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RESUMO

Foram realizados trés estudos distintos para avaliar os efeitos do excesso de tiroxina materna e
pos-natal sobre o crescimento dsseo e as cartilagens de crescimento de ratos. Foram utilizadas
16 ratas Wistar adultas. As ratas cruzaram e a partir do primeiro dia de gestacdo foram
distribuidas igualmente nos grupos controle e tratado, com oito animais cada. Foi administrada
diariamente L-tiroxina (50ug/animal) para as mdes do grupo tratado e agua destilada para o
controle, por via oral, durante a gestacdo e a lactacdo. Foram separados trés filhotes de cada
rata, o primeiro eutanasiado ao nascimento e o segundo com 20 dias de idade. O terceiro filhote
foi desmamado aos 20 dias de idade e permaneceu recebendo tiroxina ou agua destilada,
dependendo do grupo, até os 40 dias de idade. O primeiro estudo avaliou os efeitos do excesso
de tiroxina materna nas cartilagens de crescimento ao nascimento e aos 20 dias de idade, a partir
da avaliacdo do perfil proliferativo, baseado na expressdo de CDC-47 e do perfil angiogénico,
pela expressdo de VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2. O segundo estudo avaliou os efeitos do
excesso da tiroxina materna e pds-natal sobre o perfil proliferativo e angiogénico das cartilagens
de crescimento de ratos com 40 dias de idade. O terceiro estudo avaliou os efeitos do excesso da
tiroxina materna e pos-natal nas atividades de sintese das cartilagens de crescimento de ratos
neonatos e com 20 e 40 dias de idade, baseado na histoquimica da matriz cartilaginosa pelas
coloragdes de safranina-O, alcian blue e PAS, e na expressao dos transcritos génicos para Sox9,
Runx2, Agrecan, Col I, Col Il, Caspase 3, FA, Mmp2, Mmp9 e Bmp2 por RT-PCR em tempo
real. Foi realizada analise de variancia com comparacdo das médias pelo teste T de student. A
dosagem de T, livre foi maior nas ratas mées tratadas e na prole com 40 dias, enquanto a altura
do epitélio folicular da tireoide foi menor em todos os animais dos grupos tratados. O excesso
de tiroxina materna reduziu o peso corporal e o comprimento do fémur dos filhotes ao
nascimento e aos 20 dias. Os animais com 40 dias do grupo tratado apresentaram reducdo do
crescimento 6sseo em espessura. Houve aumento da espessura e da porcentagem de trabéculas
Osseas e alteracdo na espessura das zonas da placa epifisaria dos neonatos e dos ratos com 20
dias do grupo tratado. Nos animais com 40 dias de idade tratados com tiroxina, foi observada
alteracdo na morfologia da placa epifisaria e reducdo na espessura da cartilagem articular. Além
disso, o0 excesso de tiroxina reduziu a proliferacdo celular e a expressdo de VEGF nas
cartilagens de crescimento em todas as idades estudadas. Houve também reducdo da expressdo
imunoistoquimica de Tie2 na epifise cartilaginosa dos neonatos, de FIk-1 na cartilagem articular
dos ratos com 20 dias e dos transcritos génicos para Angl na cartilagem articular dos ratos com
40 dias. A histomorfometria das cartilagens de crescimento revelou menor porcentagem de
condrdcitos/area na epifise cartilaginosa dos neonatos e na cartilagem articular dos ratos com 40
dias de idade dos grupos tratados. O excesso de tiroxina esteve associado ainda a reducdo de
glicogénio, glicosaminoglicanos, proteoglicanos ndo sulfatados e dos transcritos génicos para
Sox9, Mmp2, Mmp9, col 1l e Bmp2 nas cartilagens de crescimento da prole. Conclui-se que a
reducdo do crescimento 0sseo decorrente do excesso de tiroxina estd associada a menor
proliferacdo e da expressdo de VEGF nas cartilagens de crescimento em todas as idades, a
reducdo da expressdo dos receptores Flk-1 e Tie2 nas cartilagens de ratos neonatos e com 20
dias e a reducdo da expressdo de Angl nas cartilagens de crescimento de ratos com 40 dias.
Além disso, o excesso de tiroxina influencia a composicdo da MEC das cartilagens de
crescimento, por reduzir a quantidade de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e dos transcritos
génicos para Sox9, Mmp2, Mmp9, col Il e Bmp2 e por alterar de forma diferenciada, de acordo
com a idade, a expressdo dos transcritos para Runx2, Agrecan, col | e caspase3.

Palavras-chave: tiroxina, cartilagens de crescimento, angiogénese, proliferacdo, matriz
extracelular, rato
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ABSTRACT

Three different experiments were developed to evaluate in vivo effects of excess maternal and
postnatal thyroxine in bone growth and growth cartilages. Sixteen female adult Wistar rats were
used. The rats mated and, they were divided into two groups — control and treated — with eight
animals each on the first day of gestation. L-thyroxine (50pg/animal) was orally administered daily
for female rats in the treated group and distilled water for the control group during pregnancy and
lactation. Three offspring were separated from each rat, the first was euthanized at birth and the
second at 20-days-old. The third offspring was weaned at 20-day-old and received a daily dose of L-
thyroxine or distilled water, depending on the group, until 40 days old. The aim of the first study was
to evaluate the effects of excess of maternal thyroxine on the growth cartilage of neonatal and
weanling rats, analyzing the proliferative activity by CDC-47 expression and angiogenic profile by
VEGF, Flk-1, Angl, Ang2, and Tie2 expression. The second experiment evaluated the effects of
excess of maternal thyroxine associated with postnatal hyperthyroidism on the proliferative and
angiogenic profile of cartilage growth of 40-day-old rats. The third experiment evaluated the effects
of excess of maternal and postnatal thyroxine on the synthesis activities of the cartilage matrix in
neonatal, 20-day-old and 40-day-old rats based on histochemistry of the cartilage matrix by
Safranin-O, alcian blue, and PAS stainings and expression of gene transcripts for Sox9, Runx2,
aggrecan, Col I, Col Il, Caspase3, alkaline phosphatase, Mmp2, Mmp9 and Bmp2 by real-time RT-
PCR. Data were analyzed using Student’s t-test. Free T, was significantly higher only in the treated
female rats and in treated 40-day-old rats, but the height of the follicular epithelium of the thyroid
offspring was significantly lower in the treated group regardless of age. The excess of maternal
thyroxine significantly reduced the body weight and length of the femur in treated neonates and 20-
day-old rats. The treated 40-day-old rats showed reduction in width of the bone shaft. There was a
significant increase in thickness of the trabecular bone and a change in thickness of the zones of the
growth plate in treated neonates and 20-day-old rats. In treated 40-day-old rats it was observed an
altered morphology of the epiphyseal plate and reduction in the thickness of the articular cartilage.
Furthermore, excessive maternal thyroxine caused reduction in both cell proliferation and VEGF
expression in the growth cartilage in all offspring ages. There was also a decrease in
immunohistochemical expression of Tie2 in the cartilaginous epiphysis of the newborns and Flk-1 in
the articular cartilage of 20-day-old rats and significant reduction in gene transcripts for Angl in
articular cartilage of 40-day-old rats. Histomorphometry of cartilage growth plates showed a lower
percentage of chondrocytes/area in the cartilaginous epiphysis of newborns and in the articular
cartilage of treated 40-day-old rats. Excess of maternal and postnatal thyroxine was also associated
to reduction of intracellular glycogen and glycosaminoglycans and non-sulfated proteoglycans in
the cartilage growth and gene transcripts for Sox9, Mmp2, Mmp9, Col II, and Bmp2 in all treated
offspring. It is concluded that the reduced endochondral bone growth caused by excessive maternal
thyroxine is associated with reduction in proliferation rate and the VEGF expression in the growth
cartilage of in all ages, FIk-1 and Tie2 receptors in the growth cartilages in neonates and at 20-day-
old and reduction of Angl expression in growth plate of 40-day-old rats. Moreover, excess of
maternal thyroxine influences the ECM composition of growth cartilages, to reduce the amount of
proteoglycans, glycosaminoglycans, collagens proteins and metalloproteinases, and gene transcripts
for Sox9, Mmp2, Mmp9, Col I, and Bmp2 in all treated offspring, and changed differently with the
age, the expression of gene transcripts as Runx2, Aggrecan, Col I, and Caspase3.

Keywords: thyroxine, growth cartilages, angiogenesis, proliferation, extracellular matrix, rats.
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INTRODUCAO

A tireoide, por meio da tiroxina (T,) e da triiodotironina (T3), € responsavel por controlar
diversos processos metabdlicos, sendo essencial para a fisiologia dssea, seja durante a formacgédo
Ossea ou ossificagdo pré-natal ou durante o crescimento 6sseo pos-natal (Waung et al., 2012).
Esses hormonios estimulam a condrogénese e a osteogénese, além de regula a sintese de matriz
(Serakides et al., 2004) e a reabsorcdo 6sseas (Mundy et al., 1976). Dessa forma, os horménios
tireoidianos sdo de fundamental importancia, ndo somente para a formacdo e crescimento
6sseos, como também para a manutencdo da massa 6ssea no individuo adulto (Bassett e
Williams, 2003).

A atuagdo dos hormdnios tireoidianos ocorre principalmente pela acdo da T3 que é a forma
metabolicamente ativa, capaz de se ligar aos receptores TRa e TR, que sd0 expressos em
diversos tipos celulares. No 0sso, esses receptores estdo presentes nas células tronco
mesenquimais da medula dssea, osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e também nos condrécitos
das cartilagens de crescimento (Bassett e Williams, 2009; Gogakos et al., 2010). Mas, €
importante salientar que os horménios tireoidianos fazem parte de uma extensa lista de
horménios que juntamente com os fatores de transcricdo possuem acBes importantes e
coordenadas sobre o 0sso, mantendo a higidez do tecido 6sseo e homeostasia do calcio e do
fosforo séricos (Bassett e Williams, 2003).

Na medicina humana, tanto o hipotirecidismo quanto o hipertireoidismo sdo endocrinopatias
frequentemente diagnosticadas e que cursam com alteracdes em diferentes sistemas e 6rgdos
(Boelaert e Franklyn, 2005). Desde 1997, esta equipe tem pesquisado os efeitos das disfuncdes
tireoidianas sobre o metabolismo 6sseo e mineral (Serakides et al., 2000; Ribeiro et al., 2004;
Serakides et al., 2005; Serakides et al., 2008; Boeloni et al., 2010) e também sobre a atividade
reprodutiva em modelos animais com hipo e hipertireoidismo gestantes e ndao gestantes (Silva et
al., 2004; Oliveira et al., 2005; Freitas et al., 2007; Souza et al., 2011; Silva et al., 2012; Silva
et al., 2013). Também tem sido estudada a participacdo das células tronco da medula 6ssea na
patogénese das alteracGes Osseas causadas pelas disfuncBes da tireoide e os efeitos dos
horménios tireoidianos na diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais de ratas
com osteoporose (Boeloni et al., 2009; Hell et al., 2011; Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al.,
2013b; Boeloni et al., 2013c). Este estudo, além de trazer conhecimento novo no que concerne a
patogénese do excesso dos hormodnios tireoidianos sobre o crescimento 0sseo, representa
também a continuidade e ampliacdo dos temas envolvidos na linha de pesquisa denominada
“Doengas 0sseas de origem endocrina e nutricional”.

Em mulheres, a prevaléncia das disfungdes tireoidianas é elevada e a cada 1.000 mulheres,
cinco apresentam hipotireoidismo e trés apresentam hipertireoidismo. Grande parte dessa
casuistica é observada em mulheres em idade fértil, e apesar de menos frequente, as disfungdes
tireoidianas vém sendo cada vez mais diagnosticadas em gestantes (Fernandez, 2013). Em
consequéncia, as alteracdes hormonais maternas podem refletir em desenvolvimento anormal do
feto, uma vez que os hormonios tireoidianos maternos tém acédo critica em todos os sistemas,
principalmente sobre a formacédo 6ssea pré-natal (Medici et al., 2013).

E fato que o hipotireoidismo congénito tem recebido muito mais atengdo do que o
hipertireoidismo, pela sua frequéncia e porque além de todas as implicagcbes para o
desenvolvimento neurol6gico e de outros sistemas e 6rgdos, ele retarda o crescimento e a
maturidade 6ssea com consequente nanismo (Rivkees et al., 1988). Mas, embora menos
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frequente que o hipotireoidismo, 0 hipertireoidismo congénito se ndo reconhecido e tratado
também pode ter efeitos graves sobre o crescimento 6sseo, particularmente nos primeiros dois
anos de vida (Segni et al., 2001). Além disso, o hipertireoidismo na gestacdo também preocupa
pelo fato de causar alteracGes graves ndo somente na mae, como também no feto e no neonato
(Fernandez, 2013).

A principal causa de hipertireoidismo em mulheres, inclusive durante a gestacéo, é a doenca de
Graves, uma condicdo autoimune causada por hiperestimulacdo da tireoide por anticorpos
dirigidos contra o receptor de tireotrofina. Uma em cada 500 mulheres apresenta doenga de
Graves no periodo gestacional (Cooper, 2003) e esse nUmero aumenta a medida que se inclui a
avaliacdo do perfil sérico dos hormbnios tireoidianos em gestantes. No hipertireoidismo
materno, os tecidos fetais sdo expostos a quantidades excessivas de hormonios tiroeidianos
(Cooper, 2003) e pode estar associado a morte intrauterina, aborto espontaneo, parto prematuro
e baixo peso ao nascimento (Millar et al., 1994; Mestman, 2004; Phoojaroenchanachai et al.,
2001; Medici et al., 2013), alteracdo da maturidade déssea e interrupgao precoce do crescimento
6sseo com fusdo prematura das placas de crescimento e das suturas 6sseas (Segni et al., 1999;
Polak et al., 2006).

Durante a embriogénese, no inicio da formagdo Ossea endocondral, as células tronco
mesenquimais diferenciam-se em células progenitoras osteocondrais que, por sua vez, sofrem
condensacdo e tornam-se condroblastos (Leboy, 2006; Yang, 2009). Os condroblastos
proliferam e expressam fatores de transcrigcdo para formar um molde de cartilagem que antecede
a formacdo Ossea (Kronenberg, 2003; Tsumaki e Yoshikawa, 2005; Abarca-Buis et al., 2006;
Degnin et al., 2010). Ao nascimento, na maioria das espécies animais e também em criancas,
quase todo o molde cartilaginoso ja foi substituido por tecido 6sseo, com excecdo da cartilagem
articular e da placa epifisaria, a partir das quais ocorre o crescimento 6sseo endocondral (Pines e
Hurwitz, 1991; Shapiro, 2008).

O controle do crescimento dsseo longitudinal ocorre pela intima interagdo de hormonios
sistémicos, de fatores de crescimento e peptideos locais, tais como os horménios da tireoide,
horménio de crescimento, glicocorticoides, estrogeno, andrdgenos e o fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I). Estes horménios e fatores agem direta ou indiretamente
por meio da modulacdo de outros sinais enddcrinos gue controlam a transicdo entre a
proliferacdo e a hipertrofia celular que € requerida durante o processo de maturacdo, o que
provoca uma série de mudancas na expressdo génica dos condrécitos da placa epifisaria
(Robson et al., 2002; Ballock e O"Keefe, 2003; Eerden et al., 2003; Nilsson et al., 2005;
Shapiro e Forriol, 2005).

Algumas moléculas que controlam a ossificagdo endocondral pré-natal também sdo expressas
durante o crescimento 6sseo pés-natal, sugerindo que esses processos sejam controlados por
fatores similares. O paratorménio (PTH), o peptideo relacionado ao paratorménio (PTHrP), e os
receptores PTH/PTHrP, associados ao Indian hedgehog (lhh) e aos fatores de crescimento
fibroblasticos (FGF), participam do controle da proliferacio e da diferenciacdo dos
condroblastos e da gradativa substituigdo da cartilagem por tecido 6sseo (Vortkamp et al., 1998;
Schipani e Provot, 2003; Kronenberg, 2006; Degnin et al., 2010; Goltzman, 2010). Sabe-se que
a triiodotironina controla a diferenciacdo dos condroblastos durante o crescimento ¢sseo por
meio da participacdo dos fatores Ihh, proteina morfogenéticas do osso (BMP) e PTHrP. A
triiodotironina também aumenta a sintese de fosfatase alcalina e de fatores pré-angiogénicos
como a metaloproteinase de matriz 13 (MMP-13) (Bassett e Williams, 2003). No entanto,
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apesar dos hormonios, fatores de crescimento, genes e vias de sinalizacdo que controlam o
crescimento 6sseo serem amplamente estudados, € pouco compreendido como esses fatores
participam da génese das alteracGes do crescimento 6sseo decorrentes do hipertireoidismo
materno e neonatal. O que se sabe é que ratos com hipotireoidismo induzido durante o
crescimento e imediatamente ap6s a maturidade sexual, ou seja, com seis semanas de idade,
apresentam, nas cartilagens de crescimento, reducdo da sintese de colageno X, aumento da
expressao do PTHrP e anormalidades da sintese de proteoglicanos sulfatados e que ratos com
hipertireoidismo também induzido durante o crescimento, apresentam reducdo do nimero de
receptores para PTHrP nas cartilagens de crescimento (Stevens et al., 2000).

Resultados preliminares de pesquisas recentes realizadas por esta equipe demonstraram que
filhotes de ratas com hipertireoidismo apresentam ao nascimento e ao desmame reducdo
significativa da formacdo e do crescimento dsseo endocondral e que algumas dessas alteracbes
podem ser reversiveis nos ratos que tiveram contato com o excesso de horménios tireoidianos
somente durante o periodo gestacional e lactacional. No entanto, esses estudos foram obtidos
baseando-se somente em avaliagdes histomorfométricas. Neste contexto, o que se pretende é
ampliar os conhecimentos pela avaliacdo, por meio de um modelo animal experimental ja
previamente estabelecido, dos efeitos moleculares do excesso de tiroxina materna e pés-natal
sobre as cartilagens de crescimento, a fim de compreender melhor a génese das alteracGes da
formacéo e do crescimento dsseo endocondral induzidas pelo hipertireoidismo.
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OBJETIVOS

Capitulo 2

Estudar os efeitos in vivo do excesso de tiroxina materna sobre as cartilagens de crescimento de
ratos neonatos e ao desmame, a partir da avaliagdo do perfil proliferativo, baseado na expressao
da proteina 47 de controle de divisdo celular (CDC-47) e do perfil angiogénico, pela expressao
imunoistoquimica e/ou dos transcritos génicos para Vegf, FIk-1, angiopoetinas 1 e 2 (Angl,
Ang2) e receptor tirosina quinase 2 (Tie2).

Capitulo 3

Estudar os efeitos in vivo do excesso de tiroxina materna e pés-natal sobre as cartilagens de
crescimento de ratos aos 40 dias de idade, a partir da avaliacdo do perfil proliferativo, baseado
na expressdao de CDC-47 e do perfil angiogénico, pela expressdo imunoistoquimica e/ou dos
transcritos génicos para VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2.

Capitulo 4

Estudar os efeitos in vivo do excesso de tiroxina materna e pos-natal nas atividades de sintese da
matriz das cartilagens de crescimento de ratos neonatos, aos 20 dias (desmame) e aos 40 dias,
baseado na histoquimica da matriz cartilaginosa pelas coloracdes de PAS, alcian blue e
safranina-O e na expressdo dos transcritos génicos para Sox9, Runx2, agrecan, colageno I,
colageno Il, caspase 3, fostatase alcalina, MMP2, MMP9 e BMP2.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Formacéo 6ssea ou ossificagdo endocondral

Durante o desenvolvimento pré-natal, dois mecanismos independentes e distintos sdo
responsaveis pela formacdo do esqueleto, a ossificacdo ou formagdo 6ssea intramembranosa e a
endocondral (Karaplis, 2008). O processo de ossificacdo intramembranosa caracteriza-se pelo
desenvolvimento dos ossos a partir da diferenciacdo de células tronco mesenquimais em
osteoblastos e é responsavel pela formacdo de uma pequena fracdo do esqueleto,
particularmente de alguns ossos craniofaciais (Crombrugghe et al., 2001).

No entanto, a maior parte dos 0ssos (base do cranio, mandibula, costelas, vértebras e membros)
deriva da formacdo Ossea endocondral, na qual ha o desenvolvimento de um molde
cartilaginoso, a partir do processo de condrogénese, que sera posteriormente substituido por
0sso (Adams et al., 2007). Entretanto, apesar desta divisdo da formacdo 6ssea em endocondral e
intramembranosa, alguns pesquisadores consideram que o desenvolvimento dos 0ssos longos
envolve ambos 0s processos de ossificacdo, sendo a ossificacdo intramembranosa representada
pela formacédo do colar 6sseo na diafise que ocorre a partir da diferenciacdo das células tronco
mesenquimais do periésteo em osteoblastos e a ossificacdo endocondral caracterizada pela
substituicdo do molde cartilaginoso por osso (Baron, 2008).

A condrogénese é um fenémeno complexo que, seja in vitro ou in vivo, envolve varias etapas,
sendo um dos primeiros eventos celulares que ocorre durante o desenvolvimento do esqueleto
(Chen e Liu, 2009). O controle da condrogénese é mediado por interacdes celulares com a
matriz circundante, fatores de crescimento e de diferenciacdo, bem como outros fatores que
iniciam ou suprimem as vias de sinalizacdo celular e a transcricdo de genes especificos numa
sequéncia temporal de eventos (White e Wallis, 2001). E importante salientar que este conjunto
de etapas temporais e espaciais confere aos condrocitos um ciclo de vida caracterizado pelas
fases de proliferacdo, diferenciacdo, maturacdo e apoptose, de forma que a identificacdo e
caracterizacdo destas fases irdo revelar a base molecular da cartilagem, bem como sua forma e
fungdo (Shum et al.,2003).

A cartilagem é um tecido mesenquimal que apresenta diferentes origens embrionarias. Sua
formagdo é iniciada pela diferenciacdo de células mesenquimais, que surgem a partir de trés
fontes: crista neural, que sdo células do ectoderma neural e originam 0s 0ssos craniofaciais; 0
escler6tomo do mesoderme paraxial ou somitos, que formam o esqueleto axial; e a mesoderme
da placa lateral, de onde se originam os ossos dos membros (Olsen et al., 2000). Existem
distintos centros de sinalizagdo durante a embriogénese, 0s quais direcionam o crescimento em
trés diferentes dimensdes. A crista ectodérmica apical (ERA) esta relacionada ao eixo préximo-
distal cujas moléculas de sinalizacdo sdo o FGF-2, FGF-4 e FGF-8; a zona de atividade
polarizadora (ZPA) que é responsavel pelo eixo antero-posterior, sendo o sonic hedgehog a
molécula de sinalizacdo e os ectodermas dorsal e ventral, com as moléculas wingless-7a (Wnt-
7a) e homeobox engrailed-1(En-1), respectivamente, responsaveis pelo crescimento dorso-
ventral (DeLise et al., 2000; Al-Qattan et al., 2009). A formagdo dos membros ocorre a partir de
um botdo primordial, constituido por células mesodérmicas que expressam FGF-10. Este botdo
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é saliente na superficie lateral do eixo antero-posterior do embrido, o qual € recoberto pelo
ectoderma. Em sequéncia, a extremidade distal do ectoderma fica mais espessa e forma a ERA,
iniciando a expressdo de FGF-8, BMP2 e BMP4 (DeL.ise et al., 2000).

Quando o crescimento inicia, o nicleo do mesénquima expressa 0s genes Hox, responsaveis por
determinar a localizagdo precisa de cada membro. A partir do recrutamento gradual de células
tronco mesenquimais, forma-se primeiro o estilépodo (Umero e fémur), entdo o primérdio da
cartilagem se bifurca e origina o zeugdpodo (radio-ulna e tibia-fibula), o qual se ramifica para
formar o autépodo (carpos e tarsos) (Abarca-Buis et al., 2006). As regides de condensagdo
mesenquimal formam-se e serdo responsaveis por dar origem as células condroprogenitoras
resultando no delineamento do molde cartilaginoso do membro (Adams et al., 2007).

Durante a condrogénese (Figura 1), as células tronco mesenquimais proliferam-se e, em seguida
migram para as areas destinadas a formacdo Gssea, onde sofrem condensacdo. H4 aumento na
quantidade de células por unidade de area ou volume, sem aumento na proliferacdo celular, ou
seja, ocorre migracdo das células e agrupamento destas em areas especificas (Janners e Searls,
1970). Neste momento, ha maior sintese de fibronectina que reduz a medida que as células
tronco se diferenciam em células condroprogenitoras. Esta proteina de adesao auxilia as células
a fixarem-se na matriz extracelular (MEC), além de estabelecer ligagfes com outras moléculas,
tais como o colageno e o acido hialurénico. O colageno | esta presente especificamente na
matriz das células indiferenciadas e é substituido posteriormente por outras proteinas especificas
da matriz cartilaginosa, como o colageno I, agrecan e colageno X (Shum et al., 2003).

O inicio da condensacdo celular estd associado ao aparecimento de moléculas de adeséo celular,
como a caderina neural (N-caderina) e a molécula de adesdo de células neurais (N-CAM). A N-
caderina tem sua sintese aumentada durante a condensacao/determinacdo celular, facilitando a
interacdo célula a célula (Oberlander e Tuan, 1994). A determinacéo refere-se ao processo pelo
qual ocorrem interacbes genéticas e ambientais que direcionam a progressdo do
desenvolvimento de uma linhagem celular (Shum et al., 2003). Esta fase é importante, pois as
células mesenquimais sdo precursoras comuns das linhagens condrogénica, osteogénica e
miogénica (Goldring et al., 2006). Desta forma, as células diferenciam-se na linhagem
condroprogenitora que, por sua vez, sofre condensacdo e diferencia-se em condroblastos, sob
estimulo de moléculas da familia TGFf (fator de transformacado de crescimento p) e das vias de
sinalizacdo Wnt (Leboy, 2006; Yang, 2009).

O TGFp estimula inicialmente a sintese de fibronectina e posteriormente de sindecam. Esta
Gltima liga-se a fibronectina, regulando negativamente a N-CAM, estabelecendo, assim, os
limites de condensacao (Goldring et al., 2006). Outras moléculas da matriz extracelular também
sdo produzidas, incluindo a tenascina, trombospondina e a proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa (COMP). Todas estas moléculas interagem com as células objetivando ativar as
vias de sinalizacdo para iniciar a transicdo de células indiferenciadas para células
condroprogenitoras (DeLise et al., 2000).
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Figura 1. Diagrama esquematico da condrogénese demostrando a diferenciacdo das células tronco mesenquimais até condrécitos e as principais alteragdes

na composicdo da matriz extracelular. Modificado de Shum et al., 2003. COMP: proteina oligomérica da matriz cartilaginosa
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A partir dai, ocorre uma mudanga expressiva na composi¢cdo da MEC, caracterizada pela
reducdo na expressao de coladgeno | e aumento da expressdo de acido hialurénico e produgdo de
proteinas especificas da cartilagem, representadas pelos colagenos Il, IX e XI, além de outras
proteinas ndo colagenas, como a proteina Gla (osteocalcina), condroitina e agrecan. O &cido
hialurénico é encontrado na MEC de células condroprogenitoras e € mantido nos condrdcitos
hipertroficos. J& a expressdo da proteina COMP inicia-se na fase de condensacdo das células
mesenquimais e permanece até a fase de hipertrofia celular, sendo fundamental para ativar a
transicdo das células mesenquimais em condroprogenitoras (Shum et al., 2003).

No inicio da formacdo do molde de cartilagem, os nédulos cartilaginosos aparecem no meio do
blastema e, simultaneamente, as células da periferia tornam-se achatadas e alongadas, formando
0 pericondrio (Goldring et al., 2006; Yu e Ornitiz, 2007). Os condroblastos localizados no
centro do molde cartilaginoso sdo estimulados a proliferar e durante esta etapa, ha maior
expressao do fator de transcricdo Sox9. Este fator ativa os genes alvos nas células
condrogénicas, resultando na secrecdo de matriz extracelular rica em colageno e em outras
proteinas ndo colagenas (DeLise et al., 2000). Similar aos osteoblastos, os condroblastos sdo
envoltos progressivamente pela propria matriz que sintetizam e adquirem a morfologia
arredondada tipica, permanecendo dentro de uma lacuna, sendo assim denominados
condrdcitos. Entretanto, diferentemente dos ostedcitos, os condrécitos continuam a proliferar
por um tempo, devido particularmente a consisténcia caracteristica da matriz condrogénica
(Baron et al., 2008). Em seguida, os condrdcitos passam pelo processo de maturacdo até sua
hipertrofia. Ha alteracbes no tamanho das células, bem como na sintese de matriz extracelular,
com diminuicdo da expressdo de colageno Il e aumento na expressdo de coldgeno X e agrecan
(Wallis, 1996; Kronenberg, 2003; Tsumaki e Yoshikawa, 2005; Abarca-Buis et al., 2006;
Degnin et al., 2010). Estes eventos sdo regulados por sinais paracrinos, incluindo o PTHrP e o
Ihh oriundos do pericdndrio (Staines et al., 2013).

A formacdo do molde cartilaginoso (Figura 2A-C) ocorre a partir da proliferacdo continua e
ascendente dos condroblastos (Kronenberg, 2003). Na transicdo da fase proliferativa para a
hipertréfica, estas células apresentam grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso,
complexo de Golgi e de vesiculas secretoras (Crombrugghe et al., 2001). Na diafise do molde
cartilaginoso, forma-se o centro de ossificacdo primario que primeiro envolve a formacao de um
colar dsseo. Na periferia do molde, as células pericondrais adjacentes aos condrocitos
hipertréficos se diferenciam em osteoblastos e secretam matriz dssea, formando assim o colar
0sseo. Este colar posteriormente formard o tecido dsseo cortical que atua como fonte de
osteoblastos para a esponjosa primaria. Em seguida, 0s vasos sanguineos trazem, ao centro do
molde, as células tronco mesenquimais que dardo origem aos osteoblastos, osteoclastos e as
células hematopoiéticas, resultando na formacédo definitiva e expansdo do centro de ossificacéo
primario dos ossos longos (Yu e Ornitiz, 2007).

Desta forma, a matriz Gssea vai sendo sintetizada pelos osteoblastos sobre os condrocitos
hipertréficos do molde (Crombrugghe et al.,, 2001; Degnin et al., 2010). A invasdo da
cartilagem por vasos sanguineos é mediada pelo aumento da expressdo do fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) que esta correlacionada com o fator induzivel por hipdxia (HIF-
1), pela angiopoetina-2 (Ang2) e metaloproteinases da matriz (MMP) (Yu e Ornitiz, 2007;
Sasaki et al., 2012).
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Formagdo e crescimento dsseo endocondral

Formacao (pré-natal) Crescimento (pds-natal)
A I\
[ \ [ \
A B c Placa de D E
crescimento _o o S0 o
L ] .’. .;. @
1 e o ® e ]
Pericondrio ®& & s3= E Epifise
) 60 ® [}
L (g o Metafise
0g ®
e e
oo e 00
ey Diafise
Colar ésseo os%e
Centro de
P cartilagem assificagaq
PrEHE Centrode ="
- Osso ossificagdo
secundario
Medula 6ssea
[
® Condrocitos em repouso
e Cartilagem
@< Condrdcitos proliferativos articular
(1]
® Condrdcitos hipertroficos
' 4

Vasos sanguineos

Figura 2. Desenho esquematico da formacdo e crescimento 6sseos endocondrais. A) Molde cartilaginoso
que formara o 0sso. B) Formacéo do colar dsseo e inicio da formagdo do centro de ossificagdo primario.
C) Expansdo do centro de ossificacdo primario em direcdo as extremidades. D) Formacéo dos centros de
ossificacdo secundérios e placa epifisaria entre os centros de ossificacdo primarios e secundarios. E)
Maturidade esquelética, com a substituicdo completa da cartilagem da placa epifisaria por 0sso, com
apenas a cartilagem articular nas extremidades do osso. Modificado a partir de Mackie et al., 2008.

Em fetos de camundongos o centro de ossificagdo primario comeca a se desenvolver com 14,5
dias de gestagdo e 0s vasos sanguineos a partir do peridsteo penetram a cartilagem calcificada,
trazendo osteoblastos que produzem matriz éssea sobre a matriz cartilaginosa para formar 0sso
trabecular (Tsang et al., 2015). A cartilagem vai sendo continuamente substituida por o0sso
trabecular e medula 6ssea, com consequente expansdo da cavidade medular em direcdo as
extremidades Gsseas. A medida que o o0sso aumenta, as células tronco hematopoiéticas
interagem com o estroma para determinar o local principal para a hematopoiese na vida pés-
natal (Kronenberg, 2003). Posteriormente, hd formagdo dos centros de ossificacdo secundarios
que dardo origem as epifises (Horton e Degnin, 2010). Estes aspectos demonstram que as vias
de diferenciacdo de condroblastos e osteoblastos devem estar interligadas e coordenadas durante
todo o processo de formacdo 6ssea endocondral (Crombrugghe et al., 2001).
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2. Crescimento 6sseo endocondral

Ao nascimento, na maioria das espécies animais e em humanos, quase todo o molde
cartilaginoso ja foi substituido por tecido dsseo, com excecao da cartilagem articular e da placa
epifisaria (Figura 2D), as quais determinardo o comprimento final do osso adulto (Pines e
Hurwitz, 1991; Mackie et al., 2008; Shapiro, 2008; Tsang et al., 2015). Este processo de
crescimento 6sseo longitudinal é regido por uma complexa rede de sinais enddcrinos, incluindo
0 horménio do crescimento (GH), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-I),
glicocorticoides, hormonios da tireoide, estrogénio, androgénio, vitamina D e leptina. Muitos
destes sinais regulam o crescimento a partir da placa epifisaria, tanto atuando localmente em
condrécitos como também, indiretamente, por modulagdo dos sinais das vias enddcrinas
(Eerden et al., 2003).

Os centros de ossificacdo secundarios comecam a formar as epifises do molde cartilaginoso e
nos camundongos, isso ocorre em torno dos cinco a sete dias de vida p6s-natal, individualizando
a cartilagem articular e a placa espifisaria (Dao et al., 2012). A cartilagem articular é constituida
morfologicamente por componentes distintos, como colagenos e proteinas ndo colagenas, que
variam em sua quantidade e formam diferentes camadas, conhecidas como zonas. E iniciando
desde a superficie articular até proximo do osso subcondral, denominam-se zona superficial,
zona média e zona profunda (Camarero-Espinosa et al., 2016). Na vida fetal apresenta canais
vasculares, os quais ainda podem ser vistos no periodo pds-natal no periodo de crescimento,
reduzindo até desaparecer completamente nos adultos (Visco et al., 1989). Sua expansao ocorre
a partir da divisdo mitética das células condrogénicas e secrecdo de matriz extracelular pelas
células filhas, resultando no aumento de matriz ao redor das células (Las Heras et al., 2012).

A placa de crescimento ou placa epifisaria € uma estrutura cartilaginosa localizada entre a
epifise e a metéfise dos 0ssos longos, responsavel pelo crescimento longitudinal pos-natal do
0sso (Eerden et al., 2003). E composta por condrdcitos, os quais sofrem uma série de mudancas
moleculares, bioguimicas e morfoldgicas durante o processo de diferenciacdo e de sintese da
matriz extracelular. Com base em sua morfologia e padrdo de expressdo génica, os condrécitos
organizam-se de formas diferentes ao longo do eixo maior do 0sso, as quais definem distintas
areas denominadas zona de repouso, zona proliferativa, zona pré-hipertréfica e zona hipertrofica
(Figura 3) (Ballock e O"Keefe, 2003; Nilsson et al., 2005; Belluoccio et al., 2008; Degnin et al.,
2010; Mackie et al., 2011; Staines et al., 2013).

As células da zona de repouso servem como precursoras de condrdcitos para as outras zonas e
sdo submetidas ao processo de diferenciacdo. Sdo quase esféricas em seccdo transversal,
dispostas aleatoriamente e separadas por grande quantidade de matriz, composta principalmente
por colageno Il e proteoglicanos (Adams et al., 2007). Estimulos ainda pouco conhecidos
convertem os condrdcitos dispostos arbitrariamente na zona de repouso em células dispostas em
colunas altamente organizadas, formando a zona proliferativa, caracterizada assim por
apresentar proliferacdo celular maxima (Romereim et al., 2014). Os condrécitos da zona de
proliferacdo séo pequenos e sintetizam matriz extracelular abundante, constituida por colageno
I, IX, XI e agrecan (Vortkamp et al.,1998; Adams et al., 2007; Karaplis, 2008).

Os condrdcitos apresentam comportamentos especificos para regular sua prépria morfogénese,

exemplificado pela orientacdo do plano de divisdo mitdtica e formagéo da coluna de condrocitos
na zona proliferativa. Esta sinalizacdo ocorre através da via wingless/int-1 (Wnt) ndo-candnica,
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B-catenina, que € crucial para alinhar os planos de divisdo e promover a formacao das colunas
dos condrdcitos da zona de proliferacdo (Topczewski et al., 2001; Li e Dudley, 2009).
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Figura 3. Zonas da placa epifisaria. ZR: Zona de repouso; ZP: Zona proliferativa; ZHP: Zona pré
hipertrofica e ZH: Zona hipertréfica. (Lorena Gabriela Rocha Ribeiro)

Avaliac0es tridimensionais realizadas na placa epifisaria de camundongos demonstraram que 0s
condrécitos da zona de repouso possuem mitose orientada perpendicularmente ao eixo da
propria célula e a rotacdo do plano mitético, quando ocorre, é ligeiramente desorientada.
Diferente do que é observado com 0s condrdcitos da zona proliferativa durante a mitose, 0s
quais rotacionam em quase 90 graus em torno do eixo longo da placa epifisaria e as células
filhas permanecem em intima associacdo umas com as outras enquanto rotacionam para formar
as colunas verticais (Romereim et al., 2014).

