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RESUMO

OLIVEIRA, B. C. C. Distribuigao do IGF-l e dos seus receptores na cartilagem do
processo condilar da mandibula e na sincondrose basiesfenoidal de ratos wistar
subnutridos. 2013. 73 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Morfofuncionais) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

A cartilagem do processo condilar (PC), assim como a sincondrose basiesfenoidal (SB)
participam ativamente do processo de crescimento e de desenvolvimento do complexo
craniofacial. Tais fendbmenos sdo determinados pelo aporte protéico adequado, pela
acao de diversos hormdnios e fatores de crescimento, dentre eles o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1). Através da avaliagdo da matriz cartilaginea,
das caracteristicas do arcabougo colageno e da detecgédo de IGF-I e do seu receptor
(IGF-IR), objetivou-se correlacionar as alteragdes morfoldgicas provenientes da
subnutricdo protéica pré e pds-natal no PC e na SB. Os grupos experimentais foram
formados por animais heterogéneos (n=5) de acordo com o teor de caseina contida
nas ragoes oferecidas, protéica (20%) ou hipoprotéica (5%), formando assim os grupos
nutrido (N) e subnutrido (S), respectivamente, processados com 60 dias de vida.

Cortes sagitais do PC e horizontais da SB foram submetidos as coloragdes especificas
e analisados sob microscopia de luz que permitiram observar o padrao celular, a matriz
cartilaginea e o componente colageno das camadas das cartilagens. A quantificacdo do
IGF-l e do IGF-IR foi realizada em espécimes submetidos a técnica de
imunohistoquimica. Para tanto, temos que a subnutricdo ndo foi capaz de alterar as
espessuras das camadas do PC e da SB, porém, o numero de condrdcitos
imunomarcados pelo IGF-I e pelo IGF-IR diminuiu em ambos os tecidos (N#S; p<0,05).
Quanto a densidade dos tipos de fibras colagenas e ao arcabougo estrutural, esses
demonstraram diferengas entre os grupos do PC, cuja predominéancia do colageno do
tipo | vista no grupo N, passou a ser do tipo Il no grupo S, enquanto que na SB, o
colageno tipo Il tipico da cartilagem hialina foi destacado em ambos os grupos, N e S.
Com a subnutricdo, a densidade das fibras colagenas diminuiu, sendo encontradas
principalmente na periferia do tecido. Com relagdo a matriz extracelular (MEC) do PC, a
mesma apresentou-se densa e com coloragdo homogénea nos animais nutridos,
contrastando com o aspecto difuso dos subnutridos. Na SB, tanto no grupo N quanto no
grupo S, a MEC manteve-se com aspecto uniforme na distribuicdo e na homogeneidade
da coloracéo.

Palavras-chave: Processo Condilar. Sincondrose Basiesfenoidal. Subnutricdo protéica.
IGF-I. IGF-IR.



ABSTRACT

OLIVEIRA, B. C. C. Distribution of IGF-l and its receptor in the cartilage of the
mandibular condyle process and basiesphenoidal synchondrosis of the
undernourished Wistar rats. 2013. 73 p. Thesis (PhD Morphofunction Sciences) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The cartilage of the condylar process (CP) and the basiesphenoidal synchondrosis (BS),
actively participate in the process of growth and development of the craniofacial
complex. Such phenomenon are determined by adequate protein supply and action of
various hormones and growth factors, among them the growth factor insulin-like (IGF-I).
Through evaluation of the cartilage matrix, characteristics of the collagen framework and
detection of IGF-l1 and its receptor (IGF-IR) aimed to correlate the morphological
changes from protein undernourished pre and postnatal in the CP and BS. The
experimental groups were formed by heterogeneous animals (n=5), according to the
casein contained in the provided feed, proteic (20%) ou hypoproteic (5%), constituting
the nourished (N) and undernourished (U) groups, respectively, rendered with 60 life’s
day. Sagittais cuts of the CP and horizontais of the BS, underwent specific staining and
analyzed under light microscopy that allowed to observe the standard cell, the cartilage
matrix and collagen component of cartilage layers. The quantification of the IGF-I and
IGF-IR was performed on specimens subjected to immunohistochemical techniques.
The undernourished was not able to change the thickness of the layers of the CP and
BS, however, the number of chondrocytes immunostained for IGF-I and IGF-IR
decreased in both tissues (N#S; p<0,05). As regards density of the types of collagen
fibers and the structural framework, these show differences between groups. On the PC,
the prevalence of type | collagen found in the group N, became the type Il in the group
S, while BS, the type Il collagen typical of the hyaline cartilage was prominent in both, N
and S groups. With the undernourished, decreased density of the fibers, being found
primarily in edge of tissue. With respect to the CP’s extracellular matrix it's presented
dense and homogeneous staining in nourished animals, contrasting with the diffuse
aspect of the undernourished. In the SB, in both groups, remained the ECM aspect
uniform distribution and uniformity of coloration.

Keywords: Condyle process. Basiesphenoidal Synchondrosis. Undernourished Proteic.
IGF-I. IGR-IR.
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1.1 CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO CRANIOFACIAL

O crescimento e o desenvolvimento do complexo craniofacial, representados
pelo processo condilar da mandibula (PC) e pela sincondrose basiesfenoidal (SB), s&o
determinados pelo processo de remodelagao e aposigao sutural (ENLOW, 1968, 1975;
SCHUMACHER, 1999) regidos por fatores intrinsecos (genético e hormonal) e
extrinsecos (mecénicos, nutricionais e fisicos) (MOYERS, 1991; NEWMAN et al,,
1982), dentre os quais o aporte protéico se destaca como um dos mais essenciais (DE
OLIVEIRA et al., 2010).

Quando observados de acordo com a sua origem, a SB deriva das cartilagens
primarias que, na embriogénese, ocorrem a partir de um condroesqueleto com
ossificagdo do tipo endocondral, e o PC, das cartilagens secundarias, que se
diferenciam independentemente do condroesqueleto embrionario e sofrem ossificagcéo
intramembranosa.

Ontogeneticamente, a mandibula deriva da justaposicédo de cartilagem primaria e
tecido fibroso que surge das células da crista neural que migram para a regiao
mandibular (HALL, 1994). Durante a embriogénese, a cartilagem primaria (ou de
Merckel) emerge do condroesqueleto, porém o PC, diferentemente do ramo e corpo da
mandibula, deriva de uma cartilagem secundaria independente do condroesqueleto,
onde remanescentes do tecido fibrocelular recobrem completamente a cabeca da
mandibula, formando a superficie articular do mesmo (TEN CATE, 1998).

