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RESUMO

PEREIRA, J. N. B. Avaliacido morfoquantitativa e ultraestrutural da cartilagem do
processo condilar da mandibula e da sincondrose basioccipital de ratos Wistar
subnutridos e suplementados com resveratrol. [Morphoquantitative and ultrastructural
evaluation of the mandibular condylar cartilage and basioccipital synchondrosis of Wistar
rats subjected to protein undernutrition and supplementation with resveratrol]. 2015. 101 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A subnutricdo é uma doenca causada pela ingestdo inadequada e/ou insuficiente de energia
ou de outras biomoléculas, que pode comprometer o crescimento e o desenvolvimento dos
tecidos. Em conjunto, a cartilagem do processo condilar da mandibula e a sincondrose
basioccipital representam os dois centros efetivos do crescimento craniofacial, que depende,
dentre outros, de fatores locais como a produgdo do fator de crescimento semelhante a
insulina I (IGF-I) e seu receptor (IGF-IR). Alteragdes tanto no peptideo quanto no receptor
estdo associadas a graves atrasos no crescimento e desenvolvimento Osseo. Dentre os
nutrientes alternativos com a capacidade de promocao da recuperagao nutricional, destaca-se
o resveratrol, um polifenol contido na uva e derivados que pode promover a melhora do
crescimento através de propriedades osteogénicas, além de atuar como condroprotetor.
Assim, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos da subnutri¢cdo proteica na
cartilagem do processo condilar da mandibula (PC) e na sincondrose basioccipital (SBo) de
ratos, bem como 0s processos de renutri¢io e suplementacdo com resveratrol nos periodos
pré-pubere (21 dias) e pubere (60 dias). Os grupos nutrido (N) e subnutrido (S) foram
formados por filhotes cujas maes receberam dieta normoproteica e hipoproteica,
respectivamente, desde o periodo de acasalamento; ao completarem 21 dias de vida
extrauterina, época determinada para o desmame, os filhotes foram eutanasiados. A partir do
22° dia de vida, filhotes dos grupos N e S foram mantidos com as respectivas dietas até o 60°
dia de vida quando constituiram, respectivamente, os grupos NN e SS. Dois grupos
considerados renutridos foram formados por animais do grupo S, que a partir do 22° dia
passaram a receber, o primeiro, a dieta normoproteica com 20% de caseina (grupo RN), e o
segundo, a dieta normoproteica acrescida de resveratrol (RRv). A cartilagem do PC e a SBo
foram processadas através das técnicas histologicas rotineiras e posteriormente submetidas

as coloragdoes da HE, Picrossiruis e Safranina-O, para a evidenciacdo dos componentes



celular e colageno e imunohistoquimica para a marcagao de células reativas ao IGF-I e IGF-
IR. Os aspectos ultraestruturais também foram analisados através da microscopia eletronica
de transmissdo. Os resultados mostraram que a subnutricdo foi capaz de alterar os
componentes da matriz extracelular (MEC), acarretando em modificacdes na secre¢dao das
fibrilas coldgenas e acumulo de proteoglicanas nos tecidos; diminui¢do do numero de
células imunorreativas ao IGF-I e IGF-IR na cartilagem do PC e atraso no crescimento
0sseo endocondral, comprovado através das avaliagdes quantitativas e morfométricas, em
ambos os tecidos. A renutricdo com dieta normal foi parcialmente eficaz na recuperacdo dos
parametros avaliados, e pode ter provocado uma diminui¢do da capacidade de resposta
celular ao IGF-I. Os efeitos condroprotetores do resveratrol foram fundamentados através da
recuperagdo dos componentes da MEC e organelas dos condrécitos e uma possivel
diminui¢do da insensibilidade ao IGF-I; o atraso no crescimento 6sseo endocondral foi
minimizado através do seu potencial osteogénico (mais acentuado na SBo). Muito embora a
recuperagao dos tecidos ndo tenha ocorrido totalmente, diante dos dados apresentados, pode-
se afirmar que a suplementagdo de resveratrol na dieta auxiliou de forma mais efetiva no
restabelecimento dos parametros afetados pela subnutricio do que somente a recuperac¢io

proteica com dieta normal.

Palavras-chave: Cartilagem. Privacdo proteica. MET. IGF-I. Polifenol.



ABSTRACT

PEREIRA, J. N. B. Morphoquantitative and ultrastructural evaluation of the
mandibular condylar cartilage and basioccipital synchondrosis of Wistar rats
subjected to protein undernutrition and supplementation with resveratrol. [Avaliacido
morfoquantitativa e ultraestrutural da cartilagem do processo condilar da mandibula e da
sincondrose basioccipital de ratos Wistar subnutridos e suplementados com resveratrol].
2015. 101 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2015.

Undernutrition is a disease caused by inadequate and / or insufficient intake of energy or
other biomolecules, which can compromise growth and development of tissues. Together,
the mandibular condylar cartilage and basioccipital synchondrosis represent the two
effective centers of craniofacial growth, which depends of the factors such as the local
production of insulin like growth factor I (IGF-I) and receptor (IGF-IR). Changes in both the
peptide and receptor are associated with serious delays in growth and bone development.
Among the alternative nutrients to the promotion capacity of nutritional recovery, there is
resveratrol, a polyphenol contained in grapes and derivatives that can promote improved
growth through osteogenic properties, besides acting as chondroprotective. Thus, the present
study aimed to evaluate in rats the effects of protein undernutrition in the mandibular
condylar cartilage and basioccipital synchondrosis, as well renutrition and supplementation
with resveratrol in pre pubertal periods (21 days) and pubertal (60 days). The nourished
groups (N) and undernourished (S) were formed by young whose mothers received normal
protein and hypoproteic diet respectively since the breeding season; to complete 21 days of
extra-uterine life, given time to weaning, puppies were euthanized. From the 22nd day of
life, puppies from N and S groups were kept with their diets until the 60th day of life when
constituted, respectively, NN and SS groups. Two groups considered re-nourished were
formed by the S group, which from day 22 began receiving, the first, the normal protein diet
with 20% casein (RN group), and the second, the normal protein diet plus of resveratrol
(RRv). The cartilage of PC and SBo were processed through routine histological techniques,
and then subjected to HE, Sirius red and Safranin-O staining for the disclosure of cellular
components and collagen and immunohistochemistry for marking cells responsive to IGF-I
and IGF-IR. The ultrastructural aspects were also analyzed by transmission electron

microscopy. The results showed that undernutrition was able to change the components of



the extracellular matrix (ECM) leading to changes in the secretion of collagen fibrils and
proteoglycans accumulation in the tissues; decrease in the number of immunoreactive cells
to IGF-I and IGF-IR in PC cartilage and delayed endochondral bone growth, confirmed by
quantitative and morphometric analysis in both tissues. Renutrition with normal diet was
partially effective in recovering the parameters evaluated, and may have caused a decrease
in cell responsiveness to IGF-I. The chondroprotective effects of resveratrol were founded
by recovering the ECM components and organelles of chondrocytes and a possible decrease
in the insensitivity to IGF-I; the delay in endochondral bone growth was minimized by
osteogenic potential (more pronounced in SBo). Although the tissue recovery has not fully
occurred, the resveratrol supplementation in the diet helped more effectively in restoring the

parameters affected by undernutrition than just protein recovery with normal diet.

Keywords: Cartilage. Protein deprivation. MET. IGF-I. Polyphenol.
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1 INTRODUCAO

A subnutricio € uma doenca cronica causada pela ingestdo inadequada e/ou
insuficiente de energia ou de outras biomoléculas, como por exemplo, as proteinas:
macronutrientes responsdveis pela construcdo e manutencdo dos tecidos corporeos que estao
presentes na maior parte dos alimentos (KATSILAMBROS et al., 2011). Dada a importincia
destes compostos em processos celulares, bem como seus efeitos bioldgicos e protetores,
possiveis distirbios nutricionais podem comprometer o crescimento € o desenvolvimento
teciduais (WU et al., 2012).

A cartilagem do processo condilar da mandibula e a sincondrose esfenocciptal, s@o
tecidos cartilagineos que representam sitios efetivos de crescimento craniofacial (TAKANO-
YAMAMOTO et al., 1991). A primeira € definida como uma cartilagem articular, ainda que,
diferentemente das cartilagens assim classificadas, exiba distin¢cdes bioldgicas e sofra
alteracOes adaptativas em resposta a estimulos externos (GARANT, 2003). J4 a segunda, a
sincondrose esfenocciptal, € semelhante a cartilagem epifisial dos ossos longos, apresentando
uma zona de repouso em comum que contribui de forma eficaz para o crescimento da base do
cranio a partir de células que dardo origem a condrdcitos proliferativos (ABAD et al., 2002).

O crescimento cartilagineo é parcialmente determinado por fatores epigenéticos e
também influenciado por fatores extrinsecos como estimulos mecanicos, sist€émicos
(hormodnios) e mediadores locais (fatores de crescimento e citocinas). Quanto a esses
mediadores, sabe-se que condi¢des derivadas da subnutri¢cdo, apresentam associagdo com a
atividade do IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina I). Na cartilagem, este € um
polipeptideo que estimula a proliferacdo, diferenciagdao e maturagc@o dos condrécitos (SHUM,
NUCKOLLS, 2002). E sintetizado e secretado por muitos tipos de células, atuando
sistemicamente através do hormoénio de crescimento (GH) e localmente por mecanismos
autdcrinos e pardcrinos (DELATTE et al., 2004). Os efeitos celulares do IGF-I sdao mediados
através da ligacdo em receptores especificos (IGF-IR), os quais sdo encontrados
principalmente em células de origem mesenquimal como os fibroblastos, osteoblastos e
condrécitos. Alteragdes tanto no peptideo quanto no receptor estdo associadas a graves atrasos
no crescimento e desenvolvimento 6sseos (BAKER et al., 1993).

Efeitos deletérios na cartilagem do processo condilar da mandibula frente a
subnutricao foram relatados (OLIVEIRA et al., 2010; MARTIN et al., 2014; CAVALLI et al.,

2015) comprovando que a deplecdo proteica compromete efetivamente o crescimento
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craniofacial. Até onde se teve acesso a literatura, as pesquisas que correlacionam sincondrose
esfenocciptal e a subnutricdo sdo escassas. No entanto, estudos que utilizaram a cartilagem
epifisial de diferentes ossos, demonstraram que a privagdo de proteinas compromete a
espessura total, nimero de condrécitos da camada proliferativa e o tamanho das células
hipertroficas da cartilagem, provocando atraso no crescimento &sseo endocondral
(HENRICHS et al., 1997; FARNUM et al., 2003; GAT-YABLONSKI et al., 2004).
Considerando o desempenho de alguns nutrientes alternativos com propriedades
funcionais benéficas e capacidade de promog¢do da recuperacdo nutricional, destaca-se um
composto denominado resveratrol, polifenol presente em uma ampla variedade de vegetais,
incluindo amoras, uvas e amendoins, sendo, portanto, um componente presente na dieta
humana. Trata-se de nutriente membro da familia dos estilbenos, produzido em resposta a
ataques de patdgenos, radiacio UV e exposi¢do ao ozdnio. Pesquisas mostram que o
resveratrol tem efeitos anti-inflamatorios, antitumorais, anticarcinogénicos,
antienvelhecimento, antioxidantes (ALARCON DE LA LASTRA et al., 2005). Além disso,
também atua como condroprotetor, € promove melhora no crescimento através de
propriedades osteogénicas (CSAKI et al., 2008; KARIMIAN et al., 2013; KIM et al., 2014).
Com base nesses dados, a presente pesquisa teve por objetivo avaliar a cartilagem do
processo condilar da mandibula e a sincondrose basioccipital de ratos nutridos, subnutridos,
renutridos e suplementados com resveratrol, na tentativa de reconhecer as alteragcdes
morfologicas decorrentes da privagdo proteica, a possivel recuperacdo dos tecidos
cartilagineos, bem como avaliar a imunorreatividade celular ao IGF-I e ao seu receptor (IGF-
IR) nesses tecidos fundamentais para os processos de formagao, manutencao e integridade do

esqueleto cranio-facial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo reune, a partir de um levantamento bibliografico detalhado, a descricdo da

literatura sobre os assuntos que fundamentam o tema da presente pesquisa.

