada do que nas placas de crescimento
normais (88,7%), embora estas diferencas, ndo sejam significativas. Em ambos os tipos de
placas de crescimento & ainda possivel observar osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos
positivos para a MMP-16, com express3o igualmente citoplasmatica, bem como outros tipos
celulares da medula 6ssea (Tabela 5.14). Nao foi observada imunomarcagdo nas secgbes de
controlo negativo.
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Matrilisinas

Quanto & matrilisina-1 (MMP-7), verificou-se uma expresséo elevada da MMP-7 nas placas de
crescimento discondroplasicas (46,9%), quando comparadas com as placas de crescimento
normais (24,9%), sendo estas diferengas estatisticamente significativas (Tabela 5.14; Figura
5.23). Por outro lado, para além de um maior nimero de condrécitos positivos, na fase inicial
da hipertrofia, & possivel observar muitos condrécitos hipertroficos positivos junto as zonas das
lestes, no interior e nos limites destas (Figura 5.23). Deve ainda ser referido que nas placas de
crescimento discondroplasicas s&o evidentes alguns condrécitos positivos na zona de
proliferagéo (Figura 5.23). Em todas as situacdes a expresséo da MMP-7 é citoplasmatica. Em
ambos os tipos de placas de crescimento & também possivel observar osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos positivos para a MMP-7, com expressio igualmente citoplasmatica,
bem como outros tipos celulares da medula éssea (Tabela 5.14). Ndo foi observada
imunomarcacio nas secgbes de controlo negativo.

Tabela 5.14 Imunomarcacgio para a matrilisina-1 (MMP-7) nos varios tipos celulares na tibia proximal !
Matrilisina-1 (MMP-7)

Tipos celulares

Normal Discondropiasia
Condrécitos de reserva - -
Condrécitos proliferativos + F 5
Condrécitos hipertréficos +(24,910,8%) ++ (46,91 4,49
Osteoblastos ++ ++
Osteoclastos ++ ++
Ostedcitos + +
Medula 6ssea ++ ++

'~ = negativo (0%); + = imunomarcacdo ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcagéo fraca (6-25%); + + =
imunomarcacdo moderada (26-50%); + + + = imunomarcagdo intensa (>50%); os valores entre
paréntesis, representam a média (em %) i desvio padréo, de células positivas. Valores com indice
diferente diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05.

TiMPs

Quanto ao TIMP-1 nfo se observaram condrécitos positivos em qualquer das zonas, em
qualguer dos tipos de placa de crescimento. Nas placas de crescimento normais & possivel
observar imunomarcago positiva fraca, nos osteoclastos, ao nivel do citoplasma. E ainda
possivel observar nestas placas de crescimento, nos canais vasculares, mas em locais em que
ainda ndo se verifica a reabsorgéo da cartilagem, células mononucleadas com marcagéo para o
TIMP-1. Pelo contrario, nas placas de crescimento discondroplasicas, os osteoclastos, ainda
que positivos para o TIMP-1, apresentam uma imunomarcacdo menos evidente. N3o foi
observada imunomarcagéo nas secgbes de controlo negativo.
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Quanto ao TIMP-2, nas placas de crescimento normais, apenas se conseguem observar alguns
condrécitos  hipertroficos positivos (21,5%), enquanto nas placas de crescimento
discondroplasicas & possivel observar uma percentagem elevada (47,0%) de condrécitos
hipertréficos, quer na fase inicial, quer na fase final da hipertrofia (Tabela 5.15; Figura 5.24),
sendo estas diferencas estatisticamente significativas. A expresséo do TIMP-2 nas placas de
crescimento discondroplasicas é algo heterogénea e nalgumas secgdes foram observadas
vastas zonas em que praticamente todos os condrocitos eram positivos. Por outro lado, foi
ainda possivel verificar que as células junto as lesdes eram iguaimente positivas para este
marcador (Figura 5.24). Em todas as situagbes a expresséo do TIMP-2 é citoplasmatica. Em
ambos os tipos de placas de crescimento & também possivel observar osteoblastos,
osteoclastos, mas nao ostedcitos, positivos para o TIMP-2, com express&o igualmente
citoplasmatica, bem como outros tipos celulares da medula ¢ssea (Tabela 5.15). N&o foi
observada imunomarcagéo nas secgdes de controlo negativo.

Quanto ao TIMP-3, o padrio de expressdo & similar ao verificado para o TIMP-2, embora
pareca haver uma maior intensidade de imunomarcagio em ambos os tipos de placas de
crescimento, fundamentaimente ao nivel dos condrécitos hipertréficos (Tabela 5.15; Figura
5.25). As diferencas encontradas na percentagem de células positivas, foram significativamente
mais elevadas nas placas de crescimento discondroplasicas (94,3%), do que nas placas de
crescimento normais (91,4%). Junto as lesbes & possivel observar inGmeros condrocitos
positivos para o TIMP-3 (Figura 5.25). Em todas as situagcbes a expressdo do TIMP-3 &
citoplasmatica. Em ambos os tipos de placas de crescimento é ainda possivel observar
osteoblastos, osteoclastos, e ostedcitos, positivos para o TIMP-3, com express&o igualmente
citoplasmatica, bem como outros tipos celulares da medula 6ssea (Tabela 5.15). Néao foi
observada imunomarcacgdo nas secgdes de controlo negativo.

Tabela 5.15 imunomarcagao para os TIMPs nos varios tipos celulares da tibia proximal !

Tipos celulares “TIMP-2 — TIP3 TP4
Normal Discond. Normal Discond. Normal Discond.

Condrécitos de reserva - - - - - -
Condrécitos proliferativos - - + ++ % +
Condrécitos hipertréficos + ++ +++ +4++ +4+ +4++

(21,5£18" (470£9,2% (91,4+08%) (943£08") (843:18") (87,806
Osteoblastos ++ ++ + 4+ ++ ++ + 4+
Osteoclastos + 4 ++ ++ ++ ++ ++
Ostedcitos - - ++ ++ ++ ++
Medula 6ssea ++ ++ + + + +

T - = negativo (0%); * = imunomarcagio ocasional, focal (1-5%); + = imunomarcacdo fraca (6-25%); + + =
imunomarcagio moderada (26-50%); + + + = imunomarcaglo intensa (>50%); os valores entre paréntesis,
representam a média (em %) + desvio padrdo, de células positivas (ara cada marcador, valores com indice diferente
diferem significativamente, entre grupos, para p<0,05).
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Finalmente, quanto ao TIMP-4, o padréo de expressdo & similar ao observado para o TIMP-3,
sendo evidente a transi¢do da zona de proliferagdo, em que n&o se verificou imunomarcagio,
para a zona de hipertrofia, onde é possivel observar inimeros condrécitos positivos para o
TIMP-4 (Tabela 5.15; Figura 5.26). As diferengas encontradas na percentagem de células
positivas, foram significativamente mais elevadas nas placas de crescimento discondroplasicas
(87,8%) do que nas placas de crescimento normais (84,3%). Em ambos os tipos de placas de
crescimento € ainda possivel observar osteoblastos, osteoclastos, e osteécitos positivos para o
TIMP-4, com expressao igualmente citoplasmatica, bem como outros tipos celulares da medula
6ssea (Tabela 5.15). Junto as lesbes é possivel observar uma forte expresséo do TIMP-4 nos
condrécitos hipertréficos (Figura 5.26). Deve ainda referir-se que, e 4 semelhanga do que se
verificou para outros marcadores, a imunomarcacédo € tanto mais evidente nos condrécitos
quanto maiores e mais arredondados forem as células. Em todas as situages a expresséo do
TIMP-4 é citoplasmatica. Nao foi observada imunomarcagéo nas secgées de controlo negativo.

MMPs e TIMPs

Observando secgfes seriadas da mesma placa de crescimento, no sentido de avaliar da
sintese simultanea das varias proteinas consideradas, no decurso do processo de ossificagéo
endocondral, & possivel verificar que as mesmas células exibem express&o positiva para cada
algumas das metaloproteinases e seus inibidores (Figura 5.27).
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Normal

Discondroplasia

Figura 5.1 Imunomarcagdo para o PCNA. Em ambos os tipos de placas de crescimento, sdo evidentes
condrocitos da zona de proliferagéo positivos (setas) [X200, Contracoloragédo com Hematoxilina de Harris].
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Figura 5.2 Imunomarcagao para o c-myc. S&o bem visiveis células positivas em todas as imagens. Em A (placa
de crescimento normal) e em D (placa de crescimento discondroplasica) é possivel observar na parte superior
algumas células proliferativas positivas (setas). Em B e C (placas de crescimento normais) e em E e F (placas de
crescimento discondroplasicas) é possivel observar condrocitos hipertroficos positivos (setas) para a c-myc,
embora nas placas de crescimento discondroplasicas o nimero de células positivas seja em menor namero. Em F
as células positivas sdo em numero reduzido, encontrando-se junto a um canal vascular (V), o que pode fazer

supor que estas sejam células apoptoéticas (seta) [Contracoloracdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.3 Imunomarcagio para a tubulina-beta. N&o foi observada imunomarcagao nas zonas de repouso, quer
nas placas de crescimento normais (A), quer nas discondroplasicas. Nas zonas de proliferagao (ZP) de ambos os
tipos de placas de crescimento foram observados alguns condrocitos positivos (seta em A, imagem na qual a linha
a tracejado assinala a passagem da ZP para a zona de hipertrofia, ZH). A marcagéo mais evidente foi observada
nos condrécitos hipertréficos (B, C e D, placas de crescimento normais; E, placa de crescimento discondroplasica,
em que os condrécitos positivos séo claramente em menor numero), alguns deles numa fase terminal do estéadio de
hipertrofia (ver setas em D). E ainda possivel observar imunomarcagao positiva nas células da medula (estrela em
F) e em osteoblastos (Ob), osteoclastos (Oc) e ostedcitos (Ot) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris].
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Figura 5.4 Imunomarcagéo para a ubiquitina. E possivel observar condrocitos positivos (setas) em todas as
zonas da placa de crescimento (setas). A (condrocitos proliferativos), B (condrocitos na fase inicial da hipertrofia) e
C (condrécitos na fase final da hipertrofia) correspondem a placas de crescimento normais; D (condrécitos
proliferativos), E (condrécitos na fase inicial da hipertrofia) e F (condrécitos na fase final da hipertrofia) referem-se a
placas de crescimento discondroplasicas. Na imagem C, ¢ ainda possivel observar células positivas no interior dum

canal vascular (V) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.5 Imunomarcagéo para a pan-caderina. S&o bem visiveis células positivas em todas as imagens. No
entanto, nas zonas de proliferacdo (A) e na fase inicial de hipertrofia (B), das placas de crescimento normais os
condrocitos positivos (setas) sdo muito menos frequentes do que nas correspondentes zonas (D) e (E) das placas
de crescimento discondroplasicas. Os condrécitos hipertroficos das placas de crescimento normais (C) e das
placas de crescimento discondroplésicas (F), apresentam uma imunomarcagéo intensa (setas). Alguns dos
condrocitos hipertréficos terminais (seta dupla), junto aos canais vasculares (V), mostram marcagao positiva, bem
como os osteoblastos, os osteoclastos e células da medula 6ssea (estrela) [Contracoloragdo com Hematoxilina de

Mayerl].
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Figura 5.6 Imunomarcagdo para as proteinas S100. As imagens A, B e C dizem respeito a placas de
crescimento normais. Em A, s3o visiveis condrocitos hipertroficos positivos (setas) para as S100; em B e C, podem
observar-se condrocitos hipertroficos na fase final da hipertrofia (setas), junto aos canais vasculares (V) e em C, &
ainda possivel observar células osteoblasticas positivas (Ob). Por seu lado, as imagens D, E e F dizem respeito a
placas de crescimento discondroplasicas. Em D s&o visiveis condrécitos hipertréficos positivos (setas) no interior
duma zona de lesdo, onde se acumula matriz (M); em E, podem observar-se condrdcitos hipertréficos na fase final
da hipertrofia (setas), junto a uma zona de mineralizagéo (ZM), e, em F, & possivel observar osteoclastos (setas
simples) e ostedcitos positivos (seta dupla) para as S100 [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayerl].
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Figura 5.7a Imunomarcagéo para a Bcl-2. Nas imagens A, B e C, referentes a placas de crescimento normais, é
possivel observar células osteoblasticas (Ob e setas simples), em redor dos canais de vascularizagdo (V), nos
locais de deposicdo de osso, uma evidente imunomarcagdo positiva para a Bcl-2. Nas imagens D, igualmente
referente a uma placa de crescimento normal, & possivel observar imunomarcagéo positiva para a Bcl-2 (seta) nas
células que formam uma estrutura vascular. Pelo contrario, nas placas de crescimento discondroplasicas (E e F) a
imunomarcac&o ndo é tio intensa e o padrdo de expressdo é mais irregular (setas). Em B, C e F é ainda possivel
observar alguns osteoclastos positivos (duplas setas) para a Bcl-2 [Contracoloragao com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.7b Imunomarcagao para a Bcl-2. E possivel observar nas imagens varias figuras de mitose (setas),
designadamente, metafase (A, B e C) e anafase (D, E e F), em células hematopoiéticas da medula 6ssea, positivas

para a Bcl-2 [X400; Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.8 Imunomarcacgéo para a caspase-3. Nas imagens A e B, relativas a placas de crescimento normais, é
possivel observar condrocitos hipertréficos positivos (setas) para a caspase-3. Nas imagens C, D, E e F, relativas a
placas de crescimento discondroplasicas, é igualmente possivel observar condrdcitos hipertroficos positivos (setas)
para a caspase-3, junto aos canais vasculares (V). Na imagem C, podem observar-se condrécitos positivos no
interior duma lesdo, delimitada pela linha a tracejado, rodeados por abundante matriz (M), e algumas células do
pericondrio (seta), igualmente positivas para a caspase-3 [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.9 Imunomarcagéo para o VEGF. As imagens A, B e C dizem respeito a placas de crescimento normais.
Em A, s3o visiveis condrocitos proliferativos positivos (setas); em B, podem observar-se condrocitos positivos na
fase final da hipertrofia (setas), e células positivas a forrar uma estrutura vascular (dupla seta); em C, podem
observar-se condrocitos positivos na fase final da hipertrofia (setas) e osteoclastos positivos (dupla seta). As
imagens D, E e F dizem respeito a placas de crescimento discondroplasicas. Em D sao visiveis condrécitos
hipertréficos positivos (setas), rodeados por abundante matriz (M), osteoblastos (Ob) e ostedcitos (dupla seta); em
E, podem observar-se condrocitos hipertroficos positivos (setas) e varias lacunas vazias (dupla seta); em F, podem
observar-se condrocitos hipertroficos (setas) e osteécitos (dupla seta), positivos para o VEGF, bem como algumas

células no interior dum canal vascular (V) [Contracoloragcdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.10 Imunomarcagéo para o von Willebrand Factor (vWF). A imagem A refere-se a uma secgéo de placa
de crescimento normal onde ndo se vislumbra imunomarcagdo positiva. Pelo contrario, nas secgGes
correspondentes a placas de crescimento discondroplasicas, B a F, a imunomarcagéo positiva para o VWF é
evidente (setas), particularmente na matriz de areas associadas a lesdes e a que corresponderéo, provavelmente,
situagdes de ruptura de vasos sanguineos. Na imagem B, é interessante verificar que os condrocitos hipertroficos,
rodeados por abundante matriz (M) aparecem positivos para o VWF. Nas imagens Ee F a imunomarcagao positiva
parece estar associada a reparagéo de microfracturas [Contracoloragéo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.11 Imunomarcagéo para a Laminina-1. As imagens A, B, C e D referem-se a secgbes de placas de
crescimento normais onde é evidente a imunomarcagéo positiva (setas) ao longo dos canais vasculares (V), a forrar
as superficies das trabéculas de cartilagem mineralizada (Cm) e das trabéculas 6sseas (To). Nas placas de
crescimento discondroplasicas, E e F, a imunomarcagio nio apresentou o mesmo padréo das placas de
crescimento normais, com muitas areas dos canais vasculares negativas (setas simples) e imunomarcagéo positiva

junto as areas de les&o (setas duplas) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.12 Imunomarcagéo para a actina. Nas imagens A e B, as quais se referem a placas de crescimento
normais, podemos observar um intensa imunomarcagéo para a actina (setas) em todos os canais vasculares (V).
Pelo contrario, nas imagens da placas de crescimento discondroplasicas (C a F), a imunomarcagéo no interior dos
canais vasculares (V), para além de n&o ser tdo intensa (setas), nalguns casos & praticamente inexistente [X40;

Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.13 Inunomarcagao para a MMP-1. So bem visiveis células positivas em todas as imagens. Em A, B e
C (placas de crescimento normais), os condrocitos hipertroficos positivos (setas) para a MMP-1, distribuem-se ao
longo da placa de crescimento, sendo possivel observar, igualmente, células positivas nos vasos sanguineos (V).
Em D, E e F (placas de crescimento discondroplasicas) é também possivel observar condrécitos positivos (setas):
proliferativos em D e hipertréficos em E. Na imagem F, os condrécitos positivos distribuem-se nas areas em que se

verifica acumulagdo de matriz (M) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.14 Imunomarcacgéo para a MMP-13. As imagens A e B referem-se a placas de crescimento normais. Em
A, é possivel observar alguns condrécitos hipertréficos positivos (setas); em B podem observar-se osteoclastos
(setas duplas), osteoblastos (Ob) e ostedcitos positivos para a MMP-13. Nas placas de crescimento
discondroplasicas (C, D, E e F), aparecem alguns condrocitos hipertréficos positivos para a MMP-13 (setas),
principalmente junto as lesdes, em redor da matriz (M); em F, podem observar-se osteoblastos (Ob), osteoclastos
(setas duplas) e ostedcitos (setas simples), positivos para a MMP-13 [Contracoloragdo com Hematoxilina de
Mayer].
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Figura 5.15 Imunomarcagio para a MMP-2. As imagens A, B e C referem-se a placas de crescimento normais.
Em A é possivel observar alguns condrécitos hipertréficos positivos (setas simples); em B, podem observar-se
osteoclastos (setas simples) e osteoblastos (setas duplas) positivos para a MMP-2 e em C, osteoblastos (Ob) e
ostedcitos (setas). Nas placas de crescimento discondroplasicas (D, E e F) aparecem alguns condrécitos
hipertréficos positivos para a MMP-2 (setas), principalmente junto as lesdes, em redor da matriz (M)

[Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.16 Imunomarcacéo para a MMP-9. A imagem A refere-se a uma placa de crescimento normal podendo
observar-se condrécitos hipertroficos positivos (setas). Nas placas de crescimento discondroplasicas (B, C, D, E e
F), aparecem bastantes condrocitos hipertroficos positivos; em B, os condrécitos positivos (setas) e a zona
envolvente apresentam um aspecto normal; em C, ha uma clara expressédo da MMP-9 em quase todos os
condrécitos, mais acentuada naqueles que envolvem a lesdo (delimitada pelas linhas a tracejado); em D, Ee F é
também possivel observar uma sobre-expressdo da MMP-9 nas células junto & matriz (M). Em A e em F pode
ainda observar-se imunomarcagao positiva nas células presentes nos vasos sanguineos (V) [Contracoloragdo com
Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.17 Imunomarcagio para a MMP-3. Nas imagens A, B e C (placas de crescimento normais), apenas é
possivel observar osteoclastos (setas simples) e osteoblastos (setas duplas) ndo aparecendo condrécitos positivos.
Pelo contrario, nas placas de crescimento discondroplasicas (D, E e F) aparecem alguns condrécitos hipertréficos
positivos para a MMP-3 (setas), principalmente junto as lesdes, em redor da matriz (M). Na imagem F, é ainda
possivel observar imunomarcagéo positiva nas zonas de deposicdo de ostedide (Ost) [Contracoloragdo com

Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.18 Imunomarcagio para a MMP-10. As imagens A e B referem-se a placas de crescimento normais e
em ambas é possivel observar alguns condrécitos hipertréficos positivos (setas). Nas placas de crescimento
discondroplasicas (C, D, E e F) aparecem bastantes condrocitos hipertréficos positivos para a MMP-10 (setas em
D, E e F), principaimente junto as lesdes, em redor da matriz acumulada (M); em C, as células positivas
acompanham as lesdes (delimitadas pelas linhas a tracejado), aparecendo igualmente muitas células negativas
elou lacunas vazias (setas); em F, podem observar-se alguns condrocitos no interior duma les&o de grande
tamanho, delimitada pela linha a tracejado, bem como inumeras células negativas em redor da les&o
[Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.19 Imunomarcagdo para a MMP-11. As imagens A e B referem-se a placas de crescimento normais, e
em ambas é possivel observar alguns condrécitos pré-hipertréficos (CpH) e hipertréficos positivos (setas). Nas
placas de crescimento discondropléasicas (C, D, E e F), aparecem bastantes condrécitos hipertréficos positivos,
principalmente junto as lesdes, em redor da matriz (M); em C e em E, ha uma clara expressao da MMP-11 nos
condrocitos hipertréficos (CH), mas n&o nos condrécitos proliferativos (CP); no entanto, em F é possivel observar,
na parte superior direita da imagem, alguns destes condrécitos (setas simples), para além de condrdcitos na fase
inicial da hipertrofia (seta dupla), positivos para a MMP-11. De salientar que as células positivas acompanham as
lesbes em toda a sua extensdo (delimitada pelas linhas a tracejado em D) [Contracoloragdo com Hematoxilina de

Mayer].

129






F (X100)

Figura 5.20 Imunomarcagéo para a MMP-14. As imagens A, B e C referem-se a placas de crescimento normais e
em todas elas & possivel observar células positivas: condrocitos hipertroficos (setas), osteoblastos (Ob),
osteoclastos (seta dupla) e ostedcitos (seta simples). Nas placas de crescimento discondroplasicas (D, E e F)
podem observar-se condrécitos hipertroficos positivos para a MMP-14 (setas), principalmente junto as lesGes, em
redor da matriz (M); em E, as células positivas acompanham a lesdo (delimitada pelas linhas a tracejado),
aparecendo igualmente muitas células negativas e/ou lacunas vazias (estrelas); em F, pode observar-se que os
condrécitos adjacentes a lesdo apresentam uma imunomarcagdo mais intensa (setas) [Contracoloragédo com

Hematoxilina de Mayer].

131






F (X200)

Figura 5.21 Imunomarcagéao para a MMP-15. As imagens A, B e C referem-se a placas de crescimento normais e
em todas elas & possivel observar células positivas: condrécitos hipertroficos (setas), osteoblastos (Ob),
osteoclastos (seta dupla) e ostedcitos (seta simples), para além duma evidente marcagéo da superficie das
trabéculas 6sseas (setas em B). Na imagem C, pode ainda observar-se imunomarcagédo do ostedide (Ost). Nas
placas de crescimento discondroplasicas (D, E e F) podem observar-se condrdcitos hipertroficos positivos para a
MMP-15 (setas), principalmente junto & acumulagéo de matriz (M); em F, pode ainda observar-se imunomarcagéo
de osteoblastos (Ob), de ostedcitos (setas) e do ostedide (Ost) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].

133



= o e . R e ' | | |
R 2 . ' . | |
IR s ¢ au =
o & s




N

: ‘,005'0"

4 0.9 X0
9 QQ L Nﬁh—-’ N .\

70" (wii1g) 0.