O PC é uma das regides atuantes na determinacdo do comprimento e da altura
da mandibula (FUENTES et al., 2002), particularmente a sua cartilagem articular que
segundo McNeill (1997), € um importante sitio de crescimento responsavel pelo
alongamento antero-posterior de cada hemi-mandibula. Como demonstrado em
estudos, tanto em humanos quanto em animais, a morfologia dos constituintes do PC é
constantemente alterada durante todo o periodo de crescimento normal, principalmente
por sua localizagdo e participagdo em toda a dindmica da fonagdo e da mastigacao
(CARLSON et al., 1978; COPRAY; LIEM, 1989; FURSTMAN, 1966; KANTOMAA et al.,
1992; LUDER, 1983; THILANDER et al., 1976; VINKKA, 1982; WRIGHT), assim como
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o tipo de dieta (KILIARIDIS et al., 1999;VAN ERUM et al., 1997; ZHOU et al., 2005) e a
predisposi¢cao genética (PIRTTINIEMI, et al., 2009).

Localizada na base do cranio entre os ossos interesfendide e basioccipital, a SB,
semelhante a justaposicdo de duas laminas epifisiais, participa ativamente no
crescimento tanto do viscero, como do neurocranio. Caracterizada como uma
articulagao cartilaginea temporaria, a proliferagdo de suas células é seguida por um
processo de degeneragdo, o que associado ao fato de apresentar dois podlos de
crescimento, potencializa o seu alongamento e o consequente afastamento dos ossos
por ela articulados. Comparada em fungdo a sincondrose esfeno-occipital do homem,
que determina o crescimento antero-posterior da base craniana, muito embora exista
nessa mesma regiao do cranio do rato a sincondrose interesfenoidal, a SB € a principal
responsavel pelo alongamento da base do cranio desses animais.

Tanto a cartilagem do PC quanto a da SB exibem camadas histologicas, que
consistem de componentes celular e intercelular.

Relativamente ao PC, verifica-se no mesmo uma matriz extracelular composta
por proteoglicanas e elementos fibrosos, a maior parte destes representados por fibras
colagenas dos tipos I, Il e X, que |he confere resisténcia as forgas tensionais
(TERAMOTO et al.,, 2003). A partir da superficie, o PC apresenta uma camada
exclusivamente fibrosa, a camada articular (a), abaixo da qual se encontra a camada
pré-condroblastica (p), com células indiferenciadas e potencialmente cartilagineas. O
extrato seguinte, a camada condroblastica (c), € caracterizada por apresentar células
ativas responsaveis por secretar a matriz extracelular sendo a ultima camada
denominada de hipertrofica (h), que esta justaposta ao osso subcondral em formagéao
(CARLSON et al., 1980; FUENTES et al., 2002). A disposi¢do das camadas na SB é
definida, sequencialmente a partir do osso subcondral como camadas hipertrofica (h),
seriada (s) e condroblastica (c), encontrando-se na sua parte mais central, a zona de
repouso (r), com disposicdo semelhante a de duas Iaminas epifisiais justapostas.
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1.2 A SUBNUTRICAO PROTEICA

A subnutricdo, especialmente a protéica, é considerada como o maior fator ndo
genético que afeta a taxa e o tempo de crescimento nos humanos (GOLDEN, 1994;
MALCOLM, 1979). Em animais de laboratério, os niveis minimos de proteinas
considerados para que ocorra um aumento no peso corporeo estao entre 5 e 10%, e de
25% para promover um crescimento acelerado (EDOZIEN; SWITZER, 1978).

A subnutricao infantil apresenta-se como um dos principais problemas de saude
publica das sociedades atuais, devido as consequéncias muitas vezes irreparaveis com
relacdo ao crescimento e ao desenvolvimento do individuo. Por serem as criangas mais
vulneraveis as deficiéncias nutricionais, a subnutricdo, intimamente correlacionada com
a pobreza, é a responsavel por cerca de um terco da mortalidade infantil mundial e,
ainda, a segunda causa de morte mais frequente em menores de 5 anos nos paises em
desenvolvimento (MONTE, 2000), quando severa pode agir como uma causa direta ou
indireta de morte, pois aumenta drasticamente a letalidade em criangas que sofrem de
doencas relativamente comuns na infancia, como diarreia e pneumonia. As estimativas
atuais sugerem que as criangas gravemente subnutridas tém de 10 a 20 vezes mais
risco de morrer do que as bem nutridas. Tendo em conta que cerca de 1-2% da
populacdo de menores de 5 anos nos paises em desenvolvimento sao afetados pela
subnutricao grave, isso pode corresponder a cerca de um milhdo de mortes de criangas
a cada ano (WHO, 2005).

Dentre as consequéncias determinadas pela subnutricdo, a privagao protéica &
especialmente relevante para a constituicdo dos diferentes 6rgdos, promovendo
alteragdes em diversos tecidos, como o tegumento (LANSDOWN, 1978; NAEYE, 1965),
o aparelho locomotor (ADAMS, 1971; SHRADER, ZEMAN, 1969) e a parte central do
sistema nervoso (YAMANO et al., 1980).

A disponibilidade de proteina, um fator limitante no crescimento dos mamiferos
em geral (MILLER; GERMAN, 1999; REICHLING; GERMAN, 2000), quando restrita na
dieta afeta a trajetdria do crescimento do esqueleto, cujas diferentes regides respondem
de forma diversa aos periodos em que se instala a subnutrigho (BRETON, 1995;
COUPE, 2009).
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Relativamente ao crescimento craniofacial, € durante o desenvolvimento pos-
natal que se denotam as transformacdes mais importantes desse complexo, como o
relativo aumento da regido facial e progressiva tendéncia a ortocefalizagcéo
(PUCCIARELLI, 1978).

