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O segredo é ndo correr atras das borboletas...
E cuidar do jardim para que elas venham até vocé.

Mario Quintana
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O, Bar =23,64 um. A, B, C ¢ D) Grupos controle e tratados com cafeina nas
doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Grupo controle com matriz
cartilaginosa avermelhada como caracteristica aparente da grande
quantidade de glicosaminoglicanos. Nos grupos tratados com cafeina, quatro
dos cinco animais apresentam matriz cartilaginosa de coloracdo esverdeada,
como caracteristica aparente da deficiéncia no conteddo de
glicosaminoglicanos. Um animal de cada um dos grupos tratados com
cafeina com matriz de coloragdo avermelhada, sendo que nos grupos
tratados com 50 e 100mg/Kg de cafeina, a coloracdo vermelha e de menor
intensidade em comparagdo ao grupo CONtrole..........cccovvvvriieine e

Zona média da cartilagem articular do fémur de ratos com 21 dias de idade.
HE, Bar = 9,45 um. A, B, C ¢ D) Grupos controle e tratados com cafeina nas
doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A) Nimerosos condrécitos
com ndcleos volumosos e com cromatina frouxa. B) Condrécitos com
nacleos volumosos de permeio a nicleos picnoticos. C) Condrécitos com
picnose nuclear. D) Condrécitos com picnose nuclear associados a lacunas
desprovidas de NUCIEO...........c.ccieii i e e
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Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Cartilagem articular do umero de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar =
236,51 um. A, B, C e D) Grupos controle e tratados com cafeina nas doses
de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A cartilagem articular do grupo
tratado com cafeina na dose de 100 mg/Kg é maior em comparagdo ao grupo
CONLrole € dEMAIS GrUPODS. ....cveuieviiereire ettt e

Cartilagem articular do umero de ratos com 21 dias de idade. Safranina O,
Bar = 236,51 um. A, B, C e D) Grupos controle e tratados com cafeina nas
doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Todos os grupos tratados
apresentam matriz cartilaginosa avermelhada como caracteristica aparente
da presenca de glicosaminoglicanos, semelhante ao grupo controle..............

Zona de proliferacdo da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de
idade. HE, Bar = 9,45 um. A, B, C e D) Grupos controle e tratados com
cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente A) NUmerosos
condrécitos com nucleos volumosos e de cromatina frouxa. B) Numerosos
condrécitos com ndcleos volumosos com cromatina  discretamente
condensada. C) Condrécitos com nacleos picnéticos e com algumas lacunas
vazias. D) Condrdécitos com nlcleos intensamente picnéticos e com algumas
JACUNAS VAZIAS.....vvcuve ettt ettt st sttt sttt st be st be s e e e e e sr e e sreeabeennas

Zona colunar da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de idade.
HE, Bar = 9,45 um. A, B, C ¢ D) Grupos controle ¢ tratados com cafeina 25,
50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A) Condrocitos dispostos em colunas
com nucleos volumosos e de cromatina frouxa. B) Condrdcitos dispostos em
colunas com ndcleos menores em relacdo ao controle e com cromatina
ligeiramente condensada. C) Condrécitos pobremente organizados em
colunas e com ndcleos pequenos e com cromatina discretamente
condensada. D) Condrdcitos com grande quantidade de nlcleos picnéticos e
achatamento da ZoNa COIUNAT...........ccovuiieiiiie e

Zona hipertréfica da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de idade.
HE, Bar = 9,45 um. A, B, C e D) Grupos controle ¢ tratados com cafeina 25,
50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Em todos os grupos, observa-se
semelhanca das caracteristicas morfoldgicas, onde o0s condrécitos
apresentam lacunas amplas, pouca matriz e invasdo vascular.........................

Placa epifisaria das vértebras toracicas de ratos com 21 dias de idade.
Safranina O, Bar = 47,29 um. A, B, C ¢ D) Grupos controle e tratados com
cafeina 25,50 e 100 mg, respectivamente. Placa epifisaria de todos os
animais e de todos os grupos com a matriz cartilaginosa de coloragdo
vermelha  intensa,  caracteristica  aparente da  presenca  de
glicoSaMINOGIICANOS. .......ccviiiie et et s e s

Tecido G6sseo esponjoso primario da vértebra de ratos com 21 dias de idade.
HE, Bar = 94,59 um. A, B, C e D) Grupos controle e tratados com cafeina
25,50 e 100 mg, respectivamente. A porcentagem de tecido 6sseo trabecular
nos grupos tratados com cafeina nas doses de 50 e 100 mg é menor em
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Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

COMPAragao ao grupo CONIOIE.........cvviiiiiiiie e

Trabécula 6ssea de ratos com 21 dias de idade. HE. A, B, C e D) Grupos
controle e tratados com cafeina 25,50 e 100 mg, respectivamente. Em todos
0s grupos, o revestimento osteoblastico é uniforme e fomado por
osteoblastos volumosos dispostos em uma ou mais camadas. Barra = 9,45

Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem
cafeina (controle). HE, Bar =23, 64 um. A, B, C e D) Grupo controle no
tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo
tratado com cafeina no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente.
Grupos controle e tratado com cafeina com aumento gradativo do nimero de
lacunas vazias de condroblastos ao longo de todo o periodo de cultivo em
comparacdo ao dia 0. Aos 21 dias de cultivo, grupo tratado com cafeina
apresentando menor nimero de lacunas vazias de condroblastos em
comparacdo ao controle N0 MESMO PEFiOUO.........covevvivieeeriie s

Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem
cafeina (controle). Safranina O, Bar = 9,45 um. A, B, C) Grupo controle no
tempo zero de cultivo, grupo controle com 21 dias de cultivo e grupo tratado
com cafeina com 21 dias de cultivo, respectivamente. Matriz cartilaginosa
intensamente avermelhada com reducdo da intensidade de coloracdo aos 21
dias de cultivo em ambos 0s grupos, com excessdo de uma epifise que
apresentou coloracdo vermelha de intensidade semelhante a do dia

Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem
cafeina (controle). Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracoloracdo pelo
Metil green. Bar = 23, 64 um. A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7,
14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo tratado com
cafeina no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. Grupos
controle e tratado com cafeina com reducdo de nicleos de condroblastos
com expressdao de CDC-47, em marrron, ao longo de todo o periodo de
cultivo em comparacao a0 dia 0..........cccevveiieieviiececs e

Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem
cafeina (controle). Técnica de tunel, contra-coloracéo pelo Metil green. Bar
=23, 64 um. A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de
cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo tratado com cafeina no tempo
0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. Grupos controle e tratado com
cafeina com aumento gradativo do nimero de condroblastos apoptéticos, em
marrron, ao longo de todo o periodo de cultivo em comparagéo ao dia O.
Aos 21 dias de cultivo, grupo tratado com cafeina apresentando maior
nimero de condroblastos apoptéticos em comparacéo ao controle no mesmo
01T (oo [0 SRS
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LISTA DE ABREVIATURAS

AER: Crista ectodérmica apical

AMPc: adenosina monofosfato ciclico

ANOVA: andlise de variancia

APAF-1: Fator de ativacdo da proteinase apoptotica-1
BAX: proteina da familia Bcl-2

BMPs: proteinas morfogenéticas do 0sso

BMP-2: proteina morfogenética do 0sso 2

BMP-4: proteina morfogenética do osso 4

BMP7: proteina morfogenética do 0sso 7

BMPrla: Receptor tipo 1 da proteina morfogenética do 0sso
BMPr2b: Receptor tipo 2 da proteina morfogenética do 0sso

Caspase — proteases de cisteina com especificidade de aspartato

Cbfa-1/Runx-2: fator ligante de ntcleo Al/fator de transcri¢do 2 relacionado ao Runt

CCD: Displasia cleidocraniana

CDC-47 — proteina 47 de controle de divisdo celular
Col-2: Colageno 2

Col-2al: Colageno 2al

Col-9a2: Colageno 9a2

Col-11a2: Colageno 11a2

CRH - horménio liberador de corticotropina
DAB — diaminobenzidina

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA: &cido desoxirribonucléeico

Enl- Engrailed

EUA: Estados Unidos da América
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FGF: fator de crescimento fibroblastico

FGF-1 — fator de crescimento fibroblastico 1

FGF-2 - fator de crescimento fibroblastico 2

FGF-3 - fator de crescimento fibroblastico 3

FGF4 - fator de crescimento fibroblastico 4

FGF-5 - fator de crescimento fibroblastico 5

FGF-6 - fator de crescimento fibroblastico 6

FGF-7 - fator de crescimento fibroblastico 7

FGF-8 - fator de crescimento fibroblastico 8

FGF-9 - fator de crescimento fibroblastico 9

FGF10 - fator de crescimento fibroblastico 10
FGF-15 - fator de crescimento fibroblastico 15
FGF-17- fator de crescimento fibroblastico 17
FGF-18- fator de crescimento fibroblastico 18
FGF-19 - fator de crescimento fibroblastico 19
FGF-22 - fator de crescimento fibroblastico 22
FGFR- receptor do fator de crescimento fibroblastico
FGFR-1 — receptor do fator de crescimento fibroblastico 1
FGFR-2 — receptor do fator de crescimento fibroblastico 2
GDF: Fator de diferenciacdo e crescimento

GDF-5: Fator de diferenciagdo e crescimento 5

GH: hormonio do crescimento

HE: Hematoxilina e Eosina

HES: fator de transcricdo (Hairy Enhancer of Split)
IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina
IHH: Indian hedgehog

IL: interleucina
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MMPs: Metaloproteinases

MSX2: Gene que codifica membros da familia homeobox
OPG: osteoprotegerina

PAX-1: Fator de transcri¢do 1 da familia PAX

PBS: solugéo tampao de fosfato padréo

PCR: reagdo em cadeia da polimerase

Pi: fésforo inorganico

PSM: pré-somitico

PTC: patched

PTH: paratorménio

PTHTrP: Peptideo relacionado ao paratorménio

Raldh2: Enzima sintetizadora de Acido Retindico
RANKL.: receptor ativador NF-kapa beta ligante

RNA: acido ribonucléico

RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
Runx-2: fator de transcricdo 2 relacionado ao Runt

SFB: soro fetal bovino

Shh: sonic hedgehog

SMAD: proteina intracelular

SNK: Student Newman Keuls

Sox-5: gene que codifica a proteina ligante do DNA (Sox-9-SRY (sex determining region Y)-
box 5)

Sox-6: gene que codifica a proteina ligante do DNA (Sox-9-SRY (sex determining region Y)-
box 6)

Sox-9: gene que codifica a proteina ligante do DNA (Sox-9-SRY (sex determining region Y)-
box 9)

SRY: Regido Y determinante do sexo
TBS — solucéo de Tris tamponado

TBXS5: Fator de transcrigdo 5 da familia T-box
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TdT - Terminal deoxynucleotidyl transferase

TGF-B: fator de crescimento transformante [3

TIMPs: Inibidores tissulares de metaloproteinases

TNF: fator de necrose tumoral

TUNEL — terminal deoxynucleotidyl transferase — TdT dUTP nick and labeling
VEGF: fator de crescimento endotelial vascular

WNT: via de sinaliza¢do (Wingless —type MMTYV integration site family)

WNT2b: gene da via de sinalizagdo WNT (wingless-type MMTYV integration site family,
member 2B).

WNT7a: gene da via de sinalizagdo WNT (wingless-type MMTV integration site family,
member 7a).

WNT8c: gene da via de sinalizagdo WNT (wingless-type MMTV integration site family,
member 8c).

ZPA: Zona de atividade polarizante
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RESUMO

Foi avaliado o efeito da cafeina sobre o crescimento 6sseo endocondral de ratos (experimento 1)
e sobre a proliferacdo, apoptose e a diferenciacdo de condroblastos (experimento 2). No
experimento 1, 38 ratas Wistar adultas foram distribuidas nos grupos controle e tratados com
cafeina (25, 50 e 100 mg/Kg) durante a gestacdo e lactacdo. Foram avaliados os niveis
plasmaticos de cortisol da méde e o crescimento dsseo endocondral dos filhotes com trés e 21
dias de idade. No experimento 2, epifises cartilaginosas de fémures de ratos Wistar neonatos
foram cultivadas com e sem cafeina por 0, 7, 14 e 21 dias. As cartilagens foram submetidas ao
exame morfométrico, imunoistoquimico, da técnica de tinel e de RT-PCR em tempo real. As
medias foram comparadas pelo teste SNK. No experimento 1, conclui-se que a cafeina inibe o
crescimento dsseo endocondral; que os efeitos da cafeina sdo mais danosos em ratos com trés
dias de idade, causando degeneracdo e morte de condoblastos e que altas doses de cafeina (100
mg/Kg) aumentam os niveis plasmaticos de cortisol das ratas mées, o que esta associado as
alteracBes mais intensas do tecido cartilaginoso da prole. Conclui-se no experimento 2, que a
cafeina in vitro aumenta a apoptose, mas ao mesmo tempo, impede a queda do indice
proliferativo e aumenta a expressdo de transcriptos génicos da diferenciacdo celular,
representados pelo Sox-9 e pelo Runx-2.

Palavras-chave: Cafeina, cartilagem, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, ratas
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ABSTRACT

The effect of caffeine on endochondral bone growth in rats (experiment 1) and on proliferation,
apoptosis and differentiation of chondroblasts (experiment 2) was evaluated. In experiment 1,
38 female Wistar rats were distributed in the control groups and treated with caffeine (25, 50
and 100 mg / kg) during pregnancy and lactation. The plasma cortisol levels of mother and
endochondral bone growth of offspring aging three and 21 days were evaluated. In experiment
2, cartilaginous epiphyses of femurs from newborn Wistar rats were cultured with and without
caffeine for 0, 7, 14 and 21 days. The cartilages were subjected to morphometric analysis,
immunohistochemical, Tunel technique and RT-PCR in real time. The means were compared by
SNK. In experiment 1, it was concluded that caffeine inhibits endochondral bone growth; the
effects of caffeine are more damaging in rats three days old, causing degeneration and death of
chondroblast and that high doses of caffeine (100 mg / Kg) increase levels of plasma cortisol
from mother rats, which is associated with more severe changes of the cartilage tissue of the
offspring. It was concluded in experiment 2, that caffeine increases apoptosis in vitro, but at the
same time, prevents the decrease of proliferative index and increased expression of cell
differentiation gene transcripts represented by Sox-9, and by Runx-2.

Keywords: caffeine, cartilage, proliferation, differentiation, apoptosis, rats

21



Introducgédo

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) é um
alcaléide natural e farmacologicamente ativo
presente em cafés, chas, refrigerantes,
energéticos, chocolates e alimentos a base de
cacau e medicamentos, sendo, portanto,
amplamente consumida na dieta humana
(Dews, 1982; Barone e Roberts, 1996;
Reissig et al., 2009; Heckman et al., 2010).
Apesar de existir alguns efeitos benéficos da
cafeina, ha varios relatos dos seus efeitos
adversos no organismo (Nakamoto et al.,
1989; Wink et al., 1996; Duarte et al., 2009;
Heckman et al., 2010; Liu et al., 2011). No
entanto, a despeito disso, a génese das
alteracOes causadas pela cafeina,
particularmente sobre o o0sso, tem sido
pouco elucidada, particularmente no que
concerne ao seu efeito sobre a formagéo e o
crescimento 6sseos.

Estudos prévios tém demonstrado que a
cafeina causa alteragdes nos 0ssos de fetos e
de ratos jovens. Em fetos de ratas tratadas
com doses muito elevadas de cafeina, tém
sido observadas alteracBes teratogénicas
como a palatosquise, malformacdes de
membros e a ectrodactilia (Scott, 1983;
Narod et al., 1991) e reducdo do conteido
mineral 6sseo (Nakamoto et al., 1989). A
dose capaz de causar malformacdo fetal em
modelos animais excede muito aquela
consumida diariamente pela populacdo
humana, mas tendo como base somente uma
estimativa da quantidade consumida em
cafés e chas. Postula-se que, por isso, a
maioria dos estudos epidemiologicos
demonstra ndo haver evidéncias de que a
cafeina cause malformacdes congénitas em
seres humanos (Larroque et al., 1993). No
entanto, a maioria dos casos de
malformacOes congénitas em seres humanos
ocorre sem 0 conhecimento dos reais fatores
etiologicos (Scott,1983; Nakamoto et al.,
1989; Narod et al., 1991; Larroque et al.,
1993).

Em ratos jovens, altas doses de cafeina
inibem o crescimento Gsseo endocondral
(Huang et al., 2002), uma vez que
fragmentos de o0sso  desmineralizado
implantados no subcuténeo, de ratos em
crescimento  tratados com  cafeina,
apresentaram inibicdo da condrogénese e
reducdo da expressdo de colageno Il, histona
e TGF beta (Barone et al., 1993). Acredita-
se que um dos mecanismos de acdo da
cafeina sobre o crescimento dsseo seja por
inibir as fases iniciais da proliferacdo e da
diferenciagdo das células mesenquimais em
células cartilaginosas (Barone et al., 1993).
Entretanto, ainda pouco se conhece sobre 0s
efeitos e mecanismos pelos quais a cafeina
atua sobre as cartilagens de animais em
crescimento.

Estudos demonstram que ratos jovens, com
rapido crescimento e que tiveram sua dieta
suplementada com 20% de cafeina
apresentaram alteracbes do tecido &sseo
semelhantes aguelas que ocorrem com 0
envelhecimento, apresentando area 0ssea
transversal menor com menor nimero de
osteocitos. Neste estudo, ndo foi feita
mencao aos efeitos da cafeina sobre o tecido
cartilaginoso (Sasahara et al.,1994; Wink et
al., 1996). Esses autores sugerem que as
alteracBes dsseas observadas se devem a
reducdo de alguns minerais, tais como zinco
e cobre, que sdo importantes para a atividade
osteoblastica e para a sintese de colageno,
alétm da reducdo dos niveis de célcio,
essencial para a mineralizacdo Gssea
(Heaney e Reeker, 1982 Sasahara et al.,
1994; Wink et al., 1996, Huang et al., 2002).

Ha mais estudos sobre o efeito da cafeina no
tecido dsseo do que sobre a cartilagem. No
osteoblasto, a cafeina atua negativamente,
reduzindo a viabilidade celular e
aumentando a apoptose dessa célula
(Tassinari et al.,1991; Tsuang et al., 2006;
Lu et al., 2008; Zhou et al., 2010). Além
disso, a adicdo de cafeina em culturas de
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osteoblastos diminui a sintese protéica e a
expressao de genes como o0 colageno,
fosfatase alcalina, osteocalcina,
osteopontina, histona e Chfal/Runx-2
(Tassinari et al., 1991; Zhou et al., 2010).
Pesquisas recentes sugerem que a cafeina
pode atuar também nos osteoclastos, onde
concentracBes pequenas desse alcaldide
(0,005-0,21mM) estimulam a
osteoclastogénese, sem alterar a viabilidade
e a atividade da fosfatase alcalina durante a
diferenciacdo osteoblastica (Liu et al.,
2011). Devido a esses efeitos no 0sso, a
cafeina é considerada um fator de risco para
a osteoporose e para a doenga periodontal
(Kamagata-Kiyoura et al., 1999). No
entanto, embora, existam varios estudos que
analisaram os efeitos in vitro da cafeina
sobre as células dsseas, ainda ha caréncia de
informagGes sobre os efeitos in vitro desse
alcaléide nas células cartilaginosas de
individuos em crescimento.

Objetivos

e Avaliar por histomorfometria a
formacdo dssea endocondral em
ratos de 3 dias de idade, filhotes de
maes tratadas com diferentes doses
de cafeina durante a gestacdo e
lactacdo (experimento 1).

e Avaliar por histomorfometria o
crescimento 06sseo endocondral de
ratos apds o desmame, filhotes de
maes tratadas com diferentes doses
de cafeina durante a gestacdo e
lactacdo (experimento 1).

e Dosar o0s niveis plasmaticos de
cortisol de ratas tratadas com
cafeina e correlaciond-los com as
alteracdes Osseas observadas nos
filhotes (experimento 1).

¢ Avaliar a morfologia e quantificar as
taxas de proliferacdo e apoptose

celular no tecido cartilaginoso
mantido em meio de cultura
acrescido de cafeina por até 21 dias
(experimento 2).

e Quantificar os transcriptos génicos
para caspase-3, Runx-2 e Sox-9 pela
técnica RT-PCR em tempo real no
tecido cartilaginoso mantido em
meio de cultura acrescido de cafeina
por até 21 dias (experimento 2).

Revisdo de literatura
1. Sistema esquelético

O sistema esquelético ndo somente cumpre
fungbes mecénicas, de suporte e protecdo
como também controla a homeostasia sérica
dos niveis de célcio. Durante o
desenvolvimento do esqueleto, ainda no
interior do Utero materno, a proliferacéo,
diferenciacdo, sobrevivéncia e organizacdo
celular  sdo  processos  fundamentais
(Crombrugghe et al., 2001, Koedam et al.,
2002; Ballock e O"Keefe, 2004; Nilsson et
al., 2005; Yang, 2009).

O sistema esquelético é derivado do
mesoderma e sua formacdo se inicia com a
condensacdo mesenquimal das células
precursoras esqueléticas também conhecidas
como células progenitoras osteocondrais que
ddo origem a condrécitos para formar a
cartilagem no processo de ossificacdo
endocondral ou originam osteoblastos para
formar o0sso durante o processo de
ossificagdo  intramembranosa  (formagao
Ossea intramembranosa) (Vaes et al., 2006;
Yang, 2009).

A ossificagdo endocondral é um processo de
formagdo Gssea que ocorre a partir de um
modelo cartilaginoso e, por isso, também é
conhecida como formagéo 0ssea
endocondral. Esse processo de formagao
0ssea ocorre nos 0ssos dos membros,
costelas, vértebras, mandibula, maxila e nos
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0ssos da base do cranio (Schipani e Provot,
2003; Yu e Ornitz, 2007; Belluoccio et al,
2008; Horton e Degnin, 2009), enquanto que
a formacdo Ossea intramembranosa ocorre
nos 0ssos chatos do crénio (Ornitz e Marie,
2002; Horton e Degnin, 2009) .

O objetivo desta revisdo é descrever a
morfogénese do sistema esquelético com
énfase na formacdo e no crescimento 6sseo
endocondral.

1.1 Morfogénese do esqueleto axial

A morfogénese do esqueleto axial inicia-se
com a condensacdo do mesoderma lateral a
notocorda e ao tubo neural, para formar duas
colunas longitudinais de  mesoderma
paraxial. Essas colunas de mesoderma
chamadas pré-somiticas (PSM) se dividem
em segmentos curtos que se extendem ao
longo da superficie dorso-lateral do embrido,
denominados somitos que sdo precursores
dos segmentos da coluna vertebral (Keynes
e Stern, 1988; Tuan et al., 1998; Davis e
Turner, 2001; Pourquie, 2002; Oate et al.,
2012).

O somito divide-se em duas partes, ou seja,
no esclerétomo que forma o esqueleto axial
e as costelas, e no dermiétomo que forma os
mioblastos e a derme. Esse processo é
chamado de somitogénese e é controlado
pelas vias de sinalizacdo mediadas pelo
Sonic hedgehog (shh) e pelo fator de
transcricdo Pax-1 para induzir a formacéo do
esclerétomo e pela via de sinalizagdo Wnt da
ectoderme de superficie e do tubo neural
dorsal para a formacdo do dermiétomo
(Keynes e Stern, 1988; Tuan et al., 1998;
Yang, 2009; Qate et al., 2012).

O mecanismo da somitogénese esta ligado a
um oscilador molecular responsavel pela
segmentacdo e aos gradientes de moléculas
sinalizadoras dentro do mesoderma pré-
somitico. A segmentacdo ocorre pela
expressdo ciclica de genes, sendo que a

maioria s8o Componentes das vias de
sinalizagdo Wnt e Notch-Delta, sendo
codificados por membros da familia Hes e
Lunatic fringes, dentre outros (Pourquie,
2002; Robertis, 2008; Yang, 2009; Oates et
al., 2012).

Além dessas vias, o fator de crescimento
fibroblastico e o &cido retindico também
controlam a somitogénese por regularem as
células do mesoderma pré-somitico que
sofrem segmentacdo (Robertis, 2008; Yang,
2009). O FGF-8 é expresso em niveis
elevados dentro do mesoderma pré-somitico
na extremidade caudal, exercendo funcéo de
manutengdo das células mesenquimais
indiferenciadas. Enguanto que a expressao
do Raldh2, um gene essencial para a sintese
do é&cido retindico, é maior em somitos
recém formados e menor na extremidade
rostral do  mesoderma  pré-somitico,
exercendo funcdo na manutencdo da
assimetria direita-esquerda da segmentacao.
Portanto o FGF-8 e o acido retindico agem
formando dois gradientes opostos dentro do
mesoderma pré-somitico (YYang, 2009, Oates
et al.,, 2012).

A somitogénese € um processo preciso e
sincronizado, portanto qualquer
anormalidade no processo de segmentacdo
vertebral € suficiente para  causar
malformacbes vertebrais. (Zelzer e Olsen,
2003; Shifley e Cole, 2007; Turnpenny, et
al., 2007, Yang, 2009; Oates et al., 2012).

1.2 Morfogénese do
apendicular

esqueleto

A morfogénese do esqueleto apendicular
inicia-se a partir da formacdo de moldes
constituidos por uma massa de mesénquima
recoberta por ectoderme, onde se localizam
os centros de sinalizacdo que direcionam o
crescimento em trés dimensdes: proximo-
distal, dorso-ventral e anterior-posterior
(Johnson e Tabin, 1997; Tung et al., 1998;
Al-Qattan et al., 2009).
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Os moldes dos membros alongam-se através
da proliferacdo do mesénquima, estimulando
primeiro as células do mesoderma da placa
lateral, que por sua vez estimula o
ectodermo mais distal do primérdio,
promovendo assim 0 crescimento das
extremidades, sendo que o desenvolvimento
dos membros toracicos precede o dos
membros pélvicos (Abarca-Buis et al., 2006,
Hidaka e Goldring, 2008, Al-Qattan et al.,
2009).

As extremidades se formam em sitios bem
precisos, estabelecendo padrbes espaciais e
em igual numero; duas extremidades
toracicas e duas extremidades pélvicas
sempre opostas uma a outra com relacdo a
linha média do embrido, em uma posicao
adjacente a um determinado somito, de
acordo com a espécie animal (Abarca-Buis
et al., 2006, Hidaka e Goldring, 2008).

Em primeiro lugar se forma o elemento do
estilépodo (Gmero/fémur), entdo o primdrdio
da cartilagem se bifurca para formar o
zeugopodo (rédio-ulna/tibia-fibula) e
finalmente se ramifica para formar o
autopodo (carpos/tarsos) (Oster et al., 1988;
Abarca-Buis et al., 2006).

A expressdo de moléculas de sinalizacdo
especificas é que determina a formacdo do
membro toracico ou pélvico na localizagdo
correta e funcional do embrido. Em ratos, o
fator de transcricdo Thx 5 induz a expressdo
do gene Wnt2b e do fator de crescimento
fibrolastico (FGF-8) no  mesodermo
intermédiario e na placa lateral do
mesoderma, especificamente no molde da
extremidade toracica. JA o wnt8c, se
expressa na placa lateral do mesoderma da
extremidade pélvica (Church e Francis-
West, 2002; Chen e Deng, 2005).