Alteracbes na formagdo das colunas de condrécitos ao longo do eixo de orientagdo estdo
associadas a defeitos 6sseos (Ahrens et al., 2009; Li e Dudley, 2009; Gao et al., 2012). Por
exemplo, a expressdo de um receptor negativo dominante frizzled-7 em condrécitos
proliferativos interfere com a orientagdo da divisdo celular (Li e Dudley, 2009). Embora existam
muitos estudos sobre a regulacdo da morfogénese esquelética pelas vias de sinalizacdo, a
integracdo entre os processos celulares especificos, a estrutura da matriz para gerar vetores de
crescimento e a arquitetura do tecido ndo sdo bem compreendidas (Romereim et al., 2014).

Pela expressdo do fator de transcricio Runx2, os condrocitos passam pelo processo de
diferenciacdo, aumentam de tamanho, perdem a caracteristica discoide e diminuem a taxa de
proliferacdo, entrando desta forma, na zona de maturagdo, caracterizada por condrécitos pré-
hipertroficos. A medida que os condrécitos amadurecem, sofrem hipertrofia, aumentando
intensamente o volume e alterando a composi¢do da matriz extracelular, com sintese abundante
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de colageno X (Vortkamp et al., 1998; Crombrugghe et al., 2001; Kroneberg, 2006; Vaes et al.,
2006; Degnin et al., 2010).

Os condrdcitos hipertroficos desempenham papel-chave no interior da placa epifisaria, ndo
apenas referente ao crescimento longitudinal do osso pelo aumento do volume celular, mas
também atuam como centros de sinalizacao para a secrecao de fatores de crescimento, citocinas
e outras moléculas de sinalizacdo que podem agir em outros tipos de células envolvidos no
crescimento endocondral, tais como osteoclastos, osteoblastos e células endoteliais (Chung,
2004).

De acordo com 0s conceitos gerais, 0s condrdcitos e os osteoblastos sdo considerados tipos
celulares de linhagens independentes, porém ambos derivados de células
osteocondroprogenitoras comuns. A linhagem condrogénica segue algumas etapas
caracterizadas por proliferacdo e diferenciacdo, passando de condroblastos a condrdcitos,
finalizando este processo com apoptose dos condrdcitos hipertroficos. No entanto, a
possibilidade dos condrdcitos hipertroficos sobreviverem e se tornar osteoblastos in vivo tem
sido debatida por mais de um século (Yang et al., 2013). Estudos recentes tém mostrado, a
partir de recombinagdo genética especifica, o destino final dos condrdcitos hipertréficos. Estas
pesquisas comprovam que algumas destas células também sdo capazes de se tornar osteoblastos,
sugerindo a plasticidade da linhagem condrogénica (Yang et al., 2013; Zhou et al., 2014; Park
et al., 2015; Tsang et al., 2015).

A maior parte dos condrécitos da borda inferior da zona hipertrofica é removida por apoptose,
particularmente quando o glicogénio celular se esgota (Farnum e Wilsman, 1987), ocorrendo
ativacdo das caspases e reducdo da expressdo do fator anti-apoptoético Bcl-2 (Staines et al.,
2013). Ocorre também a formacao de vesiculas de matriz ligadas a membrana dos condrdcitos
hipertréficos, as quais contém uma combinacao especifica de proteinas envolvidos no processo
de mineralizagdo, incluindo anexinas, as quais medeiam a captacdo de calcio, transportadores de
fosfato e promovem a precipitacdo de cristais de hidroxiapatita. E este processo cursa também
com baixa tenséo de oxigénio (Eerden et al., 2003; Gohr, 2004; Sasaki et al., 2012).

As proteinas que promovem a mineralizacdo, como a fosfatase alcalina, também séo
encontradas na zona hipertréfica, desta forma, a matriz desta zona eventualmente torna-se
mineralizada e atua como molde para a sintese de tecido dsseo trabecular (Adams et al., 2007).
Uma vez mineralizada, a matriz da cartilagem em torno dos condrécitos hipertroficos é
reabsorvida e esta acdo é dependente particularmente da atividade da MMP13. Ha ainda maior
expressdo de VEGF pelos condrécitos hipertréficos, permitindo a invasdo de vasos sanguineos
(Eerden et al., 2003; Stickens, et al., 2004), que fornecem suporte para 0 recrutamento das
células envolvidas na reabsorcdo da cartilagem e na sintese de matriz dssea. Assim,
subsequentes ciclos de substituicdo dos condrdcitos hipertréficos por matriz 6ssea neoformada
permitem o crescimento longitudinal do osso (Staines et al., 2013).

Embora a invasdo de vasos sanguineos seja necessaria, ¢ desconhecido se a apoptose dos
condrdcitos hipertroficos funciona como estimulo para o recrutamento de vasos sanguineos e de
células especializadas ou, se a prépria invasdo de vasos sanguineos é a sinalizacdo para a morte
dos condrdcitos (Gerber et al., 1999). Estes eventos interconectados de hipertrofia,
mineralizagdo, apoptose de condrocitos, invasdo vascular e recrutamento de osteoblastos sdo
responsaveis pela substitui¢do da cartilagem por 0sso. Esse novo 0sso gerado, a partir das placas

32



de crescimento, permite o crescimento 6sseo longitudinal (Crombrugghe et al., 2001; Koedam
et al., 2002; Ballock e O"Keefe, 2003; Nilsson et al., 2005).

A formacao e o crescimento 6sseos sdo controlados principalmente pelas taxas de proliferacdo e
hipertrofia dos condrdcitos da placa epifisaria (Hunziker, 1994; Ballock e O'Keefe, 2003).
Fatores hormonais, como o GH, o IGF e os HTs atuam diretamente na placa epifiséaria e
estimulam o crescimento longitudinal do osso pelo recrutamento das células da zona de repouso
para a zona proliferativa (Nilsson et al., 2005). O descontrole destes processos pode resultar em
diferentes doengas, tais como as condrodisplasias (Mundlos e Olsen, 1997; Zelzer e Olsen,
2005; Liu et al., 2015) ou mesmo os tumores condrogénicos (Aigner, 2002; Beier, 2005).

O crescimento continua até a maturidade sexual, quando a proliferacdo dos condroblastos cessa
e ha fusdo entre a epifise e a metéfise e desaparecimento da placa epifisaria (White e Wallis,
2001). A parte externa do osso € formada por uma camada espessa e densa de tecido Gsseo
compacto, o cortex, que limita o canal medular na diéfise, onde as células hematopoiéticas da
medula 6ssea estdo alojadas. Na metéfise e epifise, 0 cOrtex torna-se progressivamente mais fino
e 0 espaco interno é preenchido por uma rede de trabéculas mineralizadas formando o 0sso
esponjoso ou trabecular. Os espacos delimitados por estas trabéculas também estdo preenchidos
por células da medula 6ssea e sdo continuos com a cavidade medular diafisaria. Desta forma,
resta apenas uma fina camada da cartilagem articular, que recobre a superficie das epifises
6sseas (Figura 2E) e permanece ao longo da idade adulta, protegendo o 0sso subjacente e
proporcionando a articulacdo dos 0ssos. (Baron, 2008).

3. Mecanismos regulatérios, genes e fatores de crescimento envolvidos na formacéo e
crescimento 0sseos endocondrais

Um importante desafio na morfogénese esquelética é o preciso controle do crescimento, que é
necessario para criar as propor¢fes funcionais do esqueleto (Staines et al., 2013). Algumas
moléculas envolvidas na formacdo dssea endocondral, ou seja, no periodo pré-natal, também
sdo expressas durante o crescimento dsseo poOs-natal, sugerindo que esses processos sejam
controlados por fatores similares (Eerden et al., 2000). Para que estes eventos ocorram é
necessario um equilibrio temporal e espacial entre a sintese e a degradacdo da matriz
extracelular, proliferacdo e apoptose de condrécitos, além da vascularizacdo e mineralizacdo
(White e Wallis, 2001; Adams et al., 2007).

As mudancgas sequenciais no comportamento dos condroblastos e condrocitos sdo fortemente
reguladas por fatores sistémicos e locais, os quais ativam a sinalizac&o intracelular e a sintese de
fatores de transcricdo especificos para os condroblastos. Numerosas moléculas tém sido
implicadas como reguladores destes processos, como os fatores sistémicos que controlam o
comportamento dos condrécitos nas cartilagens de crescimento, representados pelo hormdnio do
crescimento e pelos hormdnios da tireoide. Além deles, os fatores locais incluem o Ihh e seu
receptor patched (Ptc), o PTHrP, FGFs e seu receptor FGFR, IGFs, os retinoides e os
componentes da matriz cartilaginosa (Lanske et al., 1996; Kronenberg, 2006; Adams et
al.,2007; Mackie et al.,2008).

Os fatores de transcricdo que desempenham agdo critica no controle da expressdo génica dos
condrdcitos incluem o Runx2 e o Sox9. Além disso, a invasdo da matriz da cartilagem pelos
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vasos sanguineos é dependente da sua reabsor¢do pelas metaloproteinases da matriz (\Vortkamp
et al.,1998; DeLise et al.,2000; Crombrugghe et al.,2001; Adams et al., 2007; Mackie et al.,
2008; Degnin et al., 2010).

3.1 Controle da proliferacao e diferenciacdo dos condroblastos e condrdcitos
3.1.1 Fator de transcrigdo Sox9

A familia de fatores de transcricdo Sox (Sry-type high mobility group box) tem funcdes
essenciais em diversos processos do desenvolvimento, incluindo a determinacdo do sexo, a
inducdo neural e a esqueletogénese. Caracteriza-se ainda por apresentar um grupo de alta
mobilidade, o HMG-box, que é capaz de curvar o &cido desoxirribonucleico (DNA) para
facilitar as interacbes dos amplificadores com as regiGes promotoras distantes do gene alvo
(Crombrugghe et al., 2001; Akiyama et al., 2002).

O Sox9 esta relacionado aos eventos iniciais que ocorrem durante a formacdo do esqueleto,
sendo um determinante da diferenciacdo dos condroblastos (Wright et al.,1995). O padrdo de
expressao embrionaria do Sox9 revela maior associacdo entre 0 aumento da expressao de RNA
mensageiro (MRNA) de Sox9 com os eventos precoces da formacdo esquelética. Em
camundongos, é observada expressdo deste fator no mesénquima que forma o cranio, no
escler6tomo dos somitos e nas areas de condensacdo mesenquimal dos membros (Wright et al.,
1995; DeL.ise et al., 2000).

O Sox9 ja foi identificado também nos condrdcitos da zona de repouso, de proliferacdo e nos
condrdcitos pré-hipertréficos da placa epifisaria. No entanto, ndo ha expressdo de Sox9 na zona
hipertréfica da placa epifisaria (Wright et al.,1995; Kronenberg, 2003; Tsumaki e Yoshikawa,
2005; Abarca-Buis et al., 2006; Degnin et al., 2010). Sabe-se ainda que o Sox9 também é
expresso em tecidos ndo esqueléticos, como a notocorda, tubo neural, cérebro e nas gbnadas em
desenvolvimento (Lefebvre et al., 1998).

Em camundongos, a inativagdo do Sox9 nos brotos dos membros antes da condensacao
mesenguimal resulta na completa auséncia dos membros. No entanto, os marcadores para 0s
diferentes eixos de sinalizacdo dos membros apresentaram um padrdo normal de expressdo
(Akiyama et al., 2002). Ja a inativacdo pds-natal do Sox9, tem como consequéncia o
crescimento reduzido dos 0ssos, caracterizado pela diminuicdo da proliferacdo, aumento da
morte celular e desdiferenciagdo de condrdcitos da placa epifisaria. A desdiferenciacédo refere-se
a perda gradual de marcadores moleculares que definem o condrécito ja diferenciado, como os
glicosaminoglicanos, colageno Il e agrecan, enquanto adgquirem maior expressao de coladgeno | e
IX (Benya et al., 1978; Caron et al., 2012). A inativacdo pos-natal do Sox9 também reduz
drasticamente o teor de proteoglicano sulfatado e agrecan na cartilagem articular, reafirmando o
papel do Sox9 no controle fisioldgico dos tecidos cartilaginosos (Henry et al., 2012).

A importancia do Sox9 no desenvolvimento do esqueleto é claramente demonstrada pela
identificagdo do seu papel na desordem esquelética humana, denominada displasia campomélica
(DC). Esta evidéncia foi comprovada a partir da associa¢do de muta¢fes no gene Sox9 com esta
doenga genética rara, caracterizada por hipoplasia da maior parte dos ossos derivados da
formagdo Ossea endocondral (Foster et al., 1994; Meyer et al., 1997). Ocorrem mutagdes
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heterozigdticas localizadas na regido do cromossoma 17924 (Foster et al., 1994). Em individuos
com DC ha elevada taxa de mortalidade no periodo neonatal por insuficiéncia respiratoria
devido ao estreitamento do térax e hipoplasia dos pulmdes e das vias respiratorias (Houston et
al., 1983). Clinicamente sdo observados 0ssos longos curvos e defeitos craniofaciais (Jo et al.,
2014; Karaer et al., 2014).

Durante a formagéo e o crescimento endocondrais, 0 Sox9 apresenta interacdo com diversos
genes que codificam proteinas que compde ou interagem na cartilagem, inclusive com fatores de
transcricdo e moléculas de sinalizagdo que participam na regulacdo da diferenciacdo de
condroblastos e condrécitos (Akiyama et al., 2002; Oh et al., 2010). O Sox9 é coexpresso com
outros dois membros da familia Sox, o L-Sox5 e 0 Sox6, que em conjunto sdo necessarios para
a proliferacdo dos condroblastos e para a progressao ordenada da hipertrofia, bem como para o
controle da expressdo de genes especificos da cartilagem, como o Col2al, Col9al, Colllal e
agrecan (Lefebvre e Smits, 2005; Han e Lefebvre, 2008; Lin et al., 2014). Este fator esta ainda
associado com o controle da ossificagdo endocondral, uma vez que juntamente com o PTHIP,
inibe a transicdo para condrécitos hipertréficos (Huang et al., 2001; Akiyama et al., 2002;
Leung et al., 2011). Desta forma, a auséncia de expressdo de Sox9 esta associada ao aumento na
espessura das zonas hipertréficas e a mineralizagdo prematura (Crombrugghe et al., 2001).

Na placa epifisaria fetal, 0 Sox9 é altamente expresso em condrécitos das zonas de proliferacdo
e pré-hipertrofica, entretanto diminui abruptamente na zona hipertréfica, sugerindo que a baixa
expressao de Sox9 nos condrdcitos hipertréficos seja um passo necessario para iniciar a
transicdo de cartilagem para 0sso (Leung et al., 2011; Dy et al., 2012; Tsang et al., 2014). Desta
forma, foi demonstrado que camundongos transgénicos com superexpressdo de Sox9 na zona de
hipertrofia da placa epifisaria apresentam falha na formagdo da medula 6ssea, baixa expressao
de VEGFA, MMP13 e osteopontina na placa epifisaria. Sendo assim, a auséncia de expressao
de Sox9 na zona hipertrofica normal sugere que a regulacdo negativa do Sox9 € essencial para
permitir a invasdo vascular e o crescimento dsseo, sendo este um importante inibidor da
penetracdo vascular da cartilagem de crescimento (Hattori et al., 2010).

3.1.2  Fator de transcricdo Runx2

A familia Runx possui trés fatores de transcricdo, 0 Runxl, Runx2 e Runx3, que sao
importantes para diferentes linhagens celulares. O Runxl (AML1/Cbfa2) é essencial para a
diferenciacdo das células tronco hematopoiéticas e esta envolvido na leucemia mieloide aguda,
pois € considerado um gene supressor de tumores mieloides (Goyama et al., 2013). O Runx3
(Cbfa3/AML2) desempenha papel importante na regulacéo do crescimento de células géstricas e
na neurogénese e esta relacionado com neoplasias gastricas malignas (Komori, 2011).

O Runx2, também conhecido como Cbfal ou AML3, desempenha importantes fun¢es na
formagdo 6ssea, sendo fundamental para a diferenciacdo das células mesenquimais progenitoras
em osteoblastos (Ducy et al., 1997; Komori, 2005). Além disso, estimula a diferenciacdo dos
condroblastos, os quais se destinardo & formacdo do molde cartilaginoso para a invaséo
subsequente por osteoblastos e sintese de matriz dssea. Portanto, pode-se afirmar que assim
como a formag&o da cartilagem é responsiva ao Sox9, a formagao Gssea é responsiva ao Runx2
(Crombrugghe et al., 2001; Adams et al., 2007).
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O Runx2 é expresso em todos os osteoblastos e células do periosteo (Ducy et al., 1997; Stricker
et al., 2002), bem como em condrdcitos desde os estdgios inicias de hipertrofia até a
diferenciacdo terminal, influenciando a composi¢do da matriz celular (Inada et al., 1999; Kim et
al.,1999; Mackie et al., 2008). Também é expresso em células do pericondrio durante a
esqueletogénese (Stricker et al., 2002; Hinoi et al.,2006). Os genes Runx2 e Runx3 sdo
coexpressos em areas de condensacdo mesenquimal que formardo a cartilagem e juntos sdao
importantes para a diferenciacdo de condrdcitos nas fases iniciais da esqueletogénese (Stricker
et al.,, 2002) (Figura 4). Estes genes estdo também associados durante a fase tardia da
diferenciacdo dos condrécitos (Komori, 2011), entretanto a expressdo de Runx3 é ausente em
osteoblastos (Stricker et al., 2002).

Atuacao do Runx
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RUNX2 R RUNX2
Pré- Osteoblasto Rskeamite
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RUNX2 g T RUNX2 Condrdcito hipertréfico
RUNX3  hipertréfico  piynx3 Terminal
Col10
— Indugdo RUNX2 MMP13
Inibicdo
RUNX2

Figura 4. Atuacdo do Runx durante a diferenciacdo osteogénica e condrogénica. Modificado de Komori et
al., 2010.

Em camundongos, a proteina Runx3 é expressa em condrocitos pré-hipertréficos, pericondrio e
em células hematopoiéticas da esponjosa primaria (Soung et al., 2007). A perda da fungdo de
Runx3 em camundongos ndo foi associada a nenhuma alteragdo esquelética. Ja a perda
simultanea das fungbes de Runx2 e Runx3 induz atraso intenso da formag&o da cartilagem nos
esqueletos apendicular e axial, quando comparadas com a delegdo isolada de Runx2 (Yoshida et
al., 2004).

MutacBes no gene Runx2/Cbfal sdo responsaveis por uma alteragdo denominada displasia
cleidocraniana, que é uma doenca autossdmica dominante caracterizada por multiplas
anormalidades 6sseas, como hipoplasia de claviculas e baixa estatura, persisténcia da fontanela
e dentes supranumerarios (Mundlos et al., 1997; Stricker et al., 2002; El-Gharbawy et al.,
2010). As cartilagens embrionarias de humanos com esta doenga apresentam reducéo da placa
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epifisaria e menor expressao de mMRNAs que codificam MMP13 e coldgeno X, indicando que o
colageno X é um alvo transcricional do Runx2 (Adams et al.,2007). O Runx2 parece também
influenciar a expressdo de outros genes, como a osteocalcina em osteoblasto (Inada et al., 1999;
Kim et al., 1999) e o osterix em condrécitos pré-hipertréficos e em osteoblastos (Nakashima et
al., 2002).

O Runx2 contribui ainda para o ciclo de feedback Ihh/PTHTrP, pois ativa o promotor ihh e assim
estimula a expressdo de Ihh (Yoshida et al., 2004). J& o PTHrP inibe a expressao de Runx2,
favorecendo a capacidade do PTHrP em atrasar o processo de hipertrofia dos condrdcitos (Guo
et al., 2006). Portanto, 0 Runx2 desempenha importante funcdo na manutencao do equilibrio no
processo de hipertrofia de condrécitos das cartilagens de crescimento (Mackie et al., 2008).

Além disso, 0 Runx2 parece aumentar a expressao de VEGF nos condrécitos hipertroficos, o
que promove a invasdao dos vasos sanguineos na placa epifisaria. Em condrdcitos, a
superexpressao de Runx2 aumenta a transcricdo de mRNA e a sintese protéica de VEGF (Zelzer
et al., 2001; Zelzer et al., 2004). Em embrides de galinha, a superexpressdo de Runx2 resulta na
fusdo de maltiplas articulacdes, alargamento dos 0ssos do carpo e encurtamento de alguns 0ssos
longos (Stricker et al., 2002).

Diversos estudos tém demonstrado alteracfes decorrentes da delecdo do gene Runx2. Ja foi
descrito que a delecdo deste fator pode reduzir intensamente a diferenciacdo de condrdcitos,
osteoblastos e osteoclastos com auséncia das formacGes dsseas endocondral e intramembranosa
(Otto et al., 1997; Stricker et al., 2002). Pode-se observar camundongos com esqueleto
cartilaginoso, ou seja, com total auséncia de osteoblastos e de matriz 6ssea (Komori et al., 1997;
Otto et al.,1997), auséncia de invasdo da zona hipertrofica por vasos sanguineos (Kim et al.,
1999; Inada et al.,1999) e menor expressdo de receptores para VEGF nas células do pericondrio
(Zelzer et al., 2001).

A menor expressdo de VEGF associada a menor expressdo de Runx2 pode ser uma das razfes
para a reducdo na hipertrofia dos condrdcitos, na formacdo 6Ossea e na mineralizacdo da
cartilagem, sugerindo que o Runx2 é um regulador positivo da diferenciacdo de condrécitos e da
invasdo vascular (Maes et al., 2002; Dai e Rabie, 2007; Conen et al., 2009). Entretanto a
delecdo de Runx2 em osteoblastos ja comprometidos com a diferenciacdo ndo resulta em
letalidade fetal e 0s 0ssos sdo indistintos quando comparados com os de camundongos controle
ao nascimento. Porém, os camundongos knockout de Runx2 passam a apresentar reducdo da
massa Gssea no primeiro més de vida, mostrando a importancia da expressdo deste fator no
periodo pds-natal para a sintese e mineralizacdo da matriz 6ssea (Adhami et al., 2014).

3.1.3 Peptideo relacionado ao paratorménio (PTHrP) e indian hedgehog (lhh)

O peptideo relacionado ao paratormdnio (PTHrP) e a molécula de sinalizacdo Indian hedgehog
(Ihh) sdo necessarios para o crescimento 0sseo, pois participam do controle da proliferacéo e da
diferenciacdo dos condrdcitos e dos osteoblastos, ou seja, atuam na gradativa substituicdo da
cartilagem por tecido 6sseo (Vortkamp et al., 1998; Schipani e Provot, 2003; Kronenberg, 2006;
Adams et al.,2007; Degnin et al., 2010; Goltzman, 2010).
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O PTHrP é um fator parécrino sintetizado em diversos tecidos e cuja estrutura é homologa ao
paratorménio (PTH), com semelhanga estrutural em uma porcdo da regido amino-terminal.
Ambos se ligam a um receptor comum, o PTH/PTHrP-R, cuja expressdo é baixa nos
condrdcitos da zona proliferativa e elevada nos condrécitos pré-hipertroficos (Lanske e
Kronenberg,1998; Kim et al., 2008). A alta similaridade no dominio funcional faz com que o
PTH e PTHrP sejam igualmente potentes na inibicdo da hipertrofia dos condrécitos (Zhang et
al., 2012). O PTHrP foi identificado pela primeira vez em pacientes com sindromes
paraneoplasicas, como a hipercalcemia da malignidade, na qual era observada hipercalcemia e
hipofosfatemia decorrente do aumento de PTHrP (Juppner et al., 1991). Nas placas de
crescimento, reduz a taxa de expressao do gene p57 (MacLean et al., 2004; Kim et al., 2008) e
ativacdo dos condrécitos da zona de repouso, os quais irdo para a fase de proliferacdo
(Kronenberg, 2006).

A anélise da delecdo do gene que codifica o PTHrP em camundongos sugere algumas hipéteses
para o papel deste fator no desenvolvimento do esqueleto. O PTHrP parece ser necessario para a
proliferagdo de condrécitos normais. Assim, sua auséncia, caracteriza-se por reducdo intensa no
tamanho das placas de crescimento e desorganizacdo das zonas da placa dos ossos longos e
reducdo do tecido 6sseo trabecular da esponjosa primaria (Burch e Lebovitz, 1983; Koike et al.,
1990). Camundongos com auséncia do gene que codifica o PTHrP morrem logo ap6s o
nascimento. Os fetos com 18,5 dias apresentam graves alteracdes no esqueleto, com fen6tipo
condrodisplasico, caracterizado por focinho e mandibula curtos, lingua saliente, estreitamento
da cavidade toracica, membros curtos e desproporcionais, além de ossificacdo e mineralizacao
precoces. Entretanto, a auséncia de PTHrP nos estagios iniciais da formacdo Ossea,
aparentemente nao altera a condensacdo de células tronco mesenquimais, sendo observadas as
primeiras anormalidades aos 14,5 dias embrionarios, coincidindo com o aparecimento dos
centros de ossificacdo primarios (Karaplis et al.,1994).

Culturas de células tronco mesenquimais em meio condrogénico e tratadas com diferentes doses
de PTHrP demonstram um efeito dose dependente na inducdo da condrogénese. Nas doses mais
baixas, a hipertrofia dos condrécitos é favorecida quando comparada ao meio padrdo. Entretanto
em doses muito elevadas, ha inibi¢cdo da condrogénese nas fases mais tardias, sendo observada
reducdo na expressao de marcadores condrogénicos, como o colageno Il, colageno X e fosfatase
alcalina (ALP) (Mueller et al., 2013). Em contraste, na administracdo simultadnea de TGF-B e
PTHrP, apesar da reducdo de colageno X, ha aumento do colageno Il (Weiss et al., 2010).

Por outro lado, a superexpressao de PTHrP em condrdcitos de ratos leva ao atraso na maturacéo
de condrocitos e na formacdo dssea, fazendo com que esses animais apresentem o esqueleto
completamente cartilaginoso ao nascimento (Weir et al., 1996). Aumenta ainda a expressdo de
Bcl-2, uma proteina anti-apoptética, inibindo a morte celular por apoptose e alterando a
arquitetura da placa epifisaria (Chung et al., 1998). J& a delec&o do receptor para PTH/PTHrP-R
em camundongos resulta em um fendtipo letal, caracterizado por displasia do esqueleto, com
maturagdo prematura dos condrocitos e excessiva formacgdo 0ssea ao nascimento (Karaplis et
al., 1994; Lanske et al., 1996).

A ligacdo do PTHrP ao seu receptor ativa a proteina quinase A que fosforila varias proteinas
alvo, incluindo o fator de transcricdo Sox9. Como consequéncia, ao regular a fosforilagdo do
Sox9, ha reducdo na diferenciagdo terminal e promocédo da transcricdo de genes especificos da
cartilagem, como o que codifica o colageno Il (Huang et al., 2001). Além disso, o PTHrP
diminui a sintese do Runx2 que é necesséria para a diferenciagdo terminal dos condroblastos na
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maioria dos 0ssos (Adams et al., 2007; Kim et al., 2008) e suprime também a expressao de Ihh,
que é essencial para o crescimento dsseo (Kronenberg, 2006).

O gene que codifica o0 hedgehog foi identificado pela primeira vez na Drosophila melanogaster
e foi nomeado a partir de fen6tipos mutantes de seus embrides, 0s quais apresentavam cerdas
desorganizadas semelhantes a espinhos de ouri¢os (Nusslein-Volhard e Wieschaus, 1980). Nos
mamiferos, a familia de ligantes hedgehog possui trés proteinas homélogas, Ihh, sonic hedgehog
(Shh), e desert hedgehog (Dhh) (YYang et al., 2015). Todos os trés se ligam ao Ptc, uma proteina
transmembrana, e liberam o co-receptor Smoothened (Smo) que medeia as acgdes celulares do
hedgehog (Nakamura et al., 2015). O Ihh e o Shh est&o relacionados aos processos de formagéo
e crescimento endocondral. O Shh atua principalmente nos estagios iniciais do desenvolvimento
6sseo. J& o Ihh age nos eventos mais tardios da formacéo endocondral (Kronenberg, 2003) e tem
sido descrito como um dos principais fatores que controla as vias moleculares durante a
formacdo endocondral (Karp et al., 2000; Botelho et al., 2015).

As moléculas de lhh sdo secretadas por condrécitos pré-hipertréficos e controlam o ritmo da
proliferacdo de condrécitos quiescentes, ou seja, atuam na transicdo de condrécitos pré-
hipertroficos para condrdcitos hipertréficos até o fim da fase de hipertrofia (Mak et al., 2008). O
Ihh é ainda essencial para a diferenciacdo dos osteoblastos nos ossos com formacao endocondral
a partir das células do pericondrio, sinalizando o local onde as células mesenquimais se
diferenciardo em osteoblastos, independente dos sinais do PTHrP (Karp et al., 2000).
Camundongos Ihh™ apresentam desenvolvimento 6sseo normal até a fase de condensagio
mesenqguimal, posteriormente desenvolvem graves anormalidades no crescimento 6sseo (Long
et al.,, 2001). Ha reducdo intensa na proliferacdo de condrdcitos, maturacdo anormal dos
condrdcitos e auséncia de osteoblastos maduros (St-Jacques et al.,1999). Além disso, o bloqueio
da atividade de Ihh pode alterar os niveis de expressdo de Runx2 e Runx3, havendo reducéo de
ambos no periodo embrionario (Kim et al., 2013). Isto demonstra que a sinalizacdo de lhh é
necessaria para manter a alta taxa de proliferagdo de condrdcitos durante o crescimento dos
0ssos longos de mamiferos nas fases inicias da formacgéo e do crescimento endocondrais (St-
Jacques et al., 1999).

Recentemente, foram identificados novos agonistas das proteinas Hedgehog (Hh), as moléculas
Hh-Ag 1.3 e Hh-Ag 1.7, as quais ativam a expressdo de Glil, um alvo de sinalizacdo de Hh,
com capacidade de promover a diferenciacdo de linhagens de células tronco mesenquimais em
osteoblastos, mesmo com a delecdo do fator de transcricdo Runx2 (Nakamura et al., 2015). Hh
atua também sinergicamente com a BMP2 e estimula a diferenciacdo de células tronco
mesenguimais em osteoblastos (Nakamura et al., 2014).

O PTHrP e o Ihh também estabelecem um ciclo de feedback negativo, cujo objetivo é regular a
maturagdo dos condrdcitos e a hipertrofia de forma coordenada (Wallis, 1996; Yang et al.,
2015). O PTHTrP difunde-se para a regido da placa epifisaria para promover a proliferagdo de
condrdcitos que ao sairem do ciclo celular sofrem hipertrofia, reduzindo a expressao de PTHrP
para um valor abaixo do nivel critico (Yang et al., 2015). O lhh é expresso nos condrdcitos pré-
hipertréficos e regula o inicio da hipertrofia do condrdcito pelo controle da expressdo do
PTHrP-R. J4 a ativagdo do PTHrP pelo Ihh resulta na inibi¢cdo da conversdo dos condrocitos
pré-hipertréficos em condrécitos hipertroficos, mantendo os condrdcitos em estagio
proliferativo (Lanske et al., 1996; Vortkamp et al., 1996; St-Jacques et al., 1999).
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3.1.4 Fatores de crescimento fibroblastico (FGFs)

Os fatores de crescimento fibroblastico (FGFs) constituem uma familia de pelo menos 23
polipeptideos nos mamiferos, sendo os ligantes agrupados em subfamilias baseado em
diferengas na homologia e filogenia de suas sequéncias, FGFs canbnicos (FGF1-10, 16-18, 20,
22), FGFs similares a hormonios (FGF15/19, 21, 23) e FGFs intracelulares (FGF11-14) (Dennin
et al., 2010). Estes fatores exercem funcdes essenciais tanto no processo de ossificacdo
endocondral quanto intramembranoso (Ornitz e Marie, 2015).

Os FGFs séo fatores paracrinos que, apos a liberacdo pelas células, induzem sinais em células
vizinhas ou distantes e modulam inimeros efeitos bioldgicos (Harmer et al., 2004). Ligam-se e
ativam com alta afinidade os quatro diferentes receptores de tirosina quinase transmembrana, os
receptores dos fatores de crescimento fibroblastico (FGFRs 1-4), os quais medeiam a ativacao
de maltiplas vias de transducdo de sinal (Colvin et al., 1999; Ornitz e Marie, 2002; Chen e
Deng, 2005; Ornitz e Marie, 2015). A sinalizacdo FGF/FGFR é importante para a regulacdo da
formacdo Gssea pré-natal e pés-natal, sendo sintetizados desde os estagios iniciais da formacdo
6ssea até a remodelacdo 6ssea no individuo adulto (Ornitz e Marie, 2002; Marie, 2003).

Em diversas espécies, incluindo a humana, o FGF-1 e o FGF-2 sdo encontrados na zona
proliferativa e na porgao superior da zona hipertréfica da placa epifisaria (Gonzalez et al., 1990;
Gonzalez et al.,1996). A superexpressdo do FGF-2 em camundongos pode resultar em
encurtamento e achatamento dos ossos longos e redugdo da zona hipertrofica (Coffin et
al.,1995). A injegdo sistémica de FGF-2 em ratos em crescimento tem como consequéncia o
aumento na espessura da placa epifisaria, com achatamento dos condrdcitos na porcao inferior
da zona hipertrofica e separacdo das colunas na zona proliferativa. Pode-se observar ainda
inibicdo da invasdo vascular e da reabsorcdo da matriz cartilaginosa pela menor expressdo de
MMP13 pelos condrdcitos hipertroficos (Nagai e Aoki, 2002). O FGF-2 também tem papel pré-
angiogénico, uma vez que acelera a invasdo vascular, modula a osteoblastogénese e o
recrutamento de osteoblastos e regula a diferenciacdo terminal dos condrdcitos, mantendo o
crescimento celular continuo e impedindo a diferenciacdo prematura (Carlevaro et al., 2000;
Dailey et al., 2005; Su et al., 2008).

Além disso, os FGFs podem aumentar a expressao do Sox9, tanto em condrécitos quanto nas
células mesenquimais indiferenciadas, sendo esta regulacdo positiva mediada pela proteina
quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (Murakami et al., 2000; Yu e Ornitz, 2007). Esta é a via
de sinalizacdo mais predominantemente ativada pelos FGFRs durante o desenvolvimento
embrionario, cujo principal efeito é na proliferacdo celular, promovendo entrada na fase S do
ciclo celular (Turner e Grose, 2010; Goetz e Mohammadi, 2013). Ja 0 FGF23 age indiretamente
como um hormonio e esta associado ao processo de mineralizagdo endocondral regulando a
homeostase do fosfato (Ornitz e Marie, 2015).

Apos a secregdo, os FGFs ficam presos na matriz extracelular da qual s&o liberados pela acéo de
heparinases, proteases ou proteinas de ligacdo especificas ao FGF (FGFBP). As FGFBPs ligam
0 FGF aos proteoglicanos presentes na superficie celular que estabilizam a interacdo do ligante
FGF com os receptores especificos FGFR (Ori et al., 2008). Diferencas na composi¢do e na
estrutura dos proteoglicanos parecem alterar a sinalizagdo do FGFR (Schlessinger et al., 2000).
A distribuicdo dos FGFRs na cartilagem de crescimento pode diferir entre as espécies de
mamiferos (De Luca e Baron, 1999). Muta¢cBes nos FGFRs podem afetar a condensacéo
mesenquimal com consequentes alteragdes morfoldgicas do esqueleto. Em humanos podem
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resultar em formas de acondroplasias (Horton et al., 2007), pois o gene Fgfr2 ¢ um dos
primeiros a regular positivamente a condensacgao das células mesenquimais (Peters et al.,1992).

O FGFR3 possui fungBes contréarias que dependem da fase de desenvolvimento. No inicio da
formagdo do esqueleto, o FGFR3 promove proliferacdo de condrécitos na placa epifiséaria,
entretanto ap6s o nascimento, torna-se um regulador negativo da placa epifisaria e inibe a
proliferacdo e a diferenciacdo terminal de condrdcitos, bem como a sintese de matriz por estas
células (Kronenberg, 2003; Ornitz, 2005). Esta regulacdo negativa esta associada com a inibicao
da sinalizacdo de hedgehog e da expressdo da BMP4 (Nagai e Aoki, 2002). As funcdes do
FGFR1 e do FGFR2 sdo bem menos caracterizadas com relagdo ao crescimento endocondral,
quando comparadas as do FGFR3 (Dening at al., 2010). Nos estagios iniciais da formacédo
endocondral, foi detectada expressdo de FGFR1 ao redor das células mesenquimais e expressao
de FGFR2 na periferia das células em condensac¢do (Ornitz, 2005). No osso maduro, o FGFR-1
e FGFR-2 sdo expressos no pericondrio (Peters et al., 1992) e na placa epifisaria. O FGFR-1 é
também expresso em condrécitos articulares (Lazarus et al., 2007).

3.2 Controle da atividade apoptética

A apoptose é uma forma de morte celular que pode ser ou patolégica caracterizada por
alteracGes na morfologia celular, como redu¢do no tamanho e na integridade das membranas e
das organelas, intensa condensacdo da cromatina e fragmentacdo do nicleo e do citoplasma em
vesiculas denominadas corpos apoptéticos, 0s quais sdo removidos por células fagociticas (Kerr
et al.,1972).