Por apresentar duas regides distintas, o viscerocranio e o neurocranio, o seu
desenvolvimento € complexo, uma vez que a primeira, por participar dos processos
decorrentes da alimentacdo e da respiragcdo, esta sujeita as agcdes musculares
continuas (CHEVERUD, 1982; HERRING, 1993), ao passo que a segunda, por alojar o
enceéfalo, tem o seu crescimento influenciado principalmente pela expansado desse
orgao (YOUNG, 1959) e parece ser menos susceptivel aos fatores epigenéticos
(FIELDS, 1991; PUCCIARELLI, 1980; 1981).

Para Moyers (1991), a subnutricdo protéica representa um dos fatores
extrinsecos determinantes dentre aqueles que incidem sobre o crescimento craniofacial,
assunto este ainda carente de informacdes especificas disponiveis.

Autores como Nakamoto et al. (1983) relataram que, durante a gestagao, a
subnutricdo protéica afeta de maneira diferente os dois tipos de ossificacdo que
ocorrem no esqueleto dos mamiferos - a endocondral, tipica dos ossos longos, e a
intramembranosa, que ocorre na maioria dos 0ssos da cabeca.

Alippi et al. (1984) observaram em mandibulas de ratos submetidos a
subnutricdo protéica a partir da época do desmame, alteracdes nas proporcdes de suas
partes (como o0 ramo e o corpo), o suficiente para conferir a esse 0sso, um certo grau
de deformacdo incapaz de retomar um padrdao normal de crescimento, devido as
alteragdes permanentes que ocorrem na sua estrutura.

Pucciarelli e Oyhenart (1987) ao avaliarem o crescimento craniofacial de ratos
durante o periodo de amamentacao, classificaram as caréncias nutricionais como um
dos fatores n&o-genéticos capazes de determinar desvios nos padrées normais tanto no
crescimento rapido e de curta duragdo (neurocranio), como no sustentado e de longa
duracéao (esplancnocranio), determinantes do processo de ortocefalizacéo.

Reforgando essa teoria, Moyers (1991) mais uma vez descreveu a nutricdo como
uma variavel que atua sobre o crescimento craniofacial, destacando a ma nutricdo

como um fator desorganizador desse crescimento.
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1.3 HORMONIO DO CRESCIMENTO E FATORES DE CRESCIMENTO SEMELHANTE
A INSULINA

Dentre os fatores intrinsecos que regulam o crescimento das cartilagens
primarias e secundarias, os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs),
tumoral (TGF-1) e de fibroblasto (FGF-2) sdo mediadores que se expressam na lamina
epifisial, onde regem a proliferagcdo dos condrécitos (DELATTE et al.,, 2004), e na
cartilagem do PC atuando sobre o crescimento da mandibula (LIVNE et al., 1997,
MOLTENI et al.,1999). Fatores anabolicos e catabodlicos controlam a biologia dos
condrocitos nos niveis celular e molecular (GOLDRING; GOLDRING, 2004),
destacando-se muitas familias de fatores de crescimento como importantes
moduladores da biologia e da degeneragao do tecido cartilagineo (SILVERTHORN et
al., 2003).

Entretanto, a sintese de alguns fatores de crescimento (TAJIMA et al., 1998
VISNAPUU et al., 2002) e a expressao de seus receptores sdo diferentes entre as
cartilagens primarias e secundarias (VISNAPUU et al., 2001). A mandibula tem um
crescimento pronunciado durante os periodos pré - pubere e pubere (BJORK;
SKILLER, 1976) sincronizados com o crescimento linear em ambos os sexos (BOJRK;
HELM, 1967), certificando a presenca de influéncia hormonal. Tem sido também
sugerido que os mecanismos de proliferagao da cartilagem constituinte do PC, podem
ter muito em comum com aqueles que atuam nas suturas cranianas, ou mesmo nas
laminas epifisiais (FUENTES et al., 2002).

Pelo fato dos IGFs serem semelhantes a insulina na agdo e regulagdo do
crescimento, os mesmos serdo aqui abordados em uma possivel interagdo com o
estado nutricional. O IGF-I e IGF-Il sao os principais representantes da familia dos IGFs
ou somatomedinas (GUYTON, HALL, 2006). Secretados principalmente pelo figado,
pelo pancreas (agdo endocrina) e localmente em outros tecidos (agéo
paracrina/autécrina) quando estimulados pelo hormdnio de crescimento (GH)
(SILVERTHORN, et al.,, 2003), também participam da retroalimentagdo do GH
interferindo no eixo hipotalamo-hipofise (CONSTANZO, 2004) (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema das algas de retroalimentagao do eixo GH e IGFs.
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O IGF-lI apresenta efeitos metabdlicos similares a insulina, estimulando o
crescimento em diferentes tecidos através da proliferacdo e da diferenciagao celulares,
é um mediador que também se destaca agindo nas cartilagens. Tais efeitos
mitogénicos, diferentemente da insulina, sdo mediados através da ligacado do IGF com
uma proteina ligante de IGFs (IGFBPs); nao interagindo, entretanto, somente com os
receptores de IGF (IGF-R) (THISSEN et al., 1994; ULRICH et al., 1986), mas também
com os de insulina (IR).

Sabe-se que o GH atua diretamente nos tecidos-alvo e indiretamente através da
mediacao pelo IGF-I (GREEN et al., 1985; HERINGTON et al., 1983; ISAKSSON et al.,
1985) e que, além de induzir um aumento sistémico do IGF-I, também tem efeito local
na cartilagem de crescimento, onde é regulada a expressé&o local desse fator. Essas
acdes tém sido confirmadas por ensaios de hibridizagdo in vitro em costelas (LIN;
OBERAUER, 1999; NILSSON et al., 1990) e tibia de ratos (LAZOWSKI et al., 1994;
ONLEY; OUGEY, 1999, SJOGREN et al., 1999).
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Trabalhos como os de Ohlsson et al. (2000) e de Ronning (1995) propéem que,
para o crescimento geral, a produgédo de IGF-I de agdo autdcrina ou paracrina, é até
mais importante do que o de agao enddcrina. Porém, tanto o mecanismo de regulagao
da cartilagem secundaria, como a observagcao dos IGF-IR diante de um estado
nutricional modificado, sdo assuntos ainda n&o totalmente elucidados. Nas cartilagens
primarias, apesar de alguns receptores de determinados fatores de crescimento ja
terem sido identificados nas epifises de ossos longos, também s&o escassas as
informacdes a esse respeito, particularmente na SB, uma representante desse tipo de
cartilagem na regi&o craniofacial (RONNING, 1995).