;DO ] P 9 \—(‘; ¢ > O

P T e s

F (X1 (_)O)

Figura 5.22 Imunomarcagdo para a MMP-16. As imagens A e B referem-se a placas de crescimento normais e
nelas & possivel observar condrocitos positivos (setas) na fase inicial da hipertrofia (em A), e numa fase mais
adiantada deste processo (em B); os condrocitos proliferativos (CP) s&o negativos, e os diferentes tipos celulares
presentes nos vasos sanguineos (V) apresentam uma imunomarcagao forte. O padréo de expressdo da MMP-16 &
similar nas placas de crescimento discondroplasicas (C, D, E e F), com inimeros condrécitos hipertréficos (CH)
positivos (setas), bem como as diferentes populagdes celulares presentes nos vasos sanguineos (V); para além
disso, a expressdo da MMP-16 nos condrécitos hipertroficos (CH) é mais intensa nas zonas de acumulagéo de
matriz (M; delimitada em D, pelas linhas a tracejado) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.23 Imunomarcagéo para a MMP-7. A imagem A refere-se a uma placa de crescimento normal podendo
observar-se condrécitos hipertréficos positivos (setas). Nas placas de crescimento discondroplasicas (B, C, D, E e
F), é igualmente possivel observar condrocitos positivos; em B trata-se de condrdcitos proliferativos (setas) e em C,
D e F, de condrocitos hipertroficos (setas); os condrocitos hipertréficos junto & matriz (M) apresentam uma
imunomarcagdo mais intensa, bem evidente na imagem D, em que a lesdo se encontra delimitada pelas linhas a
tracejado; em C, é ainda possivel observar imunomarcagéo positiva nas células presentes nos vasos sanguineos
(V) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.24 Imunomarcagio para o TIMP-2. As imagens A, B e C referem-se a placas de crescimento normais e
em todas elas é possivel observar que existem apenas alguns condrécitos hipertréficos positivos (setas) para o
TIMP-2. Pelo contrario, nas placas de crescimento discondroplasicas (D, E e F) o nimero deste tipo de células
positivas (setas) é claramente mais elevado, tal como os resultados das contagens tinham evidenciado.
Curiosamente, pode observar-se um aumento da intensidade de expressé@o do TIMP-2 nos condrécitos adjacentes

a zonas em que existe acumulago de matriz (M) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.25 Imunomarcagéo para o TIMP-3. So bem visiveis inUmeras células positivas em todas as imagens.
Embora o padrio de expressdo do TIMP-3 seja similar em ambos os tipos de placas de crescimento, nas imagens
referentes as placas de crescimento normais (A e B) a intensidade de imunomarcagdo nos condrdcitos
hipertréficos (setas) parece ser inferior 8 do mesmo tipo de células (setas) nas placas de crescimento
discondroplasicas (C, D, E e F). De referir ainda que os condrdcitos proliferativos (CP, em A) foram negativos para
o TIMP-3, e o aumento de intensidade de expressdo nos condrécitos adjacentes a zonas em que existe
acumulagdo de matriz (M) [Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.26 Imunomarcacgéo para o TIMP-4. Sdo bem visiveis inimeras células positivas em todas as imagens.
Embora o padrdo de expressdo do TIMP-4 seja similar em ambos os tipos de placas de crescimento, nas imagens
referentes as placas de crescimento normais (A, B e C) a intensidade de imunomarcagédo nos condrécitos
hipertréficos (setas) parece ser menos intensa que a do mesmo tipo de células (setas) nas placas de crescimento
discondroplasicas (D, E e F). De referir ainda que os condrocitos proliferativos (CP, em A) foram negativos para
este TIMP, e para a imunomarcagéo positiva de varios tipos celulares presentes nos vasos (V) [Contracoloragéo

com Hematoxilina de Mayer].
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Figura 5.27 Imunomarcagio para as MMPs e para os TIMPs. Neste conjunto de imagens, obtidas em secgbes
seriadas das mesmas placas de crescimento, é possivel observar que as mesmas células expressam diferentes
marcadores, ainda que com graus de intensidade diferentes. As imagens A a J correspondem a uma placa de
crescimento discondroplasica, as imagens L e M a uma placa de crescimento normal e as imagens N, P e O a uma

outra placa de crescimento discondroplasica [X100; Contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer].
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5.4 Discussio

Os ditiocarbamatos, como é o caso do tirame, s&0 uma importante classe de compostos,
contendo enxofre e um grupo tiol que exibem actividades quimicas e biolégicas complexas. Os
ditiocarbamatos sio largamente utilizados na agricultura como antifungicos, herbicidas e
pesticidas, quer em administraggo foliar directa, quer no tratamento de sementes, frutos e
produtos horticolas, e como repelente de roedores (Extonet, 2003). Sdo igualmente utilizados
em medicina humana, em quimioterapia (Scozzafava et, 2000), no tratamento do alcoolismo
(Kranzler, 2000), como antidoto em situacdes de intoxicaco por metais (Tandon et al, 1997) e
no tratamento experimental da Sindrome da imuno-Deficiéncia Adquirida (Topping e Jones,
1988).

No que diz respeito ao tirame, a sua toxicidade est4 avaliada para varias espécies animais (ver
Dalvi, 1988; Extonet, 2003). Alguns trabalhos sugerem que, muito provaveimente, o
metabolismo do tirame desempenha um importante papel na sua toxicidade (ver Dalvi, 1988).
Tém sido propostos varios mecanismos para explicar os efeitos toxicos deste quimico. A
formagio de quelatos com importantes elementos, como o cobre e o zinco, cofactores
essenciais de inimeras enzimas, € um dos principais mecanismos de acgdo dos
ditiocarbamatos (Dalvi, 1988), podendo ter, em situacOes diferentes, efeitos anti e pro-
oxidantes (Bartoli et al, 1983; I1zumi et al, 1994). Por outro lado, e de acordo com Rath et al
(1995), a citotoxicidade do tirame & devida, muito possiveimente, ao seu efeito na membrana
celular, tornando-a susceptivel & perda de componentes celulares. Estudos toxicol6gicos
mostraram que o tirame, e outros ditiocarbamatos, s3o metabolisados, in vivo, em carbono
dissulfido (Dalvi, 1988), 0 qual, por sua vez, pode modificar as proteinas celulares e formar
produtos de aducgio da lisina (DeCaprio et al, 1992), alterando, assim, as proteinas da
membrana celular e causar a sua agregacso. No entanto, apenas uma pequena quantidade de
tirame é recuperado como carbono dissulfido, quando comparado com outros ditiocarbamatos
(Edwards et al, 1991 cit por Rath et al, 1995). Embora em concentracdes elevadas o tirame
seja claramente citotoxico para os condrécitos, em baixas concentragbes os seus efeitos
parecem ser menos pronunciados. Por outro lado, e embora a susceptibilidade dos varios tipos
celulares ao tirame seja variavel, o efeito citotoxico parece ser inespecifico (Rath et al, 1995).
De acordo com Rath et al (1995), pelo menos aparentemente, ndo houve agregac&o, ou
qualquer diferenga significativa na migraco das proteinas celulares condrocitarias, entre os
grupos controlo e de exposicio ao tirame, excepto o aparecimento de uma banda de proteinas,
a que comrespondeu a massa molecular de ~85kD, em resposta ao quimico, provaveimente
relacionada com algumas proteinas de stress. Contudo, em doses letais, o tirame mostrou ser
capaz de provocar, in vivo, a disrupcdo da integridade da membrana celular, através da
peroxidacio dos lipidos (Gupta et al, 1993), pelo que este, pode ser o seu principal modo de
accao (Rath et al, 1995).
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Embora um grande conjunto de dados descrevendo as caracteristicas morfologicas e
bioquimicas da discondroplasia tenha sido reunido, existe ainda pouca informag&o que
demonstre inequivoca e directamente o mecanismo responsavel pela formagsio das lesdes
discondroplasicas. Por exemplo, a disrupg@o fisica da vascularizacio metafisaria resulta na
formagéo de lesbes muito similares as da discondroplasia (Trueta e Amato, 1960; Kieinman et
al, 1991). Contudo, e embora uma das caracteristicas das lesbes discondroplasicas seja a
auséncia de vascularizagéo, segundo Praul et al (2000) ndo parece que a discondroplasia
esteja associada com uma interrupg@o traumatica dos vasos sanguineos. No entanto, alguns
dados do presente trabalho sugerem que, pelo menos em parte, um mecanismo deste tipo
possa estar envolvido no estabelecimento das lesdes (ver adiante, em “vascularizag&o”). Outra
das caracteristicas da discondroplasia & a acumulagio de cartilagem, mas enquanto varios
trabalhos (Lawler et al, 1985, 1988; Thorp et al, 1993) d&o indicacbes que esta n&o esta
associada com um decréscimo de actividade dos mecanismos responséveis pela sua
reabsorcgao, outros (Bai et al, 1992; Rath et al, 1997) sugerem exactamente o contrario.

Quanto ao modo de acgéo dos ditiocarbamatos na indug#o da discondroplasia, os resultados,
in vitro, de Rath et al (1995), sugerem que o tirame exerce um efeito citotdxico nos condrécitos,
provocando a sua morte, provavelmente devido a danos causados ao nivel da membrana. E
possivel que a acumulagdo cronica do tirame e dos seus metabolitos activos nos espacos
sinoviais, possa facilitar a sua acgfio na cartilagem em desenvolvimento. Por outro lado, as
propriedades lipofilicas do tirame podem facilitar a sua retengéo nos tecidos adiposos, bem
como nos espacgos sinoviais, devido a uma redugéo na taxa de remogéo, exercendo, assim, 0s
seus efeitos citotoxicos e modificadores da membrana celular, e que resultam no aparecimento
de lesdes discondroplasicas. A interferéncia no metabolismo daiguns minerais é outra das
hipoteses avangadas. Com efeito, o facto de poedeiras em postura, alimentadas com ragbes
contaminadas com tirame porem uma elevada percentagem de ovos com deficiente
calcificac8o da casca (Guitart et al, 1996; Capela e Silva, 2002, dados néo publicados), o facto
da diminuigc&o nos valores dos parametros mecanicos do tibiotarso, nos animais a quem foi
administrado tirame, darem indicagdes dum decréscimo geral da mineralizagéo dos ossos (Wu
et al, 1990), e ainda o facto dos niveis séricos de calcio em codornizes, apds exposigcio crénica
a tirame (Wedig et al, 1968), fazem supor que este quimico possa exercer a sua acgéo ao nivel
do metabolismo do célcio. Edwards (1987), sugere uma eventual formagéo de quelatos de
célcio, diminuindo, assim, a biodisponibilidade deste ao nivel do tracto gastrintestinal, podendo,
esta diminuigéo, estar associada com o desenvolvimento da discondroplasia. Por outro lado,
existem trabalhos que demonstram que dietas com niveis elevados de cobre evitam, parcial, ou
totalmente, o desenvolvimento da discondroplasia induzida pelos ditiocarbamatos (Wu et al,
1990), o que n&o se consegue no caso da discondroplasia espontanea (Cook et al, 1994) nem
na discondroplasia induzida pela cisteina (Bai et al, 1994). Deste modo, e segundo Cook et al
(1994), essa acgéo traduzir-se-ia num decréscimo na biodisponibilidade do cobre ao nivel do
tracto gastrintestinal. Existem vérias enzimas, distribuidas por todo o organismo, que
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necessitam de cobre para levarem a cabo uma variedade de processos biolégicos essenciais
(Abdel-Mageed e Oeheme, 1990; Prohaska, 1990; Barceloux, 1999; ExPASy, 2000), e que
incluem, entre outros, a catdlise de reacgdes de oxidagio/redugcdo e a protecgdo, ao nivel
celular, de agressdes e danos oxidativos. S&o disso exemplo, as enzimas cobre/zinco-
superoxido dismutase (Eide, 1998; Iskra e Majewski, 1999; Ciriolo et al, 2000; Takahashi et al,
2000) e a ceruloplasmina (Saenko et al, 1994). Por outro lado, a maturagdo dos tecidos
conjuntivos, processo necessario para o adequado estabelecimento de reticulados de elastina
e de colagénio, durante o desenvolvimento, a manutenc8o e a reparacéo destes tecidos, &
mediada através da lisi-oxidase (Farquharson et al, 1989; Smith-Mungo e Kagan, 1998). Os
resultados obtidos por alguns autores (Bridges e Harris, 1988; Woodbury et al, 1999), sugerem
que a deficiéncia em cobre leva ao desenvolvimento da discondroplasia em mamiferos, devido
a inadequada actividade da lisil-oxidase. Igualmente interessante, é o facto da actividade da
ceruloplasmina ser normal nos animais com discondroplasia espontanea (Lilbum e Leach,
1980), enquanto que se verifica a sua redugio nos animais com discondroplasia induzida pelo
trame (Wu et al, 1990). Existem evidéncias da inibigdo da vascularizacdo por varios
ditiocarbamatos (Yoshida et al, 1999; Marikovsky et al, 2000; Marikovsky, 2002). Marikovsky
(2002) e Marikovsky et al (2000), por exemplo, sugerem que a acgdo do tirame e do disulfiram,
respectivamente, se faz sentir ao nivel da actividade da Cu/Zn superéxido-dismutase, enzima
importante no processo de angiogénese. Por outro lado, Sen et al (2002) observaram um
aumento da expressdo do VEGF por acgio do cobre, e sabe-se que o bloqueio da sinalizagao
do VEGF (Gerber et al, 1999) resulta na indugdo de lesdes similares as da discondroplasia.
Adicionalmente, e segundo Strause et al (1987), os efeitos, a longo prazo, de uma deficiéncia
prolongada em cobre, incluem um decréscimo na osteogénese a na actividade dos
osteoclastos. Dado que os ditiocarbamatos, como se disse, sdo quelantes de metais pesados,
por um lado, e dado que a discondroplasia se caracteriza por uma falha na vascularizacéo e
por um decréscimo na reabsor¢ao da cartilagem, por outro, seria interessante investigar uma
eventual correlagio entre estes fendmenos. No entanto, a quelatagdo do cobre como possivel
mecanismo de acgio dos ditiocarbamatos, € contrariada pelo facto de outros potentes
quelantes de metais n&o induzirem a discondroplasia (Cook et al, 1994). Por outro lado, os
valores dos indicadores classicos dos niveis de cobre (actividade da superéxido-dismutase,
nivel de cobre no sangue ou no osso, hematocrito) ndo sdo afectados pela ingestdo de
ditiocarbamatos, ndo resultando numa situag2o generalizada de deficiéncia em cobre (Wu et al,
1990, 1993; Cook et al, 1994). Como foi referido anteriormente, os resultados de varios
trabalhos fazem supor que a acgfo do tirame possa ser exercida ao nivel do metabolismo do
calcio. Edwards (1987), sugere uma eventual formagio de quelatos de célcio, diminuindo,
assim, a biodisponibilidade deste ao nivel do tracto gastrintestinal, podendo, esta diminuigéo,
estar associada com o desenvolvimento da discondroplasia. Quanto & acgéo do tirame
gostariamos ainda de referir os resuitados obtidos por nés préprios (Capela e Silva, 2002,
dados n&o publicados), num ensaio em que, utilizando 6leo de milho como veiculo de
administragdo, fornecemos tirame, por intubagdo gastrica, durante os 21 dias do ensaio, na
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dose didria de 50 mg/Kg de peso vivo. Curiosamente, dos 30 animais do grupo experimental,
apenas um desenvolveu lesGes discondroplasicas. Ja tinhamos feito referéncia ao trabalho de
Watkins et al (1991), os quais observaram que o 6leo de soja hidrogenado, que contém acidos
gordos frans, fez aumentar a gravidade e a incidéncia de lesdes discondroplasicas, aquando da
substituicdo do 6leo de soja ndo hidrogenado nas dietas de frangos de carmne. Segundo estes
autores, 0 modo de ac¢do dos acidos gordos frans parece estar relacionado com uma eventual
inibicdo da biossintese de prostaglandinas, contribuindo, assim, para a ocorréncia das lesdes.
O modo de acgéo do tirame pode ser do mesmo tipo, tendo este sido contrariado por alguns
dos constituintes do 6leo de milho, que, como se sabe, sdo precursores das prostaglandinas
(Watkins, 1998), e estas, por sua vez desempenham um importante papel no metabolismo dos
condrocitos (O'Keefe et al, 1992). A este respeito, sdo interessantes os trabalhos de Barnea et
al (1985), em tecido nervoso, cujos resultados sugerem que o cobre extracelular pode servir
como modulador da acgdo da prostaglandina PGE2, e os trabalhos de Ziche et al (1982),
segundo os quais, a produgdo da prostaglandina PGE1 e a mobilizagdo de cobre séo eventos
fundamentais para a ocorréncia da vascularizacdo da comea. Todavia, fica em aberto a
hipétese do 6leo de milho interferir directamente no metabolismo do tirame e, por essa razéo,
nao ser o veiculo de administragdo mais adequado. Convém no entanto referir que, em
mamiferos, o 6leo de milho € utilizado com essa finalidade quando se utiliza o tiram ou outros
ditiocarbamatos (Rafael et al, 2000). Ainda quanto ao efeito destes quimicos, Suzuki et al
(2000, 2001), induziram malformagdes no esqueleto cartilagineo de embrides de solha através
da exposi¢ao destes a disulfiram. Estes autores sugerem que o disulfiram afecta a sintese de
proteoglicanos e a maturagéo de colagénio, através do bloqueio da ascorbato desidrogenase,
interferindo, assim, no metabolismo do &cido retindico, 0 qual regula miltiplas e importantes
actividades metabolicas dos condrécitos (Shapiro et al, 1991). Por outro lado, estes autores
sugerem, ainda, que o disulfiram pode exercer efeitos secundarios na actividade da prolil-
hidroxilase, enzima que desempenha um importante papel no desenvolvimento da cartilagem e
dos ossos cartilagineos (Annunen et al, 1998).

Analisemos agora, cada uma das imunomarcacbes em separado, tentando, no capitulo 6
(Discussao Geral), fazer a integragdo dos resultados obtidos, de modo a avaliar o modelo
experimental tirame no estudo da discondroplasia.
5.4.1 Proliferagdo celular

PCNA
Embora seja um marcador de proliferagdo celular, o PCNA pode igualmente ser expresso em
associagdo com a reparacdo de DNA e, também, muito possivelmente devido & sua longa

semi-vida, nas células noutros estadios de diferenciagéo, como foi demonstrado por coloragéo
PCNA em condrécitos hipertréficos de placas de crescimento normais de coelho (Aizawa et al,

150



1997). O PCNA esta disponivel como um indice do incremento das células e expressa-se da
parte final da fase G1 para a fase S do ciclo celular (Hall et al, 1990). A divisdo activa das
células ocorre na parte proximal da zona de proliferago e muitos condrocitos nesta zona estédo
na fase S (Breur et al, 1994; Wilsman et al, 1996). Contudo, Aizawa et al (1997) raramente
encontraram condrocitos PCNA-positivos na parte proximal da zona de proliferagéo tendo sido
encontrados na parte superior da zona de hipertrofia. Deste modo, alguns condroécitos na fase
S podem n#o corar positivamente, e algumas células que ndo esto na parte final da fase G1
para a fase S, podem corar positivamente, pelo que esta podera ser uma explicagdo para a
aparente contradicio encontrada pelos diferentes autores. Esta auséncia de especificidade
sugere que os resultados PCNA devem ser analisados com alguma precaugdo como um
marcador definitivo de células em proliferacio (Yu e Filipe, 1993).

Ainda assim, o PCNA tem sido usado em varios estudos de proliferagdo. Segundo Pines et al
(1998), através de imunomarcacio PCNA, os primeiros eventos na discondroplasia ocorrem
devido a uma alterag3o no controlo espacial e temporal da proliferagéo celular, o que pode ser
devido a uma expressao anormal dos factores de crescimento. De acordo com estes autores,
usando linhas para baixa e elevada incidéncias de discondroplasia espontanea, os primeiros
eventos das lesdes ocorrem em células com fenétipo proliferativo no interior da zona de
hipertrofia, os quais se dividem e formam a les8o, ndo expressando os genes associados com
a hipertrofia. A anomalia na proliferagao tem inicio num local discreto, uma vez que na maioria
dos casos as lesdes foram unilaterais. Por outro lado, ndo foi encontrada associacdo entre as
lesdes e o centro secundario de ossificacso, o0 que também sugere que a lesdo ocorre numa
localizagio discreta. Os resultados de Pines et al (1998) sugerem uma elevada taxa de
proliferacio na zona de hipertrofia, empurrando os condrocitos hipertroficos para posigdes
proximais e distais das lesdes. Resultados semelhantes foram encontrados por Ahmed et al
(1995) em ratos mutantes Tich, que observaram uma correlagdo positiva entre o aparecimento
das lesdes com um incremento da divis&o celular na regido central da zona de hipertrofia. Em
estudos similares, mas utilizando como marcador de proliferagdo o BrdU, Farquharson et al
(1992) ndo observaram diferencas marcantes na proliferagio dos condrécitos entre placas de
crescimento normais e discondroplasicas moderadas. Os nosso resultados estdo de acordo
com os resultados destes Uitimos autores, ndo sendo significativas as diferengas encontradas,
entre as percentagens de condrécitos proliferativos entre as placas de crescimento normais
(21,2%), e as placas de crescimento discondroplasicas (20,7%). Estes resultados sugerem,
assim, que um eventual incremento na taxa de proliferagio ndo & o mecanismo responsavel
para a acumulacio de cartilagem observada na discondroplasia. Em nossa opinido seria
mesmo de esperar um ligeiro decréscimo na taxa de proliferagcdo nas placas de crescimento
discondropléasicas, pois a acumulacéo de cartilagem, muito provavelmente, impede a normal
proliferacdo dos condrécitos. Farquharson et al (1992) observaram este efeito em placas de
crescimento discondroplasicas com lesdes graves.
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c-myc

A proteina c-myc é um factor de transcricdo envolvido no controlo da proliferagdo e da
diferenciac&o celular, na apoptose e em todos os processos basicos da embriogénese (Piedra
et al, 2002). A c-myc esta associada ao nucleo e é codificada pelo proto-oncogene c-myc
(Farguharson et al, 1992). Nas células quiscentes existe muito pouca c-myc (Aizawa et al,
1999). Quando as células recebem os sinais mitogénicos e comegam a proliferar, a expressao
da c-myc é rapidamente desencadeada e a proteina pode ser observada no nucleo (Bai et al,
1994). Pelo contrario, a medida que as células se diferenciam, a expresso da c-myc,
geralmente, comeca a diminuir (Meichle et al, 1992). Deste modo, a ¢c-myc parece estar ligada
a estimulos mitogénicos e & proliferacéo celular (Farquharson e Jefferies, 2000), acelerando a
passagem através da fase G1 do ciclo celular (Fuhrmann et al, 1999). Por outro lado, a
express&o constitutiva induzida desta proteina previne a diferenciac#o terminal (lwamoto et al,
1993; Quarto et al, 1992) e, na auséncia de factores de crescimento, induz a apoptose (Evan et
al, 1995; Gibson et al, 1995). Contudo, varios investigadores referem que a regulagio da
expressao do c-myc e a sintese de DNA estdo desligadas e que a diferenciacéo de algumas
linhas celulares ndo & acompanhada por um simples decréscimo na expressdo da c-myc
(Farguharson e Jefferies, 2000). Por outro lado, niveis elevados da proteina c-myc foram
observados em determinado namero de células em diferenciagdo in vivo, designadamente
células das criptas do colon (Stewart et al, 1986), epitélio ocular (Nath et al, 1987) e nos
condrécitos da placa de crescimento (Farquharson et al, 1992). Alguns frabalhos mostraram
que a c-myc esta localizada nos condrécitos em proliferagéo e na parte superior da zona de
hipertrofia, pelo que se acredita que a expressao desta proteina na placa de crescimento possa
estar associada com as proliferago e a diferenciac8o celulares (Farquharson et al, 1992;
Loveridge et al, 1993; Weng et al, 2002). A c-myc participa iguaimente na diferenciagéo
(Battaglino et al, 2002) e na regulagéo (Daumer et al, 2002) dos osteoclastos, & expressa pelos
osteoblastos (Ren et al, 1992) e, em processos de reparacgio de fracturas, Oni (2000) observou
a sua expressao nas células osteogénicas do peridsteo, do endosteo, dos canais de Havers e
nas novas trabéculas 6sseas.

