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A discondroplasia da tibia consiste numa
anomalia das placas de crescimento epifisdrias
dos ossos longos, das estirpes de rdpido
crescimento de espécies avicolas, caracterizada
pelo aparecimento de massa cartilaginea branca
avascular, opaca, que se estende até a metafise,
numa zona em que, normalmente, existe 0sso
trabecular (Leach e Lilburn, 1992). Além do
aparecimento espontineo, que, segundo alguns
autores, tem uma forte base genética, vdrios
fatores, designadamente, nutricionais,
micotoxinas e alguns ditiocarbamatos afetam a
incidéncia e a gravidade das lesdes
discondroplésicas (Orth e Cook, 1994).

A maior parte da investigacdo realizada tem
caracterizado a cartilagem discondropldsica e a
cartilagem normal como expressdo de vdrios
genes e dos seus produtos (Farquharson e
Jefferies, 2000; Praul et al., 2000; Leach e
Monsonego-Ornan, 2007). A sua etiologia e os
mecanismos de desenvolvimento das lesdes ndo
estdo ainda devidamente esclarecidos, mas é de
supor que tenha uma origem multifatorial (Cook
et al., 1994; Pizauro Junior et al., 2002). As
lesdes discondropldsicas podem ser transitorias,
mas t€m consequéncias permanentes no
desenvolvimento do esqueleto, pois as massas de
cartilagem ndo reabsorvida vdo, muito
provavelmente, interferir no conjunto das
interagdes  célula-célula e  célula-matriz
associadas ao normal decurso do processo de
ossificacao endocondral. As caderinas
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constituem uma familia de glicoproteinas
transmembranares de cadeia simples,
responsdveis pela adesdo entre células, por meio
de mecanismo dependente da presenga de célcio.
As caderinas expressam-se em muitos tipos
celulares, incluindo as células Osseas e
cartilaginosas, e sabe-se que t€m uma
participacgdo ativa nos processos de condrogénese
e de osteogénese (Helfrich e Horton, 1999;
DeLise et al., 2000; Marie, 2002).

Foram utilizados 40 frangos de corte, da
linhagem Cobb, criados em sistema padronizado,
com racdo e dgua ad libitum, cumprindo as
normas de bem-estar animal (FELASA,
<http://www.felasa.eu/>). Aos 21 dias de idade,
as aves foram distribuidas em dois grupos de 20
animais; grupo-controle e grupo experimental.

Para obtencdo de aves com lesdes
discondroplésicas, incorporou-se a dieta do
grupo-experimental  ditiocarbamato  tirame
(Sigma Chemical Co. Saint Louis, EUA - CAS
n.° 137-26-8), na concentracdo de 35mg/kg. Ao
fim de 21 dias, e apds anestesia, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical,
removeu-se a tibia esquerda, e a sua epifise
proximal foi seccionada longitudinalmente. Os
fragmentos obtidos foram imediatamente fixados
em formaldeido neutro a 10%, tamponado,
durante 24 horas. A desmineralizacdo foi
realizada em EDTA a 5%, pH 7.4, durante 7-10
dias. Os fragmentos desmineralizados foram
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processados em sistema automdtico, incluidos
em parafina e cortados em micrétomo rotativo
em secgdes com Sum de espessura. As secgdes
foram estendidas em laminas de vidro de 75 x
25mm, tratadas com polilisina.

Para deteccdo da caderina, utilizou-se o kit LAB-
SA  (UltraVision Detection System Kit,
NeoMarkers, EUA - TP-015-HD), de acordo
com as indicacdes do fabricante, as seccdes
foram tratadas com anticorpo primdrio comercial
(NeoMarkers, EUA - Rabbit Pab 2, RB-1524)
(pan-caderina na diluicdo de 1:50, com pré-
tratamento em tampao citrato, pH 6.0, durante 20
minutos a 100°C, para recuperac¢do antigé€nica) e
incubadas a 4°C, overnight. Como controle
negativo, usaram-se sec¢des ndo tratadas com
anticorpo primdrio. As leituras das laminas, com
as preparagOes definitivas, foram feitas em
microscépio Nikon Eclipse 600, com a
ampliacdo de 100X. Foram observadas laminas
de quatro a cinco animais por grupo, sendo uma
por animal. As imagens foram obtidas por meio
de cadmara digital Nikon DN100. No caso dos
condrécitos hipertréficos, realizaram-se
contagens nas imagens digitais (100X),
correspondentes a cinco campos, contendo o
maior nimero de células (pelo menos 300
células), em imagens de quatro a cinco animais
por grupo, sendo uma por animal. O nimero
médio de células positivas foi dividido pelo total
de células (soma das células positivas e
negativas). Na contagem das células, utilizou-se

o programa SigmaScan Pro versdo 5. Os valores
obtidos, apds testados para a normalidade e a
homocedasticidade, foram submetidos a analise
nido paramétrica, utilizando Teste U Wilcoxon,

por meio do programa SPSS 15.

Observaram-se condrdcitos positivos em todas as
zonas da placa de crescimento da epifise
proximal da tibia em ambos os tipos de placas.
No entanto, a marcagdo foi mais evidente nos
condrécitos da zona de hipertrofia, com uma
sobre-expressdo nas placas de crescimento
discondroplésicas (91.2%), sendo a percentagem
de células positivas significativamente mais
elevada nestas do que nas placas de crescimento
normais (34,8%) (Tab. 1, Fig. 1).