Ambas as sinalizagbes induzem a expressdo
do gene FGF-10 que somado ao FGF-8
resulta na formacgdo da crista ectodérmica
apical, cuja funcdo é exercer influéncia
indutora sobre o0 mesénquima, pela

expressdo de moléculas como FGFs e shh,
promovendo o0 seu desenvolvimento e
crescimento, formando musculos e o modelo
cartilaginoso do o0sso (Johnson e Tabin,
1997; Chen e Deng, 2005; Abarca-Buis et
al., 2006; Al-Qattan et al., 2009; Yang,
2009).

A crista ectodérmica apical (AER) direciona
0 crescimento e estabelece a polaridade
proximo-distal da extremidade mediante a
expressdo de inimeros genes. No entanto,
somente os fatores pertencentes a familia
FGF, ressaltando-se FGF-4 e FGF-8, séo
capazes de resgatar 0 crescimento da
extremidade quando a AER € eliminada
(Johnson e Tabin, 1997; Abarca-Buis et al.,
2006; Al-Qattan et al., 2009).

A polaridade dorso-ventral dos membros na
embriogénese é controlada pela ectoderme,
sendo que O gene que Se expressa na
ectoderme dorsal e que ird definir esta
polaridade é o wnt7a (Abarca-Buis et al.,
2006). Na ectoderme ventral ha expressdo
do gene Engrailed-1 (Enl), e do receptor
tipo 1la das BMP (Bmprla) que definirdo a
polaridade ventral. A inativacdo de qualquer
um desses genes ou receptor pode resultar
em inversdo da polaridade resultando em
extremidades bi-ventrais ou bi-dorsais
(Johnson e Tabin, 1997; Abarca-Buis et al.,
2006).

A polaridade antero-posterior do membro é
estabelecida  por uma zona do
mesoderma com atividade polarizante (ZPA)
localizada na regido posterior das
extremidades embrionarias dos vertebrados.
O Sonic hedgehog (Shh) é um gene
envolvido no controle desta polaridade, ja
gue ao implantar células que expressam Shh
na regido anterior do primérdio se induz a
duplicagdo do autépodo da mesma maneira
gue ao transplantar a ZPA (Johnson e Tabin,
1997; Abarca-Buis et al., 2006; Al-Qattan et
al., 2009).
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Os trés centros sinalizadores (crista
ectodérmica apical, ectoderma e zona do
mesoderma polarizante) estdo
completamente inter-relacionados, sendo
que qualquer disfuncdo individual culmina
em alteracOes na anatomia das extremidades.
Dessa forma, o crescimento no eixo
proximo-distal esta sob a influéncia dos
FGFs presentes na AER. O eixo dorso-
ventral estd sob a influéncia do Wnt7a do
ectoderma dorsal e do Enl e do Bmprla
presentes no ectodermo ventral e finalmente
0 Shh na zona do mesoderma com atividade
polarizante controla o eixo antero-posterior
(Johnson e Tabin, 1997; Church e Francis-
West, 2002; Abarca-Buis et al., 2006; Al-
Qattan et al., 2009).

Com relacdo a formacdo dos digitos, a
cartilagem ndo se forma como uma massa
amorfa, e sim prefigurando as diferentes
falanges. No espaco interdigital existe um
tecido que ndo forma cartilagem, mas é
capaz de responder a fatores condrogénicos
da familia TGF-beta, antes de receber os
sinais de morte celular responsaveis por
permitir a regressdo do tecido interdigital.
Portanto, deve existir um equilibrio entre os
sinais promotores da apoptose e da
diferenciacdo que devem ser coordenados
durante a formacdo dos dedos e do espaco
interdigital. Qualquer desarmonia entre essas
estruturas pode resultar em alteracbes dos
dedos como a sindactilia, a polidactilia, e a
braquidactilia, dentre outras (Merino et al.,
1999; Zelzer e Olsen, 2003; Abarca-Buis et
al., 2006; Lorda-Diez et al., 2011).

1.3 Formacéao éssea endocondral

Durante a embriogénese, no inicio da
formagdo d¢ssea endocondral, as células
mesenquimais primeiro sofrem condensacéo
pela interacdo célula-célula, célula-matriz,
pela expressdo de moléculas de adesdo,
formagdo de gap juncdo e sintese das
proteinas dsseas morfogenéticas (BMPs), no

centro de &reas do embrido destinadas a
formacdo 6ssea (Vortkamp et al., 1998; Hall
and Miyake 2000; Tsumaki e Yoshikawa,
2005; Goldring, 2006; Shapiro, 2008;
Horton e Degnin, 2009; Yang, 2009).

No centro dessas areas, células progenitoras
osteocondrais  em condensacdo  se
diferenciam em condroblastos sob estimulo
de moléculas da familia TGF-beta e das vias
de sinalizacdo WNT (Leboy, 2006; Yang,
2009). As células da periferia dessa area
condensada formam um tecido conjuntivo
firmemente aderido chamado de pericondrio,
que circunda a cartilagem, que ainda sera
formada, exercendo fungdo de nutricdo,
oxigenagdo, além de ser fonte de novas
células cartilaginosas (Vortkamp, et al.,
1998; Kronenberg, 2003; Goldring, 2006).

Os condroblastos se proliferam e expressam
fatores de transcricdo como o Sox-9 que
ativam  genes alvos nas  células
condrogénicas, resultando em secrecdo de
matriz extracelular rica em colageno I, IX,
Xl além de proteoglicanos Aggrecan para
formar um molde de cartilagem que
antecede o esqueleto 6sseo. A expressao de
Sox-9, que é um marcador da diferenciacdo
condrogénica, é a primeira evidéncia de
desenvolvimento endocondral (Kronenberg,
2003; Tsumaki e Yoshikawa, 2005; Abarca-
Buis et al., 2006; Horton e Degnin, 2009).

No molde de cartilagem, por meio de
estimulos gerados pelo fator de transcri¢do
Runx-2, 0s condrocitos tornam-se
hipertréficos e sintetizam uma matriz
extracelular rica em colageno X,
caracteristico da zona de hipertrofia
(Vortkamp, et al., 1998; Crombrugghe et al.,
2001; Kroneberg, 2006; Vaes et al., 2006;
Horton e Degnin, 2009).

As vias de diferenciacdo dos condroblastos e
osteoblastos estdo interconectadas durante a
formagdo Ossea endocondral e devem ser
coordenadas.  Fatores de transcri¢do
controlam a diferenciagdo de condroblastos
e osteoblastos e moléculas sinalizadoras
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coordenam importantes etapas da formacéo
0ssea endocondral (Crombrugghe et al.,
2001; Belluoccio, et al., 2008).

A diferenciacdo em condrdcitos
hipertréficos é  acompanhada  pela
diferenciacdo das células mesenquimais do
pericondrio em  osteoblastos.  Esses
osteoblastos formam um colar 6sseo, que
envolve a regido hipertréfica de cartilagem
(Vortkamp et al., 1998; Goldring, 2006;
Vaes et al, 2006).

Moléculas sinalizadoras, receptores
transmembranas, fatores de transcricdo e
proteinas da matriz extracelular incluindo
Indian hedgehog (Ihh) e seu receptor
patched (Ptc), FGFs e seu receptor (FGFR),
fator de transcricdo da familia Gli, peptideo
relacionada ao paratorménio (PTHrP) e as
BMPs também estabelecem elos essenciais
para o processo de maturacdo de condrécitos
(Vortkamp et al., 1998; Crombrugghe et al.,
2001; Miao et al., 2004; Goldring, 2006;
Kronenberg, 2006; Hung et al., 2007,
Belluoccio, et al., 2008; Horton e Degnin,
2009).

Quando os condroblastos passam da fase
proliferativa para a hipertréfica, eles se
tornam repletos de reticulo endoplasmatico
rugoso, complexos de golgi e de vesiculas
secretoras e produzem o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e
metaloproteinases, dentre outros fatores.
Esses fatores facilitam a invasdo da
cartilagem por  vasos sanguineos,
osteoblastos,  osteoclastos e  células
hematopoéticas, o que resulta na formacéo
do centro de ossificacdo primario na diéfise
de ossos longos (Leach e Gay, 1987;
Vortkamp et al., 1998; Crombrugghe et al.,
2001; Koedam et al., 2002; Horton e
Begnin, 2009).

Em seguida, a matriz da cartilagem
hipertréfica é degradada, os condrécitos
hipertréficos morrem e a cartilagem vai
sendo substituida por osso (Kronenberg,
2003; Tsumaki e Yoshikawa, 2005; Yang,

2009). Mais tardiamente, formam-se os
centros de ossificagdo secundarios que dardo
origem as epifises (Horton e Begnin, 2009).

1.4 Crescimento 6sseo endocondral

Ao nascimento, na maioria das espécies
animais, quase todo o modelo cartilaginoso
ja foi substituido por tecido 6sseo, com
excecdo da cartilagem articular, que
permanece em cada extremidade do osso e
da placa epifisaria, que se localiza entre a
epifise e a diafise, a partir das quais ocorre o
crescimento 6sseo endocondral (Pines e
Hurwitz, 1991; Shapiro, 2008).

A placa de crescimento ou placa epifisaria
consiste de matriz extracelular e de
condroblastos que sofrem uma série de
complexas mudangas moleculares,
bioquimicas e morfoldgicas durante o
processo de diferenciacdo. Esses diferentes
estagios de diferenciacdo e maturacdo
celulares aparecem como zonas gque podem
ser divididas em: zona de repouso, zona
proliferativa e zona hipertréfica (Ballock e
O’Keefe, 2003; Nilsson et al., 2005;
Belluoccio et al., 2008; Horton e Degnin,
2009).

Os condroblastos  sofrem  proliferacdo
unidirecional que resulta em colunas
paralelas de células em divisdo, e ao final do
ciclo celular, tornam-se hipertréficos,
sofrem apoptose, e sdo invadidos por vasos
sanguineos e células Gsseas que sintetizam
matriz dssea. Esse novo 0sso gerado a partir
das placas de crescimento permite o
crescimento 6sseo longitudinal (Leach e
Gay, 1987; Crombrugghe et al., 2001,
Koedam et al., 2002; Ballock e O Keefe,
2003; Nilsson et al., 2005).

O controle do crescimento longitudinal se da
pela intima interacdo de horménios
sisttmicos e de fatores de crescimento
peptideos locais, tais como o hormonio de
crescimento, os hormonios da tiredide, os
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glicocorticoides, o estrogeno, os andrgenos,
o fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-I), os metabdlitos da vitamina D
e a leptina. Estes hormonios e fatores agem
direta ou indiretamente por meio da
modulagdo de outros sinais enddcrinos que
controlam a transicao entre a proliferacdo e a
hipertrofia que é requerida para completar o
processo de maturacdo, 0 que provoca uma
série de mudancas na expressdo génica dos
condrdécitos da placa de crescimento (Pines e
Hurwitz, 1991; Orth, 1999; Robson et al.,
2002; Ballock e O’Keefe, 2003; Eerden et
al., 2003; Nilsson et al., 2005; Shapiro e
Forriol, 2005).

O horménio de crescimento influencia o
crescimento longitudinal pela diferenciacdo
das células precursoras da placa de
crescimento estimulando a producdo local e
0 aumento de células responsivas ao IGF-I
(Pines e Hurwitz, 1991; Nilsson et al, 2005),
gue por sua vez estimula a proliferacdo
celular  (Nilsson et al, 2005). Os
glicocorticoides inibem a proliferacdo dos
condroblastos, e o fator de crescimento
endotelial vascular induz a apoptose dos
mesmos (Robson et al., 2002; Koedam et al,
2002; Nilsson et al, 2005). Assim como 0s
glicocorticoides, o estrogeno também inibe a
proliferacdo celular. Em exposicao precoce,
acelera a maturacdo do esqueleto, causando
0 desaparecimento da placa e a fusdo
prematura da epifise com a metéfise dssea
(Pines e Hurwitz, 1991; Weiser et al., 2001;
Nilsson et al, 2005). Ao contrario, 0
androgeno estimula a proliferacdo, a sintese
de matriz e 0 aumento da expressao de IGF-I
(Nilsson et al, 2005). A triiodotironina, a
leptina e a vitamina D s80 necessarios para
maturagao e crescimento esquelético normal
estimulando a diferenciacdo das células da
placa de crescimento (Pines e Hurwitz,
1991; Nilsson et al, 2005).

Algumas moléculas que controlam a
ossificagdo  endocondral também  sdo
expressas durante o crescimento 6sseo pos-
natal, sugerindo gque esses processos sejam

controlados por fatores similares. O
paratorménio (PTH), o peptideo relacionado
ao paratorménio (PTHrP), e os receptores
PTH/PTHTrP, associados ao Indian hedgehog
(Ihh) e ao FGF, tém demonstrado papel
fundamental destas proteinas no controle da
proliferagdo e da diferenciagdo dos
condroblastos e na gradativa substituicdo da
cartilagem por tecido ésseo (Vortkamp et
al., 1998; Schipani e Provot, 2003;
Kronenberg, 2006; Horton e Degnin, 2009;
Goltzman, 2010).

Ao atingir a maturidade sexual, por
influéncia hormonal, a taxa de crescimento
6sseo longitudinal diminui, levando a
mudangas estruturais na epifise com declinio
da proliferacdo e da hipertrofia das células
das cartilagens de crescimento (Pines e
Hurwitz, 1991; Ballock e O”"Keefe, 2003).

Portanto, as interaces dos horménios com
os fatores de crescimento locais e as vias de
sinalizacdo influenciam tanto na formacéo
Ossea endocondral, como na taxa de
crescimento e declinio que culmina com o
desaparecimento da placa ao final da
maturidade sexual, resultando em fusdo da
epifise com a metéfise (Pines e Hurwitz,
1991; Ballock e O"Keefe, 2003; Shapiro e
Forriol, 2005; Horton e Degnin, 2009).

1.5 Genes e fatores que influenciam a
formacéo e o crescimento 4sseo
endocondral

Muito progresso tem sido alcangado para a
compreensdo da  biologia  molecular
da cartilagem de crescimento e da formacéo
0ssea. Isto inclui a identificacdo de fatores
de transcricdo chaves para o controle das
vias de diferenciacdo dos condroblastos e
dos osteoblastos, revelando a fungdo critica
de moléculas sinalizadoras que coordenam e
controlam estas vias (Hidaka e Goldring,
2008; Lorda-Diez et al., 2011). Além disso,
0s componentes da matriz extracelular, bem
como varias outras proteinas envolvidas na
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sinalizagdo, na remodelacdo da matriz, no
transporte de moléculas eno controle de
genes também tém fungbes criticas para a
formacéo e o crescimento 6sseo endocondral
(Crombrugghe et al., 2001; Lorda-Diez et
al., 2011).

1.5.1 Proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMPs)

As proteinas  Gsseas  morfogenéticas
(BMPs) s&do  membros da superfamilia
do fator de crescimento transformador -
(TGF-B), que incluias familias de TGFse
BMPs, ativinas e inibinas que desempenham
funcéo importante  nas  formagdes
cartilaginosa e 6ssea (Lyons et al., 1990;
Vortkamp, 1997; Sykaras e Opperman,
2003; Shen et al., 2004; Tsumaki, et al.,
2005; Shen et al., 2009).

Baseados em sequéncias similares, 0s
membros da familia BMPs sdo agrupados
em varias classes incluindo a subfamilia dos
fatores de diferenciacdo e crescimento
(GDF). Além disso, os antagonistas BMPs
também tém sido identificados, tais como:
Noggin, chordin, chordin-like, follistatin,
dentre outros (Vortkamp, 1997; Francis-
West, 1999; Canalis et al., 2003; Tsumaki, et
al., 2005).

Estudos genéticos sobre o desenvolvimento
do esqueleto sugerem que as BMPs sejam
indutoras mesodérmicas devido a sua
capacidade de induzir a formagdo Ossea
endocondral regulando importantes
eventos do processo de formagdo do 0sso
durante a embriogénese. Mas elas também
atuam no crescimento 6sseo poés-natal, na
remodelacéo e no reparo 6sseo (Urist, 1997;
Enomoto-lwamoto, 1998; Murtaugh et al.,
1999; Zhao et al., 2002; Tsumaki, et al.,
2005; Shen et al., 2009; Suutre et al., 2010).

Essas proteinas agem por meio de
mecanismos  autdcrinos ou  paracrinos,
ligando-se a receptores da superficie celular.

Os sinais gerados sdo transduzidos
intracelularmente por proteinas SMAD
iniciando uma sequéncia de eventos que tém
efeitos sobre varios tipos de células, além de
atuar sobre o recrutamento de células-tronco
de tecidos circundantes comprometidas para
diferenciacdo osteogénica (Sykaras and
Opperman, 2003; Tsumaki, et al., 2005;
Shen et al., 2009; Suutre et al., 2010).
Portanto as BMPs atuam na diferenciacdo
das células mesenquimais osteoprogenitoras,
influenciando direta ou indiretamente a
expressdo de citocinas e fatores de
crescimento que também atuam neste
processo (Wozney, 1992).

As BMPs tém sido identificadas nas areas de
condensagdes das células mesenquimais,
encontradas no inicio da formacgdo Ossea
endocondral, antes de formar o modelo
cartilaginoso, onde regulam a forma e o
tamanho dessas areas de condensacdo
(Duprez et al., 1996; Urist, 1997; Vortkamp,
1997; Tsumaki, et al., 2005).

Além disso, as BMPs também podem afetar
a proliferacdo dos condroblastos e
consequentemente comprometer a formagédo
Ossea (Wozney, 1992; Peris et al., 1996;
Tsumaki, et al., 2005; Kugimiya et al.,
2006). Mas, sua expressdao também estd
associada com a maturacdo de condrécitos
da placa de crescimento e da cartilagem
articular, o que lhes conferem a
possibilidade de desempenhar funcdo
importante na diferenciacdo, maturacdo e
apoptose de condrécitos (Andreson et al.,
2000; Tsumaki, et al., 2005). As BMPs
atuam de forma diferenciada de acordo com
a sua concentragdo, ou Seja, em niveis
baixos, elas estimulam a proliferacdo
celular, enquanto que em niveis elevados
podem promover a diferenciagdo (Urist,
1997).

As BMPs também tém sido implicadas em
atuar no estabelecimento do eixo do corpo
dorso-ventral, na assimetria esquerda-direita,
e na somitogénese. Portanto, mudancas
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bruscas de gradientes de concentracdo de
BMP podem culminar com malformacdes do
esqueleto axial, sendo possivel estabelecer
uma ligacdo entre a expressdo de BMP e
desenvolvimento do esqueleto axial
(Vortkamp A. 1997; Urist, 1997; Murtaugh
et al., 1999).

A geragdo de camundongos mutantes por
inativacdo génica é uma ferramenta Gtil para
analisar o papel de genes especificos durante
0 desenvolvimento. A inativacdo da BMP-2
e da BMP-4 em camundongos resulta em
morte nos primeiros estagios da gestacao,
mostrando a importancia da expressao das
BMPs em embrides ap6s sua implantacéo,
nos primeiros estdgios da gestacdo
(Vortkamp, 1997; Tsumaki, et al., 2005;
Bandyopadhyay et al., 2006).

Ratos mutantes com perda de fungdo de
outras BMPs como a BMP-7, o0 GDF-5 ou
de seus receptores como o BMPrla e o
BMPrilb, guando  viaveis, exibem
malformacbes  esqueléticas, como a
polidactilia em combinacdo com defeitos das
costelas e do esterno (Tsumaki, et al., 2005).
E quando ocorre aumento dos antagonistas
das BMPs como do noggin, ocorre inibicdo
da condrogénese do membro por bloquear a
diferenciacdo dos condroblastos e dos
osteoblastos (Francis-West, 1999; Tsumaki,
et al, 2005 Yoon et al, 2005;
Bandyopadhyay et al., 2006; Leboy, 2006).
Quando ha ganho de fun¢do com acréscimo
de BMP-2, BMP-4 e do GDF-5, ocorre
expansdo da cartilagem do membro e
comprometimento da diferenciacdo dos
condroblastos (Duprez et al., 1996; Francis-
west et al., 1999). Da mesma forma, no caso
de inativagdo do  noggin  ocorre
superexpressao de BMP com expansdo da
cartilagem e auséncia de formacdo da
articulacdo (Duprez et al., 1996; Tsumaki, et
al., 2005).

1.5.2 Fator de transcricdo Sox-9

O Sox-9éummembro da familia dos
fatores de transcricdo Sox, que se caracteriza
por ser um grupo de alta mobilidade (HMG-

box) de dominio de ligacdo de DNA, cuja
sequéncia possui alto grau de homologia
com a do fator de determinacdo sexual SRY
(Prior e Walter, 1996; Combrugghe et al.,
2001; Akiyama et al., 2002; Kawakami et
al., 2006).

O Sox-9 é expresso em todas as células
condroprogenitoras e em condrécitos, exceto
em condrocitos  hipertréficos e em
osteoblastos (Zhao et al., 1997; Kawakami
et al, 2006). Em humanos, mutacdes
heterozigotas neste gene estdo associadas
com a malformacdo esquelética conhecida
como displasia campomélica que é uma
doenga rara caracterizada por uma
associacdo variavel de anormalidades
esqueléticas (Meyer et al., 1997).

Durante a formacdo Gssea endocondral, a
expressdo de  Sox-9 é  essencial
em varias etapas sucessivas da diferenciacdo
das celulas condroprogenitoras via ativacdo
ou repressao transcricional (Leung et al.,
2011). Portanto o Sox-9 age como um
regulador  master da  diferenciacdo
condrogénica (Akiyama et al., 2002; Oh et
al., 2010). Na condensacdo mesenquimal, o
Sox-9 age no controle de genes de proteinas
de superficie celular que sdo necessarios
para a agregacdo das células mesenquimais.
Nesta fase, 0 Sox-9 também
controla moléculas antiapoptéticas tais como
0 noggin e o Chordin que inibem os sinais
responsaveis pela formagdo dos espagos
interdigitais (Crombrugghe et al., 2001;
Akiyama et al., 2002; Ikeda et al., 2005).

Portanto, o Sox-9 é necessario desde a
diferenciacdo das células progenitoras em
condroblastos, até a proliferacdo destas
células e 0 estabelecimento de
colunas paralelas na placa de crescimento.
Nas etapas sequenciais, 0 Sox-9 associado a
outros fatores como o PTHrP inibea
transi¢do de condrécitos para  condrécitos
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hipertroficos, controlandoa  ossificagdo
endocondral subsequente (Huang et al.,
2001; Akiyama et al., 2002; Leung et al.,
2011). Em contrapartida, os hormoénios da
tiredide agem regulando a expressdo de Sox-
9 e inibindo sua acdo (Okubo e Reddi,
2003).

Outros dois membros da familia Sox, o L-
Sox-5 e 0 Sox-6 sd0 Co-expressos com 0
Sox-9 durante a condrogénese, sendo
necessarios principalmente apos
acondensacdo  mesenquimal, para a
ativacdo de genes de marcadores fenotipicos
da matriz da cartilagem como Col2al, o
Collla2 e o Aggrecan, além de serem
necessarios para manter condroblastos em
proliferacdo para formar a zona colunar da
placa de crescimento (Zhao et al., 1997; Ng
et al., 1997; Bridgewater et al., 1998;
Lefebvre et al., 1998; Crombrugghe et al.,
2001; Akiyama et al., 2002; Smits et al.,
2004; lkeda et al., 2005; Han e Lefebvre,
2008).

Outros fatores parecem exercer influéncia
sobre o0 Sox-9, pois a inativacdo de
receptores BMPrla e BMPrlb em ratos
resulta em auséncia da expressao de Sox-9,
indicando que a sinalizacdo BMP regula sua
expressdo (Crombrugghe et al., 2001; Yoon
et al., 2005).

Em pesquisas, onde o0s precursores de
condrdcitos hipertréficos apresentam
insuficiéncia de expressdo de Sox-9, ocorre
mineralizacdo esquelética prematura e as
zonas hipertréficas ficam  expandidas
(Crombrugghe et al., 2001), além de resultar
na perda da expressao de outros genes como
Sox-5 e 0 Sox-6 (Smits et al 2001). No
entanto, estudos com delecdo génica tém
demonstrado que a inativacdo do Sox-9 em
brotos iniciais dos membros, antes das
condensacdes mesenguimais, produz
membros curtos e deformados, devido a ndo
ocorréncia de condensagdes mesenquimais e
a incapacidade da expressdo de marcadores
condrogénicos, resultando em auséncia

completa de cartilagem e osso. Além disso, a
inativacdo do Sox-9 antes das condensagdes
mesenquimais impede a sintese de
transcritos para Runx-2, que é normalmente
expresso em fases tardias das condensagoes
e € necessario para a diferenciacdo dos
osteoblastos (Akiyama et al., 2002). No
entanto, se o Sox-9 for inativado apds a
formacéao das condensacgdes mesenquimais, a
expressdo de Runx-2 e a diferenciacdo
osteogénica ocorre, mas os fetos exibem
uma condrodisplasia generalizada grave
(Akiyama et al., 2002). Assim, o Sox-9 ¢
necessario  para  estabelecer  células
osteocondroprogenitoras que irdo  se
diferenciar tanto em condroblastos quanto
em osteoblastos (Akiyama et al., 2002).

A inativacdo do Sox-9 também pode induzir
apoptose no mesénquima do membro, com
aumento da expressdo de Bax e de caspase-3
clivada, o que indica que o Sox-9 regula a
sobrevivéncia celular do mesénquima de
brotos dos membros, pela supressdo da
apoptose  (Crombrugghe et al., 2001;
Akiyama et al., 2002; Ikeda et al., 2005).

Ratos mutantes com supressao dos genes co-
expressos com Sox-9, ou seja, Sox-5ou
Sox-6 nascem com anomalias esqueléticas
relativamente discretas. Em contraste, fetos
com supressdo dupla de Sox-5 e Sox-
6 morremno (tero com defeitos muito
graves na formacdo da cartilagem (Smits et
al 2001; Smits et al., 2004). Nos fetos com
supressdo dupla de Sox-5 e Sox-6,a
expressdo de Col-2al, de  Col-9a2e de
Aggrecan € drasticamente reduzida e 0s
genes para 0S marcadores de
condroblastos em proliferagdo, tais como o
Matrilin-1, Comp e Epipican que
praticamente ndo sdo expressos.  Além

disso, a organizagao celular
caracteristica das placas de
crescimento nao se forma nestes
mutantes. Com  efeito, as  células da
condensagdo  do mesénquima  retomam

a proliferacdo somente ap6s um longo atraso
e se diferenciam precocemente
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em condrdcitos hipertroficos, levando & uma
formagdo dssea anormal (Ng et al., 1997;
Smits et al 2001).

1.5.3 Fator de transcricdo Runx-2

O fator de transcricgdo  Runx-2
(Cbfal/Osf2/Pepb20A),  pertencente  a
familia Runt é expresso em osteoblastos
(Ducy et al., 1997), mas também em
condrécitos pré-hipertréficos e hipertréficos
(Kim et al., 1999; Takeda et al., 2001; Vaes
et al., 2006), sendo que ha trés isoformas do
cbfal (I, Il e IIl) (Harada et al., 1999;
Banerjee et al., 2001; Yoshida et al., 2004).