No presente trabalho, e ao contrario do que seria de esperar, foi observada a expresso
nalguns condrocitos da zona de repouso, 0 que, no entanto, esta de acordo com os resultados
de outros trabalhos (Farquharson et al, 1992; Aizawa et al, 1999; Weng et al, 2002). Uma vez
que a expressdo da c-myc aumenta rapidamente quando as células quiescentes s&o
estimulados a proliferarem (Farquharson et al, 1992), a sua presenga nesta zona pode querer
dizer que estas células receberam estimulos mitéticos. Aizawa et al (1999) observaram, em
placas de crescimento de coelhos, a expressdo da c-myc na zona de proliferag&o e na parte
superior da zona de hipertrofia as 5 semanas de idade, enquanto as 10 semanas essa mesma
expresséo foi fundamentalmente observada na parte inferior da zona de hipertrofia. Enquanto
os condrécitos em proliferagdo exibiam uma marcacdo nuclear, nas células hipertréficas essa
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marcacgio era citoplasmatica, embora alguns condrécitos hipertroficos terminais, por vezes,
expressassem igualmente marcagao nuclear. Nos animais mais novos a c-myc foi co-localizada
com o PCNA, enquanto na zona de hipertrofia dos animais mais veihos a c-myc encontrava-se
presente no nicleo de algumas células que apresentavam igualmente quebras de DNA, o que
sugere um estado apoptético. Estes resultados sugerem que na placa de crescimento de
coelhos, a c-myc esta associada com processos celulares diferentes, dependendo da idade dos
individuos e do estadio de desenvolvimento dos condrécitos. Por seu lado, Wang et al (1997)
observaram, em ratos, uma intensa imunomarcagio nuclear nos condrécitos proliferativos.
Essa marcagdo diminuiu nos nicleos dos condrécitos maduros e aparece no citoplasma. A
imunorreacgdo aumentou nos condrdcitos hipertroficos completamente diferenciados, mas foi
baixa nos condrocitos hipertréficos no final da hipertrofia. Em cultura de células de condrécitos
de embrides de galinha, as células em proliferagdo expressam a c-myc como factor de
transcric8o, cuja sobre-express@o previne a maturagdo (lwamoto et al, 1993; Quarto et al,
1992), o que sugere que uma das fungdes desta proteina € manter os condrécitos num estado
proliferativo. No presente trabalho, no parecem existir diferencas nos indices de células
positivas para a proteina c-myc nos condrdcitos proliferativos das placas de crescimento
normais e discondroplasicas, tal como observado por Loveridge et al (1993). Pelo contrario, nas
placas de crescimento discondroplasicas, o numero relativo de condrocitos hipertréficos
positivos & significativamente reduzido em comparagdo com as células de igual fenétipo nas
placas de crescimento normais, resultados igualmente obtidos por Farquharson e Jefferies
(2000), utilizando o modelo célcio. Estes resultados esto de acordo com o que seria de
esperar, uma vez que uma das caracteristicas da discondroplasia ¢ a falha na completa
diferenciacdo dos condrécitos. Loveridge et al (1993) sugerem que os passos iniciais na
diferenciagio dos condrécitos séo caracterizados por um incremento na proteina c-myc e estes
autores propuseram uma possivel ligagéo entre a c-myc, o TGF-$ e a 1,25-D no processo de
diferenciacdo dos condrécitos (Loveridge et al, 1992). Sabe-se que a 1,25-D regula a
diferenciacio dos condrécitos e modula a expressdo do TGF-§ e da ¢-myc, enquanto esta
altera a expressio dos receptores para a vitamina D. Esta relagdo sugere que a c-myc € o
TGF-B sdo componentes essenciais da cascata de sinal, regulada pela 1,25-D nos condrdcitos
da placa de crescimento (Farquharson e Jefferies, 2000). Niveis reduzidos da proteina c-myc
podem estar iguaimente relacionados com a falha na mineralizagdo que se verifica na
discondroplasia (Farquharson e Jefferies, 2000). A mineralizagdo da matriz da placa de
crescimento é mediada pelas acgdes das vesiculas da matriz (Anderson, 1995) que sé&o
formadas por uma série de processos, que podem incluir apoptose (Akisaka e Gay, 1985). Com
efeito, a proteina c-myc & um potente indutor da apoptose, e um decréscimo na sua
concentragdo pode levar a uma diminuigdo na sintese das vesiculas da matriz e falhas na
mineralizacso (Farquharson e Jefferies, 2000). Evidéncias que suportam esta hipGtese foram
fornecidas por Nie et al (1995), os quais demonstraram que na discondroplasia existem
anomalias na formacio das vesiculas da matriz. Farquharson et al (1992) localizaram
imunohistoquimicamente a proteina ¢c-myc em todos os condrécitos da placa de crescimento
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em galinha e em rato com uma marcagéo mais intensa nos condrécitos em proliferagéo e em
diferenciagdo. Estes autores observaram ainda um paralelismo entre a express&o do c-myc e
do BrdU, o que sugere um papel importante da c-myc na proliferac&o e o seu envolvimento na
diferenciagéo e/ou hipertrofia dos condrécitos (Farquharson et al, 1992). Os nossos resultados
estdo de acordo com os resultados de Loveridge et al (1993) os quais, utilizando o modelo Ca,
também observaram nas placas de crescimento discondroplasicas uma redugéo na expressio
do c-myc nos condrécitos de transic@o. Nas areas de reparago das lesdes verificaram, tal
como nds, um incremento na expressdo do c-myc. Estes resultados sugerem que o proto-
oncogene c-myc & um dos elementos importantes no conjunto de eventos associados &
diferenciagcdo e a hipertrofia dos condrdcitos e 38 mineralizag8o da matriz (Loveridge et al,
1993). Relativamente a este evento, & de salientar que Toury et al (1999) observaram
imunomarcagdo para a c-myc nas areas de calcificagdo da matriz da cartilagem. A
imunomarcagéo ocorreu essenciaimente junto das fibrilas de colagénio Il, o que reaimente
sugere que o proto-oncogene c-myc pode estar implicado no processo de calcificagdo do
colagénio deste tipo na placa de crescimento epifisaria. A co-expressédo da c-myc e do PCNA
nos condrocitos em proliferagio observada por Aizawa et al (1999) confirma a relagéo existente
entre a ¢-myc e a proliferaco celular. Na parte superior da zona de hipertrofia a elevada
percentagem de condroécitos com marcagéo positiva, por um lado, e o facto de Aizawa et al
(1999) terem igualmente observado a co-expressdo da c-myc e da PCNA, sugere que nesta
zona alguns dos condrécitos estdo ainda em proliferagso. A c-myc estd fundamentaimente
localizada no citoplasma, o que confirma os resultados de outros autores (Aizawa et al, 1999;
Wang et al, 1997) contrastando, no entanto, com a localizagdo nuclear na zona de proliferag&o.
Enquanto a localizag&o nuclear esta de acordo com o conhecido papel da c-myc como factor
de transcrigdo, o significado da marcago citoplasmatica n&o é ainda conhecido, podendo, no
entanto, estar relacionado com a diferenciagéo dos condrécitos (Loveridge et al, 1993; Wang et
al, 1997). A imunomarcagdo nos condrécitos hipertréficos terminais, junto dos canais de
vascularizag8o, pode estar associada a um eventual papel desta proteina na apoptose. A
protelna c-myc € um potente indutor da apoptose e Evans et al (1992) referem que a indugéo
pode acontecer nas fases G0, G1 e S do ciclo celular através, e de acordo com os resultados
de Juin et al (1999, 2002), da desestabilizagdo da integridade mitocondrial, levando a libertag&o
do citocromo-c, em cooperagdo com 0s membros pro-apoptéticos da familia Bel-2. Por outro
lado, os resultados de Aizawa et al (1999) sugerem que, pelo menos em coelhos, na placa de
crescimento a c-myc esta associada com processos celulares diferentes, dependendo da idade
dos individuos e do estadio de desenvolvimento dos condrécitos, sendo, pois, possivel que
esteja envolvida na regulacdo da transcricdo de genes associados com a apoptose.
Adicionalmente, os resultados obtidos por Wang et al (1997), em ratos, sugerem que a
expressdo da c-myc observada nos condrocitos hipertréficos terminais da placa de
crescimento, pode estar associada com a apoptose destes.
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Em conclus3o, as diferengas encontradas no presente trabalho, na imunomarcagéo da c-myc,
parecem ser mais uma consequéncia do que uma causa da patologia, uma vez que a menor
quantidade de condrécitos hipertroficos positivos para a c-myc nas placas de crescimento
discondroplasicas, decorre, muito provavelmente, do facto de existirem menos ceélulas neste
estadio de desenvolvimento.

Ubiquitina

A resposta celular a situagbes de stress, pode traduzir-se na sintese imediata de vérios tipos de
proteinas, da qual resultam a tolerancia e a citoprotecc@io contra os danos moleculares
causados por essas situagbes. Estas respostas celulares sfo induzidas por uma serie de
condigdes normais e anormais que afectam os processos homeostaticos, e incluem alteragbes
no estado fisiolsgico envolvendo hormonas e factores de crescimento, condigdes
patofisiolégicas e agentes de stress (Morimoto et al, 1994; Schwartz e Ciechanover, 1999,
Wilkinson, 1999; Layfield et al, 2001; Ciechanover e Schwartz, 2002; Fuchs, 2002; Glickman e
Ciechanover, 2002). As respostas as situagbes de stress envolvem interacgbes moleculares
cuja funcdo é proteger e reparar as macromoléculas dos danos causados pelos agentes de
stress e manter as integridades genética e metabdlica (Sanders et al, 1996). O termo
"proteinas de stress" (Goering, 1995), é hoje usado relativamente a um conjunto de proteinas
que inclui as proteinas de choque térmico (em inglés, heat shock proteins, hsp), a
hemoxigenase e as multidrug-resistant gene p-glycoproteins (Sanders e Dyer, 1994), a
osteonectina (Neri et al, 1992), as metalotioneinas, a trombospondina e a ubiquitina (Neri et al,
1992; Del Razo et al, 2001).

Um incremento nos danos causados nas proteinas nativas, por situagdes de stress, induz a
sintese de proteinas que participam na sua protecgdo e no seu furnover através de trés vias
discretas: (1) aumentando os niveis de chaperoninas, as quais, a par das suas fungbes de
protecgdo e reparagdo, transportam as proteinas danificadas, e ndo reparaveis, para os
apropriados locais de degradagio lisossomica e citoplasmatica, (2) aumentando os niveis de
diversas proteases que selectivamente degradam as proteinas n3o nativas e, (3) aumentando
os niveis de ubiquitina (Chiang et al, 1989; Leonhardt et al, 1993; Goldberg e Guillou, 1994).

A protedlise regulada desempenha um importante papel na fisiologia da célula, quer em
situagbes normais, quer em condigdes patologicas. Em muitas das situagbes, este tipo de
protedlise é levada a cabo pelo sistema ubiquitina-proteassoma (Attaix et al, 2001). A ubiquitina
é uma proteina de baixo peso molecular (7kDa) envolvida na degradacéo néo lisossémica de
proteinas intracelulares (Schiesinger, 1990). Pequenas familias multigenes codificam para as
formas constitutivas expressas e indutiveis da ubiquitina. A ubiquitina é uma proteina que esta
presente em todas as células eucariéticas, o que, associado ao facto de ter conservado a sua
estrutura, evidencia a sua importancia vital no metabolismo celular. Por seu lado, a
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proteassoma € uma enzima proteolitica citoplasmatica, que constitui a maquinaria enziméatica
central deste sistema, responsavel pela degradagdo da maior parte das proteinas intracelulares
(Attaix et al, 2001; Wojcik, 2002). A degradacéo das proteinas afravés da via do complexo
ubiquitina-proteassoma envolve duas etapas discretas e sucessivas: (1) marcagdo das
proteinas-alvo por varias moléculas de ubiquitina, através de ligagcbes covalentes, fenémeno
conhecido por ubiquitinag&o; (2) degradagio das proteinas identificadas pela ubiquitina, pelo
complexo proteassoma 26S, com a libertacdo da ubiquitina livre e reutilizavel (Glickman e
Ciechanover, 2002).

A via degradativa do complexo ubiquitina-proteassoma desempenha um papel central na
regulagdo do crescimento e da proliferagdo celular através do controlo de varias proteinas
chave do ciclo celular (Murray et al, 1998; Yew, 2001; Clarke, 2002; Imiger, 2002; Naujokat e
Hoffmann, 2002; Bashir e Pagano, 2003). Por outro lado, sabe-se que a ubiquitina & um
elemento igualmente importante na regulag2o da sintese do RNA menssageiro (Conway et al,
2002), na regulagdo do citosqueleto (Archibald et al, 2003), na regulagdo do turnover da
catenina-beta (Aberie et al, 1997), no controio da transcricdo (Muratani e Tansey, 2003), na
adesdo e na migragéo celular (Parakh e Kannan, 1993) e na regulagéo da apoptose (Orlowski,
1999; Naujokat e Hoffmann, 2002; Wojcik, 1999, 2002; Lee e Peter, 2003; Yang e Yu, 2003).

N3do encontrdmos na bibliografia consultada referéncias quanto ao papel da ubiquitina no
processo de ossificacdo endocondral. Em nossa opinido, os resultados obtidos no presente
trabalho, relativamente a ubiquitina, podem ser comparados com os resultados obtidos para a
c-myc, ou seja, a sua expressao tem a ver com o processo da ossificagio endocondral, em si,
e nao parece estar directamente relacionada com o desenvolvimento da discondroplasia. E
mesmo um possivel aumento esperado na expressdo a ubiquitina, em resposta a situagéo de
do stress bioquimico e mecanico provocado pela acumulagao de matriz, ndo veio a verificar-se.
Sabe-se que a via degradativa do complexo ubiquitina-proteassoma desempenha um papel
central na regulagéo do crescimento e da proliferagdo celular através do controlo de varias
proteinas chave do ciclo celular (Murray et al, 1998; Yew, 2001; Clarke, 2002; Imiger, 2002;
Naujokat e Hoffmann, 2002; Bashir e Pagano, 2003). Ndo é de estranhar, por isso, a
imunomarcagéo dos condrocitos proliferativos em ambos os tipos de placas de crescimento
com um padréo de expressdo similar. Quanto aos condrécitos hipertréficos, células em que a
imunomarcacéo foi bastante evidente, a expressdo da ubiquitina deve estar relacionada com a
intensa actividade metabélica que se verifica nesta fase da diferenciagéo dos condrdcitos. Com
efeito, na zona de hipertrofia as células aumentam bastante de tamanho (Brighton, 1978, 1984;
lannotti, 1990), devido, pelo menos, numa primeira fase, e aparentemente, a um aumento de
volume do nucleo e do citoplasma (Holtrop, 1972b; Buckwalter et al, 1986). No estadio terminal
de hipertrofia, a altura e o volume médios das células aumentam cerca de 4-10 vezes,
respectivamente, verificando-se igualimente um aumento, de cerca de 3 vezes, no volume
médio de matriz por célula (Hunziker et al, 1987; Noonan et al, 1998; Vanky et al, 1998). Por
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observacio em microscopia electronica, esses condrocitos parecem degenerados, e a Ultima
célula de cada coluna parece ndo viavel, apresentando uma acentuada fragmentagéo da
membrana celular e do envelope nuclear, e a perda de componentes citoplasmaticos (Brighton
et al, 1973). E assim natural que os condrécitos hipertréficos apresentem uma expresséo
elevada da ubiquitina, dada a necessidade constante da existéncia duma protedlise regulada.
O facto de se terem verificado diferencas significativas na percentagem de células positivas
entre as placas de crescimento normais (95,4%) e as placas de crescimento discondroplasicas
(89,2%), provavelmente tera a ver com as diferencas existentes no proprio processo de
hipertrofia que se sabe existirem entre as placas de crescimento normais e as placas de
crescimento discondroplasicas. Por outro lado, uma vez que existem evidéncias que os
condrécitos, na parte inferior da zona de hipertrofia, evoluem para uma situacéo de apoptose
(Gibson et al, 1995; Hatori et al, 1995; Zenmyo et al, 1996; Ohyama et al, 1997; Silvestrini et al,
1998), a imunomarcagio de muitos dos condrécitos hipertréficos terminais, junto aos canais
vasculares, sugere que a via degradativa do complexo ubiquitina-proteassoma deve
desempenhar um papel importante na regulagio da morte celular por apoptose, como alias foi
evidenciado por varios autores (Orlowski, 1999; Naujokat e Hoffmann, 2002; Wojcik, 1999,
2002; Lee e Peter, 2003; Yang e Yu, 2003). Finalmente, a imunomarcacéo positiva de
osteoblastos, osteoclastos e oste6citos, bem como de iniimeras células da medula, com um
padréo de expressao similar nos dois tipos de placa de crescimento, provaveimente esta
relacionada com as suas diferentes actividades metabdlicas, associadas ao processo de
ossificagdo endocondral.

S$100

As proteinas S100, originalmente isoladas por Moore (1965), do cérebro de bovino, constituem
uma familia de proteinas citoplasmaticas de baixo peso molecular (9-13 kDa), pertencentes ao
grupo das proteinas que ligam ao Ca®, caracterizadas pela denominada estrutura de tipo EF-
hand (para revisdes ver Zimmer et al, 1995; Nelson e Chazin, 1998; Heizmann et al, 2002;
Donato, 1999, 2003). Algumas proteinas S100 tém igualmente a capacidade de ligac&o ao n*
e ao Cu®* (Heizmann e Cox, 1998). As proteinas S100 caracterizam-se, ainda, pelo elevado
grau de conservacio na sequéncia de aminoacidos mantido ao longo da evolugéo dos
vertebrados (Donato, 2001), embora tenha sido referida uma certa micro-heterogeneidade,
entre espécies, das subunidades que as constituem (Isobe et al, 1983). Esta familia de
proteinas compreende 21 membros, expressos exclusivamente nos vertebrados (Arcuri et al,
2002; Chowdhury e Yoshimura, 2002; Donato, 2003; Girolamo et al, 2003). As proteinas S100
ndo exercem actividades enzimaticas conhecidas, e fazem sentir os seus efeitos intracelulares
interagindo com, e modulando, a actividade de outras proteinas, referidas como proteinas-alvo
(Zimmer et al, 2003). Embora varios dados sugiram que as S100 exibem padrbes de expresséo
muito especificos nos tecidos maduros normais, os niveis de expressdo duma dada proteina
S$100, podem ser fortemente afectados por factores ambientais (Donato, 2003). A quantidade
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de uma dada proteina S100 expressa nas células ndo é fixa, e alguns tipos celuiares
expressam niveis elevados, enquanto outros expressam niveis intermédios, baixos ou nulos.
Estas variagdes podem reflectir o papel, ou os papéis funcionais duma dada proteina S100, o
tipo celular em que ela é expressa e a co-presenga de outros membros da mesma familia
(Donato, 2003). Considerando estes dados em conjunto, podemos ser levados a pensar que:
existe um certo grau de especificidade celular para os diferentes membros da familia S100; os
membros desta familia ndo s&o permutaveis; ou que tipos celulares especificos necessitam
duma proteina S100 especifica (Donato, 2003). Contudo, nalguns casos, as S100 partilham as
suas proteinas-alvo e, por essa razdo, regulam actividades idénticas (provavelmente em
diferentes tipos celulares), €, noutros casos ainda, diferentes membros das S100 participam em
conjuntos de actividades similares (Donato, 2003). A variedade de proteinas intracelulares-aivo
das S100 e, nalguns casos, de apenas uma proteina S100, e a especificidade na expressdo
celular de certos membros da familia S100, sugerem que estas proteinas devem desempenhar
algum papel importante na regulagéo de proteinas efectoras efou de etapas especificas de vias
de sinalizagéo/fungbes celulares (Donato, 2003). Intracelularmente, as $100 estdo envolvidas
na regulagdo (ver Donato, 1999, 2003; Heizmann et al, 2002): da fosforilagdo de proteinas, da
actividade enzimatica, do crescimento e da diferenciacdo celulares (Hitomi et al, 1998;
Sakaguchi et al, 2000), do ciclo celular (Klein et al, 198; Chano et al, 1995), da homeostase do
calcio (Baimbridge et al, 1992; Barger e Van Eldik , 1992; Arkuri et al, 2002), das morfologia e
motilidade celulares e da dindmica de certos constituintes do citosqueleto (Donato et al, 1989;
Schelinfreund et al, 1990), da adesao celular (Yonemura et al, 2000) e da remodelacéo da
matriz extracelular, influenciando a express@o das MMPs e dos TIMPs (Bjornland et al, 1999;
2001). Por outro lado, s&o crescentes as evidéncias de importantes fungfes extracelulares dos
membros da familia $100, incluindo a estimulagdo da proliferag&o e a indugéo da apoptose de
determinados tipos celulares (Fano et al, 1995; Hu e Van Eldik, 1996; ver Donato, 2001, 2003;
Yui et al, 2003), e a estimulagido da angiogénese (Ambartsumian et al, 2001). As fungdes
pleiotropicas, intra e extracelulares, das proteinas S100, traduzem as suas distintas afinidades
para o Ca®, para o Zn** e para o Cu®", a sua ligagso a diferentes proteinas-alvo e diferentes
modificagbes pos-translasicionais (Heizmann, 2002). Alteragbes nas funcbes das proteinas
S$100 estdo associadas a uma série de patologias, designadamente, cardiomiopatias,
patologias neurol6gicas, tumores e inflamacgbes cronicas (ver Barraciough, 1998; Donato, 1999;
Heizmann, 2002; Heizmann et al, 2002; Mazzucchelli, 2002).

Inicialmente as proteinas S100 foram descritas como sendo especificas do sistema nervoso,
mas foram sendo identificadas numa variedade de outros tipos celulares (ver Haimoto et al,
1987), incluindo células inflamatérias, em particular neutréfilos (Yui et al, 2003) e macrofagos
(Rammes et al, 1997), condrécitos, da placa de crescimento e da cartilagem articular, e células
osteobléasticas (Weiss e Dorfman, 1986; Nakamura et al, 1988; Sugimoto et al, 1991; Lombardi
et al, 1992; Dascalu et al, 1996). Tajima et al (1991), observaram uma imunomarcagéo positiva
das 8100 mais forte em condrécitos hipertréficos do que nos condrécitos proliferativos. Por seu
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lado, Weiss e Dorfman (1986) observaram iguaimente imunomarcagéo intensa nos condrécitos
hipertréficos da placa de crescimento junto & zona de calcificagio (Weiss e Dorfman, 1986). A
intensidade da imunomarcagéo foi aumentando no citoplasma dos condrécitos @ medida que se
caminhava ao longo da zona de proliferagéo para a zona de hipertrofia, sendo maxima na zona
de mineralizagdo. Sugimoto et al (1991) obtiveram resultados semelhantes em cartilagem
articular, observando uma imunomarcagao positiva intensa nos condrdcitos hipertroficos nas
areas perivasculares. A express3o das S100 est4 igualmente associada a varias patologias da
cartilagem e do osso, desighadamente, osteoartrite e artrite reumatSide (Mohr et al, 1985; Chen
et al, 1990), em processos de reparagsio tecidular (Yoshioka et al, 1988; Wolf et al, 1992;
Leonardi et al, 2000) e ao desenvolvimento de determinados tipos de tumores (Okajima et al,
1988; Chano et al, 1995). Em situagdes de patologias tumorais, varios autores (Okajima et al,
1988; Chano et al, 1995) obtiveram resultados similares, sendo a imunomarcagéo para as S100
mais intensa nos condrécitos bem diferenciados da cartilagem epifisaria normal, dos
encondromas, dos osteocondromas e dos condrosarcomas. Por outro lado, as areas ocupadas
pelos condroblastomas mostraram uma forte imunomarcagéo para as S100, na matriz junto as
células da zona de deposicio mineral. Adicionalmente, nos osteosarcomas foram observadas
células positivas nas areas condroblastica e osteoblastica (Okajima et al, 1988). De acordo com
estes autores, as proteinas S-100 desempenham aigum papel na calcificagéo dos tumores.

Relativamente aos resultados obtidos no presente trabatho, eles estdo de acordo com os
resultados de outros autores, anteriormente referidos, uma vez que foram observados
condrocitos positivos fundamentalmente na zona de hipertrofia, quer nas placas de crescimento
normais quer nas placas de crescimento discondroplasicas, embora algumas céiulas
proliferativas tenham exibido expressdo nuclear. Por outro lado, nas placas de crescimento
discondroplasicas foram observados condrocitos hipertréficos positivos no interior das lesbes, o
que sugere um papel reparador destas proteinas, tal como acontece noutras patologias, ou
pode tratar-se duma resposta a situagso de inflamag&o crénica derivada do stress bioquimico e
mecanico provocado pela acumulagdo de matriz. De salientar ainda o facto de alguns
condrécitos na fase final de hipertrofia, junto aos canais vasculares, terem mostrado uma
imunomarcagso intensa. Estes dados, em conjunto, sugerem que as proteinas da familia S100
devem estar envolvidas na proliferagdo, na hipertrofia e na apoptose dos condrécitos, como
evidenciado por outros autores para outros tecidos (Fano et al, 1995; Hu e Van Eldik, 1996; ver
Donato, 2001, 2003; Yui et al, 2003), e na estimulagdo da angiogénese da placa de
crescimento. Por outro lado, a imunomarcagio intensa da matriz 6ssea e das zonas junto aos
locais de mineralizagdo, dadas as propriedades de ligagdo ao calcio, e a sua participagdo na
homeostase deste i&o (Baimbridge et al, 1992; Barger e Van Eldik, 1992; Arkuri et al, 2002),
sugere que a expressdo destas proteinas nos condrécitos deve estar envolvida na
diferenciacio, no metabolismo e na mineralizagdo da cartilagem, confirmando os resultados
obtidos por outros autores (Weiss e Dorfman, 1986). Este facto, a juntar ao conhecido
envolvimento das proteinas S100 na regulagdo da remodelagdo da matriz extracelular,
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influenciando a expressdo das MMPs e dos TIMPs (Bjornland et al, 1999; 2001), torna
interessante um estudo mais aprofundado duma eventual ligagdo entre estas familias de
proteinas no desenvolvimento da discondroplasia.

Tubulina

O citosqueleto é de extrema importancia no controlo da forma e dos movimentos das células e
do movimento dos organelos citoplasmaticos (Benjamin et al, 1994). Na maior parte das células
o citosqueleto consiste em trés tipos de fibras de proteinas: os microfilamentos, os microtibulos
e os filamentos intermédios. Os microtibulos s&o constituidos, essencialmente, pela
polimerizacdo de um heterodimero de tubulina-a e tubulina-B, proteinas globulares que nos
vertebrados s&@o codificadas por uma familia de genes muito consetrvados durante a evolugdo
(Plancha e David-Ferreira, 1999). Contudo, varios estudos demonstraram a existéncia das
tubulinas vy, 8§ e ¢ (Bums, 1995; Smrzka et al, 2000). Os microtibulos tém varias fungdes
bioldgicas (ver Avila, 1992; Nogales, 2000), designadamente, no transporte intracitoplasmatico
(Vale, 1987), na formagdo do fuso mitético (Mitchison et al, 1986) e no movimento ciliar
(Gibbons, 1981).

No que diz respeito aos condrdcitos, uma vez que estes estdo encerrados no interior de uma
matriz extracelular rigida, ndo se conseguem mover. Eles sé&o passivamente deformados
durante a compress&o (Skaggs et al, 1993) e néo alteram activamente a sua forma, excepto
durante a hipertrofia (Cancedda et al, 1995). Em situagfes de osteoartrite verifica-se
igualmente uma alteragéo da forma nos condrécitos articulares (Weiss, 1973), em virtude das
alteragbes que se verificam na arquitectura do citosqueleto (Kouri et al, 1998). Existem fortes
evidéncias que sugerem que o citosqueleto é importante na condrogénese e na manuteng¢éo do
fenétipo dos condrécitos, na divisdo celular e na resposta das células as forcas externas
(Benjamin et al, 1994). Nos condrécitos, a integridade dos microttibulos € importante para a
sintese e secrecgdo de colagénios e proteoglicanos (Benjamin et al, 1994; Jortikka et al, 2000),
e para o controlo das suas diferenciagdo e hipertrofia (Farquharson et al, 1999). A
diferenciacfio terminal dos condrécitos da placa de crescimento € acompanhada pelas
alteragdes da forma (aquisicdo de forma esférica) e do tamanho (acentuado aumento do
volume). Estas alteragcbes devem estar associadas com um rearranjo do citosqueleto, mas a
informagéo disponivel sobre estes aspectos é escassa. O processo de hipertrofia dos
condrécitos €, essencialmente, o resultado do aumento do citoplasma devido ao transporte
activo de agua e de electrélitos através da membrana (Brighton et al, 1982; Buckwalter et al,
1986; Hunziker et al, 1987). De acordo com os resultados obtidos por Farnum et al (2002), a
acumulagdo intracelular de osmdlitos organicos ndo é uma estratégia prioritaria usada pelos
condrécitos durante a hipertrofia, € 0 aumento das quantidades absolutas de organelos
celulares, designadamente, reticulo endoplasmico rugoso, aparelho de Golgi e mitocondrias,
parece ter alguma importéncia, apenas nos primeiros estagios da hipertrofia (Breur et al, 1994).
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A hipertrofia dos condrécitos € um processo altamente coordenado e a forma das células
resultantes é considerada a principal determinante na regulag&o do crescimento longitudinal do
osso (Farquharson et al, 1999). Durante o processo de hipertrofia verifica-se um aumento
significativo na altura dos condrécitos (Hunziker € Schenk, 1989), mas ndo se sabe bem como
estes regulam a sua prépria forma (Benya et al, 1988).