Este processo ndo serve apenas para regular os estagios finais do ciclo de vida dos condrdcitos,
mas também para determinar a taxa de condrécitos que entrardo no processo de maturacao
(Shapiro et al., 2014). Sem a morte destas células por apoptose, a placa epifisaria aumentaria de
volume e 0 0ssO apresentaria caracteristica condroide, com baixas propriedades mecanicas,
fisicas e estruturais (Adams e Shapiro, 2002). Desta forma, a apoptose dos condrocitos
hipertréficos da placa é essencial para que ocorra a transicdo da condrogénese para a
osteogénese (Goldring et al., 2006), além de ser crucial no esqueleto pés-natal e adulto para a
remodelacdo dssea fisioldgica e reparo 6sseo (Horton Jr. et al., 1998; Hock et al., 2001; Magne
et al., 2003).

Duas vias de sinalizacdo da apoptose sao descritas, a via intrinseca e mediada pela mitoc6ndria
e a via extrinseca. Esta ultima apresenta varios estimuladores, em sua maioria, receptores de
membrana como o fator de necrose tumoral (TNF) e o seu receptor, CD95 (Fas/Apo-1),
TRAMP, TRAIL e DR6 (Hajra e Liu, 2004; Petdk e Houghton, 2001). Ambas as vias de
sinalizacdo sdo reguladas por caspases (Hail et al., 2006). A apoptose esta ativa durante a
embriogénese e fornece um mecanismo para remover células e auxiliar na formagao dos tecidos
e 6rgdos. Quando h& perda do controle do processo apoptético, doengas, malformacgdes e até
mesmo a morte podem ser observadas (Shapiro et al., 2005).

Durante a ossificagdo endocondral, os condrocitos hipertroficos devem ser removidos e
substituidos por células da linhagem osteogénica. Diversas evidéncias sugerem que 0s
condrocitos hipertroficos sofrem apoptose. Esta conclusdo é baseada na deteccdo de
caracteristicas moleculares associadas ao processo de apoptose, como fragmentacdo do DNA,
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ativacdo das caspases e reducdo da expressdo de Bcl-2 (Adams e Shapiro, 2002; Mackie et al.,
2011). As proteinas que regulam a apoptose sdo predominantemente expressas nas zonas
proliferativa e hipertréfica (Amling et al., 1997; Adams e Shapiro, 2002; Staines et al., 2013).

A ativacdo da apoptose dos condrocitos € regulada por diversos fatores especificos presentes na
zona juncional entre a cartilagem calcificada e o 0sso, como os elevados niveis de célcio
intracelular, o acido retinoide e a vitamina D (Shapiro et al., 2005). Os niveis de fosfato
inorganico (Pi) aumentam na matriz extracelular nas células das zonas proliferativa e
hipertrofica da placa epifisaria e atingem niveis mais elevados na zona terminal de diferenciagdo
dos condrécitos. Distlrbios na homeostase do Pi podem levar & ossificagdo endocondral
anormal, sugerindo que o Pi extracelular é um regulador da apoptose dos condrdcitos da placa
epifisaria e consequentemente, do crescimento (Kim et al., 2010). O Pi estimula a apoptose de
células condrogénicas pela diminuicdo da propor¢do do mRNA para Bcl-2/Bax. Ha também
fragmentacdo do DNA e aumento da expressao de caspase 3, além de aumento da expressao de
colageno X (Magne et al., 2003). A Bcl-2 é uma molécula anti-apoptética, expressa em
condrécitos das zonas proliferativa e pré-hipertréfica da placa epifisaria. Mas, nos condrdcitos
hipertréficos ha menor expressao de Bcl-2 quando comparadas as demais zonas (Tare et al.,
2008).

Outro fator associado a apoptose dos condrécitos é o fator 1 induzido por hipoxia (HIF-1), cuja
expressao ocorre em niveis mais elevados nos condrécitos hipertroficos. A expressdo deste fator
é responsiva a quantidade de oxigénio do microambiente. Os condrécitos geram energia
metabolica através da glicOlise anaerdbica, uma adaptacdo do ambiente que permite que estas
células sobrevivam com um fornecimento vascular restrito. Quando os valores da pO, ficam
menores que 5%, o HIF-1 é expresso e ativa genes que sdo requeridos para a sobrevivéncia
celular (Shapiro et al., 2005). Desta forma, a inativacdo condicional do gene que codifica o HIF-
1 leva a reducdo da maturacdo dos condrécitos e ao aumento da apoptose (Bohensky et al.,
2007) durante a embriogénese, resultando em letalidade ao nascimento (Schipani et al., 2001).

Algumas pesquisas tém sugerido que os condrécitos hipertréficos sofrem um processo
denominado autofagia, pois em alguns aspectos morfoldgicos, estas etapas de morte celular
diferem tanto da necrose quanto da apoptose (Ahmed et al., 2007; Emons et al., 2009), sendo
inclusive utilizado o termo “condroptose” (Roach et al., 2004). A resposta autofagica é
observada durante condi¢Bes de estresse, tais como esgotamento de nutrientes, hipoxia e
envelhecimento (Srinivas et al., 2009). Este processo foi reconhecido como morte celular
programada tipo Il, que difere da apoptose classica, que € a morte celular programada tipo |
(Shapiro et al., 2014). Os condrdcitos hipertréficos passam a apresentar em seu interior
vesiculas denominadas autofagossomos. Ocorre a imersdo dos componentes citosolicos e das
organelas dentro dos autofagossomos, os quais apresentam membrana dupla e lisossomos
fundidos para degradar as macromoléculas em seu interior (Srinivas et al., 2010) até a completa
autodestruicdo dos condrdcitos, como evidenciado pela presenca de lacunas vazias (Roach et
al., 2004).

Do ponto de vista fisiolégico, a autofagia dos condrdcitos na placa epifisaria é controlada por
fatores como o HIF-1, o HIF-2, a proteina alvo da rapamicina em mamifero (MTOR) e a
proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Enquanto o HIF-1 atua como um sensor
metabolico celular e estimula o fluxo glicolitico dos condrdcitos e a autofagia, o HIF-2 é um
regulador negativo potente da autofagia (Bohensky et al., 2009). A hip6xia promove a
expressdao de HIF-1A e alta atividade glicolitica, com significativa diminuicdo de ATP,
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elevando os niveis de AMP e suprimindo a mTOR, uma serina/treonina quinase que modula a
traducdo e a divisdo celular. A atividade da AMPK é sensivel a muitos sinais metabolicos e ao
estresse no microambiente, incluindo a hipdxia (Shapiro et al., 2014). Em adic¢do, a atividade da
mTOR também é regulada pela AMPK, a qual inibe a ativacdo da sinalizacdo dependente da
mTOR (Phornphutkul et al., 2008).

Aparentemente, o catabolismo das macromoléculas objetiva gerar energia para os condrécitos
hipertroficos em seu microambiente restritivo, aumentando a longevidade da célula (Roach et
al., 2004). Ou seja, a inducdo da autofagia tem por objetivo retardar a morte dos condrocitos até
a concluséo do processo de maturacdo. Isto ocorre, porque o0 adiamento da apoptose e a retencéo
de condrécitos na placa epifisaria impediria sua substituicdo pelos osteoblastos e o crescimento
0sseo entraria em estase (Srinivas et al., 2009). Assim, eventualmente, a autofagia leva a
sensibilizacdo dos condrécitos terminais e acredita-se que mesmo os condrécitos sendo bem
adaptados ao ambiente de hipdxia, a invasdo vascular na juncdo condro-6ssea e a reoxigenacao
dos condrdcitos hipertréficos pode sensibiliza-los a passar pelo processo de morte celular
programada (Shapiro et al., 2005; Shapiro et al., 2014).

3.3 Regulacdo da atividade angiogénica nas cartilagens de crescimento

A vascularizacdo adequada é crucial para a formacdo, crescimento, homeostase e reparo 6sseo.
Durante a formagdo e o crescimento dsseos endocondrais, a progressiva conversao do molde
cartilaginoso, inicialmente avascular, em 0sso é intimamente dependente da neovasculariza¢do
(Maes, 2013). Este processo requer um minucioso controle e equilibrio de moléculas com
potenciais opostos. Diversos achados indicam que os condrécitos sdo capazes de sintetizar tanto
estimuladores quanto inibidores da angiogénese, dependendo do estdgio de diferenciacio
(Carlevaro et al., 2000).

As células que participam deste processo, como o0s condroblastos, osteoblastos e os osteoclastos
devem apresentar uma interacdo funcional com o sistema vascular, sendo inclusive reguladas
por moléculas pro-angiogénicas e anti-angiogénicas (Carrington e Reddi, 1991; Maes, 2013).
Diversas moléculas tém sido implicadas como reguladores positivos da angiogénese, incluindo
0s membros da familia do VEGF, FGF, TGF, fator de necrose tumoral (TNF), Angs, dentre
outras (Dai e Rabie, 2007).

3.3.1 Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

O VEGF é um mitdgeno de células endoteliais codificado em mamiferos por cinco genes
designados VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e pelo fator de crescimento placentario
(PIGF) (Huang e Bao, 2004; Liu e Olsen, 2014). Foi identificado inicialmente como um dos
principais fatores paracrinos tanto para a angiogénese, formacdo de novos vasos sanguineos a
partir de uma rede vascular pré-existente, quanto para a vasculogénese, formacdo de novos
vasos sanguineos a partir da diferenciacdo de angioblastos em células endoteliais (Gonzalez-
Crussi, 1971; Carmeliet et al.,1996; Ferrara et al., 1996).
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Alguns estudos tém demonstrado que o VEGF pode atuar como mediador essencial durante o
processo de formacao e crescimento ¢sseos endocondrais, pois apresenta multiplas fungdes, ndo
apenas na angiogénese do molde cartilaginoso, mas também em diferentes aspectos do
crescimento 6sseo (Zelzer e Olsen, 2005; Dai e Rabie, 2007; Berendsen e Olsen, 2014; Liu e
Olsen, 2014). Este fator é importante para a sobrevivéncia das células endoteliais,
hematopoiéticas, bem como das células das linhagens osteogénica e condrogénica (Berendsen e
Olsen, 2014). Desta forma, o VEGF apresenta funcdo essencial para o desenvolvimento do
esqueleto e para homeostasia 6ssea pos-natal (Ferrara e Davis-Smyth, 1997; Hall et al., 2006;
Yang et al., 2012; Marini et al., 2015).

Durante a traducdo do &cido ribonucleico (RNA) ha retirada dos introns e unido dos exons. Mas
no splicing alternativo, pode haver unides e retiradas em diferentes locais, dando origem a
diversas proteinas codificadas por um mesmo gene. Esse splicing alternativo do transcrito
primario de VEGF gera diversas isoformas de mRNAs, as quais codificam diferentes proteinas
com quantidades variaveis de residuos de aminoacidos (Ferrara e Keyt, 1997). O VEGF murino
apresenta um aminoacido a menos comparado com a isoforma humana correspondente e é
denominado VEGF-A120, VEGFAl144, VEGF-Al164 e VEGF-A188, os quais apresentam
diferentes atividades bioldgicas (Tamayose et al., 1996).

Os efeitos paracrinos do VEGF sdo mediados por receptores especificos de tirosina quinase
(VEGFRs), como o receptor do endotélio vascular-1 (VEGFR1/FIt1) e o receptor do endotélio
vascular-2 (VEGFR2/FIk-1/KDR), os quais sdo expressos em células endoteliais (Deckers et al.,
2000; Dai e Rabie, 2007). Todas as isoformas do VEGF podem se ligar a ambos 0s receptores, e
apesar do VEGF apresentar até 10 vezes mais afinidade com o Fltl do que o FIk-1, este tltimo é
o principal receptor envolvido na sinalizacdo celular pela forte atividade da tirosina gquinase
(Berendsen e Olsen, 2014). A acdo do Flk-1 nos osteoblastos ainda ndo é muito esclarecida,
entretanto estudos in vitro indicam que ele apresenta papel importante na diferenciacdo e na
sobrevida dos osteablastos (Alonso et al., 2008). A ligacdo do VEGF ao receptor Flt-1ndo
parece induzir proliferacdo celular e, ao contrario, acredita-se que a sua funcdo seja
principalmente inibitéria (Shraga-Heled et al., 2007).

Deficiéncias em qualquer receptor para 0 VEGF resultam em letalidade embrionaria (Hall et al.,
2006). Camundongos VEGFR-Y? knockout morrem no oitavo dia embrionario, enquanto
embrides homozigotos VEGF *~ morrem entre 0 11° e 12° dia embrionario em consequéncia das
difusas falhas na vascularizacdo (Hanahan, 1997). De forma similar, a delecdo de FIk-1 resulta
em auséncia de vasculogénese e intensa alteracdo na hematopoiese, com desenvolvimento
incompleto do embrido e do saco vitelineo, resultando em morte intrauterina nos dias
embrionarios 8,5° € 9,5° (Shalaby et al., 1995).

Esta bem estabelecido que a hipoxia é um dos principais estimulos para a expressdo de VEGF,
pois a zona hipertréfica da placa epifisaria é avascular e estas células sdo potenciais fontes de
VEGF (Ferrara e Davis-Smyth, 1997). Na placa epifisaria de neonatos humanos, o VEGF é
expresso fracamente em uma minoria de condrécitos da zona proliferativa e € intensamente
expresso nos condrocitos hipertréficos e na zona mineralizada da juncédo entre cartilagem e 0sso
(Horner et al.,1999). No entanto, as diferentes fungcdes do VEGF durante o crescimento e a
manutencdo do 0sso ainda ndo sdo completamente entendidas (Berendsen e Olsen, 2014). O
VEGF ¢é expresso nas células do pericondrio no inicio da formacdo 6ssea endocondral para
permitir a invasdo vascular da cartilagem (Takimoto et al., 2009). Em embrifes de aves e
camundongos, 0 VEGF é expresso nos condrdcitos hipertréficos e esporadicamente em
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condrdécitos pré-hipertroficos, mas ndo é expresso nos condrdcitos em repouso e em proliferacdo
(Carlevaro et al., 2000).

O VEGEF ¢ de fundamental importancia durante a formacdo do centro de ossificagdo primario.
Sendo assim, camundongos com deficiéncia na expressao de VEGF apresentam invasdo tardia
de vasos sanguineos no centro de ossificacdo primario e retardo na remog¢do de condrocitos
hipertroficos (Zelzer et al., 2004). A inativacdo do VEGF pode suprimir completamente a
invasdo de vasos sanguineos e estd associada a prejuizos na formacdo do osso trabecular,
expansdo da zona hipertrofica de condrécitos bem como alteracdo no recrutamento e na
diferenciacdo de condroblastos, embora a proliferacdo de condrécitos seja aparentemente
normal (Gerber et al., 1999). Isso ocorre porque 0 VEGF ndo age apenas na angiogénese 6ssea,
mas também pode apresentar multiplas fun¢es no crescimento 6sseo, como diferenciacdo de
condroblastos e osteoblastos e recrutamento de osteoclastos (Zelzer e Olsen, 2005). Assim, o
VEGF é um coordenador essencial para a morte dos condrécitos hipertroficos, para a agdo dos
condroclastos e osteoclastos e para a sintese e remodelacdo da matriz extracelular (Gerber et al.,
1999).

Os condrdcitos produzem uma variedade de fatores que regulam positivamente ou
negativamente a angiogénese (Descalzi et al., 1995; Carlevaro et al.,1997; Horner et al.,1999).
Adicionalmente, 0 Runx2 € um componente necessario para a regulacdo do VEGF (Zelzer et al.,
2004), pois camundongos deficientes de Runx2 apresentam quase auséncia total da expresséo de
VEGF em condrécitos hipertréficos, bem como apresentam reducdo drastica dos niveis dos
receptores para VEGF nas células do pericondrio (Zelzer et al., 2001). Além disso, a perda
parcial de VEGF prejudica a angiogénese esquelética, com consequente retardo da hipertrofia
dos condrdcitos, da formacdo Gssea e da calcificacdo da cartilagem (Maes et al., 2002; Zelzer et
al., 2002).

3.3.2  Angiopoetinas

Além do VEGF, outros reguladores sdo importantes para o processo de angiogénese e
maturacao dos vasos sanguineos, como a angiopoetina-1 (Angl), Ang2 e os ligantes do receptor
de tirosina quinase (Tie2). As Angs sdo peptideos altamente homdlogos e se ligam com grande
afinidade ao Tie2 (Maisonpierre et al., 1997; Huang e Bao, 2004). A delecdo dos receptores
Tiel e Tie2, ainda no periodo embrionério, resulta em ébito (Dumont et al., 1994).

Apesar do VEGF apresentar maior expressao durante o crescimento ésseo humano, tanto a
Angl quanto a Ang2 sdo coexpressas com o VEGF em locais de ossificacdo endocondral e de
remodelacdo 6ssea. Na cartilagem, tanto as proteinas quanto a expressdo de mRNA para Angl e
Ang2 aumentam com a diferenciacdo dos condrdcitos, no entanto a Ang2 apresenta maior
intensidade de expresséo, principalmente nas zonas de proliferagdo e hipertrofica proximas de
vasos sanguineos (Horner et al., 2001). Em fetos de suinos, a imunomarcacdo para Ang2 no
radio é menor nas regides de ossificacdo endocondral, enquanto a Angl ndo foi detectada
(Spiegelaere et al., 2010).

Em camundongos, a Angl e a Ang2 apresentam func¢des opostas na regulacdo da angiogénese.

Enquanto a Angl estimula o recrutamento de pericitos e a estabilizacdo da interagdo entre
células e matriz, a Ang2 induz instabilidade nas interacOes entre células e célula-matriz, o que
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facilita a inducdo da angiogénese pelo VEGF (Asahara et al.,, 1998). No entanto, em
camundongos, na auséncia de VEGF, a Ang2 induz a regressdo dos vasos sanguineos (Dumont
et al., 1994; Sato et al., 1995).

3.3.3 Metaloproteinases da Matriz (MMPs)

As metaloproteinases da matriz (MMPSs) representam uma familia de enzimas que degrada a
MEC, estando envolvidas em varios processos fisiolégicos e patolégicos que requerem a
remodelacdo da MEC. As MMPs compartilhnam vérias caracteristicas estruturais em comum,
incluindo a presenca de um catalisador com dominio de ligagdo ao zinco. Estas enzimas sdo
sintetizadas como enzimas latentes e transformadas na forma ativa por remoc¢do de um proé-
peptideo amino terminal. As MMPs sdo endopeptidases que regulam o crescimento e a
migracdo celular e a remodelacdo da matriz extracelular (Zhang et al., 2009) e sdo reguladas
negativamente pelos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (Mackie et al., 2008).

As MMPs sdo ativas em pH neutro e podem digerir sinergicamente todas as macromoléculas de
matriz. De acordo com a sua estrutura e o substrato especifico ao qual se liga, os membros da
familia das metaloproteinases sdo classificados em subgrupos de colagenases (MMP 1, 8, 13),
estromelisinas (MMP 3, 10), estromelisinas like (MMP 11, 12), matrisilinas (MMP 7, 26),
gelatinases (MMP 2, 9), MMPs tipo membrana (MMP 14, 15, 16, 17, 24, 25), dentre as mais de
20 MMPs descritas (Reynolds, 1996; Nagase et al., 1997).

A MMP13 ¢é seletivamente expressa por condrécitos hipertréficos e osteoblastos e tem papel
essencial na biologia dssea, degradando componentes da matriz extracelular, em particular o
colageno, tanto o fibrilar quanto o agrecan, sendo importante na degradacdo da cartilagem da
juncdo condro-0ssea das cartilagens de crescimento (Nagai e Oaki, 2002; Cawston e Wilson,
2006; Komori, 2010). E a principal colagenase expressa em centros de ossificacdo primarios e
secundarios (Brozi et al., 2010). Em camundongos com delecdo da MMP13, os condrécitos
hipertréficos sdo aparentemente normais. No entanto, hd expansdo da zona hipertréfica e a
ossificacdo € prejudicada (Inada et al., 2004).

A MMP9 ndo degrada o colageno fibrilar e sim o colageno desnaturado e o agrecan. A MMP-9
é altamente expressa em osteoclastos em regides mineralizadas e em condroclastos em areas ndo
mineralizadas da juncdo da cartilagem com o 0sso, onde auxilia também na invasdo vascular
(Karapalis, 2008). Alguns estudos tém demonstrado que a MMP9 é fundamental para o
crescimento embrionério (Lehmann et al., 2005). Camundongos MMP9™ apresentam aumento
da espessura da zona hipertréfica da epifise, reducdo da ossificacdo endocondral e prejuizos na
formagdo da cavidade medular e do osso trabecular, na apoptose de condrécitos, na invasao
vascular e no recrutamento de osteoclastos (Vu et al.,1998).

Apesar de importantes alteracGes serem observadas em ratos knockout para MMP13 ou MMP9,
0 processo de ossificacdo apresenta maiores prejuizos quando ha delecdo de ambos (Stickens et
al.,2004), pois a MMP13 parece compensar parcialmente a auséncia de expressdo da MMP-9
em camundongos MMP9 " (Kojima et al.,2013). As MMPs também podem remover moléculas
anti-angiogénicas e promover a biodisponibilidade de fatores angiogénicos, como o VEGF (Dai
e Rabie, 2007). A expressdo reduzida de MMP9 nos osteoclastos altera a indugdo da
angiogénese na placa epifisaria. Ratos com delecio de MMP9 apresentam caracteristicas
similares ao bloqueio da atividade de VEGF, com expansdo da zona hipertrofica e redugédo da
vascularizacéo e da ossificacdo (Vu et al.,1998).
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3.4 Controle da atividade de sintese dos condrdcitos

A cartilagem é um tecido conjuntivo especializado responsavel por multiplas funcdes na vida
pré e pés-natal, como dar suporte estrutural para o embrido e servir de molde para a formacao e
crescimento 6sseos endocondrais, bem como amortecer o impacto das articulagdes e participar
do reparo de o0ssos e da consolidacdo de fraturas. E composta por condrécitos, que ocupam
apenas 5% do volume da cartilagem e pela MEC produzida por estas células. As propriedades
bioquimicas e a fungdo fisica da cartilagem sdo criticamente dependentes da integridade da
matriz (Kiani et al., 2002; Shum et al., 2003).

A MEC néo representa apenas uma estrutura passiva e sim uma zona dindmica, com interacao
entre os condrocitos e diversas moléculas, como proteinas de matriz extracelular capazes de se
ligar diretamente aos receptores de superficie celular e iniciar as vias de transducédo de sinal para
modular ou desencadear a agdo de fatores de crescimento e diferenciagdo (Streuli, 1999).

3.4.1 Sintese e composicdo da MEC

As proteinas estruturais e funcionais da MEC contribuem para a integridade estrutural do tecido
e para sua forma original. Estas proteinas também regulam a sobrevivéncia celular, proliferacao,
diferenciacdo, adesdo e migracdo por meio das interacdes célula-matriz (Bissel et al., 1982). Os
condrécitos sdo responsaveis pela sintese dos inimeros componentes da matriz, bem como de
substancias que a degradam (Lofgren et al., 2014). A MEC que envolve os condrdcitos é
composta por liquido tissular e uma rede estrutural de macromoléculas que conferem forma e
estabilidade ao tecido. O liquido tissular é formado por agua, gases, pequenas proteinas,
metabolitos e alta concentracdo de cations para contrabalancear os proteoglicanos carregados
negativamente (Bray et al., 1996).

Devido a caracteristica avascular da cartilagem, a estrutura da MEC desempenha papel critico,
ndo apenas no suporte estrutural de condrocitos, mas também na difusdo de substancias,
particularmente das moléculas de sinalizacao e dos fatores de crescimento (Cortes et al., 2009).
A MEC é formada principalmente pelas proteinas colagenas Il, 1X e X, expressas
predominantemente nas zonas de proliferacdo, pré-hipertréfica e hipertréfica, respectivamente e
gue garantem a integridade da matriz (Eerden et al., 2003).

A MEC pode afetar o comportamento das células, seja pela sintese das proteinas que formam a
prépria MEC ou pela ligacdo dos fatores de crescimento e de diferenciacdo. Ou seja, qualquer
alteracdo da sua composi¢do ou estrutura pode ter efeitos drasticos sobre a diferenciagdo celular
(Streuli, 1999). As anomalias esqueléticas, como as condrodisplasias, podem ser causadas ndo
apenas por deficiéncias de colagenos ou proteoglicanos, mas também a partir de alteracfes de
um simples componente da MEC. Isso pode conduzir a uma cascata de interrupcdo em outras
atividades de genes nos condrocitos que contribuem para um conjunto de alteracdes patologicas
na arquitetura da placa epifisaria. Como por exemplo, uma alteragdo isolada de aminoacidos no
colageno |1 resulta em varios efeitos secundarios sobre a sintese e arquitetura dos componentes
da matriz extracelular (So et al., 2001).

As macromoléculas estruturais correspondem a 20% do peso total do tecido. Deste percentual, 0
colageno corresponde a 60%, os proteoglicanos 25% a 35% e as proteinas ndo colagenas e as
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glicoproteinas correspondem a 15% a 20%. A cartilagem articular contém mdultiplos tipos
distintos de colégeno, especificamente os I, VI, IX, X e XI. A organizacdo das fibrilas de
colageno em uma forte rede que se estende por todo o tecido, confere sua forma e resisténcia
ténsil. O colageno Il estd presente em maior quantidade na cartilagem articular normal. O
colageno XI, embora seja responsavel por um pequeno percentual do total, altera a espessura
das fibras no interior da matriz, ligando-se com o colageno Il para manter a rede fibrilar. J4 o
colageno X se associa ao colageno Il e é abundante na zona hipertréfica (Bray et al., 1996;
Chambers et al., 2002).

Além das proteinas colagenas, a cartilagem é particularmente rica em proteinas nao colagenas.
O principal glicosaminoglicano presente na cartilagem é o sulfato de condroitina, sendo
denominado posteriormente de agrecan, que apresenta como particularidade a funcdo de
interagir com outros glicosaminoglicanos como o acido hialurénico, biglican e glipican, os
quais necessitam de grupos de sulfatos livres para ativagdo e ligacdo na MEC (Knudson e
Knudson, 2001; Settembre et al., 2008).

Macromoléculas como agrecan possuem capacidade eficiente para o suporte de forcas de carga
de compressdo, enquanto que a rede de colageno proporciona ao tecido resisténcia a tracdo
(Burdan et al., 2009; Perrier-Groult et al., 2013). Delecdes no gene agrecan em camundongos
podem levar a letalidade, com fenétipo esquelético muito alterado, com perda da arquitetura da
placa epifisaria e reducdo significativa dos elementos cartilaginosos (Krueger et al., 1999). Em
camundongos com mutacdo no gene fosfoadenosina fosfossulfato sintetase (PAPS), observa-se
condrodisplasia pos-natal, com niveis reduzidos de proteinas PAPS e proteoglicanos e
diminuicdo de indian hedgehog, mostrando a importancia dos proteoglicanos sulfatados na
modulacdo dos sinais de regulacdo do desenvolvimento 6sseo (Cortes et al., 2009).

A familia agrecan inclui outros membros importantes, como o versican, também denominado
PG-M, neurocan ou brevican (Kiani et al., 2002). E expresso em areas de condensacoes
mesenquimais do molde cartilaginoso e regulado negativamente pelo agrecan durante a
diferenciacdo condrogénica, quando a expressdo de agrecan por condrocitos diferenciados
predomina sobre outros proteoglicanos (Ovadia et al., 1980).

A expressao e a secrecdo dos componentes da MEC da cartilagem, incluindo o colageno Il e o
agrecan sdo estimuladas por uma variedade de fatores sollveis presentes na placa epifisaria,
incluindo o IGF-1, as BMPs e outros membros da superfamilia TGFR (Lefebvre e Smits, 2005;
Tew et al., 2008). Por exemplo, em cultivo de condrécitos de embriGes de ratos, a BMP2 é
extremamente eficiente em aumentar a sintese de pré-colageno Il e agrecan (Perrier-Groult et
al., 2013).

Os hormoénios tireoidianos também apresentam funcbes que podem alterar a composicdo da
matriz extracelular (Luegmayr et al., 1996; Fratzl-Zelman et al.,1997). Assim, estudos
utilizando T3 em cultivos de condrécitos de origens diferentes tém sido realizados,
principalmente da placa epifisaria e com condrdcitos de feto, envolvendo diferentes sistemas de
cultura e condi¢es de meio (Randau et al., 2013). Entretanto, os resultados sdo contraditorios.
Condrdcitos articulares humanos cultivados em monocamada submetidos a influéncia de T3 no
meio apresentam proliferagdo celular aumentada (Malinin e Hornicek, 1997). Em células de
cartilagem de bovinos jovens, T3 ndo apresentou nenhum efeito na proliferagdo ou na sintese de
proteoglicanos (Yates et al., 2005).
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Em culturas primarias de condrdcitos da cartilagem articular de coelhos jovens, T3 foi capaz de
estimular a sintese de proteoglicanos, de forma bifasica, dependendo da concentragdo. A
associacao de insulina com T3 e T4, isolados ou combinados ao meio de cultivo, estimula a
producdo de matriz extracelular a partir do aumento da sintese de proteoglicanos ricos em
sulfato de condroitina e colageno Il, sugerindo que estes horménios podem modular o
metabolismo dos condrdcitos (Glade et al., 1994). Com relacdo as proteinas colagenas, T3 é
capaz de elevar os niveis de mRNA de Col X e Col Il, bem como de fosfatase alcalina em
cultivo tridimensional de condrécitos de bovinos em hidrogel (Randau et al., 2013). J& as
pesquisas com cultivo de osteoblastos MC3T3-E1, em diferentes concentracGes de T3,
demonstram que este horménio também interfere na matriz 6ssea por aumentar os niveis de
mRNA de Collal, podendo resultar em alteraces na ligacdo cruzada e maturacdo do colageno
(Varga et al., 2010).

Existem outros fatores importantes, como o fator de crescimento de tecido conectivo (CTGF,
CCN2) que é uma proteina membro da familia CCN (Perbal, 2001) e é indutor da MEC pela
deposicdo excessiva de colageno em processos de fibrose (Stratton et al., 2001). Entretanto, este
fator também é importante durante o desenvolvimento dsseo, pois o CTGF parece agir
mediando TGFbs e as BMPs (Abreu et al., 2002). Camundongos com dele¢do deste gene
apresentam defeitos na formacédo 6ssea endocondral, com expansao da placa epifisaria, alteracéo
na proliferacdo de condrdcitos e na composicdo da matriz extracelular da zona hipertréfica da
placa de crescimento, particularmente com reducdo na expressao de MMP9, MMP13 e VEGF
(Ivkovic et al., 2003).

3.4.2 Proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs)

As proteinas 0sseas morfogenéticas (BMPs) sdo fatores de crescimento e de diferenciacio
pertencentes a superfamilia do fator de crescimento transformador B (TGFB) que foram
originalmente definidos por sua capacidade para induzir a formacao de cartilagem e regular de
forma autdcrina e paracrina a maturagdo dos condrécitos (Vortkamp, 1997; Adams et al., 2007).

As BMPs atuam pela ligacdo aos receptores transmembrana da superficie celular e induzem a
autofosforilacdo, o que leva a ativacao da Smad ou da p38, uma proteina quinase MAPK (Suutre
et al., 2010). Sua regulacdo ocorre pela ligagdo com antagonistas extracelulares e
citoplasmaticos, como o Noggin, chordin, chordin-like e a folistatina (\Vortkamp, 1997; Reddi,
2000; Canalis et al., 2003). A ativacdo da sinalizacdo das BMPs esta associada a proliferacdo de
condrdcitos, sendo as BMPs importantes tanto para o processo de ossificacdo quanto para a
condrogénese. Estas proteinas atuam nas fases iniciais da condensacdo mesenquimal, na fase de
determinacdo de células condroprogenitoras e diferenciacéo celular, mas também regula as fases
posteriores da maturagdo dos condrdcitos representadas pela diferenciagdo terminal e pelo
fendtipo hipertrofico (Andreson et al., 2000; Tsumaki, et al., 2005). As BMPs 2, 4 e 7 regulam
coordenadamente a modelagdo dos membros no processo de condensagdo mesenquimal,
dependendo da expressdo temporal e espacial dos receptores e antagonistas das BMPs (Tickle et
al., 2003; Pignatti et al., 2014).

Algumas pesquisas demonstraram que a sinalizacdo das BMPs estimula a maturag&o in vitro dos

condrdcitos, uma vez que o tratamento de condrécitos pré-hipertréficos com BMPs induz a
expressdo de mRNA para colageno X, bem como da atividade da fosfatase alcalina (Leboy et
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al., 1997). Estas proteinas atuam também na diferenciacdo das células mesenquimais
osteoprogenitoras, influenciando direta ou indiretamente a expressao de citocinas e de fatores de
crescimento que também atuam neste processo (Wozney, 1992).

Mais de 20 subtipos de BMPs estdo atualmente identificados na superfamilia TGFR. Destes, a
BMP2 tem a maior atividade e é o Unico fator que pode induzir, sem a participacdo de nenhum
outro, a formacdo de osso (Sheu et al., 2014). A adicdo de BMP2, 4 e 6 em cultivo de
osteoblastos murino resulta em aumento da deposicao de célcio e maior expressdo de VEGF-A,
ambos de forma dose dependente (Deckers et al., 2000). A adicdo de BMP6 e BMP7 em cultura
de condrdcitos promove a expressao de colageno X, enquanto que a adicdo de BMP2 promove a
expressao de colageno X, lhh, PTH, PTHrP e de ALP (Sheu et al., 2014).

4. A tireoide e os hormonios tireoidianos

A acdo dos hormonios tireoidianos (HTs) ocorre a partir do periodo embrionario, entretanto
alguns 6rgados e tecidos sdo imaturos ao nascimento e tém um padrdo de desenvolvimento
temporal especifico (Aradjo et al., 2003; Chung et al., 2004). Desta forma, niveis adequados de
tiroxina (3,5,3”,5’-tetraiodo-L-tiroxina, T,) e triiodotironina (3,5,3’-triiodo-L-tironina, T3) sdo
responsaveis por controlar diversos processos metabdlicos durante o crescimento,
desenvolvimento e na vida adulta dos vertebrados (Cooper, 2003).

A T, ea Tssd0 assim denominadas em funcdo da quantidade de iodo presente em sua molécula,
sendo este necessario para a sintese e bioatividade dos HTs. Cada molécula de T4 apresenta
quatro iodos, correspondendo a 66% do seu peso e a Tz apresenta trés iodos por molécula,
representando 58% do seu peso. A sintese destes hormdnios depende essencialmente do eixo
hipotalamo-hipéfise-tireoide (HHT) (Figura 5). O horménio liberador de tirotrofina (TRH),
produzido pelo hipotalamo, atua em receptores especificos de membrana presentes nos
tireotréfos da hipdfise estimulando a transcricdo génica e a secrecdo do horménio tireotréfico
(TSH) (Nunes, 2003). O TSH é o principal regulador da funcéo da tireoide, pois interage com 0s
receptores presentes na membrana da célula folicular tireoidiana, induzindo a expressdo de
proteinas envolvidas na biossintese dos HTs, com aumento na atividade celular e consequente
secrecdo hormonal (Bassett e Williams, 2003; Nunes, 2003).

A tiroxina € liberada pela tireoide diretamente na circulacdo e carreada por proteinas
transportadoras, como a globulina de ligacdo a tiroxina, a transtirretina e a albumina do soro
(Boelaert e Franklin, 2005; Pascual e Aranda, 2013). Anteriormente, postulava-se que os HTSs,
por serem lipofilicos, poderiam entrar na célula por difusdo passiva. No entanto, nos Gltimos
anos, tem sido comprovado que a expressdo destas proteinas transportadoras na membrana
plasmatica facilita a entrada dos HTs na célula (Visser et al., 2011).

Apesar da tiroxina ser o principal horménio secretado pela tireoide, a Tz € 0 horménio mais
ativo, uma vez que possui maior afinidade pelos receptores nucleares tireoidianos (TRs), 0s
quais medeiam a maioria das agdes desses horménios (Flamant et al., 2003). Em humanos,
apenas 20% da forma biologicamente ativa da T3 é secretada diretamente pela tireoide. Assim, a
conversdo da T, em T3 nos tecidos alvos é catalisada por uma selenioproteina denominada
iodotironina desiodase, a qual apresenta trés isoformas, a tipo | (D1), a tipo 1l (D2) e a tipo 11
(D3), codificadas por diferentes genes (Bianco et al., 2002). As desiodases sdo divididas em
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duas classes, as ativadoras (D1e D2) e as inativadoras (D3 e D1) dos hormonios tireoidianos.
Esta diferenca depende do local onde elas agem, se nos anéis fenol ou tirosil das iodotironinas,
respectivamente. Desta forma, enquanto D1 e D2 retiram o residuo de iodo da posi¢do 3’ ou 5’
do anel externo da tiroxina, a D3 remove tal residuo do anel interno da T, e da T3 (Kuiper et al.,
2005).

As D1 e D2 sdo as principais enzimas que participam da formagdo da T circulante e
intracelular, pois sdo responsaveis pela conversao de T, em T3 nos diferentes tecidos (Fisher e
Polk, 1989; Farquharson, 2011). A D1 é uma enzima de membrana plasmatica e expressa
predominantemente no figado, nos rins e na tireoide. A D2 é uma enzima do reticulo
endoplasmatico, sendo expressa na tireoide, no tecido adiposo marrom, na pituitaria e no
cérebro (Bianco e Kim, 2006). Ja a D3 esta presente na membrana plasmatica de células do
sistema nervoso central e da placenta e é responsavel por inativar os hormonios tireoidianos,
convertendo T, e T3 em metabdlitos inativos, a partir da deiodinagdo no anel tirosil, resultando
na formacdo da T; reversa (r'Ts) e da T, respectivamente. Sendo assim, a expressdo e a
distribuicdo das desiodases desempenham papel importante na agdo dos HTs no organismo, uma
vez que regulam a quantidade de horménio que atinge o receptor nuclear da célula especifica
nas diferentes fases do desenvolvimento e na vida adulta (Selmi-Ruby et al.,2006).