2.1 SUBNUTRICAO: PREVALENCIA E REPERCUSSOES

A subnutricdo € um problema social apontada como um marcador de pobreza,
presente, em sua grande maioria, nas dreas subdesenvolvidas do mundo, acometendo mais
especificamente criancas (ISSLER et al., 1996; UNCF, 2003). Pode ser definida como uma
doenca complexa e multicausal, que ocorre pela caréncia dos nutrientes necessdrios ao
organismo para o seu metabolismo fisioldgico determinada, ou pela falta de aporte, ou
inadequado aproveitamento bioldgico dos alimentos ingeridos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 2010), nos paises em
desenvolvimento, esta doenga € a segunda maior causa de morte em criangas menores de
cinco anos de idade. No Brasil, estima-se que a mortalidade de criancas entre zero e quatro
anos, diretamente afetadas pela subnutricdo, seja de aproximadamente 2 %.

AlteracOes metabdlicas e enddcrinas devido a baixa ingestdo caldrica ou proteica sao
relatadas em mamiferos em geral, inclusive em humanos (GOBATTO, 1993). Com a
subnutricdo, o organismo responde as restricoes de maneira singular manifestando, dentre
outros sintomas, fraqueza, caquexia e retardo no crescimento (OLIVEIRA et al., 1998). Desta
forma, duas sindromes sdo descritas desde hd muito, e que correspondem a manifestacdes
extremas da subnutricdo (SHILS et al., 1994). O marasmo representa o produto final da
adaptacdo metabdlica a caréncia energética, onde a ingestdo de calorias € insuficiente para
satisfazer tal privagdo, caracterizando-se pela perda severa de massa muscular e pele enrugada
(CHANDRA, 1992; WATERLOW, 1997). Ja o kwashiorkor pode ser definido como uma
incapacidade de adaptacdo a deficiéncia proteica, determinando modificagdes que se
manifestam como hipoplasia, atrofia dos tecidos e diminui¢do do tamanho corporal e dos

orgdos (MADI et al., 1975; NUNES et al., 2002).
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Definido como o resultado da interacdo de um conjunto de influéncias ambientais, o
crescimento pode ser afetado por fatores como a atividade fisica e dieta adequada, e também
fatores organicos, no qual se incluem a heranga genética e o sistema neuroenddcrino (ONIS et
al., 1993), que regem a proliferacdo celular na cartilagem de crescimento e consequente
alongamento linear dos ossos (ROGOL et al., 2009). Desta forma, subentende-se que
crescimento e nutricdo estdo intrinsecamente ligados, pois os individuos nido conseguem
alcancar seus potenciais genéticos de crescimento se nao tiverem atendido as suas
necessidades nutricionais basicas, acarretando inumeros déficits, dentre eles os estaturais

(RIVERA et al., 2003).

22  OEIXO IGF-I

O hormonio de crescimento (GH), que atua diretamente através da ligacdo aos seus
receptores na cartilagem epifisial, e indiretamente, no processo de diferenciacdo celular e na
sintese do coldgeno tipo I, € um dos responsaveis pelo crescimento 6sseo e também tecidual
(BORBA et al., 2003; GODFREY et al., 2003; SEIK et al., 2003). Um dos principais bragos
de acdo do GH € o IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina-I), um polipeptideo
produzido pela maioria dos tecidos, principalmente pelo figado, que possui func¢do vital na
regulacdo do crescimento somdtico e da proliferacao celular. No esqueleto, assume funcdes
importantes como: a diferencia¢do, a maturacdo e o recrutamento de osteoblastos (BORBA et
al., 2003), bem como a estimulac@o da sintese da matriz cartilaginea (FLECHTENMACHER
etal., 1996; SAH et al., 1994).

O IGF-I estd amplamente associado a seis proteinas de ligacdo extracelulares, as
IGFBP’s - 1-6 (KETELSLEGERS et al., 1995), sendo seus efeitos bioldgicos em todos os
tipos de células e tecidos, mediados por receptores especificos de alta afinidade com
homologia estrutural aos receptores de insulina (conhecidos como IGF-IR), capazes de se
ligar também, aos fatores de crescimento semelhantes a insulina tipo II (IGF-II). Os
receptores IGF-IR s@o formados por duas subunidades alfa, unidas por pontes dissulfeto (que
contéem os sitios de ligacdo para o IGF-I), e duas subunidades intracelulares beta com
propriedade transmembrana, onde em uma ocorre o sitio de ligacdo do ATP (adenosina
trifosfato), e na outra, a ligagcdo com a tirosina quinase, ambas constituindo o mecanismo de

transdugdo de sinal para o receptor. De um modo geral, acredita-se que todos os efeitos da
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ativacdo do IGF-IR estdo relacionados com a ac@o da tirosina quinase e a fosforilagdo de
substratos que ativam propriedades celulares especificas, desencadeando diversas agdes
biologicas (HOLZENBERGER, et al., 2004). Devido a grande variedade dos sitios de
producdo do IGF-I e seu receptor, além das ac¢des enddcrinas clédssicas, eles atuam também
por mecanismos autdcrinos e pardcrinos (HOLLY; WASS, 1989).

O GH estimula a secrecdao do IGF-I, que por sua vez participa dos mecanismos de
controle fisiolégico de GH, sendo por isso utilizado para avaliar indiretamente a sua acdo. Por
sua vez, a insulina estd amplamente envolvida com todo esse processo, uma vez que, além de
atuar em receptores comuns ao IGF-I, ¢ um importante hormoénio ligado a regulacdo da
homeostase, da glicose e de eventos celulares que regulam os efeitos metabdlicos e de
crescimento. Além disso, ela € amplamente aceita como um substrato e provedor de energia
(FRYBURG et al., 1995), visto que pode promover aumento da sintese de DNA, RNA e
proteinas no tecido alvo (MANCHESTER, 1972; LARON, 2008); porém, pouco aparecendo
nas listas dos hormodnios de crescimento (LIFSHITZ, 2007) (Figura 1).

Figura 1- Sistema IGF

m IGFBP4 @ IGFBP6 /| Proteinas
= Ligantes

Membrana
Plasmatica

Receptor de Receptor de Receptor de

Insulina IGF-I IGF-I

Fonte: (WERNER, KATZ, 2004).

Legenda: Componentes estruturais do sistema IGF. O sistema IGF € constituido de 3 peptideos
(insulina, IGF-I e IGF-1I), 3 receptores (IR, IGF-IR e IGF-IIR) e de até 6 proteinas
ligantes (IGBP1-6).
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23  REGULACAO NUTRICIONAL DO IGF-I E DAS PROTEINAS LIGANTES

Os niveis de IGF-I e seu receptor podem ser afetados por indimeros fatores, como
atividade fisica, indice de massa corporal e principalmente o consumo energético e o estado
nutricional (YU, ROHAN, 2000). Devine et al. (1998), em experimento com adultos cujo
estado nutricional foi considerado normal, revelaram uma correlagio positiva entre a ingestao
proteica e os niveis séricos de IGF-1. Com a subnutricdo proteico-caldrica, os niveis de IGF-I
diminuem, podendo ocasionar a reduc@o do efeito do IGF-I em 6rgdos alvo; porém, com a
melhora no consumo de energia, estes tendem a voltar ao seu valor normal (MANRAL,
SINGH, 2011). Para Smith et al. (1995), a reducdo de 50% na ingestao de calorias ou de 30%
de proteina, pode resultar no declinio dos niveis de IGF-I e IGFBP-3.

Com a subnutri¢do, sdao observadas algumas alteracdes hormonais adaptativas que
funcionam como mecanismo de protecdo, objetivando direcionar a energia residual para a
sobrevivéncia e ndo para o crescimento. Desta forma, ocorre uma reducdo da velocidade de
crescimento e da idade dssea, promovendo um atraso no desenvolvimento pibere, onde o GH
basal encontra-se elevado, enquanto que o IGF-I é baixo, demonstrando uma insensibilidade
ao GH em atuar como mecanismo de protecdo (RIVERA et al., 2003; LIBERMAN et al.,
2004).

Nas cartilagens, a insulina e também os IGFs, exibem intensa atividade na regulacao

da proliferacao dos condrécitos (DELATTE et al., 2004).

24  CRESCIMENTO CRANIOFACIAL

As sincondroses basioccipital (SBo) ou esfenocciptal s@o constituidas por cartilagem
priméria, fazendo parte do esqueleto primdrio cartilagineo, precursor do processo de
ossificacdo endocondral. Esses locais representam os sitios do crescimento rostro-caudal e
antero-posterior da base do cranio de roedores e humanos, respectivamente. Diferentemente
do que ocorre com a sincondrose intra-occiptal, que se ossifica completamente no periodo de
aproximadamente cinco semanas de desenvolvimento pds-natal, a SBo ainda apresenta uma
pequena parte cartilaginea na idade adulta (CENDEKIAWAN et al., 2010).

Morfologicamente, a SBo € similar a cartilagem epifisial dos ossos longos, exceto pelo seu
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crescimento, que ocorre de forma bidirecional. Pode ser considerada como duas placas de
crescimento que compartilham uma zona comum de ativa proliferacdo condrobléstica, as
quais direcionam a formagdo e a organizacdo da sincondrose, conhecida como zona de
repouso (ABAD et al., 2002). As diferentes zonas da parte da SBo voltada para o osso
basioccipital refletem-se na parte oposta voltada para o osso basiesfendide, com um centro
cartilagineo comum para ambas.

Da parte média para as extremidades distais, a sincondrose é constituida por uma zona
ou camada de repouso, zonas proliferativas (ou seriadas) e zonas hipertréficas (NIE, 2005)

(Figura 2).

Figura 2- Sincondrose da base do crénio
e

ZONAHIPERTROFICA —

ZONA PROLIFERATIVA
OU SERIADA

|1

ZONA DE REPOUSO

Fonte: (NIE, 2005).

Legenda: Zonas constituintes das sincondroses basicranianas: Uma zona de repouso em comum,
localizada na regido central, duas zonas proliferativas e duas zonas hipertréficas em suas
extremidades distais.

Além dessas estruturas da base do cranio, em ratos, o processo condilar da mandibula
(PC) representa outro sitio importante relacionado ao crescimento craniofacial, exercendo

papel fundamental durante o desenvolvimento da mandibula. Sua estrutura cartilaginea,
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classificada como uma cartilagem secunddria € capaz de fornecer adaptacdes regionais de
crescimento do 0sso, crescimento 0sseo endocondral e mobilidade articular (RAMFJORD et
al., 1971; VINKKA, 1982). A cartilagem do PC ¢ constituida por quatro camadas distintas: 1-
articular, composta principalmente por fibroblastos e coldgeno tipo I, que suporta as forcgas
transmitidas para a articulagdo temporomandibular (ATM); 2- pré condrobléstica, constituida
por células mesenquimais ou indiferenciadas, que possuem a capacidade de se diferenciar em
fibroblastos (constituintes da camada fibrosa), ou em condroblastos (células encontradas na
cartilagem hialina); 3- condrobléstica, formada por condroblastos que promovem a sintese de
matriz cartilaginea, principalmente coldgeno tipo II e 4- hipertréfica, organizada a partir de
condrécitos hipertrofiados, conhecida como zona de ossificagdo endocondral (RAMIREZ-

YANEZ, 2004) (Figura 3).

Figura 3 - Cartilagem do processo condilar da mandibula
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Fonte: KIMURA et al., 2008)
Legenda: Camadas constituintes da cartilagem do PC da mandibula.

Segundo Von Den Hoff e Dellate (2008), além da determinacdo genética, o
crescimento cartilagineo € influenciado por fatores sist€émicos (hormonios e vitaminas) e

locais (fatores de crescimento e estimulos mecanicos). A presenca do IGF-I tem sido relatada



27

na cartilagem do PC (MAOR et al., 1993; VISNAPUU et al., 2001), cujo receptor foi também
encontrado na camada pré condroblastica em camundongos, € na camada condrobldstica em
ratos, nos periodos pré e poés natal, respectivamente (MAOR et al., 1993; LIVNE et al., 1997;
FUENTES et al., 2002).

A cartilagem do PC € do tipo fibrosa em sua superficie, hialina na parte inferior, e
sofre mudancas adaptativas a estimulos externos. Possui capacidade multidirecional de
crescimento e remodelacdo e, portanto, se adapta a mudangas mecanicas e posicionais, por
alterar ou regenerar a condrogénese (SAKAMOTO et al., 2002). Em estudos com ratos,
Oliveira et al. (2010) verificaram que no periodo pré- pubere, a subnutri¢do proteica e a lesdao
térmica corporal afetaram o crescimento do PC; entretanto, os efeitos na matriz extracelular
variaram, com a deficiéncia de proteina alterando a quantidade e o contetido de deposicdo

Ossea, e a lesdo térmica corporal interferindo, principalmente, na maturacao do coldgeno.