Fuentes et al. (2002) avaliaram, através de técnica de imunorreatividade, o IGF-
IR na cartilagem do PC de ratos. Nao observaram reagdo na camada articular, sendo
que os condrécitos da parte mais inferior da camada pré-condroblastica e os da parte
mais superior da camada condroblastica, foram os que exibiram maior reatividade. Uma
fraca imunorreatividade, expressa pela presenga de poucos receptores, foi identificada
na parte inferior da camada condroblastica e na superior da camada hipertrofica.
Verificaram, ainda, um aumento na expressado génica do IGF-I na transi¢do entre os
periodos pré-pubere (31dias) e pubere (42 dias), evidenciando que a proliferagédo da
cartilagem do PC pode ser regulada em parte pelo IGF-l, e que a expressao destes
genes muda consideravelmente durante a puberdade. Todavia, Visnapuu et al. (2001)
detectaram, na cartilagem do PC de ratos no periodo compreendido entre o nascimento
e 21 dias, os receptores de IGF-I nas camadas articular, pré-condroblastica e parte
superior da hipertréfica, ndo encontrando nenhum receptor de GH no periodo estudado.

Os mecanismos que controlam a secrecdo de GH e consequentemente dos IGFs
nao sdo completamente compreendidos, sendo considerada inclusive a possibilidade
do GH provocar a producao de IGF-I nos tecidos, possibilitando assim, a indugcdo de um
crescimento localizado (SILVERTHORN et al., 2003). Entretanto, sabe-se que diversos
fatores relacionados com o estado nutricional estdo envolvidos nesse processo (HILL et
al., 1998) e que, frente a um estado de subnutricdo protéico-calérica em condigdes
crbnicas, parece ser a deplecao protéica mais comprometedora que a insuficiéncia de
glicose, tornando o sistema de IGFs altamente responsivo a este tipo subnutrigdo, que
por sua vez, atua estimulando a secregdo do GH (CONSTANZO, 2004).
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Desta forma, na presente pesquisa, serdo avaliados os efeitos da subnutrigdo
protéica severa (REEVES et al., 1993) no crescimento do PC e da SB através da
detecgédo do IGF-I e seu receptor (IGF-IR), uma vez que tem sido relatado, que sob
condigdes graves de subnutricdo protéica, ha um excesso de produgcédo de GH
(PIMSTONE et al., 1968).



2 PROPOSICAO
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2.1 GERAIS

Avaliar no processo condilar (PC) e na sincondrose basiesfenoidal (SB) de ratos
Wistar na fase pubere (60 dias), os efeitos da subnutrigdo protéica pré e pos-natal.

2.2 ESPECIFICAS

Determinar, com o uso de técnicas de histologia, a quantidade de matriz
extracelular, a morfometria das camadas e os tipos de fibras colagenas constituintes do
PC e da SB. Investigar, nessas estruturas, através de técnicas de imunohistoquimica, a
expressédo do fator de crescimento semelhante a insulina do tipo | (IGF-1) e do seu
receptor (IGF-IR).



3 MATERIAIS E METODO
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Esta secdo compreende a descrigdo detalhada, em ordem cronolégica, da
metodologia aplicada na presente pesquisa.

3.1 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
com aproximadamente 60 dias de vida e peso entre 200 e 320 g. Durante o periodo de
acasalamento (7 a 10 dias), um macho e duas fémeas foram acomodados na mesma
caixa, mantidos em sala com ciclos de claro e escuro de 12 horas e temperatura
ambiente de 22 °C + 2 °C. Nessa fase, um grupo de animais denominado nutrido (N)
passou a receber a racdo AIN-93G (Rhoster, Aragoiaba da Serra, SP., Brasil)
(REEVES, et al., 1993) com 20% de caseina, e para o grupo subnutrido (S) forneceu-
se a mesma ragao, com teor protéico de 5% de caseina.

Findo esse periodo, as fémeas foram separadas em gaiolas individuais onde
continuaram a receber as respectivas ragdes, até o nascimento da prole. Apdés o
nascimento, as ninhadas foram reduzidas a um numero minimo de 4 e maximo de 6
animais, desprezando-se os excedentes, e as ninhadas cujas maes alimentaram-se dos
filhotes. Durante todo o periodo de amamentacédo as maes e os filhotes foram mantidos
com as respectivas dietas e, apoés o 21° dia de vida, época do fim do desmame, os
filhotes machos N e S foram separados e monitorados individualmente em gaiolas
metabdlicas (Tecniplast, Buguggiate, VA., Italia) até atingirem 60 dias de vida (Figuras 2
e 3).
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Figura 2 - Esquema representativo da formagao dos grupos.
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Fonte: Adaptado (BAPTISTA, 2008).
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Figura 3 - Imagens da estante (A) e da gaiola metabdlica individualizada (B)

T
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Fonte: LUIZ, 2012.

Gaiola individualizada com seus recipientes detalhados pelas setas: para o abastecimento de
agua (azul), para acondicionamento e coleta de ragcado desperdi¢cada (verde), tubo coletor de
urina (rosa), tubo coletor de fezes (branca) e agua dispensada (roxa) (A). Estante com 12
gaiolas metabdlicas (B)

3.2 OBTENCAO DOS ESPECIMES

Cinco animais nao isogénicos de cada grupo (N e S) foram eutanasiados com
Hypnol (Syntec, Cotia, SP., Brasil) a 3% (Pentobarbital sédico - 30mg/Kg de peso
corporal), e tiveram retirados o PC e a SB, com o auxilio de pingas e tesouras

oftalmoldgicas (Figura 4 e 5).
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Figura 4 — Etapas para a obtengao do processo condilar da mandibula (PC).

Fonte: CAVALLI, 2011.

Mesa cirurgica (A); Vista dorsal do animal (B); Abertura pré-auricular com exposicdo do mm.
Temporal (a) e masseter (b) e do arco zigomatico (seta) (C); Evidenciagdo da capsula da ATM
(D) (seta) ap6s o rebatimento do arco zigomatico e mm. temporal (a) e masseter (b); Abertura
da capsula articular (E); PC em vista lateral (F).
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Figura 5 - Etapas para a obtengao da sincondrose basiesfenoidal (SB).

Remocgao da mandibula com exposi¢cao do palato (A); Evidenciacdo da base do cranio (B e C);
Exposicédo da SB (D); SB em vista inferior (E).