A maioria das acGes da T3 nos tecidos ocorre por meio da ligacdo aos membros da superfamilia
c-erbA de receptores nucleares. Os receptores tireoidianos, TRo e TR, sdo codificados pelos
genes TRa e TR, respectivamente, e sdo fatores de transcricdo modulados pelo ligante, que
atuam diretamente em sequéncias especificas do DNA, denominadas elementos responsivos ao
horménio (HRES), que ativam ou suprimem a expressdo génica (Sap et al., 1986; Adams et al.,
2007).

O receptor TRa apresenta varias isoformas originadas a partir do splicing alternativo do mRNA
e cuja diferenca entre eles estd na porcao carboxi-terminal. No entanto, apenas TRa2 apresenta
capacidade de ligacdo a Tz. A transcrigdo do gene TR, também por splicing alternativo do
mRNA ¢ diferentes promotores, produz trés receptores funcionais, TRB1, TRB2 e TRpB3, os
quais diferem entre si na por¢do amino-terminal (Sarlieve et al., 2004). Desta forma, a ligacao
da Ts aos TRs ocorre com grande afinidade e especificidade, alterando fundamentalmente a
estrutura tridimensional do receptor. Para isto, ocorre ligacdo com outras proteinas, co-
repressoras ou co-ativadoras, que facilitam a interacdo de T3 aos TRs com 0s componentes de
transcricdo no promotor dos genes alvos (Adams et al.,2007).
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Figura 5. Sintese dos horménios tireoidianos a partir do eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide e biodisponibilizacdo para os tecidos. TRH: horménio liberador
da tireotrofina, TSH: hormdnio tireotréfico. D1: iodotironina desiodase-1, T, tiroxina, Ts.triiodotironina TR: receptores nucleares tireoidianos. Modificado

de Waung et al., 2012.
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5. Acéo dos hormonios tireoidianos no 0sso e na cartilagem

Os horménios tireoidianos sao reguladores imprescindiveis do desenvolvimento e crescimento
do esqueleto e apresentam acBes fundamentais no 0sso tanto durante a ossificacdo pré-natal
quanto no crescimento 6sseo pés-natal, pois estes hormdnios estimulam a condrogénese e a
osteogénese e ainda regulam a sintese de matriz e a reabsor¢do 6ssea (Mundy et al.,1976; Yen,
2001; Bassett e William, 2003; Desjardin et al., 2014). No entanto, é importante salientar que os
horménios tireoidianos fazem parte de uma extensa lista de horménios que, juntamente com
fatores de transcricdo, possuem acdes importantes e coordenadas sobre o 0sso (Bassett e
William, 2003).

A acdo dos hormonios tireoidianos € mediada por receptores especificos, que estdo presentes em
inimeras células do organismo, incluindo as células dsseas e cartilaginosas. Os receptores TR-
al e TRPI sdo expressos em diversos orgdos e seus niveis relativos diferem durante as fases do
desenvolvimento, devido a regulacdo tempo-espacial especifica do tecido (Forrest, 1990). As
isoformas TRal e TRP1 sdo expressas no osso e pesquisas com RT-PCR quantitativo
demostraram que TRal é expresso 10 vezes mais que TRpBI1, sugerindo que TRal apresenta
predominio como mediador da acdo da T3z no osso (O’Shea et al., 2003; Gogakos et al., 2010).
A importancia deste receptor foi ressaltada em pesquisas com camundongos com mutacfes no
TRal em condroécitos e osteoblastos, os quais apresentaram durante o crescimento pds-natal um
fendtipo semelhante ao observado no hipotireoidismo, com auséncia de resposta a Tz na
maturagao das cartilagens de crescimento, ossificagdo e mineralizacdo (Desjardim et al., 2014).

Nos sitios de ossificagdo endocondral em humanos, o receptor TRB1 é expresso nos condrécitos
indiferenciados, proliferativos e nos hipertréficos. O TRal é pouco expresso nestes sitios,
porém sua expressdo ocorre principalmente nas células da zona de repouso, diferente da variante
a2, que € minimamente expressa nos condrdécitos indiferenciados. 1sso sugere que nos locais de
ossificacdo endocondral, a ativacdo dos condrdcitos em repouso pode ser mediada pelos
receptores TRPB1 e TRal, enquanto a proliferacdo, maturacdo e a hipertrofia dos condrécitos é
predominantemente mediada por TRB1 (Abu et al., 1997).

Ainda ndo é completamente identificada a acdo dos HTs na regulacdo e na transcricdo de genes
alvo (Yen, 2001), ou seja, se agem diretamente na cartilagem de crescimento e nas células
Osseas ou se suas acOes sdo decorrentes da secrecdo ou da agdo direta ou indireta de outros
fatores (Desjardin et al., 2014). As pesquisas que demonstram os efeitos de T3 nos osteoblastos
apresentam resultados bastante variados, podendo estimular, inibir ou mesmo nao exibir efeitos,
mas a maioria dos trabalhos sugere um efeito estimulatério da Ts na atividade osteobléstica.
Estes resultados podem ser devido as diferengas quanto as espécies alvo de estudo, estagio de
diferenciacdo dos osteoblastos, o grau de confluéncia das células, tipo de célula utilizada,
namero de passagens, bem como a dose e duragdo do tratamento com T3 (Harvey et al., 2002).

Sabe-se que os hormonios tireoidianos agem no 0sso pelo estimulo do GH e do IGF-I ou pelos
efeitos diretos nos genes alvos (Yen, 2001). Foi demonstrado que nas linhagens de pré-
osteoblastos MC3T3-E1, a expressdo de IGF-1 esta diretamente regulada pelos horménios
tireoidianos, pois culturas tratadas com tiroxina e triiodotironina apresentam maior expressao de
mRNA para IGF-1, de forma dose dependente, sugerindo a importancia destes horménios na
diferenciacdo dos osteoblastos (Varga et al., 1994). Boeloni e colaboradores (2013a) ao avaliar
o efeito de diferentes concentracfes de T3 na diferenciacdo osteogénica em cultura de células
tronco mesenquimais de ratas, observaram melhor diferenciagdo osteogénica, com maior sintese
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de fosfatase alcalina, maior viabilidade celular pelo teste de conversdo do MTT em cristais de
formazan e maior sintese e maturagdo de colageno quando comparados ao controle. Entretanto,
na concentracdo mais elevada de T3, houve efeito negativo na diferenciacdo osteogénica.
Resultados similares foram observados em cultivo de osteoblastos MC3T3-E1 com diferentes
concentracdes de tiroxina, demonstrando que T3 em baixas doses aumenta a multiplicacdo
celular, enquanto em elevadas concentragcdes ndo apresenta efeito estimulatorio (Varga et al.,
2010).

Os HTs estimulam a sintese de uma série de proteinas nos osteoblastos, incluindo a fosfatase
alcalina que atua no tecido 6sseo contribuindo para a mineralizagdo da matriz, bem como para a
sintese e secrecdo de proteinas como osteocalcina, osteopontina e colageno (Sato et al., 1987;
Allain e McGregor, 1993; Klaushofer et al., 1995; Gouveia, 2004; Boeloni et al., 2013a). T3
estimula a atividade de osteoblastos direta e indiretamente por vias complexas que envolvem
diversos fatores de crescimento e citocinas (Gogakos et al., 2010). In vitro, T3 promove a
diferenciacdo celular por inducdo de inibidores de cinase dependentes de ciclina (CDKSs) que
regulam a transi¢do das fases G1-S do ciclo celular (Ballock et al., 2000). Foi identificada
ainda, uma via de sinalizacdo nos osteoblastos em que T3 aumenta a atividade de FGFR1 em
resposta aos estimulos de FGF a partir da acdo dos TRs, mostrando a importante relacdo entre o
FGF e os hormdnios tireoidianos para o desenvolvimento 6sseo (Stevens et al., 2003).

Ts estimula a expressdo de MMP13, que contribui para a progressdo da hipertrofia dos
condrdcitos, expressao de BMP (Robson et al., 2000; Lassova et al., 2009) e para 0 aumento de
MMP9, com consequente remodelagdo da matriz 6ssea. A MMP13 tem por funcdo degradar a
matriz 6ssea ainda ndo mineralizada e posteriormente dar inicio a reabsor¢éo pelos osteoclastos
(Kusano et al., 1998). As acdes de T3 nos osteoblastos sdo importantes para a formacdo e
atividade dos osteoclastos (Gogakos et al., 2010). Entretanto, os efeitos dos horménios
tireoidianos nos osteoclastos sdo complexos e pouco compreendidos, principalmente devido a
dificuldade em se obter culturas primarias ou linhagens celulares (Yen et al., 2001).

Assim, em culturas isoladas de osteoclastos, Tz parece ndo estimular a reabsorcdo 6ssea, sendo
imprescindivel a co-cultura com osteoblastos para que se tornem responsivas a este hormonio
(Allain et al., 1992). Uma importante evidéncia da interacdo entre estas duas linhagens celulares
é que o tratamento de culturas primarias de osteoblastos com T resulta na expressao aumentada
de mRNA do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), que é uma
molécula essencial na formacdo de osteoclastos em culturas de células osteoprogenitoras (Miura
et al., 2002b). Além disso, durante a reabsorcdo 0ssea, Tz aumenta a expressdo de interleucina 6
(IL-6) e de prostaglandina E2 (PGE2), que sdo importantes para a osteoclastogénese como
fatores de diferenciacdo dos osteoclastos (Bassett e William, 2009). IL-6 e PGFE2 ainda agem
sinergicamente influenciando os osteoclastos a partir da acdo do PTH (Gu et al., 2001) e da
vitamina D (Gruber et al., 1999).

Nos condroblastos, T; controla a diferenciagdo durante o crescimento Gsseo por meio da
participacdo dos fatores Ihh, BMP e PTHrP, além de aumentar a sintese de fosfatase alcalina e
de fatores que estimulam a angiogénese, como MMP13 (Bassett e Williams, 2003). Assim,
nota-se que a T3 € um regulador positivo da maturacdo da cartilagem por estimular a expansao
clonal dos condrdcitos em repouso e a sua diferenciacdo subsequente em condrocitos
hipertroficos, os quais estdo associados com alteragdes na secre¢do de glicosaminoglicanos da
matriz e na inducdo da expressdo de colageno X (Miura et al., 2002a).
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Em explante de escépula fetal de suinos, T3 estimula a matura¢éo do osso bem como o aumento
da atividade da fosfatase alcalina na placa epifisaria. Em cartilagem de embrido de aves, 0os HTs
estimulam in vitro a sintese de proteoglicanos e potencializacdo da acdo da somatomedina na
cartilagem, além de estimular a maturacdo Ossea, aumentar o numero de condrécitos
hipertroficos e a atividade da fosfatase alcalina. A sintese de fosfatase alcalina é elevada nos
condrdcitos hipertréficos, particularmente dentro das vesiculas de matriz e nos condrécitos
imaturos é ausente ou em quantidade minima, sendo um importante marcador de maturacao da
cartilagem (Burch e Lebovitz, 1982).

51 Disfungdes tireoidianas e alteracfes 6sseas

Em condi¢Bes normais, o horménio tireoidiano ativa tanto a sintese quanto a reabsorcdo da
matriz 0ssea, sendo, portanto, importante para a manutencdo da integridade do esqueleto
(Gouveia, 2004). Na medicina humana, tanto o hipotireoidismo quanto o hipertireoidismo séo
endocrinopatias frequentemente diagnosticadas e que cursam com alteracbes em diferentes
sistemas e Orgdos (Boelaert e Franklyn, 2005). Nos humanos e em animais de laboratorio,
alteragdes na secregdo dos hormonios tireoidianos podem resultar em severas alteragdes do
crescimento do esqueleto e da maturacdo 6ssea (Burch e Lebovitz, 1982; Gogakos et al., 2010).

O hipotireoidismo é uma disfuncdo caracterizada pela producdo insuficiente de horménios da
tireoide, que pode advir da deficiéncia na sintese dos HT ou da resisténcia a acdo dos mesmos
(Castro e Soares, 2014). Clinicamente pode ser evidenciado letargia, aumento de peso,
mixedema, efusbes, dispneia, letargia, hipertensdo e mialgia (Wiersinga, 2002). Ja o
hipertireoidismo é uma sindrome na qual os tecidos sdo expostos a uma quantidade excessiva de
horménios tireoidianos. Esta enfermidade apresenta diversas causas, sendo as mais frequentes a
doenca de Graves, uma condicdo autoimune causada hiperestimulacdo dos receptores de
tireotropina por auto-anticorpos; nédulos funcionais na tireoide, os quais produzem guantidades
excessivas de hormdnios tireoidianos e algumas formas de tireoidites (Cooper, 2003). Diante da
ampla a¢do dos horménios tireoidianos no organismo, ha uma variedade de sintomas clinicos
associados ao hipertireoidismo, os quais podem variar dependendo dos niveis de hormonios
circulantes. Em geral, os pacientes apresentam fadiga, nervosismo ou ansiedade, perda de peso,
taquicardia, sensibilidade ao calor e pele quente e imida (Trzepacz et al.,1989).

As disfungdes tireoidianas também podem cursar com alteracGes 6sseas. Como por exemplo, 0
hipotireoidismo espontaneo ou induzido nos seres humanos ou outros mamiferos esta associado
a reducdo da taxa de crescimento linear com atraso na ossificacdo do esqueleto (Bassett e
Williams, 2003). Além disso, o hipotireoidismo causa osteoporose em ratas e potencializa a
osteoporose apods a castracdo pela reducdo do niumero e da atividade de osteoblastos, e também
pela reducdo da diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais da medula em
osteoblastos (Boeloni et al., 2009; Hell et al., 2011; Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b;
Boeloni et al., 2013c).

A tireotoxicose em adultos resulta em maior metabolismo 6sseo e reducdo do ciclo de
remodelacdo Ossea, além de reduzir a densidade 6ssea, com consequente aumento do risco de
fraturas dsseas (Klaushofer et al., 1995; Yen 2001; Gogakos et al., 2010). Camundongos
nockouts para TRP também exibem alteragdes esqueléticas compativeis com a tireotoxicose,
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com diferenciacdo acelerada de condrdcitos e ossificacdo precoce (Gauthier et al., 1999,
Gauthier et al., 2001, Bassett et al., 2007).

O hipertireoidismo pode minimizar a redugdo da massa Ossea advinda da deficiéncia dos
esteroides sexuais, por estimular a diferenciacdo das células tronco da medula 6ssea em
osteoblastos e por aumentar a atividade de sintese dos osteoblastos. Mas também foi observado
em ratas que a medida que o curso da doenca aumenta, o hipertireoidismo potencializa a
reducdo da massa 0ssea causada pela castracdo, por aumentar a reabsor¢do 6ssea em supremacia
a sintese de matriz 6ssea (Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b; Boeloni et al., 2013c).

Foi comprovado também que os efeitos do hipertireoidismo sobre o tecido 6sseo de ratas
adultas sdo dependentes do curso da doenga e do perfil plasmatico de hormdnios sexuais. Em
ratas ndo castradas com hipertireoidismo, inicialmente hd perda 6éssea por aumento da
reabsorcdo, e posteriormente ha maior aposicdo 6ssea, equilibrando o processo de sintese e
reabsorcdo 6ssea. A administracdo de tiroxina nas ratas castradas pode ainda reduzir a
osteopenia resultante da castracdo (Serakides et al., 2004). O excesso de horménios tireoidianos
em ratas ainda esta associado com melhora da osteopenia vertebral no periodo lactacional, uma
vez que eles estimulam a aposicdo 6ssea pelos osteoblastos (Serakides et al., 2008).

T3 é um potente regulador do crescimento e da maturacdo do 0sso e suas a¢des podem variar de
acordo com o estagio de desenvolvimento (Waung et al., 2012). Assim, diferentes
manifestacfes podem ser observadas como consequéncia do excesso de HTs, as quais podem
variar com a idade. Ou seja, nos casos de hipertireoismo em adultos a perda dssea é
predominante ao aumento da reabsorcdo, enquanto o hipertireoidismo durante a infancia
aumenta a mineralizacdo 0ssea e acelera a maturacdo da placa epifisaria (Cardoso et al., 2014).
A administracdo exdgena de tiroxina em ratos pode apresentar comportamento bifasico, pois em
concentracdo elevada inibe o crescimento e estimula a reabsor¢do, enquanto em concentracao
baixa estimula o crescimento dssea (Ren et al.,1990). Entretanto, esta influéncia pode ainda ser
varidvel com relacdo ao sitio 6sseo, pois ratas com hipertireoidismo induzido podem apresentar
maior porcentagem de tecido 0sseo trabecular na metafise femoral, mas sem alteracfes nas
vértebras (Boeloni et al., 2010).

5.2 Disfuncdes tireoidianas maternas e alteracdes 6sseas na prole

Em mulheres, a prevaléncia das disfuncdes tireoidianas é elevada e em media a cada 1.000
mulheres, cinco apresentam hipotireoidismo e trés apresentam hipertireoidismo. Grande parte
dessa casuistica é observada em mulheres em idade fértil e apesar de menos frequente, as
disfuncgdes tireoidianas vém sendo cada vez mais diagnosticadas em gestantes (Fernandez,
2013). Em consequéncia, as altera¢cdes hormonais maternas podem refletir em desenvolvimento
anormal do feto, uma vez que os horménios tireoidianos maternos tém ag&o critica em todos os
sistemas e principalmente sobre a formacéo 6ssea pré-natal (Medici et al., 2013).

No hipertireoidismo materno, os tecidos fetais sdo expostos a quantidades excessivas de
horménios tireoidianos (Cooper, 2003) que podem prejudicar a capacidade do feto e do neonato
em regular seus niveis de TSH e de T, (Patel et al.,2 011). Dessa forma, o hipertireoidismo
materno pode estar associado a morte intra-uterina, aborto espontaneo, parto prematuro e baixo
peso ao nascimento (Millar et al., 1994; Phoojaroenchanachai et al., 2001; Mestman, 2004;
Medici et al., 2013), alteracdo da maturidade dssea e interrupcéo precoce do crescimento 6sseo
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com fusdo prematura das placas de crescimento, das suturas dsseas e baixa estatura final (Segni,
1999; Polak et al., 2006)

O hipertireoidismo materno também pode estar associado ao hipertireoidismo transitorio fetal e
neonatal, os quais sdo causados pela passagem de anticorpos tireoestimulantes da méde com
doenca de Graves para o feto. Essa alteracdo geralmente ocorre em 1% dos neonatos de méaes
com hipertireoidismo (Péter e Muzsnai, 2011). Embora raros, os casos de hipertireoidismo
congénito persistente também tém sido descritos por alteragBes genéticas e hereditarias do
receptor para tireotropina (Polak et al., 2006). Essas observagdes clinicas demonstram a
sensibilidade do esqueleto em desenvolvimento, particularmente das cartilagens de crescimento,
aos horménios tireoidianos maternos.

Durante o desenvolvimento, tanto a falta quanto o excesso de HTs podem prejudicar a altura
final do individuo. Além da influéncia direta sobre o tecido 6sseo e a cartilagem de crescimento,
foi observado que a secrecdo espontanea de GH noturno é baixa nos individuos com hipo e
hipertireoidismo (Cardoso et al., 2014).

E fato que o hipotireoidismo congénito tem recebido muito mais atencdo do que o
hipertireoidismo, pela sua frequéncia e porque além de todas as implicacbes para o
desenvolvimento neurolégico e de outros sistemas e 6rgdos, ele retarda o crescimento e a
maturidade dssea com consequente nanismo, pelo atraso na ossificacdo e alteracbes na
morfologia da placa epifisaria (Rivkees et al., 1988). Em criancas, o hipotireoidismo pode
resultar em baixa estatura, atraso no fechamento das epifises e no desenvolvimento dentario,
displasia esquelética, com alteraces nas placas de crescimento, as quais se tornam mais finas e
com prejuizos na hipertrofia de condrocitos. Além disso, esta associado as alteracGes séricas de
varios marcadores 0sseos, refletindo tanto reabsorcdo quanto formacdo dssea (Willians et al.,
1998; Yen, 2001; Gorka et al., 2013).

Embora menos frequente que o hipotireoidismo, o hipertireoidismo congénito se nao
reconhecido e tratado também pode ter efeitos graves sobre 0 crescimento 0sseo,
particularmente nos primeiros dois anos de vida (Segni e Gorman, 2001). O hipertireoidismo na
gestacdo também preocupa pelo fato de causar alteracBes graves ndo somente na mae, como
também no feto e no neonato (Fernandez, 2013). A principal causa de hipertireoidismo em
mulheres é a doenga de Graves, inclusive durante a gestacdo. Uma em cada 500 mulheres
apresentam doenca de Graves no periodo gestacional (Cooper, 2003) e esse nimero aumenta a
medida que se inclui a avaliacdo do perfil sérico dos hormdnios tireoidianos em gestantes. A
doenca de Graves deve ser reconhecida e controlada durante a gestacdo logo apds o seu
surgimento, a fim de prevenir o desenvolvimento de doencas ou alteracfes neonatais (Péter e
Muzsnai, 2011). Elevados niveis de gonadotropina coridnica humana também podem causar
hipertireoidismo durante a gestagdo pelo fato da gonadotropina apresentar estrutura semelhante
a da tireotropina, podendo estimular a tireoide materna (Cooper, 2003).

No entanto, apesar dos hormonios, fatores de crescimento, genes e vias de sinalizagdo que
controlam o crescimento 6sseo serem amplamente estudados, pouco se sabe sobre como esses
fatores participam da génese das alteraces do crescimento 0sseo decorrentes do
hipertireoidismo materno e neonatal. O que se sabe é gue ratos com hipotireoidismo, induzido
durante o crescimento e imediatamente apds a maturidade sexual, ou seja, com seis semanas de
idade, apresentam, nas cartilagens de crescimento, reducdo da sintese de colageno X, aumento
da expressdo do peptideo relacionado ao paratorménio (PTHrP) e anormalidades da sintese de
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proteoglicanos sulfatados. J& ratos com hipertireoidismo, também induzido durante o
crescimento, apresentam reducdo do numero de receptores para PTHrP nas cartilagens de
crescimento (Stevens et al., 2000).

Em filhotes de cdes, o hipertireoidismo provoca aumento desproporcional da proliferacdo de
células cartilaginosas e maturacdo 0Ossea, com elevada atividade osteoblastica na metafise.
Porém, apesar do aumento inicial da taxa de crescimento celular, a estatura final € menor (Dott,
1923). De forma similar, a administracdo de tiroxina em ratos leva a aceleracdo prematura do
crescimento dsseo (Simpson et al., 1950).

Resultados preliminares desta equipe de pesquisa demonstraram, por histomorfometria, que o
hipertireoidismo materno em ratas resulta em reducdo significativa da formacdo e do
crescimento 6sseo endocondral na prole ao nascimento e ao desmame, caracterizado por
reducdo dos membros, aumento da espessura da placa epifisaria e aumento da porcentagem de
0sso trabecular e que estas alteracdes podem ser reversiveis 20 dias apés o desmame (Maia et
al., 2016).
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CAPITULO 2

Efeito do excesso de tiroxina materna sobre o perfil proliferativo e angiogénico das
cartilagens de crescimento de ratos ao nascimento e desmame

Resumo

O objetivo deste estudo foi elucidar os efeitos do excesso da tiroxina materna sob o perfil
proliferativo e angiogénico das cartilagens de crescimento de ratos neonatos e com 20 dias de
idade (desmame). Foram utilizadas 16 ratas Wistar adultas distribuidas igualmente em dois
grupos, tratado com tiroxina e controle. O grupo tratado recebeu diariamente L-tiroxina, por via
oral, durante a gestacdo e a lactacdo e o grupo controle recebeu agua destilada como placebo.
Ao nascimento e aos 20 dias de idade, foi obtida a média do peso corporal dos filhotes. Ao
desmame, foi colhido o plasma das mées e dos ratos com 20 dias para dosagem de T, livre.
Foram colhidos as tireoides e os fémures direitos dos neonatos e dos ratos com 20 dias para
analise histomorfométrica. A largura e o comprimento dos fémures foram mensurados. Nas
epifises distais foram realizadas avaliagbes histomorfométrica e imunoistoquimica do perfil
proliferativo pela expressdo de CDC-47 e do perfil angiogénico pela expressdo de VEGF, FIk-1,
Ang2 e Tie2. Dos fémures esquerdos, foram removidos fragmentos da epifise cartilaginosa dos
neonatos e da cartilagem articular dos animais com 20 dias para avaliacdo da expressdo dos
transcritos génicos para VEGF, FIk-1, Angl, Ang2 e Tie2 pela técnica de RT-PCR em tempo
real. As médias entre grupos foram comparadas pelo teste T. A dosagem de T4 livre foi
significativamente mais elevada somente nas ratas tratadas lactantes. Mas, a altura do epitélio
folicular da tireoide dos filhotes foi menor no grupo tratado em todas as idades em relacdo ao
grupo controle (P<0,05). O excesso de tiroxina materna reduziu, na prole, o peso corporal e 0
comprimento do fémur, mas aumentou a espessura das suas trabéculas Gsseas e alterou a
espessura das zonas da placa epifisaria (P<0,05). Além disso, 0 excesso de tiroxina materna
reduziu a proliferacdo celular e a expressdo de VEGF nas cartilagens de crescimento dos
neonatos e dos animais com 20 dias (P<0,05). Houve também reducdo da expressdo
imunoistoquimica de Tie2 na epifise cartilaginosa dos neonatos e de Flk-1 na cartilagem
articular dos ratos com 20 dias. Ndo foram observadas diferencas significativas na expressdo de
Ang?2 entre grupos. Conclui-se que o excesso de tiroxina materna durante a gestacdo e lactacao
reduz o crescimento 6sseo endocondral da prole pelo decréscimo da taxa de proliferacdo e da
expressdo de VEGF e dos receptores FIk-1 e Tie2 nas cartilagens de ratos em crescimento sem,
no entanto, alterar a expressdo génica de Ang le 2.

Palavras-chave: hipertireoidismo materno, cartilagem de crescimento, angiogénese, ratos.

Introducao

A tiroxina (T,) e a triiodotironina (T3) sdo essenciais para a formagdo e o crescimento 0sseos
endocondrais, bem como para os metabolismos ésseo e mineral (Mundy et al., 1976; Bassett e
Williams, 2003; Serakides et al., 2004). Desta forma, tanto o hipotireoidismo quanto o
hipertireoidismo podem cursar com vérias alteracdes 0sseas (Serakides et al., 2004; Boelaert e
Franklyn, 2005).

Em mulheres, as disfuncBes tireoidianas sdo frequentes e vem sendo cada vez mais
diagnosticadas em gestantes (Fernandez, 2013; Nazarpour et al., 2015). No hipertireoidismo
materno, os tecidos fetais sdo expostos a quantidades excessivas de hormonios tireoidianos
(Cooper, 2003) que podem prejudicar a capacidade do feto e do neonato em regular seus niveis
de TSH e de T4 (Patel et al., 2011).
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Resultados preliminares das pesquisas desenvolvidas por nossa equipe demonstraram que a
prole de ratas com hipertireoidismo apresenta, ao nascimento e ao desmame, reducao
significativa da formac&do e do crescimento dsseos endocondrais, respectivamente. Além disso,
foi observado na prole das ratas tratadas com tiroxina, aumento na espessura da placa epifisaria
com aumento da zona hipertréfica (Maia et al., 2016). Uma das hipdteses formuladas é que haja
reducdo do crescimento 6sseo por insuficiéncia da invasdo vascular das cartilagens de
crescimento.

A angiogénese é crucial no processo de ossificagdo endocondral que ocorre na vida pré-natal e
pos-natal, na qual hd conversdo progressiva da cartilagem em 0sso por meio da interacdo
funcional entre os condroblastos e as células do sistema vascular (Maes, 2013). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) € expresso nas cartilagens de crescimento,
principalmente nos condrocitos hipertréficos (Ferrara e Davis-Smyth, 1997) e atua pela ligacdo
aos Seus respectivos receptores tirosina quinase, Flt-1(VEGFR1) e Flk-1/KDR (VEGFR?2) (Dai
e Rabie, 2007), sendo essencial para o desenvolvimento do esqueleto (Ferrara e Davis-Smyth,
1997; Yang et al., 2012). A inativacdo do VEGF suprime a invasdo de vasos sanguineos com
reducdo da formacdo de osso trabecular, expansdo da zona hipertréfica de condrécitos e
alteracdo na diferenciacdo dos condroblastos (Gerber et al., 1999).

Além do VEGF, outros reguladores também sdo importantes para a angiogénese e maturacao
dos vasos sanguineos, como a angiopoetina-1 (Angl) e angiopoetina-2 (Ang2). Estes sdo
peptideos altamente homologos que se ligam com grande afinidade ao receptor tirosina-quinase
(Tie2) (Maisonpierre et al., 1997). A Angl e a Ang2 sdo co-expressas com o VEGF em locais
de ossificacdo endocondral do molde cartilaginoso e sua expressdo aumenta com a diferenciacao
dos condroblastos (Horner et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi esclarecer os efeitos do excesso de tiroxina materna sobre as
cartilagens de crescimento dos neonatos e dos ratos com 20 dias de idade, a partir da avaliacdo
do perfil proliferativo, baseado na expressdo de CDC-47 e do perfil angiogénico, pela expressao
de VEGF, FIk-1, Angl, Ang2 e Tie2.

Material e Métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
UFMG (Protocolo n°. 47/2014) (Anexo 1)

Acasalamento e administracdo de tiroxina

Foram utilizadas 16 ratas Wistar com dois meses de idade (Figura 6), alojadas em caixas
plasticas (quatro ratas/caixa) e recebendo ragcdo comercial e agua ad libitum. As ratas foram
mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Apos adaptacdo de duas semanas,
todas as fémeas foram submetidas diariamente a citologia vaginal para determinar a fase do
ciclo estral (Marcondes et al., 2002). As ratas em proestro e estro foram alojadas em caixas
plasticas com ratos adultos por 12 horas numa propor¢do de duas fémeas para cada macho. A
copula foi confirmada pela presenca de espermatozoides na citologia vaginal e esse dia foi
considerado dia 0 de gestagdo (Silva et al., 2012; Silva et al., 2014). Apés a copula, as fémeas
foram mantidas individualmente em caixas plasticas.

A partir do primeiro dia de gestacédo, as ratas foram distribuidas nos grupos tratado e controle,
com oito animais cada. As ratas tratadas receberam a administracdo diaria de L-tiroxina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia, diluida em
5 mL de agua destilada de acordo com protocolos previamente estabelecidos (Serakides et al.,
2004; Silva et al., 2013) (Anexo 2), por todo periodo da gestacdo e lactacdo. Para as fémeas
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controle, foi fornecido, como placebo, 5 mL de agua destilada, por sonda oro-géastrica, durante
todo o periodo experimental.

Da prole de cada rata foram separados e eutanasiados dois animais, sendo um ao nascimento e o
outro ao desmame, ou seja, aos 20 dias. Dessa forma foram constituidos quatro grupos: 1)
neonatos de ratas tratadas com L-tiroxina (n=8), 2) neonatos de ratas controle (n=8), 3) ratos
com 20 dias, filhos de ratas tratadas com L-tiroxina (n=8) e 4) ratos com 20 dias, filhos de ratas
controle (n=8). A eutanasia foi realizada por puncdo cardiaca precedida por anestesia com
xilazina (40 mg/Kg; Vetnil, Brasil) e quetamina (10 mg/Kg; Konig, Brasil).

16 ratas

Citologia vaginal

(proestro/estro)

[

Acasalamento

Dia O gestacdo

Citologia vaginal - Espermatozoides

| |

Controle Tratado
(n=8) (n=8)
Placebo (H:20) L-tiroxina (50 pg/animal/dia)
Gestacdo e lactagdo Gestacgdo e lactacdo
[ [ \ |
Parto Desmame Parto Desmame

Eutanasi t Eutanasia ratos com Eutandsia neonatos Eutanasia ratos com

utanasia neonatos 20 dias 20 dias
1 f||h0te/mae (n=8) 1 filhote/mée (n=8) 1 filhote/m3ae (n=8) 1 filhote/m3e (n=8)

Figura 6. Organograma do manejo reprodutivo, inducdo do hipertireoidismo e sele¢do da prole nos grupos
controle e tratado com L-tiroxina.

Dosagem plasmatica de T, livre

Ao desmame, o0 sangue das ratas em lactacdo e dos ratos com 20 dias de idade foi colhido por
puncdo cardiaca em tubos contendo heparina seguido de centrifugacéo para obtencdo do plasma
e armazenado a -20°C para dosagem de T, livre. Foi realizada a técnica de ELISA de
guimioluminescéncia (IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA,
EUA) (sensibilidade: 0,4 ng/dl) em sistema totalmente automatico (Serakides et al., 2004;
Serakides et al., 2008).
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Processamento e analise histomorfométrica da tireoide

As tireoides dos neonatos e dos ratos com 20 dias de idade foram dissecadas, fixadas em
formalina 10% neutra e tamponada com fosfato de s6dio monobaésico e dibasico e processadas
de acordo com a técnica rotineira de inclusdo em parafina. Sec¢des histologicas de 4um foram
coradas pela técnica de HE para avaliagdo histomorfométrica.

Foram mensurados, ao acaso, em cada tireoide, os diametros maior e menor de 30 foliculos,
obtendo-se a média destas medidas. Esta mensuracédo foi realizada em uma seccdo histolégica
por animal com auxilio de uma ocular com régua, acoplada ao microscopio em objetiva de 40x.
A altura do epitélio foi mensurada em 20 foliculos. Em cada foliculo, foram mensurados quatro
pontos distintos e equidistantes, obtendo-se o valor médio das quatro medidas. Esta mensuracéo
foi realizada com auxilio de uma ocular com régua acoplada ao microscopio em objetiva de
100x. Os valores obtidos para o diametro e altura do epitélio foram transformados em
micrometros utilizando-se a escala de uma lamina micrométrica (Serakides et al., 2000).

Mensuracéo do peso corporal e do comprimento e largura do fémur

A média do peso corporal (g) foi obtida ao nascimento e aos 20 dias de idade em todos os
grupos. Tanto nos neonatos quanto nos animais com 20 dias, a mensuracao do fémur direito foi
realizada com auxilio de régua milimetrada (paquimetro), sendo o comprimento medido da
epifise proximal até a epifise distal, enquanto a largura foi medida no meio da diafise do 0sso.

Processamento histoldgico e anlise histomorfométrica dos 0ssos

De todos os animais dos quatro grupos experimentais, foram dissecados e colhidos o fémur
direito para processamento histologico. As amostras foram fixadas em formalina 10% neutra e
tamponada com fosfato de s6dio monobasico e dibasico por no maximo 48 horas. As amostras
foram submetidas a descalcificacdo, pela utilizacdo de duas solucOes diferentes. Na primeira
solucdo, constituida por EDTA (0,7 g), tartarato de sddio e potassio (8 g), tartarato de sédio
(0,14 g), acido cloridrico (120 mL) e adgua destilada (900 mL) os 0ssos permaneceram por 24h.
Posteriormente, os 0ssos foram colocados na segunda solucdo de EDTA a 10% dissolvido em
agua destilada, com troca da solu¢do uma vez por semana, até completa descalcificacdo (Pitol et
al., 2007) (Anexo 3), ou seja, por 3 dias para 0s 0ss0s dos neonatos e por 15 dias para 0s 0ss0s
dos ratos com 20 dias de idade. Completada a descalcificacdo, os ossos foram seccionados
longitudinalmente, processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina (Anexo 4) e
submetidos a microtomia para obtengdo de secgdes histologicas de 4um. Para anilise
histomorfométrica, as sec¢des histoldgicas foram coradas pela técnica da HE (Anexo 5).

No fémur dos neonatos de ambos os grupos, foi mensurada a porcentagem de tecido 6sseo
trabecular na metéafise distal, em um campo que englobou toda a extensdo da seccao histolégica.
A porcentagem foi determinada com auxilio de uma graticula de 121 pontos acoplada a ocular
de um microscépio Gptico na objetiva de 10x. Na regido metafisaria foi medida a espessura de
10 trabéculas dsseas em trés pontos equidistantes de cada trabécula, com o auxilio de uma
ocular com régua, acoplada ao microscopio, em dois campos na objetiva de 40x. Nos neonatos,
devido a presenca de uma epifise totalmente cartilaginosa sem distingdo do limite com a placa
epifisaria, foi realizada a mensuragdo da espessura de toda a epifise cartilaginosa e a espessura
apenas da zona hipertréfica da placa epifisaria, facilmente distinta e individualizada das demais
zonas da placa. Os valores obtidos foram posteriormente transformados em micrémetros
utilizando-se a escala de uma ldamina micrométrica.

Nos ratos com 20 dias de idade, foi determinada a porcentagem de tecido dsseo trabecular tanto
na epifise quanto na metéfise distal do fémur em trés campos na objetiva de 20x. Estas
avaliacBes foram realizadas com auxilio de uma graticula com 121 pontos acoplada a ocular do
microscopio oOptico. A espessura de 20 trabéculas dOsseas em quatro campos da regides
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epifisarias e metafisarias, abaixo da placa epifisaria, foi medida em trés pontos equidistantes de
cada trabécula, na objetiva de 40x. As espessuras das cartilagens articulares e das placas
epifisarias, bem como das zonas de repouso, proliferativa e hipertrofica da placa epifisaria
foram determinadas pela média das espessuras tomadas em 15 pontos equidistantes na objetiva
de 10x. Estas avaliagdes foram realizadas com o auxilio de uma ocular com régua, acoplada ao
microscopio. Os valores obtidos foram transformados em micrémetros utilizando-se a escala de
uma lamina milimétrica.