A forma das células é mantida e modulada por componentes da matriz extracelular e pelo
citosqueleto e os resultados do presente trabalho mostram claramente que a expressdo da
tubulina-beta & bem evidente nos condrécitos hipertréficos, ao contrario do que acontece nos
condrécitos das zonas de repouso e de proliferacdo, em que a localizagdo imunocitoquimica
demonstrou uma expressdo reduzida da tubulina-beta. Estes resultados, alias, estdo de acordo
com os resultados obtidos por Farquharson et al (1999), também em condrécitos da placa de
crescimento de galinha. Com efeito, estes autores observaram uma sobre-expressdo da
tubulina-beta7 nos condrécitos no final da hipertrofia, cerca de trés vezes mais do que nos
condrécitos das outras zonas, 0s quais apresentavam niveis similares de expressdo. Ronot et
al (1988), obtiveram resultados similares, in vitro, em condrécitos articulares de coelho, tendo
os niveis de tubulina aumentado em funcédo da idade das células. Os microtabulos consistem
de polimeros alfa e beta, e as fungdes e o significado biologico das varias isoformas de tubulina
ndo sao ainda bem claros. No entanto, parece evidente que a heterogeneidade das tubulinas,
responde a necessidades reguladoras e funcionais das células (Jacobs e Stevens, 1986), e a
associacdo aparente entre a expresséo da tubulina e as alteragdes que se verificam na forma
dos condrécitos, sugere que os microtubulos estéo envolvidos na modulagio da forma destes
durante a diferenciagdo e durante o processo de hipertrofia. Farquharson et al (1999)
evidenciaram ainda o envolvimento dos microtibulos na diferenciacdo e na hipertrofia dos
condrécitos através da analise morfolbgica, in vitro, de explantes de placas de crescimento
tratados com colchicina, tendo observado uma falha parcial na hipertrofia dos condroécitos.
Sabe-se que uma das caracteristicas da discondroplasia é a auséncia da completa
diferenciac&o dos condrécitos, os quais ndo atingem a hipertrofia completa (Thorp et al, 1993).
A diminuigdo da expressdo da tubulina nas placas de crescimento discondroplasicas obtidas no
presente trabalho sugere que, eventualmente, uma das causas da discondroplasia possa estar
associada a uma inibicdo da polimerizag&o dos microtlibulos, a qual se traduz na supresséo da
completa diferenciacdo dos condrdcitos, com a consequente acumulagdo de matriz
extracelular. A regulacdo da tubulina-beta pode ser necessaria para aumentar a sintese dos
microtibulos durante as alteragcdes de tamanho sofridas pelos condrécitos no processo de
hipertrofia. Por outro lado, os microtubulos podem interagir com uma diversidade de
polipéptidos os quais, por sua vez, promovem a sua reunido e modulam o seu tamanho e as
suas actividades funcionais (Mooney et al, 1995; Downing, 2000). Por exemplo Alexandrova et
al (1995) demonstraram que a oncoproteina c-myc interage, in vivo e in vitro, com a tubulina-
alfa e com os microtibulos polimerizados, o que sugere um potencial papel fisiolégico da
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interaccdo c-myc-tubulina, pelo que seria interessante avaliar do seu envolvimento no
desenvolvimento da discondroplasia.

pan-caderina

As caderinas constituem uma familia de glicoproteinas transmembranares de cadeia simples,
que podem ligar-se fortemente a moléculas similares noutras células, através dum mecanismo
dependente da presenca de célcio (Slack, 2001). As caderinas derivam o seu nome do tecido
em que foram originaimente encontradas e, por isso, a caderina-E ocorre principalmente nos
epitélios, e a caderina-N ocorre fundamentalmente no tecido neural (Slack, 2001). As caderinas
formam uma superfamilia de proteinas com, pelo menos, 6 subfamilias, baseadas na sua
composicdo, na sua estrutura gendmica e na andlise filogenética das suas sequéncias de
aminoécidos (Kister et al, 2001). Estas subfamilias compreendem as caderinas classicas ou
caderinas do tipo | (caderinas E, N, P e R), as caderinas atipicas ou caderinas do tipo fl
(caderinas 6 a 12), as caderinas desmossomais (desmocollins e desmogleins), as
protocaderinas (protocaderinas 1 e 2, protocaderinas-OL e protocaderinas-CNR) e as caderinas
Flamingo (Angst et al, 1966; Nollet et al, 2000; Suzuki, 2001).

As caderinas consistem num dominio de ades&o extracelular, um segmento transmembranar e
um dominio citoplasmatico (Behrens, 1999), sendo neste que se encontra a maior homologia
existente entre as diferentes caderinas (Helfrich e Horton, 1999). Os elementos das diferentes
subfamilias partilham uma estrutura basica comum e as suas massas moleculares variam entre
os 100 e os 130 kDa (Helfrich e Horton, 1999). O dominio extracelular & responsavel pelas
interaccbes célula-célula entre caderinas, e a sua estrutura é determinada pelos ides céicio,
cuja presenca é estritamente necessaria para a ades@o com as caderinas das células vizinhas
(Nachtigal et al, 2001). Os dominios citoplasmaticos, por seu lado, interagem com as proteinas
citosélicas denominadas cateninas (Kemler, 1993; Huber et al, 1996). Foi demonstrado que
existem trés cateninas principais nos complexos caderinas-cateninas, que estabelecem a
ligag8o das caderinas aos filamentos de actina do citosqueleto (Kemler, 1993; Marrs e Nelson,
1996): a catenina-a, a catenina-8 e a catenina-y (Hinck et al, 1994; Aberle et al, 1996). Existem
ainda outras cateninas que podem igualmente associar-se com o dominio citoplasmatico das
caderinas, designadamente diferentes isoformas da denominada p120®" (Nachtigal et al, 2001)
e a catenina- (Lu et al, 1999). Dum modo geral, as interacgdes dos dominios citoplasméticos
com a actina do citosqueleto, mediadas através das cateninas, aumentam significativamente a
forca das ligagBes intercelulares (Yap et al, 1998). As caderinas tém duas fung8es principais:
s80 responsaveis pela ades3o entre células e desempenham um papel fundamental na
sinalizag&o celular (Nachtigal et al, 2001). Estas duas propriedades n&o podem ser separadas,
e quaisquer alteracbes na expressdo ou fungdo das caderinas leva ao estabelecimento ou a
progressdo de processos patolégicos (Nachtigal et al, 2001). As moléculas da familia das
caderinas exibem um padréo de expressao génica espacio-temporal Unico (Takeichi, 1995) e

162



medeiam interacgbes homotipicas especificas (Koch et al, 1999; Shan et al, 1999). Por
exemplo, as caderinas classicas interactuam com as cateninas e com os filamentos de actina, e
as caderinas desmossomais interactuam com o sistema de filamentos intermediarios (Angst et
al, 2001). Contudo, existem caderinas que podem estabelecer interacgdes heterotipicas,
embora este ndo seja 0 mecanismo de adeséo predominante (Petruzzelii al, 1999).

As caderinas estdo envolvidas em muitos processos biolégicos importantes, designadamente:
na embriogénese (Marrs e Nelson, 1996), na morfogénese (Takeichi, 1995; Tepass, 1999), na
diferenciacdo e na sinalizagdo celular (Shin et al, 2000), na forma¢do e manutencdo da
arquitectura dos tecidos (Gumbiner, 1996; Larue et al, 1996; Vleminckx e Kemler, 1999), na
angiogénese (Gory-Faure et al, 1999; Nachtigal et al, 2001), na neurotransmiss&o (Suzuki,
2000; Angst et al, 2001), na apoptose (Hunter et al, 2001), e em muitas patologias (Rojas e
Ahmed, 1999), incluindo certas formas de cancro (Joseph-Silverstein e Silverstein, 1998;
Syrigos et al, 1999; Asgeirsson et al, 2000). Alteragles na expressdo ou nas fungbes das
caderinas e das suas proteinas associadas, as cateninas, s&o o0 ponto de partida de muitas
patologias (Nachtigal et al, 2001). Por exemplo, a sub-regulagdo da caderina-E é um evento
chave para os processos de invas@o e de metastizagdo de muitos tumores (Nachtigal et al,
2001). Por outro lado, a disrupgdo dos complexos caderinas VE (vascular endothelial)-
cateninas por varios agentes inflamatérios, por células inflamatérias e por stress de pressado
mecéanica é acompanhada por um incremento na permeabilidade vascular (Nachtigal et al,
2001).

As caderinas expressam-se em muitos tipos celulares e a mesma célula pode expressar varias
caderinas diferentes simuitaneamente (Helfrich e Horton, 1999). No que diz respeito as células
do osso e da cartilagem, a informacgéo disponivel quanto a expressdo dos varios tipos das
caderinas ndo é muito vasta e encontra-se fragmentada (Helfrich e Horton, 1999). Sabe-se que
tém participacdo activa nos processos da condrogénese (Hickok et al, 1998; Delise et al, 2000;
ver Horton et al, 1996 e Helfrich e Horton, 1999) e da osteogénese (Marie, 2002; ver Horton et
al, 1996 e Helfrich e Horton, 1999).

As caderinas sdo fundamentais no processo de ossificagcdo endocondral embrionaria,
participando em eventos de condensacéo celular (Hickok et al, 1998; Woodward e Tuan, 1999;
DeLise et al, 2000) e de migracao celular (Simonneau et al, 1995). A caderina-N expressa-se
nas células pre-condrociticas nos membros da galinha, mas ndo na cartilagem madura
(Oberlender e Tuan, 1994a,b; Tavella et al, 1994). Os resuitados de Woodward e Tuan (1999)
sugerem que a adesdo celular mediada pela caderina-N & um componente dos requisitos
reguladores do programa de diferenciacdo condrogénica. Por outro lado, a caderina-11 &
expressa nas células do mesénquima que migram da crista neuroectodérmica para formar a
cartilagem presuntiva, no rato em desenvolvimento (Simonneau et al, 1995). As caderinas
devem estar envolvidas na apoptose (Vleminckx e Kemler, 1999), situacdo que é observada
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com frequéncia aumentada na zona de hipertrofia (Roach et al, 1995, Ohyama et al, 1997).
Jefferies et al (2000) sugerem que a expressédo anémala da caderina-B pode estar envolvida na
etiologia da discondroplasia, uma vez que encontraram a sua sobre-expresséo nos condrocitos
hipertréficos das lesbes discondroplasticas, o que é surpreendente, ja que o contacto entre
condroécitos & muito reduzido devido & elevada produgéo de matriz (Hunziker € Schenk, 1989).

As células formadoras de osso (células da linhagem osteoblastica) estabelecem comunicagbes
funcionais umas com as outras, com os ostebcitos, com as células hematopoiéticas da
cavidade medular dos ossos e com a matriz extracelular através, entre outras moléculas de
ades&o, das caderinas (Helfrich e Horton, 1999). Embora estas interacgbes sejam de extrema
importancia para o metabolismo 6sseo, o tipo de caderinas expressas pelos osteoblastos néo
tem sido sistematicamente investigado (Helfrich e Horton, 1999). Contudo, a expresséo de
algumas delas foi observada nos osteoblastos, designadamente a caderina-N (Ferrari et al,
2000; Bennet et al, 2001; Marie, 2002), a caderina-E (Babich e Foti, 1994; Cheng et al, 1998), a
caderina-4 (Cheng et al, 1998) e a caderina-11 (Kawaguchi et al, 2001). Uma nova caderina,
clonada a partir dos osteoblastos, a caderina-Ob, expressa-se nos osteoblastos e noutros
tecidos, mas sabe-se hoje que & muito idéntica & caderina-11 (Takeichi, 1995). A caderina-N
expressa-se em varios estadios da formag&o do 0sso, embora com varios niveis de expressao
(Ferrari et al, 2000). Os padroes de expressdo da caderina-N nos osteoblastos durante a
osteogénese, in vivo e in vitro, sugerem a participagdo desta molécula na proliferagéo (Bennet
et al, 2001), na diferenciagao (Ferrari et al, 2000; Bennet et al, 2001, Marie, 2002), e na
sobrevivéncia dos osteoblastos (Hunter et al, 2001; Marie, 2002). De acordo com Hunter et al
(2001), a disrupclo das interacgbes mediadas pela caderina-N, traduz-se na indugéo da
apoptose dos osteoblastos, na activagéo das caspases e na quebra da ligag&o com a catenina-
B. Alteracdes na expresso da caderina-N estdo associadas com uma diferenciagéo anormal
dos osteoblastos e com a osteogénese em situagbes patolégicas (Marie, 2002). Os resuitados
de Kashima et al (1999) sugerem que a redug@o na caderina-N e a expressdo anémala da
caderina-11 humana, no osteosarcoma, estéo relacionadas com a morfologia do tumor e com a
sua metastizac80. A expressfo da caderina-11, uma das caderinas classicas, foi observada
nos osteoblastos do craneo e fémur de ratos (Kawaguchi et al, 2001). Os resultados destes
autores (Kawaguchi et al, 2001), sugerem que a caderina-11 desempenha um papel importante
na regulac8o da diferenciacio dos osteoblastos e na mineralizagéo da matriz do ostedide. Por
seu lado, Mbalaviele et al (1998) observaram a expresséo de varias isoformas da caderina-6
em osteoblastos. Relativamente aos osteoclastos, a informagéo disponivel acerca da
expresséo de caderinas € muito escassa. Mbalaviele et al (1995) observaram a expressao da
caderina-E e a auséncia de expressdo das caderinas N e P, em osteoclastos maduros
humanos e de rato. Os resultados destes autores sugerem que, em ratos, em sistema in vitro, o
desenvolvimento dos osteoclastos e, em particular, a fus8o dos osteoclastos, necessita da
expressdo da caderina-E. Todavia, permanece a divida se isto se passa ao nivel dos
precursores dos osteoclastos, ou se a expressdo da caderina-E é necessaria noutras células,
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designadamente, osteoblastos e/ou células do estroma, e que se sabe serem cruciais para a
formagdo dos osteoclastos multinucleados. Mais recentemente, Mbalaviele et al (1998)
observaram a expressdo de varias isoformas da caderina-6 em osteoclastos, em simultaneo
com a sua expressdo em osteoblastos. Embora n3o haja muita informaco disponivel sobre o
assunto, ndo é de surpreender que as caderinas ndo desempenhem um papel de importancia
nos osteoclastos maduros, uma vez que estes sdo células moveis e que nio estabelecem
interacgbes célula-célula estaveis. No entanto, & possivel que durante a sua formacéo haja a
participagdo de varios membros da familia das caderinas.

Os resultados do presente trabalho relativamente & pan-caderina, através da utilizagio de um
anticorpo que reconhece uma variedade de caderinas, foram surpreendentes, e confirmam os
resultados obtidos por Jefferies et al (2000), que observaram igualmente uma sobre-expresso,
da caderina-B, nos condrdcitos hipertréficos das lesdes discondroplasticas. Estes resultados
s&o de facto, surpreendentes, ja que o contacto entre condrécitos é muito reduzido devido a
elevada producéo de matriz. Estes autores sugerem, inclusivamente, que a expressio anémala
da caderina-B pode estar envolvida na etiologia da discondroplasia. No entanto, a razfo
aparente para a sobre-expressé&o verificada nas placas de crescimento discondroplasicas, n&o
é clara. As caderinas tém duas funcgdes principais: s&o responsaveis pela adeso entre células
e desempenham um papel fundamental na sinalizagdo celular (Nachtigal et al, 2001). E
possivel que participem na apoptose dos condrocitos, situacdo que & observada com
frequéncia aumentada na zona de hipertrofia (Roach et al, 1995; Ohyama et al, 1997), e dado
saber-se que estas proteinas est&do envolvidas neste tipo de morte celular (Vieminckx e Kemier,
1999). Outra possibilidade para estes resultados tem a ver com os niveis reduzidos de calcio
nas lesbes terem provocado a sobre-expressio da caderina (Nie et al, 1995). Embora os dados
relativos aos niveis de caicio na discondroplasia serem contraditérios (Hargest et al, 1985; Nie
et al, 1995), esta hipotese deve ser avaliada, em fungio das observagbes de Babich e Foti
(1994) quanto aos niveis e localizagdo das caderinas em osteoblastos in vitro, em meio de
cultura deficitario em calcio. A este prop6sito sera interessante recordar que uma das hipéteses
adiantadas para o modo de acgdo do tirame &, justamente, a perturbagio do metabolismo do
calcio. Edwards (1987), sugere mesmo uma eventual formacso de quelatos de célcio, fazendo
diminuir, assim, a biodisponibilidade deste ao nivel do tracto gastrintestinal, podendo, esta
diminuic&o, estar associada com o desenvolvimento da discondroplasia. Adicionalmente, o
modelo de indugéo mais utilizado baseia-se na alteracdo da relacéo Ca:P da dieta. Quanto ao
padréo de expressdo da pan-caderina nos osteoblastos, osteoclastos, oste6citos, bem como
em indmeras células da medula, similar em ambos os tipos de placas de crescimento,
provaveimente tem a ver com a participagéo desta proteina na proliferacso, na diferenciacsio e
na sobrevivéncia destes tipos celulares, processos essenciais no normal decurso da formagéo
de osso endocondral.
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5.4.2 Apoptose

A apoptose dos condrécitos esta no centro, espacial, temporal e funcionalmente, dos eventos
que constituem a ossificacio endocondral, € que ocorrem na interface da cartilagem vascular.
Com efeito, a apoptose inicia a activag@o e a libertagéo dos factores de crescimento, regula a
manuteng&o homeostética da altura da placa de crescimento, a libertagéo e a acumulagéo de
calcio, a estimulago da invasdo vascular, do recrutamento dos osteoclastos e da formagéo de
ostedide (Gibson, 1998). No entanto, a transicBo de um condrécito hipertréfico para um
condroécito apoptético ndo esta ainda devidamente caracterizada e esclarecida. A apoptose €
modulada por um nucleo, ou eixo central, regulatério, para o qual convergem diferentes
estimulos; esse ntcleo & constituido por promotores e bloqueadores da apoptose, que
interactuam entre si, e de cujo balango resuita um estado de permissividade ou de resisténcia a
morte celular (Sambade, 1999). Recentemente foi caracterizada uma familia de proteases de
cisteina, presentes nas células como pro-enzimas, as denominadas caspases, € que sao
responsaveis pelas alteragbes degradativas proprias do processo apoptético (Gibson, 1998;
Sambade, 1999). Dos, pelo menos, 14 membros que constituem a familia das caspases (para
revisdes ver Cohen, 1997; Grutter, 2000), as caspases-3 desempenham um papel central e
essencial em muitas das vias apoptéticas (Kuida et al, 1996; ishizaki et al, 1998; Janicke et al,
1998; Porter e Janicke, 1999; Nuttall et al, 2000). As caspases clivam especificamente
determinados substratos, de que resultam alteragbes morfolégicas e fragmentacéo do DNA
caracteristicas da apoptose. Entre esses substratos contam-se proteinas envolvidas na
reparacdo do DNA, componentes de complexos proteicos envolvidos na replicagéo do DNA,
proteinas reguladoras da progress&o no ciclo celular, e, ainda, varias proteinas com fungbes
estruturais como a actina (Vanags et al, 1996; Kothakota et al, 1997, Sambade, 1999). Nao &
claro neste momento, se caspases especificas séo expressas em certos tipos celulares e se
s80 necessarias para diferentes formas de apoptose, ou se cascatas especificas de caspases
operam em certos tecidos e em distintos estadios de desenvolvimento (Gibson, 1998). Por
exemplo, null-mice para a caspase-1 n&o mostram qualquer tipo de fenétipo facilimente
atribuivel a anomalias na apoptose (Li et al, 1997), o que sugere que esta caspase pode ser
redundante para a cascata apoptética. Pelo contrario, alguns trabalhos, incluindo os do null-
mice, mostram que a caspase-3 desempenha um papel central e essencial em muitas vias
apoptéticas (Ishizaki et al, 1998; Janicke et al, 1998; Kuida et al, 1996). Por outro lado, existe a
familia Bcl-2, constituida por mais de catorze membros, com diferentes mecanismos de
participagido na regulagio da apoptose (Sambade, 1999). Entre os diferentes genes em
questao, os mais detalhadamente estudados sfo os bloqueadores da apoptose, Bcl-2 e Bel-XL,
e os promotores da apoptose, Bax, Bcl-XS, Bad e Bak (Sentman et al, 1991; Yin et al, 1994,
Sambade, 1999). Foi demonstrado por imunolocalizagéo, em murganhos (Amling et al, 1997), e
em ratos (Wang et al, 1997a; Chrysis et al, 2002), que a Bcl-2 esta distribuida ao longo da
placa de crescimento, com os niveis mais elevados nos condrécitos em diviséo e na fase inicial
de hipertrofia (caracterizada por uma co-localizag&o de colagénio de tipo X), e os niveis mais
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baixos na fase terminal de hipertrofia, em simultdneo com a vascularizagdo metafisaria
(Gibson, 1998). As mitocOndrias ocupam uma posigdo de destaque na sinalizacdo das vias
intracelulares apoptéticas, uma vez que sdo um local privilegiado da acgdo da familia Bcl-2 e
de activag8o da cascata das caspases (ver revisbes em Desagher e Martinou, 2000 e Bernardi
et al, 2001). Foi observado que alteragbes no potencial de membrana da mitocdndria, na
permeabilidade, no transporte de célcio e no metabolismo energético, precedem as alteragbes
morfolégicas e a fragmentacdo de DNA, caracteristicas da apoptose (Kroemer et al, 1995). As
ligagbes moleculares entre as fungbes mitocondriais e apoptose, foram evidenciadas com a
descricdo do papel do citocromo-c neste processo. Na apoptose, o citocromo-c, gque
normalmente funciona como parte essencial na cadeia de transporte de electrbes na
mitocdndria, liberta-se para o citoplasma, onde promove a activagédo proteolitica das caspases-
9 e, deste modo, inicia a cascata das caspases (Gibson, 1998). Por outro lado, as Bcl-2, e
outros membros desta familia, sdo capazes de prevenir a libertaciio de citocromo-c, o que
sugere que este pode ser o mecanismo pelo qual a Bcl-2 previne a apoptose (Rosse et al,
1998; Zhivotovsky et al, 1998).