2.5  POLIFENOIS E RESVERATROL

Os efeitos benéficos da acdo dos antioxidantes sobre os diversos sistemas corporeos
tém sido descritos em experimentos com diferentes espécies animais, destacando-se: a
reducdo do risco de doencgas cardiovasculares, inibi¢do do crescimento tumoral, diminui¢do da
absor¢cdo de gordura, de gasto energético e de processos inflamatérios, assim como
abrandamento da severidade da artrite (YANG et al., 2001; HIGDON et al., 2003;
WILLIAMSON et al., 2005).

Os polifendis s@o os antioxidantes presentes em maior quantidade nos alimentos como
frutas, verduras e legumes, e em bebidas tais como café, o chd e o vinho (D’ARCHIVIO et
al., 2007). De acordo com Francis (2000), dentre as frutas, a uva € uma das principais fontes
de compostos fendlicos, destacando-se entre eles, os flavondides (antocianinas e flavondis),
os acidos fendlicos (derivados dos éacidos cindmicos e benzodicos), e os estilbenos
(rapontienina, resveratrol). Pequenas quantidades de estilbenos estdo presentes na dieta
humana, sendo o mais representativo o resveratrol (RSV) que, encontrado principalmente na
casca e semente das uvas escuras e seus derivados (como o vinho tinto), é produzido pela
planta como um mecanismo de defesa em resposta a infec¢des por fungos ou a condicdes de
estresse (MARTIN et al., 2004).

O RSV ¢ sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isOmeras: trans-

resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,54'-trihidroxiestilbeno) ,
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sendo o isOmero trans convertido para cis em presenca da luz visivel, pois esta forma é mais
estavel. Possui propriedades funcionais importantes, atuando como antioxidante, anti-
inflamatério, antitumoral, cardioprotetor, modulador de enzimas fundamentais que regulam a
vida celular, agindo também, no processo de retardo do envelhecimento (FENG et al., 2002;
BAUR et al., 2006). Além disso, a acdo do RSV sobre sirtuinas e a cascata de sinalizagao
insulina/IGF-I, fornece evidéncias fortes da ligacdo entre este composto € a melhoria do
metabolismo (FRODJO et al., 2008). Uma melhora na satide e maior tempo de sobrevivéncia
apds o tratamento com RSV foram relatadas por Baur et al. (2006) em camundongos que
receberam dieta hipercaldrica, demonstrando sua indu¢do a uma “downregulation” na via
insulina/IGF-I.

Estudos tém demonstrado que o RSV age sobre o estado metabdlico e hormonal do
organismo. Assim, em experimentos com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
verificaram-se seus efeitos benéficos, como a diminuicdo do peso corporal, reducdo da
polifagia e polidpsia, e expressiva reducdo da glicemia e triglicérides contribuindo, ainda,
para a diminui¢do da mortalidade e da sensibilidade a insulina, bem como para a melhora das
fungdes motoras (SHARMA et al., 2006; SU et al., 2006; CHI et al., 2007).

Os efeitos anti-inflamatorios deste polifenol também tém sido descritos em doencas
graves incluindo a artrite, que apresenta como caracteristica principal, a perda progressiva da
cartilagem articular. Desta forma, foi relatado que a aplicag@o intra-articular RSV por um
periodo de duas semanas em coelhos com osteoartrite, inibiu a apoptose dos condrécitos e
reduziu a producdo de 6xido nitrico, promovendo um efeito protetor contra a destrui¢do da
cartilagem, impedindo a progressdo da doenca (WANG et al., 2011). Foi descrito ainda, a sua
contribui¢do ativa para a inibicdo da inflamagdo em articulacdes sinoviais (ELMALI et al.,
2005) e na reducao da infiltracdo inflamatdria e de edema, decorrentes da pancreatite (MA et
al., 2005).

No tecido dsseo, estudos com mulheres idosas revelaram que a ingestdo de uma a trés
tacas de vinho durante as refeicdoes, contribuiu para um ganho em massa Ossea € a
consequente protecdo contra a osteoporose, efeito este atribuido principalmente a um dos
componentes do vinho, o RSV, (GANRY et al., 2000), que € capaz de prevenir a formacao
dos osteoclastos e estimular a proliferacdo e diferenciagdo dos osteoblastos in vitro
(MIZZUTANI, et al., 1998; BOISSY et al., 2005; SONG et al., 2006). Uysal et al (2011)
relataram em ratos, que a administra¢do local de RSV, durante as fases iniciais da expansao
ortopédica da sutura intermaxilar, estimula a formagao dssea, encurta o periodo de retencio e

melhora a cicatrizagdo.



OBJETIVOS



30

3 OBJETIVOS

Esta secdo apresenta os objetivos gerais e especificos do trabalho

3.1  GERAIS

Investigar em ratos Wistar subnutridos, os componentes celular e coldgeno e a funcio
da suplementacdo com resveratrol, no crescimento dos tecidos cartilagineos primario (SBo) e
secundério (PC), com o uso de técnicas de microscopia de luz, imunohistoquimica e de

ultraestrutura.

32  ESPECIFICOS

Em animais subnutridos (S, SS), nutridos (N, NN), renutridos (RN, RRv) avaliar na
cartilagem do PC e da SBo:

- 0s aspectos qualitativos das camadas constituintes;

- qualitativamente os componentes estruturais de coldgeno (fibras dos tipos I, Il e III) e
as proteoglicanas da matriz extracelular;

- 0s aspectos ultraestruturais dos constituintes da matriz extracelular e dos condrocitos
(fibrilas coldgenas, cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, membrana nuclear,
densidade dos ribossomos e nucléolo);

- A espessura das camadas;

- a densidade e a drea dos condrdcitos das camadas condroblastica do PC e de repouso
da SBo, através de método estereoldgico;

- a densidade de matriz extracelular evidenciada pelo método da Safranina — O.

- a expressao de IGF-I e de seu receptor (IGF-IR) nas camadas condrobléstica do PC e

de repouso da SBo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo compreende a descri¢ao detalhada da metodologia utilizada.

4.1  ACASALAMENTO E GESTACAO

Para a formacdo dos grupos experimentais, foram utilizados Ratos Wistar (Rattus
norvegicus) machos e fémeas, com peso entre 280 e 320 gramas, obtidos do Biotério Central
do Instituto de Ciéncias Biomédicas do Biotério da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Os
animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno dispostas em estante vertical, no
biotério do departamento de anatomia do mesmo instituto, onde serdo mantidos em salas
climatizadas, com temperatura controlada entre 23 e 25°C, e em ciclo de claro/escuro de 12
horas. Depois de ambientados no biotério, os animais foram acasalados destinando-se um
macho para duas fémeas em uma mesma gaiola, por um periodo de 10 dias (sistema
poligdmico).

No primeiro dia do acasalamento a racao padrdo de biotério (pelets) foi alterada para a
racdo para roedores AIN-93G preconizada pelo “American Institute of Nutrition” (REEVES;
NIELSEN; FAHEY-JUNIOR, 1993), preparada em laboratério especializado (Rhoster
Indistria e Comércio Ltda.), e fornecida sem restricdes. Para a formacdo do grupo controle ou
nutrido (grupo N) os animais receberam a dieta contendo 20% de caseina; ja& o grupo
experimental ou subnutrido (grupo S) foi tratado com a dieta contendo 5% de caseina. Para
ambos os grupos, a dgua foi fornecida sem restri¢oes.

Decorrido o periodo de acasalamento, durante a gestacdo, as fémeas foram separadas
em gaiolas individuais de acordo com as respectivas dietas, mantidas durante o periodo de
amamentacdo juntamente com as crias. Para as diferentes ninhadas, foi estabelecido um
nimero minimo quatro e nimero méaximo de seis animais, desprezando-se aquelas com menos
de quatro filhotes, ninhadas cujas maes alimentaram-se dos filhotes e o excedente de ninhadas

com seis filhotes.
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42  OBTENCAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste item foram descritos os procedimentos para a obtencdo dos grupos

experimentais de 21 dias (N e S) e de 60 dias (NN, SS, RN e RRv).

4.2.1 Formacao dos grupos de 21 dias (N e S)

Os grupos N e S (n=8) foram formados por filhotes cujas maes receberam dieta
normoproteica e hipoproteica, respectivamente, desde o periodo de acasalamento; ao
completarem 21 dias de vida extrauterina, época determinada para o desmame, os filhotes

foram eutanasiados.

4.2.2 Formacio dos grupos de 60 dias

A partir do 22° dia de vida, filhotes dos grupos N e S foram mantidos com as
respectivas dietas até o 60° dia de vida quando constituiram, respectivamente, os grupos NN e
SS. Dois grupos considerados renutridos foram formados por animais do grupo S, que a partir
do 22° dia passaram a receber, o primeiro, a dieta normoproteica com 20% de caseina (grupo
RN), e o segundo, a dieta normoproteica acrescida de resveratrol, a concentracdo de
224+04mg Kg' dia” (grupo RRv), que segundo Baur et al. (2006) seria uma dose vidvel
didria para os seres humanos.

Ap6s o periodo experimental, foi realizada a eutandsia dos animais em camara de
di6éxido de carbono (CO,) e estes tiveram o processo condilar da mandibula (PC) do lado
esquerdo e a sincondrose basioccipital (SBo) removidos, apds cuidadosa microdisseccdo sob
lupa estereoscépica. Os espécimes foram entdo processados para as técnicas descritas a

seguir.
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43  AVALIACOES QUALITATIVAS

Ap6s microdisseccdo, o PC e a SBo de 5 animais de cada grupo foram fixados com
formalina tamponada por um periodo de 48 horas, e descalcificados em solugdo
desmineralizadora de 7% de EDTA (etileno-diamino-tetra-acetatodissddico) em pH bdsico
(7,0 - 7,4), numa quantidade equivalente a 20 vezes o seu volume, renovada a cada 48 horas e
avaliada a cada periodo, com a utiliza¢do de soluc¢do de oxalato de amonia a 5%.

Confirmada a descalcificagdo, os espécimes foram desidratados em série crescente de
dlcoois (do 70° ao absoluto), diafanizados em xilol, incluidos em parafina histoldgica e
submetidos a cortes semiseriados com 3um de espessura (no plano horizontal para a SBo e no
plano sagital para o PC). Posteriormente, as laminas foram desparafinadas em estufa a 60°C, e
desidratadas em série crescente de dlcoois (do 70% ao absoluto).

Os cortes do PC e SBo assim obtidos, foram corados pelos métodos da Hematoxilina-
Eosina (HE), para a avaliacdo dos aspectos gerais dos tecidos e das camadas constituintes
dessas estruturas. A tipificacdo das fibras coldgenas foi realizada com o emprego da técnica
do Picrossirius analisado sob luz polarizada (JUNQUEIRA et al., 1979), e a avaliacdo da
matriz cartilaginea, através do método da Safranina- O (LUNA, 1968).

44  IMUNOHISTOQUIMICA

Para a localiza¢dao do IGF I e do IGF-IR (receptor), os cortes foram reidratados, por
um periodo de 2 minutos, em solu¢ao contendo 50% de etanol em tampao fosfato PBS -
0.1M, pH 7.3) e em seguida lavados durante 2 minutos, em d4gua destilada. O
desmascaramento antigénico foi realizado, utilizando-se pepsina a 4% em HCl 0,01N por 30
minutos, por se tratar de material previamente formolizado. Em seguida, a peroxidase
enddgena foi bloqueada com solucdo especifica (peréxido de hidrogénio a 3% diluido em
metanol) por cinco minutos. A incubacdo foi realizada com soro de cabra na proporc¢ao 1:5
em PBS, por um periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente. O IGF-I e o IGF-IR foram
evidenciados utilizando-se os anticorpos anti-IGF-I e anti-IGF-IR (Santa Cruz
Biotechnology-Santa Cruz, CA) na dilui¢ao 1:50, que por prévia titulagdo, foi considerada a

mais adequada. Os cortes assim tratados foram incubados com o anticorpo primario, na
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diluicdo descrita anteriormente, por 24 horas, em cdmara uUmida. Posteriormente, foram
lavados em PBS (3x10 min), incubados em peroxidase conjugada a imunoglobulinas anti-
coelho e anti-camundongo obtidos de soro de cabra por 30 minutos, incubados com Vectain
ABC (Avidina e Biotina) por 30 minutos, lavados em PBS 10% (3x10 min), e incubados em
solugdo cromogénica 3,3'-diamino-benzidina em tampao PBS 10% contendo perdéxido de
hidrogénio a 6% para a revelagcdo dos cortes. Todas as reagdes foram acompanhadas por
laminas controle contendo diversos cortes, submetidos a todas as etapas do procedimento

suprimindo-se, entretanto, a aplicacdo do anticorpo primario.