Andlise imunoistoquimica das cartilagens de crescimento

Seccdes histoldgicas da epifise e metafise distais dos fémures dos neonatos e dos ratos com 20
dias de idade foram colocadas sob laminas gelatinizadas (Bloise et al., 2009) (Anexo 6). As
sec¢Oes histoldgicas foram submetidas a imunoistoquimica. Analisou-se a atividade
proliferativa com o anticorpo anti-CDC-47 (47DC14; Neomarkers, Fremont, CA, USA, diluicdo
1:100 nos ossos dos neonatos e 1:50 nos 0ssos de ratos com 20 dias). O perfil angiogénico foi
estudado com o uso dos anticorpos anti-VEGF (sc-152; Santa Cruz, CA, USA, diluicdo 1:50),
anti-Flk-1 (sc-6251; Santa Cruz, CA, USA, diluicdo 1:50), anti-Ang2 (sc-14403; Santa Cruz,
CA, USA diluicdo 1:50) e anti-Tie2 (sc-31268; Santa Cruz, CA, USA, diluicdo 1:50).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase, Dako, St
Louis, MO, USA) e a recuperacao antigénica foi realizada pelo calor em banho-maria a 98°C.
As seccOes histologicas foram incubadas em camara Umida overnight com o anticorpo primario
e por 30 minutos em cada uma das etapas seguintes, bloqueio da peroxidase enddgena, soro de
blogueio (Dako, St Louis, MO, USA) e estreptavidina peroxidase, sendo a incubacdo com
anticorpo secundario por 45 minutos (Dako, St Louis, MO, USA). O cromégeno utilizado foi a
diaminobenzidina (Dako, St Louis, MO, USA). As sec¢Bes foram contra-coradas com methy
green para o0 CDC-47 e com hematoxilina de Harris para os demais anticorpos (Anexo 7). O
controle negativo para todos os anticorpos foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario por
IgG de rato. Secgdes histoldgicas de baco de rato foram utilizadas como controle positivo para o
CDC-47 e para os fatores angiogénicos, com excecao da angiopoetina, para a qual foi utilizado
ovario de peixe (Santos et al., 2015).

As andlises imunoistoquimicas foram realizadas em toda a extensdo das cartilagens de
crescimento do fémur dos grupos controle e tratado, sendo ainda avaliada isoladamente na zona
hipertréfica da placa epifisaria. As células imunomarcadas foram avaliadas em 10
campos/sec¢do histologica em objetiva de 40x por meio de imagens capturadas pelo
microscépio Leica DM 4000B com caAmera digital acoplada. A porcentagem de células CDC-47
positivas foi determinada considerando o nimero total de células por campo, usando o software
Image Pro-plus (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA). Para os fatores
angiogénicos, determinou-se a area e a intensidade de imunomarcacdo em pixels usando o
software WCIF Image J® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA). A
avaliacdo foi realizada tanto na cartilagem articular quanto na placa epifisaria do fémur,
obtendo-se a média em trés secgBes histolégicas por animal. Cada um dos fatores foi avaliado
na zona superficial, média e profunda da cartilagem articular e também nas zonas de repouso,
proliferativa e hipertréfica da placa epifisaria.

Expresséo de trasncritos génicos por RT-PCR em tempo real nas cartilagens de crescimento

A quantificacdo relativa da expressdo de VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2 foi realizada pela
técnica de RT-PCR em tempo real em toda a epifise cartilaginosa do fémur esquerdo dos
neonatos e fragmentos da cartilagem articular do fémur esquerdo dos ratos com 20 dias de
idade. Essas cartilagens foram coletadas em trizol, congelados imediatamente em nitrogénio
liquido por 2h e posteriormente armazenadas a -80°C. A extracdo do mRNA da cartilagem foi
realizada pelo uso do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme instrucdes do
fabricante. A concentracdo de RNA de cada grupo foi determinada pela leitura da absorbancia
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por espectrofotometria a 260/280nm (Anexo 8). Para as reagOes de transcrigdo reversa foi
utilizado Kit comercial SuperScript® Il First-Strand SynthesisSuper Mix gRT-PCR (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), sendo utilizados 10pL de 2x RT reaction MIX, 2uL de RT enzyme MIX,
6uL de &gua DEPC livre de RNAse e 2uL de RNA contendo 0,5ug de RNA/uL para um
volume final de 20pL. A transcricdo reversa foi realizada em um termociclador com a
programacdo de 25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1uL de RNase H por microtubo e novamente colocado no
termociclador por 20 minutos a 37°C (Anexo 9). Para as reagdes de PCR em tempo real foram
utilizados 2,5 puL de cDNA, 1,0 pL de cada iniciador, 1,0 uL de ROX, 7 pL de d&gua DEPC livre
de RNAse e 12,5uL do reagente Sybr Green em um volume final de 25 pL de reacdo no
aparelho 7500 Real-Time PCR System. Os parametros utilizados para amplificacdo foram: 50°C
por 120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos (Anexo 10). Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus
norvegicus (Tabela 1). A expressdo génica foi calculada usando o método 2**°T, onde os
resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente ap6s a normalizacédo
baseada na expressdo de beta actina (Actina-£) Rattus norvegicus.

Tabela 1. Iniciadores dos transcritos génicos delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus
norvegicus

Transcritos Iniciadores N° de acesso
génicos

VEGF Forward primer GCCCAGACGGGGTGGAGAGT NM_001110336.1
Reverse primer AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA

Flk-1 Forward primer GTCCGCCGACACTGCTGCAA NM_013062.1
Reverse primer CTCGCGCTGGCACAGATGCT

Angl Forward primer GTCAGCCTTTGCACAAAAGAAGTTT NM_053546.1
Reverse primer TCCAGCCCCTCTGGAAATCT

Ang?2 Foward: TGCCTGCAAGTTTGCTGAAC NM_134454.1
Reverse: GGCTGAGGCCAAGACAAGAT

Tie2 Foward: CGGCTTAGTTCTCTGTGGAGTC NM_001105737.1
Reverse: GGCATCAGACACAAGAGGTAGG

Actina-f Forward primer TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT NM_031144.2

Reverse primer CGACGAGCGCAGCGATATCGT

Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foram determinados a média e o
desvio padrdo. Foi realizada a comparacdo das médias pelo teste t de student pelo pacote
computacional GraphPad Prism 6. Diferencas foram consideradas significativas se p<0,05
(Sampaio, 2002).

Resultados
Concentracao plasmaética de tiroxina e histomorfometria da tireoide
O tratamento com tiroxina elevou significativamente as concentraces plasmaticas de T, livre

nas ratas com 20 dias de lactagdo quando comparadas com as ratas do grupo controle. Além
disso, as ratas tratadas com L-tiroxina exibiram sinais clinicos caracterizados por hiperatividade

64



e agressividade. Nos ratos com 20 dias de idade, ndo foi observada diferenca significativa entre
0s grupos com relacdo as concentrac@es plasmaticas de T, livre (Figura 7).
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Ratas em lactagio  Ratos com 20 dias
BN Controle Tratado

Figura 7. Concentragdes plasmaticas de T, livre (médiatSD) de ratas em lactagdo controle e tratada com
L-tiroxina e de ratos com 20 dias de idade, filhos de mées controle e tratada com L-tiroxina.
Concentracdo plasmatica de T4 livre elevada nas ratas tratadas com tiroxina em comparagdo ao grupo
controle (p<0,001) e semelhantes entre ratos com 20 dias de idade de ratas controle e tratadas com L-
tiroxina (p>0,05).

As tireoides dos neonatos e dos ratos com 20 dias de todos os grupos apresentaram foliculos
variando de redondos a ovais e com didmetros variados. Nos grupos controle, os foliculos eram
revestidos por epitélio predominantemente cuboidal e preenchidos por coloide denso e por vezes
vacuolizado, enquanto que nos filhotes das ratas tratadas com L-tiroxina, foram observados
diversos foliculos revestidos predominantemente por epitélio achatado. Pela morfometria, ndo
foram observadas diferencas significativas no didmetro dos foliculos entre os grupos tratados e
controle (Figura 8). No entanto, 0s neonatos e os ratos com 20 dias de idade dos grupos
tratados, apresentaram reducdo significativa da altura do epitélio folicular quando comparados
com o grupo controle da mesma idade (Figura 8).
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Figura 8. Histomorfometria da tireoide (médiatSD) dos neonatos e ratos com 20 dias de idade, filhos de
maes controle e tratadas com L-tiroxina. A) Didmetro folicular (um) semelhante entre grupos (p>0,05). B
e C) Reducdo da altura do epitélio folicular (um) da tireoide dos neonatos (P<0,05) e dos ratos com 20
dias de idade do grupo tratado em comparacdo ao controle (P<0,01). HE, barra:13,8 pm.

Mensuracéo do peso corporal e do comprimento e largura do fémur

Os filhotes das ratas tratadas com tiroxina, ao nascimento e aos 20 dias de idade, apresentaram
reducdo significativa do peso corporal (Figura 9A) e do comprimento do fémur (Figura 9B)
guando comparados ao grupo controle. Entretanto, a largura do fémur ndo diferiu
significativamente entre grupos (Figura 9C).
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Figura 9. Peso corporal (g) e comprimento e largura (mm) do fémur dos neonatos e dos ratos com 20 dias
de idade, filhos de mées controle e tratadas com L-tiroxina. A) Redug¢do do peso dos neonatos (P<0,001)
e dos ratos com 20 dias (P<0,05) do grupo tratado em comparacdo ao controle. B) Reducdo do
comprimento do fémur dos neonatos (P<0,05) e dos ratos com 20 dias (P<0,01) do grupo tratado em
comparacdo ao controle. C) Largura semelhante do fémur dos neonatos e dos ratos com 20 dias dos
grupos controle e tratado (p >0,05).

Histomorfometria 6ssea

Nos neonatos, independentemente do grupo, a epifise distal do fémur ainda se apresentava
totalmente cartilaginosa, com auséncia dos centros de ossificagdo secundarios e sem distin¢do
dos limites entre a cartilagem articular e a placa epifisaria. Desta forma, optou-se por realizar a
mensuracdo da espessura de toda a epifise cartilaginosa e isoladamente da zona hipertréfica da
placa epifisaria. Nao foi observada diferenca significativa na espessura da epifise cartilaginosa
entre grupos, entretanto a espessura da zona hipertrofica foi significativamente maior nos
animais do grupo tratado em comparagao ao grupo controle (Figura 10 A, B e E).

Nos animais com 20 dias de idade ndo foi observada diferenca significativa na espessura da
cartilagem articular e da placa epifisaria, bem como das zonas de repouso e hipertrofica da
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placa. No entanto, a espessura da zona proliferativa da placa epifisaria foi significativamente
menor nos animais do grupo tratado comparada a do grupo controle (Figura 10 A, B e E).

Nos neonatos e nos ratos com 20 dias do grupo tratado, as trabéculas dsseas do fémur
apresentavam-se mais espessas e confluentes. Os osteoblastos eram predominantemente
volumosos, cuboidais e com nicleos grandes. Ao redor das trabéculas dsseas havia uma ou
varias camadas de osteoblastos (focos de hiperplasia osteoblastica). Os ostedcitos, em sua
maioria, mostravam-se ativos, com nucleos grandes e lacunas alargadas. Confirmando a analise
morfoldgica, a espessura das trabéculas 6sseas e a porcentagem de tecido ¢sseo trabecular na
epifise e metéfise do fémur dos animais com 20 dias, e na metafise dos neonatos foram maiores
no grupo tratado, quando comparadas aos mesmos parametros do grupo controle (P<0,05)
(Figural0C,DeF).
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Figura 10. Histomorfometria dssea da regido distal dos fémures dos neonatos e dos ratos com 20 dias de
idade, filhos de mées controle e tratadas com L-tiroxina. A) Espessura semelhante das cartilagens de
crescimento dos fémures dos neonatos e dos ratos com 20 dias dos grupos controle e tratado (p>0,05). B)
Aumento da zona hipertréfica da placa epifisaria dos neonatos (P<0,05) e reducdo da zona proliferativa
da placa epifisaria dos ratos com 20 dias do grupo tratado em comparagdo ao controle (P<0,05). C)
Aumento da porcentagem de trabéculas Gsseas metafisarias dos fémures de neonatos (P<0,01) e de
trabéculas Gsseas epifisarias e metafisarias dos fémures dos ratos com 20 dias do grupo tratado em
comparacdo ao controle (P<0,05). D) Aumento na espessura das trabéculas Gsseas metafisarias dos
fémures dos neonatos (P<0,0001) e das trabéculas 6sseas epifisarias (P<0,01) e metafisarias (P<0,0001)
dos fémures dos ratos com 20 dias de idade. E) Fotomicroscopia demonstrando aumento da espessura da
zona hipertrofica e reducéo da zona proliferativa da placa epifisaria nos neonatos e ratos com 20 dias,
respectivamente, dos grupos tratados em comparacéao ao controle. HE, barra: 30 um. F) Fotomicroscopia
das trabéculas 6sseas femorais na metafise dos neonatos e epifise e metéafise dos ratos com 20 dias de
idade com trabéculas Gsseas revestidas por uma camada de osteoblastos cuboidais no grupo tratado em
comparacgdo ao controle, que apresenta menor espessura da zona hipertrofica e das trabéculas dsseas
revestidas por uma camada de osteoblastos achatados. HE, barra: 13.8 um. CA: cartilagem articular; EC:
epifise cartilaginosa; EP: epifise; PE: placa epifisaria; MT: metafise; ZR: zona de repouso; ZP: zona
proliferativa; ZH: zona hipertrofica; ZS: zona superficial; ZM: zona média; ZP: zona profunda.
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Expressdo imunoistoquimica de CDC-47, VEGF, Flk-1, Ang2 e Tie2.

A taxa de proliferacéo, caracterizada pela expressdo de CDC-47, foi significativamente menor
tanto nos condrécitos da epifise cartilaginosa dos fémures dos neonatos, quanto na cartilagem
articular e na placa epifisaria dos fémures dos ratos com 20 dias de idade, quando comparados
aos respectivos controles (p<0,05; Figura 11A e B).

A analise imunoistoquimica da expressdo dos fatores angiogénicos revelou que 0s neonatos das
ratas tratadas com tiroxina apresentaram significativa reducdo na area e na intensidade de
expressdo do VEGF na epifise cartilaginosa e na zona hipertréfica da placa epifisaria, em
comparagdo ao controle. Nos ratos com 20 dias de idade do grupo tratado, foi observada
reducdo apenas na area de marcacao do VEGF em toda a placa epifisaria e na zona hipertréfica.
Né&o houve diferenca significativa entre grupos com relacéo a expressdo do VEGF na cartilagem
articular (Figura 12A e B).

A expresséo de Flk-1 foi similar em ambos os grupos ao nascimento (Figura 13A e B). Nos
ratos com 20 dias, ndo houve imunoexpressdo de Flk-1 tanto na cartilagem articular quanto na
placa epifisaria do fémur distal (dados ndo demonstrados).

Né&o foi observada imunoexpressdo de Angl nas cartilagens de crescimento dos grupos tratado e
controle tanto nos neonatos quanto nos animais com 20 dias (dados ndo demonstrados). No
entanto, houve expressao do receptor da angiopoetina, Tie2, apenas nos neonatos. Os neonatos
do grupo tratado apresentaram epifises cartilaginosas do fémur com menor area de
imunoexpressdo e com menor intensidade de Tie2 em comparagéo ao controle (Figura 14A e
B).
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Figura 11. Expressao imunoistoquimica de CDC-47 nas cartilagens de crescimento da regido distal dos
fémures dos neonatos e dos ratos com 20 dias de idade, filnos de mées controle e tratadas com L-tiroxina.
A) Reducdo da porcentagem de células imunomarcadas na epifise cartilaginosa dos fémures de neonatos
(P<0,001) e na placa epifisaria (P<0,001) e cartilagem articular (P<0,05) dos fémures dos ratos com 20
dias de idade do grupo tratado em comparagdo ao controle. B) Fotomicroscopia da epifise cartilaginosa
dos fémures de neonatos e da placa epifisaria e cartilagem articular dos fémures de ratos com 20 dias dos
grupos controle e tratado, demonstrando maior nimero de células positivas para CDC-47, com nucleo
corado de marrom, em todas as regifes examinadas tanto nos neonatos quanto nos ratos com 20 dias de
idade do grupo tratados em comparacdo ao controle (estreptavidina-biotina-peroxidase, metyl green,
barra: 40um). EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria; CA: cartilagem articular.
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Figura 12. Expressdo imunoistoquimica de VEGF nas cartilagens de crescimento da regido distal dos
fémures dos neonatos e dos ratos com 20 dias de idade, filnos de mées controle e tratadas com L-tiroxina.
A) Reducdo da érea e intensidade de expressdo do VEGF na epifise cartilaginosa e na zona hipertrofica da
placa epifisaria dos neonatos (P<0,001) e reducdo da éarea de expressdo do VEGF na placa epifiséria e
respectiva zona hipertréfica de ratos com 20 dias do grupo tratado em comparagdo ao controle (P<0,05).
B) Fotomicroscopia da epifise cartilaginosa dos fémures de neonatos e da placa epifisaria e cartilagem
articular dos fémures de ratos com 20 dias dos grupos controle e tratado, demonstrando imunoexpressdo
citoplasmética de VEGF, em marrom, ilustrando os resultados evidenciados na letra A. (estreptavidina-
biotina-peroxidase, hematoxilina de Harris, barra: 30um. EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria;
CA: cartilagem articular; ZH: zona hipertrofica.
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Figura 13. Expressdao imunoistoquimica de Flk-1 nas epifises cartilaginosas da regido distal dos fémures
dos neonatos, filhos de mées controle e tratadas com L-tiroxina. A) area e intensidade de expressdo de
FIk-1 semelhantes entre grupos tanto na zona hipertrofica da placa epifisaria quanto na epifise
cartilaginosa do fémur (p>0,05). B) Fotomicroscopia da zona hipertréfica da placa epifisaria e da epifise
cartilaginosa dos fémures de neonatos, demonstrando imunoexpressdo citoplasmatica de Flk-1, em
marrom, ilustrando o0s resultados evidenciados na letra A. (estreptavidina-biotina-peroxidase,
hematoxilina de Harris, barra: 30um). EC: epifise cartilaginosa; ZH: zona hipertréfica.
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Figura 14. Expressdo imunoistoquimica de Tie2 nas epifises cartilaginosas da por¢éo distal do fémur dos
neonatos, filhos de mées controle e tratadas com L-tiroxina. A) Redugdo intensa da area e da intensidade
de expressdo de Tie2 na zona hipertréfica da placa epifisaria e na epifise cartilaginosa da dos fémures de
neonatos do grupo tratado em comparacdo ao grupo controle (P<0.0001). B) Fotomicroscopia da zona
hipertréfica da placa epifisaria e na epifise cartilaginosa dos fémures de neonatos com imunoexpressao
citoplasmatica de Tie2, em marrom, ilustrando os resultados apresentados na letra A. (estreptavidina-
biotina-peroxidase, hematoxilina de Harris, barra: 40um). EC: epifise cartilaginosa; ZH: zona
hipertrofica.
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Expresséo dos transcritos génicos para VEGF, Flk-1, Angtl, Angt2 e Tie2

Os neonatos do grupo tratado apresentaram reducdo significativa da expressdo de mRNA para
VEGF (Figura 15) e os ratos com 20 dias do grupo tratado apresentaram reducdo significativa
da expressdo de mRNA para VEGF e FLK-1. N&o foi observada diferenca significativa entre
grupos com relacdo a expressdo génica dos transcritos para Angl, Ang2 e Tie2 (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo dos transcritos génicos para Vegf, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2 pela técnica de RT-PCR
em tempo real da epifise cartilaginosa de neonatos e na cartilagem articular da regido distal dos fémures
de ratos de 20 dias de ratas controle e tratadas com L-tiroxina. Reducdo da expressdao de mRNA de Vegf
na epifise cartilaginosa de neonatos (P<0,05) e na cartilagem articular de ratos com 20 dias (P<0,001) e
reducdo de FIk-1 na cartilagem articular dos ratos com 20 dias de idade (P<0.05).
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Em resumo, o excesso de tiroxina materna durante a gestacdo e lactacdo pode resultar em
diversas alteracGes na prole em comparacdo ao grupo controle, conforme demonstrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Efeitos do excesso de T, na prole de ratas em relag&o ao grupo controle.

Neonatos Ratos com
20 dias

Dosagem T4 Livre - -

Diametro foliculo - -

Histomorfometria tireoide —
Altura epitélio

l
Peso (g) !
!

Comprimento do fémur

— | |«

Largura do fémur -

EC Total
ZH
Total
ZR
ZP
ZH
Total
zS
M
VA
MT
EP

Espessura das cartilagens de PE

crescimento

CA

% Trabéculas Osseas

Espessura Trabéculas dsseas MT
EP
% CDC-47
VEGF
FLK-1 -
Tie2 -
VEGF \ 1
FLK-1 -

Imunoistoquimica

RT-PCR Angl - -
Ang? - -
Tie2 - -

EC: epifise cartilaginosa; EP: epifise; PE: placa epifisaria; CA: cartilagem articular; MT: metéfise; ZR:
zona de repouso; ZP: zona proliferativa; ZH: zona hipertréfica; ZS: zona superficial; ZM: zona média;
ZP: zona profunda.
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Discussao

A administracdo de tiroxina em doses elevadas pode promover um status de hipertireoidismo
iatrogénico (Kobayashi et al., 2000; Serakides et al., 2002; Ferreira et al., 2007). Neste estudo,
observou-se aumento significativo da concentragdo plasmatica de T, livre nas maes tratadas
com L-tiroxina. Nos ratos com 20 dias de idade, ndo houve diferenca significativa na
concentracgdo plasmatica de tiroxina entre os grupos. A dosagem hormonal foi realizada somente
nas ratas em lactacdo e nos ratos com 20 dias, pois devido o pequeno volume sanguineo passivel
de ser colhido nos neonatos, ndo foi realizado o exame por quimioluminescéncia. Mas, a
despeito da dosagem hormonal de T,4, 0 excesso de tiroxina materna teve efeito sobre o epitélio
da tireoide dos neonatos e dos ratos com 20 dias, uma vez que esses animais apresentaram
foliculos com epitélio significativamente mais baixo em comparagao ao controle.

Sabe-se que a aparéncia morfoldgica dos foliculos da tireoide esta intimamente relacionada a
sua atividade funcional (Delverdier et al., 1991). Por esta razdo, a analise histomorfométrica da
tireoide é importante na interpretacdo das variacdes morfoldgicas, sendo a altura do epitélio
folicular uma caracteristica sensivel para avaliar as alteragdes da funcéo glandular (Serakides et
al., 1999; Serakides et al., 2000). O excesso de tiroxina materna pode resultar em
hipertireoidismo neonatal dependendo da dose, com consequente atrofia da tireoide e
diminuicdo do tamanho e namero de foliculos e achatamento do epitélio folicular (Ahmed et al.,
2010). O hipertireoidismo fetal como consequéncia do hipertireoidismo materno é pouco
frequente (Ogilvy-Stuart, 2002; Péter e Muzsnai, 2011) e pode provocar alteracfes morfolégicas
na tireoide fetal pela reducdo de TSH na prole, com consequente perda do efeito estimulador
deste hormonio na tireoide (Ahmed et al., 2010).

Além disso, a exposicao do sistema hipotalamo-hip6fise-tireoide fetal as concentracdes elevadas
de tiroxina materna, mesmo na auséncia de hipertireoidismo no feto, pode prejudicar a
maturacdo fisiologica da glandula fetal, porque ha continua diminuicdo da relagdo T, e TSH
durante o desenvolvimento (Fisher et al., 2000). No presente estudo, ndo se pode confirmar que
houve hipertireoidismo na prole, mas com base na morfometria das tireoides, pode-se atestar o
efeito do excesso de tiroxina materna sobre a tireoide dos neonatos e dos ratos com 20 dias
decorrente da transferéncia passiva de tiroxina materna através da placenta e do leite.

Neste estudo, os neonatos e ratos com 20 dias de idade, filhos de ratas com hipertireoidismo
apresentaram reducdo do peso corporal. Aparentemente a associacao entre tireotoxicose e 0
maior risco de baixo peso fetal, ao nascimento e na infancia, pode ser similar ao observado em
adultos, devido ao aumento no metabolismo em consequéncia do excesso de hormonios da
tireoide (Anselmo et al., 2004; Mestman, 2004). Sabe-se ainda que em humanos, durante o
periodo gestacional, o feto apresenta ganho de peso gradual durante o primeiro e segundo
trimestres e posteriormente este valor duplica. Portanto, o hipertirecidismo durante a gravidez,
em particular no ultimo trimestre, pode ter mais influéncia sobre o peso ao nascimento,
principalmente dependendo do grau da doenca, sugerindo que os horménios tireoidianos em
excesso podem interferir na transferéncia materna de nutrientes (Phoojaroenchanachai et al.,
2001).

O excesso de horménio tireoidiano materno, mesmo que ndo seja acompanhado de
hipertireoidismo na prole, apresenta efeito prejudicial sobre o crescimento fetal (Anselmo et al.,
2004; Ménnisto et al., 2013). J& foram relatadas diversas alteragdes metabdlicas induzidas pelas
disfuncdes tireoidianas maternas durante a gestacdo e lactagdo (Millar et al., 1994,
Phoojaroenchanachai et al., 2001; Mestman, 2004; Andersen et al., 2013; Medici et al., 2013).
Similar aos resultados observados neste estudo, alguns autores ja relataram, em seres humanos,
retardo no crescimento fetal e baixo peso ao nascimento associados ao hipertireoidismo
materno, mas sem especificar fatores que poderiam estar envolvidos na génese dessas alteragdes
(Millar et al., 1994; Phoojaroenchanachai et al., 2001; Mestman, 2004; Medici et al., 2013).
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Como evidenciado na avaliagdo morfométrica do fémur, os neonatos das ratas tratadas com
tiroxina apresentaram aumento significativo da espessura da zona hipertrofica e aos 20 dias de
idade, houve redugdo da zona proliferativa da placa epifiséaria. Fisiologicamente, a acdo dos
hormonios tireoidianos pode ocorrer em diferentes zonas da cartilagem de crescimento,
estimulando a expansdo clonal dos condrécitos em repouso e a subsequente diferenciagdo dos
condrécitos na zona hipertréfica (Robson et al., 2000). Desta forma, fica evidente a acdo do
excesso de tiroxina materna na maturacdo da cartilagem, o que pode justificar o aumento da
zona hipertréfica da placa epifisaria dos neonatos de ratas tratadas com tiroxina. De forma
contraria, ratos com mutagdes que expressam fungdo negativa dominante do receptor TRal
(TRa1***°F) em condrdcitos, cujo fendtipo 6sseo é semelhante ao hipotireoidismo, apresentam
desorganizacdo e reducdo da placa epifisaria, particularmente da zona proliferativa e
hipertrofica, provavelmente pela menor expanséo clonal das células progenitoras (Desjardin et
al., 2014).

O excesso de tiroxina materna resultou em reducdo significativa da taxa de proliferacdo dos
condrécitos da epifise cartilaginosa dos neonatos bem como, reducdo da espessura da placa
epifisaria e da cartilagem articular dos ratos com 20 dias de idade associadas a reducéo da zona
proliferativa. In vitro, T diminui o crescimento de col6nias de condrécitos e inibe a proliferacdo
celular (Bohme et al., 1992; Ohlsson et al., 1992; Robson et al., 2000; Okubo e Reddi, 2003).
Acredita-se que ao T3 estimular a expansdo clonal das células progenitoras de condrdcitos, ele
inibe a proliferacdo celular para promover simultaneamente a diferenciacdo dos condrécitos e a
expansdo do volume celular (Robson et al., 2000; Williams, 2013). Entretanto, 0s mecanismos
responsaveis por estes efeitos ainda sdo pouco compreendidos, devido a complexa interacdo dos
condrécitos com outras células, bem como devido a interacdo dos hormonios tireoidianos com
outras moléculas de agdo autdcrina e paracrina (Rabier et al., 2006), como o indian hedgehog
(ihh), o peptideo relacionado ao paratormdnio (PTHrP), as proteinas morfogenéticas Gsseas
(BMPs) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (Wang et al., 2010). Desta forma,
sugere-se que a inibicdo da proliferacdo dos condrécitos nas cartilagens de crescimento seja
uma das causas da reducdo do comprimento do fémur da prole de ratas tratadas com tiroxina.

O excesso de tiroxina materna apresentou efeitos antagénicos sobre o tecido dsseo e
cartilaginoso da prole. Sob o tecido 6sseo, foi observado aumento na porcentagem e ha
espessura das trabéculas dsseas dos filhotes das ratas tratadas. Semelhante aos resultados deste
proliferacdo dos condrocitos com fechamento precoce das placas epifisarias, resultando em
menor estatura (Williams et al., 1998). J& estd bem estabelecido que no esqueleto adulto, o
excesso de hormonios tireoidianos tem como consequéncia o aumento da remodelacdo 6ssea,
estimulando tanto a aposicdo quanto a reabsorcdo 0Osseas, com supremacia do pProcesso
catabolico (Mosekilde et al., 1990; Freitas et al., 2003; Cardoso et al., 2014). Entretanto, o
estado fisioldgico, a idade e a concentracdo plasmatica do horménio podem alterar esta resposta,
como observado em experimentos in vivo, nos quais a administracdo de tiroxina reverteu, em
ratas, a osteopenia decorrente da castracdo ou da lactacdo, com ativacdo dos osteoblastos e
aumento da porcentagem de tecido dsseo trabecular (Serakides et al., 2004; Serakides et al.,
2008).

Os efeitos in vitro de T3 nos osteoblastos também podem ser variaveis entre as espécies, estagio
de diferenciacdo celular, grau de confluéncia, nimero de passagens e tipo de célula utilizada,
bem como, conforme a concentracdo do horménio e duracdo do tratamento (Harvey et al.,
2002). Em excesso, 0os hormdnios tireoidianos podem provocar efeitos prejudiciais e distintos
no esqueleto de individuos jovens e adultos (Nicholls et al., 2012). E provavel que o aumento
da espessura das trabéculas 6sseas e da porcentagem de tecido dsseo trabecular, evidenciado na
prole das ratas tratadas com tiroxina, possa ser decorrente do aumento da diferenciacdo
osteogénica das células tronco promovido pelos hormdnios tireoidianos, como demonstrado em
estudos in vitro e in vivo (Boeloni et al., 2009; Hell et al., 2011; Boeloni et al., 2013a).
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A adicdo de T3 no meio de cultivo aumenta a diferenciagdo osteogénica das células tronco
mesenquimais da medula 6ssea de ratos jovens, caracterizada pelo aumento da atividade da
fosfatase alcalina, da sintese de colageno | e dos ndédulos de mineralizacdo (Boeloni et al., 2009)
e da expressdo de osteocalcina (Hell et al., 2011). Além disso, células tronco de ratas adultas
hipertireoideas apresentam maior diferenciacdo osteogénica, representada por aumento na
atividade de conversdo de MTT em cristais de formazan, maior atividade da fosfatase alcalina,
aumento dos nddulos de mineralizacdo e elevacdo na expressdo génica de osteopontina,
osteocalcina e sialoproteina 6ssea. O aumento da aposi¢do 6ssea pode ainda ser justificado pela
influencia direta de T3 e T, sobre os osteoblastos, estimulando a expressdo de fatores que sao
importantes para a aposi¢do 6ssea, como colageno, fosfatase alcalina (Pepene et al., 2003),
osteocalcina (Asai et al., 2009) e IGF (Huang et al., 2000).

Neste estudo, com base nas analises imunoistoquimicas e moleculares, o0 excesso de hormdnio
tireoidiano materno, durante a gestacdo e lactacdo, reduziu a expressdo de VEGF nos
condrécitos. Esse resultado difere do que tem sido comprovado em outros tecidos, onde 0s
efeitos pro-angiogénicos dos horménios tireoidianos tém sido observados, como coragdo
(Chilian et al., 1985), corpo luteo (Silva et al., 2013), placenta (Silva et al., 2015) e em tumores
(Lin et al., 2013). Entretanto, os mecanismos pelos quais 0s hormonios tireoidianos atuam no
processo de angiogénese ainda ndo sdo completamente compreendidos (Luidens et al., 2010).
Nossos resultados demonstram que a reducdo da expressao de VEGF nos condrdcitos pode ser
um dos mecanismos envolvidos na génese da reducdo do comprimento do fémur do grupo
tratado. O excesso de tiroxina materna afetou também a expressao génica do receptor de VEGF,
o FlIk-1, apenas nos animais com 20 dias de idade. Uma das hipéteses para tentar explicar esse
resultado é que o maior tempo de exposi¢do ao excesso de hormdnios tireoidianos maternos
possa reduzir a expressdo do receptor do VEGF. No entanto, os neonatos do grupo tratado
apresentaram menor crescimento mesmo ndo apresentado alteracdes na expressdo do Flk-1.

A relacdo entre reducdo do VEGF, menor comprimento 6sseo e aumento da zona hipertrofica da
placa epifisaria ja foi relatada por outros pesquisadores. Ratos com lesdo traumatica induzida na
placa epifisaria da tibia e administracdo local de inibidores de VEGF apresentam reducdo do
crescimento ésseo longitudinal e aumento na zona hipertrofica, sem alteracdo no tamanho das
zonas de repouso e proliferativa. Foi comprovado ainda, que camundongos knockout para
VEGF-A ou com inibicdo do VEGF também apresentam atraso no crescimento 6sseo
endocondral, com reducéo da proliferacdo e expansdo da zona hipertrofica (Chung et al., 2014),
semelhante as alteragdes observadas neste estudo.

O VEGF é fundamental para a angiogénese, aumento da permeabilidade capilar e consequente
diferenciacdo dos condrécitos durante a formacdo 6ssea endocondral (Carlevaro et al., 2000;
Bluteau et al., 2007; Murata et al., 2008), promovendo o aporte de oxigénio e auxiliando no
transporte de nutrientes (Tang et al., 2012). Sendo assim, € possivel que a inibi¢do da expressao
de VEGF nos condrocitos possa, em associagdo com excesso de tiroxina materna, contribuir
para a redugdo da proliferacdo celular, pela menor expressdo de CDC-47, observada no grupo
tratado. Diversas outras moléculas também tém sido implicadas como reguladores positivos da
angiogénese, como a BMP2 (Peng et al., 2005), a MMP9 (Kojima et al., 2013), o FGF, o TGF,
0 TNF e as Ang, dentre outras (Dai e Rabie, 2007). Mais estudos sdo necessarios para verificar a
participacdo desses fatores na génese da reducdo do crescimento causada pelo hipertireoidismo
materno.

Com relagdo aos outros fatores angiogénicos estudados, apesar de ter sido observada expresséo
do transcrito génico para Ang2 nas cartilagens dos ratos, ndo foi observada imunoexpressdo
deste fator nas cartilagens de crescimento. Em fetos de suinos, a imunomarcacdo para Ang2 no
radio é fracamente expressa nas regides de ossificacdo endocondral, enquanto a Angl ndo é
detectada (Spiegelaere et al., 2010). A partir de imunofluorescéncia indireta, Horner e
colaboradores (2001) detectaram expressdo de Angl e Ang2 na placa epifisdria de neonatos
humanos, sendo a expressdo ausente na zona de repouso e maior com a diferenciacdo de
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condrdcitos, particularmente quando adjacentes a vasos sanguineos. A Ang2 apresenta maior
intensidade de expressao, principalmente nas zonas de proliferacdo e hipertrofica. Entretanto, a
expressdo de Ang nas cartilagens de crescimento de ratos ndo tem sido estudada.

Apesar de o VEGF apresentar maior expressdo durante o crescimento do 0sso humano, tanto a
Angl quanto a Ang2 séo co-expressos com o0 VEGF, a partir das anélises de imunofluorescéncia
indireta, em locvais de ossificacdo endocondral em éareas de remodelamento dsseo (Horner et
al., 2001). Sabe-se que a Angl se liga e ativa o Tie2 enquanto a Ang2 bloqueia a ligacéo e a
acdo da Angl (Asahara et al., 1998). Foi observada expressdo dos transcritos génicos para Angl
e Ang2, e para o seu receptor Tie2, apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa entre
0s grupos controle e tratado. Entretanto, foi constatada auséncia de imunoexpressdo de Ang2
nas cartilagens de crescimento. Contudo, os niveis de mRNA nem sempre coincidem com 0s
niveis de expressdo proteica. Isso é justificado porque a quantidade de proteina presente numa
célula depende ndo somente da quantidade e frequéncia da transcricado e translacdo, mas também
da degradacdo proteica e da frequéncia do transporte para fora da célula (Lester, 2008).

Nos neonatos filhos de ratas tratadas com tiroxina, foi observada reducdo da imunoexpressdo de
Tie2. Apesar da especificidade entre o receptor Tie2 e as Angs, foi constatado em células
endoteliais da veia umbilical humana que o VEGF através da clivagem proteolitica do Tiel,
pode ativar o receptor Tie2 por fosforilacdo independente da ligacdo de Tie2 com seus ligantes
(Singh et al., 2009). Ja foi demonstrado que Angl e Ang2 podem modular a neovascularizacdo
pos-natal induzida pelo VEGF (Asahara et al., 1998). Entretanto, vale ressaltar que as
sinalizacbes de VEGF-VEGFR e Ang-Tie regulam diferentes aspectos da angiogénese
(Saharinen, et al., 2010). Tie2 auxilia na manutencdo da integridade de vasos maduros. Assim a
perda de sinalizacdo de Tie2 pode levar a desestabilizacdo de vasos sanguineos (Augustin et al.,
2009). Dessa forma, pode-se sugerir que a menor expressdo de VEGF e Tie2 nas cartilagens de
crescimento esteja associada a reducdo na angiogénese. Estudos em modelo experimental de
zebrafish demonstraram a acdo sinérgica entre Tie2 e VEGF no controle da angiogénese e a
importancia da expressdo de Tie2 para a expressdo de Flk-1 induzida por VEGF (Li et al.,
2014). Todavia, esta relagdo ainda é pouco esclarecida guando relacionada ao crescimento
06sseo, sendo necessarios estudos da sinalizacdo angiopeitina/Tie nas cartilagens de crescimento
e sua influéncia sob a acdo do VEGF.