A invasdo da cartilagem em crescimento por células vasculares é uma parte essencial no
processo de ossificagdo endocondral. No entanto, ndo se sabe ainda se a apoptose dos
condrocitos hipertréficos € o estimulo para o recrutamento dos vasos sanguineos, e das células
especializadas na reabsor¢gdo da matriz, ou, se pelo contrario, € a invasdo dos vasos
sanguineos o sinal para a morte dos condrdcitos e para os passos subsequentes, transmitindo
os sinais reguladores celulares e/ou humorais adequados (Gerber et al, 1999). Ja4 em 1987
Floyd et al sugeriam uma relagdo entre a vascularizagdo da cartilagem e a apoptose dos
condrocitos hipertroficos, relagdo essa identificada por uma evidente condensacgio nuclear
nestas células. Mais recentemente, Bronckers et al (1996), mostraram que a invasdo das
lacunas, pelos vasos sanguineos, apenas & possivel apés os condrocitos hipertroficos
terminais entrarem em apoptose. Por outro lado, a apoptose dos condrécitos parece ser
também importante no processo de reabsorcio da cartilagem associado & ossificagio
endocondral. Varias proteinases, inciuindo as MMP1, MMP13, MMP2, MMP-9 e a MMP-3,
mostraram encontrar-se em elevadas concentragbes nos condrocitos hipertréficos, ou na sua
matriz adjacente, na interface vascular (Brown et al, 1989). A apoptose dos condrécitos, e a
activacdo associada da cascata proteolitica das caspases, que foram detectadas em paralelo
com a expressao das MMPs (Lund et al, 1996), pode ser um dos mecanismos para a activagéo
das MMPs, enzimas fundamentais na degradagio local, rapida, e quase completa, do
complexo de proteinas que constituem a matriz extracelular (Gibson, 1998). Bronckers et al
(2000), sugerem que a apoptose dos condrécitos funciona como um sinal para a sua remocéo
pelos osteoclastos e, por exemplo, Vu et al (1998) observaram um atraso na ocorréncia da
apoptose dos condrocitos hipertréficos, em ratos deficientes em gelatinase B (MMP-9).
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No que diz respeito & discondroplasia, existem resultados contraditérios acerca da frequéncia
de apoptose nos condrécitos das placas de crescimento discondroplasicas, tendo alguns
autores (Ling et al, 1995; Praul et al, 1997; Rath et al, 1998), registado um aumento nos seus
niveis, enquanto outros (Ohyama et al, 1997), pelo contrario, observaram uma diminuic&o. Esta
aparente contradicio pode ter a ver, por um lado, com o tamanho das lesdes em que foram
feitas as determinagdes, pois trabalhos recentes (Praul et al, 1997; Rath et al, 1998), referem
que as lesdes grandes contém muitos condrécitos apoptéticos, enquanto que as lesdes mais
pequenas contém poucos, ou nenhuns, condrécitos apoptéticos; e, por outro, com as técnicas
utilizadas na detecg&io dos niveis de apoptose. Varios estudos examinaram a fragmentagéo de
DNA na ossificagdo endocondral utilizando uma variedade de técnicas, designadamente:
detecgao da fragmentag&o de DNA in situ (Aizawa et al, 1997; Amling et al, 1997; Bronckers et
al, 1996; Gibson et al, 1995; Hatori et al, 1995; Ohyama et al, 1997, Zenmyo et al, 1996);
caracterizagio electroforética de DNA isolado (Gibson et al, 1995; Hatori et al, 1995; Ohyama
et al, 1997), ou detecgso da fragmentagio do DNA por citometria de fluxo (Hatori et al, 1995). A
técnica TUNEL (Tdt mediated dUTP-biotin Nick End Labeling) e outras técnicas relacionadas
com a detecgdo da fragmentagao do DNA in situ, desenvolvidas por Gavrieli et al (1992) e
outros investigadores (Gold et al, 1993; Tilly e Hsueh, 1993), s&o frequentemente usadas para
investigar a morte celular por apoptose. Usando estas técnicas, um determinado nimero de
estudos sugere que a fragmentagéo do DNA ocorre aproximadamente ao mesmo tempo da
condensagéo dos condrocitos perto da interface com a vascularizagio de reabsorgéo. Nos
estudos de Gibson et al (1995), sobre morte dos condrécitos em esterno de embrides de
galinha, foi demonstrado que a fragmentag&o do DNA ocorre em alguns condrécitos adjacentes
a vascularizagio de invas&io, na regi#o que contém condrécitos com uma morfologia
condensada. Neste trabalho, secgBes seriadas demonstraram que todos os condrocitos
condensados eram adjacentes a interface vascular involucionada que penetra a cartilagem
neste estadio de desenvolvimento do esterno (Gibson et al, 1995). A fragmentagdo
nucleossomal caracteristica foi detectada no DNA isolado dos centros primarios de ossificagdo
de reabsorg&o, mas nao se verificou no DNA isolado da mesma regi&o do esterno de embrides
ligeiramente mais novos, antes da evidéncia de reabsorgéo, o que sugere que o inicio da
fragmentagiio do DNA coincide com o inicio da invasdo vascular e com a reabsorcéo da
cartilagem (Gibson et al, 1995). Uma localizagdo similar em condrécitos TUNEL positivos foi
descrita no molde cartilagineo de reabsorgdo de ratinhos recém-nascidos, na placa de
crescimento de animais mais velhos, e na interface cartilagem articular-osso (Bronckers et al,
1996). A avaliagio da fragmentag&o de DNA por citometria de fluxo em condrécitos isolados da
zona de hipertrofia da placa de crescimento de galinhas, mostrou apenas 9% de DNA
fragmentado, consistente com a fragmentagc@o de DNA que ocorre num pequeno nimero de
condrécitos hipertréficos na interface vascular (Hatori et al, 1995). Noutros trabalhos (Gibson et
al, 1995; Hatori et al, 1995), utilizando a técnica TUNEL, uma grande percentagem de
condrécitos hipertroficos foram marcados, mais de 30% no esterno e 48% na tibia de galinhas
adultas. Estas percentagens n&o foram encontradas quando se utilizaram outras técnicas para
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determinacdo do numero de células apoptoéticas. Por exemplo, Hatori et al (1995), utilizando
citometria de fluxo, apenas contaram 8% de condrécitos apoptéticos. Estes resultados
contraditérios, evidenciam os problemas da marcagdo TUNEL, uma vez que a detecgdo in situ
da fragmentacgfo de DNA é muito susceptivel a artefactos positivos e negativos (Gibson, 1998).
Com efeito, varios factores podem implicar a quebra do DNA, designadamente, a transcrigéo, a
replicacdo e reparagdo do DNA (Eastman e Barry, 1992; Kockx et al, 1998); atraso na fixagso,
ou fixacdo inadequada ou insuficiente (Grasl-Kraupp et al, 1995); inclusdo com parafina
(Gibson, 1998); e pre-tratamentos com H,0,, detergentes e proteinase K (Labat-Moleur et al,
1998; Negoescu et al, 1996). Pelo contrario, condrécitos altamente condensados, sugerindo um
estadio final de apoptose, mostraram ser resistentes a marcagéo TUNEL (Roach et al, 1995). A
condensacdo da cromatina, uma marca caracteristica da apoptose, em combinacdo com o
reticulado de DNA e das proteinas, pode impedir 0 acesso do reagente as terminagfes 3° OH
dos fragmentos do DNA (Gibson, 1998). Infelizmente, as técnicas necessarias para recuperar o
acesso ao DNA, sdo, elas proprias, susceptiveis de induzir a fragmentacdo do DNA (Gibson,
1998). Por outro lado, os condrécitos hipertroficos parecem ser particularmente propensos a
uma degradacdo de DNA com artefactos (Gibson, 1998). Com efeito, a digestdo com a
proteinase K, em concentragbes que resultam numa detecgéio especifica de células apoptéticas
em fleo de rato, resulta na marcacdo em praticamente todas as células da cartilagem da placa
de crescimento (Roach et al, 1995) e do esterno (Gibson observagbes ndo publicadas, cit. por
Gibson, 1998), em embrides de galinha. Contudo, a utilizagio de uma concentrac&o mais baixa
resulta numa coloracdo de condrécitos restrita, consistente com a identificacio morfolégica de
células em apoptose (Gibson, 1998). Deste modo, dada a possibilidade de existéncia de
artefactos quando se utiliza a técnica TUNEL, a identificagdo do estadio da diferenciacéo
terminal em que ocorre a fragmentacdo do DNA permanece incerta (Gibson, 1998), e dai os
resultados contraditorios por vezes encontrados por diferentes autores. Ainda no que diz
respeito ao processo de ossificagdo endocondral, deve ser referido que Ohyama et al (1997),
observaram igualmente apoptose nos osteoblastos metafisarios e nos fibroblastos no ligamento
pericondrial. Varios osteoblastos junto da epifise apresentavam um fenétipo apoptético e, em
locais metafisarios de maturagéo mais avangada, foram observados niveis reduzidos de morte
celular, o que indica que a apoptose dos osteoblastos esta atrasada e que as células estio a
completar o seu ciclo de vida normal.

De acordo com Praul et al (1997), a apoptose n3o € a causa principal da discondroplasia mas é
secundaria & formacédo da massa cartilaginea, caracteristica desta patologia. Pelo contrario,
Rath et al (1998) referem que, dada a fraca acessibilidade da cartilagem para a fagocitose, a
qual é responsavel pela remogdo das células apoptéticas, a cartilagem discondroplasica,
inactiva e avascular, pode persistir e contribuir para a patogénese da discondroplasia. Por outro
lado, Ohyma et al (1997) também s&o da opinido que a discondroplasia esta ligada a uma falha
no processo apoptotico, traduzida pelo aumento no nimero de células imaturas, que
sobrevivem mais do que o seu tempo de vida normal. Estes autores observaram nas placas de
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crescimento normais, cerca de 15% de condrocitos da zona de proliferacio e 44% de
condrécitos  pos-mitéticos TUNEL-positivos, enquanto nas placas de crescimento
discondroplasicas de galinhas, de 3 e 11%, respectivamente. Os nossos resultados néo sao
conclusivos quanto & participagao da apoptose na discondroplasia. No entanto, & de salientar o
facto do maior numero de condrocitos positivos para a caspase-3 ter sido observado na zona
de hipertrofia, em particular junto aos canais vasculares, tanto nas placas de crescimento
normais como nas placas de crescimento discondroplasicas, um pouco mais nestas ultimas,
locais de reconhecida ocorréncia de apoptose. Os condrécitos positivos observados nos locais
de mineralizag8o confirmam que um dos processos associados & mineralizagéo € a apoptose
(Akisaka e Gay, 1985). Quanto aos osteoblastos e aos osteoclastos, a forte express&o da
caspase-3 sugere que estas proteinas, para além de participarem na apoptose, desempenham
igualmente outras fungBes bioldgicas no metabolismo daquelas células (ver Chang e Yang,
2000; Philchenkov, 2003), pois n&o é de admitir que todas as células positivas sejam
apoptéticas. Por outro lado, ainda, n&o é de excluir uma eventual faita de especificidade do
anticorpo utilizado.

Quanto a Bcl-2, e ao contrario do que seria de esperar, em fungéo dos dados de outros
autores, apenas foram observados alguns condrécitos hipertréficos positivos, junto aos canais
vasculares nas placas de crescimento normais. Com efeito, foi demonstrado por
imunolocalizagio, em murganhos (Amling et al, 1997) e em ratos (Wang et al, 1997a; Chrysis
et al, 2002), que a Bcl-2 esta distribuida ao longo da placa de crescimento, com os niveis mais
elevados nos condrocitos em divis8o e na fase inicial de hipertrofia, e os niveis mais baixos na
fase terminal de hipertrofia, em simultaneo com a vascularizagdo metafisaria (Gibson, 1998), o
que esta de acordo com o efeito bloqueador da Bcl-2 sobre o processo apoptético. Nao € de
excluir uma eventual falta de especificidade do anticorpo utilizado. No entanto, nas placas de
crescimento normais os osteoblastos apareceram intensamente marcados, bem como as
estruturas vasculares. Os resultados de Fontanini et al (1998) sugerem que a Bcl-2 regula a
actividade do VEGF, o que pode justificar a imunomarcagéo destas estruturas. O facto de nas
placas de crescimento discondropldsicas a intensidade de imunomarcagéo ser menor, n&o nos
parece que tenha a ver com alguma ligagéo entre a expresséo da Bcl-2 e a discondroplasia.
Por outro lado, o facto de algumas células hematopoiéticas positivas para a Bcl-2, estarem em
pleno decurso da mitose, em particular na metafase e na anafase, sugere a participagéo desta
proteina neste evento celuiar.

5.4.3 Vascularizacao
Os mecanismos moleculares que regulam a angiogénese, nos locais de ossificagcdo
endocondral na piaca de crescimento, ou nos locais de reparagéo de fracturas, n&o est&o ainda

devidamente elucidados. Com efeito, e embora a invasdo dos vasos sanguineos seja
necessaria para o normal desenvolvimento do processo de ossificagéo endocondral, néo se
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sabe ainda se é a apoptose dos condrécitos hipertroficos o estimulo para o recrutamento
desses vasos, e das células especializadas na reabsorgio da matriz da cartilagem, ou, se pelo
contrario, € a invasdo dos vasos sanguineos o sinal para a morte dos condrécitos e para os
passos subsequentes, transmitindo os sinais reguladores celulares e/ou humorais adequados
(Gibson et al, 1995, 1997; Roach et al, 1998; Gerber et al, 1999). Contudo, sabe-se que os
condrécitos produzem uma variedade de factores que regulam positiva e negativamente a
angiogénese (ver Cancedda et al, 1995; Alini et al, 1996; Henderson et al, 1996; Lee et al,
1996; Weir et al, 1996; Horner et al, 1996, 1999; Hiraki et al, 1997; Carlevaro et al, 1997, 2000;
Gerber et al, 1999; Klagsbrun e Moses, 1999).

Dado que a cartilagem & um tecido avascular, é de supor que seja rica em factores anti-
angiogénicos. Com efeito, a cartilagem é resistente & vascularizagio devido a inibidores
angiogenicos intrinsecos. Contudo, durante a ossificagdo endocondral, a cartilagem calcificada
que se forma permite a invasdo vascular, iniciando-se a substituicio da cartilagem por osso. A
transicio da cartilagem dum estado angio-resistente para um estado angiogénico desempenha,
assim, um papel fundamental na formagdo do osso. A base molecular para esta importante
alterac&o fenotipica &, no entanto, ainda desconhecida. Hanahan e Folkman (1996) propdem a
hipétese segundo a qual a angiogénese € regulada pelo balango entre inibidores e indutores da
proliferacdo e da migragdo das células endoteliais, pelo que o sinal angiogénico pode ser
activado, ou por um aumento dos niveis dos indutores, ou por uma redugdo dos niveis dos
inibidores. S&0 exemplos de inibidores da angiogénese o TIMP-1 (Moses et al, 1990; 1992; ver
Klagsbrun e Moses, 1999), o TIMP-2 (Ohba et al, 1995), a troponina-I (Moses et al, 1999) e a
condromodulina | (Hiraki et al, 1997).

A sintese dos inibidores e dos promotores da angiogénese, depende do estado de
diferenciac&o dos condrécitos. A cartilagem em repouso e em proliferagdo apresenta fortes
efeitos anti-angiogénicos (Moses et al, 1990, 1992; Pepper et al, 1991). Pelo contrario, os
condrécitos hipertroficos expressam uma série de factores promotores da vascularizag3o,
designadamente, FGF (fibroblast growth factor, Baron et al, 1994), PDGF (platelet-derived
growth factor, Horner et al, 1996), IGF-I (insulin growth factor, Joyce et al, 1991; Ren et al,
1997), EGF (epidermal growth factor, Tajima et al, 1994; Ren et al, 1997), membros da familia
do TGF (transforming growth factor, Carrington et al, 1988; Ren et al, 1997; Horner et al, 1998),
transferrina (Carlevaro et al, 1997), ESAF (endothelial cell stiimulating angiogenic factor,
McFariand et al, 1990; Brown e McFarland, 1992), VEGF (vascular endothelial growth factor,
Gerber et al, 1999; Homer et al, 1999; Carlevaro et al, 2000; ichigatani et al, 2001) e a MMP-
9/gelatinase B (Vu et al 1998). Nos ossos longos de embrides de aves e de mamiferos,
imediatamente antes da invasdo vascular, por exemplo, o VEGF, apenas & observado nos
condrécitos hipertréficos da placa de crescimento, ndo sendo, pelo contrario, observado nas
zonas de repouso e de proliferagéo (Carlevaro et al, 2000). No entanto, de modo a produzirem
actividade angiogénica, os condrécitos hipertréficos necessitam dum microambiente na matriz
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extracelular adequado. De acordo com Cancedda et al (1995), condrécitos hipertréficos
individuais em suspensfo tém efeitos inibitérios na migracdo e na invasdo de celulas
endoteliais; quando suplementados com &cido ascorbico, condigéo que permite a organizagao
de uma matriz extracelular similar & cartilagem in vivo, os condrocitos hipertréficos
desencadeiam actividades angiogénicas no meio condicionado, e iniciam a sintese de
transferrina, a qual foi identificada como um dos maiores factores angiogénicos neste tecido
(Carlevaro et al, 1997).

VEGF
O VEGF é um regulador chave na angiogénese fisiolégica durante a embriogénese e a vida
post natal, estando ainda implicado nos processos angiogénicos associados a varias patologias
(ver Zachary e Gliki, 2001; Carmeliet, 2003; Ferrara et al, 2003). No que diz respeito ao
crescimento do esqueleto, a invaso capilar mediada pelo VEGF é um sinal essencial na
regulacéio da morfogénese da placa de crescimento, desempenhando um papel fundamental
na apoptose dos condrécitos, nas fungbes dos condroclastos, na remodelacdo da matriz
extracelular e na formag2io de osso (Gerber et al, 1999; Suda et al, 1999; Deckers et al, 2000).
Em ratos, a inibig4o sistémica do VEGF durante periodos de rapido crescimento leva, ndo s6 a
uma inibigo da angiogénese, mas também a um decréscimo nos niveis de condroclastos e
osteoblastos nas placas de crescimento (Gerber et al, 1999). De acordo com estes autores, a
inibicdo da actividade do VEGF leva n8o s6 a um decréscimo na quantidade de células
endoteliais, mas também a um decréscimo no nimero de condroclastos e osteoblastos na
jungéo cartilagem-osso. Zelzer et al (2002) observaram, em murganhos que apenas expressam
a isoforma VEGFiy [existem, para além desta, mais duas outras isoformas do VEGF nos
murganhos: 0 VEGF e, € VEGF g3}, um atraso na invaséo vascular do pericondrio e do centro
primario de ossificag&o, o que evidencia um papel importante do VEGF nas fases precoces e
mais avangadas da vascularizagio da cartilagem. Estes autores sugerem, ainda, um possivel
papel do VEGF na maturagao dos condrécitos e na regulagéo da actividade dos osteoblastos.
Outros autores (Maes et al, 2002), observaram igualmente em murganhos VEGF 1201120, que 0s
ossos longos dos recém-nascidos apresentavam uma destregulagéo no padréo vascular, em
simultaneo com um decréscimo de cerca de 35% no volume do osso trabecular, uma redugéo
no crescimento 6sseo e um aumento de cerca de 34% na altura da zona de hipertrofia. Por
outro lado, os niveis de express3o dos genes marcadores da diferenciagéo dos osteoblastos e
dos condrécitos hipertréficos foram significativamente mais baixos e houve um atraso na
invas3o inicial dos osteoclastos e das células endoteliais, associado com um decréscimo na
expressdo MMP-9, nos ossos dos animais VEGF1a0120. Os resultados de Maes et al (2002),
indicam que a expressdo do VEGF. elou do VEGFs € fundamental para o normal
desenvolvimento do osso endocondral, através da mediagéo da vascularizaggo e da normal
diferenciagsio dos condrécitos hipertroficos, dos osteoblastos, das células endoteliais e dos
osteoclastos. Adicionalmente, os resultados de Deckers et al (2000) sugerem que o padréo de
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expressdo dos VEGFs e dos seus receptores desempenham um importante papel regulador na
remodelagdo do osso, atraindo as células endoteliais e os osteoclastos e estimulando a
diferenciacio dos osteoblastos. Qutros trabalhos (Niida et al, 1999; Engsig et al, 2000)
evidenciaram que a invasdo da cartilagem pelos osteoclastos € mediada pelo VEGF.

Esta bem estabelecido que a hipoxia & um dos principais estimulos para a expresséo do VEGF
(Steinbrech et al, 1999). Uma vez que os condrocitos hipertréficos sdo avasculares, estas
células s&o, assim, uma fonte potencial de VEGF na placa de crescimento (Gerber et al, 1999).
Com efeito, Homner et al (1999) e Tatsuyama et al (2000) demonstraram que os condrdcitos
hipertréficos expressam o VEGF, pelo que este deve desempenhar um papel importante na
regulacdo da invasdo vascular da placa de crescimento. Segundo Ichigatani et al (2001), a
presenca de VEGF nas zonas de proliferacdo e de hipertrofia nas placas de crescimento,
sugere fungbes importantes do VEGF na regulacdo da formagdo vascular nos 0ssos em
crescimento. Para além dos condrécitos, o VEGF é ainda produzido por outros tipos celulares,
incluindo os osteoblastos (Goad et al, 1996; Saadeh et al, 1999; Spector et al, 2001; Ichigatani
et al 2001), os osteoclastos (Ichigatani et al 2001), no periésteo, no pericondrio e na matriz da
cartitagem (Ichigatani et al 2001). Estes resultados sugerem que o VEGF produzido nos
osteoblastos e nos osteoclastos deve desempenhar um papel importante na formacédo das
microveias na metafise. Por outro lado, a sua existéncia no periésteo e no pericdndrio sugere
que o VEGF tem uma relag8o estreita com a angiogénese nestas duas regides do o0sso. As
células osteoblasticas expressam também ambos os receptores de VEGF, pelo que o
decréscimo no namero de condroclastos e de osteoclastos na placa de crescimento de ratos
tratados com anti-VEGF pode reflectir anomalias na sinalizacdo do VEGFR, levando a falhas
no recrutamento e/ou diferenciacdo destes tipos celulares (Gerber e Ferrara, 2000). Deste
modo, a acumulagio de condrécitos hipertréficos na placa de crescimento, em resposta a um
tratamento anti-VEGF, pode ser causada pela perda dum factor derivado das células
endoteliais, indutor da apoptose dos condrécitos, ou pela interferéncia na diferenciacao dos
tipos celulares especializados na reabsorgdo da matriz extracelular (Gerber e Ferrara, 2000).
Com efeito, as enzimas degradativas, s30 responsaveis pela clivagem e subsequente remogéo
dos componentes da matriz extracelular, nomeadamente dos proteoglicanos e do colagénio
(Leach e Lilburn, 1992). Assim, anomalias na actividade osteoclastica traduzem-se na
disrupgao da vascularizacao da placa de crescimento e podem dar origem a lesdes similares as
discondroplasicas. Por exemplo, ratos transgénicos com falhas na sintese da TRAP, a qual é
um dos marcadores da actividade osteoclastica, apresentam uma zona de hipertrofia
expandida, ndo vascularizada que se estende até a metafise (Hayman et al, 1996). Por outro
lado, ratos knockoutt para a MMP-9 apresentam igualmente uma zona de hipertrofia expandida
ndo vascularizada (Vu et al, 1998). Areas de células apoptéticas aparecem no centro desta
zona de hiperirofia expandida como acontece na discondroplasia. A importancia dos
osteoclastos no normal desenvolvimento do processo de ossificacdo endocondral, é
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evidenciada pelo facto dos osteoclastos de ratos normais expressarem a MMP-9 e um
transplante de medula 6ssea dum animal normal recuperar o fenétipo nulo (Vu et al, 1998).

No desenvolvimento e na regeneragdo do 0sso, a angiogénese e a reabsorcdo de
osso/cartilagem s&o processos essenciais e estdo intimamente relacionados um com o outro, o
que sugere a participagdo de um mediador comum para estes dois eventos biologicos
(Nakagawa et al, 2000). Varios factores de crescimento s8o expressos, com distintos padrbes
temporais e espaciais, durante a reparagéo de fracturas, dos quais o VEGF, & particularmente
importante dada a sua capacidade para induzir a neovascularizagéo (Nissen et al, 1998). Com
efeito, o VEGF desempenha um importante papel na reparagdo Ossea, promovendo a
angiogénese e estimulando os varios tipos de células do esqueleto, condrécitos, osteoblastos e
osteoclastos. De acordo com Steinbrech et al (1999), os osteoblastos, através da expressao do
VEGF, podem ser, em parte, responsaveis pela angiogénese e pelo incremento de fiuxo
sanguineo nos segmentos de osso fracturado. O tratamento de ratos com agente neutralizante
do receptor do VEGF fez decrescer a angiogénese, a formacgdo de osso e a mineralizagéo do
callus em fracturas do fémur (Street et al, 2002). A inibicdo do VEGF traduziu-se, ainda, e de
forma acentuada, na inibicdo da cicatrizacéo de fracturas no cortex da tibia, o que esta de
acordo com um papel autécrino directo do VEGF na diferenciagéo dos osteoblastos (Street et
al, 2002). Para além do VEGF, nas fases finais do processo de cicatrizagéo, coincidindo com o
inicio da vascularizagéo do callus e subsequente ossificagao, foi igualmente observada a
express&o da MMP13 (Ferguson et al, 1999). Tarkka et al (2003) demonstraram que o efeito do
VEGF ¢ evidenciado, em primeiro lugar, com um incremento no numero de vasos sanguineos
positivos para o FVlll-related antigen nos locais de fractura. Por outro lado, a area proporcional
de tecido reparativo remanescente foi significativamente reduzida nos animais tratados com
VEGF apés a indugéo da fractura, o que sugere efeitos favoraveis do VEGF na cicatrizagéo do
osso fracturado (Tarkka et al, 2003). Estes autores observaram, ainda, um incremento de
cartilagem peridstica nas fases iniciais da cicatrizacdo, o que sugere a existéncia de um
processo de ossificagao endocondral.

No que diz respeito aos resultados do presente trabalho, o nimero de condrécitos hipertroficos
positvos para o VEGF, foi significativamente inferior nas placas de crescimento
discondroplasicas (72,6%) relativamente as placas de crescimento normais (88,0%). Somos
levados a pensar que este facto se deve a existéncia dum menor numero de células com este
fenotipo, fazendo com que, muito provavelmente, diminuam os niveis de VEGF presentes na
placa de crescimento, necessarios a uma perfeita angiogénese. No entanto, pensamos que a
diminuicdo destes niveis serd uma consequéncia da auséncia da total hipertrofia dos
condroécitos, que, por sua vez pode acentuar as falhas verificadas na vascularizagéo, situagdo
caracteristica da discondroplasia. Por outro lado, o facto do VEGF ser um agente importante
nos processos de reparacdo de microfracturas, situacio que se verifica nas placas de
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crescimento discondroplasicas, pode igualmente explicar alguma da express&o deste factor de
crescimento nestas placas de crescimento.