Em seguida, os espécimes foram fixados em Bouin (STEFANINI et al., 1967) por
8 horas e descalcificados, durante 30 dias, em solug¢ao de acido férmico (50%) e citrato
de sédio (20%) (MORSE, 1945), com trocas periédicas de 48 horas.

Apos testes de avaliagdo do conteudo mineral das amostras que confirmaram a
completa descalcificagdo dos espécimes (solugdo de oxalato de aménio em 5% de
Morse), os mesmos foram lavados em agua destilada, desidratados numa série
crescente de alcoois (70° ao absoluto), diafanizados em xilol e incluidos rotineiramente
em parafina. Cortes semi-seriados de 5 ym foram realizados em micrétomo (Leica SM
200R) nos planos sagital dos PCs e horizontal das SBs, e mantidos em estufa a 37°C,

para desparafinizagao.
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As laminas contendo em média 5 cortes de cada espécime foram submetidas as

técnicas descritas a seguir.

3.3 HISTOLOGIA

Na morfometria das camadas, a avaliagdo da matriz extracelular (MEC), bem
como a tipificagdo das fibras colagenas do PC e da SB foram avaliadas com o uso,
respectivamente, das técnicas de azo-carmim (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO.,Estados
Unidos) (ROMEIS, 1968); safranina-O (LUNA, 1968) e Picrosirius (JUNQUEIRA, 1979).

3.3.1 Azo-carmin

As laminas permaneceram no corante por 20 minutos e em seguida, por 10
minutos na agua destilada. Apds a lavagem, foram imersas por 10 minutos em solugao
de acido fosfotungistico a 5%, e posteriormente, no azul de anilina a 1% pelo mesmo
periodo. Em seguida, os cortes foram desidratados em série crescente de alcoois (70°
ao absoluto), diafanizados em xilol e montados com Enthelan (Merck S.A., Darmstadt,

Alemanha) entre lamina e laminula.

3.3.2 Safranina-O

Essa metodologia, que confere a MEC diferentes tonalidades de vermelho de
acordo com o teor protéico da cartilagem, consiste na diafanizagdo das laminas em
xilol, por duas vezes num tempo de 7 minutos; hidratagdo por duas vezes do etanol de
100% para 95% (2 minutos cada); lavagem em agua destilada e imersdo por 10
minutos na solugédo de safranina (Sigma-Aldrich) a 0,1% em tamp&o acetato de sédio
(0,1M; pH 4,6). Apds desidratagao (etanol 95% e 100%, 2 minutos cada e xilol por duas
vezes, 7 minutos cada), as laminas foram montadas conforme descrito no item anterior
(3.3.1).
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3.3.3 Picrosirius

Para a tipificacdo das fibras colagenas (I, Il e Ill) os cortes foram imersos no
corante Sirius Red por um periodo de 25 minutos e em seguida, lavados em agua
destilada, desidratados, diafanizados e montados de acordo com o item 3.3.1. A
avaliacao foi realizada em microscoépio binocular (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), sob

luz polarizada.

3.4 IMUNOHISTOQUIMICA PARA O IGF-I E PARA O IGF-IR

As laminas foram processadas nas seguintes etapas: rehidratagao desde o xilol
até uma série decrescente de alcoois (do absoluto ao 50°), por 2 minutos cada e, em
seguida, lavadas em agua destilada por 5 minutos, e expostas pelo mesmo tempo em
peréxido de hidrogénio a 3%. Apdés a lavagem em solucdo de fosfato de Sddio
tamponado (PBS) as mesmas foram incubadas em soro normal de cabra na proporgao
1:5 por 30 minutos, em temperatura ambiente. Para a marcacao, respectivamente do
IGF-I e do IGF-IR foram utilizados, em |laminas diferentes, os anticorpos anti-IGF-l e
anti-IGF-IR (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX., Estados Unidos das Ameéricas) na
diluicdo 1:250 que, por prévia titulagdo, foi considerada a mais adequada. Em seguida,
a temperatura ambiente, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario por um
periodo de 2 horas, lavadas em PBS (4x10 min) e incubadas por 30 minutos com
anticorpo secundario de cabra anti-coelho IgG (Bio Rad, Hercules, CA., Estados Unidos
das Ameéricas) na diluigdo de 1:200. Apds lavadas em solugdo de Triton (0,01% em
PBS) as laminas foram incubadas durante 30 minutos com Vectain ABC (1:100),
(Vector Laboratories, Burlingame, CA., Estados Unidos das Américas) lavadas em PBS
(5 minutos), incubadas com DAB por 8 minutos (Vector) e finalmente, lavadas em agua
destilada, desidratadas, diafanizadas e montadas rotineiramente. Todas as reacdes
foram acompanhadas por uma ou mais laminas controle, submetidas a todas as etapas

do procedimento suprimindo-se, entretanto, a aplicacdo do anticorpo primario.
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3.5 ESTUDO QUANTITATIVO

Imagens das laminas preparadas pelas diferentes técnicas foram obtidas atraveés
de um microscépio binocular (Carl Zeiss, Axioshop, Gottingen, Alemanha) e projetadas
através de uma camera de alta resolugéo (Carl Zeiss) em um monitor de 17 polegadas,
a fim de que se avaliar por meio de software especializado (Carl Zeiss) os parametros

seqguir.

3.5.1 Espessura das camadas do PC e da SB

A espessura das camadas do PC e da SB foram determinadas na regido média
dessas estruturas, com objetivas de 40x de aumento, conforme ilustram as figuras 6 e
7.
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Figura 6 - Fotomicrografia da parte média do PC.

Observe a metodologia empregada para a obtencao das diferentes espessuras da cartilagem
articular. (T- espessura total; a- camada articular; p+c- camadas pré-condroblastica e
condroblastica; h- camada hipertréfica). (Azo-carmin. Barra de calibragéo: 40 pym)
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Figura 7 - Fotomicrografia da parte média da SB.

Observar a metodologia empregada para a obtengéo das diferentes espessuras da cartilagem
articular. (T- espessura total; h+s- camadas hipertréfica e seriada; r- camada de repouso). (Azo-
carmin. Barra de calibracao: 40 um).