45  MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para a microscopia eletronica de transmissao foram utilizados 18 animais (3 por
grupo), anestesiados com ketamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal e
posteriormente perfundidos com solugdo fixadora de Karnovsky modificada (glutaraldeido a
2.,5% e paraformoldeido a 2%) em solugdo tampao fosfato de sédio 0,1M (pH 7 4).

O PC e a SBo foram coletados, microdissecados sob estereomicroscépio (mantendo-se
somente a parte cartilaginea) e imersos em solugdo fixadora durante 2 horas a 4°C.
Posteriormente, as amostras foram lavadas por 3 vezes com solugdo tampao fosfato de soédio
0,IM e p6s fixadas com solucdo tetroxido de ésmio a 1% por 2 horas a 4°C. Novamente, as
amostras foram lavadas com tampao fosfato de sédio e contrastadas com solucdo de acetato
de uranila (0,5%) overnight. Feita a desidratacdo em série crescente de dlcoois (do 70° ao
absoluto, por 20 minutos cada) e 6xido de propileno ( 2 vezes por 20 minutos), as amostras
permaneceram overnight em mistura de resina e 6xido de propileno (1:1), sob agitacdo, em
seguida, substituida por resina e 6xido de propileno (3:1) (por 8 horas), depois colocada em
resina pura overnight. A inclusdo das amostras foi feita utilizando-se resina pura, mantida em
estufa a 60°C por 3 dias.

As telas foram examinadas através de microscépio eletronico de transmissdao FEI-

Morgagni 268D, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- USP.
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46  AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA

Este item contém a descricdo detalhada dos métodos utilizados para a obtencdo dos

dados quantitativos do trabalho.

4.6.1 Espessura das camadas, area e densidade de volume dos condrocitos

Os métodos morfométricos descritos por Mandarim-de-Lacerda (1995) foram
utilizados para as seguintes avaliagdes quantitativas no PC e na SBo: espessura das camadas e
area dos condrdcitos.

A estereologia foi aplicada a fim de se determinar a densidade de volume dos
condrécitos. Para tanto, foram selecionados por grupo (N, NN, S, SS, RN, RRv) 60 cortes do
PC e da SBo (10 por animal). Em cada corte do PC foi avaliado um campo por corte,
correspondente a sua parte central; na SBo foram avaliados trés campos por corte, sendo um
central e dois laterais. Os campos foram documentados e analisados através de um sistema de
andlise de imagem computadorizada (camera Axiocam acoplada a um microscopio binocular
Carl Zeiss Axioscope 40, e software Axiovision).

A estereologia para a determinacdo da densidade dos condrdcitos nas 1aminas coradas
pela HE foi submetida a regra da amostra progressiva (MANDARIM-DE-LACERDA,
1994), a fim de se estabelecer o menor tamanho da amostra para esse parametro passivel de
ser avaliado com resultados estatisticamente significativos. O exemplo a seguir, aplicado ao
animal um, € vélido para os demais (dois a cinco) de cada grupo (N, S, NN, SS, RN e RRv).

Como, com essa metodologia, seriam contados 125 campos por animal (ou seja, 625
campos para um grupo de cinco animais, um nimero extremamente excessivo) aplicou-se a
seguinte formula, preconizada por HALLY (1964):

1-Vv
n

EPR =

Desta forma, estabeleceu-se preliminarmente, em alguns campos, a densidade de

volume dos condrécitos (Vv), de acordo com um sistema teste (Py) contendo 100 pontos.
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De acordo com esse sistema-teste, foi determinado no campo, o nimero de pontos
(Pp) que incidiram sobre os condrdcitos; no caso, uma média de 30 pontos, cerca de 30% dos
pontos totais.
Aplicando-se a seguinte formula:
Vv=Pp
Pr

e, aceitando o indice de significancia de 0,05 ou seja, a probabilidade de 95%, obtém-se:

0’05 — 1 _0,30
\‘ n

portanto,

(0,05)% = < W) 2

0,0025=0.70 ou seja,
n
n= 280 pontos
Esses seriam, a principio, os pontos totais que deveriam ser contados para a

determinagdo da densidade dos condrdcitos; porém, como estes ocupam somente uma
pequena porcentagem da amostra, calculou-se o n_corrigido para o Vv do material a ser
estudado. Assim, determinou-se o ndmero total de pontos, da seguinte maneira:

n corrigido = n calculado

Vv
assim,
n corrigido =280 = 933 pontos
0,30

Posteriormente, calculou-se o nimero de campos utilizados para a determinacdo da
densidade dos condrdcitos, dividindo-se o nimero de pontos do n corrigido pelo niimero de
pontos totais do sistema teste utilizado (100 pontos), que daria um total de nove campos
(com 0,012 mm?), entéio na presente pesquisa foram utilizados 10 campos para cada animal de
cada grupo de estudo (N, S, NN, SS, RN e RRv).

Para a realizagdo da contagem, foi elaborado um sistema teste quadrangular
com cinco cm de lado posicionado frente ao monitor do computador, de modo a cobrir
totalmente a drea das imagens do PC e da SBo. Dessa forma, foram contados todos os
condrécitos contidos nessa drea, evidenciados pela HE. O mesmo método foi aplicado para a

determinagdo desse parametro dos condrdcitos imunorreativos ao IGF-I e ao IGF-IR.
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4.6.2 Area da matriz extracelular

Para a quantificacdo da drea ocupada pela MEC foram utilizados 25 cortes/grupo de
cada tecido (PC e SBo), onde a regido central de cada corte foi fotografada e logo apds, a
quantificag¢do foi realizada no programa Image Pré Plus, selecionando a parte da matriz. O
programa transformava a imagem em escala de cinza, e apresentava a drea ocupada em pixels

(Figura 4).

Figura 4 - Avaliagdo da 4rea ocupada pela MEC

"4 Image-Pro Plus - untited? (1/1) lol® =
Fie Edt Acqure Enhance Process Messure Macro Window Help

SHEeCSRBR2/H00cavAd ik HEHE nl «BANLL BEA

3 untited1 (11)

File €t View Mesure Image
-Intnsiy Rarge Selcton

=] [esess [ [ WAWSI00 | mObewin [

Fonte: (PEREIRA, 20015).
Legenda: Procedimento de quantificacio da drea da MEC. Objetiva 100X.

47  TRATAMENTO ESTATISTICO

A andlise estatistica foi realizada através da andlise de variancia- ANOVA com dois
fatores (dieta e idade) e quando necessdrio, aplicou-se comparacdes multiplas pelo método de
Scott Knott.

O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 5% (ZAR, 1984), ou seja,
valores foram considerados como significativos quando a probabilidade e indice de

significancia forem menores que 0,05 (p<0,05).



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Este topico compreende os resultados obtidos a partir das andlises qualitativas e

quantitativas da cartilagem do PC da mandibula e da SBo.

5.1 CARTILAGEM DO PC

Este topico apresenta os dados relativos a cartilagem do PC da mandibula.

5.1.1 Aspectos qualitativos

Os resultados qualitativos estdo descritos neste item.

5.1.1.1 Caracteristicas gerais do tecido

Ao se avaliar o revestimento cartilagineo do PC, verificam-se as suas camadas
constituintes bdsicas (articular - a; pré condrobléstica — p; condrobléstica — ¢), que exibem

diferencas estruturais entre os grupos (Figura 5 e Tabela 1).
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Figura 5 - Cartilagem do PC

Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Células constituintes das camadas a (seta laranja), p (seta amarela) e c¢ (seta azul) do PC nos
grupos N, S, RN, NN, SS e RRv. Ver descricdes das caracteristicas na Tabela 1. (HE. Barra
de calibracdo: 10pum).
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5.1.1.2 Tipificacao das fibras colagenas

Os tipos de fibras coldgenas constituintes do PC detectados nas laminas coradas pelo
método do Picrossirius, sob luz polarizada foram as do tipo I (vermelhas, laranjas e amarelas),
tipo III (verdes delgadas).

Ao se comparar o PC dos espécimes dos diferentes grupos (Figura 6) verificou-se que
na camada a, embora com diferentes espessuras de acordo com os grupos, ocorreu o
predominio das fibras colagenas do tipo I nos animais nutridos (N, NN) e renutridos (RN e
RRv); as fibras predominantes nessa camada dos animais subnutridos (S e SS) foram as do
tipo III.

Nas camadas p e ¢, analisadas conjuntamente, os animais dos grupos NN e RRv
exibem uma organizacdo em rede pantografica, tipica de malhas amplas, constituida
principalmente por fibras coldgenas do tipo I. Nos animais do grupo N, essa organizacdo é
detectada; porém com as fibras do tipo I formando uma rede de malhas estreitas. Ao se avaliar
os animais subnutridos (S e SS) € nitida uma organizagao achatada das malhas, formadas
quase que exclusivamente por fibras colagenas do tipo III. Organizacao semelhante pode ser

notada nos animais RN, porém com as malhas constituidas por coldgeno tipo 1.
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Figura 6 - Picrossirius cartilagem do PC

P

Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Distribuicdo das fibras coldgenas dos tipos I e III nas camadas a, p e ¢ (em conjunto acima da linha
tracejada) constituintes do PC dos animais dos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. (Picrossirius sob luz
polarizada. Barra de calibra¢do 20 um).
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5.1.1.3 Matriz Extracelular (MEC)

As caracteristicas da MEC da cartilagem do PC estdo expressas na figura 7. Ao se
avaliar inicialmente o padrdo de intensidade de coloracdo na cartilagem do PC nos grupos
estudados, verificou-se uma gradagao que foi classificada em menos intensa, intermediaria e
mais intensa. Desta forma, a coloragdo menos intensa foi observada nos grupos NN e RRv; a
intermedidria nos grupos RN e N, e a mais intensa, nos grupos S e SS. Esses dados sugerem
que a MEC do PC do grupo RRv assemelha-se aquela dos animais do grupo NN, considerado

normal para os parametros estabelecidos na presente pesquisa.

Figura 7 - Safranina-O da cartilagem do PC

Fonte: (PEREIRA, 2015)
Legenda: Caracteristicas da MEC evidenciadas pela técnica da Safranina-O nos grupos N, S, NN, SS,
RN e RRv. (Barra de calibrag@o: 10pm).
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5.1.1.4 Microscopia eletronica de transmissdao (MET)

Por essa metodologia foram avaliadas as estruturas dependentes de conteido proteico.
Desta forma, comparou-se entre os grupos: A matriz extracelular (MEC) da cartilagem, e nos

condrdcitos, o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e o nucléolo (Figuras 8-10).

Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) da MEC e dos condrécitos da camada ¢ do PC
dos grupos N e S evidenciando as fibrilas coldgenas (A, D), RER (seta) (B, E) e nucléolo
(C,F). (Barra de calibracio: 0,5 ym).

Nos animais de 21 dias, a MEC do grupo S caracterizou-se por exibir uma alta
densidade de fibrilas com espessura regular e estrias transversais caracteristicas. No grupo N,
essas fibrilas eram poucas e, embora tenha se observado uma densidade maior de fibrilas
delgadas, estas encontravam-se distribuidas de maneira esparsa (Figura 8, A, D).

Aparentemente, ndo se detectou diferencas dos componentes do RER entre os grupos
N e S, ou seja, as cisternas apresentaram-se alongadas, estreitas e com a mesma densidade de

ribossomos (Figura 8, B, E).
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Diferencas significativas foram observadas no nucléolo. Enquanto nos animais
do grupo N destacou-se a zona fibrilar (fi), no grupo S ocorreu um amplo predominio

da zona granular (g) (Figura 8, C, F).

Figura 9 - MET das fibrilas colagenas da cartilagem do PC

Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) da MEC da cartilagem do PC
evidenciando as fibrilas colagenas dos grupos NN(A), S (B), RN (C) e RRv (D).
(Barra de calibragdo: 0,5 um).

Nos animais de 60 dias (NN, SS, RN e RRv) quanto ao padrao de distribui¢ao
das fibrilas colagenas da MEC, verificou-se uma menor densidade de fibrilas de
largura regular com as estrias transversais caracteristicas. A maior densidade dessas
fibrilas foi detectada nos grupos NN e RRv que ndo diferiram entre si quanto a esse

aspecto (Figura 9, A, D). O grupo RN assemelhou-se aos animais subnutridos (SS) na

densidade de fibrilas delgadas (Figura 9, B, C).
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) dos condrécitos da cartilagem do PC
evidenciando o RER (seta) e a membrana nuclear dos grupos NN (A), S (B), RN (C) e RRv
(D). (Barra de calibrag@o: 0,5 ym).