Factor Vil related antigen/ivon Willebrand factor

O factor Von Willebrand (ou Factor Vil related antigen) é uma glicoproteina plasmatica de
adesdo, sintetizada pelas células vasculares endoteliais (Jafe et al, 1974; Sussman e Rand,
1982; Ruggeri, 2001; Denis, 2002) e pelos megacaritcitos (Nachman et al, 1977; Spom et al,
1985; Ruggeri, 2001; Denis, 2002), podendo ser encontrada no plasma e/ou no sub-endotélio
vascular (Denis, 2002; Sugimoto e Miyata, 2002). Esta proteina desempenha um papel
fundamental na hemostase e nas tromboses intravasculares patologicas, contribuindo para a
ades&o/agregacdo das plaquetas as paredes dos vasos com lesdes e para a coagulagdo do
sangue, através das suas multiplas fungbes adesivas para os receptores de membrana das
plaquetas, para o complexo Ib-IX-V, para a integrina alfa-lib-beta3, para a heparina, para varios
tipos de colagénio e para o factor de coagulacdo VIl (Ruggeri, 2001; Denis, 2002; Sugimoto e
Miyata, 2002). O papel do factor von Willebrand no bloqueio das hemorragias tem a ver com a
sua capacidade de actuar como molécula de adesBo nos locais das lesdes vasculares,
estabelecendo a ponte entre as plaquetas e os componentes da matriz extracelular ou outras
plaquetas (Sadler, 1991, Ruggeri, 2001; Varughese et al, 2002). Com efeito, nos locais das
lesGes vasculares, o factor von Willebrand liga-se de imediato aos colagénios expostos,
facilitando, assim, a adesdo das plaquetas (de Groot, 2002). A express&o do factor von
Willebrand pode ser regulada a vérios niveis por uma série de factores genéticos e ambientais
(Denis, 2001), designadamente, inflamagfo, necrose, reparagio de tecidos e crescimento
neoplasico (Pottinger et al 1989). Deste modo, os niveis plasmaticos do factor von Willebrand
s&o um bom indicador da existéncia de les6es no endotélio vascular (Boneu et al, 1975; Corda
et al, 1979; Jones et al, 1988; Blann e McCollun, 1994; Mannucci, 1998). A oclusio venosa &
igualmente acompanhada por um incremento nos niveis plasmaticos do factor von Willebrand
(Paleolog et al, 1990). Deve ser referido, no entanto, que no decurso de algumas patologias
vasculares cronicas, as propriedades reparadoras do factor von Willebrand, podem
transformar-se na causa da formagsio de trombos patoldgicos e, eles proprios, levarem a
oclusdo dos vasos (Varughese et al, 2002). Lewinson et al (2001) observaram durante o
processo de regeneracdo 6ssea, num sistema de alongamento 6sseo membranoso, que 0s
pre-osteoblastos e os osteoblastos adjacentes as novas trabéculas, ou j& embebidos por
ostedide, expressavam imunomarcag8o positiva para o factor Vill-related antigen. Em
simultaneo estes autores preveniram a proliferagio das células osteoprogenitoras através da
aplicacéo de forgas mecanicas, situagio que pode, de certo modo ser comparavel ao stress
mecanico que a matriz ndo degradada exerce nos condrocitos da placa de crescimento, como
acontece na discondroplasia.
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Relativamente aos resultados para este marcador, o facto de n&o ter sido observada
imunomarcagio nas placas de crescimento normais, por um lado, mas ter sido registada
imunomarcago positiva nas placas de crescimento discondroplasicas, por outro, evidencia a
existéncia de lesBes vasculares, indutoras da sintese deste factor. Como foi referido uma das
caracteristicas da discondroplasia, é a incapacidade dos vasos metafisarios penetrarem a
matriz. Esta falha na vascularizagsio pode ser devida a um defeito nos vasos metafisarios e a
express&o do VWF pode traduzir essas anomalias ou, pelo contrario ser a consequéncia de
lesdes provocadas pelo desenvolvimento desorganizado dos condrécitos e, numa outra fase
das proprias trabéculas 6sseas.

Laminina-1

As lamininas s&o uma familia de glicoproteinas da matriz extracelular localizadas na membrana
basal, que separa as células epiteliais do estroma circundante; podem iguaimente ser
encontradas na membrana basal que circunda o tecido adiposo, o tecido muscular e as células
nervosas periféricas (Malinda e Kleinman, 1996). Adicionalmente, as lamininas separam e
ligam diferentes tecidos, o parénquima e os tecidos conjuntivos intersticiais (Aumailley e Smyth,
1998). As lamininas consistem de cadeias alfa, beta e gama com massas moleculares de 140-
400 kDa, secretadas e incorporadas nas células associadas as matrizes extracelulares
(Colognato e Yurchenco, 2000). Até ao momento s&o conhecidas oito cadeias geneticamente
distintas (alfa 1, alfa 2, alfa 3, beta 1, beta 2, beta 3, gama 1, gama 2) e sete diferentes formas
de ligago (laminina-1 a -7) (Timpl e Brown, 1994). As lamininas possuem sitios de ligagao para
varios componentes da matriz extracelular e para, pelo menos, seis diferentes receptores de
integrinas, pelo que est&o envolvidas em muitos tipos de interacgdes células-matriz (Tanzer et
al, 1993; Timpl e Brown, 1994). Estas interaccbes mostraram ser de extrema importancia no
desenvolvimento embrionario e nas remodelacdes e homeostases tecidulares. Embora a sua
principal fungio seja a ligagio células-matriz, muitas outras funcdes biolégicas importantes
foram evidenciadas, designadamente, crescimento, diferenciagdo e migragdo celulares,
crescimento de tumores e metastases, regeneragdo nervosa, cicatrizagéo e angiogénese
(Kleinman et al, 1985, 1993; Campbell e Terranova, 1988; Hunt, 1989; Grant et al, 1990, 1994,
Colognato e Yurchenco, 2000).

O endotélio vascular & mantido, normalmente, num estado de repouso, 0 que reflecte a
estabilidade e a integridade da parede vascular, mas, sob determinadas condigdes, é induzido
a produzir alteragbes acentuadas no seu comportamento e a formar novas estruturas
vasculares (Schnaper et al, 1993). As células que formam o endotélio vascular formam
complexos células-células e secretam uma membrana basal (Risau e Lemmon, 1988). Esta
homeostase é alterada quando se verificam agressbes dos vasos, como acontece em
determinados traumatismos fisicos (Schwartz e Benditt, 1977), ou em situagbes inflamatorias
(Pober e Cotran, 1990). Os sinais e os mecanismos moleculares que regulam a formagao dos
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vasos sanguineos sao objecto de profunda investigacdo, mas sabe-se ja que a laminina exerce
acentuados efeitos angiogénicos, participando no reconhecimento e na diferenciagdo das
células endoteliais (Schnaper et al, 1993; Grant et al, 1994; Ponce et al, 1999). Durr et al
(1996) observaram, na epifise fetal humana, a imunomarcagéo para a laminina mais evidente
nos condrécitos maduros no centro secundario de ossificagdo, em particular na vizinhanga dos
locais de invas&o vascular. Nos condrécitos das zonas de proliferacso e de hipertrofia da placa
de crescimento e no pericondrio a imunomarcacao foi negativa. Estes resultados sugerem um
papel da laminina na cartilagem em desenvolvimento. Kai et al (1992) observaram nas epifises
distais dos fémures de ratos, imunomarcagio para a laminina no citoplasma das células
fibroblasticas do mesénquima e na sua matriz pericelular bem como na lamina basal dos
capilares. Estes resultados sugerem que a laminina sintetizada por estas células deve
participar na migrac@o e no crescimento das células endoteliais na formagso dos canais de
cartilagem. Ganey et al (1995) obtiveram resultados idénticos, observando imunomarcagio
para a laminina na interface do endotélio e da matriz hialina.

Os resultados obtidos no presente trabalho, em que foi observada imunomarcacgfo intensa ao
longo dos canais vasculares nas placas de crescimento normais, situagéc que ndo se verificou
nas placas de crescimento discondroplasicas, nas quais a imunomarcago foi rara e, quando
apareceu, de fraca intensidade, evidencia um papel importante da faminina no processo de
ossificagéo endocondral. Em nossa opinido, as diferengas no padréo de expressao verificadas
entre os dois tipos de placas de crescimento s&o, eventualmente, uma consequéncia nas
anomalias verificadas na vascularizagdo, no caso da discondroplasia. No entanto, ha outros
dados interessantes acerca do papel da laminina no processo de ossificacio e que justificam
uma analise mais aprofundada. Com efeito, o recrutamento das células progenitoras dos
osteoblastos envolve a sua migragdo e adeso aos locais de formacdo de osso através de
interacgbes com proteinas da matriz (Roche et al, 1999b). Roche et al (1999a) observaram, in
vitro, que a maior taxa de recrutamento de células osteoprogenitoras foi levada a cabo pela
lamina, através dum efeito de adesé&o celular. Outros trabalhos (Roche et al, 1999b) in vitro, em
células de calvaria de rato deram, igualmente, indicagdes que a laminina-1 se ligou
especificamente as células osteoprogenitoras e, Majeska et al (1993), observaram que células
osteoblasticas e nao-osteoblasticas se ligaram a laminina de um modo dependente do tempo
de exposicdo e da concentragdo de células. Varios autores demonstraram a presenca de
células progenitoras dos osteoclastos na medula 6ssea (Burger et al, 1982, 1984). Estas
celulas podem igualmente ser encontradas na corrente sanguinea (Helfrich et al, 1989) e
diferenciarem-se em precursores dos osteoclastos sob o controlo do microambiente 6sseo
(Ejiri, 1983; Chambers, 1985). Uma vez que os osteoclastos apenas s3o observados nas
superficies das matrizes ésseas, devem existir factores de indugsio para a diferenciagio dos
osteoclastos neste tecido; pelo contrario, devem existir factores que permitam prevenir a
osteoclastogénese noutros tecidos. Por outro lado, dado que os vasos sanguineos s&o
compostos de células endoteliais revestidas pela membrana basal, aiguns componentes desta,
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devem funcionar como reguladores negativos da diferenciag&o dos osteoclastos. Os resultados
de Kukita et al (1998a), obtidos num sistema in vitro de células da medula ¢ssea de rato,
indicam que a laminina dos vasos sanguineos funciona como inibidor da diferenciagéo dos
osteoclastos, através da inibigdo do processo de formagéo dos pre-osteoclastos a partir das
células progenitoras da medula 6ssea. O facto desta acgéo inibidora ter sido bloqueada através
da adigso do fragmento YIGSR da laminina ao sistema, sugere que o efeito regulador da
laminina é mediado via receptores da laminina (Kukita et al, 1998a). Provavelmente, in vivo, a
laminina da membrana basal dos vasos sanguineos exerce a sua acgfo inibidora quando as
células progenitoras dos osteoclastos contactam com ela durante a passagem pelos capilares.
As células progenitoras dos osteociastos apenas se diferenciam em pre-osteoclastos apés a
exposigio ao microambiente 6sseo propicio a osteoclastogénese. Uma vez que a laminina
também é encontrada nos sinusoides encontrados na medula 6ssea, & possivel que a
formago dos precursores dos osteoclastos seja regulada negativamente no tecido 6sseo de
modo a prevenir um excesso de formag&o de osteoclastos. De acordo com Kukita et al (1998a)
é suposto este mecanismo auto-regulador mediado pela laminina, estar presente nas
cavidades medulares, sendo o seu perfeito funcionamento fundamental para regulacdo do
numero de osteoclastos no tecido 6sseo. Por outro lado, Vukicevic et al (1990) referem que a
laminina tem a capacidade de promover a diferenciag8o dos osteoblastos em ostedcitos. Estes
autores sugerem que o cometimento das células indiferenciadas do mesénquima, situadas
junto da membrana basal dos vasos sanguineos, esté igualmente envolvido neste processo. A
laminina pode ter assim propriedades bifuncionais no metabolismo 6sseo: por um lado a
diferenciagdio das células da linha osteoblastica em ostedcitos, por outro, prevenir a
diferenciagsio dos osteoclastos. Deste modo seria interessante aprofundar a existéncia, ou ndo,
de possiveis anomalias na express&o da laminina na discondroplasia

Actina

Os microfilamentos constituintes do citosqueleto s#o estruturas que se observam no citoplasma
das células eucaridticas sob a forma de feixes de filamentos paralelos ou de redes de
flamentos anastomosados (Plancha e David-Ferreira, 1999). S&o constituidos
fundamentalmente pela polimerizagco de uma proteina globular denominada actina G, que e
uma das proteinas mais abundantes nas células eucariéticas, originando filamentos de actina F
(Plancha e David-Ferreira, 1999). Estudos de sequenciagio dos aminoacidos de actinas de
diferentes origens permitem identificar seis actinas: as quatro actinas A, dos tecidos
musculares, e as actinas B e G, provenientes de células musculares e ndo musculares
(Plancha e David-Ferreira, 1999). Estas varias isoformas de actina s&o codificadas por uma
grande familia de genes. Apesar do grande numero de diferentes isoformas, globalmente a
actina 6 uma das protelnas que apresenta maior homologia estrutural ao longo da divergéncia
das espécies (Plancha e David-Ferreira, 1999). Os microfilamentos fornecem rigidez mecéanica
a superficie celular, permitem as células movimentarem-se e alterarem a sua forma, e
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desempenham um papel importante no transporte intracelular (Alberts et al, 1989 cit por
Benjamin et al, 1994). Por outro lado, os microfilamentos de actina s&o cruciais para o normal
desenvolvimento da angiogénese, para a permeabilidade vascular e nos processos de
reparagao endotelial, enfim, para a manutengio da integridade estrutural do endotélio (Wong e
Gotlieb, 1990; Ingber et al, 1995; Lee e Gotlieb, 2002; ver Lee e Gotlieb, 2003).

A actina-alfa do mtsculo liso, € uma proteina especifica deste tecido e foi descrita nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos que estfio revestidos por camadas de musculo liso
(Vicario et al, 2002). Todos os vasos sanguineos tém o seu limen revestido por endotélio e,
com excepgio dos capilares, estdo rodeados por uma, ou mais, camadas de células
musculares lisas (DeRuiter et al, 1997). A formagéo da parede dos vasos sanguineos depende,
assim, do recrutamento, da proliferacio, e da diferenciacdo dos precursores das células
musculares lisas (Lee et al, 1997). O microambiente hematopoiético desempenha um papel
crucial no recrutamento e na regulagdo do crescimento das células precursoras das células
musculares lisas, quer em situagbes fisiologicas, quer em situagbes patolégicas (Clark e
Keating, 1995). Os resultados de vérios trabalhos sugerem que as células musculares lisas da
neo-intima dos vasos sanguineos podem ter origem nas populacdes celulares da medula
6ssea, o que fornece evidéncias indirectas acerca da circulaco de células progenitoras das
células musculares lisas neste ambiente (Peled et al, 1991; Arakawa et, 2000; Simper et al,
2002; Tamiolakis et al, 2002; Vicario et al, 2002). Os resultados de Religa et al (2002), obtidos
em ratos, em modelos experimentais de transplantagéo de segmentos de artérias e de indugao
de lesBes endoteliais, indicam que as células positivas para a actina-alfa encontradas na
reparacio da camada intima s3o, em parte, originarias das células do estroma circulantes, dos
hospedeiros. Pelletier et al (2000), descreveram um modelo in vitro para o estudo da
angiogénese na medula 6ssea humana, no qual os pericitos e a matriz da membrana basal
estio associados com as células endoteliais, e com a formacgio e organizagéo dos capilares.
Estes autores observaram que os pericitos que expressavam a actina-alfa, estavam
espacialmente associados com os capilares e que existia um elevada correlagéo entre o
numero de capilares e os pericitos. Por outro lado, e embora neste modelo a angiogénese
basal encontrada fosse dependente do VEGF, a presenca de pericitos positivos para a actina-
alfa, no revestimento dos tubos endoteliais, preveniu, parcialmente, a regress&o destes quando
o VEGF foi neutralizado. Adicionalmente, os resultados de outros autores (Campbell et al,
2001: Han et al, 2001) sugerem que em situagdes de lesdes endoteliais o recrutamento de
células derivadas da medula ossea, funciona como mecanismo complementar de reparagéo
dos vasos. Todos estes resultados evidenciam o potencial angiogénico das populagcbes
celulares da medula 6ssea e a importancia dos microfilamentos de actina no processo da
vascularizagéo.

De acordo com o que foi dito, julgamos que os resultados por nés obtidos relativamente a
actina, sdo bastante interessantes. Recordemos que nas placas de crescimento normais foi
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possivel observar imunomarcagéo intensa ao longo dos canais vasculares, situagao que n3o se
verificou nas placas de crescimento discondroplasicas, nas quais a imunomarcacéo foi rara,
dispersa e, quando apareceu, pouco intensa. No caso da actina julgamos poder estar em
presenga duma causa, provaveimente n#o a Unica, das anomalias verificadas na
vascularizagéo nas placas de crescimento discondroplésicas. Curiosamente, Varet et al (2003)
observaram, in vivo e in vitro, que o fenofibrato, um agente normolipidémico, entre outros
efeitos, inibe a migracéio das células endoteliais para a formag&o dos tubos capilares, devido a
provocar a desorganizagcdo dos microfilamentos de actina do citosqueleto. No caso do nosso
modelo, & natural que o tirame exerga um efeito semelhante, traduzido na dificuldade dos
vasos penetrarem a matriz para a sua subsequente remog&o. De acordo com Wise e Jennings,
(1972) e Riddell (1977), a falha na vascularizagéo, que se verifica na discondroplasia, pode ser
devida a um defeito nos vasos metafisarios. Deste modo, parece-nos interessante uma analise
mais aprofundada, com recurso a outras técnicas, sobre as alteragbes observadas na
expresséo da actina e o seu envolvimento no desenvolvimento da discondroplasia.

A discondroplasia caracteriza-se, histologicamente, pelo aparecimento de uma massa
cartilaginea avascular opaca que se estende até a metafise, numa zona em que, normalmente,
existe osso trabecular (Leach e Lilburn, 1992; Rath et al, 1994). Durante o processo de
ossificag&o endocondral, a invasao dos vasos sanguineos, a partir da metafise, coincide com a
apoptose dos condrocitos hipertréficos, com a degradagio da matriz extracelular, com a
mineralizag&o da matriz extracelular, e com a formag&io de 0sso. Existem varios trabalhos que
sugerem que a discondroplasia é o resultado de uma falha na completa diferenciagsio dos
condrdcitos (Hargest et al, 1985; Farquharson et al, 1992; Loveridge et al, 1993; Thorp et al,
1993), embora n&o seja adiantada a causa, ou causas, para esse facto. No entanto, outros
trabalhos sugerem que a eventual causa para a formagao das les8es discondroplasicas é uma
falha na vascularizagdo das placas de crescimento (Nie et al, 1995). Estes autores
demonstraram que a falha de calcificagdo da matriz, nas les8es discondroplasicas, & devida a
uma falha na formacé&o de vesiculas da matriz funcionais, tendo sugerido que tal facto se deve
a uma disponibilidade reduzida em ides minerais, causada por um suprimento sanguineo
inadequado. Por outro lado, Hargest et al (1985) observaram que a zona de calcificagso estava
ausente na zona de hipertrofia abaixo da lesdo. Uma vez que Shapiro et al (1988)
demonstraram que a quebra na mineralizagdo da cartilagem ocorre em associagio com um
incremento da vascularizagéo e da capacidade oxidativa das células cartilagineas normais, a
falha na vascularizagdo pode contribuir para o decréscimo da mineralizagdo na zona de
hipertrofia abaixo da les&o. A falha na vascularizag8o, que se verifica na discondroplasia, pode
também ser devida a um defeito nos vasos metafisarios (Wise e Jennings, 1972; Riddell, 1977),
ou a uma auséncia dos necessarios sinais angiogénicos para que ocorra a invasio vascular
(Leach e Nesheim, 1965; Poulos, 1978). Se a penetragso vascular da zona de hipertrofia n&o
ocorre, entdo as células vdo acumular-se. A medida que o tamanho da lesdo aumenta, a
difusdo de nutrientes para as células decresce, levando, eventualmente & morte celular
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(Haynes e Walser, 1986). A questiio chave que se coloca é, entdio, a seguinte: o que impede a
penetragdo vascular na placa de crescimento? S&o as células na zona de hipertrofia que nao
adquirem os sinais quimioestaticos adequados, ou o defeito estd nos proprios vasos
sanguineos? Riddell (1977) refere que o desenvolvimento das lesdes & devido a um
decréscimo no numero de tuneis vasculares na zona de hipertrofia. Contudo, Reiland et al
(1978) e Poulos (1978) nfo concordam com esta hipétese. Nos seus estudos de morfologia,
estes autores compararam frangos de came (broilers) com poedeiras, as quais nao
desenvolveram a patologia. As placas de crescimento das poedeiras apresentavam um arranjo
colunar mais ordenado e uma penetracio vascular também mais ordenada. Nos broilers
observaram um espessamento focal das células de transig&o, o que os levou a concluséo de
que as propriedades da cartlagem s3o a razdo da falta de penetragio vascular. Neste
contexto, é interessante notar que a producdo de factores angiogénicos na placa de
crescimento esta fundamentalmente localizada na zona de hipertrofia (Alini et al, 1996; Gerber
et al, 1999; Horner et al, 1999; Nakanishi et al, 2000), como os nossos proprios resultados
sugerem, pelo menos relativamente ao VEGF — e é justamente a zona de hipertrofia que
contém as células que estio ausentes nas lesdes. Ren et al (1977) observaram que o IGF-l
tem a sua primeira express&o em associag80 com os pequenos vasos na placa de crescimento
com lesdes discondroplésicas. Twal et al (1996), por seu lado, sugerem que o decréscimo nos
niveis de bFGF, um potente angiogénico, nas lesbes discondroplasticas pode ser responsavel
para a sua fraca e, por vezes, ausente vascularizagdo. Loveridge et al (1993), por outro lado,
observaram niveis reduzidos de TGF-beta nos condrécitos de transicdo das lesbes
discondroplasicas. Contudo, pequenas areas de reparacdo nos limites das lesbes tornam-se
vascularizadas e as células na vizinhanga dos vasos sanguineos coram positivamente para o
TGF-beta. Este factor de crescimento esta implicado na indugdo da angiogénese (Carrington et
al, 1988) e a sua presenca nestas dreas das lesbes sugere que € necessario para a
vascularizacdo da cartilagem. Adicionalmente, e de acordo com Ren et al (1997), o TGF-alfa &
um importante modulador da angiogénese durante a ossificagdo endocondral, ainda que nao
seja de excluir a hipotese de que a expressio deste factor represente uma resposta secundaria
a oclusdo dos canais vasculares epifisarios ou um trauma dos vasos metafisarios. O facto de
termos observado um expressdo elevada do VEGF nas placas de crescimento
discondropléasicas deve ser, provavelmente, uma resposta deste tipo. Com efeito, as elevadas
concentragdes de VEGF junto aos canais de cartilagem colapsados sugerem que este factor,
provavelmente, desempenha alguma funcdo na reparagéo dos vaso danificados e também na
angiogénese, direccionando a invas3o dos vasos sanguineos metafisarios pela cartilagem
hipertréfica. Por outro lado, o aumento de volume dos condrécitos hipertroficos, e a matriz ndo
reabsorvida, causam compressao vascular, o que faz aumentar a situag8o de stress nos vasos.
A imunomarcagdo positiva do factor von Willebrand nas placas de crescimento
discondroplasicas, em particular nas zonas das lesdes € um indicador da existéncia de lesbes
no endotélio vascular, as quais, tanto podem ser a causa da falha na vascularizagéo das placas
de crescimento discondroplasicas, como podem ser a consequéncia do stress mecanico
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provocado pela matriz acumulada e n&o reabsorvida. Em nossa opini&o pensamos tratar-se da
segunda hipotese.

Durante a formac¢éo da placa de crescimento dos 0ssos longos, existe uma estreita interacgéo
dinamica, e mutuamente exclusiva, entre as estruturas vasculares em desenvolvimento e a
cartilagem, que é um dos tecidos menos vascularizado do organismo (Gerber e Ferrara, 2000).
A invasao vascular da cartilagem esta associada com a apoptose dos condrécitos hipertréficos,
com a mineralizagdo da matriz extracelular, com a sua degradac&o e com a formacéo de 0sso
e, por conseguinte, a inibicdo da angiogénese na placa de crescimento atrasa a morte dos
condrécitos, resultando na expans&o e, eventualmente, na acumulagéo de células hipertréoficas
(Gerber e Ferrara, 2000). A anormal vascularizagdo provavelmente contribui para o
estabelecimento da discondroplasia e pode até ser a principal causa (Riddell, 1977; Jefferies et
al, 2000). Provavelmente, os condrécitos e a matriz que circunda as lesées ndo estabelecem os
sinais angiogénicos apropriados para estimular a normal vascularizagdo da placa de
crescimento (Praul et al, 2000). Mas na3o é de excluir que as alteragcbes na placa de
crescimento reflictam eventos secundérios devidos a auséncia de um sistema vascular
condutor, e que se traduzem num decréscimo da acessibilidade dos condrocitos aos factores
endécrinos e aos tipos celulares especializados na degradagéo da matriz. Por outro lado,
alguns trabalhos (Trueta e Amato, 1970; Kieinman et al, 1991) referem que a disrupgéo fisica
da vascularizagdo metafisaria resulta na formag&o de lesbes, que podem, em nossa opinio,
ser comparadas a lesGes do tipo da discondroplasia. Adicionalmente, Gerber et al (1999)
demonstraram que a inibicko do VEGF, através da administracio sistémica de uma proteina
quimérica receptora em ratos, resultou em anomalias na vascularizacdo da placa de
crescimento traduzidas por uma zona de hipertrofia mais extensa e na inibigdo da formagéo de
osso metafisario. Morfologicamente, as placas de crescimento destes animais apresentam
caracteristicas muito semelhantes as placas de crescimento com lesSes discondroplésicas.
Deve ainda ser referido que a invasdo vascular pode ser modulada pela activacio ou pela
inibic&o das proteinases envolvidas na reabsorgao da cartilagem (Moses, 1997; Vu et al, 1998;
Engsig et al, 2000; Zhou et al, 2000), uma vez que a angiogénese envolve a degradagéo local
da membrana basal que envolve o endotélio (Folkman e Shing, 1992).