3.5.2 Numero de células imunomarcadas nas cartilagens do PC e da SB.

Em imagens obtidas com objetiva de 40x da parte média do PC e da SB das
ldaminas imunomarcadas pelo IGF-l e pelo IGF-IR, foi aplicado um acetato com trés
areas delimitadas, cujo formato variou de acordo com a estrutura analisada, ou seja,

eliptica para o PC e retangular para a SB, conforme se verifica nas figuras 8 e 9.
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Figura 8 - Fotomicrografias da parte média do PC.

Observar a delimitagdo dos campos determinados para a contagem do numero de células
imunorretativas ao IGF-1 e ao IGF-IR. (Barra de calibragao: superior: 20 um; inferior: 40 um).
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Figura 9 - Fotomicrografias da parte média da SB

Observar a delimitagdo dos campos determinados para a contagem do numero de células
imunorretativas ao IGF-I e ao IGF-IR. (Barra de calibragao: superior: 20 uym; inferior: 40 ym).



MATERIAIS E METODOS |40

3.6 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados obtidos nos itens referentes a quantificagdo foram submetidos a uma
analise da variancia com 1 fator (grupo), seguida por comparagdes multiplas pelo

método de Tukey, com nivel de significancia p<0.05.



4 RESULTADOS
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Os resultados obtidos serdo ordenados e organizados pelos tépicos: Analise

Quantitativa e Qualitativa, respectivamente.

4.1 ANALISE QUANTITATIVA

Os dados obtidos para as medidas das espessuras das camadas do PC e da SB,
bem como para a densidade de condrécitos imunorreativos ao IGF-I e ao IGF-IR serao

descritos a sequir.

4.1.1 Espessuras das camadas

A tabela 1 e a figura 10 ilustram os dados obtidos para esses parametros nas
camadas articular, pré-condroblastica com a condroblastica, e hipertréfica do PC, onde
nao foram observadas diferengas estatisticas entre os grupos, em todas as medidas

determinadas.

Tabela 1 - Espessuras das camadas do PC nos grupos Nutrido (N) e Subnutrido (S).

Parametros T a p+c h
N 249,2426,7 13,3+2,2 111,6+16,2 121,3+20,7
S 195,1+£30,5 14,3+0,8 85,5+22,4 95,4+12,6

Média + desvio padrao em pm (T- Total, a- articular; p+c- pré-condroblatica com a
condroblastica; h- hipertrdéfica).
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Figura 10 — Representagdo grafica das medidas das espessuras obtidas para as
camadas do PC.
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Notar que ndo ocorrem diferengas estatisticas entre os grupos N e S nos diferentes parametros
avaliados.

Na tabela 2 e figura 11 estdo expressos os valores das medidas obtidas nas
diferentes camadas da SB. Da mesma forma que para o PC, nado foram detectadas

diferencgas estatisticas significantes entre os grupos, em todas as camadas estudadas.

Tabela 2 - Espessuras das camadas da SB nos grupos Nutrido (N) e Subnutrido (S).

Parametros T h+s r
N 330,6+24,0 121,5+7,8 91,6+£12,7
S 316,4+20,02 110,2+8,9 103,8+12,1

Média * desvio padrao (em pm) das espessuras (T- Total; h+s- hipertréfica com seriada; r
repouso).
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Figura 11 - Representagdo grafica das medidas das espessuras obtidas para as
camadas da SB.
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Verificar que ndo ocorreram diferengas estatisticas entre os grupos N e S nos diferentes
parametros avaliados.

4.1.2 Densidade de células imunorreativas

As densidades médias de condrdcitos imunorreativos determinadas para a parte
média do PC nos grupos nutrido (N) e subnutrido (S) podem ser avaliadas na tabela 3 e
figura 12. Verificou-se que, tanto para o IGF-I como para o IGF-IR, a densidade dessas

células foi maior no grupo nutrido (N).
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Figura 12 - Micrografias de cortes do PC (A) e da SB (B) imunomarcadas pelo IGF-1 e o
IGF-IR.

Notar as células imunomarcadas (setas longas) destacando-se das que nao sofreram reagéo
(setas curtas). (Barra de calibragéo: A- 20 uym; B- 10 um).

Tabela 3 - Densidade de condrécitos imunorreativos do PC.

Parametros N S
IGF-I 677,3+28,8* 524,5+45,3*
IGF-IR 846,9 +159,7* 502,8+45,0*

Médias seguidas por um asteriscos se diferenciam estatisticamente ANOVA (P<0,05).

Média + desvio padrdo na cartilagem do PC dos animais dos grupos nutrido (N) e subnutrido
(S).
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Figura 13 - Densidade do numero de células imunomarcadas no PC
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Cartilagem do PC imunomarcada pelos anticorpos IGF-I e o IGF-IR dos grupos estudados,
onde se verifica uma maior densidade nos animais do grupo nutrido.

Na tabela 4 e figura 13 sdo observados os dados relativos as médias da
densidade de células imunorreativas pelo IGF-I e IGF-IR detectadas na parte média da
cartilagem da SB. A analise estatistica permitiu verificar que, também nessa estrutura, a

densidade maior dessas células foi observada nos animais do grupo nutrido (N).

Tabela 4 - Densidade de condrécitos na parte média da SB.

Parametros N S
IGF-I 396,2+19,8* 243,5+19,8*
IGF-IR 423,1455,2* 241,6+35,5*

Médias seguidas por um asteriscos se diferenciam estatisticamente ANOVA (P<0,05)

Média + desvio padrdo dos condrécitos imunorreativos detectados nos animais dos grupos
nutrido (N) e subnutrido (S).
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Figura 14 - Densidade do numero de células imunomarcadas na SB.
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Parte média da SB imunomarcada pelos anticorpos IGF-I e IGF-IR dos grupos estudados, onde
se verifica uma maior densidade nos animais do grupo nutrido.

4.2 ANALISE QUALITATIVA

O arcabouco estrutural, bem como a densidade da MEC analisados,
respectivamente, pela tipificacdo das fibras colagenas através da metodologia do
Picrosirius e pela coloracdo da Safranina-O permitiram verificar algumas diferengas
entre os grupos, no PC e na SB.

Desta forma, ao se analisar na figura 14 o PC, sob luz polarizada, verificou-se no
grupo N uma nitida predominancia das fibras colagenas do tipo | (nas cores vermelha,
laranja e amarela), ao passo que nos animais do grupo S, destacou-se uma densidade

maior de fibras colagenas do tipo Ill (na cor verde).
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Figura 15 - Fibras colagenas constituintes do PC dos animais nutridos (A) e subnutridos

(B).