Ao se avaliar a distribuicdo da cromatina nuclear nos animais de 60 dias, ndo foram
observadas diferencas marcantes entre os grupos relativos a eucromatina (dispersa) e
heterocromatina (condensada). Quanto ao RER, as cisternas do grupo SS eram delgadas e
alongadas, diferentemente daquelas dos grupos NN, RN e RRv, dilatadas e menos extensas

(Figura 10, A-D)
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) dos condrécitos da cartilagem do PC
evidenciando as regides fibrilar (fi) e granular (g) dos nucléolos dos grupos NN(A), S (B),
RN (C) e RRv (D). (Barra de calibrag@o: 0,5 ym).

No nucléolo, em linhas gerais, a zona granular (g) dos animais NN, RN e RRv
apresentaram uma ampla distribui¢do na drea da organela, sem distin¢g@o entre 0s grupos ; no
grupo SS, essa regido foi bem restrita. Particularmente em relacdo a zona fibrilar (fi),
enquanto nos grupos RN e RRv sua distribui¢co tenha sido equivalente a da zona granular, foi

nitido o seu predominio nos grupos SS e NN (Figura 11, A-D).
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5.1.2 Analise quantitativa

Os resultados quantitativos estdo descritos neste item.

5.1.2.1 Area da MEC

Na tabela 2 estdo expressos os dados relativos a drea ocupada pela MEC obtidos dos

cortes corados com a Safranina-O, nos diferentes grupos.

Tabela 2 - Média (+DP) da drea ocupada pela MEC (pixels) na camada c da cartilagem do PC

Grupos Area MEC
N 1382,0+1212°
S 1825.8+110 4
NN 1224 ,0+170,1¢
SS 1541,3+108 2
RN 1578,5+130,7°
RRv 1604 ,2+120,8"

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Relativamente a drea ocupada pela MEC, observou-se que os grupos expostos de
alguma forma ao processo de subnutri¢do nos periodos de 21 e 42 dias (S, SS, RN e RRv),

apresentaram maior drea ocupada pela matriz do que os respectivos grupos controle (N e NN).

5.1.2.2 Espessura das camadas

Na tabela 3 e figura 12, sdo observados os dados referentes a espessura total (t) da

cartilagem do PC, das camadas a e p (a+p),c e h.
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Tabela 3 - Média (+DP) da espessura das camadas da cartilagem do PC dos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv.

Espessura das camadas (ym)

Grupos
t a+p c h

N 658,6+62,6° 111,7+12,92 197,4+27,82 347,4+46,92
S 456,5+38,1° 82,1+10,8° 118,5+18,5° 256,1+28,2°
NN 230,0+14,5° 58,6+7,0° 66,9+7,0° 100,1+13,2¢
SS 306,0+61,3° 59,4+18,8° 70,8+14,9° 186,0+59,3°
RN 370,3+23,7° 64,1+6,3° 85,1+11,4° 216,6+19,1°
RRv 295,7+18,0° 70,111 ,1° 77,7+23,5° 142,5+13,2¢

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Figura 12 - Representagdo gréfica da espessura das camadas do PC
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Espessura total da cartilagem (A), das camadas articular+pré condrobldstica (a+p) (B),
condroblastica (c) (C) e hipertréfica (h) (D) que compdem a cartilagem do PC da mandibula
nos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Os asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre os
grupos.

Comparando-se os animais de 21 dias, nota-se um atraso no desenvolvimento da cartilagem do
PC no grupo S, uma vez que a espessura das camadas do grupo N foram superiores. Ao completarem
60 dias, houve uma diminui¢do natural no tamanho da cartilagem (NN); entretanto, esta ndo foi

acompanhada pelos animais do SS, onde houve aumento da espessura em todas as camadas estudadas.
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No grupo RN, este pardmetro permaneceu elevado, superando, inclusive, os valores de SS. J4 no
grupo RRv, a espessura elevada foi minimizada, muitas vezes assemelhando-se
estatisticamente ao grupo NN.

5.1.2.3 Densidade e area dos condrocitos

Os dados referentes a densidade e drea dos condrdcitos sdo expressos na tabela 4 e

figura 14.

Tabela 4 - Média (+DP) da densidade e da drea dos condrdcitos da camada c da cartilagem do PC.

Grupos Densidade condrécitos (mm?) Area (um?)
N 7,8+1,6° 98,0+25,5°

S 10,4+1,5° 172,5+30,4°
NN 8,9+1,8° 142,0+24,5°
SS 10,1+1,72 152,4+28,9°
RN 6,6+1,5° 168,7+33,4°
RRv 6,5+1,6° 151,2+26,7°

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Figura 14 - Representagdo gréfica da densidade e drea dos condrécitos do PC
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Densidade (mm?) e drea dos condrdcitos (#m?) da regido central da camada condroblastica do
PC da mandibula nos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Os asteriscos (*) indicam diferengas
significativas entre os grupos.

A subnutri¢do provocou aumento no nimero e na area dos condrdcitos nos animais de

21 dias. No periodo pubere, a densidade permaneceu a mesma no grupo SS seguida de
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diminui¢do na drea, enquanto que no grupo NN, houve aumento no nimero de condrdcitos e
também na drea dos mesmos. Com a renutricdo, a densidade de células encontrou-se
diminuida significativamente em ambos os grupos, porém a drea do RRv foi semelhante ao

grupo NN, enquanto que a do RN assemelhou-se aos animais do grupo S.

5.1.2.4 Expressao de IGF-I e IGF-IR

Os resultados das avaliacdes referentes a expressdao do IGF-1 e IGF-IR na cartilagem

do PC estdo expressos na tabela 5, e figuras 15-17.

Tabela 5 - Médias (+DP) das porcentagens de células imunorreativas ao IGF-I e IGF-IR na camada ¢ do PC.

Grupos IGF-I IGF-IR
N 100+8,7° 88,2+52°

S 60,9+4,1° 59 4+5 4°

NN 88,044 4° 94,6+0,9"
SS 582+4,1° 69,3+9,0°
RN 99,0+6,7* 96,0462
RRv 91,0+7,0° 92,3+5.2°

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Figura 15 - Representagdo grafica da média de imunomarcacdes celulares de IGF-I e IGF-IR na cartilagem do PC
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Médias (+DP) das porcentagens de células imunorreativas ao IGF-I (A) e IGF-IR (B) na camada C do PC.
Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre os grupos.
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Analisando-se os dados relativos ao IGF-1, verificou-se com a subnutri¢cdo no periodo
pré-pubere (grupo S), uma diminui¢do da porcentagem de células imunorreativas ao peptideo
quando comparado ao seu respectivo controle (grupo N). Aos 60 dias, notou-se que no grupo
NN a média de condrdcitos reativos diminuiu; entretanto, a porcentagem exibida pelo grupo
SS ainda foi comparativamente inferior. A renutricdo promoveu no grupo RRv um aumento
na porcentagem de imunomarcagdes, equiparando-o desta forma ao grupo controle. No grupo
RN, esse aumento foi ainda mais acentuado, apresentando a maior média entre os grupos da
fase pubere (p<0,05).

Com relacdo ao IGF-IR, a diferenca estatistica significativa ocorreu nos dois grupos

subnutridos (S, SS), que exibiam porcentagens inferiores aos demais grupos avaliados.

Figura 16 - Imunomarcagdes celulares de IGF-I e IGF-IR na cartilagem do PC

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Expressiao do IGF-I e do IGF-IR na camada c da cartilagem do PC dos animais dos grupos N, S. (Barra
de calibracdo: 10um).
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Figura 17 - Imunomarcagdes celulares de IGF-1 e IGF-IR na cartilagem do PC

SS

IGF-IR

RN

RRv

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Expressdo do IGF-I e do IGF-IR na cartilagem do PC dos animais dos grupos NN, SS, RN e
RRv. (Barra de calibracdo: 10pum).
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5.2 SINCONDROSE BASIOCCIPITAL (SBO)

Esta secdo compreende os dados relativos a SBo.

5.2.1 Aspectos qualitativos

Neste item estdo descritos os dados qualitativos da SBo

5.2.1.1 Caracteristicas gerais do tecido

As camadas seriada (s) e de repouso (r) constituintes da SBo foram verificadas e

assim, observadas diferencgas estruturais entre os grupos (Figura 18 e Tabela 6).
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Figura 18 - HE da SBo

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Camadas constituintes da SBo nos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Ver descri¢des das
caracteristicas na Tabela 6. (HE. Barra de calibra¢do: 50pum)



58

SO}20JpUOD

op oyuewe} sousanbad
ogSesawo|de ouanbad sope|os| $011204pU02
e IS 243Ud ap 2 sope|os| opejuswne  djusaw|epualsyald ap
‘ealysiieyoeled mo_um._wEO_MN weJjuodua as oyuewel moumoam__u mo_umhw_to_mm
owod ‘eljolew  dnb s031904puod wod 3 ‘sope|os| ‘ouanbad ap
ejuasaide ens wa 9p spepisusp wejuasa.de as oyuewe} wod o1ujwopa.d
waquiel 9 ‘Jojew epule eaiqgos - anb 'S03201pud SOH20J4puU0d 3p E.omd ‘Je|n|ad
‘epejylwidp  oyuewe} Wod opueuluiopa.d SPPEPISUSD 1 ow SPEPISUSP  oun “zLRW
T zZlnnew Jousw ) . .
195 9p S01294puod ap apepnuenb 191 ejualede e apepiiuenb P
[1D141p S9Z3A ‘NN oe e Wos sepegjop ‘N OB Sa1UdjRAINDS 5 eunssadsa <
se a ‘eped|ap SJUBY|SWSS  ‘sodnigsoajua  slew e ‘sodnis zlnew eAlle|ay 0osnodad
oMNn einssadsy  essadss siew y S0 sopo} aQ 9 eunssads]
osnodau ap
epewed e as
-opue|easaiul sopefuedse
‘saJolew oes 21uawestadsip
S03120JpUOI oyuewe} IS sopeJawo|Se
ap ouanbad 9J1U3 sope|os| S0}120Jpuod  sopesawoj|3e
sopeJawo|Se SO01120JpUOD 3P SOUI0IPUOD 9 ‘oyuewe} ap apepisualul S03}120JpUOD P
SO ‘e|Aepo} ap 9 zilew Jolrew apueud Jod epeonod h
‘NYy wa  sopesawolSe apapepiiuenb  3p SOUJ0JPUOD WO wlod ‘N wd 2luawesuap VAVIIIS
opedlylIan oe sapuesg wod epend|a soonod wod opeAJasqo anb 9 essadsa
21ueY[DWS 2 epe8|ag wod ‘essads3  ‘epezijenpialpu| op eped|ap sie|\  2IUsWeAlIR[DY
AHYH N4d SS NN S N OdNdH/VAVINVYO

A%

e

=L 470

AT 2 N ‘SS ‘NN ‘S ‘N 0dni3 sou ogS ep SoIuInjIsuod sepewed mmc SeOTISLIS)ORIR)) - 9 B[dqR],



59

5.2.1.2 Tipificacao das fibras coldgenas

Na SBo, por tratar-se de estrutura formada essencialmente por cartilagem hialina, o
predominio € das fibras colagenas do tipo II. Entre todos os grupos estudados, destacou-se
uma malha pantografica formada essencialmente por fibras colagenas do tipo I. O diferencial
entre os espécimes foi a deposicdo das fibras coldgenas do tipo II nas camadas s e r da SBo.
Assim, verificou-se que a densidade dessas fibras € reduzida nos grupos NN e RRv e elevada
em SS e RN. Os animais do grupo S exibiram uma baixa densidade que se apresentou
ligeiramente elevada no grupo N. Com relacdo a camada s, observou-se que nos animais mais

jovens (N e S), ha uma baixa densidade de fibras coldgenas do tipo II (Figura 19).
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Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Tipos de fibras coldgenas constituintes da SBo dos animais dos grupos N, S, NN, SS, RN e
RRv. (Picrossirius sob luz polarizada. Barra de calibracio 50 pm).
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5.2.1.3 Matriz Extracelular (MEC)

As caracteristicas da MEC da cartilagem da SBo estdo expressas na figura 20. Ao se
avaliar o padrdo de coloragdo da Safranina-O, ocorreu uma gradagdo de intensidade, ou seja, a
mesma variou de menos intensa para os grupos NN e RRv, até mais intensa para os grupos S

e SS. Valores intermedidrios foram detectados nos grupos N e RN.

Figura 20 - Safranina-O da camada r da SBo

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Caracteristicas da MEC evidenciadas pela técnica de Safranina-O, na SBo nos grupos N, S, NN, SS,
RN e RRv. (Barra de calibragdo: 10um).