5.4.4 Reabsorgéo da cartilagem

O turnover da cartilagem da placa de crescimento pode alterar-se por dois mecanismos: por um
incremento da taxa proliferacdo dos condrocitos e da produgdo de matriz extracelular, sem
alteragdes na taxa de ossificagdo endocondral, ou por um decréscimo na taxa de reabsorgio
dessa matriz, ainda que a taxa de proliferagdo de condrécitos seja “normal” (Cook et al, 1994).
No processo de ossificagdo endocondral, a reabsorgéo da cartilagem € essenciaimente levada
a cabo pelos condroclastos/osteociastos, os quais, em condigdes normais, estio presentes em
nimero adequado, devidamente diferenciados e activos (Gay e Weber, 2000). No entanto,
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alguns trabalhos (Dean et al, 1985; 1989; Sakiyama et al, 1994; Fuller e Chambers, 1995; Gack
et al, 1995) referem que os condrécitos hipertroficos desempenham igualmente um papel
importante nessa actividade, através da acgdo de um conjunto de proteases responsaveis pela
degradagio da matriz organica. Entre as proteinases que participam na reabsorgido da
cartilagem, as metaloproteinases da matriz (MMPs) tém um papel de destaque pois sdo
capazes de degradar os varios componentes essenciais da matriz extracelular (ver Murphy e
Reynolds, 2002).

Numa primeira andlise, e que servird de base a toda a discuss@o deste sub-capitulo, os
resultados do presente trabalho sugerem, efectivamente, que os condrécitos hipertroficos
desempenham um importante papel na degradagdo da cartilagem da placa de crescimento,
dada a evidente expressdo de varias MMPs nestas células e, no caso das placas de
crescimento discondroplésicas, nos condrécitos junto das lesées. Convém aqui relembrar que
as MMPs s3o produzidas como precursores inactivos sendo processadas protecliticamente as
suas formas activas no ambiente extracelular (Liano et al, 1997; Benbow e Brinckerhoff, 1997,
Murphy e Knauper, 1997), e que a sua actividade é especificamente inibida pelos TIMPs
(Matrisian, 1992; Gomez et al, 1997; Clark e Murphy, 1999; Brew et al, 2000; Dew et al, 2002;
Baker et al, 2002; Nagase e Brew, 2002; Woessner, 2002; Whittaker e Ayscough, 2003). Deste
modo, desequilibrios no balango entre as actividades das MMPs e dos TIMPs, seja pela
diminuicdofinibicio da actividade das primeiras seja por um aumento da regulagdo dos
segundos, podem dar origem a situagdes patologicas caracterizadas por falhas no processo de
reabsor¢do e na consequente acumulagio de matriz extracelular (Gomez et al, 1997; Bord et
al, 1997; 1999; Kahari et al, 1999; Huang et al, 2002; Murphy e Reynolds, 2002; Watanabe et
al, 2002).

A expresséo de algumas MMPs, e dos seus inibidores, foi estudada em placas de crescimento
normais (Brown et al, 1989; Blavier e Delaissé, 1995; Lee et al, 1999) e nos condrécitos
hipertréficos nos processos de recuperag3o de fracturas (Yamagiwa et al, 1999; Uusitalo et al,
2000) e algumas patologias (Hembry et al, 2001; Huang et al 2002). Brown et al (1989), por seu
lado, observaram elevadas concentragdes, nos condrdcitos hipertroficos, ou na sua matriz
adjacente e na interface vascular, de varias MMPs, incluindo a MMP1, a MMP13, a MMP2, a
MMP-9 e a MMP-3. No presente trabalho foi igualmente observada a expresséo destas MMPs,
tanto nas placas de crescimento normais, como nas placas crescimento discondroplasicas, em
particular nos condrocitos  hipertroficos. Gack et al (1995) determinaram
imunohistoquimicamente a expressdo da MMP-1, durante o desenvolvimento embrionario em
ratos, e observaram marcacio positiva nos condrocitos hipertréficos e nas células
osteoblasticas localizadas ao longo das trabéculas 6sseas, ndo tendo obtido resuitados
positivos nos osteoclastos. Estes autores concluiram que a expresséo especifica da MMP-1 e a
sua capacidade exclusiva para digerir colagénios dos tipos I, I, lll, e X, os principais
constituintes do osso, da cartilagem, e tenddes, sugere um importante papel e uma fungéo
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especifica desta enzima no desenvolvimento e remodelagdo do osso. Bord et al (1997)
observaram gue nos condrécitos os niveis de expressdo da MMP-1 e da MMP-3 ao longo das
zonas de proliferagdo e de hipertrofia, foram variaveis, e a MMP-3 mostrou imunomarcagéo
positiva nas células e na matriz extracelular. Blavier e Delaisse (1995) e Nagai e Aoki (2002),
revelaram a expressdo da MMP-13 nos condrécitos hipertficos de ratos controlo e, estes
ultimos autores, nas regides em que o processo de ossificagdo endocondral foi perturbado pela
acg¢ao do Fibroblast Growth Factor-2 a expresséo da MMP-13 diminuiu significativamente. A
estromalisina-1 (MMP-3) é considerada uma das principais enzimas envolvidas na degradago
dos proteoglicanos e a concentracéo da sua actividade nas zona inferior de hipertrofia e na
zona de calcificagdo sugere que deve ser particularmente importante no processo de
mineralizag&o (Armstrong et al, 2002). Tal como estes autores, também nés obtivemos
imunomarcacéo para a MMP-3, nos condrécitos hipertréficos e junto aos locais de deposigéo
de matriz 6ssea. Para além desta, e das outras MMPs referidas anteriormente, observamos
ainda express&o nos condrocitos hipertréficos para as MMPs -7, -10, -11, -14, -15 e -16. Por
outro lado, Sasano et al (1998) referem que nos condrécitos da placa de crescimento
expressam a MMP-8.

Como ja tinhamos referido, embora as MMPs secretadas tenham diferentes padrdes de
expressé&o, parece, no entanto, haver uma consideravel redundancia e sobreposic&o no que diz
respeito as suas fungtes. Com efeito, murganhos deficientes em MMP-2 (ltoh et al, 1997),
MMP-3 (Mudgett et al, 1998), MMP-7 (Wilson et al, 1997), MMP-9 (Vu et al, 1998), MMP-10
(Masson et al, 1998) ou MMP-12 (Hautamaki et al, 1997), todos eles s&o viaveis. Destes,
apenas os animais deficientes em MMP-9 mostraram anomalias no desenvolvimento,
envolvendo a placa de crescimento e o processo de ossificacdo endocondral (Vu et al, 1998;
Engsig et al, 2000). No entanto, a expressfo de varias MMPs nos varios tipos celulares
envolvidos no desenvolvimento do esqueleto, ainda que fonte de alguma controvérsia (Uusitalo
et al, 2000), sugere a sua importancia nos processos de ossificac8o. Os resultados de Edwards
et al (1996) em humanos, confirmam o papel das metaloproteinases e dos seus inibidores, em
particular a colagenase (MMP-1), as gelantinases A (MMP-2) e B (MMP-9), a estromalisina
(MMP-3) e o TIMP-1, nos processos de remodelacéo da cartilagem e da formac&o da cavidade
medular. Outros autores observaram, em ratos, anomalias na funcdo osteoclastica que deram
origem a lesdes similares as da discondroplasia. Por exemplo, ratos knockout para a MMP-9
apresentaram uma zona de hipertrofia estendida, nfdo vascularizada e areas de células
apoptoticas no centro desta zona (Vu et al, 1998), tal como acontece na discondroplasia.
Murganhos deficientes em MT1-MMP, mostram acentuadas falhas no processo de ossificagsio
endocondral, traduzidas em graves anomalias esqueléticas (Holmbeck et al, 1999; Zhou et al
2000), e na invas&o vascular da placa de crescimento (Zhou et al, 2000).

Os mecanismos responséveis pela activacéo extracelular das pro-MMPs s&o complexos. Com
efeito, diferentes MMPs partilham os mesmos substratos, as formas latentes de algumas delas
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sdo, elas proprias, substratos de outras MMPs e embora possam existir os mesmos
promotores, os diferentes tipos celulares que exprimem as MMPs podem ter respostas
diferentes e, por vezes, contrarias a estes diferentes estimulos (Beaudeux et al, 2003). O
activador fisioldgico principal das MMPs & a plasmina (Murphy et al, 1999; Beaudeux et al,
2003). Uma vez fixada no seu receptor celular, a urokinase-type plasminogen activator (uPA),
permite a activagio do plasminogénio em plasmina a superficie da célula e deste modo uma
activacéo rapida das pro-MMPs (Kirchheimer e Remold, 1989). A uPa é expressa por varios
tipos celulares implicados na remodelagdo tissular e a sua inibigdo in vifro, reduz
significativamente a degradagdo da matriz (Estreicher et al, 1989). O inibidor do activador do
plasminogénio, o PAI-1, tem um efeito inibidor sobre a uPA e constitui, por isso, o contrapeso
da cascata de activacdo das MMPs pela plasmina e, portanto, da actividade metaloproteasica
matricial (Beaudeux et al, 2003). Os niveis seguintes de activacdo das MMPs constituem um
ciclo de retrocontrolo, no decurso do qual a activacdo duma MMP conduz & activagdo duma
outra que, por sua vez, leva a activacdo duma terceira, etc (Beaudeux et al, 2003). Deste
modo, a plasmina activa as pro-MMP-1, pro-MMP-3 e a pro-MMP-9 nas suas formas activas
respectivas, em seguida a MMP-3 activa a pro-MMP-1 na MMP-1, a qual também ¢é capaz de
activar a pro-MMP-9 (Beaudeux et al, 2003). As MT-MMP sdo igualmente activadoras das
MMPs, em particular da MMP-2 (Hemandez-Barrantes et al, 2002), e, por outro lado, as
gelatinases MMP-2 e MMP-9, podem ser activadas no seio da propria matriz extracelular
através duma producao importante de radicais livres de oxigénio produzidos pelos macréfagos
activados, aumentando assim a actividade metaloproteolitica local (Ohara et al, 1993). A
activagdo coordenada de um certo nimero de proteinases em estado latente pode explicar,
assim, degradacdo local, rapida e quase completa, do complexo de proteinas que constituem a
matriz extracelular (Gibson, 1998). E, pois, facil concluir que qualquer alteragao nos equilibrios
existentes entre os elementos constituintes desta cascata de activagio e de degradagio da matriz
extracelular pode dar origem a situagBes patologicas caracterizadas por falthas no processo de
reabsorgado e na consequente acumulacdo de matriz extracelular.

Do ponto de vista histoldgico, a discondropiasia caracteriza-se por um lado, pela acumulagéo
de grandes quantidade de matriz extracelular, que n&o é reabsorvida e, por outro, pela falha na
vascularizacdo da placa de crescimento. Nao foram realizados muitos trabalhos que tenham
avaliado uma eventual diminuicdo na reabsor¢ado da cartilagem da placa de crescimento como
sendo a causa para o aparecimento de lesGes discondroplasicas. Rath et al (1997),
observaram uma diminuicdo da actividlade de MMPs em lesbes discondroplasicas
espontaneas, sugerindo que esta reducdo pode ser, em parte, uma das razfes para a
acumulacéo de matriz extracelular na discondroplasia. Bai et al (1992), utilizando o modelo-
cisteina, obtiveram resultados que sugerem que a cisteina pode induzir o aparecimento de
lesbes discondroplasicas porque interfere com o processo de reabsorcio da cartilagem.
Através da imunomarcacgédo para a colagenase, enquanto nas placas de crescimento normais
observaram imunomarcacgao positiva para a colagenase em toda a zona de hipertrofia, e na
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regifo de transigdo condro-6ssea, nas placas de crescimento discondroplasico observaram
mostraram uma imunomarcag8o similar ao tecido normal apenas na zona pre-hipertréfica e na
parte superior da zona de hipertrofia, mas uma marcagéo bastante reduzida na parte inferior da
zona de hipertrofia e na regi#o de transicdo condro-6ssea. Convém aqui referir que os
condrécitos hipertroficos s&o as principais células da placa de crescimento secretoras de
colagenase (Dean et al, 1985; 1989). Dado que na discondroplasia os condrdcitos n&o atingem
a hipertrofia completa, a reduc#o da actividade da colagenase verificada por Cook e Bai (1994)
nas placas de crescimento discondroplésicas, pode ser explicada, pelo menos em parte pela
incapacidade em serem produzidas as quantidades necessarias a normal reabsorgéo da
matriz. Quanto & MMP-1 (colagenase-1), utilizando um anticorpo que reage com a forma activa
da enzima, recordemos que observamos condrécitos positivos em todas as zonas da placa de
crescimento, com uma maior expresso, no entanto, na zona de hipertrofia, tanto nas placas de
crescimento normais como nas placas da crescimento discondroplasicas e, nestas, junto as
zonas de acumulagio de matriz. Relativamente 3 MMP-13 (colagenase-3), nas placas de
crescimento normais, a imunomarcago dos condrécitos hipertréficos nao foi muito evidente, ao
contrario do que aconteceu com as placas de crescimento discondroplasicas em que a
imunomarcacao foi por vezes, bastante intensa, em particular nas zonas em que se verificou
acumulagdo de matriz. O facto de termos encontrado maior expresséo nas placas de
crescimento discondroplasicas, pode ser explicado pelo facto da matriz, embora envie os sinais
necessarios a sintese das enzimas, por qualquer razéo esta néo é activada, como pode ser o
caso da MMP-13 e, uma vez que o anticorpo utilizado reage com as formas latente e activa,
ficamos sem saber para qual das formas da enzima os condrécitos séo positivos. Pelo
contrario, no caso da MMP-1, os condrécitos expressaram a forma activa da enzima mas, por
outra raz&o qualquer nfo houve degradag@o da matriz. Sabe-se que na discondroplasia ha
uma diminui¢do nos niveis de colagénio de tipo X (Wardale e Duance, 1996). Linsenmayer et al
(1986) sugerem que este tipo de colagénio desempenha um papel importante na estimulagéo
dos osteoclastos para a reabsorgéo da cartilagem da placa de crescimento. Deste modo, e se
esta fungao existe, a diminuicao de colagénio do tipo X na matriz das lesdes discondroplasicas
pode explicar a acumulagio de condrécitos pré-hipertréficos, embora isto seja contrario ao que
0s nossos resultados sugerem. Pode ser que aiterages na composicéo, ou na relacéo entre os
diferentes constituintes da matriz podem alterar os sistemas de sinalizacdo e estimulacdo da
sintese e activagdo das colagenases.

Os resultados obtidos para as outras MMPs seguiram o mesmo padréo de expresséo, ou seja,
duma maneira geral, a percentagem de condrécitos positivos foi quase sempre superior, e em
muitos casos, significativamente, nas placas de crescimento discondropléasicas. No caso das
MMPs-3 e 10, em que os anticorpos utilizados reagem com as formas latente e activa da
enzima, acontece 0 mesmo do que para a MMP-13 ou seja, com as técnicas utilizadas néo &
possivel saber para qual das formas das enzimas os condrocitos s&o positivos. No caso da
MMP-2, dado o anticorpo utilizado apenas reagir com a proMMP-2, podemos estar em
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presenga duma situagdo em que houve falha na activagio da enzima, n&o sendo por isso
possivel a degradacdo da matriz. Refira-se a este propésito que Wardale et al (1996)
observaram uma diminuicdo na actividade de gelatinase nas amostras das placas de
crescimento com lesbes. Quanto as MMPs-7, -9, -11, -14, -15 e —16, os anticorpos utilizados
reagem com a forma activa das enzimas pelo que o imunoexpress#o observada da indicacdes
da sintese e da activacdo das enzimas. No entanto, exceptuando a MMP-9, para todas elas a
expressdo é duma maneira geral superior nas placas de crescimento discondroplasicas.
Pensamos que acontece os mesmo do que o ja referido, ou seja, a matriz envia os sinais para
a sintese das enzimas e o facto de, na maior parte dos casos observar-se uma sobre-
expressdo nos condrécitos junto as lesdes, sugere um mecanismo desse tipo. Por outro lado,
como foi anteriormente referido os resultados de varios trabalhos sugerem, por exemplo,
murganhos deficientes em MMP-2 (itoh et al, 1997), MMP-3 (Mudgett et al, 1998), MMP-7
(Wilson et al, 1997), MMP-10 (Masson et al, 1998) ou MMP-12 (Hautamaki et al, 1997), todos
eles s&o viaveis, pelo que a actividade destas MMPs pode ndo ser preponderante no processo
de ossificagcdo endocondral.

Pelo contrario, os resultados por nés obtidos quanto 4 MMP-9, s30 muito interessantes, dado
esta enzima desempenhar um papel de destaque no processo de ossificagio endocondral, pois
varios trabalhos (Vu et al, 1998; Engsig et al, 2000) confirmam que os animais deficientes em
MMP-9 mostram anomalias no desenvolvimento envolvendo a placa de crescimento. No
presente trabalho a percentagem de condrécitos positivos (90,7%) nas placas de crescimento
normais, foi significativamente mais elevada do que a percentagem de células positivas
(87,3%) nas placas de crescimento discondroplasicas. Também para esta enzima foi evidente a
sua expressao nos condrocitos situados junto as lesBes. Estes resultados sugerem que, tal
como verificado por outros autores (Bai et al, 1992; Rath et al, 1997), uma eventual diminuigdo
na actividade de MMP-9 pode ser, pelo menos em parte, uma das razées para a acumulagso
de matriz extracelular na discondroplasia.

Por outro lado, os resultados por n6s obtidos relativamente & expressdo dos TIMPs foram
igualmente interessantes, uma vez que para qualquer um deles a percentagem de condrécitos
positivos foi significativamente superior nas placas de crescimento discondroplasicas. E se no
caso dos TIMPs-3 e -4 pode colocar-se a questio duma eventual contagem de falsos positivos,
no caso do TIMP-2 as diferencas sdo t&o acentuadas que nZo nos parece que tenha
acontecido este artefacto. Deste modo, a maior express&o dos TIMPs nas placas de
crescimento discondroplasicas pode ser, pelo menos em parte, responsavel pela inibigio das
MMPs, em particular da MMP-9. Como ja referimos no Capitulo 2, a capacidade de inibigio dos
TIMPs ¢ variavel e, enquanto as formas activas das MMPs podem ser inibidas por qualquer dos
TIMPs (Bord et al, 1999; Hayakawa, 2002), as pro-MMP-2 e -9, apenas s&o inibidas pelos
TIMPs-1 e -2 (Hayakawa, 2002). Por outro lado, o TIMP-1 é mais efectivo do que o TIMP-2 na
inibicio da MMP-1 (Howard et al, 1991; Ward et al, 1991) e da MMP-3 (Nguyen et al, 1994).
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Contudo, o TIMP-2 & mais efectivo do que o TIMP-1 na inibicdo da MMP-9, e foram
evidenciados resultados contraditorios entre estes dois TIMPs relativamente a sua ac¢ao sobre
a MMP-2 (Ward et al, 1991; Nguyen et al, 1994). Por outro lado, ndo existem diferencas
significativas entre o TIMP-1 e o TIMP-3 na inibigdo da actividade das MMPs -1, -2, -3 e -9
(Apte et al, 1995) e, estes mesmos TIMPs, s&o cerca de 5 vezes mais efectivos do que o TIMP-
2 na inibigdo da MMP-13 (Knauper et al, 1996). Curiosamente, a MT1-MMP ¢ inibida pelos
TIMPs-2 e -3, mas ndo parece ser afectada pelo TIP-1 (Kinoshita et al, 1996; Will et al, 1996).

Convém ainda recordar que, para além da sua fung8o de remodelac&o da matriz extracelular,
as MMPs podem igualmente participar em muitos outros processos biologicos (ver: Vu e Werb,
2000; McCawlley e Matrisian, 2001, Ortega et al, 2003; Visse e Nagase, 2003),
designadamente, regulagao da fungdo imune (Opdenakker et al, 2001a,b), migragéo celular,
proliferagio celular, angiogénese (Vu et al, 1998; Zhou et al, 2000; Nguyen et al, 2001; Pepper,
2001; Jackson, 2001; Sounni et al, 2003) e apoptose (Shi et al, 1998; Vu et al, 1998; Karsdal et
al, 2002), pelo que a expresséo apresentada por algumas células pode estar relacionada com
algum destes eventos biol6gicos e no com a degradagao da matriz. No que diz respeito a
vascularizago, sabe-se que a invas#o da cartilagem pelos vasos sanguineos metafisarios &
um passo necessario para que se complete o processo de ossificaggo endocondral. Nao se
sabe, contudo, se é a apoptose dos condrocitos hipertréficos o estimulo para o recrutamento
dos vasos sanguineos, e das células especializadas para a degradagéo da matriz extracelular,
ou se, pelo contrario, é a invas8o dos vasos sanguineos, o sinal para a morte dos condrocitos,
e para os passos subsequentes, transmitindo os sinais reguladores celulares e/ou humorais
adequados (Gibson et al, 1995, 1997; Gerber et al, 1999). Por exemplo, a vascularizacéo
incompleta em ratos deficientes em MMP-9 (Maes et al, 2002), é atribuida a uma reducéo na
apoptose dos condrécitos hipertréficos (Vu et al, 1998) e, durante a involug8o da glandula
mamaria, a degradagdo da matriz extracelular pelas MMPs é necessaria para que se verifique
a apoptose (Lund et al, 1996; Furth, 1999). Mecanismos e interacgbes similares podem estar
envolvidos no desenvolvimento da discondroplasia. Por outro lado € interessante notar que o
TIMP-2 é um inibidor da angiogénese (Ohba et al, 1995) o que, considerando os resultados por
nés obtidos, permite especular acerca duma possivel ligacéo entre a sobre-expressao do
TIMP-2 e as falhas verificadas na vascularizag8o das placas de crescimento discondroplasicas.

Para além dos condrécitos, e como ja foi referido, as MMPs s8o produzidas por uma variedade
de células, designadamente fibroblastos, macréfagos, osteoclastos, osteoblastos e células
endoteliais e condrocitos (Delaisse et al, 1993; Gack et al, 1995; Delany e Canalis, 1998;
Hayakawa, 2002; Herold, 2002; Murphy e Reynolds, 2002; Beaudeux et al, 2003). Para todas
as MMPs analisadas, bem como para os TIMPs, observamos expressao nestes tipos celulares.
Para além da participagso directa destas células na reabsorgéo da cartilagem, através da
sintese das MMPs, os padrbes de express&o por nos observados suscitam uma outra questéo
e que tem a ver com uma possivel interacgo entre as MMPs e os TIMPs sintetizados por
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diferentes tipos celulares. Com efeito, os diferentes tipos celulares que exprimem as MMPs
podem ter respostas diferentes e, por vezes, contrarias a diferentes estimulos diferentes. Por
exemplo, Cermelli et al (2000) referem que durante o processo de ossificagio endocondral a
produgdo de gelatinase pode ser uma resposta a situagdes inflamatérias locais, situagio que
acontece na discondroplasia, e que pode explicar a expressdo de algumas MMPs por nés
obtida. A existéncia de dois diferentes niveis de actuacio de diferentes ou das mesmas MMPs,
na degradacdo da cartlagem da placa de crescimento pode explicar os resultados
contraditorios encontrados por diferentes autores. Num primeiro nivel de actuacao, interviriam
os condrocitos hipertréficos, sintetizando as adequadas MMPs que permitiriam a invas&o dos
vasos e das populagdes de condroclastos/osteoclastos, associadas ao segundo nivel de
degradacéo da cartilagem.

Para além da eventual diminuigdo da actividade da MMP-9 e 0 aumento da actividade dos
TIMPs poderem ser, pelo menos em parte, responsaveis pelo decréscimo na degradagio da
matriz verificado na discondroplasia, outro dado interessante do ponto de vista da biologia das
interaccbes células-matriz, e independente do objectivo inicial do trabalho, é o facto de se ter
observado um aumento de expressdo das varias MMPs e TIMPs nos condrécitos junto as
lesOes. Estes resultados sugerem a existéncia de fenémenos de sinalizagdo que justificam, em
nossa opinido, um estudo mais aprofundado, com o recurso a outras técnicas. Por outro fado
sera importante saber se a expressdo verificada, e nos caso em que isso n&o foi possivel
avaliar, diz respeito & forma latente e/ou a forma activa das enzimas.
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6. DISCUSSAO GERAL

O processo normal de ossificago endocondral envolve uma sequéncia ordenada e equilibrada
de fendmenos desde a proliferacdo dos condrécitos, passando pela sua completa
diferenciago, até & sua morte por apoptose, e, em condigbes normais, a sintese de cartilagem
nas placas de crescimento esta em equilibrio perfeito com a calcificagéo da cartilagem, com a
degradacio desta e com a sua substituicio por osso trabecular. Alteragdes nos factores que
contribuem para a manutengdo das homeostases mineral e celular no processo de ossificacdo
endocondral, podem traduzir-se, assim, em anomalias, mais ou menos graves, no
desenvolvimento do esqueleto (Leach e Gay, 1987; Whitehead, 1992; Sullivan, 1994, Leterrier
et al, 1998; Capela e Silva et al, 1999; Capela e Silva, 2000).