Portanto, 0 excesso de tiroxina materna durante a gestacado e lactacdo reduz o crescimento 6sseo
endocondral da prole por reduzir a taxa de proliferacdo e a expressdo de VEGF e dos receptores
Flk-1 e Tie2 nas cartilagens de ratos em crescimento sem, no entanto, alterar a expressao dos
transcritos génicos para as Angs le 2.
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CAPITULO 3

Efeito do excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo pés-natal sobre o
crescimento 6sseo endocondral e perfil proliferativo e angiogénico das cartilagens de
crescimento de ratos

Resumo

Grande parte da evidéncia de que os hormdnios tireoidianos tém influéncia sobre o crescimento
6sseo baseou-se em pesquisas com hipotireoidismo. Apesar do hipertireoidismo também estar
associado a reducdo do crescimento em criancas, a génese da baixa estatura ainda é
desconhecida. Uma das nossas hipoteses é que a reducdo do crescimento no hipertireoidismo
ocorra por reducgéo da proliferacéo celular e da angiogénese. O objetivo deste estudo foi elucidar
os efeitos do excesso da tiroxina materna e pos-natal sob o perfil proliferativo e angiogénico das
cartilagens de crescimento de ratos com 40 dias de idade. Foram utilizadas 16 ratas Wistar
adultas distribuidas em dois grupos. O grupo tratado (n=8) recebeu L-tiroxina e o controle (n=8)
agua destilada, diariamente durante a gestacdo e a lactacdo. Do desmame até os 40 dias de
idade, a prole do grupo tratado (n=8) recebeu L-tiroxina e do grupo controle recebeu placebo
(n=8). Ao desmame, foi realizada dosagem plasmatica de T, livre nas maes. Na prole com 40
dias de idade, foram realizados: dosagem plasmatica de T total e T, livre, histomorfometria das
tireoides, mensuracdo do peso corporal e do comprimento e largura do fémur. Nas cartilagens
do fémur, foram avaliados o perfil proliferativo, baseado na expressdo de CDC-47 e o perfil
angiogénico, pela expressdo de VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2, por imunoistoquimica e/ou
RT-PCR tempo real. As médias entre grupos foram comparadas pelo teste T de Student. As
concentracdes plasmaticas de T4 livre das maes tratadas e de T3 total e T4 livre da prole aos 40
dias foram significativamente mais elevadas. Além disso, a tireoide dos filhotes que receberam
tiroxina apresentou foliculos com didmetro significativamente maior e epitélio
significativamente mais baixo. A largura do fémur foi significativamente menor nos animais
tratados com reducdo significativa da espesssura da zona proliferativa da placa epifisaria e da
cartilagem articular. Além disso, houve reducdo da proliferacdo celular pela menor
imunoexpressdo de CDC-47 e do perfil angiogénico pela menor imunoexpressdo de VEGF e
dos transcritos génicos para VEGF e Angl nas cartilagens de crescimento dos ratos com
hipertireoidismo. Conclui-se que o excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo
pos-natal reduz a largura da diafise do fémur e a proliferacdo celular e a expressdo génica e
protéica de VEGF e Angl nas cartilagens de crescimento.

Palavras chave: tiroxina, hipertireoidismo congénito, cartilagem de crescimento, 0sso,
angiogénese, rato.

Introducao

Os horménios tireoidianos maternos tém acéo critica em todos os sistemas da prole durante a
gestacdo e lactagdo (Millar et al., 1994; Phoojaroenchanachai et al., 2001; Mestman, 2004;
Andersen et al., 2013; Medici et al., 2013). O hipertireoidismo materno pode estar associado ao
hipertireoidismo transitorio fetal e neonatal, que é causado pela passagem de anticorpos
tireoestimulantes da mde com doenca de Graves para o feto. Essa alteragdo geralmente ocorre
em 1% dos neonatos de mées com hipertireoidismo (Péter e Muzsnai, 2011). Embora raros, 0s
casos de hipertireoidismo congénito persistente também tém sido descritos por alteracfes
genéticas e hereditarias do receptor para tireotropina (Polak et al.,2006).
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J& esta bem estabelecido que os horménios tireoidianos apresentam grande influéncia sobre o
crescimento e maturacdo dssea (Serakides et al., 2004; Serakides et al., 2008; Bassett e William,
2009; Nicholls et al., 2012). Entretanto, grande parte desta evidéncia baseou-se nas observacgoes
em individuos com hipotireoidismo (Buckler et al., 1986). Embora menos frequente que a
hipofuncéo tireoidiana, o hipertireoidismo congénito se ndo reconhecido e tratado também pode
ter efeitos graves sobre o crescimento 6sseo, particularmente nos primeiros dois anos de vida
(Segni et al.,2001). A tireotoxicose juvenil pode estar associada ao crescimento acelerado e a
idade 6ssea avangada. No entanto, ha relatos de redugdo da estatura devido a fusdo prematura
das placas de crescimento (Segni et al., 1999; Bassett et al., 2007).

A formagdo e o crescimento 6sseos sao controlados principalmente pelas taxas de proliferacéo,
sintese de matriz extracelular e hipertrofia dos condrécitos da placa epifisaria (Hunziker, 1994;
Ballock e O'Keefe, 2003). A elevada atividade mitética dos condrécitos é controlada por
inumeros fatores, incluindo regulacdo enddcrina, autocrina, ritmo circadiano e idade (Farnum et
al., 2002), o que é fundamental para criar as propor¢des funcionais do esqueleto (Staines et al.,
2013). Com a maturidade, os condrécitos adquirem um estado de senescéncia e consequente
declive do potencial proliferativo e o crescimento longitudinal é cessado (Weise et al., 2001;
Nilsson et al., 2005, Mackie et al., 2011).

As células que participam do processo de formacdo e crescimento 0sseos, COmo 0S
condroblastos, osteoblastos e osteoclastos devem apresentar interacdo funcional com o sistema
vascular, sendo inclusive reguladas por moléculas pro e anti-angiogénicas (Carrington e Reddi,
1991; Maes, 2013). O VEGF é o principal regulador da angiogénese durante o desenvolvimento
embrionario, fetal e pos-natal e da sobrevivéncia e atividade das células das linhagens
condrogénica e osteobléstica (Ferrara et al., 2003). E também o responsével pela sinalizacio que
coordena a invasao de vasos sanguineos na zona hipertréfica das cartilagens de crescimento e a
substituicdo progressiva da cartilagem em 0sso, com consequente promog¢do do crescimento
(Maes, 2013). Além do VEGF, as angiopoetinas (Ang) e seus receptores tirosina quinase (Tie2)
também sdo importantes para angiogénese e em humanos ja foram identificadas em locais de
ossificacdo endocondral em coexpressao com VEGF (Horner et al., 2001).

Apesar dos hormonios, fatores de crescimento, genes e vias de sinalizacdo que controlam o
crescimento 6sseo serem amplamente estudados, 0 mecanismo pelo qual ocorre reducdo do
crescimento ésseo induzido pelo excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo pés-
natal permanece desconhecido. Pesquisas desenvolvidas por nossa equipe demonstraram, por
histomorfometria dssea, que o hipertireoidismo materno em ratas resulta em reducdo
significativa da formacdo e do crescimento 6sseo endocondral na prole ao nascimento e ao
desmame, caracterizado por reducdo do comprimento dos membros, aumento da espessura da
placa epifisaria e aumento da porcentagem de osso trabecular. Mas, estas alteracbes podem ser
reversiveis 20 dias apds o desmame se for cessado o contato do filhote com o excesso de
tiroxina materna. No entanto, neste estudo prévio foi avaliado apenas as alteragdes, sem
investigar a génese (Maia et al., 2016). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos do excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo po6s-natal nas cartilagens
de crescimento da prole, a partir da avaliacdo do perfil proliferativo, baseado na expressdo de
CDC-47 e do perfil angiogénico, pela expressdo imunoistoguimica e/ou de transcritos génicos
para VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2.

Material e métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (Protocolo n°. 47/2014) (Anexo 1).
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Acasalamento e administragédo de tiroxina

Foram utilizadas 16 ratas Wistar com dois meses de idade (Figura 16), alojadas em caixas
plasticas (quatro ratas/caixa) e recebendo racdo comercial e dgua ad libitum. As ratas foram
mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Apés adaptacdo de duas semanas,
as fémeas foram submetidas diariamente a citologia vaginal para determinar a fase do ciclo
estral (Marcondes et al., 2002). As ratas em proestro e estro foram alojadas em caixas plasticas
com ratos adultos por 12 horas numa proporc¢do de duas fémeas para cada macho. A cépula foi
confirmada pela presenca de espermatozoides na citologia vaginal e esse dia foi considerado dia
0 de gestacdo (Silva et al., 2012; Silva et al., 2014). Apds a copula, as fémeas foram mantidas
individualmente em caixas plasticas.

A partir do primeiro dia de gestacdo, as ratas foram distribuidas em dois grupos distintos, cada
um com oito animais. O grupo tratado recebeu a administracdo diaria de L-tiroxina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia, diluida em
5 mL de agua destilada de acordo com protocolos previamente estabelecidos (Serakides et al.,
2004; Silva et al., 2013) (Anexo 2), por todo periodo da gestacdo e lactacdo. Nas fémeas do
grupo controle, foi fornecido como placebo 5 mL de agua destilada, por sonda oro-gastrica,
durante todo o periodo experimental.

De cada rata dos grupos controle e tratado com L-tiroxina, foi separado um filhote no desmame,
ou seja, aos 20 dias de idade. Os filhotes das ratas do grupo tratado receberam L-tiroxina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia,
diluida em 1 mL de agua destilada. Sendo assim, estes animais foram submetidos ao excesso de
tiroxina materna durante a gestacdo e lactacdo e apds o desmame continuaram recebendo
tiroxina por mais 20 dias. Os filhotes do grupo controle receberam 1 mL de adgua destilada como
placebo também por sonda oro-gastrica.

Dessa forma, foram constituidos dois grupos: 1) Filhos hipertireoideos de ratas tratadas com L-
tiroxina (n=8) e 2) Filhos eutireoideos de ratas controle. A eutanasia foi realizada por puncéo
cardiaca precedida por anestesia com xilazina (40 mg/Kg/IP; Vetnil, Brasil) e quetamina (10
mg/Kg/IP; Konig, Brasil).

Dosagem plasmaética de T3 total e T, livre

O sangue das ratas aos 20 dias de lactacdo e da prole aos 40 dias foi colhido por puncéo
cardiaca em tubos contendo heparina seguido de centrifugacdo para obtencdo do plasma e
armazenado a -20°C para dosagem de T4 livre nas mées e T3 total e T4 livre na prole. A
dosagem foi realizada usando a técnica de ELISA de quimioluminescéncia (IMMULITE,
Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA, EUA) (sensibilidade: 0,4 ng/dl) em
sistema totalmente automatico (Serakides et al., 2004; Serakides et al., 2008).

Processamento e analise histomorfométrica da tireoide

As tireoides da prole dos grupos hipertireoideo e controle foram dissecadas, fixadas em
formalina 10% neutra e tamponada com fosfato de s6dio monaobasico e dibasico e processadas
de acordo com a técnica rotineira de inclusdo em parafina. Secgdes histologicas de 4pum foram
coradas pela técnica de HE para avaliagdo morfométrica. Foram mensurados, ao acaso, em cada
tireoide, os diametros maior e menor de 30 foliculos, obtendo-se a média destas medidas.
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Figura 16. Organograma do manejo reprodutivo, inducdo do hipertireoidismo nas ratas mées e prole com
40 dias nos grupos controle e tratado com L-tiroxina.

Esta mensuracao foi realizada em uma seccao histolégica por animal com auxilio de uma ocular
micrométrica com régua acoplada ao microscépio em objetiva de 40x.

A altura do epitélio foi mensurada em 20 foliculos. Em cada foliculo, foram mensurados quatro
pontos distintos e equidistantes, obtendo-se o valor médio das quatro medidas. Esta mensuracédo
foi realizada com auxilio de uma ocular micrométrica com régua acoplada ao microscépio em
objetiva de 100x. Os valores obtidos para o didmetro e altura do epitélio foram transformados
em micrémetro utilizando-se a escala de uma lamina micrométrica (Serakides et al., 2000).

Mensuracéo do peso corporal e do comprimento e largura do fémur

Aos 40 dias de idade dos grupos hipertireoideo e controle foram obtidas as médias do peso
corporal individual (g). A mensuracdo do fémur direito foi realizada com auxilio de régua
milimetrada (paquimetro), sendo o comprimento medido da epifise proximal até a epifise distal,
enguanto a largura foi medida no meio da diafise do osso.

Processamento histoldgico e analise histomorfométrica dos 0ssos

De todos os animais dos dois grupos experimentais, foram dissecados e colhidos o fémur direito
para processamento histolégico. As amostras foram fixadas em formalina 10% neutra e
tamponada com fosfato de sédio monobasico e dibasico por no maximo 48 horas. As amostras
foram submetidas a descalcificacdo, pela utilizacdo de duas solugfes diferentes. Na primeira
solucdo, os 0ssos permaneceram por 24h e foi constituida por EDTA (0,79g), tartarato de sodio e

86



potassio (89), tartarato de sodio (0,14q), acido cloridrico (120mL) e agua destilada (900mL).
Posteriormente, os ossos foram colocados na segunda solucdo de EDTA a 10% dissolvido em
agua destilada com troca da solugdo uma vez por semana, até completa descalcificagdo (Pitol et
al., 2007) por 20 dias (Anexo 3). Em seguida, os ossos foram seccionados longitudinalmente,
processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina (Anexo 4) e submetidos a microtomia
para obtengdo de secg¢des histologicas de 4um. Para andlise histomorfométrica, as secgdes
histoldgicas foram coradas pela técnica da HE (Anexo 5).

A porcentagem de tecido 6sseo trabecular foi determinada tanto na epifise quanto na metéfise
distal do fémur em trés campos em objetiva de 20x com auxilio de uma graticula com 121
pontos acoplada a ocular do microscopio Optico. A espessura das trabéculas foi determinada a
partir da média tomada de trés pontos equidistantes por trabécula, em um total de 20 trabéculas
6sseas da regido metafisaria, abaixo da placa epifisaria, em objetiva de 10x. As espessuras das
cartilagens articulares e das placas epifisarias, bem como das suas zonas foram determinadas
pela média das espessuras tomadas em 15 pontos equidistantes em objetiva de 10x. Estas
avaliacOes foram realizadas com o auxilio de uma ocular com régua. Os valores obtidos foram
transformados em micrometros utilizando-se a escala de uma lamina micrométrica.

Anélise imunoistoquimica das cartilagens de crescimento

Seccdes histoldgicas da epifise e metafise distais dos fémures dos grupos hipertireoideo e
controle foram colocadas sob laminas gelatinizadas (Bloise et al., 2009) (Anexo 6). As seccBes
histol6gicas foram submetidas a imunoistoquimica. Analisou-se a atividade proliferativa com o
anticorpo anti-CDC-47 (47DC14; Neomarkers, Fremont, CA, USA, diluicdo 1:50) e perfil
angiogénico com o uso do anticorpo anti-VEGF (sc-152; Santa Cruz, CA, USA, diluicdo 1:50).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase, Dako, St
Louis, MO, USA) e a recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor em banho-maria a 98°C
com solucdo de Trilogy®. As sec¢es histologicas foram incubadas em camara imida overnight
com o anticorpo priméario e por 30 minutos em cada uma das etapas seguintes, bloqueio da
peroxidase enddgena, soro de bloqueio (Dako, St Louis, MO, USA) e estreptavidina peroxidase,
e por 45 min a incubagdo com anticorpo secundario (Dako, St Louis, MO, USA). O crombgeno
utilizado foi a diaminobenzidina (Dako, St Louis, MO, USA). As sec¢Bes foram contra-coradas
com methy green para o0 CDC-47 e com hematoxilina de Harris para o VEGF (Anexo 7). O
controle negativo para todos os anticorpos foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario por
soro blogueio e como controle positivo seccdes histoldgicas de bago de rato.

As andlises imunoistoquimicas foram realizadas em toda a extensdo das cartilagens de
crescimento do fémur dos grupos tratado e controle, sendo ainda avaliada isoladamente na zona
hipertréfica da placa epifisaria. As células imunomarcadas foram avaliadas em 10
campos/seccdo histologica em objetiva de 40x por meio de imagens capturadas pelo
microscépio Leica DM 4000B com caAmera digital acoplada. A porcentagem de células CDC-47
positivas foi determinada considerando o nimero total de células por campo, usando o software
ImagePro-plus (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA). Para o anti-VEGF,
determinou-se a area e a intensidade de imunomarcacdo em pixels usando o software WCIF
Image J® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA). A avaliacdo foi realizada
tanto na cartilagem articular quanto na placa epifisaria do fémur. Cada um dos fatores foi
avaliado na zona superficial, média e profunda da cartilagem articular e também nas zonas de
repouso, proliferativa e hipertréfica da placa epifisaria.

Expressdo de transcriptos génicos por RT-PCR em tempo real nas cartilagens de crescimento
A quantificacdo relativa da expressdo de VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2 foi realizada pela

técnica de RT-PCR em tempo real em fragmentos da cartilagem articular do fémur esquerdo dos
ratos hipertireoideos e controle. Essas cartilagens foram coletadas em trizol, congeladas
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imediatamente em nitrogénio liquido por 2h e posteriormente armazenadas a -80°C. A extracdo
do mRNA da cartilagem foi realizada pelo uso do TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
conforme instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA de cada grupo foi determinada pela
leitura da absorbancia por espectrofotometria a 260/280nm (Anexo 8). Para as reacOes de
transcrigio reversa foi utilizado Kit comercial SuperScript® 111 First-Strand SynthesisSuper Mix
gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sendo utilizados 10uL de 2x RT reaction MIX,
2uL de RT enzyme MIX, 6uL de agua DEPC e 2uL de RNA contendo 0,5ug de RNA/uL para
um volume final de 20pL. A transcrigdo reversa foi realizada em um termociclador com a
programacgdo de 25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1uL de RNase H por microtubo e novamente colocado no
termociclador por 20 minutos a 37°C (Anexo 9). Para as reagtes de PCR em tempo real foram
utilizados 2,5 puL de cDNA, 1,0 pL de cada iniciador, 1,0 pL de ROX, 7 pL de 4&gua DEPC livre
de RNAse e 12,5uL do reagente SYBR Green em um volume final de 25 pL de reagdo no
aparelho 7500 Real-Time PCR System. Os parametros utilizados para amplificacdo foram: 50°C
por 120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos (Anexo 10). Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mMRNA Rattus
norvegicus (Tabela 3). A expressdo génica foi calculada usando o método 2**°T, onde os
resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente ap6s a normalizacdo
baseada na expressdo de beta actina (Actina-f) Rattus norvegicus.

Tabela 3. Iniciadores dos transcritos génicos delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus
norvegicus

Transcritos Iniciadores N° de acesso
génicos

VEGF Forward: GCCCAGACGGGGTGGAGAGT NM_001110336.1
Reverse: AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA

Flk-1 Forward: GTCCGCCGACACTGCTGCAA NM_013062.1
Reverse: CTCGCGCTGGCACAGATGCT

Angl Forward: GTCAGCCTTTGCACAAAAGAAGTTT NM_053546.1
Reverse: TCCAGCCCCTCTGGAAATCT

Ang2 Foward: TGCCTGCAAGTTTGCTGAAC NM_134454.1
Reverse: GGCTGAGGCCAAGACAAGAT

Tie2 Foward: CGGCTTAGTTCTCTGTGGAGTC NM_001105737.1
Reverse: GGCATCAGACACAAGAGGTAGG

Actina-f Forward: TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT NM_031144.2

Reverse: CGACGAGCGCAGCGATATCGT

Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foram determinados a média e o
desvio padrdo. Foi realizada a comparacdo das médias pelo teste t de student pelo pacote
computacional GraphPad Prism 6. Diferencas foram consideradas significativas se p<0,05
(Sampaio, 2002).

Resultados

Concentracéo plasmética dos hormonios tireoidianos e histomorfometria da tireoide

O tratamento com tiroxina aumentou a concentragdo plasmatica de T, livre nas ratas com 20
dias de lactacdo quando comparadas com as ratas do grupo controle (P<0,05). Na prole com 40

dias, o hipertireoidismo foi confirmado nos animais tratados pelo aumento significativo da
concentragdo plasmatica de T total e T, livre comparados com o grupo controle (Figura 17).
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Além disso, todos os animais tratados com L-tiroxina exibiram sinais clinicos caracterizados por
hiperatividade e agressividade.

1-5_ ok ok —

1.0- —

0.5

Dosagem hormonal (ng/dL)

0.0-

T T T
T4 Livre T3 Total T4 Livre

Ratas em lactacdo Ratos com 40 dias

Bl Controle Tratado

Figura 17. Niveis de hormonios da tireoide (médiatSD) no plasma das ratas mées controle e tratadas com
L-tiroxina, ao final da lactacdo e da prole dos grupos controle e que recebeu tiroxina materna associada a
tiroxina administrada do desmame aos 40 dias de idade. Aumento nas concentracoes plasmaticas de T,
livre (P<0.001) nas ratas tratadas e aumento de T total (P<0.01) e de T, livre (P<0.001) nos ratos com 40
dias de idade que receberam tiroxina.

As tireoides, independente do grupo experimental, apresentaram foliculos variando de redondos
a ovais e com didmetros variados. No grupo controle, os foliculos eram revestidos por epitélio
predominantemente cuboidal e preenchidos por coloide denso e por vezes vacuolizado,
enquanto que nos ratos hipertireoideos, foi observada predominancia de foliculos com diametro
grande e uniforme e revestidos por epitélio achatado. A morfometria confirmou a diferenca
entre grupos. Foi observado, no grupo hipertireoideo, aumento significativo do didmetro dos
foliculos e reducdo significativa da altura do epitélio folicular em comparacdo aos do grupo
controle (Figura 18).

ok @

O . Qs
T I ~~ A
£ s g |
= i
R S
S & 4- =l
g 40 S
o <
5 20 2 21
g <
A 0- T 0- T
Bl Controle Hipertireoideo ()

Controle Hipertireoideo

Figura 18. Histomorfometria da tireoide (média£SD) de ratos controle e hipertireoideos. A) Aumento no
diametro folicular (um) no grupo hipertireoideo (p>0,05). B) Redugdo da altura do epitélio folicular (pum)
da tireoide nos ratos hipertirecideos (P<0,0001). C) Fotomicroscopia da tireoide evidenciando as
alteracOes descritas nos gréaficos. HE, barra:18,5 pum.
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Mensuracéo do peso corporal e do comprimento e largura do fémur
N&o foram observadas diferengas significativas no peso corporal (Figura 19A) e no

comprimento do fémur (Figura 19B) entre grupos. No entanto, a largura do fémur foi
significativamente menor nos animais hipertireoideos (Figura 19C).
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Figura 19. Peso corporal (g), comprimento (mm) e espessura (mm) do fémur de ratos controle e
hipertireoideos (p >0,05). A e B) Nao foram observadas diferencas significativas no peso ou comprimento
do fémur entre os grupos. C) Ratos hipertireoideos com menor espessura do fémur.

Histomorfometria das cartilagens de crescimento e do tecido 6sseo

Em ambos os grupos, a placa epifisaria apresentava espessura compativel com a idade dos
animais. Entretanto, em alguns animais do grupo tratado foi observada desorganizacdo das
zonas da placa epifisaria. No grupo hipertireoideo ndo foi observada diferenca significativa na
espessura total da placa epifisaria e das zonas de repouso e hipertréfica em relagdo ao controle.
No entanto, a espessura da zona proliferativa foi significativamente menor comparada a do
grupo controle (Figura 20A e E). Ja a espessura da cartilagem articular e de todas as suas zonas
foi significativamente menor no grupo hipertireoideo comparada a do controle (Figura 20B e E).

Nos grupos controle e hipertireoideo o tecido dsseo trabecular apresentava caracteristicas
semelhantes. As trabéculas epifisarias e metafisarias do fémur eram numerosas, espessas e
confluentes. Os osteoblastos recobriam toda a superficie das trabéculas e apresentavam-se ora
cuboidais e com nacleo volumoso e oval, ora achatados com ndcleo fusiforme e intensamente
basofilico. Os ostedcitos apresentavam-se por vezes com nlcleos pequenos alojados em lacunas
estreitas e pouco basofilicas ou com nucleos volumosos alojados em lacunas largas com bordas
basofilicas. Confirmando a analise morfoldgica, ndo foi observada diferenca entre grupos com
relagdo a espessura das trabéculas 6sseas e a porcentagem de tecido 6sseo trabecular na epifise e
metafise do fémur (Figura 20C, D e E).
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Figura 20. Histomorfometria dssea da regido distal dos fémures de ratos controle e
hipertireoideo. A) Espessura da placa epifisaria e suas zonas, com reducéo da zona proliferativa
da placa epifisaria dos ratos hipertireoideos em comparagéo ao controle (P<0,01). B) Reducéo
da espessura da cartilagem articular (P<0.001) e suas zonas superficial (P<0,0001), média
(p>0,05) e profunda (p>0,05) nos ratos hipertireoideos em comparagdo ao controle. C)
Porcentagem de trabéculas Gsseas metafisarias e epifisarias (p>0,05). D) Espessura das
trabéculas Osseas metafisarias (p>0,05). E) Fotomicroscopia da epifise e placa epifisaria
demonstrando desorganizacdo e reducdo da espessura da zona proliferativa. Cartilagem articular
com menor espessura total e de suas zonas nos animais do grupo tratado. Trabéculas Gsseas da
epifise e metéfise sem diferencas entre os grupos; HE, barra: 18,5 um. CA: cartilagem articular;
EP: epifise; PE: placa epifisaria; MT: metafise; ZR: zona de repouso; ZP: zona proliferativa;
ZH: zona hipertrofica; ZS: zona superficial; ZM: zona média; ZP: zona profunda.
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Expressdo imunoistoquimica de CDC-47 e VEGF

Nos dois grupos, a taxa de proliferacdo, caracterizada pela expressdo de CDC-47, foi
representada pela marcacéao positiva nuclear, principalmente nas zonas proliferativa e média, em
menor quantidade nas zonas de repouso e rara nas zonas hipertréficas da placa epifisaria, com
padrdo similar nas zonas da cartilagem articular. Nos ratos hipertireoideos, a imunoexpressdo do
CDC-47 foi significativamente menor nos condrécitos da cartilagem articular e da placa
epifisaria dos fémures em comparacao ao controle (Figura 21).

A analise imunoistoquimica da expressao de VEGF revelou imunomarcacao citoplasmatica e
nuclear em todas as zonas da placa epifisaria e da cartilagem articular de ambos 0s grupos.
Contudo, nos ratos hipertireoideos houve significativa reducdo na area e na intensidade de
imunomarcacdo em toda a placa epifisaria e cartilagem articular e especificamente na zona
hipertrofica da placa epifisaria, em comparacdo ao controle (Figura 22).
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Figura 21. Expressdo imunoistoquimica de CDC-47 nas cartilagens de crescimento da regido distal dos
fémures de ratos controle e hipertireoideo. A) Redugdo da porcentagem de células imunomarcadas na
cartilagem articular (P<0,001) e na placa epifisaria (P<0,001). B) Fotomicroscopia da cartilagem articular
e placa epifisaria dos fémures de ratos com 40 dias controle e hipertireoideo, demonstrando reducdo no
namero de células positivas para CDC-47 com nucleo corado de marrom no grupo tratado em
comparacdo ao controle (estreptavidina-biotina-peroxidase, metyl green, barra:18,5 um. CA: cartilagem
articular; PE: placa epifiséria.
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Figura 22. Expressdo imunoistoquimica de VEGF nas cartilagens de crescimento da regido distal dos
fémures de ratos controle e hipertireoideos. A) Reducdo da area de expressdo do VEGF na cartilagem
articular (P<0,01) e zona hipertréfica (P<0,01) e placa epifisaria (P<0,001) do grupo tratado em
comparacdo ao controle. B) Reducdo da intensidade de expressdao do VEGF na cartilagem articular
(P<0,01) e zona hipertrofica (P<0,01) e placa epifiséria (P<0,001) do grupo tratado em comparacdo ao
controle. C) Fotomicroscopia da cartilagem articular e placa epifisaria dos fémures de ratos
hipertireoideos e controle, demonstrando imunoexpressdo citoplasmatica de VEGF em marrom,
ilustrando os resultados evidenciados nos gréaficos (estreptavidina-biotina-peroxidase, hematoxilina de
Harris, barra: 18,5 pm. CA: cartilagem articular; PE: placa epifisaria; ZH: zona hipertrofica.
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Expresséo dos transcritos génicos para VEGF, Flk-1, Angl, Ang2 e Tie2

Os ratos hipertireoideos apresentaram reducéo significativa da expressdo de transcritos génicos
para VEGF e Angl (Figura 23). Contudo, ndo foi observada diferenca significativa entre grupos
com relacdo a expressdo dos demais transcritos, Flk-1, Ang2 e Tie2 (Figura 23).
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Figura 23. Expressdo dos transcritos génicos para Vegf, FIk-1, Angl, Ang2 e Tie-2 pela técnica de RT-
PCR em tempo real nas cartilagens de crescimento da regido distal dos fémures de ratos controle e
hipertireoideos. Reducdo da expressdo de mRNA para Vegf (p<0,01) e Angl(p<0,01) nos ratos
hipertireoideos comparados ao grupo controle.
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Em resumo, o0 excesso de tiroxina materna associada ao hipertireoidismo pés-natal pode resultar
em diversas alteracdes na prole em comparacdo ao grupo controle, conforme demonstrado na
Tabela 4.

Tabela 4. Efeitos do excesso de T4 na prole com 40 dias em rela¢&o ao grupo controle.

Ratos com
40 dias

Dosagens de T3 total e T4 livre i
Histomorfometria tireoide Diametro foliculo I
Altura epitélio !
Peso (g) -
Comprimento do fémur -
Largura do fémur [l
Total -
PE R )
ZP !
Espessura das cartilagens de ZH .
crescimento Total !
CA @ l
M J
ZP [l
Porcentagem e espessura MT -
das trabéculas Osseas EP )
% CDC-47 I}
Imunoistoquimica VEGF l
VEGF i
FLK-1 -
RT-PCR Angl !
Ang? -
Tie2 -

PE: placa epifiséria; CA: cartilagem articular; MT: metéfise; ZR: zona de repouso; ZP: zona proliferativa;
ZH: zona hipertréfica; ZS: zona superficial; ZM: zona média; ZP: zona profunda.
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Discussao

No presente estudo, 0s animais que tiveram contato com o excesso de tiroxina materna, via
placenta e leite, e que receberam tiroxina no periodo do desmame até os 40 dias de idade,
apresentaram reducdo do crescimento em espessura do 0sso e alteracdo da espessura das
cartilagens de crescimento, associados a reducdo da proliferacdo celular e da expressao
imunoistoquimica e/ou do transcrito génico para VEGF e Angl. Sendo assim, este modelo
permitiu esclarecer os efeitos da associagdo da tiroxina materna com o hipertireoidismo pos-
natal no crescimento 6sseo de ratos, bem como a génese dessas alteragcdes no que concerne ao
perfil proliferativo e angiogénico.

A eficacia do tratamento com L-tiroxina foi atestada pela determinacdo da concentracdo
plasmatica elevada de T, livre nas ratas aos 20 dias de lactacdo e de T; total e T, livre na prole
tratada com 40 dias de idade. Adicionalmente, as avaliagdes morfoldgicas e morfométricas da
tireoide da prole também endossou as alteracBes plasmaticas. O aumento do diametro folicular
associado a reducdo do epitélio da tireoide do grupo hipertireoideo sdo achados similares aos
observados em pesquisas que induziram hipertireoidismo em ratos e camundongos adultos
(Serakides et al., 2000; Ferreira et al., 2007). Essas alteraces morfoldgicas sao decorrentes do
feedback negativo exercido pelo excesso de hormonios tireoidianos sobre a glandula (Fisher et
al., 2000; Higuchi et al., 2005).

Estudos anteriores demonstraram que as disfunc@es tireoidianas afetam o crescimento e o
desenvolvimento de diversos 6rgdos (Cooper, 2003). Todavia, ndo foi observada diferenca no
peso corporal entre os ratos hipertireoideos e controle. A associacdo entre baixo peso fetal, ao
nascimento e na infancia em pacientes com tireotoxicose tem sido relatada (Polak et al., 2006;
Ménnistd et al., 2013), semelhante ao observado em adultos. Sugere-se que esse baixo peso seja
devido ao aumento do catabolismo corporal causado pelo excesso de horménios tireoidianos
(Anselmo et al., 2004; Mestman, 1998). Apesar desta associa¢do, nem todos os individuos com
hipertireoidismo apresentam redu¢do do peso corporal (Méannistd et al., 2013). Em alguns casos,
as caracteristicas clinicas da tireotoxicose sdo discretas e o0 estado hipertireoideo é evidenciado a
partir de exames bioguimicos (Bursell e Warner, 2007).

Resultados do capitulo anterior demonstraram que a prole de ratas hipertireoideas, ao
nascimento e ao desmame, apresenta reducdo do crescimento longitudinal do fémur. Ao
contrario, neste estudo, a largura 6ssea reduziu, sem altera¢do do crescimento longitudinal. Em
camundongos machos adultos com hipertireoidismo, foi descrito reducdo na espessura da
cortical femoral em decorréncia da supremacia do processo de reabsorcdo frente a aposicdo
6ssea (Tsourdi, et al., 2015). Embora ndo tenha sido escopo deste estudo avaliar a reabsorcédo
Ossea, pode-se sugerir que no tecido 6sseo trabecular ndo houve supremacia de nenhum destes
dois processos, uma vez que a guantidade de tecido dsseo trabecular foi semelhante entre
grupos. No entanto, existe divergéncia com relacdo a altura. A taxa de crescimento pode ser
variavel, havendo aceleragdo do crescimento nos estagios iniciais, seguido por desaceleracéo e
interrupcdo final do crescimento, fazendo com que alguns individuos apresentem estatura final
menor (Bursell e Warner, 2007). Mas, uma avaliacdo retrospectiva do padréo de crescimento em
criangas com tireotoxicose diagnosticadas na fase pré-pubere ou no inicio da puberdade,
concluiu que a curva de crescimento destes pacientes ndo difere do padrdo de crescimento geral
da populagao (Jaruratanasirikul e Sriplung, 2006).

A partir da avaliacdo histomorfométrica, ndo houve diferenca entre grupos com relagdo a
espessura da placa epifisaria e das suas zonas, com excecao da zona proliferativa que apresentou
espessura significativamente menor em comparacdo ao controle. A cartilagem articular dos ratos
hipertireoideos também apresentou menor espessura total e de cada uma das suas zonas, quando
comparados ao controle. As ag¢fes dos hormonios tireoidianos no 0sso sdo mediadas pelos
receptores dos hormdnios tireoidianos, o0s receptores nucleares TR, 0s quais SA0 expressos em
condrdcitos e osteoblastos (Bassett e William, 2003) e osteoclastos (Bassett et al., 2007). Sabe-
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se que in vitro, ha reducdo na proliferacdo de condrdcitos cultivados em meio com excesso de
tiroxina (Bohme et al., 1992; Ohlsson et al., 1992; Robson et al., 2000; Okubo e Reddi, 2003).

Como ja era esperado diante da reducéo da espessura da zona proliferativa das cartilagens de
crescimento, a taxa de proliferacdo dos condrdcitos avaliada pela imunoexpressdo de CDC-47
foi menor nos animais hipertireoideos, em comparacdo ao controle. Este resultado pode
justificar, pelo menos em parte, 0 menor tamanho da zona proliferativa nos animais tratados,
uma vez que fisiologicamente esta zona é a que apresenta maior proliferacdo celular na placa
epifisaria (Romereim et al., 2014). A alteracdo na estrutura das zonas da placa epifiséaria
também ja foi descrita em individuos com disfungdes tireoidianas (Stevens et al., 2000; Freitas
et al., 2005; Desjardin et al., 2014), pois T3 é um regulador fundamental para a maturagdo da
cartilagem e expansdo clonal da zona de repouso e subsequente diferenciacdo (Rabier et al.,
2006; Bassett et al., 2007). Os condrécitos apresentam comportamentos especificos para regular
sua prépria morfogénese, exemplificado pela orientacdo do plano de divisdo mitética e
formacdo da coluna de condrécitos na zona proliferativa. Esta sinalizagdo ocorre através da via
Wnt B-catenina, que € crucial para alinhar os planos de divisdo e promover a formagdo das
colunas dos condrdcitos da zona de proliferacdo (Topczewski et al., 2001; Li e Dudley, 2009).
Ja foi descrito que os hormdnios da tireoide ativam a via de sinalizagdo Wnt B-catenina em
cultivos de condrécitos da placa epifisaria de ratos e regulam em parte a diferenciagdo terminal
de condrdcitos da placa epifisaria (Wang et al., 2007). Desta forma, as alteragdes na via de
sinalizagdo Wnt (-catenina pelos hormdnios tireoidianos é uma das hipdteses para explicar a
alteracdo na morfologia da placa epifisaria observada nos animais submetidos ao excesso de
tiroxina materna e pds-natal.