5.2.1.4 Microscopia eletronica de transmissdao (MET)

Por essa metodologia também foram avaliados comparativamente entre os grupos, o
RER, a MEC e o nucléolo da SBo, todas elas, estruturas dependentes de contetido proteico

(Figuras 21-24).
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) da MEC e dos condrdcitos da camada r dos
grupos N (A-C) e S (D-F) da SBo, evidenciando as fibrilas coldgenas (A, D), o RER (seta)
(B, E) e o nucléolo (C, F). (Barra de calibracdo: 0,5 ym).

Na MEC dos animais de 21 dias, predominaram as fibrilas delgadas. Todavia, no
grupo S sua densidade foi maior do que a verificada para o grupo N, onde estavam
distribuidas da maneira esparsa (Figura 21, A, D).

Em ambos os grupos, as cisternas do RER exibiram aspecto alongado; entretanto,
eram visivelmente mais dilatadas nos animais do grupo S (Figura 21, B, E).

Em relacdo ao nucléolo, no grupo N a zona fibrilar (fi) predominou sobre a granular

(g), enquanto que no grupo S, ocorreu o predominio da zona granular (g) (Figura 21, C, F).
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Figura 22 - MET das f1br11as colagenas da SBo

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Microscopia eletronica de transmissio (MET) da MEC da SBo evidenciando as fibrilas
colagenas dos grupos NN(A), S (B), RN (C) e RRv (D). (Barra de calibragdo: 0,5 pm).

Relativamente as fibrilas de coldgeno, ndo foram observadas diferencas significativas

aparentes nas densidades entre os grupos NN, SS, RN e RRv (Figura 22, A-D).
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Figura 23 - MET do RER e membrana do nicleo dos condrécitos da SBo

< 1

Fonte: (PEREIRA, 2015).
Legenda: Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) dos condrécitos da SBo evidenciando o RER
(seta) dos grupos NN(A), S (B), RN (C) e RRv (D). (Barra de calibragdo: 0,5 ym).

Ao se avaliar o RER o padrdo alongado caracteristico de cisternas normais foi
observado nos grupos NN e RRv (Figura 23, A, D), contrastando sobremaneira com o padrao
dilatado da maioria das cisternas constituintes do reticulo dos grupos RN e RRv (Figura 23,

B, C).
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) dos condrécitos da SBo evidenciando as
regides fibrilar (fi) e granular (g) dos nucléolos dos grupos NN(A), S (B), RN (C) e RRv
(D). (Barra de calibragdo: 0,5 ym).

Nos nucléolos dos condrécitos da SBo, detectou-se uma certa proporcionalidade entre
as regioes fibrilar (f) e granular (g) nos grupos NN e RRv (Figura 24, A, D). A regido granular

predominou sobre a fibrilar nos animais dos grupos SS e RN (Figura 24, B, C).
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5.2.2 Analise quantitativa

Neste item estdo descritos os dados quantitativos da SBo.

5.2.2.1 Area da MEC

Os dados referentes a drea ocupada pela MEC na camada r da SBo estdo expressos na

tabela 7.

Tabela 7 - Média (+DP) da drea ocupada pela MEC (pixels) na camada r da SBo.

Grupos Area MEC
N 2543 ,6+301,7¢
S 2607,1+538 0°
NN 3285,0+255,8°
SS 287424279 8
RN 3017,8+206,5"
RRv 3122,6+167 8"

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

A andlise dos resultados permitiu verificar que ndo houve alteragdo na area ocupada
pela MEC entre os animais de 21 dias (N, S); entretanto, aos 60 dias, notou-se que os grupos
RN e SS apresentaram as menores médias, e que o RSV foi eficente na recuperacdo deste

parametro no grupo RRv, uma vez que seus valores foram estatisticamente semelhantes ao

NN.
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Na tabela 8 e figura 25 estdo expressos os valores das medidas obtidas das espessuras

total (t), e das camadas h, s e r da SBo.

Tabela 8 - Média (+DP) da espessura das camadas da cartilagem as SBo dos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv

Espessura das camadas (ym)

Grupos
t h+p r

N 364,8+30,2° 123,7+14,2° 108,9+21,4°
S 400,8+39,2° 141,2+12,3° 117,6+25,8°
NN 352,6+40,9° 118,1+20,9° 93,1+22,2°
SS 391,3+43,6° 122,0+14,2° 141,7+29,9°
RN 435,7+29,8° 162,4+18,12 93,4+22,0°
RRv 370,0+33,3° 143,1+16,0° 65,3+19,1¢

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Figura 25 - Representagado gréfica da espessura das camadas da SBo
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Espessura total da cartilagem (A), da camada de repouso (r) (B) e hipertréfica+seriada (h+s) (C) que
compdem a SBo nos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas
entre 0s grupos.
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Em todas as medidas analisadas, os grupos nutridos (N e NN) tiveram médias menores
que os subnutridos (S e SS). Relativamente a espessura total (t) a renutricdo com RSV (grupo
RRv) mostrou-se mais eficiente do que a renutri¢io com dieta normal, fazendo com que este
parametro se assemelhe ao grupo NN. Nas camadas h+s, o grupo RN diferenciou-se dos
demais devido ao aumento significativo da espessura dessas camadas. J4 na camada r, os
valores de RN e NN foram semelhantes, ao passo que nos animais do grupo RRv, a média foi

significativamente inferior aos outros grupos.

5.2.2.3 Densidade e area dos condrdcitos

Os valores referentes a densidade média e drea dos condrécitos da SBo podem ser

verificados na tabela 9 e figura 26.

Tabela 9 - Média (+DP) da densidade e da drea dos condrdcitos da camada r da cartilagem da SBo

Grupos Densidade condrécitos/mm?® Area (um?)
N 24,5+4,8° 140,5+30,3°

S 27,615,0° 112,5+27,2°
NN 16,0+5,2° 168,5+48,0°
SS 29,3+5,9° 135,2+33,0°
RN 18,1+5,7° 140,4+31,7°
RRv 12,5+4,8° 124,2+31,1°

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

26 - Representagdo gréfica da densidade e drea dos condrécitos da SBo
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Fonte: (PEREIRA, 2015).

Legenda: Densidade (mm?) e drea dos condrdcitos (#m?) da regido central da SBo da camada r nos
grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre os
grupos.
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A densidade média de condrdcitos nos animais de 21 dias foi semelhante, com
tendéncia a aumento no grupo S. Esta tendéncia foi comprovada ao se analisar os grupos de
60 dias, no qual a média para o grupo SS foi maior (p<0,05). A renutricdo se mostrou eficaz
neste aspecto, uma vez que o grupo RN atingiu os valores alcangados para os animais do
grupo N; ja nos animais renutridos com resveratrol (grupo RRv), a média foi inferior aquela
encontrada em todos os outros grupos. Ao se avaliar a drea dos condrdcitos, os valores
encontrados nos grupos S e RRv tiveram semelhanca estatistica, sendo as menores médias

encontradas.

5.2.2.4 Expressao de IGF-I e IGF-IR

Os resultados das avaliagdes referentes a expressdo do IGF-I e IGF-IR na SBo estdo

expressos na tabela 10 e figuras 27-29.

Tabela 10 - Porcentagens médias (+DP) das expressdes de IGF-1 e IGF-IR na camada r da SBo.

Grupos IGF-I IGF-IR
N 43,939 46,122

S 44 6+4.5° 47343 4°
NN 50 4+1,6" 50,2+1,7°
SS 47,146,3° 42,942 6°
RN 77 ,6+15 6" 57,629
RRv 78,08+19,0° 78,7+3,1°

*Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott. p<0,05).

Figura 27 - Representagdo grafica da média de imunomarcacdes celulares de IGF-I e IGF-IR na SBo
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Fonte: (PEREIRA, 2015)

Legenda: Médias (+DP) das porcentagens de células imunorreativas ao IGF-I e IGF-IR na camada r
da SBo nos grupos N, S, NN, SS, RN e RRv. Os asteriscos (*) indicam diferengas
significativas entre os grupos.
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Relativamente as expressoes do IGF-I e seu receptor, ndo foram observadas alteracdes
quantitativas relacionadas a subnutricdo nos periodos pré-pubere e pubere. Todavia, com a
recuperagdo proteica, as porcentagens de células imonorreativas ao peptideo (grupos RN e

RRv) e seu receptor (grupo RRv) aumentaram significativamente.

Figura 28 - Imunomarcacdes celulares de IGF-1 e IGF-IR na SBo
IGF-1 IGF-IR

|

Legenda: Expressao do IGF-I e do IGF-IR na SBo dos animais dos grupos N, S. (Barra de calibrag¢do: 10pm).

Fonte: (PEREIRA, 2015)
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F1 gura 29 - Imunomarca oes celulares de IGF-I e IGF- IR na SBo
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Fonte: (PEREIRA, 2015)
Legenda: Expressao do IGF-I e do IGF-IR na camada r da SBo dos grupos NN, SS, RN e RRv. (Barra de
calibracdo: 10pm
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6 DISCUSSAO

Nesta secao os resultados obtidos sdo discutidos de acordo com a literatura consultada.

6.1 CONDROCITOS

A variabilidade da drea média dos condrdcitos em ambas as estruturas (PC e SBo) nos
diferentes grupos, pode ser explicada pelo estado nutricional e, em parte, pelo formato dessas
células (alongado, arredondado). Todavia, é quando se analisa a ultraestrutura celular, que se
consegue estabelecer algumas diferengas importantes. Trabalhos que envolvem esse tipo de
avaliacao t€m sido realizados, por exemplo, em neur6nios da hip6fise macacos e do plexo
mioentérico de ratos subnutridos (CC)NSOLE et al., 2001; LIBERTI et al., 2007), e em
condrécitos da cartilagem articular de camundongos submetida a processos degenerativos
como a osteoartrite e o envelhecimento (YAMAMOTO et al., 2005).

Assim, ao se considerar na presente pesquisa 0s aspectos de organelas onde variacoes
no conteudo proteico sdo relativamente bem avaliados, como € o caso especifico do RER e do
nucléolo, é possivel estabelecer o grau de comprometimento celular.

Em linhas gerais, na SBo dos animais com 60 dias, caracteristicas ultraestruturais
semelhantes permitiram que se avaliasse conjuntamente os grupos NN/RRv e RN/SS. As
dilatacGes nas cisternas do RER em RN/SS, relatadas por Console et al. (2001) e Yamamoto
et al. (2005) sdo sinais sugestivos de alteracdes no metabolismo celular. Da mesma forma, o
predominio da zona granular, também relatado por Liberti et al. (2007) demonstram que a
subnutricdo interfere na funcdo dessa zona, descrita como o local onde ocorre a montagem
dos ribossomos. Também nesses grupos, aparentemente, a densidade de ribossomos
apresenta-se diminuida, como descrito por Liberti et al. (2007). Ao se considerar que quanto
a essas caracteristicas os grupos NN/RRv exibiram semelhangas, pode-se inferir que o RSV
exerceu um papel decisivo no restabelecimento da dindmica dos condrdcitos.

NO PC, quanto a essas caracteristicas ultraestruturais, destaca-se no grupo SS dois
aspectos importantes. O primeiro, relacionado ao seu menor tamanho em comparacdo com os
demais grupos dessa fase (NN, RN, RRv) e o predominio da zona fibrilar no nucléolo, local

onde a transcricdo do RNAr, o que pode indicar menor atividade metabdlica da célula. O
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segundo refere-se ao aspecto alongado das cisternas do RER, que deve estar relacionado ao
formato, também alongado, do condrécito que, coincidentemente, predominou nesse grupo.
Isso fica evidente quando se compara as cisternas do RER dos demais grupos onde, devido ao
predominio de células arredondadas, as mesmas eram nitidamente mais dilatadas. Se o
formato alongado dos condrdcitos efetivamente estd relacionado ao estado nutricional do

individuo, é assunto ainda em aberto nas pesquisas que envolvam a subnutri¢ao.

6.2 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

O maior contingente de fibras coldgenas que constituem a MEC do PC sdo do tipo I,
presentes em todo o tecido (OHASHI et al., 1997) e do tipo II, encontradas nas camadas
condrobléstica e hipertréfica (CHEN et al., 2012); em condi¢des normais, fibras do tipo III,
embora em menor quantidade, também sdo detectadas (YOUNG et al., 2000). Segundo Kirsch
et al. (2000) na cartilagem epifisial, a constituicdo da MEC € semelhante, com o predominio
de fibras do tipo II. No presente estudo, ao se avaliar os tipos de fibras coldgenas do PC,
verificou-se que a subnutri¢do promoveu uma predominéncia de fibras do tipo III nos grupos
S e SS, e de fibras do tipo I nos respectivos controles (N, NN), comprovado
ultraestruturalmente, onde o predominio de fibrilas com largura regular foi detectado nos
grupos NN e RRv, e o de fibrilas delgadas nos animais dos grupos SS e RN.