A expressdo de cbfal inicia-se nas
condensacBes mesenquimais do esqueleto
em desenvolvimento, sendo regulada pela
BMP-7 e pela vitamina D3 (Ducy et al.,
1997).

A identificacdo de genes que sdo regulados
pela atividade transcricional do Runx-2 in
vivo e in vitro tem sido descrita nos Gltimos
anos. Estes genes pertencem principalmente
ao grupo das proteinas da matriz
extracelular, tais como a osteocalcina, a
sialoproteina, a osteopontina, e o colageno,
bem como os fatores de crescimento e seus
receptores como a osteoprotegerina e o fator
transformador de crescimento (TGF), dentre
outros (Ducy et al., 1997; Javed et al., 2001;
Kern et al., 2001; Stock et al., 2004; Takagi
et al., 2004; Vaes et al., 2006).

@) Runx-2 é necessario para  a
diferenciacdo das células progenitoras em
osteoblastos (diferenciacdo osteogénica),
uma vez que ratos homozigéticos para a
mutacdo do gene Cbfal morrem apss o
nascimento apresentando nanismo, membros
curtos e auséncia de formagdes Ossea
endocondral e intramembranosa, devido a
interrupcao nas diferenciacGes osteogénica e
condrogénica (Ducy et al., 1997; Komori et
al., 1997; Otto et al., 1997). JA os ratos
heterozigéticos para a mutacdo do gene

Cbfal sdo vidveis e apresentam uma série de
alteracbes 0Osseas como hipoplasia de
claviculas e dos ossos nasal, frontal, parietal,
interparietal e supraoccipital que séo
alteracbes semelhantes as observadas na
displasia cleidocraniana (CCD) que ocorre
em humanos (Otto et al., 1997; Komori et al,
1997).

Durante o desenvolvimento do esqueleto, o
Runx-2 age como um regulador da
maturacdo de condrdcitos (Vaes et al.,
2006). Fetos Runx-2(-/-) apresentam
auséncia de condrocitos hipertréficos nos
0ss0s proximais (Umero e fémur) e
efeitos menos graves nos 0ssos distais
(radio, ulna, tibia e fibula) (Kim et al., 1999;
Inada et al., 1999). A relagdo direta do

Runx-2 com a hipertrofia de condrécitos tem
sido evidenciada por meio de estudos com
camundongos  transgénicos. A super
expressdao de Runx-2 causa maturagédo
prematura de condrocitos, enquanto que a
delecdo de Runx-2 inibe a hipertrofia de
condrdcitos. No entanto, ambos o0s tipos de
camundongos transgénicos desenvolvem
nanismo e malformacdes esqueléticas (Ueta
et al., 2001; Takeda et al, 2002).

Portanto, 0 Runx-2 tem duas funcGes
distintas na  formacdo dssea  tanto
endocondral, quanto  intramembranosa,
sendo uma delas essencial para a
diferenciacdo de células progenitoras
mesenguimais em osteoblastos e a outra
funcdo importante para estimular a
diferenciagdo para condrocitos hipertroficos
(Crombrugghe et al., 2001). Mas, apesar do
Runx-2 ser essencial na via condrogénica e
osteogénica, sua acdo isolada ndo é
suficiente para desencadear estes processos,
sendo crucial sua interacdo com outros
fatores locais, tais como as BMPs e o lhh
(Yamaguchi et al., 2000; Yoshida et al.,
2004).

1.5.4 PTHrPe lhh
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O peptideo relacionado ao paratorménio
(PTHrP) ¢é um fator paracrino que é
sintetizado por uma variedade de células
adultas e  embrionérias, incluindo
osteoblastos e condroblastos (Karaplis et al.,
1998; Shipani e Provot, 2003). O receptor de
PTH/PTHrP (PTHR) também €é expresso em
varios tipos celulares, incluindo a populagédo
de condrdcitos pré-hipertroficos da placa de
crescimento (Karperien et ai, 1994;. Lee et
al, 1995).

Avancos significativos tém sido obtidos na
Compreensdo dos mecanismos de acgdo do
PTHrP, do PTHe do  receptor
para PTH/PTHrP na formacao 0ssea
endocondral. Mutacbes do receptor para
PTH/PTHrP tém sido identificadas em
algumas doencas como a condrodisplasia
metafisaria de Jansen, a condrodisplasia
letal de Blomstrand e a endocondromatose
(Schipani et al., 1996; Karaplis et al., 1998).

O PTHeo PTHrPse ligam eativam o
mesmo receptor com afinidade quase
indistinguiveis  (Schipani et al., 1996). Os
receptores para PTH/PTHrP medeiam tanto
as acgbes endocrinas do PTH quanto as
autocrinas e paracrinas do PTHrP (Chung et
al., 1998; Kronenberg et al., 2006), 0 que 0
torna um regulador central da mineralizacdo
Ossea. Além disso, a acdo coordenada
do PTH e do PTHrP é necesséaria para que a
morfogénese  esquelética seja  normal
(Miao et al., 2002; Shipani e Provot, 2003).

Na placa de crescimento, oPTHrP ¢é
expresso pelas células pericondriais e pelos
condroblastos em proliferacdo, inibindo a
diferenciacdo hipertrofica dos condrdcitos,
por meio de sua acdo conjunta com o lhh.
No entanto, o receptor para PTH/PTHrP é
pouco expresso em condrdcitos da zona
colunar, sendo mais expresso  em
condrdcitos pré-hipertroficos (Lanske et al,
1996.; Vortkamp et ai., 1996; Shipani e
Provot, 2003; Kronenberg, 2006). Além
disso, outros fatores como o TGF-beta2 e o
Runx-2 estdo interligados com o lhh e o

PTHrP no controle da diferenciagdo
hipertréfica da cartilagem (Alvarez et al.,
2002; Guo et al., 2006).

ManipulacGes dos genes doPTHrP, do
PTHe dos seus receptores  tém
demonstrado o papel critico destas
proteinas no controle da proliferagdo e
diferenciagdo dos condroblastos, e na
progressiva substituicdo da cartilagem por
tecido dsseo (Weir et al., 1996; Miao et al.,
2002; Shipani e Provot, 2003; Kronenberg,
2006).

Ratos deficientes em PTH sdo dismorficos,
porém viaveis, enquanto que a ablacdo do
gene PTHrP ou de seu receptor causa morte
fetal no periodo perinatal. Estes ratos
apresentam anormalidades graves nos 0ssos
de formacao Ossea endocondral,
exibindo redugdo do focinho, da mandibula
e das extremidades, além de reduzir o
diametro do toérax, sendo esta ultima
alteracdo a  maior  responsavel pela
incapacidade de sobrevivéncia dos
filhotes apds o nascimento (Karaplis et al.,
1994; Schipani et al., 1997; Miao et al.,
2002; Schipani e Provot, 2003).

Ratos com deficiéncia de PTH apresentam
reducdo da mineralizacdo da matriz
cartilaginosa e da neovasculariza¢cdo com
expressdo reduzida de angiopoietina-1, além
de hipoplasia osteoblastica (Miao et al.,
2002). Ja os ratos isentos de PTHrP
apresentam reducdo da proliferacdo de
condroblastos e maturacdo acelerada de
condrdcitos (Karaplis et al., 1994; Schipani
et al., 1997; Schipani e Provot, 2003).

Relata-se que a superexpressdo de PTHrP
em ratos induz a condrodisplasia
caracterizada por atraso na ossificagdo
endocondral, com a presenca de membros
curtos e nanismo. Além disso, o0s
condrécitos  tornam-se hipertroficos na
periferia dos ossos em desenvolvimento, ao
invés das areas centrais, levando a uma
inversdo  aparente  no  padrdo  de
diferenciagdo de condrécitos e na
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ossificacdo. Estes resultados confirmam um
dos efeitos do PTHrP como inibidor da
diferenciacdo condrogénica (Weir et al.,
1996; Shipani et al., 1997).

O PTHrPeo Ihh estabelecem um ciclo de
feedback negativo. O Ihhé expresso no
limite da zona pré-hipertréfica para a
hipertrofica de  modo que as células que
escapam a agdo inibitoria do PTHrP na placa
de crescimento, expressam Ihh, que por sua
vez, irdestimular a expressao de PTHrP
(Vortkamp et al., 1996; Chung et al., 1998;
St-Jacques et al., 1999; Karp et al., 2000;
Crombrugghe et al., 2001; Alvarez et al.,
2002; Kobayashi et al., 2005; Kronenberg,
2006).

O lhh é um polipeptideo que controla etapas
criticas da formacdo 6ssea endocondral. O
Ihh é necessario paraa proliferacdo dos
condroblastos normais e para 0
estabelecimento  de colunas caracteristicas
da placa de crescimento (Vortkamp etal.,
1996; St-Jacques et al., 1999; Karp et al.,
2000; Crombrugghe et al., 2001; Long et al.,
2001; Kaobayashi et al., 2005). Mas, o lhh é
também importante para a
diferenciacdo osteogénica das células tronco

mesenguimais do periésteo (Shipani e
Provot, 2003). Por isso, ratos com auséncia
de Ihhndo  apresentam osteoblastos no
tecido dsseo esponjoso primarioe no
colar 6sseo formado a partir do pericondrio.
Além disso, apresentam membros curtos e
nanismo, com reducdo da proliferacdo de
condroblastos e  hipertrofia  extensa,
caracteristicas partilnadas por mutantes de
PTHrP e do seu receptor (St-Jacques et al.,
1999; Karp et al., 2000; Crombrugghe et al.,
2001; Shipani e Provot, 2003).

A super expressdo do Ihh ou a administracdo
de seu substituto, o sonic hedgehog, também
causa atrasos na diferenciacdo de
condrécitos em associagdo com 0 aumento
da expressdo de PTHrP (Vortkamp et al.,
1996).

1.5.5 Fatores de
fibroblastico (FGFs)

crescimento

Os fatores de crescimento fibroblasticos
(FGFs) constituem uma familia de pelo
menos 22 fatores de crescimento
polipeptidicos, que podem se ligar e ativar
com alta afinidade uma familia de quatro
receptores tirosina-quinase (FGFRs 1-4) e
proteoglicanos de sulfato de heparano, que
medeiam as suas respostas bioldgicas
(Colvin e Feldman, 1999; Ornitz, 2000;
Ornitz e Itoh, 2001; Ornitz e Marie, 2002;
Chen e Deng, 2005).

Os FGFs e seus receptores exercem fungdes
essenciais no processo de ossificacdo
endocondral e intramembranosa (Ornitz e
Marie, 2002; Liu et al., 2007; Lazarus et al.,
2007; Horton e Degnin, 2009), que védo
desde 0S primeiros estagios do
desenvolvimento do botdo do membro até o
crescimento e a remodelacdo do 0sso ja
totalmente formado (Wang et al., 2001;
Chen e Deng, 2005; Yu e Ornitz, 2007).

MutacbGes genéticas com aumento dos
efeitos dos receptores para 0 FGF em
humanos resultam em, pelo menos, 14
doencas Osseas congénitas classificadas em
dois grupos: condrodisplasias e
craniosinostoses. A condrodisplasia afeta
primariamente o0s 0ssos com formacéo
endocondral, resultando em membros curtos
€ nanismo, enquanto a craniosinostose afeta
principalmente os o0ssos com formacéo
intramembranosa, levando a fusdo prematura
das suturas craniofaciais (Ohbayashi et al,
2002; Zelzer e Olsen, 2003; Chen e Deng,
2005; Hung et al., 2007; Yu e Ornitz, 2007).

Alguns FGFs, tais como o FGF-3, 4, 8, 15,
17 e 19 sdo apenas expressos durante o
desenvolvimento embrionario, enguanto
outros, como o FGF-1, 2, 9, 18 e 22 sdo
expressos durante toda a vida (Chen e Deng,
2005). A expressdo de receptores FGF-1 e 2
na embriogénese encontra-se em VArios
locais do embrido entre eles no mesénquima
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do botdo do membro, nos somitos, 6rgdos
rudimentares e em orgédos em
desenvolvimento (Peters et al., 1992).

As fases iniciais de inducdo do membro
requerem a expressdo de FGF-10 na placa
mesodérmica lateral, que por sua vez ativa 0
FGFR-2b na crista ectodérmica apical (Chen
e Deng, 2005; Hung et al., 2007; Yu e
Ornitz, 2007). O FGF-4, FGF-9 e 0 FGF-17,
dentre  outros FGFs também  sdo
encontradas na crista ectodérmica apical em
fases posteriores  do  desenvolvimento
(Martin et al., 1998; Yu e Ornitz, 2007).

A interacdo entre a sinalizagcdo FGF e outros
fatores como o Sonic hedgehog na zona de
atividade de polarizacdo € necessaria para a
formagdo do botdo do membro (Yu e Ornitz,
2007). A medida que o broto do membro se
expande, é dado inicio a formagdo do
modelo esquelético pelo  surgimento  das
condensacdes mesenquimais ja  descritas
anteriormente, inicialmente marcada pela
expressdo do Sox-9 (Crombrugghe et al.,
2001; Akiyama et al., 2002; Ikeda et al.,
2005). O FGFR-2e 0 Col-2 estdo entre 0s
primeiros genes  expressos na condensacdo
do mesénquima. O FGFR-1 continua a ser
expresso emtorno do mesénquima e é
também expresso juntamente com FGFR-
2 na periferia da condensacdo (Yu e Ornitz,
2007). @) FGF-9eo FGF-18 sdo
expressos no tecido circundante e dentro da
condensacao do mesénquima no
desenvolvimento inicial dos membros. Os
FGFs 2, 5,6¢ 7 sdo também expressos no
mesénguima do membro em torno
da condensacéo (Yu e Ornitz, 2007).

Apbs o nascimento, nas placas de
crescimento dos 0ssos longos, a proliferacéo
e a diferenciacdo dos condrocitos séo
reguladas negativamente pelo receptor para
0 FGF-3 (FGFR-3), pois camundongos
mutantes com inativacdo deste receptor
exibem maior crescimento dos 0ssos longos
e das vértebras (Ohbayashi et al., 2002;
Ornitz e Marie, 2002; Goldring et al., 2006;

Liu et al., 2007; Yu e Ornitz, 2007). Em
contraste, o FGFR-1 é expresso em
condrécitos hipertréficos e em condrdcitos
articulares e sua inativacdo resulta em
membros curtos, com aumento da zona
hipertrofica, sugerindo um papel para o
FGFR-1 no controle da sobrevivéncia
celular e na produgéo de matriz extracelular
(Lazarus et al., 2007).

No o0sso maduro, 0 FGFR-1 e FGFR-2 séo
expressos no pericondrio (Peters et al., 1992;
Wang et al., 2001; Yu e Ornitz, 2007), sendo
gue o FGFR-2 atua como regulador positivo
do crescimento 6sseo endocondral na placa
de crescimento, pois a ablacdo do FGFR-2
prejudica o crescimento dos 0ssos longos no
periodo pos-natal (Lazarus et al., 2007).
Apesar do FGF-2 ser expresso em
condrécitos da placa de crescimento, sua
exclusdo causa um defeito 0sseo
relativamente sutil, levando a diminuicdo da
densidade dssea, massem defeitos na
morfogénese do esqueleto (Montero et al.,
2000; Yu e Ornitz, 2007).

A sinalizacdo do FGFR-3 alem de regular o
crescimento  dos condrécitos  também
regulaa expressdéo do lhh/PTHrP e a
sinalizacdo BMP, o0s quais sdo importantes
reguladores da condrogénese (Yu e Ornitz,
2007). Os FGFs também influenciam outras
vias de sinalizacdo, tais como a do WNT e
as vias do TGF-beta (Horton e Degnin,
2009).

Experimentos com inativacdo de genes para
FGF-2, FGF-18 e FGF-23 em ratos causam
mutacOes letais embriondrias. Em alguns
casos, a inativacdo do FGF-4 e do FGF-8
resulta em defeitos esqueléticos nos
membros (Horton e Degnin, 2009). A
delecdo do FGF-4 e do FGF-8 na crista
ectodérmica de embrides resulta em
aumento da apoptose com o0s brotos dos
membros anormalmente pequenos (Chen e
Deng, 2005).

Evidéncias mais recentes demonstram
papéis importantes para 0 FGF-9 e para o
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FGF-18 na sinalizacdo da placa de
crescimento (Colvin et al., 1999; Garofalo et
al., 1999; Hung et al., 2007; Liu et al.,
2007). Camundongos com superexpressao
de FGF-9 desenvolvem displasia esquelética
envolvendo o0s o0ssos longos proximais,
semelhantes aquelas observadas na doenca
humana (Garofalo et al., 1999), enquanto
qgue ratos nulos para FGF-9 exibem
elementos esqueléticos proximais
desproporcionalmente curtos, apresentando
reducdo da proliferacdo de condrécitos,
atraso na hipertrofia de condrécitos e
osteogénese anormal secundaria a defeitos
na vascularizacdo esquelética (Lazarus et al.,
2007; Hung et al., 2007).

O FGF-18 regula negativamente a
proliferacdo e a diferenciagdo  dos
condrdcitos por sinalizagdo do receptor para
0 FGF-3 (FGFR3) e regula positivamente a
osteogénese pela sinalizacdo de outros
FGFRs (Colvin et al., 1996; Ohbayashi et
al., 2002; Liu et al., 2007). Camundongos
FGF-18 nulos tém atraso na mineralizagéo
do esqueleto associada ao retardo da
hipertrofia de condrdécitos, diminuicdo da
proliferacdo nas fases iniciais da
condrogénese, atraso na vascularizacdo
0ssea e atraso no recrutamento de
osteoblastos e osteoclastos para a placa de
crescimento (Ohbayashi et al., 2002; Liu et
al., 2007). Além disso o FGF-18 é
necessario para a expressdo de VEGF em
condrdcitos hipertroficos e do pericondrio,
coordenando assim a invasdo vascular da
placa de crescimento (Ohbayashi et al.,
2002; Yu e Ornitz, 2007; Liu et al., 2007).

1.5.6 Outros fatores potenciais

Whnts pertencem a uma familia de 22
membros que tém uma gama de fungdes
durante o desenvolvimento de estruturas
controlando uma série de processos
(proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular) durante o desenvolvimento dos
membros (Church e Francis-West, 2002). A

polaridade dorso-ventral dos membros na
embriogenese é controlada pela ectoderme,
sendo que O gene que se expressa de
maneira caracteristica na ectoderme dorsal
que ird definir esta polaridade é o Wnt-7a
(Abarca-Buis et al., 2006). Ao eliminar o
Whnt-7a ocorre a expressao de genes
caracteristicos da regido ventral como o
gene Engrailed-1 (En-1) ou o receptor 1la das
proteinas morfogeneticas 6sseas (BMPrla,)
invertendo a polaridade e resultando
em extremidades bi-dorsais. Similarmente, a
superexpressao desses genes também pode
resultar em estruturas bi-dorsais ou
biventrais (Abarca-Buis et al., 2006).

O fator de transcricdo GLI age juntamente
com outros fatores como o Ihh, 0o PTHrP e 0
FGF, sendo necessario paraa formacédo
6ssea endocondral uma vez quena sua
auséncia, camundongos mutantes morrem ao
nascer com defeitos nos membros e
vértebras. Os o0ssos destes animais
apresentam aumento da proliferacdo dos
condroblastos, aCompanhado por aumento
na espessura das placas de crescimento,
além de diminuicdo da formacdo Ossea
(Miao et al., 2004).

As metaloproteinases (MMPSs) sdo enzimas
envolvidas em varios processos fisioldgicos
e patoldgicos que requerema remodelagédo
da matriz extracelular. Estas enzimas
degradam pelo menos um dos diferentes
Componentes da matriz e sdo reguladas por
diferentes  inibidores conhecidos  como
inibidores tissulares de metaloproteinases
(TIMPs) (Mattot et al., 1995). MutacGes
com inativagdo das MMPs resultam em
anormalidades  esqueléticas  (Malémud,
2006), j& que essas enzimas sdo
fundamentais para o crescimento 0sseo,
sendo  expressas  principalmente  nos
condrdcitos hipertrofiados, onde atuam na
diferenciagcdo e na apoptose (Mattot et al.,
1995).
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1.6 Apoptose na formagdo e no
crescimento 6sseo endocondral

Além do controle da proliferagdo e da
diferenciacdo, a apoptose de condrécitos do
modelo cartilaginoso e das placas de
crescimento € fundamental para 0
desenvolvimento e crescimento normal do
0sso, de modo que qualquer ruptura do
equilibrio entre estes processos pode causar
malformac0es esqueléticas (Orth, 1999).

O esqueleto fetal € composto de cartilagem
hialina em varios locais, e a grande maioria
dos condrécitos que compreende este tecido
é removida por apoptose durante a formacao
6ssea. Apenas os condrécitos da placa de
crescimento e da cartilagem articular
sobrevivem a intensa morte celular que
ocorre durante a ossificacdo endocondral
(Hughes e Boyce, 1997; Horton Jr. et al.,
1998; Ploumis et al., 2004).

A morte celular pode ocorrer como um
evento fisioldgico durante a ossificacdo
endocondral. Os condrécitos hipertroficos
desaparecem com a calcificacdo da placa e
sdo reabsorvidos a partir do tecido dsseo
esponjoso  primario, sendo que ha
controvérsias se a morte de condrocitos seria
ou ndo um pré-requisito a calcificacdo
(Hughes e Boyce, 1997; Horton Jr. et al.,
1998; Pourmand, et al., 2007).

A proliferacdo dos condroblastos, a
diferenciacdo e a sintese de matriz
cartilaginosa sdo  essenciais para 0
crescimento 0sse0 e a apoptose dos
condrdcitos hipertroficos das placas de
crescimento desempenha um papel crucial
na transicdo da condrogénese para a
osteogénese (Goldring et al, 2006). A
apoptose desempenha um papel importante
no esqueleto poés-natal e adulto, sendo
essencial para a remodelacdo OGssea
fisiol6gica e para o reparo 6sseo (Horton Jr.
et al., 1998; Hock et al., 2001; Magne et al.,
2003).

A apoptose pode ser considerada uma via
celular assim como a diferenciacdo, a
proliferacdo ou a senescéncia. A dominancia
de um caminho em detrimento do outro é o
que determina o destino celular com base em
uma combinacdo de moléculas que
favorecem uma via particular (Horton Jr. et
al., 1998).

A apoptose também denominada morte
celular programada € relevante para o0s
eventos celulares normais do osso. Esta
consiste de uma seqléncia de eventos
controlada a partir de dentro da célula por
um grande nimero de fatores de regulacao,
mas que pode ser induzida ou inibida por
fatores externos através de mecanismos
mediados por receptores (Hughes e Boyce,
1997; Roach and Clarke, 2000). Esta
associada com a ativacdo de caspases,
podendo ser desencadeada por ativacdo de
eventos no reticulo endoplasmatico ou na
mitocondria ou pela ativacdo de receptores
de superficie celular como o fator de necrose
tumoral (TNF) (Cohen, 1997; Horton Jr. et
al., 1998; Blagosklonny, 2000; Hock et al.,
2001; Fan et al., 2005).

Em muitos tecidos, a via mitocondrial pode
ser ativada diretamente pelos apoptogenes
ou indiretamente pela ativacdo das caspases,
de tal modo que ocorre permeabilidade da
membrana mitocondrial Comprometendo a
funcdo da organela (Johnson, 2000; Hock et
al, 2001). Na presenca de inibidores das
caspases ou na auséncia total de caspases a
morte celular é atrasada (Johnson, 2000;
Blagosklonny, 2000).

O processo de apoptose envolve uma
sequéncia de eventos sincronizados na
célula: encolhimento, retencdo de organelas,
condensagcdo de cromatina, alteragbes na
membrana nuclear, fragmentacdo de
proteinas e clivagem do  DNA.
Eventualmente as células se fragmentam
para formar os chamados corpos apoptoticos
(Manolagas, 2000; Hock et al, 2001; Noble,
2003).
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Esses restos celulares sdo removidos por
células fagociticas. O envolvimento do
conteudo celular em vesiculas (corpos
apoptoticos) e sua remogdo rapida permitem
que a apoptose ocorra com um minimo ou
nenhuma resposta inflamatéria. Para a
iniciacdo e execugdo da cascata apoptotica,
um namero de enzimas contribuem para a
degradacdo de componentes e estruturas
especificas  celulares,  destruicdo  de
inibidores da apoptose e da ativacdo de
estimuladores da mesma (Zuzarte-Luis e
Hurlé, 2002; Noble, 2003).

As células sdo removidas especificamente e
de forma eficiente quando estdo em excesso
ou danificadas. Adicionalmente, algumas
células morrem por apoptose como uma
resposta normal ao final do processo de
diferenciacdo (Adams e Shapiro, 2002), para
manter ou modificar o tamanho dos 6rgaos
ou simplesmente para contrabalancear o
grande numero de mitoses de células no
organismo adulto (Kerr et al., 1972).

Existem nimerosas  moléculas que  sdo
envolvidas na apoptose, e o destino da célula
depende de como essas moléculas
interagem umas com as outras (Cohen,
1997; Hock et al., 2001; Fan, 2005).

Ap06s a combinacao e insercdo na membrana
mitocondrial de um subconjunto de
membros pré-apoptticos como o lhh
(Indiana Hedgehog) e os membros da
familia de proteinas Bax, o citocromo ¢ é
liberado para o citosol (Horton Jr. et al.
1998, Eskes et al., 2000, Johnson, 2000).
Este passo pode ser bloqueado por membros
antiapoptéticos da familia Bcel-2 ou Bel-XL.
Uma vez liberado, o citocromo c interage
com o fator de ativacdo da protease
apoptoética 1 (Apaf-1) e com a pré-caspase-9
para formar um complexo apoptossomo, que
promove 0 processamento e a clivagem de
um iniciador da caspase, tal como a pré-
caspase-9 (Horton Jr. et al., 1998; Hock et
al, 2001; Malladi et al., 2009).

O receptor para PTH/PTHrP é expresso em
altos niveis somente em condrdcitos pré-
hipertréficos durante os ultimos estagios da
ossificagdo endocondral (AmLing et al.,
1997), mostrando que a auséncia do PTHrP
¢ deletéria para o desenvolvimento do
esqueleto (Lee et al., 1996; Horton Jr. et al.,
1998). O PTHrP estimula a expressdo da
proteina  anti-apoptética, Bcl-2, em
condrécitos da placa de crescimento in vivo
e in vitro (AmLing et al., 1997), de forma
que a delecdo do gene que codifica o Bcl-2
em ratos transgénicos causa intensa apoptose
de condrécitos da placa de crescimento e
reducdo do crescimento dos 0ssos longos
(AmLing et al., 1997; Horton Jr. et al.,
1998).

Durantea ossificacdo endocondral, o
controle da maturacdo dos condrdcitos
regula o crescimento 6sseo. O papel do

fosfato inorganico (Pi), cujos
niveis aumentam na  zona hipertréfica da
placa de crescimento, tanto
em compartimentos intra

quanto extracelulares, ainda nao

foi elucidado (Magne et al., 2003; Zhong,
2011). Mas, postula-se que o Piregulaa
maturacdo dos condrocitose a apoptose
associada a mineralizacdo (Teixeira et al.,
2001; Magne et al., 2003; Zhong, 2011).