Embora a caderina seja uma proteina que se
expressa em membrana celular, na zona de
proliferacdo, a imunomarcagdo € também nuclear
e citoplasmdtica, enquanto, nos condrécitos
hipertréficos, a expressdio da caderina ¢
essencialmente citoplasmatica. A dificuldade em
observar a expressdo membranar da caderina é,
provavelmente, em razdo da ocorréncia de
artefatos derivados das técnicas de fixacdo.
Osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, bem
como indmeras células da medula OJssea,
expressaram igualmente a caderina, com um
padrao de expressdo similar nos dois tipos de
epifises. Ndo foi observada imunomarcacéo nas
seccdes de controle negativo.

Tabela 1. Imunomarcag@o para a caderina, nos vérios tipos celulares, em placas de crescimento normal e

discondroplésica da epifise proximal da tibia de frango

Tipos celulares Normal Discondroplasia
Condroécitos de reserva + +
Condrdcitos proliferativos + ++
Condrdcitos hipertréficos ++ (34,8+2,6a)" ++ 4 (91,240,2b)"
Osteoblastos ++ ++
Osteoclastos ++ ++
Ostedcitos ++ ++
Medula 6ssea ++ ++

Imunomarcagdo: + = ocasional, focal; + = fraca; ++ = moderada; +++ = intensa.

Valores entre parénteses = médiatdesvio-padrio.
*Diferenca significativa entre grupos (P<0,05).
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Figura 1. Imunomarcag@o para a caderina. Células positivas em todas as imagens. Nas zonas de proliferacio (A) e
na fase inicial de hipertrofia (B), das placas de crescimento normal, os condrdcitos positivos (setas) sdo menos
frequentes que nas correspondentes zonas (D) e (E) das placas de crescimento discondroplasicas. Imunomarcagéo
intensa (setas) nos condrdcitos hipertréficos das placas de crescimento normal (C) e discondroplasicas (F). Alguns
condrdcitos hipertréficos terminais (seta dupla), junto aos canais vasculares (V), mostram marcacio positiva, bem
como osteoblastos, osteoclastos e células da medula éssea (estrela). (100X - contracoloracdo com Hematoxilina de

Mayer).

Os resultados do presente trabalho, obtidos por
meio da utilizacdo de anticorpo que reconhece
uma variedade de caderinas (pan-caderina) foram
surpreendentes, j4 que o contato entre

condrécitos ¢ muito reduzido devido a elevada
producdo de matriz, e confirmam os resultados
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obtidos por Jefferies et al. (2000), que
observaram igualmente uma sobre-expressao da
caderina-B nos condrdcitos hipertréficos das
lesdes discondroplésicas. Esses autores sugerem,
inclusive, que a expressdo andmala da caderina-
B pode estar envolvida na etiologia da
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discondroplasia. No entanto, a razdo aparente
para esta sobre-expressdao ndo é clara, podendo
estar relacionada a uma eventual reducdo dos
niveis de calcio nas lesdes (Babich e Foti, 1994;
Nie et al., 1995) e/ou com a sua participacdo na
apoptose dos condrécitos da zona de hipertrofia
(Ohyama et al., 1997; Vleminckx e Kemler,
1999). Quanto ao padrdo de expressdo da pan-
caderina nos osteoblastos, osteoclastos,
ostedcitos, bem como em indmeras células da
medula dssea, similar em ambos os tipos de
placas de crescimento deve-se, provavelmente, a
participacdo desta proteina na proliferacdo, na
diferenciacdo e na sobrevivéncia desses tipos

celulares, processos essenciais no decurso
normal da formacdo de osso endocondral. A
maioria dos trabalhos realizados sugere que a
origem da discondroplasia estd relacionada com
a incapacidade dos condrécitos de atingirem o
estddio terminal de hipertrofia completa. No
entanto, estes resultados sugerem que, na
formacdo das lesdes discondropldsicas, podem
estar envolvidos mecanismos mais complexos,
sendo necessdrios estudos adicionais para
determinar as causas precisas desta patologia.

Palavras-chave:  discondroplasia da tibia,
caderinas, imuno-histoquimica

ABSTRACT

By immunohistochemistry the expression of a pan-cadherin antibody that recognizes a wide variety of
cadherins in chondrocytes from normal and tibial dyschondroplasia (TD) growth plates was compared.
Surprisingly, an upregulated expression that was not expected in TD lesion chondrocytes was observed.
The reason for this apparent upregulation is not clear. The increased expression may simply be due to the
particular phenotype of lesion chondrocytes, and cadherin may be involved in apoptosis of chondrocytes
of TD lesion. Another possibility, is that a low level of calcium in the lesion may be responsible for the
observed upregulation. The results of the present study suggest that the formation of the
dyschondroplastic lesion is not merely due to the impaired terminal differentiation of lesion chondrocytes
and that other mechanisms are probably involved in TD etiology. Further studies will be necessary to
provide insight into the precise nature of the condition.

Keywords: tibial dyschondroplasia, cadherin, immunohistochemistry
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