Observe a predominancia de fibras do tipo | no grupo N,e do tipo Ill no grupo S. (Picro-sirius sob
luz polarizada. Barra de calibragdo: 10 um).

Na SB, pelo fato da sua estrutura ser composta por cartilagem hialina, as fibras
colagenas que se destacam na sua constituicdo sao, principalmente, as do tipo Il que,
de acordo com a estrutura analisada, assume uma coloracao variando do verde ao
azul. Quando se compara os grupos N e S quanto a esse aspecto, verifica-se uma
maior densidade dessas fibras na SB dos animais nutridos, preenchendo quase que a
totalidade do espaco interdsseo ocupado pela mesma; ao contrario, a densidade
dessas fibras no grupo S encontra-se principalmente na periferia desse espago, em
continuidade com os 0ssos que constituem o limite dessa regido. Nesse grupo, ha uma
grande quantidade de loci dos condrécitos, que se apresentam em numero bem menos

no grupo N (Figura 16).
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Figura 16 — Fibras colagenas constituintes da SB dos animais nutridos (A) e
subnutridos (B).

Notar, no grupo N, as fibras colagenas do tipo Il (verde) ocupando toda a regiao da SB com
poucos loci de condrécitos em seu interior. No grupo S, essas fibras estdo dispostas na
periferia da SB que exibe, em seu interior, nimero elevado de loci de condrdcitos. (Picro-sirius
sob luz polarizada. Barra de calibragéo: 10 ym ).

A MEC constituinte do PC dos animais do grupo N apresentou-se densa e
uniformemente arranjada, com coloragao intensa, contrastando com o aspecto difuso
tanto na cor como na densidade da MEC do PC dos animais do grupo S.

Na SB, tanto no grupo N quanto no grupo S a MEC manteve o aspecto uniforme

na sua distribuigdo bem como na homogeneidade da coloragao (Figura 17).
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Figura 17 — Aspectos da MEC no PC e na SB dos grupos Nutrido (A,C) e Subnutrido
(B, D), respectivamente.

Comparar entre os grupos, as diferengas de distribuicao e coloracdo da matriz. Na SB, nao
foram verificadas diferengas entre os grupos quanto a esses aspectos (C e D). (Safranina-O.
Barra de calibragao: A, B-10 um; C, D-25 pm).
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Alvo de diversos estudos, particularmente no campo da morfologia, a subnutricao
€ um processo que pode ser estabelecido experimentalmente de diversas maneiras,
como a diminuigao pura e simples da oferta de alimento (FIRMANSYAH et al., 1989); a
elaboragcdo de uma dieta hipoprotéica, a manipulacdo do tamanho da ninhada,
separagdo materna temporal ou ligadura cirurgica dos mamilos para prejudicar o
aleitamento (HUBER et al., 2013), ou até mesmo conjugando-se os diferentes fatores
(WINICK; NOBLE, 1966).

Os efeitos da subnutricido protéica alterando os niveis de caseina da dieta tém
sido avaliados em diferentes componentes do aparelho estomatognatico como o
processo condilar da mandibula (BOLDRINI, 2003), o nervo alveolar inferior (BINOTTI,
2003) a polpa dentaria (GONCALVES, 2012), e as mucosas lingual e palatina (LUIZ,
2012; VONO, 2012). Na presente pesquisa, optou-se por esse modelo de subnutrigéo,
pelo fato da caseina conter aminoacidos essenciais indispensaveis ao organismo, € a
sua supressao comprometer a estrutura de diversos 6rgaos e tecidos (DA SILVA, et
al., 2013; OHISHI, et al., 2012).

De acordo com Rozzi et al. (2005) os estresses ambientais durante o
desenvolvimento resultam em alteracdes transitérias do crescimento; cessada a acgao,
ha o retorno imediato do desenvolvimento normal. A subnutricdo protéica, que
promove a interrup¢gdo de uma determinada “programacao de crescimento pré-
estabelecida” (FARNUM et al., 2003; PRADER et al.,, 1963;) e & descrita como
responsavel por uma mudanga no ritmo e no tempo do crescimento do individuo
(GOLDEN, 1994; PUCCIARELLI, 1987) desempenha, nas fases pré e pdés-natal
precoce, um papel fundamental no crescimento pds-natal, que altera a programacgao
previamente determinada para o desenvolvimento de varios 6rgaos (BARKER, 2000;
LUCAS, 1994, 1998;), até mesmo ao longo de varias geragbes (MILLER; GERMAN,
1999; REICHLING; GERMAN, 2000). Com relacdo ao crescimento e ao
desenvolvimento craniofacial, o baixo teor protéico parece afetar os componentes do
neurocranio e do viscerocranio (DRESSINO; PUCCIARELLI, 1997) que, dada a

diversidade de origem embrioldgica, exibem ritmos de crescimento diferentes.
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Desta forma, alguns aspectos relativos a presente pesquisa devem ser
destacados. Inicialmente, muito embora sob o aspecto estatistico ndo se tenha
observado uma diminuigao na espessura das camadas do PC nos animais do grupo S,
como confirmado por Cavalli (2011), também na cartlagem do PC de ratos
subnutridos, o protocolo de subnutricdo empregado mostrou-se eficiente, uma vez que
foram observadas caracteristicas estruturais que podem ser relacionadas a um
processo de atraso no desenvolvimento, como o predominio da densidade de fibras
colagenas do tipo Ill no PC. Os dados também permitem inferir que o PC e a SB
exibiram aspectos diversos frente ao processo de subnutricdo, onde a aparente
desorganizagao das camadas, bem como a coloragao e densidade da MEC do PC dos
animais do grupo S, nao foi verificada na SB. Isto reforga a teoria da reacao distinta de
estruturas com origem embriolégica e ritmos de crescimento diversos e concorda com
Da Silva et al. (2013), ao afirmarem que a subnutricdo intrauterina é capaz de
determinar um retardo no crescimento dos 6rgdos em geral.