A apoptose também tem um papel
fundamental no desenvolvimento
embrionario dos membros (Horton Jr. et al.,
1998; Hock et al., 2001). A morte celular
programada do tecido mole embrionario
entre os digitos é necessdria para o
desenvolvimento dos membros e tem sido
utilizada como um modelo classico para 0s
estudos de apoptose (Horton Jr. et al., 1998;
Hock et al., 2001).

Na morfogénese do membro, os digitos se
formam por processos coordenados de
proliferacdo e apoptose interdigital. As
BMPs, especificamente a BMP-2, a BMP-4
e a BMP-7, tém sido identificadas como
reguladoras chaves controlando a apoptose
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interdigital e dando origem a forma final do
membro esquelético (Hock et al, 2001;
Zuzarte-Luis e Hurlé, 2002; Guha et al.,
2002). O controleda apoptose pelas
BMPs estd intimamente integrada com
outras vias de sinalizagdo implicadas no
controle do crescimento e da diferenciacéo
do membro, como a sinalizagdo do FGF,
responsavel por cooperar no controle da
apoptose mesodérmica  (Montero et al.,
2001). Quando a sinalizagdo de FGFé
blogueada por aplicacdo local de inibidores,
0 FGF e as BMPs néo sdo suficientes para
provocar a apoptose (Zuzarte-Luis e Hurlé,
2002).

A MSX2também pode interferir na
apoptose interdigital  induzida  pelas
BMPs (Capdevilla and Johnson, 1998). A
MSX2 é membro da familia de fatores de
transcricdo homeobox e é um repressor que
exerce no tecido, acOes especificas durante o
desenvolvimento craniofacial, esquelético e
neural (Marazzi et al., 2002).

Além das vias dependentes das BMPs e da
MSX2, a via do retindide também pode
mediar a apoptose interdigital necessaria
para o desenvolvimento normal do membro.
O tratamento com &cido retindide em
camundongos mutantes com apoptose
defeituosa melhorou 0 fendtipo,
promovendo apoptose interdigital (Marazzi
et al. 2002; Zuzarte-Luis e Hurlé, 2002).

Outras proteinas e hormonios também séo
importantes para a apoptose que ocorre no
esqueleto, tais como transglutaminases
(Fesus et al., 1996), endonucleases, que
clivam o DNA (Eastman et al., 1995) e o
estrogeno que diminui a proliferacdo e induz
apoptose de  condrdcitos na  placa de
crescimento, culminando com 0
desaparacimento da placa e fusdo das
epifises e metafises (Zhong et al., 2011).

Quando o controle da via apoptética é
modificado por fatores internos ou externos
ao organismo, quer por inibi¢do ou inducdo

inapropriada, pode resultar em doenga. Na
esqueletogénese, alteragbes no mecanismo
de apoptose  podem  resultar em
malformagbes do crénio e de membros,
como a sindactilia, a polidactilia e membros
fendidos (Bursch et al., 1992, Kimura et al.,
1996). Dentre os fatores externos que afetam
a apoptose, tém-se as drogas psicoativas,
dentre elas a cafeina que apresenta efeitos
diretos sobre o ciclo celular, agindo sobre a
proteina p53 ou ativando a protease pro-
apoptética caspase-3 de forma a induzir
apoptose em células cancerigenas, neuronais
e da epiderme (Moallem e Hales, 1998;
Hwan et al., 2002, Lu et al., 2004). No osso,
apesar da cafeina ser considerada um agente
causador de malformagBes fetais, o
mecanismo pelo qual ela causa essas
alteracbes e sua correlacdo com a via
apoptética ainda ndo esta claro. O que se
sabe é que a adicdo de cafeina em culturas
de osteoblastos pode reduzir a viabilidade
celular (Tsuang et al., 2006) e inibir a
atividade de sintese dessas ceélulas pela
ativacdo da apoptose (Tassinari et al., 1991;
Kamagata-Kiyoura et al., 1999, Lu et al.,
2008).

2. Cafeina

A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) é uma das
substancias farmacologicamente ativas mais
consumidas pela populacdo, estando
presente na dieta na forma de café, chas,
chocolates, refrigerantes, energéticos e
medicamentos, dentre outros (Heckman et
al., 2010). Apesar do seu grande consumo
pela populagdo humana, ela pode também
ser utilizada na alimentacao animal (Cabezas
et al., 1987; Mazzafera, 2002).

A cafeina pode ser inserida em dietas
animais, quando da utilizacdo da palha de
café, um subproduto de baixo custo, que
pode ser fornecida aos ruminantes em
virtude da grande quantidade produzida
durante o processamento do café. Entretanto,
como apresenta gosto amargo e baixa
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palatabilidade, seu uso, dependendo da
guantidade, pode reduzir o consumo de
racio e, 0 ganho de peso diario,
aditivamente a hiperatividade nos animais.
Por isso, algumas pesquisas tém buscado
alternativas visando reduzir seus teores na
palha ou polpa do café (Cabezas et al., 1987;
Mazzafera, 2002).

Em animais monogastricos, ha poucos
estudos envolvendo o uso da polpa de café
na dieta. Sabe-se que ela é bem aceita por
suinos quando administrada em uma
guantidade de 8 a 16% da racdo consumida
(Jarquin et al., 1974). Além disso, a casca de
café pode ser incluida em niveis de até 5,0 a
9,5% na ragdo das fases de crescimento e
terminagdo, respectivamente, sem prejudicar
0 desempenho do animal, além de produzir
carcacas mais magras e de ser
economicamente viavel (Parra et al., 2008).

Os efeitos da cafeina no organismo humano
e animal tém sido amplamente estudados.
Algumas pesquisas preconizam Seu USO
como coadjuvante no tratamento de
osteossarcoma e de sarcomas de tecidos
moles por potencializar os efeitos
citotoxicos da quimioterapia, aumentando a
expectativa de vida de pacientes com
metastases (Tsuchiya et al., 1998; Tsuchiya
et al., 1999; Kawahara et al., 2004; Kimura
et al., 2009; Melnik e Kohutova, 2009).

Recentemente, também comprovou-se que a
cafeina pode estimular a motilidade
espermatica por inibir a atividade da
fosfodiesterase aumentando o AMPc na
cauda do espermatozdide (Milani et al.,
2010). Por isso, as metilxantinas tém sido
utilizadas no sémen fresco e congelado
humano e de diferentes espécies animais
(Sinha et al., 1995; Sharma et al., 1996;
Jayaprakash et al.,, 1997; Gradil e Ball,
2000; Funahashi e Nagai, 2001).

Apesar de algumas acdes benéficas da
cafeina, ha varios relatos também de efeitos
adversos no organismo. Tanto em humanos
guanto em animais, pode estimular o sistema

nervoso central. Nos seres humanos, estes
efeitos sdo traduzidos por redugéo da fadiga
levando a ins6nia, ansiedade e ataques de
panico (Fisone et al.,, 2004). No sistema
cardiovascular, a cafeina pode aumentar a
frequéncia cardiaca, a pressdo arterial e o0s
batimentos cardiacos (Mandel, 2002), além
de efeitos broncodilatador e diurético
(Smith, 2002).

Direta ou indiretamente, a cafeina e seus
metabdlicos sdo capazes de agir em varios
outros tecidos ou sistemas como o digestivo
(Mandel, 2002), a pele (Fischer et al., 2007;
Lou et al.,, 2010) e a glandula mamaria
(Nagasawa e Sakurai, 1986; Sheffield, 1991;
Li e Hacker, 1995), dentre outros causando
efeitos que vem sendo pouco a pouco
elucidados, mas que ainda necessitam ser
mais amplamente estudados.

No 0ss0, a cafeina é considerada um fator de
risco para a osteoporose (Kamagata-Kiyoura
et al., 1999) e um agente causador de
malformac6es fetais (Scott Jr, 1983; Narod
et al., 1991). Diante disto, suas a¢des sobre
este tecido tém sido estudadas (Scott Jr,
1983; Narod et al., 1991; Barone et al.,
1993; Kamagata-Kiyoura et al., 1999). No
entanto, varios mecanismos pelos quais a
cafeina altera o 0sso, ainda sdo pouco
Compreendidos (Barone et al., 1993).

2.1 Farmacocinética da cafeina

2.1.1 Absorcao e distribuicdo

A forma ndo dissociada da molécula da
cafeina € sollvel na mucosa gastrica sendo
por isso, bem absorvida pela Vvia
gastrointestinal. Por distribuir-se em todo o
organismo tem sido encontrada
uniformemente em todos os tecidos. Cerca
de 99% ¢é absorvida quando administrada
por via oral, atingindo uma concentracdo
plasmatica maxima dentro de 15 a 45
minutos. E principalmente absorvida no
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intestino delgado, embora cerca de 20% seja
também absorvida no estdmago (Per et al.,
2004).

Cerca de 10-30% da cafeina esta ligada de
forma reversivel as proteinas plasmaticas e
por ser lipofilica atravessa todas as
membranas bioldgicas, incluindo a barreira
hematoencefélica e placentaria (Maickel e
Snodgrass, 1973). Dessa forma, a cafeina e
seus metabdlitos passam para o embrido e o
feto, onde  atingem  concentracdes
discretamente inferiores as do plasma
materno. E detectada em varios fluidos do
corpo, incluindo saliva, bile, sémen, leite,
sangue do corddo umbilical e urina e plasma
de neonatos (Souza e Sichieri, 2005).

Em humanos, alguns fatores, como o
tabagismo, aumentam a taxa de depuracdo
da cafeina. Além disso, o wuso de
contraceptivos orais duplica a sua meia-vida
e de seus metabdlitos, assim como a
gestacdo onde a taxa de depuracdo € trés
vezes mais lenta (Neal e Benowitz, 1990).

2.1.2 Metabolismo e eliminacao

A cafeina é metabolizada pelos sistemas
enzimaticos microssomais do figado, por
desmetilacdo, envolvendo o citocromo P450
(Neal e Benowitz, 1990). A meia-vida
plasmatica para os adultos é de duas a quatro
horas, no entanto este tempo pode aumentar
para cerca de nove horas em casos de
sobredose (Per et al., 2004). Em fetos e
neonatos, a meia-vida é bem maior, com um
tempo de 80 a 100 horas, devido a
deficiéncia das enzimas hepaticas do sistema
P-450 (Neal e Benowitz, 1990).

A cafeina é degradada por desmetilacdo
originando a teobromina, a paraxantina € a
teofilina e quantidades vestigiais de acido
1,3,7-trimetiltrico e acido 3-metildrico que
também sdo metabolicamente ativos (Soares
e Fonseca, 2004; Souza e Sichieri, 2005).
Em ratos, a desmetilacgio da cafeina
originando a teobromina é a via metabdlica

mais importante, constituindo 51% do total
das dimetil-xantinas produzidas. Por outro
lado, em humanos a principal via metabdlica
¢ a da paraxantina (Eteng et al., 1997).
Embora a cafeina seja estruturalmente
similar aos seus metabolitos, estes podem
apresentar efeitos fisiologicos diferentes
com importantes aplicacbes farmacéuticas.
A teofilina, por exemplo, é utilizada como
dilatador brénquico e no tratamento da
apnéia, enquanto que a teobromina tem
propriedades diuréticas (Arnaud, 2011).

A eliminacdo da cafeina pode sofrer
influéncia dos habitos pessoais e do estado
metabolico do individuo. Assim, a nicotina
aumenta a eliminacdo da cafeina, enquanto
os  antibidticos, principalmente  as
quinolonas, aumentam a sua concentracdo
plasmatica (Neal e Benowitz, 1990).
Durante a gestacdo, ocorre reducdo da
eliminacdo da cafeina, o que aumenta o risco
de toxicidade para a mde e para o feto
(Aldridge et al., 1977; Parsons e Pelletiers,
1982). A reducdo da eliminacdo da cafeina
também varia com a idade. Desta forma,
varios estudos demonstram uma reducéo da
eliminacdo da cafeina e da teofilina com o
aumento da idade (Aldridge et al., 1977).
Além disso, exercicios fisicos, doencas
hepaticas e interacbes medicamentosas
também afetam a eliminacdo da cafeina por
inibirem o citocromo P450 (Hallstrom et al.,
2010).

O consumo de cafeina é seguro desde que
feito com moderacdo. Os primeiros estudos
sobre as propriedades toxicologicas da
cafeina demonstraram que a dose minima
fatal administrada intraperitonealmente em
coelhos, porcos da india e gatos variou de
150 a 250 mg/Kg (Salant e Rieger, 1912
apud Soares e Fonseca, 2004).

2.2 Efeito da cafeina sobre as células
Osseas e suas células precursoras
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O mecanismo pelo qual a cafeina pode
influenciar o metabolismo 6sseo ainda nédo
esta totalmente elucidado. Postula-se que ela
possa afetar indiretamente o 0sso por
aumentar a excrecdo urinaria de calcio
(Bergman et al., 1990), podendo atuar,
ainda, sobre a diferenciagdo osteogénica das
celulas tronco (Liu et al., 2011) ou sobre a
viabilidade e atividade de sintese dos
osteoblastos (Zhou et al., 2010).

A cafeina tem sido considerada um dos
fatores de risco para a osteoporose humana.
Pesquisas in vitro demonstraram que ela
pode ser potencialmente maléfica para os
osteoblastos (Kamagata-Kiyoura et al.,
1999; Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2010).
Assim, a sua adicdo em culturas de
osteoblastos pode reduzir a viabilidade
celular (Tsuang et al.,, 2006) e inibir a
atividade de sintese dessas células pela
ativacdo da morte celular (Tassinari et al.,
1991; Kamagata-Kiyoura et al., 1999, Lu et
al., 2008). Culturas de osteoblastos tratadas
com elevadas concentragdes de cafeina (0,1
a 1mM) podem morrer ndo s6 por apoptose,
mas também por necrose. Além disso, ha
menor expressdo de genes, enzimas e
proteinas que sdo naturalmente expressos
durante a osteogénese, como 0 Runx-2,
fosfatase alcalina, colageno I, osteocalcina,
osteopontina, e histona (Zhou et al., 2010).

Acredita-se que, a interacdo da cafeina com
0s receptores da vitamina D em osteoblastos
possa ser um possivel mecanismo pelo qual
ela afeta o tecido 6sseo, em virtude desta
vitamina possuir um importante papel no
controle do metabolismo de calcio. Rapuri et
al., (2007) avaliaram os efeitos de diferentes
doses de cafeina (0,2; 0,5; 1 e 10mM) na
expressdo de receptores para vitamina D em
osteoblastos humanos, bem como sobre a
atividade da fosfatase alcalina,
reconhecidamente um marcador da atividade
dessa célula. Observou-se, neste trabalho,
uma reducdo dose-dependente da expressao
desses receptores e inibi¢do da atividade da

fosfatase alcalina, que ndo foi revertida pela
adicdo de vitamina D. Assim, sugeriu-se que
a cafeina afeta o metabolismo 6sseo por
interferir na expressdo dos receptores para
vitamina D das células osteoblasticas.

As células tronco mesenquimais da medula
0ssea, precursoras dos osteoblastos, sdo mais
sensiveis que 0s osteoblastos quando
expostos & mesma dose de cafeina. Por isso,
postula-se serem essas células os alvos da
cafeina no que se refere ao desencadeamento
da osteoporose, embora o0s seus efeitos
sejam dose-dependentes. Assim, em baixas
concentragdes (0,005-0,1 mM), ela néo afeta
a viabilidade celular e nem a atividade da
fosfatase alcalina em culturas de células
tronco  mesenquimais  submetidas  a
diferenciagdo osteogénica. No entanto,
aumenta significativamente a
osteoclastogénese da medula dssea, através
da ativacdo do receptor da NF-kB ligante
(RANKL), mediador da osteoclastogénese.
Além disso, reduz a expressao das
osteoprotegerinas  (OPG), proteinas
presentes nos osteoblastos, as quais
Competem com o RANKL, inibindo a
reabsorcdo Gssea por osteoclasia. Sugere-se,
entdo, que dessa forma a cafeina pode
reduzir a densidade mineral 6ssea (Liu et al.,
2011).

2.3 Efeito da cafeina na formacéao 0ssea
pré-natal e sobre o tecido dsseo de
individuos jovens

Durante a vida pré-natal, todo o esqueleto é
derivado das formacdes 0sseas
intramembranosa e endocondral. Um dos
efeitos da cafeina parece estar relacionado a
inibicdo da formacdo 6ssea endocondral nas
fases iniciais da proliferacdo e diferenciagao
das células mesenquimais indiferenciadas
em células cartilaginosas.  Entretanto,
postula-se também que a cafeina possa
interferir nas fases posteriores da formagéo
0ssea, durante a diferenciacdo dos
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osteoblastos, causando atraso ou inibi¢do da
mineralizacdo do esqueleto fetal (Tassinari
et al.,1991; Barone et al., 1993).

Todo o desenvolvimento ¢sseo fetal €
determinado por fatores intrinsecos feto-
materno-placentarios e  por  fatores
extrinsecos, tais como nutricdo, perfil
hormonal, dentre outros. Um desequilibrio
entre esses fatores pode resultar em
alteracOes da formacdo e do crescimento
fetal (Neelam, 2009). Desta forma, o
consumo de cafeina pela mae pode afetar a
formacdo 6ssea endocondral do feto, reduzir
0 peso corporal e causar alteracdes
teratogénicas como  fenda  palatina,
malformacOes de membros e ectrodactilia
(Scott Jr, 1983; Narod et al., 1991), além de
reduzir o contetdo 6sseo mineral. Por ser
pobremente  metabolizada  durante a
gestacdo, a cafeina acumula-se no tecido
fetal, prejudicando o0 desenvolvimento
esquelético. Sugere-se que esses efeitos
sobre o feto possam ser potencializados
guando o consumo de cafeina esta associado
a desnutricdo energético-protéica (Nakamoto
e Shaye, 1986; Schneider et al., 1990).

As doses de cafeina capazes de causar
malformacdo fetal em modelos animais
excedem muito as doses consumidas
diariamente pela populacdo. Diante disso, a
maioria dos estudos epidemiol6gicos em
humanos ndo demonstraram evidéncias de
qgue a cafeina possa causar malformacdes
congénitas (Larrogue et al., 1993). No
entanto, embora baixas doses de cafeina (20-
100 mg/Kg) ndo induzem malformacdes,
sabidamente atrasam a formacdo Ossea
(Nakamoto et al., 1989; Tassinari et al.,
1991).

Em ratos jovens de crescimento rapido,
guando expostos a cafeina, observou-se
retardo do crescimento ésseo, 0 que poderia
estar relacionado & reducdo de alguns
constituintes minerais do osso como calcio,
cobre, fosforo e zinco (Sasahara et al., 1994;
Wink et al.,, 1996). Além disso, tem sido
sugerido que doses altas de cafeina, acima

de 80 mg/Kg, inibem o crescimento 6sseo
endocondral (Huang et al., 2002). Neste
sentido, observou-se que fragmentos de 0sso
desmineralizado implantados no subcuténeo
de ratos em crescimento e tratados com

cafeina, apresentaram  inibicdo  da
condrogénese e reducdo da expressdo de
colageno I, histona e do fator de

crescimento tumoral beta (TGF ) (Barone
et al., 1993). A ingestdo de cafeina durante a
gestacdo e lactacdo pelas mées e pelos
filhotes no periodo de crescimento afeta
também a quantidade de hidroxiprolina
6ssea (Valdes et al., 1992).

2.4 Efeito da cafeina sobre os
metabolismos 6sseo e mineral de
individuos adultos

Os efeitos da cafeina sobre o osso de
individuos adultos sdo contraditorios,
embora haja maior consenso entre 0s
pesquisadores quanto aos maleficios ao 0sso
causados pela sua ingestdo (Scott, 1983;
Narod et al., 1991; Tassinari et al.,1991;
Barone et al.,, 1993). No entanto, alguns
pesquisadores ndo conseguiram demonstrar
seus efeitos negativos sobre o metabolismo
0sseo, devido as metodologias de analise
empregadas e as inUmeras variaveis, em se
tratando de estudos em seres humanos
(Johansson et al., 1992; Barger-Lux e
Heaney, 1995).

A diferenca de resposta do osso a cafeina
pode estar relacionada a dose utilizada,
idade do individuo, ao osso estudado e com
as metodologias de analise utilizadas
visando avaliar o impacto do seu uso sobre 0
esqueleto (Massey e Whiting, 1993; Tsuang
et al., 2006; Bezerra et al., 2008). Niveis
séricos dos hormdnios sexuais também séo
importantes, uma vez que alguns
pesquisadores demonstraram que a cafeina
pode alterar o 0sso, apenas quando associada
a reducdo ou auséncia do estrogeno. Além
disso, tem sido demonstrado que esse
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hormdnio pode bloquear a agdo da cafeina
(Zhou et al., 2009).

De forma geral, tem sido comprovado que a
cafeina altera a estrutura 6ssea (Sasahara et
al., 1994), reduzindo a densidade Ossea
mineral e aumentando o risco de fraturas
(Heaney e Recker, 1982; Huang et al.,
2002). Além disso, inibe o reparo de defeitos
6sseos (Duarte et al., 2009) e reduz o
contetdo de zinco (Sasahara et al., 1990) e
cobre no osso, importantes para a atividade
osteoblastica e para a sintese de colageno
(Wink et al., 1996). Finalmente, reduz os
niveis de calcio (Huang et al., 2002),
essenciais para a mineralizagdo da matriz
Ossea.

Sobre o metabolismo do célcio, a cafeina
age aumentando a excrecdo fecal e urinaria
desse mineral (Yeh et al.,, 1986). Diante
disto, Whiting e Whitney (1987) avaliaram
os efeitos cronicos da ingestdo de cafeina e
de teofilina sobre a excrecdo urinaria de
calcio em ratos machos adultos. A excre¢éo
urinaria de calcio nos animais tratados com
teofilina  foi significativamente  maior,
havendo persisténcia da hipercalciria por
pelo menos trés semanas. Assim, o efeito da
cafeina sobre o metabolismo dsseo parece
depender do consumo de célcio diério. Desta
forma, em mulheres adultas jovens com
consumo adequado de célcio, a ingestdo
moderada de cafeina pode ter pouco ou
nenhum efeito deletério sobre os niveis
séricos deste mineral. Parece que a
hipercalcitria pode ser Compensada pela
absorcdo intestinal de céalcio (Barger-Lux et
al., 1990). No entanto, mulheres idosas ndo
conseguem Compensar a hipercalcilria
guando a ingestdo de célcio esta abaixo das
recomendacOes diarias (Massey e Whiting,
1993; Heaney, 2002).

Além dos efeitos sobre o metabolismo
mineral, a cafeina também inibe o reparo de
defeitos Gsseos (Duarte et al., 2009) por
reduzir o nimero de osteoblastos (Yuwono
et al., 2006). E provavel que esse efeito
envolva a inibicdo da diferenciagdo das

células mesenquimais em osteoblatos (Liu et
al., 2011), como descrito anteriormente.

Material e métodos

O projeto utilizou as bases fisicas e a infra-
estrutura dos Laboratorios de
Experimentacdo Animal, de Histopatologia e
imunoistoquimica e de Biologia Molecular e
do Nuacleo de Células Tronco e Terapia
Celular do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinarias da Escola de
Veterindria da UFMG. As ratas foram
provenientes do Biotério do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Todos os
procedimentos descritos a seguir foram
aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo  Animal da UFMG
(protocolo n° 177/2010).

Experimento 1. Efeitos in vivo da
cafeina sobre a formacdo e o
crescimento 6sseo endocondral de ratos

Foram utilizadas 38 ratas Wistar com dois
meses de idade alojadas em caixas plasticas
(5-6 animais/caixa) onde receberam a
mesma racdo comercial (1,4% de célcio,
0,60% de fosforo e 22% de proteina) e agua
ad libitum. As ratas foram mantidas em
regime de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro.

Apo6s um periodo de 30 dias de adaptagéo, as
ratas foram separadas, ao acaso, em quatro
grupos, sendo trés grupos tratados com
diferentes  doses de cafeina (10
animais/grupo tradado) e um grupo controle
(oito animais). Os grupos tratados receberam
diariamente, por sonda  oro-gastrica,
cafeina®® diluida em 7 mL de agua destilada,
nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg que foram
administradas uma vez ao dia, n0 mesmo
horério, por todo o periodo experimental. Os
animais do grupo controle receberam apenas
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7 mL de &gua destilada como placebo
também administrada por sonda oral.

Todas as fémeas foram submetidas
diariamente a citologia vaginal (Marcondes
et al., 2002) para determinar a fase do ciclo
estral. As que se apresentavam em estro
foram alojadas em caixas plasticas com ratos
adultos por 12 horas em uma proporcao de
quatro fémeas para um macho. Ap6s as 12
horas, foram realizados esfregagos vaginais,
diariamente. Apds a copula, as ratas foram
alojadas em caixas separadas. Os animais
dos grupos tratados e controle continuaram
recebendo cafeina e 4agua destilada,
respectivamente, por sonda oro-gastrica,
durante todo o periodo experimental
(gestacdo e lactacao).

Dosagem plasmatica de cortisol

Apos transcorrida a amamentacdo (21 dias),
no periodo da manhd, as ratas foram
anestesiadas com cloridrato de quetamina
(40 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10
mg/Kg), para colheita de sangue por pungéo
intracardiaca. O sangue foi colhido em tubos
para obtencdo de plasma e armazenado a -20
°C para dosagem de cortisol. A dosagem de
cortisol foi realizada pelo laboratério de
analises Hermes Pardini, pela técnica de
guimioluminescéncia (Access Immunoassay
System, Sanofi Diagnostics Pasteur Inc.,
Chaska, MN, USA) em sistema totalmente
automatico e de acordo com as
recomendacdes do fabricante dos Kits.

Necropsia e processamento histoldgico

Trés dias ap6s o nascimento, trés ratos de
cada fémea foram eutanasiados para colheita
dos 0ssos de todo o membro pélvico direito
e da coluna vertebral lombar para analise
histopatoldgica. Ao desmame, trés ratos de
21 dias de idade de cada fémea foram
eutanasiados para colheita do Umero, fémur
e tibia do lado esquerdo, e vértebras

tordcicas e lombares para analise

histomorfométrica.

Os ossos foram fixados em formalina a 10%
neutra e tamponada por 24 horas,
descalcificados em acido férmico a 21% por
um periodo de 20 dias (reposicao do acido a
cada trés dias), sendo posteriormente,
processados pela técnica rotineira de
inclusdio em parafina, submetidos a
microtomia com cortes de 4um e corados
pelas técnicas da hematoxilina e eosina (HE)
e Safranina O.

Analise histomorfométrica dos 0ssos

A determinacdo da porcentagem de tecido
6sseo trabecular foi realizada em seccOes
histolégicas de vértebras e 0ssos longos dos
ratos com 3 e 21 dias de idade. Nesses 0ss0s,
foi determinada a porcentagem de tecido
0sseo trabecular imediatamente abaixo da
placa epifisaria, ou seja no tecido 0sseo
esponjoso  primario, de dois corpos
vertebrais aleatdrios da coluna lombar e em
um campo aleatdrio da tibia dos ratos de trés
dias. Nos ratos com 21 dias de idade, a
porcentagem de tecido 6sseo trabecular foi
determinada em seis campos aleatérios, no
tecido 0sseo esponjoso primario de trés
corpos vertebrais na coluna toracicade 1 a 7,
na coluna toracica de 8 a 13, na coluna
lombar de 1a 3, e na coluna lombar de 4 a 6,
e no tecido dsseo esponjoso primario do
fémur, tibia, Umero. Essa analise foi
realizada com o auxilio de uma graticula de
121 pontos acoplada a ocular em um
microscopio éptico com objetiva de 40x.