Além disso, a subnutricdo interferiu na deposi¢do das fibras coldgenas do tipo II
constituintes da SBo, elevando a densidade de fibrilas no periodo pré-pubere (grupo S). Nos
grupos renutridos, a melhora destes pardmetros foi mais evidenciada nos animais
suplementados com resveratrol (grupo RRv). Dada a fung¢do estrutural do coldgeno, sua
caracteristica de remodelamento continuo durante as fases de crescimento e de
desenvolvimento (ODA et al., 2007), e a sua capacidade de fornecer resisténcia aos tecidos
quanto as forgas tensionais (EYRE et al., 1991), € plausivel afirmar que a alteracdo na
predominancia entre os diferentes tipos de fibras coldgenas promovidas pela subnutri¢do aqui
verificadas, pode determinar prejuizos estruturais da MEC tanto do PC como da SBo. Como
consequéncia, as alteracdes nas propriedades mecanicas dessas estruturas irdo interferir na
funcionalidade das articulagdes como um todo.

Como os animais de todos os grupos da presente pesquisa sdo considerados jovens, o

processo de crescimento tanto do PC como da SBo encontra-se em franco andamento. Desta
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forma, a menor densidade de coldgenos verificada nos animais dos grupos NN e RRv
corrobora com as investigacdes sobre a secrecdo de coldgeno durante o processo de
ossificacdo endocondral, onde a reabsorcao das fibras coldgenas do tipo II € um fato comum.
Isso ocorre, por exemplo, durante a remodelacdo fisiolégica da MEC da cartilagem epifisial,
com consequente secrecao de coldgeno tipo X (MWALE et al., 2002), fruto de fatores
externos, como a a¢do de forgas assimétricas sobre a ATM de ratos com consequente aumento
na densidade de coldgeno tipo III (ZHANG et al., 2015). A elevacdo da densidade dessas
fibras também € observada em doengas degenerativas da cartilagem (EYRE et al., 2006).

Por tratar-se de animais jovens, outro ponto a ser considerado é a ocorréncia de
mudangas na expressao do coldgeno durante o processo de desenvolvimento dos condrdcitos,
que secretam primeiramente fibras coldgenas do tipo III, como relatado por Reddi et al.
(1977) em estudo sobre a ossificacdo endocondral in vitro. Neste demonstrou-se que essas
fibras, apesar de imaturas, ocorrem nessa fase devido as proprias caracteristicas do processo
de desenvolvimento/remodelamento.

Diante desses aspectos, a predominancia de coldgeno III na cartilagem do PC aponta
para uma provavel atividade compensatéria dos condrécitos que, ao produzirem fibras
imaturas mais rapidamente, complementam a perda de outros tipos de fibras coldgenas. Ja o
atraso na degeneracdo natural da MEC observado na SBo dos grupos SS e RN, pode ser
caracterizado como um comprometimento do processo de ossificacdo endocondral. Os
animais suplementados com resveratrol (grupo RRv) apresentaram um padrao na constituicao
de fibras coldgenas semelhante ao controle (NN) nos dois tecidos estudados, um indicativo de
uma regulacdo da expressao do colageno e de moléculas envolvidas na sua degradagdo, como
também demonstrado por autores como Dave et al. (2008) e EO et al. (2014).

Sabe-se que as proteoglicanas sdo formadas por um eixo proteico, que se ligam as
cadeias laterais de glicosaminoglicanos, os quais, por sua vez, estdo presentes em granulos
citoplasmaticos na membrana ou na matriz extracelular (SCHAEFER et al., 2014). Dentre
suas diversas fungdes bioldgicas, destacam-se: interacdo com as proteinas fibrosas da matriz
(MICHELACCI et al., 1979), regulacao da atividade de moléculas sinalizadoras (ALMEIDA
et al., 2001), proliferacdo celular (MATAVELI et al., 2009), controle do trafego de células e
moléculas (IRVING-RODGERS et al., 2010). Com a técnica histoquimica aqui utilizada para
a avaliacdo das proteoglicanas da MEC (Safranina-O) foi possivel inferir que a maior
intensidade de coloracdo verificada no grupo S, € indicativo de uma concentracdo mais
elevada de proteoglicanas. Como aos 60 dias, tanto na cartilagem do PC quanto na SBo a

maior intensidade foi verificada ainda nos animais subnutridos (grupo SS) e os grupos NN e
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RRv exibiram fraca intensidade, tais resultados merecem ser avaliados em animais
subnutridos até a fase adulta, uma vez que MacDonald et al. (2013) ao avaliarem a cartilagem
articular do joelho de camundongos com displasia espondiloepifisdria congénita, observaram
o aumento de proteoglicanas e outras alteracdes estruturais na MEC, relacionando esse achado
a um inicio precoce de osteoartrite. Considerando-se que as proteoglicanas atraem sddio e
agua em decorréncia de sua carga negativa, conferindo a matriz extracelular propriedades
absorventes (FRASER et al., 1997), o aumento dos seus niveis verificado no presente estudo
pode indicar acimulo indevido de dgua e sddio no tecido, acarretando inchago da cartilagem,
em prejuizo das fungdes basicas da matriz extracelular. Em contrapartida, como umas das
propriedades descritas para o RSV € justamente a sua capacidade em proteger a degradacdo
da MEC no caso de doencas degenerativas da cartilagem (DAVE et al., 2008), a coloracdo
observada no grupo RRv reitera esse papel protetor, uma vez que a sua intensidade foi
semelhante aquela do grupo controle (NN).

A maior drea ocupada pela MEC na cartilagem do PC dos animais que foram
submetidos a restri¢do proteica nos periodos pré-pubere (S) e pubere (SS), pode associar-se
valores mais elevados na densidade de condrdcitos nesses grupos do que nos respectivos
controles (N, NN), uma vez que na cartilagem do PC, a MEC € produzida e secretada
principalmente por células da camada condroblastica. Uma vez que em animais subnutridos
de 42 dias Oliveira et al. (2010) ndo observaram diferencas na densidade celular na cartilagem
do PC, € possivel que o aumento na densidade de condrécitos aqui verificada represente uma
resposta bioldgica na tentativa de restaurar o tecido. Como Moskowitz et al. (1992),
relacionaram a proliferacio paralela de condrdcitos com a fase precoce de osteoartrite, dada a
fase da vida em que se encontram os animais do presente estudo, ndo se pode considerar que o
tecido encontre-se em fase de degeneracdo, mas sim desestruturado mediante a subnutri¢dao
proteica.

Com o processo de renutricdo (grupos RN e RRv) os animais apresentaram uma
diminui¢do no nimero de condrdcitos na cartilagem do PC, que para Luder (1998) € atribuida
a uma caracteristica natural durante o processo de envelhecimento. Todavia, essa diminui¢ao
ndo foi observada no grupo controle da fase pubere (NN), o que, como ji descrito
anteriormente, talvez relacione-se a idade jovem em que se encontram esses animais
(SENGUPTA, 2013). Dessa forma, os resultados também podem sugerir que a renutri¢ao
predisponha a cartilagem a alteracdes patoldgicas em fases mais tardias da vida. Isto
corrobora com autores como Goggs et al. (2003) que correlacionaram a redugdo progressiva

no numero de condrdcitos a um processo de degradagao da cartilagem.
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Na SBo, a média da drea ocupada pela MEC significativamente maior nos grupos NN
e RRv do que aquela dos grupos SS e RN pode ser atribuida, como relatado por Cendekiawan

et al. (2010) a um aumento no potencial de formacao dssea.

6.3 CAMADAS DO TECIDO CARTILAGINEO

As mensuracOes das camadas constituintes da cartilagem do PC, principalmente da
camada h, que evidenciaram na fase pré-pibere maior espessura no grupo N do que no grupo
S, e a sua diminui¢do aos 60 dias no grupo NN e consequente manutencdo da espessura
elevada no grupo SS, corrobora com as descri¢des acerca da sua grande capacidade de
crescimento e remodelacdo alterada, por exemplo pela idade (KILIARIDS et al., 1999). Em
relacdo a esse parametro, isto pode ocorrer de maneira relativamente rdpida, uma vez que a
grande espessura da camada h no PC de criancas recém-nascidas (WRIGHT, MOFFETT,
1974), reduz acentuadamente devido ao crescimento 6sseo endocondral em criangas com trés
anos (THILANDER et al., 1976). Todavia, além da idade devem ser considerados outros
fatores como a perda oclusal (ISHIMARU et al., 1994), lesdo térmica corporal (OLIVEIRA et
al., 2010) e retrusdo mandibular (SA et al., 2013) e, de acordo com o observado na presente
pesquisa o estado nutricional (grupos N, S, e NN, SS).

Inoue et al. (1995) dividem o processo de crescimento condilar em duas fases:
maturacao e mineralizacdo. Durante essas fases, a maturacao dos condrdcitos € iniciada com a
diferenciagdo das células do mesénquima e finalizada com condrdcitos altamente
amadurecidos, que se degeneram na camada hipertréfica e sdo substituidos por tecido dsseo
através da invasdo de capilares e osteoblastos (CANCEDDA et al., 2000; GARANT, 2003).
Diante do aumento observado na camada h do grupo SS, pode-se inferir que a subnutri¢do
provocou alteracdes no metabolismo celular, e como consequéncia, determinou um atraso na
ossificacdo endocondral, que ocorreu possivelmente por meios de fatores de proliferacdo e
maturacdo celular. Desta forma, as células permanecem em estado degenerativo, atrasando a
osteogénese e consequentemente o crescimento. A renutri¢do apenas com dieta normoproteica
nao auxiliou no restabelecimento desse parametro (grupo RN). No entanto, quando acrescida
de resveratrol (grupo RRv), a dieta promoveu efetiva recuperacdo na espessura,
estatisticamente semelhante ao NN. Esses dados estdo de acordo com estudos que mostram

que o resveratrol promove a diferenciacdo osteobldstica e osteogénica nas células do
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ligamento periodontal humano (LEE et al., 2011) e células tronco mesenquimais (TSENG et
al.,2011), além de impulsionar a produc@o de genes hipertréficos em condrécitos (KIM et al.
2014). Na presente pesquisa, verificou-se que a estimulagdo da ossificagdo endocondral
ocorreu, uma vez que foi observada a diminuicdo da espessura da camada h no grupo RRyv,
refor¢ando o descrito na literatura sobre os efeitos osteogé€nicos deste polifenol.

As alteracOes promovidas pela subnutricdo nas camadas que compdem a SBo, tais
como o aumento da espessura da zona de repouso em SS podem ser atribuidas, também, a
diminui¢do da drea dos condrdcitos (provavelmente um indicativo de baixa atividade celular),
e a elevada densidade no nimero dessas células nessa camada. Como a zona de repouso
funciona como um banco de “células tronco” com capacidade de proliferacdo finita
(SCHRIER et al., 2006) e que geram os clones de condrdcitos colunares da zona proliferativa
(ABAD et al., 2002), pode-se admitir que no periodo pubere, a subnutricdo compromete
precocemente o crescimento da base do cranio, uma vez que essas células deveriam ter
migrado para a zona seriada para futura hipertrofia e ossificacdo. Muito embora a area dos
condrécitos do grupo RN tenha se apresentado diminuida em relagdo ao grupo NN, a
recuperagdo proteica mostrou-se efetiva pelo menos para o periodo estudado, uma vez que
melhoras foram notadas neste grupo, tais como a diminuicdo da zona de repouso e da
densidade celular, dados equivalentes aos do grupo controle (NN). Esses achados estao de
acordo com Schrier et al. (2006), que encontraram na zona de repouso da cartilagem epifisial
do fémur e da tibia de coelhos, uma diminuicao no nimero de condrdcitos, e que atribuiram a
um processo natural que ocorre gradualmente com o avanco da idade.

Mesmo considerando-se que os condrdcitos da zona de repouso possam ter migrado
para a camada seriada, a espessura elevada das camadas h+s em RN relativamente aos demais
grupos da fase pubere, € um forte indicativo de um atraso na substituicdo dos condrécitos por
tecido 6sseo. O diferencial encontrado com a renutri¢do suplementada com resveratrol (grupo
RRv) foi a diminuicdo da densidade e area celulares, e da espessura das camadas da SBo,
quando comparadas ao respectivo controle (NN), caracteristicas atribuidas por Weiss et al.
(2010), a ossificacao da cartilagem epifisaria.