Ao contréario dos resultados do capitulo anterior no que concerne ao aumento da espessura das
trabéculas 6sseas e da porcentagem de tecido dsseo trabecular em ratos neonatos e com 20 dias
de idade, o excesso de tiroxina ndo induziu alteracdes no tecido 6sseo trabecular dos ratos com
40 dias de idade. E fato que o hipertireoidismo pode aumentar a quantidade de tecido Gsseo
quando ha supremacia da aposi¢cdo em relacéo a reabsorcdo 6ssea. No entanto, as consequéncias
desta disfuncdo sobre o tecido dsseo sdo variaveis e dependentes de fatores como dose de
tiroxina administrada, perfil sérico dos hormonios sexuais, curso da doenca (Serakides et al.,
2004), sitio dsseo (Suwanwalaikorn et al., 1996; Milne et al., 1998) e idade (Nicholls et al.,
2012). Sendo assim, no hipertireoidismo a massa 6ssea pode estar aumentada, normal ou
reduzida (Mundy et al.,1976; Allain et al., 1995; Karga et al., 2004; Serakides et al., 2004;
Desjardin et al., 2014). Similar aos achados deste estudo, Allain e colaboradores (1995) também
ndo encontraram alteracdo no volume de osso trabecular em ratos hipertireoideos com seis
semanas de idade.

Semelhante ao observado nos animais neonatos e com 20 dias de idade, o excesso de tiroxina
reduziu a expressdo imunoistoquimica e do transcrito génico para VEGF nas cartilagens de
crescimento dos ratos com 40 dias de idade. Alguns estudos tém demonstrado que o VEGF
pode atuar como mediador essencial durante o processo de formagdo e crescimento 0sseos
endocondrais, pois apresenta mdltiplas fungdes, ndo apenas na angiogénese do molde
cartilaginoso, mas também em diferentes aspectos do crescimento 6sseo (Zelzer e Olsen, 2005;
Dai e Rabie, 2007; Berendsen e Olsen, 2014; Liu e Olsen, 2014). Ao contrario do observado na
cartilagem, muitas pesquisas correlacionam o hipertireoidismo ao aumento na vascularizagéo
em alguns tecidos, como é o caso da adrenal de fetos submetidos ao hipertireoidismo na
gestacdo (Karaca et al., 2015) e tecidos como corpo luteo (Silva et al., 2013) e placenta (Silva et
al., 2015). Durante o crescimento 6sseo endocondral, a angiogénese mediada pelo VEGF é
importante para a formacdo e reabsor¢do da cartilagem, assim como para a mineralizacéo
(Carlevaro et al., 2000; Maes et al., 2002). A inativacdo do VEGF nas cartilagens de
crescimento reduz quase que completamente a invasdo dos vasos sanguineos na cartilagem
hipertrofica e compromete a formagdo de osso trabecular, com inibi¢do do crescimento (Gerber
et al., 1999).
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N&o foi observada alteragdo na expressdo génica de FIk-1, mesmo na presenca de menor
expressdo de VEGF nas cartilagens de crescimento de ratos de 40 dias submetidos ao excesso
de tiroxina. Sabe-se que o VEGF atua a partir da ligacdo com seus receptores de tirosina
quinase, VEGFR-1 (Flt1) e VEGFR-2 (FIk-1/KDR) (Ferrara et al., 2003; Dai e Rabie, 2007) e a
expressao destes receptores é auto-regulada e estimulada pelo préprio VEGF (Andraweera et
al., 2012). Foi constatado que em linhagens de células pré-osteoblasticas, a inibicdo da ligacdo
entre VEGF-A e B ao VEGFR-1 por tratamento com um bloqueador pode ser compensada pela
ligacdo de VEGF-A, -C e -D ao VEGFR-2, sugerindo o possivel envolvimento deste outro
receptor na regulacéo da diferenciacdo osteogénica (Deckers et al., 2000).

Associada a menor expressao génica de VEGF houve reducdo da expressdo de Angl nos
animais tratados. Apesar do VEGF apresentar maior expressdo durante o crescimento de 0sso
humano, tanto a Angl quanto a Ang2 sdo coexpressas com 0 VEGF em locais de ossificacao
endocondral e de remodelamento 6sseo. Na cartilagem, tanto as proteinas quanto a expressao de
mRNA para Angl e Ang2 aumentam com a diferenciacdo dos condrécitos. No entanto a Ang2
apresenta maior intensidade de expressdo, principalmente nas zonas de proliferacdo e
hipertrofica proximo de vasos sanguineos (Horner et al., 2001). Durante a vida embrionaria e
fetal e durante o crescimento pos-natal, a angiogénese ocorre concomitante ao processo de
proliferacdo celular. A vasculatura fornece oxigénio, nutrientes e fatores de crescimento as
células e tecidos (Karaca et al., 2015). Para que isso ocorra, a matriz extracelular das cartilagens
de crescimento desempenha funcdo importante na difusdo de substancias, particularmente das
moléculas de sinalizacdo e dos fatores de crescimento (Cortes et al., 2009). Desta forma, é
possivel que a reducdo dos fatores pré-angiogénicos observados nas cartilagens de crescimento
de ratos hipertireoideos possa impedir a difusdo de moléculas pela matriz extracelular, alterando
a composicdo da matriz cartilaginosa, como sera demonstrado no préximo capitulo.

Conclui-se que o excesso de tiroxina materna associado ao hipertireoidismo p6s-natal reduz a

largura da diafise do fémur e a proliferacdo celular e a expressdo génica e protéica de VEGF e
Angl nas cartilagens de crescimento.
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CAPITULO 4

Efeito do excesso de tiroxina materna e pos-natal na histoquimica, morfometria e
expressdo de transcritos génicos da matriz condrogénica de ratos em crescimento

Resumo

O hipertireoidismo materno também pode estar associado ao hipertireoidismo transitorio fetal e
neonatal ou congénito persistente. T3 e T, influenciam direta e indiretamente a formacédo, o
crescimento e o desenvolvimento geral do esqueleto e podem alterar a composi¢do da matriz
extracelular (MEC) da cartilagem. O objetivo deste estudo foi elucidar os efeitos do excesso da
tiroxina materna e pés-natal sob a composicdo da MEC das cartilagens de crescimento de
neonatos e de ratos com 20 e 40 dias de idade. Foram utilizadas 16 ratas Wistar adultas
distribuidas igualmente em dois grupos, tratado com tiroxina e controle. O grupo tratado
recebeu diariamente L-tiroxina, por via oral, durante a gestacéo e a lactagéo e o grupo controle
recebeu agua destilada como placebo. Foram coletados aleatoriamente um rato de cada mée, ao
nascimento e aos 20 dias para analises. Outros 8 ratos do grupo de maes tratadas continuaram
recebendo tiroxina por via oral e 8 ratos do grupo controle receberam placebo por mais 20 dias,
ou seja, até os 40 dias de idade. Foi realizada dosagem plasmatica de T, livre nas ratas em
lactacdo e na prole com 20 e 40 dias de idade. As tireoides e os fémures direitos da prole de
todas as idades foram processados para analise histomorfométrica. AvaliacBes histoquimicas
pelas coloragbes de safranina-O, alcian blue e PAS foram realizadas nas cartilagens de
crescimento distal do fémur direito. Dos fémures esquerdos, foram removidos fragmentos da
epifise cartilaginosa dos neonatos e da cartilagem articular dos ratos com 20 e 40 dias, para
pesquisa da expressao dos transcritos génicos para Sox9, Runx2, agrecan, colageno I, colageno
Il, caspase 3, fostatase alcalina, Mmp2, Mmp9 e Bmp2 pela técnica de RT-PCR em tempo real.
As médias entre grupos foram comparadas pelo teste T de student. As concentracdes
plasmaticas de T, livre foram significativamente mais elevados nas ratas tratadas e na prole com
40 dias. A altura do epitélio folicular da tireoide foi significativamente menor nos grupos
tratados de todas as idades. O diametro dos foliculos foi significativamente maior somente nos
ratos com 40 dias. A histomorfometria revelou maior porcentagem de matriz e menor
porcentagem de condrdcitos por area da epifise cartilaginosa dos neonatos e da cartilagem
articular dos ratos com 40 dias de idade dos grupos tratados. O excesso de tiroxina materna e
pos-natal esteve associado ainda a reducdo da intensidade de coloracédo e das areas da cartilagem
coradas pelo alcian blue, PAS e safranina O e a reducdo da expressdo dos transcritos génicos
para Sox9, Mmp2, Mmp9, colageno Il e Bmp2 nas cartilagens de crescimento da prole de todas
as idades. Mas, o0 excesso de tiroxina alterou de forma diferenciada e dependente da idade, a
expressdo dos transcritos génicos para Runx2, agrecan, colageno | e caspase 3. Conclui-se que
0 excesso de tiroxina influencia a composi¢do da MEC das cartilagens de crescimento, por
reduzir a quantidade de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e dos transcritos génicos para
Sox9, MMP9, colageno Il e BMP2 em todas as idades, e por alterar de forma diferenciada, de
acordo com a idade, a expressdo dos transcritos para Runx2, agrecan, coldgeno I, MMP2 e
caspase.

Palavras-chave: hipertireoidismo, tiroxina, cartilagem de crescimento, matriz extracelular, rato.
Introducao

A prevaléncia das disfunc@es tireoidianas é elevada em mulheres, particularmente em idade
fértil. Em gestantes, apesar de menos frequentes, as doencas da tireoide vém sendo cada vez
mais diagnosticadas (Fernandez, 2013). O hipertireoidismo materno também pode estar

associado ao hipertireoidismo transitorio fetal e neonatal (Péter e Muzsnai, 2011) ou congénito
persistente (Polak et al., 2006). Este fato é de grande relevancia, uma vez que os hormonios
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tireoidianos maternos tém acdo critica sobre a formacdo e o crescimento 6ésseos. Assim,
alteracdes na concentracdo hormonal materna podem refletir em anormalidades no feto (Medici
et al., 2013) e em alteracBes do crescimento 6sseo, como demonstrado nos capitulos anteriores.

Ts e T4 influenciam direta e indiretamente o crescimento, a formacéo do centro de ossificagdo e
0 desenvolvimento geral do esqueleto (Burch e Lebovitz, 1982; Bassett e Williams, 2009;
Nicholls et al., 2012). Além disso, estes hormonios também atuam sob a composi¢cdo e a
estrutura da matriz extracelular (MEC) (Luegmayr et al., 1996; Fratzl-Zelman et al., 1997),
importantes para a diferenciacdo das células (Streuli, 1999). Entretanto, os mecanismos pelos
quais os hormonios tireoidianos atuam sob a MEC cartilaginosa ainda sdo pouco conhecidos
(Burch e Lebovitz, 1982). Sabe-se que T; estimula a expansdo clonal dos condrocitos em
repouso e a subsequente diferenciacdo deles em condrécitos hipertroficos, os quais estdo
envolvidos na sintese de glicosaminoglicanos e de colageno X (Miura et al., 2002a).

A MEC do tecido cartilaginoso € composta por proteinas colagenas e nao colagenas. Por meio
dos proteoglicanos, glicosaminoglicanos, proteases e glicosidades, desempenha papel
importante no controle da proliferacdo e da diferenciacdo celular (Roughley, 2006; Souza e
Pinhal, 2011). Os proteoglicanos sdo compostos por um nicleo proteico no qual se liga uma ou
mais cadeias de polissacarideos altamente sulfatados, os glicosaminoglicanos (GAG). A
propor¢do de proteoglicanos e GAG na MEC pode regular a distribuicdo e a capacidade de
ligacdo de varias moléculas de sinalizacdo (Esko e Selleck, 2002; Perrimon e Hacker, 2004).

Devido a caracteristica avascular da cartilagem, a estrutura da MEC é importante para a difusao
de substancias (Cortes et al., 2009), de forma que ela ndo representa uma estrutura passiva e sim
uma zona dinamica, com interacdo entre os condrocitos e diversas moléculas, como as proteinas
da MEC. Estas sdo capazes de se ligar diretamente aos receptores da superficie celular e iniciar
as vias de transducdo de sinal para modular ou desencadear a agéo dos fatores de crescimento e
de diferenciacao (Streuli, 1999).

Assim, uma das hipdteses € que o excesso de tiroxina possa interferir na composicdo da MEC
cartilaginosa, sendo esse mais um dos mecanismos pelo qual ocorre reducdo do crescimento
6sseo. Desta forma, o objetivo deste estudo € avaliar os efeitos do excesso de tiroxina materna e
pos-natal nas atividades de sintese da matriz extracelular das cartilagens de crescimento de ratos
neonatos, ao desmame e no pds-desmame, baseado na histoquimica e morfometria da matriz
cartilaginosa e na expressdo dos transcritos génicos para Sox9, Runx2, agrecan, colageno I,
colageno Il, caspase3, fostatase alcalina, Mmp2, Mmp9 e Bmp2.

Material e métodos

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
UFMG (Protocolo n°. 47/2014) (Anexo 1).

Acasalamento e administragédo de tiroxina

Foram utilizadas 16 ratas Wistar com dois meses de idade (Figura 24), alojadas em caixas
plasticas (quatro ratas/caixa) e recebendo ragcdo comercial e agua ad libitum. As ratas foram
mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Apos adaptacéo de duas semanas,
as fémeas foram submetidas diariamente a citologia vaginal para determinar a fase do ciclo
estral (Marcondes et al., 2002). As ratas em proestro e estro foram alojadas em caixas plasticas
com ratos adultos por 12 horas, numa proporcdo de duas fémeas para cada macho. A cépula foi
confirmada pela presenca de espermatozoides na citologia vaginal e esse dia foi considerado dia
0 de gestacdo (Silva et al., 2012; Silva et al., 2014). Apoés a copula, as fémeas foram mantidas
individualmente em caixas plasticas.
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A partir do primeiro dia de gestacdo, as ratas foram distribuidas nos grupos tratado e controle,
com oito animais cada. As ratas tratadas receberam diariamente L-tiroxina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia, diluida em 5 mL de
agua destilada de acordo com protocolos previamente estabelecidos (Serakides et al., 2004;
Silva et al., 2013) (Anexo 2), por toda a gestacdo e lactagdo. Para as fémeas controle, foi
fornecido como placebo 5 mL de &gua destilada, por sonda oro-gastrica, durante todo o periodo
experimental.

Da prole de cada rata, foram separados e eutanasiados trés ratos, sendo um ao nascimento e 0
segundo filhote ao desmame, ou seja, aos 20 dias de idade. O terceiro filhote com 20 dias de
idade foi desmamado e recebeu diariamente L-tiroxina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
por sonda oro-gastrica, na dose de 50 pg/animal/dia, diluida em 1 ml de &gua destilada, por mais
20 dias. O grupo controle recebeu apenas agua destilada como placebo. Dessa forma foram
constituidos seis grupos experimentais: 1) neonatos de ratas tratadas com L-tiroxina (n=8), 2)
neonatos de ratas controle (n=8), 3) ratos com 20 dias, filhos de ratas tratadas com L-tiroxina
(n=8) e 4) ratos com 20 dias, filhos de ratas controle (n=8), 5) ratos tratados com 40 dias (n=20)
e 6) ratos controle com 40 dias de idade (n=20). A eutanasia foi realizada por punc¢do cardiaca
precedida por anestesia com xilazina (40 mg/Kg/IP) e quetamina (10 mg/Kg/ IP).

16 ratas ‘
|
Citologia vaginal
(proestrofestro)

‘ Acasalamento ‘
|
Dia O gestagdo

Citologia vaginal - Espermatozoides

Placebo (Hz0)

|
|

Separados Ratos com
20 dias
1 filhote/m3e (n=8)

Eutandsia Ratos com
40 dias (n=8)

Controle [ Tratado
(n=8) (n=8)
Placebo (H20] L-tiroxina (50 pg/animal/dia)
Gestagdo e lactagdo Gestagdo e lactagdo

Parto Desmame Parto ‘ ‘ Desmame

- Eutanasia Rati ‘s .
Eutandsia neonatos ucg:na;'gdi::s Eutandsia neonatos Eutana;g;‘:tsos com
1filhote/mae (1=8) | | 1 fiote/mae (n=g) 1filhote/mée (n=8)

1 filhote/mde (n=8)

(50 pg/animal/dia)

L-tiroxina

Separados Ratos com
20 dias

1 filhote/mae (n=8)

Eutandsia Ratos com
40 dias (n=8)

Figura 24. Organograma do manejo reprodutivo, indugdo do hipertireoidismo e selecdo da prole
nos grupos controle e tratado com L-tiroxina.
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Dosagem plasmatica de T, livre

Ao desmame, o sangue das ratas em lactacdo e dos ratos com 20 e 40 dias de idade foi colhido
por puncdo cardiaca em tubos contendo heparina, seguido de centrifugacdo, para obtencdo do
plasma e armazenado a -20°C. A dosagem de T, livre foi realizada usando a técnica de ELISA
de quimioluminescéncia (IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA,
EUA) (sensibilidade: 0,4 ng/dl) em sistema totalmente automatico (Serakides et al., 2004;
Serakides et al., 2008).

Processamento e analise histomorfométrica da tireoide

As tireoides dos neonatos e dos ratos com 20 e 40 dias de idade foram dissecadas, fixadas em
formalina 10% neutra e tamponada com fosfato de sédio monobasico e dibasico e processadas
de acordo com a técnica rotineira de inclusdo em parafina. Secgdes histologicas de 4um foram
coradas pela técnica da HE para avaliagdo morfométrica.

Foram mensurados, ao acaso, em cada tireoide, os didmetros maior e menor de 30 foliculos,
obtendo-se a média destas medidas. Esta mensuragdo foi realizada em uma seccdo histologica
por animal com auxilio de uma ocular micrométrica com régua acoplada ao microscopio em
objetiva de 40x. A altura do epitélio foi mensurada em 20 foliculos. Em cada foliculo, o epitélio
foi mensurado em quatro pontos equidistantes, obtendo-se o valor médio das quatro medidas.
Esta mensuracéo foi realizada com auxilio de uma ocular com régua, acoplada ao microscopio
em objetiva de 100x. Os valores obtidos para o diametro e altura do epitélio, foram
transformados em micrémetros utilizando-se a escala de uma lamina micrométrica (Serakides et
al., 2000).

Processamento histologico, analise morfométrica e histoquimica das cartilagens de
crescimento

De todos os ratos dos seis grupos experimentais, foram dissecados e colhidos o fémur direito
para processamento histoldgico. As amostras foram fixadas em formalina 10% neutra e
tamponada com fosfato de s6dio monobasico e dibasico por no maximo 48 horas. As amostras
foram submetidas a descalcificacdo, pela utilizacdo de duas solucGes diferentes. Na primeira
solucdo, constituida por EDTA (0,7g), tartarato de sddio e potassio (8g), tartarato de sédio
(0,14q), acido cloridrico (120mL) e agua destilada (900mL), 0s 0ssos permaneceram por 24h.
Posteriormente, os ossos foram colocados numa segunda solucdo de EDTA a 10% dissolvido
em agua destilada com troca da solucdo uma vez por semana, até completa descalcificacdo
(Pitol et al., 2007), ou seja, por 15 e 20 dias para 0s 0ssos dos ratos com 20 dias e ratos com 40
dias, respectivamente (Anexo 3). Completada a descalcificacdo, os ossos foram seccionados
longitudinalmente, processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina (Anexo 4) e
submetidos a microtomia para obten¢do de sec¢des histologicas de 4pum. Foram realizadas as
coloragdes por HE (Anexo 5), safranina-O para marcacéo de proteoglicanos (Anexo 11), alcian
blue para GAG sulfatados (Anexo 12) e &cido periédico de Schiff para glicogénio e
mucosubstancias (PAS) (Anexo 13).

Foi determinada a porcentagem de nucleo e de lacunas de condrécitos por area na epifise
cartilaginosa distal do fémur dos neonatos e na cartilagem articular e placa epifisaria dos ratos
de 20 e 40 dias. Essa analise foi realizada em seccOes histoldgicas coradas pela técnica de HE,
com o auxilio de uma graticula com 121 pontos acoplada a ocular de um microscépio éptico
com objetiva de 40x.

As analises histoquimicas foram realizadas em toda a extensdo das cartilagens de crescimento
do fémur dos grupos tratados e controle dos ratos ao nascimento, aos 20 e 40 dias. Para as
secgOes histologicas coradas pelo alcian blue e PAS, foram avaliados 10 campos/seccao
histologica em objetiva de 40x por meio de imagens capturadas pelo microscépio Leica DM
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4000B com camera digital acoplada. Determinou-se a &rea e a intensidade da coloracdo em
pixels usando o software WCIF Image J® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD,
EUA). A avaliacdo da safranina-O foi realizada a partir da analise qualitativa, pela intensidade
da coloragdo vermelho alaranjada (discreto, moderado e intenso) na cartilagem articular e placa
epifisaria.

Expressdo dos transcritos génicos por RT-PCR em tempo real nas cartilagens de crescimento

A quantificacdo relativa da expressdao de Sox9, Runx2, agrecan, colageno I, colageno I,
caspase3, fostatase alcalina, MMP2, MMP9 e BMP2 foi realizada pela técnica de RT-PCR em
tempo real em toda a epifise cartilaginosa do fémur esquerdo dos neonatos e fragmentos na
cartilagem articular do fémur esquerdo dos ratos com 20 e 40 dias de idade. Esses fragmentos
foram coletados em trizol, congelados imediatamente em nitrogénio liquido por 2h e
posteriormente armazenados a -80°C. A extracdo do mRNA da cartilagem foi realizada pelo uso
do Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme instrucdes do fabricante. A concentracao
de RNA de cada grupo foi determinada pela leitura da absorbancia por espectrofotometria a
260/280nm (Anexo 8). Para as reagOes de transcricdo reversa foi utilizado Kit comercial
SuperScript® Il First-Strand SynthesisSuper Mix gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
sendo utilizados 10uL de 2x RT reaction MIX, 2uL de RT enzyme MIX, 6uL de agua DEPC
livre de RNAse e 2uL de RNA contendo 0,5ug de RNA/UL para um volume final de 20uL. A
transcricdo reversa foi realizada em um termociclador com a programacgédo de 25°C por 10
minutos, 42°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1uL de
RNase H por microtubo e novamente colocado no termociclador por 20 minutos a 37°C (Anexo
9). Para as reacBes de PCR em tempo real foram utilizados 2,5 pL de cDNA, 1,0 pL de cada
iniciador, 1,0 pL de ROX, 7 pL de &gua DEPC livre de RNAse e 12,5uL do reagente Sybr
Green em um volume final de 25 pL de reacdo no aparelho 7500 Real-Time PCR System. Os
parametros utilizados para amplificacdo foram: 50°C por 120 segundos, 95°C por 150 segundos
e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos (Anexo 10). Os iniciadores foram
delineados com base na sequéncia do mMRNA Rattus norvegicus (Tabela 5). A expressdo génica
foi calculada usando o método 2**°T, onde os resultados obtidos para cada grupo foram
comparados quantitativamente ap6s a normalizacdo baseada na expressdo de beta actina
(Actina-£) Rattus norvegicus.

Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foi determinada a média e o
desvio padrdo. Foi realizada a comparacdo das médias pelo teste t de student pelo pacote
computacional GraphPad Prism 6. Diferencas foram consideradas significativas se p<0,05
(Sampaio, 2002).
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Tabela 5. Iniciadores dos transcritos génicos delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus
norvegicus

Transcritos Iniciadores N° de acesso
génicos

Sox9 Forward primer CCCGATCTGAAGAAGGAGAGC NW_0473432
Reverse primer GTTCTTCACCGACTTCCTCCG

Runx2 Forward primer GCGTCAACACCATCATTCTG NM_004348
Reverse primer CAGACCAGCAGCACTCCATC

Agrecan Forward primer CACACGCTACACACTGGACT NM_022190.1
Reverse primer TCACACTGGTGGAAGCCATC

Col | Forward primer GCAAGGTGTTGTGCGATGACG NM_000088
Reverse primer GGGAGACCACGAGGACCAGAG

Col Il Forward primer GTTCACGTACACTGCCCTGA NM_012929.1
Reverse primer AAGGCGTGAGGTCTTCTGTG

Caspase3 Forward primer TGGAGGAGGCTGACCGGCAA NM_012922.2
Reverse primer CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT

Fostatase Forward primer CTAGTTCCTGGGAGATGGTA AC_000073.1

alcalina Reverse primer GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA

MMP2 Forward primer TGGGCCCTCCCCTGATGCTG NM_031054.2
Reverse primer AGCAGCCCAGCCAGTCCGAT

MMP9 Forward primer TGCACCACCTTACCGGCCCT NM_031055.1
Reverse primer CAGCGCCCGACGCACAGTAA

BMP2 Forward primer TAGTGACTTTTGGCC ACGACG NM_017178
Reverse primer GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG

Actina-f Forward primer TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT NM_031144.2

Reverse primer CGACGAGCGCAGCGATATCGT

Resultados
Concentractes plasmaticas de tiroxina e histomorfometria da tireoide

O tratamento com L-tiroxina elevou significativamente as concentracfes plasmaticas de T, livre
nas ratas maes com 20 dias de lactacdo e na prole com 40 dias de idade, comparados aos
respectivos grupos controle. Nos ratos com 20 dias de idade, ndo houve diferenca significativa
nas concentragdes de T, entre 0s grupos (Figura 25A). Sinais de hiperatividade e agressividade
foram evidenciados em todos os ratos do grupo tratado com 20 e 40 dias de idade.

As tireoides dos neonatos e dos ratos com 20 dias de todos os grupos apresentaram foliculos
redondos ou ovais e com diametros variados. Nos ratos com 40 dias tratados, a maioria dos
foliculos apresentava didmetro grande e diferengas significativas no didmetro foram observadas
apenas nos ratos tratados com 40 dias que apresentaram tireoides com diametro folicular
significativamente maior em comparagéo ao controle (Figura 25B).Independente da idade, todos
0s grupos tratados apresentavam tireoides com foliculos revestidos predominantemente por
epitélio achatado e significativamente mais baixo em comparagéo ao controle da mesma idade
(Figura 25C).
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Figura 25. A) Concentracdes plasméticas de T, livre (médiatSD) ao final da lactacdo das ratas controle e tratadas com L-tiroxina e da prole com 20 e 40 dias de idade dos
grupos controle e tratado. Aumento nas concentragBes plasmaticas de T, livre (P<0,001) nas ratas tratadas e nos ratos com 40 dias de idade que receberam tiroxina (P<0,001).
B) Aumento do didmetro folicular nos ratos tratados com 40 dias (p>0,05). C) Redugdo da altura do epitélio folicular da tireoide nos ratos tratados de todas as idades
(P<0,0001).
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Analise histomorfométrica e histoquimica das cartilagens de crescimento

A porcentagem de condrdcitos por area foi significativamente menor na epifise cartilaginosa do
fémur dos neonatos e na cartilagem articular dos ratos tratados com 40 dias de idade dos grupos
tratados, em comparagao com os respectivos grupos controle (Figura 26).
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Figura 26. Histomorfometria das cartilagens de crescimento da regido distal dos fémures dos ratos
neonatos e com 20 e 40 dias de idade dos grupos controle e tratado com L-tiroxina. Reducgdo na
porcentagem de condrécitos por area na epifise cartilaginosa dos neonatos (P<0,01) e na cartilagem
articular dos ratos com 40 dias de idade dos grupos tratados (P<0,05). EC: epifise cartilaginosa; PE:
placa epifisaria; CA: cartilagem articular.

Na avaliacdo qualitativa pela safranina-O, a coloracdo vermelha alaranjada foi intensa na epifise
cartilaginosa dos neonatos do grupo controle e moderada no grupo tratado. Na cartilagem
articular e na placa epifisaria dos ratos com 20 e 40 dias de idade, a coloracdo vermelha
alaranjada variou de discreta a moderada no grupo controle. Ja nos grupos tratados, a
intensidade da coloracdo vermelho alaranjada era predominantemente discreta. Havia ainda
areas multifocais coradas de verde na placa epifiséaria de dois ratos com 20 dias e de trés ratos
com 40 dias e na cartilagem articular de todos os animais do grupo tratado com 20 e 40 dias
(Figura 27). Estes resultados indicam reducéo no teor de glicosaminoglicanos nas cartilagens de
crescimento dos grupos tratados quando comparados ao grupo controle de mesma idade
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Figura 27. Histoquimica pela coloragéo de safranina-O das cartilagens de crescimento da regido distal dos
fémures dos ratos neonatos e com 20 e 40 dias de idade dos grupos controle e tratado com L-tiroxina.
Intensidade da coloracdo vermelho alaranjado reduzida nos animais dos grupos tratados independente da
idade. barra: 40 um. EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria; CA: cartilagem articular; ZH: zona
hipertrdéfica.
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A coloracdo pelo alcian blue revelou epifises cartilaginosas dos neonatos de ambos 0s grupos
com matriz extracelular corada em azul claro e bordas lacunares dos condrdcitos coradas de azul
mais escuro com relagdo a matriz. No entanto, os ratos neonatos do grupo tratado apresentaram
reducéo significativa da intensidade de coloragdo da matriz, com &reas coradas em azul-claro
intercaladas com areas desprovidas de coloracdo. Nos ratos com 20 e 40 dias de idades,
independente do grupo, a cartilagem articular apresentava matriz extracelular azul clara e azul
mais intenso na borda lacunar e no citoplasma dos condrdcitos. Na placa epifisaria, a matriz
extracelular corou-se de forma homogénea e mais intensa na zona proliferativa, onde a
intensidade de coloracdo era maior na borda lacunar e no citoplasma dos condrécitos. A
avaliacdo morfométrica em todas as idades, revelou reducdo significativa da éarea e da
intensidade da coloracdo pelo alcian blue nos grupos tratado quando comparados aos grupos
controle da mesma idade (Figura 28).

Pela coloragdo de PAS, as epifises cartilaginosas dos neonatos do grupo controle apresentavam
citoplasma, lacunas de condrécitos e algumas regifes da matriz coradas fortemente pelo PAS.
Nos ratos com 20 e 40 dias do grupo controle, na cartilagem articular e na placa epifisaria, a
coloragdo PAS positiva foi fortemente observada no citoplasma dos condrécitos e em &reas
multifocais da matriz. Os locais corados pelo PAS foram semelhantes entre grupos. No entanto,
pela avaliacdo morfométrica, foi observada significativa reducdo da intensidade de coloracéo e
da area PAS positiva na epifise cartilaginosa dos neonatos e na placa epifisaria e cartilagem
articular dos ratos com 20 e 40 dias de idade dos grupos tratados, em comparacao ao controle da
mesma idade (Figura 29).

Expresséo dos transcritos génicos por RT-PCR em tempo real nas cartilagens de crescimento

Os neonatos do grupo tratado apresentaram reducdo significativa da expressdo de mRNA para
Sox9, fosfatase alcalina, Mmp2, Mmp9, colageno Il e Bmp2, além de aumento de Runx2 e
colageno | na epifise cartilaginosa, quando comparados ao controle. Ndo foram observadas
diferencas significativas na expressdo génica para agrecan e caspase3 (Figura 30A).

A cartilagem articular dos ratos com 20 dias de idade apresentou reducdo significativa da
expressdo de mRNA para Runx2, Sox9, caspase3, fosfatase alcalina, Mmp9, colageno I,
colageno Il e Bmp2 em comparacdo ao controle. Ndo foram observadas diferencas significativas
na expressao génica de agrecan e Mmp2 (Figura 30B).

Nos ratos com 40 dias de idade houve reducao significativa da expressdo de mMRNA para Runx2

Sox9, agrecan, caspase3, fosfatase alcalina, Mmp9, colageno Il e Bmp2. Ndo foram observadas
diferencas significativas na expressdo génica de colageno | e MMP2 (Figura 30C).
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Figura 28. Histoquimica pela coloracéo de alcian blue nas cartilagens de crescimento da regido
distal dos fémures dos ratos neonatos e com 20 e 40 dias de idade dos grupos controle e tratado
com L-tiroxina. A) Grupos tratados com reducéo da area de coloragdo na epifise dos neonatos
(p>0,05), na cartilagem articular, placa epifisaria e zona hipertréfica dos ratos com 20 dias
(P<0,001) e na cartilagem articular, placa epifisaria e zona hipertrofica dos ratos com 40 dias
(p>0,05). B) Grupos tratados com reducdo da intensidade de coloracdo na epifise cartilaginosa
dos neonatos (p>0,05), na cartilagem articular, placa epifisaria e zona hipertrofica dos ratos com
20 dias (P<0,001) e na cartilagem articular, placa epifisaria e zona hipertrofica dos ratos com 40
dias (p>0,05). C) Fotomicroscopia demostrando as alteracGes observadas nos graficos. barra:
30um. EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria; CA: cartilagem articular; ZH: zona
hipertrofica.
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Figura 29. Histoquimica pela coloracdo de PAS das cartilagens de crescimento da regido distal
dos fémures dos ratos neonatos e com 20 e 40 dias de idade dos grupos controle e tratado com
L-tiroxina. A) Grupos tratados com reducdo da area de coloragdo na epifise dos neonatos
(P<0,001), na cartilagem articular, placa epifisaria e zona hipertrofica dos ratos com 20 dias
(p>0,05) e na cartilagem articular (P<0,0001), placa epifiséria e zona hipertréfica dos ratos com
40 dias (P<0,001). B) Grupos tratados com reducdo da intensidade de coloragdo na epifise
cartilaginosa dos neonatos (P<0,001), na cartilagem articular, placa epifisiria e zona
hipertrofica dos ratos com 20 dias (p>0,05) e na cartilagem articular (P<0,0001), placa epifisaria
e zona hipertrofica dos ratos com 40 dias (p>0,05). C) Fotomicroscopia demostrando as
alteracBes observadas nos graficos. barra: 30um. EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria;
CA: cartilagem articular; ZH: zona hipertrofica.
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Figura 30. Expressao dos transcritos génicos para Sox9, Runx2, Agrecan, colageno I, colageno
11, caspase3, Fostatase alcalina, Mmp2, Mmp9 e Bmp2 pela técnica de RT-PCR em tempo real
nas cartilagens de crescimento da regido distal dos fémures de ratos controle e hipertireoideos.
A) Neonatos tratados com reducdo da expressdo de mRNA para Sox9, Fosfatase alcalina,
MMP2, MMP9, colageno Il e BMP2, e aumento de Runx2 e colageno | na epifise cartilaginosa.
B) Ratos com 20 dias tratados com reducdo da expressdo de mRNA para Sox9, caspase3,
fosfatase alcalina, Mmp9, colageno I, colageno Il e Bmp2 na cartilagem articular. C) Ratos com
40 dias tratados com redugdo da expressdo de mRNA para Runx2 Sox9, agrecan, caspase3,
fosfatase alcalina, Mmp9, colageno Il e Bmp2
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Em resumo, o excesso de tiroxina materna durante a gestacdo e lactacdo ou associado ao
hipertireoidismo pds-natal pode resultar em diversas alteracdes na prole em comparagdo ao
grupo controle, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 6. Efeitos do excesso de T, na prole ao nascimento, aos 20 e 40 dias em relagdo ao grupo controle.

Ratos com Ratos com

Neonatos 20 dias 40 dias

Dosagem T4 Livre - - 1

Histomorfometria Diametro foliculo - - 1

tireoide Altura epitélio l ! l
% de condrocitos/area PE

CA 1

Safranina-O | l l

Histoquimica Aletan e ! i !

PAS ! l !

Sox9 JL l J;

MMP9 J l !

Fostatase alcalina l l l

BMP2 l ! l

Colageno II ! ! !

RT-PCR MMP2 ! - ;

Caspase 3 - l l

Agrecan - - l

Runx?2 (i ! it

Colageno I 1 l -

EC: epifise cartilaginosa; PE: placa epifisaria; CA: cartilagem articular.
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Discussao

Os resultados apresentados demonstram a influéncia do excesso de tiroxina materna e pés-natal
na composicao da MEC cartilaginosa. O excesso de tiroxina materna e pés-natal foi confirmado
pela dosagem hormonal nas mées e na prole com 40 dias de idade, com consequente reducéo do
epitélio dos foliculos da tireoide em toda a prole de todas as idades. As consequéncias do
excesso de tiroxina materna sob a tireoide da prole de ratos resultando em achatamento do
epitélio folicular j& foi relatada, possivelmente em decorréncia da transferéncia passiva de T4
materna, através da placenta ou do leite, e da reducdo de TSH que pode indiretamente reduzir a
altura do epitélio folicular devido a perda do efeito estimulador do horménio da tireoide
(Ahmed et al., 2010).

A histomorfometria das cartilagens de crescimento revelou menor porcentagem de células por
area na epifise cartilaginosa dos neonatos e na cartilagem articular dos ratos com 40 dias dos
grupos tratados. Acredita-se que esta reducdo da celularidade pode ter ocorrido pela menor
proliferacdo celular decorrente da a¢do dos hormdnios tireoidianos (Stevens et al., 2000; Okubo
e Reddi, 2003; Staines et al., 2013), uma vez que nos capitulos anteriores, a partir da
imunoistoquimica, foi observada menor taxa de proliferacdo na cartilagem dos animais de todas
as idades dos grupos tratados com L-tiroxina.