A espessura das placas epifisarias de dois
corpos vertebrais dos ratos com trés dias de
idade e de trés corpos vertebrais dos ratos
com 21 dias de idade foi determinada em
trés pontos equidistantes com o auxilio de
uma ocular micrométrica em objetiva de 40x
e 10x, respectivamente. Nas cartilagens
articulares e nas placas epifisarias dos
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fémures, tibias e Umeros dos ratos com 21
dias de idade, foram obtidas as médias das
espessuras tomadas em 15 pontos
distribuidos em toda a sua extensdo, com o
auxilio de uma ocular micrométrica e em
objetiva de 10x.

O comprimento dos corpos vertebrais foi
medido em duas vértebras/animal nos ratos
com trés dias de idade e em trés
vértebras/animal nos ratos com 21 dias de
idade, com objetiva de 10x e de 4x,
respectivamente. Os valores foram obtidos
mediante 0 uso de uma ocular micrométrica
e foram posteriormente transformados para
milimetros com auxilio de uma lamina
micrométrica.

Nos ratos com trés dias de idade, foi
determinada a porcentagem de nicleo e de
lacunas de condroblastos, bem como a
porcentagem de matriz do tecido
cartilaginoso na epifise cartilaginosa distal
do fémur e na epifise cartilaginosa proximal
das tibia, com o auxilio de uma graticula de
121 pontos acoplada a ocular em um
microscopio dptico com objetiva de 40x.

Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e
para cada varidvel foram determinados a
média e o desvio padrdo. Foi realizada
ANOVA e Comparacdo das medias pelo
teste de SNK. Diferengas foram
consideradas  significativas se p<0,05
(Sampaio, 1998).

Experimento 2: Efeitos in vitro da
cafeina no tecido cartilaginoso de ratos
em crescimento

Coleta e cultivo da cartilagem das
epifises femorais

Foram utilizadas as epifises cartilaginosas
de 80 fémures de ratos Wistar com dois dias
de idade. Os animais foram eutanasiados
com sobredose de anestésicos (associagao de
cloridrato de quetamina e cloridrato de
xilazina) por via intraperitoneal. A pele dos
membros  pélvicos foi submetida &
antissepsia com alcool 70% e com iodeto de
potassio. Os fémures esquerdo e direito de
cada rata foram removidos dos tecidos
moles adjacentes com instrumental estéril e
dentro de fluxo laminar. Ap6s a remocéo, 0s
0ssos contendo as epifises cartilaginosas
foram inicialmente lavados em tampédo
fosfato salino (PBS) 0,15M estéril.

Foram formados dois grupos, tratado com
cafeina e controle sendo estes constituidos
de quatro subgrupos (0, 7, 14 e 21 dias de
cultivo). Em cada subgrupo utilizou-se dez
0ss0s, sendo quatro submetidos ao exame
histolégico, imunoistoquimico e a técnica de
tunel, e seis 0ssos submetidos aos ensaios de
RT-PCR em tempo real.

Os ossos do dia zero foram removidos das
ratas e imediatamente fixados em
paraformaldeido a 4% para analise
histoldgica, imunoistoquimica e técnica de
tunel ou foram imediatamente colocados em
criotubos com trizol, sem serem cultivados
em meio de cultura, para os ensaios de RT-
PCR tempo real.

No fluxo Ilaminar, os fémures foram
colocados em placas de 6 wells com meio de
diferenciagcdo osteogénico enriquecido com
acido ascorbico (50ng/mL), R-glicerofosfato
(10mM) e dexametasona (0,1uM), acrescido
de 10% de soro fetal bovino, de acordo com
Wakita et al., 1998. O meio de cultivo do
grupo tratado foi acrescido de cafeina
2mMol. Os ossos foram mantidos em estufa
a 37°C e 5% de CO, O meio de cultivo foi
trocado a cada 48 horas. Aos 7, 14 e 21 dias,
guatro ossos de cada grupo (controle e
tratado com cafeina) foram removidos da

! Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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cultura e fixados em paraformaldeido a 4%
para analise histoldgica e imunoistogquimica
e seis ossos foram colocados em criotubos
com trizol, para os ensaios de RT-PCR
tempo real.

Analise histomorfométrica dos fémures

Os ossos para a andlise histologica foram
fixados em paraformaldeido a 4% pelo
periodo de 24 horas e posteriormente
descalcificados em solucédo de acido férmico
a 10% pelo periodo de cinco dias com troca
da solucdo acida a cada 48 horas. Em
seguida, os ossos foram processados pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina.
Secgfes de 4um foram coradas pela
hematoxilina-eosina para avaliacdo
histomorfométrica. Foi determinada a
porcentagem de ndcleo e lacunas de
condroblastos, bem como a porcentagem de
matriz do tecido cartilaginoso, com auxilio
de um microscopio dptico com objetiva de
40x contendo uma graticula de 121 pontos.

Imunoistoquimica

Para a realizacdo da imunoistoquimica e da
técnica de tanel foram obtidos cortes
histolégicos de 4um de espessura dos
fémures em laminas silanizadas. Seccdes
histolégicas dos ossos foram submetidas a
analise  imunoistoquimica utilizando o
anticorpo anti-CDC47 (47DC141,
Neomarkers, Fremont, CA, USA) para
estimativa da proliferacdo celular nas
epifises cartilaginosas dos fémures.

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-
biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase,
Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) e a
recuperacdo antigénica foi realizada pelo
calor em banho-maria a 98°C. As laminas
foram incubadas em cdmara Umida
overnight com o anticorpo primario e por 30

minutos nas etapas de Dbloqueio da
peroxidase enddgena, soro de bloqueio
(Ultra vision Block, Lab Vision Corp.,
Fremont, CA. USA) e estreptavidina
peroxidase. O anticorpo primario anti-
CDC47 teve como diluicdo 1:100. A
incubacdo com anticorpo secundario (Biotin
Goat, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA)
foi realizada por 45 minutos. O cromdgeno
utilizado foi a diaminobenzidina (DAB
Substrate system, Lab Vision Corp.,
Fremont, CA. USA) por 30 minutos. As
seccOes foram contra-coradas com verde
metila. O controle negativo foi obtido pela
substituicdo do anticorpo primario por 1gG.

Nas epifises dos fémures foi determinada a
porcentagem de condroblastos com
expressdo de CDC-47 pela contagem de
células marcadas e ndo marcadas em quatro
campos aleatérios com objetiva de 40x.

Avaliacdo da tecnica de tanel

Células apoptoticas foram marcadas pela
técnica de tanel utilizando o TdT-FragEL™
DNA Fragmentation Detection Kit'. A
recuperacdo antigénica foi realizada de
forma enziméatica com proteinase K por 20
minutos a temperatura ambiente. As laminas
foram incubadas em camara Umida a 37°C
com o TdT por 1 hora e 30 minutos e por 30
minutos a temperatura ambiente nas etapas
de bloqueio da peroxidase endogena e
estreptavidina. O cromogeno utilizado foi o
DAB e o tempo de incubacdo foi de 15
minutos. As secc¢Bes foram contra-coradas
com verde metila. O controle negativo foi
obtido pela substituicdo do TdT por TBS.

Nas epifises dos fémures, a quantificagdo do
namero de condroblastos apoptéticos foi
realizada com objetiva de 40X em
microscopio ptico Olympus BX-40 em trés
campos.
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Avaliagdo da expressdo de caspase-3,
Runx-2 e Sox-9 pela técnica RT-PCR
em tempo real

As epifises cartilaginosas de todos 0s 0ss0s
foram colocadas em criotubos com trizol
qgue foram imediatamente congelados em
nitrogénio  liquido e  posteriormente
estocados a -80°C para avaliacdo dos
transcriptos génicos para caspase-3, Runx-2
e Sox-9 pela RT-PCR em tempo real.

Para a técnica de RT-PCR em tempo real a
extracdo do RNA total das cartilagens
epifisarias foi realizada pelo uso do Trizol.
O método consistiu de uma etapa inicial de
lise e homegenizacdo do tecido por 5
minutos a temperatura ambiente. O lisado
foi transferido para um microtubo de 1,5mL,
onde foram adicionados 0,2mL de
cloroférmio, seguido de 15 segundos de
homogenizagdo, 2 a 3 minutos de incubagéo
a temperatura ambiente e centrifugacdo a
12.000g por 15 minutos a 4°C, para
separacao em trés fases onde a fase incolor

superficial continha o RNA. Na terceira
etapa, a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo, com a adicdo de 0,5mL de alcool
isopropilico e incubacdo por 15 minutos a
temperatura ~ ambiente,  seguido  de
centrifugacdo a 12.000g por 10 minutos a
4°C para precipitacdo do RNA. O pellet foi
lavado com 1mL de etanol a 75%,
homogenizado e centrifugado a 7.500g por 5
minutos a 4°C. O RNA foi solubilizado em
agua livre de RNAse e imediatamente
estocado a -80°C. Foram realizadas as
reagOes de transcri¢do reversa utilizando-se
kit comercial (Tagman reverse transcription
reagent; Applied Biosystems). Foram
realizadas as reacdes de PCR utilizando-se
2ug de cDNA, 600nM de cada iniciador e
17uL do reagente syber Green (Applied
Biosystems) em um volume final de 25 pL
de reacdo, no aparelho 7900HT Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems).
Os iniciadores foram delineados com base
na sequéncia do mMRNA Rattus norvergicus
(Tabela 1).

Tabela 1. Lista de genes e iniciadores para RT-PCR em tempo real

Gene Iniciadores N° acesso
Caspase-3 Forward primer TGGAGGAGGCTGACCGGCAA
P Reverse primer CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT NW_012922
Forward primer GCGTCAACACCATCATTCTG
Runx-2 Reverse primer CAGACCAGCAGCACTCCATC NM_004348
Sox-9 Forward primer CCCGATCTGAAGAAGGAGAGC NW_0473432

Reverse primer GTTCTTCACCGACTTCCTCCG

Analise estatistica

O delineamento foi fatorial (2X4), ou seja,
dois grupos e quatro periodos. Para cada
variavel foi determinado a média e o desvio
padrdo. Foi realizada ANOVA e
Comparacdo das médias foi feita pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK).
Diferencas foram consideradas significativas
se p<0,05.

Resultados

Experimento 1

Dosagem plasmatica de cortisol

As concentracGes plasméticas de cortisol das
maes no grupo tratado com cafeina na dose

de 100mg/Kg foram significativamente
maiores do que as do grupo controle. No
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entanto, 0s grupos tratados com doses
menores de cafeina (25 e 50 mg/Kg)
apresentaram niveis plasmaticos de cortisol

semelhantes ao do grupo controle (p>0,05),
(Tab. 2).

Tabela 2. Média, desvio-padrdo e resultado da andlise estatistica da dosagem plasmatica de
cortisol (mcg/dL) de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle aos 21

dias de lactacéo.

Variavel Controle

Cafeina 25 mg/Kg

Cafeina 50 mg/Kg Cafeina 100 mg/Kg

Concentragdo
plasmética de
cortisol

0,4857+0,089 B

0,4625+0,0744 B

0,555 +0,1740 B 0,7625+0,1847 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha néo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Caracteristicas, peso e tamanho dos
filhotes

Somente os filhotes das ratas tratadas com
cafeina nas doses de 50 e 100 mg/Kg
apresentaram malformagfes esqueléticas,
sendo que nas ratas tratadas com 50 mg/Kg
de cafeina, dos 122 filhotes totais, 10
apresentaram sindactilia, ou seja, fusdo dos
espacos interdigitais, em pelo menos trés
espacos interdigitais dos membros toréacicos
ou pélvicos ou em ambos. J& no grupo de
ratas tratadas com 100mg/Kg de cafeina, dos
111 filhotes totais, 30 apresentaram
sindactilia em pelo menos trés espagos
interdigitais nos  membros  toracicos,
pélvicos ou em ambos. Todos 0s animais

gue apresentaram sindactilia ao nascimento,
ndo apresentavam mais essa alteracdo ao
desmame, ou seja, aos 21 dias de idade.
Ainda no grupo tratado com a dose mais alta
de cafeina, quatro filhotes apresentaram
braquidactilia nos membros pélvicos,
caracterizada pelo encurtamento dos digitos
e um animal apresentou malformacdo do
cranio caracterizada por abaulamento da
cabeca, na regido fronto-nasal (Tab. 3 e Fig.
1). Como os 0ssos chatos do cranio
apresentam formacdo e crescimento dsseo
intramembranoso, essa alteracdo ndo sera
discutida posteriormente, por ndo se tratar
do escopo deste estudo.

Tabela 3. Nimero de malformac@es, ao nascimento, nos filhotes de ratas tratadas com diferentes

doses de cafeina e de ratas controle.

Grupos Total de Total de filhotes Sindactilia Braquidactilia Malformacéo do
mées cranio

Controle 8 88 0 0 0

Cafeina 10 108 0 0 0

25mg/Kg

Cafeina 10 122 10 0 0

50mg/Kg

Cafeina 100 10 111 30 4 1

mg/Kg
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Figura 1. Malformagdes nos filhotes de ratas tratadas com cafeina na dose de 100 mg. A) Rato de 21 dias de idade
com abaulamento da regido fronto-nasal do cranio. B) Rato de trés dias de idade com sindactilia no membro pélvico
esquerdo, caracterizada pela unido dos espagos interdigitais. C) Rato de trés dias de idade com braquidactilia no
terceiro dedo do membro pélvico esquerdo, caracterizada pelo encurtamento do digito.

Os filhotes das ratas tratadas com cafeina,
independemente da dose, ndo apresentaram
diferenca significativa do numero total de
fetos nascidos e nem da taxa de
natimortalidade em comparacdo ao controle
(Tab. 4). Mas uma e duas mées tratadas com
50 e 100 mg/Kg de cafeina,
respectivamente, apresentaram 100% de
mortalidade até o final do desmame. Essa
mortalidade estava associada ao

hipodesenvolvimento da glandula mamaria
(dados ndo demostrados). Ja o peso dos
filhotes das ratas tratadas com 50 e 100
mg/Kg de cafeina foi significativamente
menor em comparagdo ao grupo controle do
dia do nascimento até o desmame. No
entanto, os filhotes das ratas tratadas com
25mg/Kg de cafeina ndo apresentaram peso
diferente dos filhotes das ratas controle
(Tab. 5 e Fig. 2 e 3).

Tabela 4. Mediana (variacdo) e resultado da analise estatistica do nimero de filhotes nascidos e
da porcentagem de filhotes mortos nos grupos de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina

e de ratas controle

Grupos N° de filhotes nascidos % de filhotes mortos
Controle 11,50 (7,00- 14,00) A 3,86 (0-42,86) A
Cafeina 25mg/Kg 11,50 (7,00-14,00) A 0(0-0) A
Cafeina 50mg/Kg 13,00 (8,00-15,00) A 3,34 (0-66,67) A
Cafeina 100mg/Kg 11,00 (8,00-14,00) A 0 (0-100) A

*Medianas com letras maitsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Mann Whitney (P>0,05).
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Tabela 5. Média, desvio-padréo e resultado da analise estatistica do peso dos filhotes (g) de
ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle do nascimento até o desmame

Dias Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeinal00mg/Kg
DIA1 7,23+0,62 A 7,38 £ 0,66 AB 6,53+0,65B 587+0,96B
DIA3 955+0,77 A 9,19+111A 8,17+175A 6,84+1,13B
DIAS 1265+ 1,48 A 11,67 +1,46 A 985+1,30B 9,12+1,07B
DIA7 16,50 + 2,05 A 1463 +237 A 12,19+2,04 B 11,06 +1,59 B
DIA9 1889+2,71 A 17,72+ 2,87 A 14,58 + 3,27 B 1343+135B

DIA 11 2359+ 3,08 A 2150+ 3,67 A 18,44+1,83B 16,26 + 1,59 B
DIA 13 26,46 + 3,67 A 2519+491 A 2161+2,09B 1942 +2,46 B
DIA 15 29,38+4,80 A 28,01£525A 24,86 £ 2,44 AB 22,79+2,68B
DIA 17 33,47 £5,64 A 31,08 £5,64 AB 2755+291B 2521+2,70B
DIA 19 39,30 7,00 A 36,16 £ 6,06 AB 31,91+358B 28,58+293B
DIA 21 44,66 £9,30 A 44,32 +£6,26 A 38,82 £4,70 AB 3496+382B

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05). Dia 1 = 24

horas ap6s o parto
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Figura 2. Ratos com trés dias de idade, filhotes de ratas do grupo tratado com cafeina na dose de 100 mg/Kg com
menor tamanho em comparagéo ao grupo controle.
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CONTROLE

CAFEINA 100mg

Figura 3. Ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas do grupo tratado com cafeina na dose de 100 mg/Kg com

tamanho inferior ao do grupo controle.

Semelhante ao resultado do peso dos
filhotes, a distancia tomada da nuca até a
base da cauda e o comprimento dos
membros pélvicos dos ratos de trés dias de
idade das ratas tratadas com 50 e 100 mg de
cafeina foi significativamente menor em
comparagdo ao grupo controle. No entanto,
ndo houve diferenca significativa dessas
variaveis entre 0 grupo tratado com
25mg/Kg de cafeina e o grupo controle
(Tab. 6 e 7). Mas, interessante € que 0
comprimento dos membros toréacicos dos

grupos tratados com cafeina em comparacao
ao grupo controle, mesmo na dose menor de
25mg/Kg (Tab. 7).

O comprimento vertebral dos ratos com trés
dias de idade, filhotes das ratas tratadas com
cafeina na dose de 100 mg/Kg foi
significativamente menor em comparacao ao
grupo controle e aos demais grupos tratados
com cafeina (25 e 50 mg/Kg). No entanto,
ndo houve diferenca significativa entre os
grupos tratados com 25 e 50 mg/Kg de
cafeina em comparagdo ao controle (Tab.8,

ratos de 3 dias de idade foi Fig.8).
significativamente menor em todos 0s

Tabela 6. Média, desvio-padrdo e resultado da analise estatistica do comprimento corporal
medido da nuca até a base da cauda de ratos com trés dias de idade, filhotes de ratas tratadas
com diferentes doses de cafeina e de ratas controle

Variavel Controle Cafeina 25 mg/Kg Cafeina 50 mg/Kg Cafeina 100mg/Kg

Comprimento (mm) 38,2+3,084 A 38,125+ 1,246 A 33,33+2,550B 31,9375+ 2,367 B

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Tabela 7. Média, desvio-padrdo e resultado da anélise estatistica do comprimento (mm) dos
membros de ratos com trés dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de

cafeina e de ratas controle

Membros Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Pélvicos 3,16 +0,1506 A 2,675+0,08864 A 2,06 +£0,08433 B 1,98 +0,06325 B
Torécicos

3,27+0,2312 A 3,0875 + 0,06409 B 2,55+0,1434C 2,23+0,2003C

*Médias com letras mailsculas iguais na linha néo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Tabela 8. Média, desvio-padrdo e resultado da andlise estatistica do comprimento (mm) do
corpo vertebral de ratos de trés dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de

cafeina e de ratas controle.

Variavel Controle

Cafeina 25mg/Kg

Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg

Comprimento
do corpo
vertebral

1,505 +0,1267 A

1,49+0,1363 A

1,3+0,1075 A 1,125+0,1436 B

*Médias com letras mailsculas iguais na linha néo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 4. Comprimento vertebral de ratos com trés dias de idade. HE, Bar = 236,51 um. A, B, C ¢ D) Grupos controle
e tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de cafeina, respectivamente. O comprimento vertebral do grupo tratado com
cafeina na dose de 100 mg é menor em comparagdo ao grupo controle e aos demais grupos tratados com cafeina nas

doses de 25 e 50 mg/Kg.

O comprimento dos o0ssos longos (fémur,
tibia e Umero) dos ratos com 21 dias de
idade, filhotes das ratas tratadas com todas
as doses de cafeina foi significativamente
menor em comparagdo ao grupo controle.
Com relagdo a largura dos o0ssos longos,
somente o fémur e a tibia dos filhotes de
ratas tratadas com 50 e 100 mg/Kg de
cafeina foi significativamente menor em

comparacdo ao grupo controle. A largura do
Umero ndo diferiu significativamente entre
todos os grupos tratados com cafeina e o
grupo controle (Tab. 9). O comprimento dos
corpos vertebrais de toda a coluna foi
significativamente menor nos ratos com 21
dias de idade, filhotes das ratas tratadas com
100mg/Kg de cafeina em comparacdo ao
controle. Nas doses de 50 mg/Kg de cafeina,
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0 comprimento dos corpos vertebrais foi
significativamente menor, em comparacao
ao grupo controle, somente no segmento da

25 mg/Kg de cafeina ndo diferiu
significativamente em relacdo ao controle
(Tab. 10 e Fig. 5).

quarta a sexta vértebras lombares. Ja o
comprimento vertebral do grupo tratado com

Tabela 9. Média, desvio-padréo e resultado da analise estatistica do comprimento e largura (cm)
do fémur (F), tibia (T) e umero (U) dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com
diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Variavel Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Comp. F 1,8048 £0,0468 A 1,7305 £ 0,0684 B 1,653 +0,0576 C 1,586 +0,0599 D
Comp. T 2,344 +0,08110 A 2,1560 £+ 0,0884 B 2,127 £0,0617 B 1,977 £0,0796 C
Comp. U 1,5698 £ 0,0372 A 1,5143+0,0457 B 1,454 +0,0473 C 1,399 +0,0497 D

Larg. F 0,2077 £0,0115 A 0,2010 £ 0,003 AB 0,1962 £ 0,007 B 0,195+0,0141 B
Larg. T 0,1537 £ 0,0051 A 0,1501 £ 0,0003 A 0,138 £0,0105 B 0,114 £0,0132C
Larg. U 0,169 £ 0,01544 A 0,1618 £ 0,0180 A 0,171 +0,0165 A 0,2578 £ 0,232 A

*Médias com letras maitsculas iguais na linha nao diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Tabela 10. Média, desvio-padrdo e resultado da andlise estatistica do comprimento vertebral
(mm) de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas dos grupos controle e tratadas com
diferentes doses de cafeina.

Segmento Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
vertebral

VL 1-3 2,962 £0,269 A 2,687 £0,470 A 2,533 £0,265 AB 2,256 £0,380 B
VL 4-6 3,102+£0,174 A 2,946 + 0,400 AB 2,699+0,210B 2513+0,311B
VT1-7 1,907 +0,139 A 1,789 +0,210 A 1,758 £ 0,204 A 1519+0,208 B
VT 8-13 2,148 + 0,459 A 1,944 + 0,295 AB 1,915 +0,205 AB 1,669+0,152B

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 5. Vértebras lombares de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 236,51 um. A, B, C e D) Grupos controle e
tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de cafeina, respectivamente. O comprimento vertebral do grupo tratado com
cafeina na dose de 100 mg é menor em comparagao ao grupo controle e aos demais grupos tratados com cafeina 25 e

50 mg/Kg.

Analise histomorfométrica dos ossos dos
ratos de trés dias de idade

Placa epifisaria e tecido 0sseo esponjoso
primario da tibia e vértebras

Independentemente do grupo, a placa
epifisaria dos ossos longos apresentava-se
indistinta da epifise que ainda era
constituida somente por cartilagem e sem a
presenca dos centros de ossificacdo. A placa
epifisaria dos ossos longos e veértebras dos
ratos de 3 dias de idade, filhotes das ratas
tratadas com cafeina, independente da dose,
apresentava-se pouco diferenciada e sem
distincdo entre as diferentes zonas, ao
contrario do grupo controle, onde era

possivel visualizar uma zona colunar e
hipertrofica bem diferenciada. Nos filhotes
das ratas tratadas com 25 e 50 mg/Kg de
cafeina, a placa epifisaria apresentava
aparente reducdo da espessura da zona
colunar. Mas, nos filhotes do grupo tratado
com 100 mg/Kg de cafeina, as células da
placa epifisaria apresentam-se totalmente
indiferenciadas e desorganizadas, com total
indiferenciagdo das zonas (Fig. 6). A
espessura da placa epifisaria das vértebras
lombares dos ratos de 3 dias de idade,
somente do grupo tratado com cafeina nas
doses de 50 e 100 mg/Kg apresentava-se
significativamente menor em comparagao ao
grupo controle e com algumas lacunas
vazias de condroblastos (Tab. 11, Fig. 6).

Tabela 11. Média, desvio-padrdo e resultado da analise estatistica da espessura da placa
epifisaria vertebral (mm) dos ratos de trés dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes

doses de cafeina e de ratas controle.

Variavel Controle

Cafeina 25mg/Kg

Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg

Largura da placa 0,3988 + 0,0156 A

epifisria

0,3757 £ 0,043 AB

0,3229 +0,0556 BC 0,3059 +£0,0378 C

*Médias com letras maitsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 6. Ratos com trés dias de idade. HE, Bar = 47,29 um. A, B, C e D) Placa epifisaria da tibia dos grupos controle
e tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de cafeina, respectivamente. A) Placa epifisaria do grupo controle com as zonas
(proliferacéo, diferenciagdo e hipertrofia) bem distintas. B, C) Zona de diferenciacéo estreita e pouco organizada em
colunas. D) Indiferenciacdo das zonas de proliferacdo, diferenciacdo e hipertrofia. E, F, G e H) Placa epifiséria
vertebral dos grupos controle e tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de cafeina, respectivamente. A espessura da placa
epifiséria vertebral do grupo tratado com cafeina nas doses de 50 e 100 mg é menor em comparagdo ao grupo
controle.

matriz cartilaginosa de colora¢do verde
caracteristica aparente da deficiéncia de

Pela coloracdo de safranina O, todos os
animais do grupo controle apresentaram a

matriz cartilaginosa das placas epifisarias
vertebrais e de ossos longos de coloragdo
vermelha intensa, caracteristica aparente da
presenca de glicosaminoglicanos. Trés,
guatro e quatro dos cinco animais dos
grupos tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de
cafeina, respectivamente apresentaram a

glicosaminoglicanos. Os animais dos grupos
tratados com 50 e 100 mg/Kg de cafeina que
apresentaram a matriz cartilaginosa corada
de vermelho, a intensidade foi menor em
relagdo ao grupo controle, sugerindo
aparente reducdo da quantidade de
glicosaminoglicanos (Fig.7).
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Figura 7. Placa epifisaria vertebral de ratos com trés dias de idade. Safranina O, Bar = 47,29 um. A, B, C e D) Grupos
controle e tratados com 25, 50 e 100 mg/Kg de cafeina, respectivamente. Grupo controle com matriz cartilaginosa
avermelhada como caracteristica aparente da grande quantidade de glicosaminoglicanos. Nos grupos tratados com
cafeina, trés ou quatro dos cinco animais apresentam matriz cartilaginosa de coloracdo esverdeada, como
caracteristica aparente da deficiéncia no contetido de glicosaminoglicanos. Nos grupos tratados com 50 e 100mg/Kg
de cafeina, as cartilagens que se coraram de vermelho apresentam coloragdo de menor intensidade em comparagéo ao
grupo controle.