Esses dados sugerem que o RSV parece potencializar o processo de ossificacao
endocondral que ocorre na SBo. Como a capacidade osteogénica do RSV ¢é atribuida
principalmente a regulacdo de COL1, COL10 e RUNX2 (marcadores de progressao
hipertréfica de condrécitos), auxiliada pela ativacdo da via SIRT1 (MIZUTANI et al., 1998;
KIM et al., 2015) ndo se pode descartar a possibilidade do RSV ter atuado por algumas dessas

vias, o que abre espaco para que se realizem pesquisas que permitam avaliar mais
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especificamente se hd um beneficio na acd@o deste polifenol na dindmica do desenvolvimento e

manuten¢do do tecido cartilagineo.

64  IGF-1E IGF-IR

A condrogénese e a consequente formacdo dssea endocondral tem inicio e progride
devido a sinalizag@o continua entre as células do pericondrio e os condrdcitos das cartilagens,
que ocorre através de diversos fatores de crescimento (ITOH et al., 2004). Sdo bem
conhecidos alguns fatores que regulam a proliferacdo celular, a diferencia¢do e a maturagcdo
dos condrdcitos, destacando-se os fatores de crescimento fibrobldsticos (FGFs), as proteinas
morfogenéticas do osso (BMPs) e os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs)
(SHUM, NUCKOLLS, 2002). Desta forma, no presente estudo, aplicou-se a técnica de
imunohistoquimica para demonstracdo da presenca do peptideo IGF-I e de seu receptor IGF-
IR, tanto na camada condrobléstica da cartilagem do PC quanto na zona de repouso da SBo,
uma vez que Makower et al. (1989); Reinecke et al. (2000); Visnapuu et al. (2001) e Fuentes
et al. (2002) demonstraram que o IGF-I e o IGF-IR sdo detectaveis através dessa metodologia
em ambos os tecidos.

As alteracdoes promovidas pela subnutri¢do, relativas ao peptideo e seu receptor,
mostraram-se mais pronunciadas na cartilagem do PC da mandibula do que na SBo, uma vez
que nesse tecido, nos dois periodos abordados, os animais subnutridos (S e SS) apresentaram
baixo numero de células imunopositivas tanto para o IGF-I quanto para o IGF-IR, enquanto
que na SBo ndo foram detectadas diferencas significativas. Este fato pode estar relacionado ao
potencial de crescimento relativamente independente da sincondrose (cartilagem priméria)
que seria menos sensivel a fatores funcionais (como por exemplo, a acdo muscular), enquanto
que a cartilagem do PC da mandibula (cartilagem secunddéria) € considerada mais sensivel, e
altamente adaptdvel a forcas biomecanicas (PIRTTINIEMI et al., 1996; NAKAI et al., 1998).

Como a via IGF-I/IGF-IR relaciona-se principalmente aos processos de crescimento,
maturacdo e com a fase final de hipertrofia dos condrécitos (COOPER et al., 2013), a
diminui¢do do nimero de células imunorreativas ao IGF-I e seu receptor nos grupos S e SS na
cartilagem do PC da mandibula, pode ter interferido no processo normal dessa via
acarretando, principalmente, um atraso no crescimento 6sseo endocondral, previamente

confirmado pela elevada espessura da camada h nesse tecido.
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A porcentagem de células reativas ao IGF-I foi elevada na cartilagem do PC da
mandibula no grupo RN, e na SBo nos grupos RN e RRv da SBo também foi detectada em
condrécitos de cartilagens osteoartriticas (MIDLETON et al., 1992; DORE et al., 1995;
OLNEY et al., 1995). Quanto a capacidade de resposta das células ao fator de crescimento,
embora a expressdo do IGF-I esteja aumentada, estudos revelaram uma diminui¢cdo nessa
resposta, relacionada a idade e também a osteoartrite (DORE et al., 1994; GUERNE et al.,
1995; MARTIN et al., 1997). Tal fato poderia explicar o atraso no crescimento encontrado
nos grupos RN dos dois tecidos, pois mesmo possuindo um nimero maior de células reativas,
as mesmas ndo responderam ao estimulo do peptideo.

Para Loeser et al. (2000) essa reducdo a resposta ao fator de crescimento pode ocorrer
por diversas modificacdes como a transducdo de sinal defeituoso, diminui¢do dos niveis de
receptores de IGF-I e também a producdo de proteinas de ligacdao (IGFBPs) que inibem sua
acao na cartilagem. Na SBo do grupo RN, a média de condrdcitos reativos ao IGF-IR foi
menor do que as células positivas para o IGF-I, o que permite inferir que a despropor¢do entre
peptideo e receptor tenha contribuido para uma possivel diminui¢do da resposta celular ao
IGF-I, uma vez que nesses animais houve atraso no crescimento 6sseo endocondral.

No grupo RRv, a proporcionalidade entre o nimero de condrdcitos imunorreativos ao
peptideo e receptor e a espessura da cartilagem semelhante ao grupo controle (NN), indicam o
seu crescimento normal. J4 a reducdo a resposta dos condrdcitos ao IGF-I pode ter sido
minimizada pelo RSV através do aumento da expressdo do receptor, no qual o peptideo ird
interagir e desencadear as respostas celulares correlacionadas. Na cartilagem do PC da
mandibula no grupo RRv, a porcentagem média de condrdcitos imunorreativos ao IGF-1 e
IGF-IR foi semelhante ao NN, indicando que o RSV pode ter diminuido uma possivel
insensibilidade ao IGF-I provocada pela subnutri¢do, controlando o aumento na expressao
desse peptideo e seu receptor, permitindo assim que o fator de crescimento desempenhe suas
funcdes na cartilagem.

As IGFBPs sdo proteinas plasmaticas que se ligam ao IGF-I com maior afinidade do
que o IGF-IR (JONES et al., 1995) e podem regular negativamente as acdes do fator de
crescimento, impedindo-o de interagir com seus receptores especificos (MARTIN et al.,
1997). Na SBo dos grupos subnutridos (S, SS), ndo foram observadas diferencas na médias de
condrdcitos reativos ao IGF-I e IGF-IR; entretanto, estas células apresentaram caracteristicas
morfoldgicas que indicam atraso no crescimento. Muito embora na presente pesquisa nao se
tenha avaliado as IGFBPs circulantes, diante das modificagdes ja relatadas, ndo se descarta a

possibilidade de um aumento na producgdo dessas proteinas e uma possivel competicao com os
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receptores do IGF-I, provocando uma reducio na capacidade de resposta celular ao peptideo.
Desta forma, deve-se enfatizar aqui, a necessidade de se realizar pesquisas que contemplem

esse tipo de avaliacdo, em diferentes modelos experimentais.



CONCLUSOES



83

7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos por meio da metodologia empregada, é possivel

concluir que:

1. Na cartilagem do PC da mandibula, a subnutricio provocou alteracdes em suas
camadas, na morfologia dos condrdcitos e também nas organelas destas células,

comprometendo sua atividade metabdlica normal.

2. A suplementacdo de resveratrol na dieta mostrou-se mais satisfatéria do que a

renutri¢do com dieta normoproteica na recuperagdo desses parametros.

3. As caracteristicas das camadas da SBo e organelas dos condrdcitos também foram
alteradas com a deplecdo proteica, onde destaca-se as cisternas dilatadas do RER e
predominio da zona granular do nucléolo, indicios do comprometimento na producdo de

ribossomos e proteinas por essas células.

4. Os animais renutridos com dieta normal (RN) apresentaram sinais de reparacao
tecidual evidentes, entretanto, esta foi significativamente mais efetiva no grupo RRv, o que

demonstra a acdo deste polifenol sobre o metabolismo celular.

5. Relativamente ao coldgeno, através da coloragdo de Picrossirius, observou-se que a
cartilagem do PC foi consituida predominantemente por fibras do tipo III no grupo subnutrido
(SS) e também no RN, fato este comprovado ultraestruturalmente, onde foram detectadas
fibrilas coldgenas mais delgadas nesses dois grupos. Estes resultados apontam para uma
provavel atividade compensatéria dos condrécitos que produzem fibras consideradas imaturas
para compensar a perda de outros tipos de coldgeno, interferindo na funcionalidade desse

tecido.

6. O grupo RRv apresentou um padrido na constitui¢cao de fibras coldgenas semelhante
ao grupo NN, indicativo de que este polifenou promoveu uma regulacao na expressdo do

colageno.
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7. Na SBo, destacou-se a elevada deposi¢ao de fibras coldgenas do tipo II nos grupos
SS e RN, que foi reduzida através da suplementacio de resveratrol na dieta, o que aponta para
uma capacidade de regulacdo da expressdo de moléculas envolvidas na degradacdo do

coldgeno por este polifenol.

8. Tanto na cartilagem do PC quanto na SBo a subnutricio promoveu aumento na
concentracdo de proteoglicanas da MEC, podendo acarretar no inchaco da cartilagem e

comprometendo efetivamente as funcdes basicas da matriz extracelular.

9. No grupo RN verificou-se uma ligeira recuperagdo sobre este parametro, entretanto
nos animais do RRv esta foi mais concreta, reiterando o papel protetor do resveratrol relativo

a degradacdo da MEC frente a doencas degenerativas.

10. A subnutri¢cdo provocou aumento na secrecao da MEC (S, SS) na cartilagem do PC
da mandibula, o que pode estar associado ao grande nimero de condrdcitos encontrados

nesses grupos.

11. Os animais renutridos (grupos RN e RRv) apresentaram diminui¢do no numero de
condrdcitos na camada c¢ cartilagem do PC, diferentemente do ocorrido em NN, sugerindo que

a renutricdo predisponha a cartilagem a alteragcdes patoldgicas em fases mais tardias da vida.

12. Ainda na cartilagem do PC, relativamente as suas camadas constituintes, destacou-
se a espessura elevada na camada h com a subnutri¢do (grupo SS), indicativo de alteracdes
no metabolismo celular, consequentemente determinando atraso na ossificagdo endocondral.
Através da renutricdo com dieta normal, este parametro nao foi recuperado, entretanto, com a

suplementagdo de resveratrol, houve efetiva recuperacao na espessura.

13. Na SBo, a média da area ocupada pela MEC foi significativamente maior nos

grupos NN e RRv, indicando um aumento no potencial de formagao dssea.

14. Alteracdes relacionadas a subnutricdo (grupo SS) foram verificadas na camada de
repouso na SBo, como o aumento de sua espessura, que pode estar relacionado a elevada
densidade celular encontrada, e diminui¢do da drea dos condrdcitos (provavelmente um

indicativo de baixa atividade celular).
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15. Muito embora em RN a area dos condrécitos ainda encontrou-se diminuida, a
recuperagdo proteica mostrou-se efetiva atuando na diminui¢do da zona de repouso e

densidade celular, equiparando-se a grupo NN.

16. Na SBo, o atraso no processo de ossificacdo endocondral foi constatado
principalmente através da espessura das camadas h+s, que foram elevadas em SS e RN,

demonstrando uma demora na substituicdo dos condrdcitos por tecido dsseo.

17. O resveratrol apresentou potencial osteogénico elevado, quando comparado a
todos os outros grupos, promovendo a diminui¢ao da drea e densidade celular, e também das

camadas h+s.

18. As alteracdes promovidas pela subnutri¢do relativas ao IGF-1 e IGF-IR foram mais
pronunciadas na cartilagem do PC do que na SBo, uma vez que nesse tecido, os animais
subnutridos (S, SS) apresentaram baixo nimero de células imonupositivas tanto para o
peptideo quanto para o receptor, enquanto que na SBo ndao foram observadas diferengas
significativas. Este fato pode estar relacionado a grande capacidade de crescimento e
remodelacdo da cartilagem do PC, considerada mais sensivel a fatores funcionais. A
dimunuicdo do ndmero de células reativas ao IGF-I e seu receptor nesses grupos pode ter
interferido no crescimento 6sseo endocondral, previamente confirmado pela espessura da

camada h.

19. A porcentagem de células imunorreativas ao IGF-I no grupo RN na cartilagem do
PC foi muito elevada, podendo levar a uma diminuicdo da resposta celular a esse fator de
crescimento. No RRv, a média dos condrdcitos positivos para o peptideo e receptor foi
semelhante ao grupo controle, indicando que o resveratrol pode ter diminuido uma possivel

insensibilidade ao IGF-I provocada pela subnutri¢do.

20. Na SBo, embora o nimero de imunomarcacdes para o IGF-I tenha sido elevado
nos dois grupos renutridos, houve uma proporcionalidade entre peptideo e receptor no RRv,
que nado ocorreu em RN. Este fato indica que, se ocorreu uma resposta diminuida ao IGF-1 em
decorréncia do menor nimero de receptores disponiveis em RN, esta pode ter sido

minimizada pelo resveratrol através do aumento da média de receptores.
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