Ao curto prazo, a restricao protéica resulta também na diminuicdo da amplitude e
na concentracao de liberacdo de GH e de IGF-I no plasma, e na concentragao de
insulina, responsaveis pelo crescimento em geral (BOURRIN et al., 2000; EL-
KHATTABI et al., 2003; HAREL, TANNENBAUM, 1993; JIMENEZ-GANCEDO et al.,
2004; THISSEN et al., 1994; UNDERWOOD et al., 1994).

No PC, a producao de IGF-I foi confirmada por técnicas de biologia molecular e
imunohistoquimica (MAOR et al., 1993; VISNAPUU et al., 2002). Apesar do GH ter um
importante papel no crescimento e no desenvolvimento craniofacial de humanos
(PIRINEN, 1995), mais especificamente o IGF-I € um dos responsaveis pela sintese de
matriz nas cartilagens primarias e secundarias (MAOR et al., 1993; VISNAPUU et al.,
2001; XIAO-BING et al., 1998) uma condi¢gao confirmada em pesquisas de diferentes
autores na localizagdo IGF-IR nas camadas da cartilagem do PC.

Maor et al., (1993) detectaram esses receptores na camada pré-condroblastica do
PC de ratos neonatais, enquanto que, em ratos com 28 dias de vida, sua localizacao foi
verificada na parte superior da camada condroblastica (FUENTES et al., 2002; LIVNE et

al.,, 1997). Em estudos in vitro realizados por Oberbauer e Peng (1995) a maior
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reatividade do IGF-IR foi encontrada também na camada condroblastica dos discos de
crescimento, o local onde ocorre a maior taxa mitética no tecido.

O eixo IGF-I € marcadamente alterado em situacdes clinicas de subnutricio,
incluindo anorexia nervosa, diabetes mellitus mal controlada, bem como na subnutricao
experimentalmente induzida (MUNOZ et al., 1996; UNDERWOOD et al., 1994), com as
concentragbes circulantes de IGF-| drasticamente reduzidas, mesmo quando a
secrecado de GH encontra-se aumentada ou inalterada (ARGENTE et al., 1997).

A importancia dos dados obtidos no presente estudo reside especialmente no fato
de se ter confirmado a correlacdo dos IGFs com as condicbes nutricionais nos
diferentes grupos, evidenciando que a subnutricdo influenciou tanto na regulagdo do
peptideo IGF-I, como na expressao dos receptores (IGF-IR). Segundo LeRoith et al.
(1995) e MCDonald et al. (2007), o estado nutricional € o regulador mais importante
da expressao dos receptores de IGF-lI, estando o sistema de IGFs altamente
sintonizado com a disponibilidade de nutrientes responsaveis pelo crescimento. A
privagdo proteica (ou energética) afeta a transcricdo de RNAm do peptideo de IGF-I,
resultando em redugao dos seus niveis sanguineos e locais. Como forma de neutralizar
essa diminuigdo e manter os seus efeitos bioldgicos, € possivel que ocorra um aumento
da expressao do receptor, secundario a diminuigdo da concentracao local de IGF-I, por
um mecanismo fisiolégico denominado “upregulation” (PAS; EVERTS; HAAGSMAN,
2004). Os dados aqui expostos indicam a ocorréncia de diferengas estatisticamente
significantes das expressodes do IGF-I e de seu receptor entre os grupos N e S, uma vez
que os animais nutridos apresentaram alta expressdo para ambos, conferindo assim o
crescimento promovido pela presenca desse fator, e demonstrando o seu
comprometimento com a subnutricdo, uma vez que a mesma foi capaz de modificar o
padrao de expressao desse peptideo e de seu receptor, tanto no PC quanto na SB.
Diante disso, pode-se sugerir que, em termos quantitativos, os animais subnutridos
tiveram os seus mecanismos de crescimento alterados pela depleg¢ao proteica.

Existem controvérsias a respeito dos efeitos da restricido de nutrientes sobre as
concentragbes de IGF-IR, em diferentes tecidos. Desta forma, Gongalves (2012)
demonstrou em ratos jovens subnutridos que, além do padrdo morfoloégico da polpa
dental ter sofrido alteragdo, a expressao diminuida do IGF-l e do IGF-IR também
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acarretou no retardo do crescimento do tecido pulpar. No cortex cerebral e no cerebelo
de ratos jovens submetidos a subnutricdo proteica pré-natal, Maheshwari et al. (1997)
relataram um decréscimo de receptores de IGF-I; no entanto, a concentragcdo das
proteinas ligantes (IGFBPs) foi relativamente mais alta de IGFBP-2 e IGFBP-3, do que
a encontrada para os receptores, cujo significado poderia ser a manutengcdo da
atividade metabdlica, enquanto ha um retardo da proliferacdo e diferenciacéo
celulares.

Como, na presente pesquisa, ndo foram realizadas técnicas para se quantificar
as concentragdes séricas das IGFBPs, ndo se pode afirmar que a restricio proteica, ao
induzir a um decréscimo de IGF-I circulante nos animais do grupo S devido a um
mecanismo de “downregulation”, determinou uma redugcédo ainda maior na expressao
dos seus receptores (GUYTON; HALL, 2006). A hipdtese mais plausivel é a que leva
em consideragcdo a complexidade de interacdo dos hormoénios peptidicos com seus
receptores de membrana celular. Assim, considerando que o IGF-I raramente esta
ausente no ambiente celular e sua dissociacdo dos receptores ocorre de forma lenta
(ZHONG et al., 1993), é possivel que nos grupos aqui avaliados, os receptores (IGF-
IRs) estivessem sempre ocupados pelos ligantes (peptideos), dificultando a
interpretacdo em separado dos dados referentes ao peptideo e ao receptor, apenas

pela técnica de imunohistoquimica.
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No PC e na SB de ratos, com a metodologia empregada, e face aos resultados
obtidos, relativamente ao estado de subnutricdo, é licito concluir-se que:
1. A espessura das camadas constituintes do PC e da SB nao foram influenciadas;
2. Ocorreu uma diminuicdo da densidade de células imunorreativas ao |IGF-I e ao IGF-
IR;
3. Influenciou na composi¢cado da matriz cartilaginea;

4. Alterou a estruturagao colagena;

Desta forma, pode-se admitir que a subnutricdo, pelo menos na fase de vida dos
animais aqui avaliados, ndo promoveu alteragdes compativeis com degeneragao do

tecido cartilagineo, mas um atraso no desenvolvimento das estruturas do PC e da SB.
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