O tecido 6sseo esponjoso primario da tibia
dos ratos de trés dias de idade, filhotes das
ratas tratadas com cafeina nas doses de 50 e
100 mg/Kg apresentava trabéculas Osseas
delgadas e em namero aparentemente
reduzido, com pequena quantidade de
coracdo condroide. A reducdo significativa
da porcentagem de tecido 0sseo trabecular
foi confirmada pela analise morfométrica
que foi significativamente menor nestes
grupos em comparagdo ao controle. O grupo
tratado com 25mg/Kg de cafeina
apresentava 0 tecido 0sse0 esponjoso
primdrio da tibia com caracteristicas
semelhantes ao do grupo controle, o que foi

comprovado pela porcentagem de tecido
6sseo trabecular que foi semelhante a do
grupo controle (Tab. 12 e Fig. 8). JA com
relacio as  vértebras lombares, a
porcentagem de tecido dsseo trabecular no
tecido 0sseo esponjoso primario das
vértebras lombares de todos o0s grupos
tratados com cafeina foi significativamente
menor em comparagdo ao grupo controle
(Tab. 12, Fig. 8). Interessante, € que,
independente do o0sso, todos 0s grupos
tratados com  cafeina  apresentavam
trabéculas revestidas por osteoblastos
cuboidais, semelhantes ao grupo controle

(Fig. 8).

Tabela 12. Média, desvio-padrdo e resultado da analise estatistica da porcentagem de tecido
6sseo trabecular no tecido 6sseo esponjoso primario da tibia proximal e nas vértebras lombares
de ratos de trés dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de
ratas controle.

Sitio 6sseo Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Tibia 39,812 +£8,965 A 39,498 £14,138 A 22,968 £9,644 B 19,502 +£1,902 B
Vert. lombar 43,796 £ 14,08 A 28,342+ 7,773 B 31,566 +8,067 B 21,402 +2,436 B

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 8. Rato com trés dias de idade. HE, Barra = 94,59 um. A, B, C e D) Tecido 6sseo esponjoso primario da tibia
dos ratos dos grupos controle e tratados com cafeina 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A quantidade de tecido
6sseo trabecular nos grupos tratados com cafeina nas doses de 50 e 100 mg (C, D) é menor em Comparagéo ao grupo
controle (A) e ao grupo tratado com cafeina 25 mg (B). E, F, G e H) Tecido 6sseo esponjoso primario da vértebra dos
ratos dos grupos controle e tratados com cafeina 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A quantidade de tecido 6sseo
trabecular nos grupos tratados com cafeina nas doses de 25 mg/Kg (B), 50 mg/Kg (C) e 100 mg/Kg (D) é menor em

comparagao ao grupo controle (A).

Epifise cartilaginosa do fémur e tibia

A proporcéo de lacunas de condroblastos em
relagdo a matriz cartilaginosa foi semelhante
entre 0s grupos, como pode ser comprovado
pela  porcentagem de lacunas de
condroblastos e de matriz nas epifises
cartilaginosas do fémur e da tibia dos ratos
com trés dias de idade, filhotes das ratas
tratadas, que ndo diferiu significativamente
entre os grupos (Tab. 13). No entanto, em
todos o0s grupos de mdes tratadas com
cafeina, independentemente da dose, 0s
filhotes apresentaram condroblatos

picndticos e grande ndmero de lacunas
vazias de condroblastos como caracteristica
de degeneragdo e necrose. Nesses animais, a
porcentagem de lacunas vazias de
condroblastos nas epifises cartilaginosas do
fémur e da tibia foi significativamente maior
em todos os grupos tratados com cafeina, em
comparagdo ao grupo controle. Mas, nos
grupos tratados com 50 e 100mg/Kg de
cafeina, que essas alteracbes foram ainda
mais intensas e significativas, tanto nas
epifises cartilaginosas do fémur quanto da
tibia (Tab. 14 e Fig. 9 e 10).
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Tabela 13. Média, desvio-padréo e resultado da analise estatistica da porcentagem de lacunas de
condroblastos e de matriz nas epifises cartilaginosas da tibia e do fémur de ratos com trés dias
de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Variavel Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Lacunas de 48,592 + 15,195 A 56,395 + 7,058 A 44,62 + 14,643 A 49,0826 + 20,182 A
condroblastos/fémur

Lacunas de 46,27 + 12,713 A 50,074 £+ 8,913 A 50,892 + 13,310 A 49,684 + 6,854 A

condroblastos/ tibia

Matriz/Fémur 49,912 + 16,802 A 50,574 £ 8,496 A 55,036 £ 14,53 A 50,904 £ 20,181 A
Matriz/Tibia 53,88 +12,428 A 49,58 £ 9,405 A 49,086 + 13,30 A 48,178 +7,119 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha néo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Tabela 14. Média, desvio-padrédo e resultado da analise estatistica da porcentagem de lacunas
vazias em 100 células nas epifises cartilaginosas do fémur e da tibia de ratos com trés dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Sitio dsseo Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Fémur 7,00+£2,236 C 19,00+11,113 B 29,6 £11,524 BC 55,00 +20,00 A
Tibia 4,4+2408C 21,8 +8,468B 32,00 +£7,036 B 58,25 + 19,380 A

*Médias com letras maitsculas iguais na linha nao diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 9. Epifises cartilaginosas do fémur de ratos com trés dias de idade. HE, Bar = 23,64 um. A, B, C e D) Grupos
controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Lacunas vazias de condroblastos
presentes em todos os grupos tratados com cafeina, sendo os grupos tratados com 50 e 100 mg/Kg de cafeina aqueles
que apresentam a maior quantidade de nucleos picn6ticos e de lacunas vazias de condroblastos em comparagdo ao
grupo controle.
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CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg
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Figura 10. Epifises cartilaginosas da tibia de ratos com trés dias de idade. HE, Bar = 23,64 um. A, B, C e D) Grupos
controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Lacunas vazias de condroblastos
presentes em todos os grupos tratados com cafeina, sendo os grupos tratados com 50 e 100 mg/Kg de cafeina aqueles
que apresentam a maior quantidade de ndcleos picnoticos e de lacunas vazias de condroblastos em comparagéo ao
grupo controle.

As epifises cartilaginosas do fémur e da tibia aparente deficiéncia no conteudo de
de todos os ratos com trés dias de idade do glicosaminoglicanos. Somente em um
grupo controle  apresentaram intensa animal de cada um dos grupos tratados com
coloracdo avermelhada, como caracteristica cafeina, a matriz apresentou-se de coloracao
aparente da grande quantidade de avermelhada, sendo que nos grupos tratados
glicosaminoglicanos. Nos grupos tratados com 50 e 100mg/Kg de cafeina, a coloracdo
com cafeina, quatro dos cinco animais vermelha foi de menor intensidade em
apresentaram  matriz  cartilaginosa  de comparacdo ao grupo controle (Fig. 11).

coloracdo esverdeada, o que caracteriza a

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg
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Figura 11. Epifises cartilaginosas do fémur de ratos com trés dias de idade. Safranina O, Bar = 23,64 um. A, B, C e
D) Grupos controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Grupo controle com
matriz cartilaginosa avermelhada como caracteristica aparente da grande quantidade de glicosaminoglicanos. Nos
grupos tratados com cafeina, quatro dos cinco animais apresentam matriz cartilaginosa de coloragdo esverdeada,
como caracteristica aparente da deficiéncia no contetdo de glicosaminoglicanos. Um animal de cada um dos grupos
tratados com cafeina com matriz de coloragdo avermelhada, sendo que nos grupos tratados com 50 e 100mg/Kg de
cafeina, a coloragdo vermelha e de menor intensidade em Comparagao ao grupo controle.
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Analise histomorfométrica dos ossos dos
ratos com 21 dias de idade

Tanto o fémur, quanto o Umero e a tibia
apresentaram caracteristicas de degeneracéo
e de necrose, dependendo da dose de
cafeina, localizadas principalmente na
camada média da cartilagem articular. No
grupo controle, a cartilagem articular dos
0ssos longos apresentou condroblastos bem
diferenciados e com morfologia distinta em
cada uma das camadas. Os condroblastos da
zona superficial apresentavam volume
nuclear e lacuna menor em comparacdo com
as camadas média e profunda, onde os
condrécitos apresentavam nucleo volumoso

dentro de lacunas amplas. Nos grupos
tratados, mesmo com a menor dose de
cafeina, o0s condrdcitos apresentavam
picnose nuclear que foi mais intensa e difusa
nos grupos tratados com 50 e 100 mg/Kg de
cafeina. Além disso, na dose de 100 mg/Kg,
os filhotes apresentavam ainda grande
quantidade de lacunas vazias de condrocitos
(Fig. 12). A espessura da cartilagem
articular somente foi significativamente
maior no Umero de filhotes de ratas tratadas
com 100mg/Kg de cafeina (Fig. 13 e Tab.
15). No entanto, o conteldo de
glicosaminoglicanos, observado pela
coloracdo de safranina O, ndo diferiu entre
os grupos (Fig. 14).

com cromatina frouxa e estavam alojados

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg
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Figura 12. Zona média da cartilagem articular do fémur de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 9,45 ym. A, B, C e
D) Grupos controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A) NUmerosos
condrdcitos com nudcleos volumosos e com cromatina frouxa. B) Condrdcitos com ndcleos volumosos de permeio a
nucleos picnoticos. C) Condrécitos com picnose nuclear. D) Condrdcitos com picnose nuclear associados a lacunas
desprovidas de nucleo.

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg

Figura 13. Cartilagem articular do imero de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 236,51 um. A, B, C ¢ D) Grupos
controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A espessura da cartilagem
articular do grupo tratado com cafeina na dose de 100 mg/Kg é maior em Comparagéo ao grupo controle e demais
grupos.
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Tabela 15. Média, desvio-padréo e resultado da analise estatistica da espessura (mm) da cartilagem
articular dos ossos longos (fémur, tibia, Gmero) de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Sitio dsseo Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Fémur 0,493 +0,074 A 0,523 +0,045 A 0,530 £ 0,089 A 0,565+ 0,045 A
Umero 0,379+0,040 B 0,408 +£0,037 B 0,385+0,053B 0,488 £0,094 A
Tibia 0,474 £ 0,053 A 0,445+ 0,800 A 0,472 £0,058 A 0,497 £0,075 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha néo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

> o

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg

Figura 14. Cartilagem articular do Umero de ratos com 21 dias de idade. Safranina O, Bar = 236,51 um. A, B, C e D)
Grupos controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Todos os grupos tratados
apresentam matriz cartilaginosa avermelhada como caracteristica aparente da presenga de glicosaminoglicanos,
semelhante ao grupo controle.

A espessura da placa epifisaria dos 0ssos
longos e das vértebras dos ratos com 21 dias
de idade, filhotes das ratas tratadas com
cafeina nas diferentes doses ndo diferiu
significativamente em comparagdo ao grupo

controle (Tab.16). Mas, a despeito disso,
varias alteracbes foram observadas na
morfologia da placa epifisaria desses 0ssos,
principalmente nas zonas de proliferacdo e
na zona colunar ou de diferenciacdo.

Tabela 16. Média, desvio-padrdo e resultado da andlise estatistica da espessura (mm) da placa
epifisaria dos ossos longos (fémur, tibia, Gmero) de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Sitio 6sseo Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Fémur (PE) 0,911+0,191 A 0,905+ 0,105 A 0,802 +0,137 A 0,857 +0,135 A
Tibia (PE) 0,808 £0,106 A 0,758 £0,096 A 0,722 +0,049 A 0,768 + 0,065 A
Umero (PE) 0,539+0,042 A 0,556 £ 0,064 A 0,509 + 0,065 A 0,564 + 0,117 A
VL1-3 (PE) 0,440 £ 0,068 A 0,444 £0,089 A 0,393+ 0,060 A 0,436 +£0,095 A
VL4-6 (PE) 0,485+0,104 A 0,467 £0,079 A 0,436 £ 0,062 A 0,428 +£0,062 A
VT1-7 (PE) 0,348 £ 0,055 A 0,336 £0,079 A 0,326 + 0,066 A 0,290 + 0,060 A
VT8-13(PE) 0,389 £ 0,065 A 0,326 £0,090 A 0,338+ 0,070 A 0,331+0,088 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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No grupo controle, a placa epifisaria de
todos ©0s 0ssos, apresentava-se bem
diferenciada e com distinta diferenca na
morfologia celular de cada uma das zonas.
Na zona de proliferagdo, os condroblastos
apresentavam-se com nucleos e lacunas
volumosas, as vezes com nucléolo
proeminente. No grupo tratado com 25
mg/Kg de cafeina, alguns condroblastos
desta zona apresentavam picnose nuclear.
Mas foram nos grupos tratados com 50 e
100 mg/Kg de cafeina, que as alteragdes
foram mais pronuciadas. Os condroblastos
apresentavam intensa picnose nuclear (Fig.
15) que se apresentava com distribui¢do
multifocal ou difusa. Havia também focos de
lacunas vazias de condroblastos como
caracteristica de necrose celular. Na zona de
diferenciacdo da placa epifisaria dos 0ssos
longos e vértebras do grupo controle, 0s
condroécitos apresentavam nacleos
volumosos e dispostos em padrdo de
organizacdo colunar. No entanto, nos
grupos tratados com cafeina, os condrécitos
apresentavam-se menos volumosos e com

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg

picnose nuclear multifocal ou difusamente
distribuida por toda essa zona. A zona de
diferenciacdo dos grupos tratados também
apresentava-se menos organizada, sem um
padrdo colunar tdo bem definido quanto o do
grupo controle e mais estreita. Todas essas
caracteristicas foram mais pronunciadas nos
grupos tratados com 50 e 100 mg/Kg de
cafeina (Fig. 16). A zona hipertréfica da
placa epifisaria apresentou morfologia
semelhante entre os grupos com relacdo ao
controle. Os condrécitos apresentavam
lacunas amplas e nacleos ora volumosos, ora
picnéticos com invasdo vascular e pequena
guantidade de matriz extracelular. Em
nenhum dos animais dos grupos tratados foi
observada a formacdo de placa Ossea
terminal distal como sinal de interrup¢do ou
parada do crescimento endocondral (Fig.
17). Assim como na cartilagem articular, na
placa  epifisaria, 0 conteddo de
glicosaminoglicanos, observado pela
coloracdo de safranina O, ndo diferiu
aparentemente entre grupos (Fig. 18).

CAFEINA 100 mg/kg
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Figura 15. Zona de proliferacdo da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 9,45 pm. A, B,
C e D) Grupos controle e tratados com cafeina nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente A) NUmerosos
condrdcitos com nucleos volumosos e de cromatina frouxa. B) NUmerosos condrdcitos com nicleos volumosos com
cromatina discretamente condensada. C) Condrdcitos com nucleos picnéticos e com algumas lacunas vazias. D)
Condrdcitos com nucleos intensamente picndticos e com algumas lacunas vazias.
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Figura 16. Zona colunar da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 9,45 um. A, B, C e D)
Grupos controle e tratados com cafeina 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. A) Condrocitos dispostos em colunas
com nucleos volumosos e de cromatina frouxa. B) Condrdcitos dispostos em colunas com ndcleos menores em
relacdo ao controle e com cromatina ligeiramente condensada. C) Condrécitos pobremente organizados em colunas e
com nucleos pequenos e com cromatina discretamente condensada. D) Condrdcitos com grande quantidade de
nucleos picnéticos e achatamento da zona colunar.

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100'mg/kg
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Figura 17. Zona hipertrofica da placa epifiséaria do fémur de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 9,45 um. A, B, C e
D) Grupos controle e tratados com cafeina 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Em todos 0s grupos, observa-se
semelhanca das caracteristicas morfol4gicas, onde os condrécitos apresentam lacunas amplas, pouca matriz e invaséo

CAFEINA 100 mg/kg
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Figura 18. Placa epifisaria das vértebras torécicas de ratos com 21 dias de idade. Safranina O, Bar = 47,29 um. A, B,
C e D) Grupos controle e tratados com cafeina 25,50 e 100 mg, respectivamente. Placa epifisaria de todos os animais
e de todos os grupos com a matriz cartilaginosa de coloragdo vermelha intensa, caracteristica aparente da presenca de
glicosaminoglicanos.
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A porcentagem de tecido dsseo trabecular na
epifise e no tecido Gsseo esponjoso primario
do fémur, tibia, umero e das Vvértebras
toracicas (8 a 13) e lombares (1 a 6) dos
ratos com 21 dias de idade, filhotes das ratas
tratadas com cafeina nas doses de 25, 50 e
100 mg/Kg ndo diferiu significativamente
em comparacao ao grupo controle (Tab.17).
J& a porcentagem de tecido Gsseo trabecular
nas vértebras toracicas no segmento de 1 a 7
dos filhotes das ratas tratadas com 50 e 100
mg/Kg de cafeina foi significativamente
menor em comparagdo ao grupo controle

(Tab.17, Fig.19). Nesses grupos, as
trabéculas estavam presentes em menor
ndmero e menos conectadas entre si. A
morfologia dos osteoblastos e dos ostedcitos
ndo diferiu entre grupos. Os ostedcitos
apresentavam-se ora volumosos e alojados
em lacunas alargadas, ora com nucleos
pequenos dentro de lacunas estreitas. No
entanto, 0s osteoblastos eram sempre
volumosos dispostos em uma ou mais
camadas revestindo toda a superficie
trabecular (Fig. 20).

Tabela 17. Média, desvio-padrdo e resultado da analise estatistica da porcentagem de tecido
6sseo trabecular na epifises e esponjosa primaria dos 0ssos longos e das vértebras de ratos com
21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Sitio dsseo Controle Cafeina 25mg/Kg Cafeina 50mg/Kg Cafeina 100mg/Kg
Fémur-Epifise 2351 + 7,50 A 27,65 = 6,74 A 2513 + 0,47 A 23,34+ 0,003 A
Fémur-Metéfise 3542 + 949 A 30,65 + 6,03 A 30,79 + 404 A 30,77 £5,820 A
Tibia-Epifise 27,94 + 9,34 A 24,08 £ 522 A 24,42 + 6,65 A 21,82+£9,840 A
Tibia-Metéfise 3455 * 377 A 38,8114, 75 A 3559 + 594 A 35,80 £5,980 A
Umero-Epifise 30,98 £14,52 A 23,99 +10,19 A 24,96 + 547 A 2599 +4320 A
Umero-Metafise 34,14 + 323 A 34,25 + 539 A 33,24+10,16 A 35,80 +8,380 A
VL1-3 2414261 A 28,93+18,06 A 22,89+9,04 A 19,65+8,73 A
VL4-6 26,53+7,83 A 19,50£7,03 A 20,12 5,92 A 20,40+7,93 A
VT1-7 31,62+9,17 A 28,448,776 AB 22,13+5,88 B 18,31+4,22 B
VT8-13 24,61+5,68 A 18,21+5,63 A 21,26+4,68 A 22,443 57 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 g/kg CAFEINA 100 mg/kg

Figura 19. Tecido dsseo esponjoso primario da vértebra toracica 1-7 de ratos com 21 dias de idade. HE, Bar = 94,59
um. A, B, C e D) Grupos controle e tratados com cafeina 25, 50 e 100 mg, respectivamente. A porcentagem de tecido
06sseo trabecular nos grupos tratados com cafeina nas doses de 50 e 100 mg € menor em comparagdo ao grupo
controle.

CONTROLE CAFEINA 25 mg/kg CAFEINA 50 mg/kg CAFEINA 100 mg/kg
it i”"

Figura 20. Trabécula 6ssea da vértebra toracica 1-7 de ratos com 21 dias de idade. HE. A, B, C e D) Grupos controle
e tratados com cafeina 25,50 e 100 mg, respectivamente. Em todos os grupos, o revestimento osteoblastico é
uniforme e formado por osteoblastos volumosos dispostos em uma ou mais camadas. Barra = 9,45 pum.

porcentagem de lacunas de condroblastos
com nlcleos picnéticos aumentou no dia
sete de cultivo, mantendo-se assim até os 21
dias de cultura em comparacdo ao dia zero.

Experimento 2

Andlise histomorfométrica dos fémures

Tanto no grupo controle quanto no grupo
tratado com cafeina, a morfologia dos
condroblastos foi semelhante durante a
maior parte do periodo de cultivo. A
porcentagem de lacunas vazias de
condroblastos nas epifises cartilaginosas do
fémur foi aumentando significativamente ao
longo do tempo de cultivo. Ja a

No entanto, aos 21 dias de cultivo o grupo
tratado com cafeina apresentou nGmero de
lacunas vazias de condroblastos
significativamente menor em comparagdo ao
grupo controle (Tab. 18 e 19 e Fig. 21).
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Tabela 18. Média, desvio-padrdo e resultado da andlise estatistica da porcentagem de lacunas
vazias de condroblastos nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em
meio com ou sem cafeina (controle).

Grupo Dia 0 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 6,26 £6,61C a 13,37+ 11,0Ca 36,8+11,7Ba 50,7+15,56 Aa
Cafeina 6,26 +6,61C a 28,519,57Bb 45,4+ 8,81A a 24,2+756Bb

*Médias com letras maiGsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Student
Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Tabela 19. Média, desvio-padréo e resultado da analise estatistica da porcentagem de lacunas de
condroblastos com nacleo picnético nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos neonatos
cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Grupo Dia 0 7dias 14 dias 21 dias
Controle 9,40 +4,036 Ba 23,37£10,18 Aa 19,2545,47 A a 30,57+12,16 Aa
Cafeina 9,40 £4,036B a 17,4 +10,32A a 24,71+7,95A a 28,7+ 13,12A a

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste Student
Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 21. Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem cafeina (controle). HE, Bar =23, 64

um. A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo tratado
com cafeina no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. Grupos controle e tratado com cafeina com
aumento gradativo do ndmero de lacunas vazias de condroblastos ao longo de todo o periodo de cultivo em
Comparacdo ao dia 0. Aos 21 dias de cultivo, grupo tratado com cafeina apresentando menor nimero de lacunas
vazias de condroblastos em Comparacéo ao controle no mesmo periodo.
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Pela coloracéo de safranina O, no dia zero,
as epifises apresentavam matriz fortemente
corada de vermelho. Mas, todas as epifises
do grupo controle apresentaram reducdo da
intensidade da coloracdo aos 21 dias de
cultivo em comparagdo ao dia zero.

Reducéo semelhante também foi observada
no grupo tratado com cafeina, exceto em
uma epifise que apresentou coloragao
vermelha de intensidade semelhante a do
dia zero (Fig.21).

CONTROLE 0 DIAS CONTROLE 21 DIAS CAFEINA 21 DIAS
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Figura 22. Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem cafeina (controle). Safranina O,
Bar = 9,45 um. A, B, C) Grupo controle no tempo zero de cultivo, grupo controle com 21 dias de cultivo e grupo
tratado com cafeina com 21 dias de cultivo, respectivamente. Matriz cartilaginosa intensamente avermelhada com
redugdo da intensidade de coloragdo aos 21 dias de cultivo em ambos os grupos, com excessdo de uma epifise que
apresentou coloragdo vermelha de intensidade semelhante a do dia zero.

Atividade proliferativa

No grupo controle, a taxa de proliferagdo
celular, caracterizada pela expressdo de
CDC-47, reduziu significativamente ao
longo de todo o periodo de cultivo em
comparacdo ao dia 0. No grupo tratado com

cafeina, a taxa de proliferacdo celular
também reduziu significativamente aos 7
dias em comparagéo ao dia 0, mas manteve-
se assim até os 21 dias de cultivo. Apesar de
maior no grupo tratado com cafeina, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos
em nenhum dos periodos (Tab.20, Fig.23).

Tabela 20. Média, desvio-padrdo e resultado da analise estatistica da porcentagem de
condroblastos com expressdo de CDC-47 nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos neonatos

cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Grupo Dia0 7 dias 14 dias 21 dias
384,62+28,15 A a 245,4+82,4B a 267,87+46,7 B a 162+37,86 Ca

Controle

Cafeina 384,62+28,1A a 283,7+98,8B a 248,5+57,64B a 228,6+65,16B a

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste

Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 23. Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem cafeina (controle). Estreptavidina-
biotina-peroxidase, contracolora¢do pelo Metil green. Bar = 23, 64 um. A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7,
14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo tratado com cafeina no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de

cultivo, respectivamente. Grupos controle e tratado com cafeina com reducdo de nicleos de condroblastos com
expressdéo de CDC-47, em marrron, ao longo de todo o periodo de cultivo em Comparagdo ao dia O.

i B

r—

NUmero de corpos apoptéticos pela durante todo o periodo de cultivo. No
técnica de Tunel entanto, aos sete e 21 dias de cultivo a

apoptose foi mais intensa nas epifises
Tanto no grupo controle, guanto no grupo cartilaginosas cultivadas com cafeina
tratado com cafeina, o nimero de corpos (Tab.21, Fig.24).

apoptéticos aumentou significativamente

Tabela 21. Média, desvio-padrao e resultado da analise estatistica do nimero de condroblastos
apoptéticos/campo marcado pela técnica de Tunel nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos
neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Grupo Dia0 Tdias 14 dias 21 dias
Controle 20,648,12D a 95,18+21,32Ch 198,33+61,34B a 262,95+54,28 A b
Cafeina 20,648,12D a 171,71#59,39 C a 224,51+36,623 B a 360,55+54,49A a

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).
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Figura 24. Epifise cartilaginosa de ratos neonatos cultivado em meio com ou sem cafeina (controle). Técnica de tdnel,
contra-coloragdo pelo Metil green. Bar = 23, 64 um. A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de
cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo tratado com cafeina no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo,
respectivamente. Grupos controle e tratado com cafeina com aumento gradativo do nimero de condroblastos
apoptéticos, em marrron, ao longo de todo o periodo de cultivo em Comparacéo ao dia 0. Aos 21 dias de cultivo,
grupo tratado com cafeina apresentando maior nimero de condroblastos apoptéticos em Comparagao ao controle no

mesmao periodo.

Expressdo de transcriptos génicos para
caspase-3, Runx-2 e Sox-9

Semelhante a0 ndmero de  corpos
apoptoticos, a expressdo de caspase-3
também aumentou significativamente em
ambos o0s grupos aos 21 dias de cultivo em
comparagdo ao dia 0. No entanto, aos 21
dias, a expressao do transcripto génico para
caspase-3 foi significativamente maior no
grupo tratado com cafeina em comparagdo
ao grupo controle neste mesmo periodo
(Tab.22).

Somente no grupo tratado com cafeina, a
expressao de Sox-9 aumentou
significativamente aos 21 dias de cultivo em
comparacdo ao dia 0, sendo também maior
em comparagdo ao grupo controle aos 21
dias de cultivo (Tab.22).

A expressio  de  Runx-2  reduziu
significativamente no grupo controle aos 21
dias de cultivo, em comparacdo ao dia 0.
Mas, no grupo tratado com cafeina, a
expressdo de Runx-2, aos 21 dias, ndo
diferiu em relagdo ao dia 0, mas foi
significativamente superior a do grupo
controle (Tab.22).
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Tabela 22. Média, desvio-padrdo e resultado da anélise estatistica da expressao de transcriptos
génicos para caspase-3, Runx-2 e Sox-9 pela técnica de RT-PCR tempo real nas epifises
cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle) no

dia 0 e aos 21 dias de cultivo.

Transcriptos Génicos Controle Controle Cafeina
Dia 0 21dias 21 dias
Caspase 0,804+0,09 B 2,04+1,34 B 4,22+2,09 A
Sox-9 1,45+1,58B 2,72+1.22 B 8,35+3,36 A
Runx-2 0,87 £ 0,292 0,35+ 0,11B 0,73£0,22 A

*Médias com letras mailsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas nao diferem entre si pelo

teste Student Newman Keuls (SNK) (P>0,05).