A discondroplasia da tibia € uma anomalia espontanea, ou induzida, das placas de crescimento
epifisarias, caracterizada pelo aparecimento de uma massa cartilaginea avascular opaca, nao
calcificada, que se estende até a metafise, numa zona em que, normaimente, existe 0sso
trabecular (Leach e Lilburn, 1992; Orth e Cook, 1994; Rath et al, 1994, Whitehead, 1997). A
maior parte da investigagio que tem sido feita sobre a fisiologia da placa de crescimento e a
discondroplasia tem-se centrado na proliferagdo e na diferenciacdo dos condrocitos, bem como
nas proteinas que estes secretam para a formagdo da matriz extracelular. Do ponto de vista
celular, as lesdes discondroplasicas contém predominantemente condrocitos pre-hipertréficos
com a auséncia de células completamente hipertrofiadas (Hargest et al, 1985; Thorp et al,
1993). Por outro lado, genes que em condices normais se expressam durante a hipertrofia dos
condrocitos, tendem a mostrar um reduzido nivel de expressdo na discondroplasia,
designadamente: (i) parathyroid hormone-related peptide (Farquharson et al, 2001), (ii)
parathyroid receptor gene (Ben-Bassat et al, 1999), (iii) receptores da vitamina D (Berry et al,
1996), (iv) osteopontina (Knopov et al, 1995; Pines et al, 1998), (v) fosfatase alcalina e outras
enzimas (Farquharson et al, 1992b, 1995; Knopov et al, 1997; Zhang et al, 1997), (vi)
colagénios dos tipos |l e X (Tselepis et al, 1996; Wardale e Duance, 1996, Reginato et al,
1998), (viii) sialoproteina 6ssea (Pines et al, 1998), (ix) basic fibroblast growth factor (Twal et al,
1996), (x) proteoglicanos (Ling et al, 1996; Tselepis et al, 1996, 2000), (xi) c-myc (Farquharson
et al, 1992a; Loveridge et al, 1993; Thorp et al, 1993), (xii) osteonectina (Wu et al, 1996), (xiii)
transforming growth factor-3 (Loveridge et al, 1993; Law et al, 1996), (xiv) transforming growth
factor-a. (Ren et al, 1997), (xv) epidermal growth factor (Ren et al, 1997), e, (xvi) insulin growth
factor-l (Ren et al, 1997). Estes dados permitem concluir que a discondroplasia da tibia envolve
a incapacidade dos condrdcitos em atingirem o estadio terminal de hipertrofia completa
(Hargest et al, 1985; Farquharson et al, 1992; Loveridge et al, 1993; Thorp et al, 1993), embora
ndo seja ainda conhecida a causa, ou causas, para esse facto. Trabalhos mais recentes
(Jefferies et al, 2000), referem que o fen6tipo dos condrécitos na discondroplasia pode néo
reflectir apenas a auséncia duma completa hipertrofia, mas estarem envolvidos mecanismos
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mais complexos do que inicialmente se supunha. Outros trabalhos sugerem que a eventual
causa para a formagéo de lesdes discondroplasicas € a falha na vascularizagdo das placas de
crescimento (Nie et al, 1995). Estes autores demonstraram que a falha de cailcificacéo da
cartilagem nas lesdes discondroplésicas € devida a uma falha na formagéo de vesiculas da
matriz funcionais, tendo sugerido que tal facto se deve a uma disponibilidade reduzida em ibes
minerais, causada por um suprimento sanguineo inadequado. Esta falha na vascularizagéo
pode ser devida a um defeito nos vasos metafisarios (Wise e Jennings, 1972; Riddell, 1975,
1977), ou devida a uma auséncia dos necessarios sinais angiogénicos para que ocorra a
invas8o vascular (Leach e Nesheim, 1965; Poulos, 1978) e, deste modo, ndo se verificar a
reabsorg8o da cartilagem pelas células especializadas para esse objectivo (Bai et al, 1992;
Rath et al, 1997). Neste contexto, é interessante notar que a produgdo de factores
angiogénicos na placa de crescimento esta fundamentalmente localizada na zona de hipertrofia
(Alini et al, 1996; Gerber et al, 1999; Horner et al, 1999; Nakanishi et al, 2000), a qual contém
justamente estas células que estio ausentes nas lesdes. Para outros autores (Ohyama et al,
1997; Rath et al, 1998), o desenvolvimento de lesdes discondroplasicas, pode estar
relacionado com falhas no processo de apoptose dos condrécitos hipertréficos.

Pelo que foi dito, e pese embora todo o trabalho realizado ao longo de varios anos, continuam
a permanecer muitas duvidas quanto a verdadeira causa, ou causas, da discondroplasia. Para
esta situacéo n&o é alheio o facto de varios factores, designadamente, nutricionais, micotoxinas
e alguns ditiocarbamatos, afectarem a incidéncia e a gravidade das lesbes discondroplasicas
(Leach e Gay, 1987; Orth e Cook, 1994). A utilizag&o destes factores como agentes indutores
da discondroplasia experimental, e 0 conhecimento do seu modo de acgéo, podem ajudar a
compreender melhor esta patologia e a estabelecer os seus mecanismos de indugéo. No
entanto, a quantidade de modelos de indug&o t8o diversos faz supor que a discondroplasia tem
uma origem multifactorial, pois nfo & crivel que os mecanismos de acgdo dos diferentes
agentes indutores sejam exactamente o0 mesmos.

Embora alguns autores tenham especulado acerca do mecanismo de indugéo poder estar
relacionado com uma interferéncia na conversé&o renal da 25-hidroxicolecalciferol para a forma
biologicamente activa 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25(0OH),-Ds; Sauveur e Mongin, 1978], o
1,25(0H),-D; apenas se mostra efectivo em situagbes de deficiéncia de calcio (Orth e Cook,
1994). Edwards (1984), usou uma dieta com niveis baixos de Ca de modo a induzir a
discondroplasia, e para testar a hipétese do metabolismo da vitamina D estar envolvido na
etiologia da discondroplasia. Quando este autor administrou aos animais diariamente 1,25- ou
24,25-dihidroxicolecalciferol, a 1,25-OH D; fez decrescer a incidéncia de discondroplasia
quando comparado com o tratamento controlo (num de trés ensaios), enquanto nos outros dois
fez reduzir a gravidade das lesdes. Pelo contrario, o metabolito 24,25-OH n&o apresentou
qualquer efeito quando comparado com o tratamento controlo. Noutro trabalho, Edwards (1989)
observou que 1100 IUC/Kg de vitamina D3 incrementaram o crescimento mas fizeram diminuir
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a incidéncia (73 versus 92%) e a gravidade das lesbes discondroplasicas quando comparada
com a dieta basal de controlo, sem vitamina D; adicionada.

Quanto a importancia da homeostase mineral no desenvolvimento da discondroplasia, os
resultados s&o contraditérios. Um dos modelos experimentais mais utilizado €, como se disse,
a utilizagso de dietas desequilibradas na relagéo Ca/P (Rennie et al, 1993; Farquharson et al,
1995; Tselepis et al, 1996; Jefferies et al, 2000). Por outro lado, o facto de poedeiras em
postura, alimentadas com ragbes contaminadas com tirame, porem uma elevada percentagem
de ovos com deficiente calcificago da casca (Guitart et al, 1996), o facto da diminuicdo nos
valores dos parametros mecanicos do tibiotarso, nos animais a quem foi administrado tirame,
darem indicacdes dum decréscimo geral da mineralizago dos 0ssos (Wu et al, 1990), e, ainda,
o facto dos niveis séricos de calcio em codomizes, ap6s exposi¢do crénica a tirame (Wedig et
al, 1968), fazem supor que este quimico possa exercer a sua acc3o ao nivel do metabolismo
do calcio. Edwards (1987), sugere uma eventual formag&o de quelatos de célcio, diminuindo,
assim, a biodisponibilidade deste ao nivel do tracto gastrintestinal, podendo, esta diminuigéo,
estar associada com o desenvolvimento da discondroplasia. No entanto, varios trabalhos
permitiram concluir que ndo houve efeitos dos tratamentos nos niveis plasmicos de Ca, P e Mg
entre os animais afectados e n&o afectados, mesmo quando foram encontradas diferencas
significativas na incidéncia de lesbes (Edwards, 1985, 1987). O incremento de varios
macrominerais (Ca, P e Mg) n&o produziu efeitos, e a suplementacdo com oligoelementos (Fe,
Cu, Zn e Se) também n3o teve efeitos na incidéncia da patologia, embora a suplementacado
com F (0,04%) tenha incrementado a gravidade das lesdes num dos ensaios. As cinzas do
osso foram similares nos animais afectados e nfo afectados, e estes resultados estdo de
acordo com os de outros autores (Riddell, 1975; Edwards e Veltman, 1983). No entanto, nos
modelos tirame e Fusarium, a suplementag&o com cobre ou com zinco fez diminuir a incidéncia
de lesdes (Wu et al, 1990; 1993). Por outro lado, estes autores encontraram iguaimente uma
diminuicso nos niveis de Ca, P, Mg, Mn e Zn e um aumento nos niveis de S e Na na cartilagem
discondroplasica quando comparada com a cartilagem normal, o que indica, claramente um
menor mineralizagio daquela. Adicionaimente, Edwards (1987) observou uma diminuicdo na
incidéncia da discondroplasia espontanea, em resultado da suplementac&o da dieta com varios
oligoelementos, os quais nfo tiveram a mesma acgdo quando foi utilizado o modeio
tiram/disulfiram.

Relativamente ao modelo Fusarium, Haynes e Walser (1986) sugerem uma provavel
diminuigio da produggo dos factores reguladores do processo de reabsorcio, ou da actividade
das proprias células dele responsaveis, mas cujos mecanismos nao sao bem claros. No que diz
respeito ao mecanismo de acgdo da cisteina, parece estar relacionado com uma possivel
quelagao do cobre efou, com a diminuicdo da degradacéo da cartilagem, muito em particular
com um decréscimo na produg3o e na actividade da colagenase (Orth et al, 1991, 1992; Bai et
al, 1994; Bai e Cook, 1994). O mesmo mecanismo de ac¢ao & proposto para a histidina (Cook
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et al, 1994). Por seu lado, Leach e Nesheim (1972) e Sauver e Mongin (1978) apresentaram
dados que sugerem que o efeito da manipulagdo dos electrdlitos na incidéncia da
discondroplasia é mediado através de trocas no balango metabélico acido-base. Sauver et al
(1977), sugerem que a acidose metabdlica pode interferir com o metabolismo renal da vitamina
D em animais raquiticos e Sauver e Mongin (1978) referem este facto, como um potencial
mecanismo envolvido na etiologia da discondroplasia.

Quanto ao modo de acgéo dos ditiocarbamatos, os resultados, in vitro, de Rath et al (1995),
sugerem que o tirame exerce um efeito citotéxico nos condrécitos, provocando a sua morte,
provaveimente devido a danos causados ao nivel da membrana. Por outro lado, a formag&o de
quelatos de cobre por estes quimicos & outra das hipéteses avangadas para explicar o
mecanismo de indugéo da discondroplasia (Cook et al, 1994), dado que dietas deficientes
neste elemento provocam lesdes histologicamente similares as da discondroplasia espontanea
(Cariton e Henderson, 1964; Cook et al, 1994; Rosselot et al, 1994). Adicionalmente, e como j&
referimos anteriormente, existem trabalhos que demonstram que dietas com niveis elevados de
cobre evitam, parcial, ou totalmente, o desenvolvimento da discondroplasia induzida pelos
ditiocarbamatos (Wu et al, 1990), o que ndo se consegue no caso da discondroplasia
espontanea (Cook et al, 1994). Deste modo, e segundo Cook et al (1994), essa acgao traduzir-
se-ia num decréscimo na biodisponibilidade do cobre ao nivel do tracto gastrintestinal, com
implicagbes directas na actividade das varias enzimas, distribuidas por todo o organismo, que
necessitam de cobre para levarem a cabo processos biolégicos essenciais (Bridges e Harris,
1988; Farquharson et al, 1989; Saenko et al, 1994; Abdel-Mageed e Oeheme, 1990; Prohaska,
1990; Eide, 1998; Smith-Mungo e Kagan, 1998; Barceloux, 1999; Iskra e Majewski, 1999;
Woodbury et al, 1999, Ciriolo et al, 2000; ExPASy, 2000; Marikovsky et al, 2000; Takahashi et
al, 2000; Marikovsky et al, 2000). Convém referir, no entanto, que a formag&o de quelatos de
cobre como possivel mecanismo de acgéo dos ditiocarbamatos & contrariada pelo facto de
outros potentes quelantes de metais n&o induzirem a discondroplasia (Cook et al, 1994). Por
outro lado, os valores dos indicadores classicos dos niveis de cobre (actividade da super6xido-
dismutase, nivel de cobre no sangue ou no osso, hematécrito) nso s8io afectados pela ingestso
de ditiocarbamatos, néo resultando numa situagdo generalizada de deficiéncia em cobre (Wu et
al, 1990, 1993; Cook et al, 1994). Adicionalmente os niveis séricos de ceruloplasmina e de
cobre do 0sso, s&o normais na discondroplasia espontanea (Lilburn e Leach, 1980). A acg&o do
tirame podera estar, igualmente, relacionada com uma eventual inibicdo da biossintese de
prostaglandinas (Watkins et al, 1991) e, uma vez que estas desempenham um importante
papel no metabolismo dos condrécitos (O'Keefe et al, 1992), esta inibig&o contribuiria, assim,
para a ocorréncia das lesdes. Segundo outros autores (Suzuki et al, 2000, 2001), a acgéo dos
ditiocarbamatos pode ser exercida ao nivel da sintese de proteoglicanos e da maturagsio de
colagénio, através do bloqueio da ascorbato desidrogenase, interferindo, assim, no
metabolismo do &cido retinoico, o qual regula multiplas e importantes actividades metabélicas
dos condrécitos (Shapiro et al, 1991). Estes autores sugerem ainda, que o disulfiram pode
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exercer efeitos secundarios na actividade da prolil-hidroxilase, enzima que desempenha um
importante papel no desenvolvimento da cartilagem e dos ossos cartilagineos (Annunen et al,
1998).

A citotoxicidade dos compostos referidos depende das suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinAmicas e da susceptibilidade dos diferentes tecidos & sua acgao. A reduzida
vascularizagdo da cartilagem pode, por outro lado, contribuir para um maior tempo de
permanéncia destes compostos, e dos seus metabolitos no tecido e, assim, prolongar os seus
efeitos. No caso dos ditiocarbamatos, por exemplo, a indugao de lesbes discondroplasicas, nao
é acompanhada de malformagdes ou de alteragbes histopatolégicas de outros 6rgdos (Wu et
al, 1990), inclusivamente da cartifagem articular e da cartilagem do estemno. Por estas razbes, e
por tudo o que se disse, € muito provéavel que a indugao da discondroplasia, utilizando alguns
dos modelos referidos n3o represente a etiologia biolégica, real, da discondroplasia
espontanea, ja que: (i) o cobre consegue prevenir a discondroplasia induzida pelo tirame (Wu
et al, 1990), e pela micotoxina de Fusarium (Wu et al, 1988), mas ndo tem o mesmo efeito na
discondroplasia induzida pela cisteina, sendo esta, no entanto, prevenida por acg&o do
molibdénio (Bai et al, 1994); (ii) pelo contrario, a prevengéo da discondroplasia espontanea
pelo cobre (Wu et al, 1990), ou pelo molibdénio (Bai et al, 1994), no foi ainda demonstrada;
(iii) a formag#o de quelatos de cobre como possivel mecanismo de acgio dos ditiocarbamatos
na indugso da discondroplasia, contraria o facto de outros potentes quelantes de metais nao
induzirem esta patologia; (iv) a incapacidade da metionina em induzir a discondroplasia,
quando comparada com a homocisteina, pode ter a ver com o facto desta, tal como os
ditiocarbamatos e a cisteina, apresentarem um grupo terminal tiol (HS-CH,), ao contrério da
metionina. No entanto, outros compostos com este grupo tiol s8o incapazes de provocar a
discondroplasia. Por outro lado, a falta de relagdo entre compostos com o grupo tiol e sem o
grupo tiol que induzem a discondroplasia, sugere que existe mais do que um mecanismo de
inducdo da patologia; (v) Veltmann et al (1985), Veltmann e Linton (1986) e nés proprios
(Capela e Silva e Bento, 2003, dados néo publicados), utilizando o modelo tirame e Bai e Cook
(1994), utilizando o modelo cisteina, conseguiram induzir a discondroplasia em animais de
crescimento lento o que contraria o facto destas estirpes n&o apresentarem a patologia
espontanea nem induzida por outros modelos; (vi) no modelo utilizado no presente trabalho,
verificou-se a indugdo de lesbes discondroplasicas em todos os ossos longos, em particular, e
indistintamente, na tibia e no fémur, o que contraria o facto da discondroplasia espontanea
aparecer quase exclusivamente na tibia e muito raramente nos outros 0ssos longos. Refira-se,
a este proposito, que nos trabalhos consultados, muito raramente se encontrou referéncia aos
diferentes ossos longos, tendo sido apenas, e quase sempre, avaliada a tibia, inciusivamente
naqueles em que foi utilizado o modelo tirame; (vii) no modelo utilizado, as primeiras lesbes
aparecem logo aos 4-5 dias, resultados igualmente observados por Vargas et al (1983). Por
seu lado, Lawler et al (1985), utilizando o modelo Fusarium, observaram um incidéncia da
ordem dos 70%, em animais com 7 dias, enquanto Bai e Cook (1994), utilizando o modelo
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cisteina, observaram as primeiras lesdes em animais com 10 dias. Pelo contrario, Ling et al
(1995), apenas observaram lesbes macroscopicamente visiveis e alteragdes ultra-estruturais
dos condrocitos aos 21 dias de idade, em animais de linhas seleccionadas para elevada
incidéncia de discondroplasia (69%), enquanto aos 2, 7 e 14 dias, para além de n&o serem
visiveis lesbes, a ultra-estrutura das placas de crescimento dos animais desta linha e duma
linha de baixa incidéncia de discondroplasia (0,21%) era similar. A este propésito, convéem
referir que as lesdes discondroplasicas ndo s&o um remanescente da cartilagem embrionaria,
uma vez que Bai et al (1992) referem que, aos 7 dias todo este tecido esta reabsorvido. Por
outro lado, Wu et al (1990), utilizando o modelo tirame, verificaram que, induzindo a patologia
durante apenas os primeiros 3 e 7 dias apds a eclos8o, a incidéncia foi de 15 e 25%,
respectivamente; (viii) Haynes e Walser (1986) observaram, no modelo Fusarium, inimeros
vacuolos de autofagia nos condrécitos hipertréficos das placas de crescimento normais, e a sua
diminuicdo nos condrocitos das placas de crescimento afectadas, enquanto Hargest et al
(1985), na discondroplasia espontanea apenas observaram este tipo de vactolos nas placas
de crescimento com lesdes, estando ausentes nas placas de crescimento normais; (ix) a
actividade da ceruloplasmina nos animais com discondroplasia induzida pelo tirame (Wu et al,
1990) é reduzida, enquanto € normal nos animais com discondroplasia espontanea (Lilburn e
Leach, 1980), (x) nem todas as estirpes de Fusarium induzem a discondroplasia (Wu et al,
1991); (xi) ao contrario dos resultados de outros autores (Trueta e Trias, 1961; Thorp, 1992),
que referem que as lesdes estdo confinadas as extremidades proximais do tibiotarso e do
tarsometatarso e desenvolverem-se focalmente no lado medial das articulagbes, no presente
trabalho foram encontradas lesdes que ocupavam toda a epifise.

A discondroplasia parece, pois, ter uma origem multifactorial, pelo que as suas causas exactas
permanecem ainda um enigma. Por outro lado, a investigagio sobre a sua etiologia, esta
condicionada pelo facto das alteragbes que ocorrem no inicio das lesbes, poderem ser
mascaradas pelos efeitos de alteragdes degenerativas progressivas que se verificam na
cartilagem retida, e pelos efeitos de patologias subseguentes. Com efeito, e de acordo com
alguns autores (Haynes et al, 1985; Haynes e Walser, 1986), as alteragdes celulares que se
verificam na discondroplasia, desenvolvem-se apenas ap6s a acumulagio da cartilagem, pelo
que séo sequelas devidas, possivelmente, a uma depleccdo em nutrientes, ja que os
condrocitos se encontram a uma maior distancia das veias epifisarias, as suas fontes de
nutrientes. Estes autores observaram ainda, que as alteragbes estruturais apenas ocorreram
nas placas de crescimento com lesdes de grande tamanho e n&o em lesdes de pequeno
tamanho. A este propoésito, deve ser referido que Rosselot et al (1994), ainda que in vitro,
concluiram, iguaimente, que o tamanho das lesGes &, de facto, um importante factor em toda a
modulagdo da biologia dos condrécitos nas placas de crescimento discondropidsicas.
Adicionalmente, h& ainda a considerar a forte componente genética desta patologia, que levou,
inclusivamente, ao estabelecimento de linhas experimentais de individuos seleccionados para
baixas e elevadas incidéncias de lesdes (Sheridan et al, 1978; Thorp et al, 1993). Estas linhas

198



funcionam como modelos, de modo a permitir identificar os genes envolvidos no
desenvolvimento da discondroplasia e mapear os genes candidatos, uma vez que 0 seu papel
no inicio da patologia tenha sido estabelecido (Farquharson e Jefferies, 2000). A
caracterizagio dos genes candidatos da discondroplasia tem-se concentrado nos genes
conhecidos como estando associados a diferenciacio e a hipertrofia dos condrécitos. Alguns
deles s3o marcadores da hipertrofia, como sejam o colagénio de tipo X (Farquharson et al,
1995; Tselepis et al, 1996), o agrecano (Farquharson et al, 1994 Tselepis et al, 1996), a
osteopontina, e a osteonectina (Wu et al, 1996; Pines et al, 1998), os quais, como
anteriormente referido, aparecem desregulados na discondroplasia. Embora muitos estudos
tenham identificado uma express3o diferencial dos genes, ou dos seus produtos, fornecendo,
assim, pistas importantes para se perceber da natureza da patologia, muitos deles parecem
estar mais associados com as anomalias macroscopicas da les&o, do que com as verdadeiras
causas da doenca. Uma vez que a discondroplasia envolve uma falha na diferenciacdo dos
condrécitos, pode ndo ser muito adequado comparar padrdes de expressao génica nas células
isoladas das lesBes discondroplasicas e de tecidos saos directamente. Alguns fenotipos dos
condrdcitos podem estar ausentes da les&o, enquanto outros podem ser alterados. Esta falha
de especificidade, pode levar a alteragbes predominantemente secundarias associadas com a
patologia e ndo terem a ver, necessariamente, com a etiologia da discondroplasia. Utilizando a
técnica de separagio por gradientes Percoll, a qual permite fraccionar as placas de
crescimento normais em fracgdes de condrocitos com maturagdo diferenciada, e assim,
comparar células proximas e afastadas da lesgo, Jefferies et al (1998) identificaram uma série
de genes como provaveis responsaveis pela discondroplasia (T: abela 6.1).

Tabela 6.1 Genes candidatos a responsaveis pela discondroplasia, avaliados pelos niveis de expressdo
em condrocitos fraccionados pela técnica Percoll (Jefferies et al, 1998)

Colagénio de tipo X Receptor da vitamina D
TGF-p1,B2 e p3 Receptor PTH-PTHiP
BMP-2,4,5,6e7 Ex-FABP

BMP receptor cinase-1,2e 3 HT7

PTHrP Caderina-B

De acordo com os resultados do presente trabalho, somos de opinido que para além destes,
outros genes podem estar envolvidos na etiologia da discondroplasia, designadamente os
TIMPs e algumas metaloproteinases. Os resultados relativos a actina,  laminina e a tubulina-
beta sdo igualmente interessantes e justificam um analise mais aprofundada, com recurso a
outras técnicas mais sofisticadas.
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Por todas as razbes apresentadas, € inequivoca a necessidade de mais investigagcdo em que
se comparem, nos mais variados aspectos, bioquimicos e morfolégicos, as lesdes
discondroplasicas, em diferentes espécies, de situacdes espontaneas e induzidas, e utilizando,
para cada situagd0o, as mesmas técnicas de andlise. Por outro iado, e de acordo com Praut et al
(2000), seria interessante examinar em paralelo outras patologias da ossificacdo endocondral,
com etiologia conhecida e, quando possivel, recorrer ao estudo de modelos transgénicos que
produzam lesbes similares. Adicionalmente, e ara além do interesse directo na avaliagio das
causas da discondroplasia, esta patologia pode ainda ser interessante no estudo de outros
fenémenos biologicos relacionados com a situagdo de stress, mecanico e bioquimico, criada
pela acumulacdo de matriz @ com fenédmenos de sinalizagdo celular influenciados por essa
mesma matriz acumulada em excesso.

Em conclusdo, a variedade de factores nutricionais que podem influenciar a formagéo de
lestes, a sua natureza focal, quando espontanea e a dificuldade em mapear os componentes
genéticos desta patologia, por um lado, e os efeitos na expressdo das proteinas de stress e
moléculas de adeséo, por outro, - fazem da investigagdo da discondroplasia um desafio
excitante, e um modelo interessante para o estudo geral da
discondroplasia/osteocondrose e da biologia dos mecanismos associados & ossificagio
endocondral.
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