A alteracdo na MEC foi comprovada por todas as coloragdes especiais realizadas. A reducdo na
intensidade de coloracdo pela safranina-O nas cartilagens de crescimentos dos grupos tratados
foi observada em todas as idades. A composi¢do da MEC é importante para determinar o
comportamento celular, porque regula a adeséo, migracao, proliferacdo e a diferenciacao celular
(Bissell et al., 1982; Park et al., 2015). A MEC secretada pelos condrécitos compreende uma
mistura complexa de proteinas e proteoglicanos. Estes ultimos sdo glicoproteinas com grandes
cadeias de carboidratos, os quais podem ser avaliados pela safranina-O, de forma que a
intensidade de coloracdo é diretamente proporcional ao contetdo de proteoglicanos (Lee et al.,
2015). Assim, pode-se afirmar que o excesso de tiroxina materna e pds-natal esta associado a
reducdo do contetdo de proteoglicanos nas cartilagens de crescimento da prole de todas as
idades estudadas.

Ja foram relatadas algumas ag¢des in vitro dos horménios tireoidianos sobre a composi¢édo e a
estrutura da MEC. Em cultivos de explantes de condrdcitos do esterno de embribes de aves, a
adicdo de T3 ou T4, em concentracdes fisiologicas, ao meio de cultura estimula a sulfatacdo da
matriz, além de aumentar a sintese de proteoglicanos e o peso da cartilagem (Audhya, 1976).
Em culturas primarias de condrécitos da cartilagem articular de coelhos jovens, T3 foi capaz de
estimular a sintese de proteoglicanos, de forma bifasica, dependendo da concentracdo. A
associacdo de doses fisiologicas de insulina, Ts e T4, isolados ou combinados, ao meio de
cultivo, estimulou a producdo de matriz extracelular com aumento da sintese de proteoglicanos
ricos em sulfato de condroitina e coldgeno Il (Glade et al., 1994). Algumas pesquisas
demonstram os efeitos positivos dos hormonios tireoidianos na MEC da cartilagem em
concentragdes fisiologicas, contudo nossos resultados demonstraram reducdo do contetdo de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos decorrentes do excesso de tiroxina materna e pds-natal.
Este fato pode ser justificado pelo aumento na degradacdo destes componentes por agédo da L-
tiroxina. Makihira e colaboradores (2003) sugeriram que os horménios da tireoide séo
essenciais para a degradagdo de proteoglicanos durante o desenvolvimento dos membros de
ratos. Isso ocorre porque estes horménios modulam a acdo dos condrécitos, particularmente os
hipertréficos, influenciando a sintese de enzimas que degradam os proteoglicanos e o agrecan,
este Ultimo pela inducéo de agrecanase 2.

Os resultados deste estudo sugerem fortemente que os horménios tireoidianos em excesso
também possam interferir nos proteoglicanos sulfatados, ja que houve redugdo da &rea e
intensidade de coloragdo da cartilagem pelo alcian blue nos animais tratados. O principal GAG
presente na cartilagem é o sulfato de condroitina, sendo denominado posteriormente de agrecan,
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que apresenta como particularidade a funcdo de interagir com outros GAG como o acido
hialurénico, biglican e glipican, os quais necessitam de grupos de sulfatos livres para ativacdo e
ligacdo na MEC (Knudson e Knudson, 2001; Settembre et al., 2008). A deficiéncia de GAG na
matriz pode resultar em diminuicdo da diferenciacdo celular e, consequentemente, do
crescimento 6sseo (Roughley, 2006). Sugere-se que este pode ser mais um fator, associado a
menor proliferacdo celular das cartilagens de crescimento, que participa da génese da reducao
do crescimento endocondral causada pelo excesso de tiroxina materna e pos-natal.
Adicionalmente, foi encontrada reducéo significativa na expressdo génica do transcrito génico
para agrecan somente nos ratos com 40 dias do grupo tratado, sugerindo que a exposi¢ao
prolongada pode culminar também na reducdo da expressdo génica de agrecan. Numerosos
GAGs sulfatados ligam-se a proteina do nlcleo de agrecan e formam proteoglicanos, que séo
moléculas grandes, altamente carregadas negativamente que permitem a hidratacdo do tecido
cartilaginoso (Ruoslahti e Yamaguchi, 1991; Cortes et al., 2009). Os proteoglicanos possuem
alta afinidade com diversos fatores de crescimento, moléculas de adesdo, componentes da
matriz, enzimas e inibidores, de forma que para exercer estas fungfes é necessaria a ligagdo com
as cadeias laterais de GAG (Souza e Pinhal, 2011). Foi constatado que os padrfes de sulfatacdo
adequados das cadeias GAG ligados ao agrecan sdo essenciais para a formacao do gradiente de
sinalizacdo pds-natal na placa epifisaria, enfatizando ainda mais o papel dos proteoglicanos no
controle do crescimento 6sseo normal (Cortes et al., 2009). Assim, é necessario entender melhor
a acdo dos horménios tireoidianos no metabolismo dos GAGSs, para esclarecer se a reducdo dos
GAGs ¢é decorrente de alteracdes na sintese, na dessulfatacdo ou na degradacdo lisossomal. Os
GAGs dependem do grau de sulfatacdo para exercer suas fungBes (Esko e Selleck, 2002;
Perrimon e Hacker, 2004). Ja foi relatada reducédo na intensidade de coloracédo pelo alcian blue,
coloracao para proteoglicanos sulfatados, em cartilagens de crescimento de camundongos com
inativacdo de Sumfl, que é um inibidor da dessulfatacdo de proteoglicano. Houve alteracdes
mais graves na condrogénese do gque na osteogénese, inclusive com desorganizagdo das colunas
da zona proliferativa da epifise cartilaginosa e menor expressdo de colageno Il, indicando que a
regulacdo da dessulfatagdo dos proteoglicanos pode estar associada a sobrevivéncia e
proliferacdo de condrécitos durante a ossificacdo endocondral (Settembre et al., 2008).

O excesso de hormdnios tireoidianos materno e pds-natal também reduziu, nas cartilagens de
crescimento, a intensidade e a area corada pelo PAS. Sabe-se que no decorrer dos processos
metabolicos, o glicogénio presente nas células da linhagem condrogénica fornece tanto energia
guanto matéria-prima necessaria para a sintese de mucopolissacarideos e de proteina
(Kobayashi, 1971). As cartilagens possuem taxa glicolitica similar a das células de tecidos
vascularizados, de forma que o reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo de golgi sdo as
principais organelas dos condrdcitos e estdo associadas com a sintese e a secrecao de colagenos
e proteoglicanos da MEC (Stockwell, 1978). Assim, pode-se sugerir que a menor quantidade de
glicogénio nos condrdcitos da prole submetida ao excesso de horménios tireoidianos materno e
pos-natal, possa indiretamente estar associada com a reducdo de energia e substrato para a
sintese de proteoglicanos e GAG. Os hormdnios tireoidianos sdo reconhecidos como
importantes reguladores do metabolismo oxidativo de energia das mitocdndrias (Short et al.,
2007) e o hipertireoidismo esta associado com reducdo dos niveis de glicogénio em alguns
tecidos como adiposo, musculo e figado (Bollen e Stalmans, 1988; Mitrou et al., 2010).

De forma interessante, foi constatada reducdo na expressdo génica de Sox9 nas cartilagens de
crescimento da prole ao nascimento e aos 20 e 40 dias dos grupos tratados. O Sox9 é um fator
de transcricdo que esta relacionado aos eventos iniciais da formacdo do esqueleto e é
determinante para a diferenciacdo dos condroblastos (Wright et al.,1995; DeLise et al., 2000).
A expressdo de mRNA para Sox9 ja foi detectada em cartilagens de camundongos durante o
crescimento pds-natal (Salminen et al., 2001). Henry e colaboradores (2012), ao avaliar o papel
do Sox9 nas cartilagens, demonstraram que a inativacdo poOs-natal deste fator reduz
drasticamente a proliferacéo celular na placa epifisaria com alteragdo no arranjo colunar da zona
proliferativa e reduz o teor de proteoglicano sulfatado e de agrecan na cartilagem articular e na
placa epifisaria, semelhante ao observado neste estudo. Isto sugere que este fator continua a

117



desempenhar papel importante nos tecidos cartilaginosos ap6s o nascimento e no individuo
adulto. Assim, acredita-se que a interferéncia do excesso de tiroxina materna e pds-natal possa,
indiretamente, pela reducdo de Sox9, influenciar na composi¢cdo da MEC, inclusive com
reducdo na expressdo génica de alguns componentes. In vitro, a adicdo de T, em cultivo de
pellets de condrécitos reduz a expressdo génica de Sox9 e aumenta a hipertrofia celular e a
sintese de proteoglicanos (Okubo e Reddi, 2003).

A expressdo génica de Runx2 nas cartilagens de crescimento de ratos submetidos ao excesso de
tiroxina materna e pos-natal revelou padrdes diferentes de acordo com as idades. Os neonatos
apresentaram aumento na expressdo, enquanto houve reducdo nos ratos com 20 e 40 dias de
idade. O Runx2/Cbfal desempenha importantes fun¢bes na formacéao Gssea, principalmente para
a diferenciacdo das células mesenquimais progenitoras em osteoblastos (Ducy et al., 1997;
Komori, 2005). Além disso, influencia a composicdo da matriz celular (Inada et al., 1999; Kim
et al., 1999; Mackie et al., 2008) e € expresso em condrdcitos pré-hipertréficos e hipertréficos
das cartilagens de crescimento (Takeda et al., 2001). E dificil explicar o porqué do aumento do
Runx nos neonatos do grupo tratado com base nos nossos resultados e na literatura. No entanto,
a reducdo do Runx-2 nos animais dos grupos tratados com 20 e 40 dias de idade pode estar
relacionada ao tempo de exposicdo ao excesso de tiroxina. Talvez essa elevacdo do transcrito
génico para o Runx-2 nos neonatos tratados possa estar envolvida na maior quantidade de
matriz dssea evidenciada nestes animais, como demonstrado no capitulo 2, uma vez que o
aumento na expressao de Runx2 também pode estar associado a maior sintese de matriz (Liu et
al., 2001). Mas, essa hip6tese parece pouco provavel uma vez que os animais com 20 dias de
idade do grupo tratado também apresentaram aumento da porcentagem de tecido Gsseo
trabecular com reducgdo da expressdo de Runx-2 nas cartilagens de crescimento. Em cultivos
celulares de condrocitos da epifise de ratos ocorre inducdo da maturagdo celular por maior
ativacdo da via de sinalizacdo intercelular Wnt e de Runx2 ap6s 48 horas de adicdo de Ts,
entretanto, isso ndo ocorre com a persisténcia do tratamento ap6s 7 e 10 dias de cultivo (Wang
et al., 2007). Desta forma, mais estudos sdo necessarios para determinar precisamente os fatores
que podem interferir nesta regulacéo ao longo do tempo, tanto in vitro quanto in vivo.

Os ratos neonatos do grupo tratado apresentaram aumento da expressao de Runx2 e colageno I.
De forma contraria, nos ratos com 20 e 40 dias dos grupos tratados, a reducdo de Runx2 foi
acompanhada pela menor expressdo génica de colageno I. Pode-se sugerir que a alteracdo de um
desses fatores esteja relacionada a alteracdo do outro, uma vez que em células tronco
mesenguimais, 0 aumento de colageno | ocorre secundariamente ao aumento do fator de
transcricdo Runx2 (Burdan et al., 2009). A matriz extracelular de células indiferenciadas é rica
em colageno | sendo posteriormente substituida por outras proteinas especificas da matriz
cartilaginosa (Shum et al., 2003). Estas observacdes demonstram a acdo positiva dos hormonios
tireoidianos na maturacdo dos condrdcitos (Wang et al., 2007; Mackie et al., 2008). Em cultivos
de osteoblastos MC3T3-E1, T; também interfere na matriz 6ssea de forma dose e tempo
dependentes e pode aumentar os niveis de mMRNA de Collal com alteracdes na ligagdo cruzada
e na maturacao do colageno (Varga et al., 2010). Mas porque apesar do aumento de Runx-2 e
colageno | houve redugdo do crescimento 6sseo longitudinal nos neonatos? Pode ser que a
elevacdo dos transcritos génicos para esses dois fatores ndo seja acompanhada de aumento da
sintese proteica? Essa € uma hipétese que merece ser melhor investigada. Mas pode-se pensar
também que apesar da elevacdo desses dois fatores, os demais fatores estudados, importantes
para o crescimento, dentre eles o colageno Il, estavam reduzidos nos animais neonatos do grupo
tratado.

A reducdo da expressdo de BMP2 estava associada a reducdo de colageno Il nas cartilagens de
crescimento dos animais tratados de todas as idades, além de agrecan nos ratos com 40 dias de
idade. In vitro, dependendo das condigdes de cultura, diversas mudancas nos tipos de colageno e
no contetido de proteoglicanos secretados pelos condrécitos podem ser encontradas (Stockwell,
1978). A expressdo e a secre¢do dos componentes da MEC da cartilagem, incluindo o colageno
Il e 0 agrecan sdo estimuladas por uma variedade de fatores solUveis presentes na placa
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epifiséria, incluindo o IGF-1, as BMPs e outros membros da superfamilia TGFR (Lefebvre e
Smits, 2005; Tew et al., 2008). Por exemplo, em cultivo de condrdcitos de embrides de
camundongos, a BMP2 ¢é extremamente eficiente em aumentar a sintese de pro-colageno 1l e
agrecan (Perrier-Groult et al., 2013). Adicionalmente, Sox9 € coexpresso com outros dois
membros da familia Sox, 0 L-Sox5 e 0 Sox6, e em conjunto sdo necessarios para a proliferagdo
dos condrécitos e para a progressdo ordenada da hipertrofia, bem como para a expressdo de
colageno e agrecan (Lefebvre e Smits, 2005; Han e Lefebvre, 2008; Lin et al., 2014). Sendo
assim, a reducdo de BMP2 e de Sox9 nas cartilagens de animais dos grupos tratados podem
mediar acdes dos hormonios tireoidianos sobre a reducao de colageno Il e agrecan.

Neste estudo, foi observada reducdo da expressdo de caspase 3 nos animais com 20 e 40 dias
dos grupos tratados, sugerindo menor apoptose dos condrécitos no grupo tratado, mas sem
alteracdo nos neonatos. A apoptose, por meio das caspases, regula os estagios finais do ciclo de
vida dos condrdcitos e determina a taxa de células que entrara no processo de maturacao (Hail et
al., 2006; Shapiro et al., 2014). T; € um potente regulador de diversas atividades nos
condrécitos. A partir de diversas vias de sinalizacdo, T3 pode influenciar a proliferacdo, a
diferenciacdo, a apoptose e a angiogénese (Bassett e Willians, 2003). A maior parte dos
condrdcitos da borda inferior da zona hipertréfica € removida por apoptose, particularmente
qguando o glicogénio celular se esgota (Farnum e Wilsman, 1987), ocorrendo ativacdo das
caspases e reducdo da expressdo de Bcl-2 (Staines et al., 2013). Assim, é sugerido que mesmo
tendo sido observada reducdo de areas da cartilagem coradas pelo PAS, esta provavel reducdo
de glicogénio ndo foi suficiente para ativar as caspases, € manteve as células no estagio de
hipertrofia com aumento da espessura da zona hipertréfica, como observado nos capitulos
anteriores. Sabe-se que a deficiéncia de fatores pré-angiogénicos como a MMP9 e o VEGF,
como ocorreu na cartilagem dos animais tratados deste estudo, pode prejudicar a angiogénese e
atrasar a apoptose dos condrécitos (Vu et al., 1998; Gerber et al., 1999). Entretanto, além das
caspases outros fatores também podem ser utilizados para monitorar a morte celular
programada, como o equilibrio entre as proteinas Bcl-2 e Bax (Oltvai et al., 1993). A delecdo do
gene Bcl-2 acelera a apoptose de condrécitos e diminui a espessura da placa epifisaria. Assim, a
interrupcdo deste equilibrio afeta a funcdo da placa epifisaria e 0 comprimento dos 0ssos longos
(Amling et al., 1997). Além disso, nos condrocitos hipertroficos da placa epifisaria, ndo ocorre a
apoptose classica, ou morte celular programada I. Acredita-se que haja uma resposta autofagica
nos condrdcitos hipertroficos, similar aquela observada durante as condi¢Ges de estresse, tais
como esgotamento de nutrientes, hipoxia e envelhecimento (Srinivas et al., 2009), conhecida
como morte celular programada tipo | (Shapiro et al., 2014). Por isso, a associacdo de
abordagens incluindo a técnica de TUNEL, a analise da morfologia celular por microscopia
eletronica e marcadores moleculares por imuno-histoquimica podem ser importantes para uma
melhor avaliacdo da apoptose celular (Emons et al., 2009).

A partir dos nossos resultados, sugere-se que a reducdo do glicogénio possa estar associada a
redugdo dos niveis de mMRNA para fosfatase alcalina, observada nos grupos tratados, uma vez
gue os hormonios tireoidianos estimulam a sintese de fosfatase alcalina via glicogénio
(Ishikawa et al., 1998). No entanto, o glicogénio pode ser uma das muitas fontes de fosfato
organico (Buddecke et al., 1973).

Foram observadas redugdes na expressdo génica de MMP na cartilagem dos ratos submetidas ao
excesso de tiroxina materna e pds-natal. As MMP séo enzimas responsaveis pela degradacao
dos componentes de matriz, incluindo os diferentes tipos de colagenos, proteoglicanos dentre
outros componentes, regulando desta forma o equilibrio estrutural entre as proteinas e a matriz
da cartilagem (McDonell., 1999; Lee., 2015). Sabe-se que ha redugdo de colageno Il na matriz
cartilaginosa associado com aumento nos niveis de MMP13 (Lee et al., 2015). Desta forma,
pode-se sugerir que a reducdo dos proteoglicanos pode ter ocorrido neste caso por menor
sintese. Entretanto, outras enzimas como agrecanases e a MMP13 também estdo associadas a
degradacdo dos componentes da MEC (Tortorela et al., 1999; Makihira et al., 2003) e ndo
foram estudadas aqui. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar o perfil destas
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enzimas e compreender melhor a influéncia do excesso dos hormdnios tireoidianos sob outras
proteinas de degradacao de matriz.

As MMPs regulam o crescimento e a migracédo celular, a remodelagdo da matriz extracelular
(Zhang et al., 2009) e promovem a remogdo de moléculas anti-angiogénicas e a
biodisponibilidade de fatores angiogénicos, como o VEGF (Dai e rabie, 2007). A MMP9 é
altamente expressa em osteoclastos em regiGes mineralizadas e em condroclastos em areas ndo
mineralizadas da juncdo da cartilagem com o osso (Karaplis, 2008). No entanto, ndo foram
encontradas quantidades significativas de células responsaveis pela reabsor¢do da matriz nas
laminas avaliadas dos grupos tratados (dados ndo demonstrados). Ja foi demonstrado nos
capitulos anteriores, menor expressdao de VEGF nas cartilagens de crescimento de ratos
submetidos ao excesso de tiroxina materna e pos-natal e ja é bem definido que a invasdo de
vasos sanguineos na MEC é dependente da sua degradacgdo pelas metaloproteinases da matriz
(Vortkamp et al., 1998; DeLise et al., 2000; Crombrugghe et al., 2001; Adams et al., 2007;
Mackie et al., 2008; Horton e Degnin, 2010). Desta forma, pode-se sugerir que a reducdo da
expressao das MMPs, associada a reducdo do VEGF, sejam alguns dos fatores implicados na
génese do menor crescimento evidenciado nos animais dos grupos tratados.

Os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos do excesso de hormonios tireoidianos sobre
a sinalizagdo e o controle do crescimento e da diferenciacdo de condrdcitos ainda necessita ser
mais bem compreendido e estudado, particularmente devido as inimeras interacGes entre as
células e entre a matriz e a célula (Weiss e Reddi, 1980). Mas, este estudo traz, pela primeira
vez, uma série de resultados que esclarecem as alteragdes da MEC cartilaginosa determinadas
pelo excesso de tiroxina.

Conclui-se que o excesso de tiroxina influencia a composicdo da MEC das cartilagens de
crescimento, por reduzir a quantidade de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e dos transcritos
génicos para Sox9, MMP9, colageno Il e BMP2 em todas as idades, e por alterar de forma
diferenciada, de acordo com a idade, a expressdo dos transcritos para Runx2, agrecan, coldgeno
I, MMP?2 e caspase.
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CONSIDERAGOES FINAIS

E importante iniciar esse topico comentando um pouco sobre a origem da ideia deste estudo.
Abordada por uma aluna de medicina, na época, portadora de hipertireoidismo congénito
associado a nanismo, a orientadora deste trabalho foi consultada sobre os mecanismos
envolvidos na reducdo do crescimento 6sseo causada pelo hipertireoidismo. Mas, essa era uma
questdo sem resposta na literatura e naquela época, nosso grupo de pesquisadores somente havia
trabalhado com hipertireoidismo em animais adultos, desconhecendo os efeitos dessa disfuncéo
sobre o crescimento 6sseo. Hoje chegamos ao fim deste trabalho, respondendo algumas
questdes importantes e inéditas, mas sem a pretensdo de esgotar 0 assunto e com novas ideias
gue fomentam a continuidade das pesquisas neste tema.

E fato que os horménios tireoidianos sdo de fundamental importancia para praticamente todos
os tecidos e que a acdo deles se da durante o desenvolvimento fetal e embrionario e também em
todos os estagios da vida pos-natal. A influéncia destes horménios sobre o crescimento 6sseo €
inquestionavel, mas a maioria dos estudos esta focada no hipotireoidismo, que é causa mais
frequente de alteracdes do crescimento 6sseo. Mas, sem duvida, a frequéncia de pacientes
gestantes com hipertireoidismo € bastante significativa, sem contar a frequéncia de
hipertireoidismo felino que é muitas vezes subestimada. Mas, o nimero de estudos do efeito
desta disfungdo tireoidiana sobre o crescimento 0sseo infelizmente ndo € proporcional ao
nimero de casos. Conhecendo-se todos os fatores de crescimento, moléculas e genes que
controlam o crescimento 6sseo, nossa pergunta imediata foi como esses mesmos fatores
medeiam as acOes do excesso de tiroxina sobre 0 0sso em crescimento. O crescimento 0sseo
normal é dependente da proliferacdo e diferenciacdo celulares, da constituicdo da MEC e de
fatores envolvidos na sintese e degradacdo da matriz cartilaginosa. Por isso, varios desses
fatores foram estudados aqui.

Durante a gestacédo e lactacdo de médes com hipertireoidismo, ha elevada exposi¢do dos tecidos
fetais e neonatais a niveis de tiroxina superiores as doses fisiologicas, fato este que pode
prejudicar a maturacdo da tireoide ainda em formacédo. Neste estudo, a administracao de tiroxina
resultou em elevacdo dos niveis plasmaticos de tiroxina da mée e dos filhotes com 40 dias.
Contudo, o hipertireoidismo somente pdde ser comprovado nos ratos com 40 dias de idade, uma
vez gue nesses animais foi realizada também a dosagem de triiodotironina total. Mas é fato que
todos os animais tiveram excesso de hormdnio tireoidiano no sangue, comprovado pela reducdo
do epitélio folicular da tireoide que, neste caso, somente ocorreria diante do excesso dos
horménios tireoidianos no sangue por feedback negativo sobre a tireoide. Mas, independente de
ter ou ndo hipertireoidismo, nosso objetivo de estudar o efeito do excesso de tiroxina sobre o
crescimento ésseo foi alcancado.

E intrigante o fato do excesso dos hormonios tireoidianos reduzirem o crescimento Gsseo
longitudinal somente nos animais neonatos e com 20 dias de idade, apesar das alteragdes nas
cartilagens de crescimento terem sido semelhantes e observadas em todas as idades. Diante
desse resultado, é provavel que os animais apresentassem ao final do periodo de crescimento,
tamanho semelhante, assim como ja foi descrito em criangas com hipertireoidismo congénito.
Em estudo realizado anteriormente por nosso grupo de pesquisa, animais que tiveram contato
com 0 excesso de tiroxina materna até o desmame e ficaram por mais 20 dias sem receber
tratamento com tiroxina apresentaram tamanho semelhante. Mas aqui, 0s ratos ap6s o desmame
continuaram recebendo tiroxina e mesmo assim, também tiveram comprimento longitudinal
semelhante. Mas, o que diferiu estes dois estudos é que os ratos que ndo receberam tiroxina
ap6s o desmame, apresentaram a mesma espessura de cortical, ao contrario dos resultados
apresentados aqui, onde os ratos que receberam tiroxina até os 40 dias de idade apresentaram
redugdo do crescimento em espessura.

Com base nos nossos resultados, ficou claro que o excesso de tiroxina reduz o crescimento
0sseo em todas as idades e que isso acontece por Vérias alteracGes nas cartilagens de
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crescimento, ou seja, por reducédo da proliferacdo celular, por redugéo dos fatores angiogénicos,
mas principalmente pela redugédo da expressdo de VEGF que ocorreu em todas as idades, por
reducdo da quantidade de proteoglicanos, glicosaminoglicanos, metaloproteinases, proteinas
colagenas e de fatores de transcricdo como 0 Sox9 e a BMP2, importantes para a condrogénese.

Outro fato interessante que ocorreu nos animais neonatos e com 20 dias de idade do grupo
tratado com tiroxina foi o aumento da quantidade de tecido 6sseo trabecular. E fato que o
hipertireoidismo é acompanhado de uma varia¢do muito grande na massa dssea, podendo haver
reducdo, aumento ou nenhuma alteracdo da quantidade de tecido 6sseo em modelos animais e
em individuos adultos. O excesso de tiroxina pode aumentar a quantidade de tecido ésseo
quando ha aumento da aposicdo frente a reabsor¢do. Embora estudar estes dois processos ndo
tenha sido alvo deste estudo, é possivel sugerir que o aumento da quantidade de tecido 6sseo
trabecular nos neonatos e nos ratos de 20 dias de idade dos grupos tratados tenha sido
decorrente da supremacia do processo de aposicao frente a reabsor¢do d6ssea. Os hormonios
tireoidianos podem estimular a sintese de matriz dssea por estimular a atividade osteobléstica ou
por estimular a diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais, como demonstrado
em diversos trabalhos realizados pelo nosso grupo e citados no decorrer do texto de cada
capitulo. Mas, é dificil explicar a razdo pela qual nao ocorreu aumento de tecido Gsseo
trabecular nos ratos com 40 dias de idade. Uma hip6tese é que com o tempo de exposi¢cdo mais
prolongado ao excesso de tiroxina nos ratos com 40 dias, a reabsor¢do tenha se igualado a
aposicao 6ssea. Mas esta é uma assertiva que merece e deve ser investigada.
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Anexo 2. Preparo da solugdo de tiroxina (50pug/5mL) para indugdo do hipertireoidismo
— Pesar 0,019 de tiroxina em balanga de precisdo farmacéutica.
— Adicionar 600mL de agua destilada e agitar em agitador magnético.
— Transferir a solu¢do para um baldo volumétrico, completando o volume para 1000mL.
— Armazenar em frasco ambar por no maximo uma semana.

Anexo 3. Metodologia para descalcificacdo dos 0ssos longos

— Fixar os ossos em formalina a 10%, neutra e tamponada.

— Retirar os tecidos musculares e conectivos adjacentes.

— Imergir as amostras na solu¢do 1 por 24 horas sem tocar no fundo do recipiente.

— Imergir as amostras na solu¢cdo 2 sem tocar no fundo do recipiente, até completa
descalcificacdo. Exames radiograficos dos ossos podem ser realizados para verificar a
presenca de célcio no tecido.

— Lavar em &gua corrente por 24h.

— Seccionar os 0ssos em duas metades, pelo seu eixo longitudinal.

Solugdo 1 de EDTA

EDTA e 0,79
Tartarato de S0di0 € POtASSIO  eovvveviveccie s 89
Tartarato de SOdI0 0,149
Hel 120ml
H20 destilada 900ml

Solucéo 2 de EDTA a 10%

EDTA 10¢
H20 destilada 100ml

Anexo 4. Técnica de inclusdo em parafina para processamento histolégico de 0ssos

Processar os 0ssos pela técnica de inclusdo em parafina que consiste na passagem dos
0SS0S Nas seguintes etapas:

AlCOol 70% s 2h
AlCool 80% s 2h
AlCool 90% s 2h
Alcool ADSOIULO USAJO oo 2h
Alcool ADSOIULO NOVO e 2h
Xilol 40 min
Embebicdo pela parafina . 40 min
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Anexo 5. Técnica de coloracdo pela hematoxilina-eosina

Corar as secgdes histoldgicas de 4um pela técnica de HE que consiste nas seguintes etapas:

EStufa B0OC s 15 min
XIOl I e —————————— 10 min
D11 I 1 10 min
AICOOI ADSOIUTO I oottt 10 min
AICO0l ADSOIUTO 1 oottt ae e, 10 min
AICO0l ADSOIULO T oot 10 min
AICO0I 9090 s 10 min
AICO0I 80U e 10 min
Agua Destilada e 3 min
HematoXilinad oo s 1 min
AQUA COITENEE oottt 10 min
BOSING s 2 min

AICO0I 95% e 20 seg
AICO0I 95% e 20 seg
AICOOI ADSOIUTO I oot 10 min
P (oo Yo N XYo) (V1 o X 1 T 10 min
AICOOl ADSOIULO T oo 10 min
XIHOl I e ———— 2 min

XIHOl Ll 2 min

Montagem da Id&mina com balsamo

Anexo 6. Protocolo para gelatinizar laminas

Reagentes:

— 10g de gelatina em p6 (Gelatin — 48723, Sigma-Aldrich)
— 1g de sulfato de crémio Il e potassio

— 2L de agua destilada aquecida

Modo de preparo:

— Aquecer a dgua e colocar gelatina até dissolver por completo (solucdo transparente)
— Adicionar sulfato de cromio Il e potassio (solucdo esverdeada) e filtrar.

Agua destilada e Mergulhar 2 x
SOIUGAOD de gelatind oo e 30 mim.

Secar ao ar livre em local livre de poeira por 24 h
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Anexo 7. Protocolo da imunoistoquimica para 0sso

Kit: Estreptovidina-biotina-peroxidase

XIlOL T 30 min
XIOL L 30 min
Alcool ABSOIULO I e 10 min
Alcool ABSOIULO Il e 10 min
Alcool AbSOIULO T e 10 min
AICO0l 90% e 10 min
AICO0I 80% e 10 min
AICO0I 70% e 10 min
Agua COMTENtE et 5 min
Banho Maria a 98°C (Trilogy ™)

(20 min no banho maria € 20 MIN .o s 40 min
na temperatura ambiente)

SX PBS 5 min
Bloqueio da peroxidase

(cAmaraescura— 6 mlde HyO2 € oo 30 min
194 ml de metanol)

SX PBS e ———— 5 min
Soro bloqueio (cAmara Umida @ ..o s 30 min
temperatura ambiente)

ANLICOTPO 1% e, 15a18h
(cdmara Umida na geladeira)

SXPBS e ——————————— 5 min
Anticorpo 2°

(cAmara Umida a temperatura ..o 45 min
ambiente)

BXPBS e —————— 5 min
Estreptovidina-peroxidase 30 min
(cAmara Umida a temperatura ..o
ambiente)

BXPBS e ————————————— 5 min
DAB e —————————— X
(tempo variou com anticorpo 1°)

AQUA COITENTE e 10 min
Hematoxilinda 60 seg
oU Methyl green 30 min
AQUA COITENTE e e 10 min
AICO0l 70% e 10 min
AICO0l 80% e 10 min
AICo0l 90% e 10 min
Alcool ABSOIUtO T e 10 min
Alcool ABSOIULO Il e, 10 min
Alcool ABSOIULO I e, 10 min
XIlolIT 10 min
Xilol I ————— 10 min

— Montagem da lamina
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Anexo 8. Extracdo de RNA total com trizol (tecido)

— Homogeneizar o fragmento de tecido dentro de um microtubo de 1,5 ml com 500 pL de
Trizol com o uso de um homogeinizador.

— Adicionar mais 500 pL de Trizol no microtubo e incubar por 5 minutos em temperatura
ambiente.

— Adicionar 200 pL de cloroférmio/ microtubo, agitar vigorosamente, incubar por 3
minutos no gelo.

— Centrifugar por 15 minutos a 12000g (4°C).

— Transferir a fase aquosa para outro microtubo.

— Adicionar 500 pL de isopropanol e incubar por 30 minutos a -80°C .

— Descongelar no gelo e centrifugar por 10 minutos a 12000g (4°C).

— Retirar o sobrenadante e colocar em outro microtubo. Acondicionar o pellet no gelo e
centrifugar o sobrenadante por 10 min a 120009 (4°C).

— Descartar o sobrenadante e lavar os pellets com 1 ml de etanol 75%.

— Centrifugar por 5 minutos a 105009 (4°C).

— Secar o pellet por 5 minutos.

— Dissolver o pellet em d&gua DEPC (20 pl).

— Colocar todos os tubos no termobloco a 56°C durante 10 minutos (para solubilizar o
RNA)

— Dosar 0o RNA Nanovit.

Anexo 9. Sintese do cDNA

— Kit utilizado: Kit Super Script 11 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 seré necessaria para fazer o MIX.
— Obs. 2: Concentracdo de RNA - 1ug de RNA total.
o Ex.:adosagem de um determinado RNA foi: 400 pg/1000 uL
o 400 ug 1000 pL
o 1lug X
o X=25puL de RNA
— Assim colocar 2,5 uL de RNA + 5,5 pL de 4gua DEPC, pois o volume total (RNA +
agua) é de 8 L.

Preparar o Master MIX :

Master MIX 1x EX.: 5x
2x RT reaction MIX 10 uL 50 pL
RT enzyme MIX 2 UL 10 uL
RNA (1ug) 2y e
Agua DEPC qgsp 20 pl 6uL

— Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 12 pL de MIX em cada
tudo e acrescentar 8 UL de RNA + agua DEPEC (um por amostra).
— Fazer um spin nos tubos e coloca-los no Termociclador programado da seguinte forma:
o 25°C por 10 minutos; 42°C por 50 minutos; 85°C por 5 minutos e hold — 4°C
— Colocar no gelo as amostras e adicionar 1 pL de RNase H por tubo. Colocéa-los no
Termociclador novamente programado da seguinte forma:
o 37°C por 20 minutos e hold — 4°C
— Estocar o cDNA a -20°C
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Anexo 10. RT-PCR tempo real

— Kit utilizado: kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

— Aparelho utilizado: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

— Recomendacdo do kit: volume final de reagdo de 50 pL, porém faz-se 25 pL de volume
final, ou seja, 2,5 UL de cDNA para 25 L de reagéo.

— Preparar o Mix:

MIX 1x EX.: 6x
SYBR Green 12,5 uL 75 pL
Primer foward 1uL 6 L
Primer reverse 1uL 6 L
Rox 1uL 6 L
cDNA 25y e
Agua DEPC 7,0 uL 42 uL

Obs.: Preparar 0 MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 22,5 pL de MIX em cada pogo e
acrescentar 2,5 pl de cONA (um por amostra) ou 2,5 pl de agua DEPC (controle negativo).
Diluicdo do Rox: 1ul do Rox concentrado para 9uL de agua DEPC

Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a agua DEPC, segundo o
SYBR Green, terceiro o Rox e depois os primers foward e reverse.

— Apos preparar a placa de PCR contendo MIX + cDNA ¢é importante dar um spin na
placa antes de colocé-la na maquina de PCR tempo real.
— Programacdo da maquina de RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR

System):
Estégio Repeticdes  Temperatura Tempo
Ativacdo da enzima (hold) 1 1 95°C 10 min
. 95°C 15 sec
PCR (ciclos) 2 40 60°C 1 min

Anexo 11. Protocolo da coloracdo por safranina-O
Hidratar as ldminas igual a técnica de HE.

Fast GIEEN e 5 min
ACIHO ACBLICO oottt 2 min
SAfranina e 5 min
alcool absoluto I s 2 seg
Alcool absOlUtO [T e 15 min
Xl I e —— 2 min
XIol I 2 min

Solucéo de Safranina-O 0,1%

Safranina O e ——————— 0,19
Agua Destilada. 100mL

Solucéo de Fast Green 0,01%

East GIBEIN e 0,19

Agua Destilada. 1000mL
Solucéo de Acido Acético 1%

Acido ACBtiCO 1mL

Agua Destilada. 99 mL
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Anexo 12. Protocolo da coloracdo por alcian blue (pH 2,5)

Solucao de Acido Acético 3%

ACIdo ACBLICO e 3mL
Agua Destilada. 99 mL
Hidratar as laminas igual a técnica de HE.
ACIHO ACBLICO oot 3 min
Alcian Blue 30 min
AQUE COITENTE e 10 min
EOSING s 1 min
Desidratar as laminas igual a técnica de HE.
Montagem da Idamina com béalsamo
Anexo 13. Protocolo da coloracgao por acido periodico de schiff (PAS)
Solugdo de &cido periddico
ACIdO Periddico e, 19
Agua Destilada. 100mL
Reagente de schiff
Fucsinabasica e, 1lg
Agua destilada a55°C e 200 ml
Bissulfato de sOI0 OU i 29
metabissulfito de potassio
1 Normal de &cido CloridriCo  ....ooooeiiiriere e 10ml

Obs.: O reativo de schiff deve ser transparente. Se estiver rosado é recomendado fazer um teste

para avaliar a coloracdo. Caso ndo marque, o ideal é descartar, pois pode ter ocorrido
contaminacao.

Hidratar as laminas igual a técnica de HE.

ACIHO PEFIOTICO e 10 min
Agua destilada e, 2 seg
Reativo de SChiff oo 20 min
AQUE COMTENTE ettt 10 min
HematoXilind oo 1 min

AQUE COMTENTE et e 10 min

Desidratar as laminas igual a técnica de HE.
Montagem da lamina com balsamo
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