Discussao

As concentracGes plasmaticas de cortisol das
maes aos 21 dias de lactacdo foram maiores
apenas no grupo tratado com cafeina na dose
de 100 mg/Kg em comparacdo ao grupo
controle. A elevacdo do cortisol pode ser
explicada uma vez que a cafeina, por ser um
agente farmacoldgico psicoativo, atua no
sistema nervoso (Fisone et al.,, 2004),
liberando dopamina e elevando
consequentemente 0S niveis de
glicocorticoides (Lovallo et al., 2005). A
cafeina também pode aumentar a secre¢éo
de cortisol, por agir diretamente no
hipotalamo ou por estimular indiretamente a
liberacdo de epinefrina pela adrenal. A
existéncia destes mecanismos de acdo tem
implicacBes importantes para a capacidade
da cafeina de interagir com o0 estresse
comportamental (Lovallo, et al., 1989).
Elevados niveis de cortisol nas mdes podem
ainda passar para os filhotes através da
placenta e do leite (Swolin-Eide et al., 2002;
Glynn et al., 2007). Assim, ndo se pode
afastar a possibilidade do cortisol ser um
fator contribuinte para as alteragdes
encontradas em filhotes durante o
crescimento cujas maes receberam cafeina
na dose de 100 mg/Kg durante a gestagdo e
lactacdo. Mas, é importante salientar que
este ndo seria o principal mecanismo pelo

qual a cafeina compromete o crescimento
endocondral, uma vez que as doses de 25 e
50 mg/Kg também foram capazes de alterar
0 crescimento Gsseo apesar dos niveis de
cortisol das maes serem estatisticamente
semelhantes aos do grupo controle.

As malformacdes apresentadas pelos filhotes
das ratas tratadas com cafeina nas doses de
50 e 100 mg/Kg como sindactilia,
braquidactilia e malformacdo do cranio
também ja foram descritas previamente
como consequéncia do consumo de cafeina.
Assim como as alteracfes observadas nos
filhotes deste estudo, a fenda palatina,
ausente em todos os animais, tem sido
apontada como frequente por outros
pesquisadores (Palm et al., 1978; Scott Jr,
1983; Narod et al., 1991).

A cafeina tem sido apontada como um
agente  teratogénico em ratos e
camundongos, porém em doses bem
superiores aquelas utilizadas no presente
estudo (250 mg/Kg) e por administragdo
parenteral (Elmazar et al., 1981 apud Sivak,
1994; Collins et al., 1984). Ha estudos que
relatam que a administracdo de cafeina por
via oral durante a gestacdo ndo causa
alteracdes teratogénicas (Palm et al., 1978;
Elmazar et al., 1982 apud Sivak, 1994;
Collins et al., 1983). O presente estudo
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discorda dessa assertiva, comprovando a
existéncia de alteragdes teratogénicas com o
uso de doses menores de cafeina
administradas por via oral. Em gestantes, a
cafeina atravessa facilmente a barreira
placentaria e é veiculada ainda pelo leite
materno, podendo ser encontrada no liquido
amni6tico, no sangue do corddo umbilical e
no plasma e urina dos neonatos. A meia vida
da cafeina aumenta durante a gestacdo, e
esse aumento é coincidente com o periodo
de maior desenvolvimento fetal. Por isso, o
acumulo dessa substancia na mée representa
um risco potencial para a salde do feto
(Brooke et al., 1989; Fenster et al., 1991)
podendo também ser responsavel pela
ocorréncia de malformacdes.

Os potenciais genotoxico e mutagénico da
cafeina tém sido relatados e estudados ao
longo dos tempos (Haynes e Collins, 1984;
Choudhury e Palo, 2004). A possivel
incorporacdo da cafeina ao material genético
pode alterar os mecanismos de replicagédo
celular, diminuindo a fase G2 da mitose e,
consequentemente, reduzindo o tempo
destinado ao reparo de danos no
cromossomo  (Mulvihill, 1973; Selby e
Sancar, 1990), aumentando assim a
probabilidade de ocorréncia de anomalias.
Embora a cafeina seja mutagénica em
organismos inferiores e sistemas celulares
simples, seu efeito mutagénico em humanos
¢ ainda incerto (Dambrosio, 1994).

Outro possivel mecanismo de a¢éo pelo qual
a cafeina pode causar efeitos teratogénicos é
sobre a regulacdo da via apoptética, por
inibicdo ou inducdo inapropriada desta via, 0
gue pode, durante a esqueletogénese,
resultar em malformacBes craniais e de
membros como a sindactilia, a polidactilia e
a presenca de membros fendidos (Bursch et
al.,, 1992, Kimura et al., 1996). Uma
hipotese para explicar a sindactilia,
apresentada pelos ratos de 3 dias de idade
deste estudo, seria um atraso da via
apoptoética, uma vez que aos 21 dias de idade
0S animais ndo apresentavam  mais

sindactilia, com abertura completa das
pregas interdigitais. Ao contrario do
encurtamento dos digitos, que pode ser
explicado pela inibicdo do crescimento, a
sindactilia ndo parece ter relacdo com as
alteracdes Gsseas.

Dentre os fatores externos que afetam a via
apoptética, as drogas psicoativas tém grande
importancia, pois em células cancerigenas,
neuronais e epidérmicas, essas drogas
apresentam efeitos diretos sobre o ciclo
celular, agindo sobre a proteina p53 ou
ativando a protease pré-apoptética caspase-3
de forma a induzir morte celular programada
(Moallem e Hales, 1998; Kang et al., 2002,
Lu et al., 2004). No 0sso, 0 mecanismo pelo
qual a cafeina causa alteracGes teratogénicas
e sua correlacdo com a via apoptética ainda
nao esta claro. Porém para a morfogénese do
cranio e dos membros, € necessaria a
ocorréncia de proliferacdo e apoptose que
devem ser coordenadas pela atuacdo de
reguladores chaves como as BMPs, FGFs,
acido retindico e MSX2 (Hock et al, 2001;
Guha et al.,, 2002; Marazzi et al., 2002;
Zuzarte-Luis e Hurlé, 2002). Assim, cabe
esclarecer se algum descontrole da sintese
ou liberacdo desses fatores poderia participar
da génese das alteracbes teratogénicas
causadas pela cafeina.

Na analise comparativa do namero de
filhotes nascidos e da percentagem de
filhotes mortos ao final do experimento,
observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. No entanto, no
terco inicial da lactacdo houve nitido
aumento de mortes de filhotes nos grupos
tratados com cafeina nas doses de 50 e 100
mg/Kg, sendo que trés maes apresentaram
100% de mortalidade da ninhada, o que
demonstra variagdo individual aos efeitos da
cafeina sobre este parametro. Nesses
animais, a mortalidade ocorreu porque as
glandulas mamarias das mdes ndo se
desenvolveram e os filhotes provavelmente
morreram de inani¢cdo por agalaxia (dados
ndo demonstrados). Alteracdes nas células
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mioepiteliais da glandula maméria ou
elevados niveis de cortisol (Gudjonsson et
al., 2005) poderiam também levar a inanicao
da ninhada em decorréncia de retengdo de
leite por falha na ejecdo (Stelwagen et al.,
1998; Shamay et al., 2000). Mas, neste caso
a glandula mamaria apresentaria limens
repletos de  secrecdo com  gotas
citoplasmaticas de lipideos (Plante et al.,
2010), ao contrario do que foi observado, no
qual a glandula mamaria apresentou-se
hipodesenvolvida e com  morfologia
incompativel com o periodo lactacional,
onde espera-se a presenca de lamens
repletos de secrecdo e epitélio cuboidal, o
contrario do que foi observado (dados ndo
demonstrados).

Estudos relatam que a ingestdo crénica de
altas doses de cafeina diminui o periodo
gestacional, aumenta 0 nimero de
reabsor¢do fetal afetando o tamanho da
ninhada e induz mortalidade em filhotes
durante os primeiros estagios da lactacdo.
Postula-se que tais alteracBes ocorram
possivelmente, pelos efeitos tdxicos da
cafeina adquiridos pelo leite materno ou pela
alta sensibilidade a quaisquer agentes nesse
estagio (Nagasawa e Sakurai, 1986). No
entanto, o0 presente estudo demonstra que
ndo houve diferenca significativa entre
grupos no que concerne a taxa de natalidade
e que a cafeina alterou somente o peso dos
filhotes.

O consumo crénico de altas doses de cafeina
(50 e 100 mg/Kg) pela rata durante o
periodo de gestacéo e lactacdo afetou o0 peso
dos seus filhotes. Pesquisas demonstraram
gue, tanto baixas doses (4 mg/dia) de cafeina
em ratos, quanto doses superiores a 300
mg/dia em humanos também podem reduzir
0 peso corporal da prole (Gilbert et al.,
1973; Vlajinac et al., 1997). E provavel que,
a cafeina interfira com o equilibrio entre os
fatores intrinsecos feto-materno-placentarios
comprometendo a formacéao e o crescimento
fetal e consequentemente 0 peso ao
nascimento (Neelam, 2009). Postula-se que

o efeito vasoconstritor da cafeina, via
aumento das catecolaminas, pode influenciar
o desenvolvimento placentario, diminuindo
o suprimento fetal de oxigénio (Kirkinen et
al., 1983; Nehlig e Debry, 1994). E provavel
que a cafeina ainda cause outras alteracdes
placentarias importantes que necessitam ser
esclarecidas e que justifiquem o baixo peso
ao nascimento. O periodo gestacional nas
ratas tratadas com 50 e 100mg/Kg de cafeina
foi de um dia a menos em comparagdo ao
grupo controle (dados ndo demonstrados).
Essa também pode ser uma das razfes para
explicar o menor peso ao nascimento dos
filhotes destes grupos.

Outra hipétese que ndo explica o baixo peso
ao nascimento, mas que pode explicar o
menor peso dos filhotes dos grupos tratados
ao desmame €é a reducdo da qualidade
nutritiva do leite, uma vez que a cafeina
pode reduzir o contetdo de cobre, zinco e
ferro do leite (Rossowska et al., 1997) e
consequentemente o desenvolvimento do
filhote. Outra hipdtese seria uma alteracdo
da palatabilidade do leite materno, ja que a
palatabilidade da racdo de animais de
producdo pode ser afetada pela adicdo de
cafeina, diminuindo sua ingestdo, e
consequentemente o peso dos animais (Li et
al., 1995).

Os niveis elevados de cortisol sanguineo nas
maes tratadas com a dose mais elevada (100
mg/Kg) de cafeina podem ter contribuido
para o baixo peso dos filhotes, uma vez que
altos niveis desse hormoénio afetam o
comportamento dos animais (Glynn et al.,
2007), elevam o nivel de estresse, tanto
materno quanto fetal (Chen et al., 1998;
Glynn et al, 2007), diminuindo a
receptividade entre a mae e o filhote. O
cortisol por passar tanto pela placenta
guanto pelo leite, também pode afetar a
formagdo e o crescimento endocondral dos
filhotes, uma vez que exerce efeito negativo
sobre a esqueletogénese (Swolin-Eide et al.,
2002; Glynn et al., 2007). Mas, como as
concentragBes plasmaticas de cortisol das
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mées apds o desmame foram maiores apenas
no grupo tratado com cafeina na dose de 100
mg/Kg em comparagdo com o0s demais
grupos tratados e controle, postula-se que
esse possa Ser um mecanismo a mais para
explicar o baixo peso somente neste grupo.

No grupo tratado com 100 mg/Kg de
cafeina, além do efeito direto da cafeina, o
cortisol elevado no plasma também pode
passar para o feto intensificando os efeitos
da cafeina. O cortisol elevado pode afetar o
feto por meio de pelo menos duas possiveis
vias. Na primeira via, o cortisol materno
atravessa diretamente a placenta e no feto,
age sobre o eixo hipotalamico-hipofisario
(Diego et al., 2006). A exposicdo fetal ao
cortisol elevado, oriunda diretamente da mae
e indiretamente da hiperativacdo do eixo
hipotalamico-hipofisario fetal, pode, entdo,
afetar o crescimento fetal, aumentando o
gasto caldrico fetal através da atividade
neuromuscular aumentada e da glicogendlise
(Orner, 1986; Seckl e Meaney, 2004). Na
segunda via, o cortisol materno atravessa a
placenta e afeta a regulagdo do hormoénio
relacionado a corticotropina placentaria,
levando a hiperperfusdo da placenta e
resultando em reducdo do fluxo sanguineo
para o feto (Jones et al., 1989; Donoghue et
all., 2000).

Os resultados demonstram que a cafeina,
principalmente nas doses de 50 e 100 mg/Kg
comprometeu significativamente 0
crescimento endocondral, resultando na dose
de 25 mg/Kg em alteragbes de menor
intensidade. Como os ratos de 3 dias de
idade também apresentaram alteracGes
decorrentes da cafeina, postula-se que a
formagdo Ossea endocondral também pode
ter se alterado. Pode-se afirmar que tenha
ocorrido retardo no crescimento sem no
entanto ocorrer parada total do mesmo ja
que ndo houve a formacdo da placa dssea
terminal distal abaixo da placa epifisaria.
Também ndo houve momentos de
interrupcao e retomada do crescimento, uma
vez que ndo foram observadas trabéculas

Osseas transversas na metéfise. Interessante
€ que o crescimento foi alterado
provavelmente por reducdo na sua
velocidade. A indiferenciacdo celular e as
alteracdes degenerativas e até a morte
celular observadas nas cartilagens articulares
sd0 as provaveis causas da reducdo do
crescimento. Esta reducdo do crescimento ja
havia sido constatada por  outros
pesquisadores que relataram que a cafeina
interfere com o crescimento 6sseo ja que 0s
filhotes de ratas tratadas com cafeina sdo
menores (Huang et al., 2002) e pelo
implante  de  fragmentos de  0ssO
desmineralizado no tecido subcutaneo de
ratos, onde houve inibicdo da condrogénese
pela reducdo da expressao de colageno Il,
histona e TGF beta (Barone et al., 1993).
Mas, esse parece ser 0 primeiro estudo que
relata com detalnes as  alteracOes
morfoldgicas do tecido cartilaginoso em
crescimento causadas pela cafeina.

Suspeita-se que a cafeina possa inibir a
formacdo Ossea endocondral nas fases
iniciais da proliferacdo das células
mesenguimais indiferenciadas em células
cartilaginosas (Tassinari et al.,1991; Barone
et al., 1993). Como os ratos de trés dias de
idade, filhos de ratas tratadas com cafeina
apresentaram membros mais curtos, postula-
se que a cafeina possa interferir na formacéo
do modelo de condensagdo condrogénica
intra-uterino. Nesse modelo de condensacao
condrogénica, o tamanho e o formato do
botdo do membro em crescimento séo
definidos através de um balanco entre a
ativacdo local (agregacdo autocatalitica de
condrocitos) e o mecanismo de inibi¢do
lateral que limita a agregacdo durante o
periodo de formacdo do esqueleto no dtero.
Quando o mecanismo de inibigdo lateral se
sobrepde a ativacdo local ocorre uma
limitagdo da agregacdo das celulas
culminando em um modelo menor (Oster et
al., 1988). Mais estudos Sdo necessarios para
comprovar se a cafeina de fato interfere
nessa etapa da formacdo 0ssea. Sabe-se que
fatores como as BMPs, Sox-9 e outros
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fatores de crescimento como FGFs tém
sido localizados nas areas de inicio das
condensacBes mesenquimais, regulando sua
forma e tamanho (Duprez et al., 1996; Urist,
1997; Vortkamp, 1997; Bi et al.,1999;
Huang et al., 2001; Wang et al., 2001;
Akiyama et al., 2002; Chen e Deng, 2005;
Tsumaki, et al., 2005; Yu e Ornitz, 2007) e
gue merecem ser pesquisados em animais
vitimas dos efeitos negativos da cafeina.

A expressdo dos  fatores  descritos
anteriormente também pode desempenhar
papel importante na  diferenciacéo,
maturacdo e/ou apoptose de condrécitos
(Andreson et al., 2000; Tsumaki, et al.,
2005). Alguns pesquisadores postulam que o
retardo no crescimento Gsseo de ratos
expostos a cafeina possa estar relacionado a
reducdo de alguns constituintes 6sseos como
calcio, cobre, fosforo e zinco (Sasahara et
al., 1994; Wink et al., 1996). Acredita-se
também que a interacdo da cafeina com os
receptores da vitamina D em osteoblastos
possa ser um possivel mecanismo pelo qual
ela afeta o tecido 0sseo, em virtude desta
vitamina possuir um importante papel no
controle do metabolismo de célcio (Rapuri
et al, 2007). Mas, 0s mecanismos
moleculares pelo qual a cafeina altera as
cartilagens de crescimento necessitam ser
elucidados.

Nos ratos de 3 dias de idade, a cafeina
reduziu a espessura da placa epifisaria
vertebral, diminuiu a quantidade de
glicosaminoglicanos da matriz cartilaginosa
das vértebras e dos ossos longos, além de
causar  degeneracdo e necrose de
condroblastos nas doses de 50 e 100 mg/Kg.
A matriz extracelular, por meio dos
proteoglicanos, glicosaminoglicanos,
proteases e das glicosidades, desempenha
papel importante no controle do crescimento
e da diferenciagdo celular (Roughley, 2006;
Souza e Pinhal, 2011). Os condrécitos sdo as
células  responsaveis pela  regulacdo
dindmica dos componentes da matriz
extracelular, uma vez que sdo responsaveis

pela sintese e degradagdo dos mesmos (Plaas
et al., 1983; Knudson e Knudson, 2001). Os
proteoglicanos apresentam grande afinidade
com uma variedade de ligantes incluindo
fatores de crescimento, moléculas de adesao,
componentes da matriz, enzimas e inibidores
de enzimas. A especificidade da ligacdo
depende  das cadeias laterais  de
glicosaminoglicanos. Na célula, o esqueleto
protéico dos proteoglicanos € sintetizado nos
ribossomos e transferido para o reticulo
endoplasmatico rugoso. Ja a ligacdo com as
cadeias de glicosaminoglicanos é efetuada
no complexo de golgi em etapas que
envolvem a atividade de varias enzimas
(Souza e Pinhal, 2011). Apos a sua liberacéo
na matriz € necessario que ocorra a
dessulfatagdo dos glicosaminoglicanos para
gue ocorra a degradacdo dos mesmos, sendo
a dessulfatacdo um regulador critico da
condrogénese (Settembre et al., 2008; Cortes
et al., 2009; Mertz et al., 2012). Portanto, a
deficiéncia de glicosaminoglicanos na
matriz  acarreta em diminuicdo da
diferenciacdo celular e conguentemente do
crescimento. Uma hipotese é que a cafeina
possa agir no complexo de golgi de
condrécitos onde ocorre a ligacdo dos
glicosaminoglicanos aos proteoglicanos, ou
no mecanismo de dessulfatacdo, afetando
sua interacdo com as moléculas responsaveis
pelo crescimento das células,
comprometendo sua nutricdo e suporte
adequado, culminando em degeneracdo e
necrose de condrocitos.

O grupo tratado com 100 mg/Kg foi mais
afetado em comparacdo aos demais e esse
fato, assim como o peso corporal, também
pode estar relacionado com os elevados
niveis de cortisol  maternos.  Os
glicocorticoides apresentam efeitos
inibitorios sobre a sintese de proteoglicanos
da matriz cartilaginosa, efeito depressivo
transitorio sobre a degradacdo de
proteoglicanos (Weiss et al., 1986), e inibem
a incorporacdo de sulfato na cartilagem de
ratos in vivo e in vitro (Tessler e Salmon,
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1975), interferindo com o crescimento e
desenvolvimento normais da cartilagem.

J& nos ratos de 21 dias de idade a espessura
da cartilagem articular do Umero desses
filhotes das ratas tratadas com cafeina na
dose de 100 mg/Kg foi significativamente
maior em comparagdo aos demais grupos
tratados e controle. Esse aumento da
espessura da cartilagem articular pode ter
sido decorrente de uma reducdo na
velocidade da invasdo vascular e celular da
zona hipertrdfica essencial no crescimento
ou de um atraso na formacéo e expansao do
centro de ossificagdo que ocorre ap6s o
nascimento nas epifises do Umero.

Intrigante é que ao contrario dos ratos de 3
dias de idade, os ratos com 21 dias de idade
de todos 0s grupos apresentaram a matriz da
placa epifisaria e da cartilagem articular
fortemente corada pela safranina O, o0 que
sugere aparentemente ndo haver diferenca
no contetdo de glicosaminoglicanos. Mas,
esse resultado merece ser comprovado por
meio de técnicas de biologia molecular em
uma analise quantitativa das proteinas da
matriz cartilaginosa. Mas, a semelhanca
entre grupos no que se refere ao teor de
glicosaminoglicanos de matriz sugere que 0s
efeitos da cafeina possam ser mais nocivos
aos ratos de 3 dias de idade. Uma das raz@es
pela qual isso pode ocorrer pode ser pelo
fato dos fetos serem mais expostos a cafeina
ingerida pela mae via placenta do que via
leite. Além disso, estes animais também
apresentam  deficiéncia das  enzimas
hepéticas do sistema P-450, sendo a meia-
vida da cafeina bem maior nos neonatos,
com um tempo de 80 a 100 horas, uma vez
gue a cafeina é metabolizada pelos sistemas
enzimaticos microssomais do figado, por
desmetilagdo, envolvendo o citocromo P450
(Neal e Benowitz, 1990).

Na analise morfologica da cartilagem
articular e da placa epifisaria, nota-se que as
células da zona média da cartilagem
articular e da zona de proliferacdo

apresentam-se picnéticas, com cromatina
condensada e até com lacunas vazias,
enquanto que a zona colunar apresenta-se
achatada com as células desorganizadas.
Apesar do teor de glicosaminoglicanos, ndo
ter sido alterado, pode ser que a cafeina
interfira na agdo dos hormonios tireoidianos
e de crescimento e de fatores de crescimento
como o IGF-1 que atuam particularmente
nessas zonas da placa epifisaria, levando a
proliferacdo e diferenciacdo celular (Pines e
Hurwitz, 1991; Nilsson et al, 2005).

Pela andlise da porcentagem de tecido ¢sseo
trabecular, mais uma vez os efeitos da
cafeina foram mais significativos nos 0ssos
dos ratos de 3 dias de idade do que nos ratos
com 21 dias de idade. A porcentagem de
tecido 6sseo trabecular nos ratos de 3 dias de
idade foi menor na tibia e nas vértebras
lombares, mesmo com a administracdo da
dose menor de cafeina. Ja nos ratos com 21
dias de idade, a porcentagem de tecido dsseo
trabecular somente foi menor no segmento
de 1 a 7 das Vértebras toracicas e nas doses
de 50 e 100 mg/Kg. Essa reducdo do tecido
0sseo trabecular, abaixo das cartilagens de
crescimento € provavelmente decorrente da
reducdo do crescimento 0sseo. N&o héa
nenhum indicio de osteoporose em nenhum
dos animais, uma vez que independente da
guantidade de tecido dsseo, as trabéculas
apresentaram cobertura osteoblastica
regular, caracterizada por osteoblastos
volumosos sem diferenca em comparacao ao
grupo controle. A cafeina é considerada um
fator de risco para a osteoporose e para a
doenga periodontal em individuos adultos
(Kamagata-Kiyoura et al., 1999). In vitro, a
ela atua negativamente sobre o osteoblasto,
reduzindo a viabilidade celular e
aumentando a apoptose dessa célula
(Tassinari et al.,1991; Tsuang et al.,2006; Lu
et al.,2008; Zhou et al., 2010). Além disso, a
adicdo de cafeina em culturas de
osteoblastos diminui a sintese protéica e a
expressdo de genes como colageno,
fosfatase alcalina, osteocalcina,
osteopontina, histona e Cbfal/Runx-2
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(Tassinari et al.,1991; Zhou et al., 2010).
Mas, no presente estudo apesar de haver
reducdo da porcentagem de tecido 0sseo
trabecular, o0 que caracteriza uma osteopenia,
ndo houve hipotrofia e hipoplasia
osteoblastica que sdo  caracteristicas
morfoldgicas da osteoporose.

O experimento realizado in vitro foi uma
tentativa de verificar mais profundamente os
mecanismos de acdo da cafeina sobre o
tecido cartilaginoso. Mas, 0s resultados
demonstraram em parte um efeito diferente
ao observado in vivo, uma vez que as
epifises cartilaginosas tratadas com cafeina
apresentaram maior viabilidade celular e
maior expressdo de fatores da diferencia¢éo
condrogénica. Mas, por outro lado, a cafeina
também resultou em aumento da apoptose
com maior numero de condroblastos
apoptoticos e maior expressao do transcripto
génico para caspase-3. Pode ser, esse efeito
apoptético da cafeina sobre as células
cartilaginosas in vitro, a razdo pela qual foi
observado morte celular nas cartilagens de
crescimento tanto dos ratos de 3 dias de
idade quanto dos ratos de 21 dias de idade.

Porém in vitro, foi observado um efeito
antagbnico, onde a cafeina aumentou o
namero de células apoptdticas e a expressdo
do transcripto para caspase-3, mas também
manteve as células em proliferacdo e viaveis
por mais tempo com aumento dos
transcriptos génicos da diferenciacao celular,
representados pelo Sox-9 e pelo Runx-2.
Esses resultados mostram que os efeitos da
cafeina in vitro podem ser diferentes dos
efeitos in vivo. Mas, os efeitos antagbnicos
da cafeina parecem também ocorrer em
foliculos pilosos. Enquanto que a cafeina in
vitro estimula o crescimento de foliculos
pilosos humanos (Fischer et al., 2007) e tem
sido adicionada ao tratamento local da
calvicie (Lademanna, et al., 2010), filhotes
de ratas tratadas com cafeina apresentam
alopecia decorrente da menor atividade
proliferativa das células do foliculo piloso
(dados ndo demonstrados). Essa diferenca

nos resultados pode ser explicada, uma vez
que in vitro o modelo experimental é
simplificado, e ndo é possivel reproduzir um
ambiente com todos os fatores e moléculas
de sinalizagdo que agem in vivo. Embora,
existam varios estudos que analisaram 0s
efeitos in vitro da cafeina sobre as células
Osseas (Kamagata-Kiyoura et al., 1999;
Zhou et al., 2009; Zhou et al., 2010), o efeito
da cafeina no modelo aqui utilizado parece
ter sido a primeira tentativa de se estudar os
efeitos in vitro desse alcaldide nas células
cartilaginosas de individuos em crescimento.

Conclusdes

A cafeina ndo interrompe, mas inibe o
crescimento 6sseo endocondral de filhotes
de ratas tratadas com diferentes doses
durante a gestacao e lactacgéo.

Os efeitos da cafeina sdo mais danosos nas
cartilagens de crescimento dos ratos de 3
dias de idade do que dos ratos com 21 dias
de idade, causando lesdes caracterizadas por
degeneracao e morte celular em baixas doses
(25 mg/Kg) e afetando mais sitios do
esqueleto.

Altas doses de cafeina (100 mg/Kg)
aumentam os niveis plasmaticos de cortisol
das ratas mdes, 0 que esta relacionado as
alteracbes mais intensas do tecido
cartilaginoso da prole.

A cafeina in vitro apresenta efeitos
antagbnicos sobre o tecido cartilaginoso,
aumentando a apoptose, mas ao mesmo
tempo, aumentando a viabilidade celular,
impedindo a queda do indice proliferativo e
aumentando a expressdo de transcriptos
génicos da diferenciacdo celular
representados pelo Sox-9 e pelo Runx-2.
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ANEXO 1- Tabelas das analises de variancias dos resultados dos experimentos 1 e 2.

Anexo 1.1. Analise de variancia da dosagem plasmatica de cortisol (mcg/dL) de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de
ratas controle aos 21 dias de lactagéo.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 31 - - -
Grupo 3 0,1468 7,234 0,001
Erro 28 0,5683 -

Anexo 1.2. Anélise de variancia do nimero de malformagoes, ao nascimento, nos filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de
cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 37 - - ;
Grupo 3 10,479 1,379 0,2657
Erro 34 7,596 - -

Anexo 1.3. Andlise de variancia do nimero de filhotes nascidos e da porcentagem de filhotes mortos nos grupos de ratas tratadas
com diferentes doses de cafeina e ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 37 - - -
Grupo 3 0,06165 1,257 0,3045
Erro 34 0,04904 - -
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Anexo 1.4. Analise de variancia do peso dos filhotes (g) de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle do
nascimento até o desmame.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 37 - - _
Grupo 3 4,662 8,529 0,0002
Erro 34 0,5466 -

Anexo 1.5. Andlise de variancia do Comprimento corporal medido da nuca até a base da cauda de ratos com 3 dias de idade, filhotes
de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - .
Grupo 3 90,602 14,964 0,0001
Erro 31 6,055 -

Anexo 1.6. Analise de variancia do Comprimento (mm) dos membros toracicos de ratos com 3 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 37 - - i
Grupo 3 2,235 71,992 0,0001
Erro 34 0,03105 - -

Anexo 1.7. Analise de variancia do Comprimento (mm) dos membros toracicos de ratos com 3 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 37 - - i
Grupo 3 3,058 289,6 0,0001
Erro 34 0,01056 - -
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Anexo 1.8. Analise de variancia do Comprimento do fémur de ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes
doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 0,07077 19,163 0,0001
Erro 31 0,003693 -

Anexo 1.9. Analise de variancia da largura do fémur dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de
cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - .
Grupo 3 0,0002670 3,266 0,0344
Erro 31 8,177 -

Anexo 1.10. Andlise de variancia do Comprimento da tibia dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes
doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,1898 32,331 0,0001
Erro 31 0,005869 -

Anexo 1.11. Anéalise de variancia da largura da tibia dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de
cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,002628 31,981 0,0001
Erro 31 8,216 -
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Anexo 1.12. Anélise de variancia do Comprimento do mero dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes
doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 0,04610 17,594 0,0001
Erro 31 0,002620 -

Anexo 1.13. Andlise de variancia da largura do imero dos ratos de 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses
de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - .
Grupo 3 0,0004482 1,661 0,1958
Erro 31 0,0002699 -

Anexo 1.14. Andlise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular no tecido 6sseo esponjoso primario da tibia proximal
de ratos de 3 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 575,59 6,109 0,0057
Erro 16 94,217 -

Anexo 1.15. Andlise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular no tecido ésseo esponjoso primario das vértebras
lombares de ratos de 3 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 1314,7 5,317 0,0098
Erro 16 1318,6 -
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Anexo 1.16. Analise de variancia da espessura da placa epifisaria vertebral (mm) dos ratos de 3 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 0,01014 5771 0,072
Erro 16 0,001757 -

Anexo 1.17. Analise de variancia do Comprimento (mm) do corpo vertebral de ratos de 3 dias de idade, filhotes de ratas tratadas
com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 18 - - -
Grupo 3 0,1547 9,330 0,001
Erro 15 0,01658 -

Anexo 1.18. Anélise de variancia da porcentagem de matriz na epifise cartilaginosa da tibia de ratos de 3 dias de idade, filhotes de
ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 44,409 0,4469 0,7229
Erro 16 99,379 -

Anexo 1.19. Andlise de variancia da porcentagem de matriz na epifise cartilaginosa do fémur de ratos de 3 dias de idade, filhotes de
ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 26,987 0,1109 0,9525
Erro 16 243,26 -
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Anexo 1.20. Andlise de variancia da porcentagem de lacunas de condroblastos na epifise cartilaginosa do fémur de ratos de 3 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 18 - - -
Grupo 3 104,53 0,4405 0,7274
Erro 15 237,33 -

Anexo 1.21. Anélise de variancia da porcentagem de lacunas de condroblastos na epifise cartilaginosa da tibia deratos de 3 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 19 - - -
Grupo 3 24,103 0,2096 0,882
Erro 16 114,98 - -

Anexo 1.22. Andlise de variancia da porcentagem de lacunas vazias em 100 células nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos de
3 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 18 - - -
Grupo 3 1826 12,199 0,0003
Erro 15 149,68 -

Anexo 1.24. Analise de variancia da porcentagem de lacunas vazias em 100 células nas epifises cartilaginosas da tibia de ratos de 3
dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 18 - - -
Grupo 3 2238 20,535 0,0001
Erro 15 108,98 -
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Anexo 1.26. Andlise de variancia da porcentagem de tecido dsseo trabecular na epifise do fémur de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 36,627 0,7889 0,5093
Erro 31 46,427 -

Anexo 1.27. Analise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular na metéfise do fémur de filhotes de 21 dias de idade de
ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 32 - - -
Grupo 3 40,565 0,9781 0,4166
Erro 29 41,473 -

Anexo 1.28. Analise de variancia da porcentagem de tecido dsseo trabecular na epifise da tibia de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 51,198 0,8398 0,4825
Erro 31 60,966 -

Anexo 1.29. Andlise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular na metéfise da tibia de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 31,270 0,3740 0,7723
Erro 31 83,605 -
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Anexo 1.30. Andlise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular na epifise do Gmero de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 31 - - -
Grupo 3 77,326 0,8509 0,4779
Erro 28 90,871 -

Anexo 1.31. Analise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular na metafise de ratos com 21 dias de idade, filhotes de
ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 31 - - -
Grupo 3 9,066 0,1702 0,9156
Erro 28 53,279 -

Anexo 1.32. Anéalise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular das vértebras toracicas de 1-7 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 33 - - -
Grupo 3 282,77 5,045 0,0060
Erro 30 56,047 - -

Anexo 1.33. Andlise de variancia da porcentagem de tecido dsseo trabecular das vértebras toracicas de 8-13 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratados com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 33 - - -
Grupo 3 72,953 2,898 0,0513
Erro 30 25,171 - -
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Anexo 1.34. Anélise de variancia da porcentagem de tecido dsseo trabecular das vértebras lombares de 1-3 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 32 - - -
Grupo 3 120,62 0,9278 0,4398
Erro 29 130.01 - -

Anexo 1.35. Analise de variancia da porcentagem de tecido 6sseo trabecular das vértebras lombares de 4-6 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 32 - - -
Grupo 3 87,313 1,478 0,2412
Erro 29 59,090 - -

Anexo 1.36. Analise de variancia da espessura (mm) da cartilagem articular do fémur de ratas com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,00695 1,594 0,2107
Erro 31 0,004359 -

Anexo 1.37. Analise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria do fémur de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,02308 1,127 0,3534
Erro 31 0,02049 -
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Anexo 1.38. Anélise de variancia da espessura (mm) da cartilagem articular da tibia de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 0,004115 0,8912 0,4615
Erro 31 0,00467 -

Anexo 1.39. Andlise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria da tibia de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - .
Grupo 3 0,01059 1,545 0,2226
Erro 31 0,006856 -

Anexo 1.40. Analise de variancia da espessura da cartilagem articular do Umero de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 31 - - -
Grupo 3 0,02014 5,446 0,0045
Erro 28 0,003699 -

Anexo 1.41. Analise de variancia da espessura da placa epifisaria do imero de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas tratadas
com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 31 - - -
Grupo 3 0,00465 0,775 0,5178
Erro 28 0,006 -
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Anexo 1.42. Analise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria das vértebras lombares de 1 a 3 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 0,005117 0,7982 0,5043
Erro 31 0,006411 -

Anexo 1.43. Andlise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria das vértebras lombares de 4-6 de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - .
Grupo 3 0,005959 0,9616 0,4232
Erro 31 0,006197 -

Anexo 1.44. Analise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria das vértebras toracicas de 1-7 de ratos com 21 dias de idade,
filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 35 - - -
Grupo 3 0,005048 1,120 0,3555
Erro 32 0,004507 -

Anexo 1.45. Andlise de variancia da espessura (mm) da placa epifisaria das vértebras toracicas de 8-13 de ratos com 21 dias de
idade, filhotes de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,007138 1,115 0,3581
Erro 31 0,006403 -
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Anexo 1.46. Analise de variancia do Comprimento vertebral (mm) da regido toracica VT1-7 de ratos com 21 dias de idade, filhotes
de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - _
Grupo 3 0,2140 5,654 0,0033
Erro 31 0.03785 - -

Anexo 1.47. Andlise de variancia do Comprimento vertebral (mm) da regido toracica VT8-13 de ratos com 21 dias de idade, filhotes
de ratas tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 33 - - -
Grupo 3 0,3091 3,466 0,0284
Erro 30 0.8918 - -

Anexo 1.48. Analise de variancia do Comprimento vertebral da regido lombar VL1-3 de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,7018 5,333 0,0044
Erro 31 0,1316 -

Anexo 1.49. Analise de variancia do Comprimento vertebral da regido lombar VL4-6 de ratos com 21 dias de idade, filhotes de ratas
tratadas com diferentes doses de cafeina e de ratas controle.

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 34 - - i
Grupo 3 0,5613 6,464 0,0016
Erro 31 0,08684 -
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Anexo 1.50. Andlise de variancia da porcentagem de lacunas vazias de condroblastos nas epifises cartilaginosas do fémur de ratos
neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 51 - - -
Grupo 6 1988,1 18,113 0,0001
Erro 45 109,76 - -

Anexo 1.52. Anélise de variancia da porcentagem de lacuna de condroblasto nas epifises cartilaginosas de fémur de ratos neonatos
cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 51 - - -
Grupo 6 3524 32,789 0,0001
Erro 45 107,48 - -

Anexo 1.53. Analise de variancia da porcentagem de condroblastos com expressdo de CDC-47 nas epifises cartilaginosas do fémur
de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 52 - - -
Grupo 6 32576 7,779 0,0001
Erro 46 41875 - -

Anexo 1.54. Andlise de variancia do nimero de condroblastos apoptdticos/campo marcado pela técnica de Tunel nas epifises
cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 49 - - i
Grupo 6 84849 40,245 0,0001
Erro 43 2108,3 - -
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Anexo 1.55. Andlise de variancia da expressdo de transcripto génico para caspase-3 pela técnica de RT-PCR tempo real nas epifises
cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 17 - - -
Grupo 2 81,240 15,924 0,0002
Erro 15 5,102 -

Anexo 1.56. Andlise de variancia da expressdo de transcripto génico para Runx-2 pela técnica de RT-PCR tempo real nas epifises
cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variagdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 16 - - -
Grupo 2 0,4051 8,478 0,0039
Erro 14 0.04778 - -

Anexo 1.57. Analise de variancia da expressdo de transcripto génico para Sox-9 pela técnica de RT-PCR tempo real nas epifises
cartilaginosas do fémur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeina (controle).

Fontes de variacdo Graus de liberdade Quadrado médio Teste F Significancia
Total 15 - - -
Grupo 2 15,026 7,358 0,0073
Erro 13 2.042 - -

ANEXO 2

PROTOCOLO DE IMUNOISTOQUIMICA

Kit: Estreptovidina-biotina-peroxidase

= Xilol 1 (30 min)

Xilol 2 (30 min)

Alcool absoluto 1 (5 min)
Alcool absoluto 2 (5 min)
Alcool absoluto 3 (5 min)
Alcool 90% (5 min)
Alcool 80% (5 min)
Alcool 70% (5 min)
Agua corrente (5 min)
Banho Maria a 980C (Tampdo Citrato pH 6,0) (20 min dentro e 20 min na temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)
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Bloqueio da peroxidase (30 min) (no escuro — 6 mL de H202 e Completar para 200 mL de metanol - FAZER NA

HORA)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Soro bloqueio (30 min) — (cAmara Gmida a temperatura ambiente)
Anticorpo 1o (overnight) — (cAmara Gmida na geladeira)

Obs: A diluigdo do arquivo esta presente no material e métodos.

PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Anticorpo 20 (45 min) — (cAmara Gimida a temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Estreptovidina-peroxidase (30 min)- (camara Umida a temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

DAB (1 gota em 1 mL de diluente)]

Obs.: O tempo do DAB variou de acordo com o anticorpo primario e esta presente no material e métodos.

Agua corrente (10 min)
Hematoxilina (60 seg)
Agua corrente (10 min)
Alcool 70% (3 min)
Alcool 80% (3 min)
Alcool 90% (3 min)
Alcool absoluto 3 (10 min)
Alcool absoluto 2 (10 min)
Alcool absoluto 1 (10 min)
Xilol 2 (10 min)

Xilol 1 (10 min)
Montagem da lamina

Preparo dos reagentes:
TAMPAO CITRATO: 1,05g de acido citrico + 500mL de dH20 (ajustar o pH para 6,0)
PBS: 7,2g de NaCl + 0,43g de fosfato de sédio monobasico +1,48g de fosfato de sédio dibasico + 1 L de dH20

ANEXO 3

PROTOCOLO DO TUNEL

Kit: FragEL DNA Fragmentation Detection Kit - TdT Enzyme
(Bateria para 10 laminas e 100 pl/corte)

Xilol (10 min).

Xilol (10 min)

Alcool absoluto (5 min)

Alcool absoluto (5 min)

Alcool 90% (5 min)

Alcool 80% (5 min)

Alcool 70% (5 min)

TBS (5 min)

Triton-X (10 min)

TBS (5 min)

TBS (5 min)

Proteinase K (20 min) — temperatura ambiente

TBS (5 min)

TBS (5 min)

Blogueio de peroxidase (30 min) — temperatura ambiente no escuro.
TBS (5 min)

TBS (5 min)

TdT Equilibration Buffer (20 min) — temp. ambiente (Preparar o TdT Labeling Reaction Mixture)
TdT Labeling Reaction Mixture (1.5 hs) — estufa a 370C
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TBS (5 min)

Stop Solution a 370C (5 min) — temperatura ambiente

TBS (5 min)

TBS (5 min)

Blocking Buffer (10 min) — temp. ambiente (Preparar o 1X Conjugate)
1X Conjugate (30 min) — camara Gmida a temperatura ambiente (Faltando 5 min - preparar o DAB)
TBS (5 min)

TBS (5 min)

DAB (15 min).

Agua destilada (10 min)

Methyl Green (5 - 15 min)

Mergulhe 2 a 4 X em &lcool absoluto

Mergulhe 2 a 4 X em alcool absoluto novo

Xilol (15 min) e monte a lamina.

Preparo dos reagentes:

Proteinase K: 10 ul de 2mg/mL de Proteinase K + 990 pl 10 mM Tris

Bloqueio de peroxidase: 200 mL de metanol + 6 mL de peréxido de hidrogénio

TdT Equilibration Buffer: 200 pl de 5X Buffer + 800 pl de dH20

TdT Labeling Reaction Mixture: 30 pl TdT Enzyme + 570 pl TdT Labeling Reaction Mix
1X Conjugate: 20 pl 50X Conjugate + 980 pl Blocking Buffer

DAB: 1 tablete de DAB + 1 tablete de H202/Uréia + 1 mL de 4gua de torneira

TBS: 24,559 de NaCl + 7,27g de Trisma Base + 3 litros de dH20 (ajustar pH para 7,6)
TRIS: 0,61g de Trisma Base + 500mL de dH20 (ajustar pH para 8,0

ANEXO 4
PROTOCOLO DO ACIDO FORMICO

Preparo da solucdo de acido férmico a 10%

. - Solucdo 1: dissolver 4509 de citrato de sodio em 1L de 4gua destilada.
= - Diluir 200mL de &cido féormico em 800mL de &gua destilada e colocar na solugéo 1.
= - Acrescentar 1L de &cido formico e 2L de 4gua destilada na solugéo 1

Metodologia para descalcificacdo de ossos longos e vértebras em solucéo de acido formico a 10%,
processamento pela técnica de inclusdo em parafina e coloracéo pela hematoxilina-eosina.

. - Fixar os 0ssos em formalina a 10%, neutra e tamponada.
. - Retirar os tecidos musculares e conectivos adjacentes.
= - Envolver os ossos em gaze e descalcifica-los em acido férmico a 10%, fazendo a troca de 4cido férmico a cada 2 dias.
= - Apds Completa descalcificagdo controlada por raios-X, lavar os 0ssos em &gua corrente por 24 horas
= - Seccionar 0s 0ssos em duas metades, pelo seu eixo longitudinal.
= - Processar 0s 0ssos pela técnica de inclusdo em parafina que consiste na passagem dos 0ssos nas seguintes etapas:
B AICO0I T0%0 ... s 2 horas
B AIC00I B0%0 ... 2 horas
B AIC00I 9090 ... s 2 horas
= &lcool absoluto USAdO ..........cccvuvrneernneniririnenns 2 horas
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. alcool absoluto NOVO ........cccveevrevineiricinece 2 horas

. XHOI et 40 minutos
= embebicdo pela parafina ..........ccoooecerirircinnnn 40 minutos
. inclusdo em parafina (emblocar)

- Corar as secces histoldgicas de 4um pela técnica de hematoxilina-eosina que consiste nas seguintes etapas:

. €StUTA B0°C ..o s 15 minutos
. XHOI | oo e 10 minutos
. XHOE T e e 10 minutos
. alcool absOIULO | ... 5 minutos

. alcool absoluto Il ... 5 minutos

. alcool absoluto H1 ......c.oooveeieiieie e 5 minutos

. A1CO0I 9090 ... e 5 minutos

. AICO0I B0V .. 5 minutos

= 4guadestilada ..o 3 minutos

. hematoXiling ..........ccevreeneine e 1 minuto

. AQUA COMTENTE .vvvevereeveeevesieeee s 15 minutos
. €OSINA o.ve ettt e 2 minutos

B AIC00I 9590 o 20 segundos
B AIC00I 9590 o 30 segundos
. 4lcool absOlULO | ......coveeieciiecc e 2 minutos

. alcool absoluto 11 ... 15 minutos
. alcool absoluto T ... 15 minutos
. XHOI Lo s 2 minutos

. XHOI T 2 minutos

=  montagem da lamina com balsamo

ANEXO 5

PROTOCOLO DA COLORAGAO DE SAFRANINA O

Preparo da solucéo de Safranina O 0,1%
= -0,1g de Safranina O em 100 mL 4gua destilada.
Preparo da solugdo de Fast Green 0,1%

= -1g Fast Green em 1000 mL &gua destilada.
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Preparo da solugdo de Acido Acético 1%

= -1mL Acido Acético em 99 mL agua destilada

Protocolo Safranina O

Corar as secc0es histoldgicas de 4um pela técnica de safranina que consiste nas seguintes etapas:

. €StUTA B0°C ... 15 minutos
. XHOI | oo e 15 minutos
. XHOI T e e 15 minutos
. alcool absolULO | ....c.oeeviceiicccc e 5 minutos

. alcool absolUto Tl ..o e 5 minutos

. alcool absoluto H1 ... 5 minutos

. A1CO0I 9090 ... e 5 minutos

. AICO0I BOYD .. e 5 minutos

= 4guadestilada ..o 3 minutos

. Fast GreeN.......coceve v 5 minutos

= ACIHO ACELICO oo 2 minutos

B Safraning e S6 mergulha
LI 1 (oo o] I Lo TTo] (V] {0 1N S6 mergulha
. alcool absoluto 11 ... 15 minutos
. XHOI L e 2 minutos

. XHOI T 2 minutos

= montagem da lamina com balsamo

ANEXO 6

PROTOCOLO DA TECNICA DE PCR

Extracédo de RNA total

- Homogeinizar o tecido com pistilo.

- colocar 500 microlitros de trizol por eppendorf e incubar por 5 minutos em temperatura ambiente.

- transferir o contetdo (tecido + trizol) para eppendorfes de 1,5mL.

- adicionar 0,2mL de cloroférmio/eppendorfe, agitar vigorosamente, incubar por 3 minutos em temperatura ambiente.

- centrifugar por 15 minutos a 12000g (4°C).
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- transferir a fase aquosa para outro eppendorfe.

- adicionar 500p1 de isopropanol e incubar por 30 minutos no freezer a -80°C.

- centrifugar por 10 minutos a 12000g (4°C).

- retirar o sobrenadante.

- lavar o pellet com 1mL de etanol 75%.

- centrifugar por cinco minutos a 105009 (4°C).

- secar o pellet por cinco minutos.

- dissolver o pellet em 4gua DEPC (20l por eppendorfe).

- incubar por 10 minutos a 55°C.

- dosar 0 RNA em espectrofotdmetro. Antes de dosar fazer uma diluicao de 1:50.

- estocar 0 RNA a -80°C.

Sintese de cDNA
- Kit utilizado: Kit Super Script 111 platinum two step gRT-PCR with SYBR Green (cat. n. 11735-032).

Obs. 1: Antes de sintetizar o cDNA, fazer a dosagem do RNA em espectrofotdmetro e calcular a quantidade de RNA que sera
necessaria para fazer o MIX.

Obs. 2: Concentracéo de RNA - 1pg de RNA total.

Ex.: a dosagem de um determinado RNA foi: 500pg/1000ul
400 pug 1000 pl

1ug X
x =2,5 pul de RNA

Assim colocar 2,5 pl de RNA + 5,5 ul de agua DEPC, pois o volume total (RNA + &gua) é de 8 pl.

- Preparar o Master MIX (RT-PCR):

Master MIX 1x Ex.: 5x
2x RT reaction MIX 10 pl 50 pl
RT enzyme MIX 2ul 10 pl
RNA (1pg) 2
Agua DEPC qsp 20 pl 6l

Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 12 pl de MIX em cada tudo e acrescentar 8 pl de RNA + dgua DEPEC
(um por amostra).

112



- Fazer um spin nos tubos e coloca-los na maquina de PCR programada da seguinte forma:
- programacdo A:

25°C por 10 minutos

42°C por 50 minutos

85°C por cinco minutos

- colocar no gelo e adicionar 1 pl de RNase H por tubo

- programacéo B:

37°C por 20 minutos

- Estocar o cDNA a -20°C.

Protocolo para dilui¢do de primers

- Para as reagdes de gPCR, o recomendado pelo kit (Kit Super Script 11 platinum two step gRT-PCR with SYBR Green [cat. n.
11735-032]) é o uso de 1 pl de primer a 10 UM, ou seja, 10 pmol por reagdo de 50 pl. No entanto, como faremos apenas 25 pl de
reacdo, utilizaremos 1 pl de primer a 5 pmol.

Ex.: Osteopontina Foward (F) - 5’ATC TCA CCA TTC CGA TGA ATC T3’
0OD260 = 6,1 = 29,70 nmoles = 0,20 mg

Estoque: 100 pmol / pl

100x 102 mol ___ 1pl

29,70x10%mol ___ x

x =297 ul de 4gua DEPC

Uso: 5 pmol / pl 100 x 10 mol 1 pl (estoque)

S5pmol 1l 250x 102 mol ___ x

X___ 50ul x = 2,5 pl da solugdo estoque + 47,5 pl de 4gua DEPC
x =250 pmol

Ex.: Osteopontina Reverse (R) - 5’TCA GTC CAT AAG CCA AGC TAT CA3’
0OD260 = 6,6 = 28,90 nmoles = 0,20 mg

Estoque: 100 pmol / pl

100x10%2mol 1yl

28,90 x10°mol ___ x

x =298 pl de 4gua DEPC
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Uso: 5 pmol / pl 100 x 10™ mol 1 pl (estoque)

5 pmol 1l 250 x 102 mol X
X 50 pl x = 2,5 pl da solugdo estoque + 47,5 pl de &gua DEPC
x =250 pmol

Obs.: Os primers chegam liofilizados e sdo armazenados a 4°C. Ap6s a diluicdo, como demonstrado anteriormente, ficam
armazenados a -20°C.

Técnica de RT-PCR tempo real
- Kit utilizado: Kit Super Script Il platinum two step gRT-PCR with SYBR Green (cat. n. 11735-032).
- Aparelho utilizado: SmartCycler System / Tubos para aparelho de PCR: SmartCycler® Tube-25uL

- Recomendagdo do kit: volume final de reacdo de 50 pl, porém faz-se 25 pl de volume final, ou seja, 2,0 pl de cDNA para 25 pl de
reacao.

- Reac0es:
MIX 1x Ex.: 6x
SYBR Green 12,5 ul 75 ul
Primer foward 1l 6 ul
Primer reverse 1l 6 ul
Cdna 20t e
Agua DEPC qgsp 25 pl 8,5 ul 51 ul

Obs 1.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 23 pl de MIX em cada tudo e acrescentar 2,0 pl de cDNA (um por
amostra) ou 2,0 pl de &gua DEPC (controle negativo).

Obs. 2: Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a &gua DEPC, segundo o SYBR Green e terceiro 0s
primers foward e reverse.

- Ap0s o dos tubos contendo MIX + cDNA é importante homogeneizar e dar um spin em todos os tubos antes de coloca-los na
méaquina de PCR tempo real.

- Procedimentos para utilizacdo do programa de aparelho de PCR tempo real (SmartCycler System):
- Clicar em create run, depois escrever 0 nome da reacdo no campo run name

- Clicar em Add/Remove sites, selecionar protocols (canine citokines SYBR), depois selecionar os sites que serdo utilizados, colocé-
los no campo da direita clicando na seta da direita e depois clicar em OK.

- Clicar nos campos sample 1D e escrever o0 nome de cada amostra.

- Clicar em select Graphs, selecionar os graficos SYBR, Melt e Temperature, coloca-los no campo da direita clicando na seta da
direita e depois clicar em OK.

- Clicar em Start Run para comegar a reacdo.Apds a conclusdo da reagdo para salvar o arquivo clicar em export, selecionar a pasta
desejada, clicar em default e depois clicar em salvar.
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ANEXO 7- Certificado de aprovacgdo pelo Comité de ética em experimentacao animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 177/2010, relativo ao projeto intitulado “Participacédo
das células tronco e dos osteoblastos na génese das alteragoes Osseas induzidas
pelo consumo de cafeina em ratas e sua prole durante a gestacdo e
amamentacdo’, que tem como responsavel(is) Rogéria Serakides , estd(do) de acordo
com os Principics Eticos da Experimentacdio Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 22/ 09/
2010.

Este certificado expira-se em 22/ 09/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protoccl n® 177/2010, related to the project entitled
“Participation of stem cells and osteoblasts on the pathogenesis of bone changes
induced by caffeine in rats and its offspring during pregnancy and breastfeeding’,
under the supervisiors of Rogéria Serakides, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in September 22, 2010.

This certificate expires in September 22, 2015,

i

124 de Setembro de 2010.

Isaura Alvarez-Leite
adora do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasii
Telefone: (31) 34994516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioceticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0) 1 15



