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Abreviaturas:

AT = Azul de Toluidina

cc = canal de cartilagem

cev = célula com citoplasma vacuolizado
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(39 = girino em estagio 39

G46 = girino em estagio 46

Hav = canal de Havers

KS = Queratam sulfato

MEC ou mec = matriz extracelular
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op = 0ss0 periosteal

pe = pericéndrio

PSH = picrossirius e hematoxilina
tf = tibio-fibula

ve = vesiculas
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zm = zona de maturagdo

XP = xylidine Ponceau

ca = cartilagem articular

cer = cartilagem de crescimento
ce = célula endotelial 7
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cp = capilar
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(332 = girino em estagio 32
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G41 = girino em estagio 41
GAGs = glicosaminoglicanos
HE = Hematoxilina e Eosina
me = mesenquima

mo = medula ossea

oe = 0ss0 endosteal

otb = osteoblastos

PG = Proteoglicanos

tef = tecido conjuntivo fibroso
to = trabécula dssea

V = vasos

zp = zona de proliferagdo

zh = zona hipertréfica



Resumeo

A cartilagem pode ser descrita como um tecido avascular contendo células
arredondadas separadas por uma matriz predominantemente basofila. As células da
cartilagem, os condrdcitos, produzem uma matriz extracelular constituida principalmente de
fibrilas de coldgeno tipo II e de grandes proteoglicanos agregantes. Em menores quantidades
sfo encontrados outros tipos de colageno e proteinas ndo colagénicas. Existem diferentes tipos
de cartilagens distintas principalmente, na composigio e organizaco dos componentes da sua
matriz extracelular. Durante o desenvolvimento, os ossos longos sdo precedidos por um
modelo cartilaginoso. Deste modelo cartilaginoso inicial, persiste nas extremidades dos ossos
um tipo de cartilagem hialina denominada de cartilagem epifiséria, que compreende a
cartilagem articular e a cartilagem de crescimento. Dos diferentes tipos de cartilagens, a
cartilagem de crescimento é talvez a mais dinidmica. Nesta cartilagem ocorrem processos de
proliferacdo, maturagio e hipertrofia celular. Estes processos sdo essencials para o
crescimento longitudinal do osso e formagio de osso endocondral. Estas descrigbes sdo
baseadas principalmente nos aspectos encontrados em aves ¢ mamiferos, que ja foram
exaustivamente estudados. Pouco se sabe destes processos em anfibios anuros, sendo que os
trabalhos anteriores muitas vezes mostram-se contraditérios no que diz respeito a ossificagio
endocondral e A calcificagio da cartilagem epifisdria. Este trabalho teve por objetivos
acompanhar o desenvolvimento ¢ o envelhecimento da cartilagem epifisiria de Rana
catesheiana, descrevendo os aspectos celulares e da matriz extracelular, com especial
referéncia ao crescimento 6sseo e a calcificagfio da cartilagem. Cartilagens epifisarias da
epifise distal do fémur e proximal da tibio-fibula de animais em diferentes fases de
desenvolvimento e envelhecimento foram utilizadas e submetidas a testes histoquimicos,
citoquimica enzimatica ¢ analises ultraestruturais. Os resultados demonstram que o fémur ¢ a
tibio-fibula sfo formados por ossificacfio periosteal de um modelo cartilaginoso. Este osso
periosteal forma uma estrutura tubular cujas extremidades se encaixam na cartilagem
epifisaria. Esta cartilagem epifisaria possui uma cartilagem articular bem desenvolvida e
apresenta projecdes laterais que recobrem a face externa do osso periosteal. Entre a cartilagem
lateral e o 0sso periosteal encontra-se o ligamento osteo-condral. Este ligamento osteo-condral
contem muita fibras de colageno do tipo I e ¢ muito vascularizado. Internamente a
extremidade do osso periosteal encontra-se a cartilagem de crescimento com as zonas de
reserva, proliferacio, maturagdo e hipertrofica. As células da zona de proliferagdo sdo
achatadas e separam-se no sentido perpendicular ao longo eixo do osso, ao contririo do que
acontece nos mamiferos. Os condrocitos hipertréficos mais distais apresentam aspectos de
degeneragio. Existem trém sitios distintos de calcificagio da cartilagem epifisdria. A
calcificaciio da cartilagem lateral € a mais freqilente e aumenta com o envelhecimento, os
outros dois sftios sfio encontrados na cartilagem de crescimento. Os testes de atividade de
fostatase alcalina revelaram intensa atividade desta enzima nos condrocitos proximos as dreas
de calcificagio e nos osteoblastos dos peridsteo. Ossificagdo endocondral s6 € encontrada na
epifise distal do fémur de animais velhos, sendo muito reduzida e, aparentemente, associada a
presenca de canais da cartilagem. E nos animais velhos que aparece também a ossificagio
endosteal, com a formagdo de canais de Havers. Células mononucleadas séio aparentemente
responsaveis pela erosdo da matriz da cartilagem hipertréfica ndo mineralizada e células
semelhantes a osteoclastos ou condroclastos erodem a matriz calcificada. Em conjunto, os
resultados revelam um tipo especializado de cartilagem epifisiria capaz de permitir um
crescimento Gsseo rdpido e de resistir aos impactos impostos as articulagdes durante os saltos.



Abstract

Cartilage is described as an avascular tissue with round cells embedded in a rather
basophilic matrix. Cartilage cells, the chondrocytes, produce an exiraccllular matrix
containing mainly type II collagen fibrils and proteoglycans. Minor collagens and non-
collagens proteins are also present in the cartilage matrix. There are different types of
cartilage, differing by the composition and organization of the matrix components.
Developmentally, long bones are precceded by a cartilaginous scaffold. Cartilage tissue
remains at the bone extremities where it is called epiphyseal cartilage. This cartilage can be
divided in articular cartilage and in growth cartilage. Growth cartilage is probably the most
dynamic cartilage because it bears processes such as cell proliferation, maturation and
hypertrophy. These processes are essential for the growth of long bones and for endochondral
bone formation. These processes are described following studies developed with birds and
mammals, that were already exhaustivelly studied. Little knowledge exists on the growth of
long bone in amphibians and previous publications are contradictory with regard to the
endochondral ossification and the calcification of the epiphyseal cartilage. The objective of
this work was to study the development and aging of the epiphyseal cartilage of Rana
catesbeiana, describing the cells and extracellular matrix, with especial attention to their role
in bone growth and cartilage calcification. Epiphyseal cartilage from the distal femoral
epiphysis and from the proximal tibio-fibula epiphysis of animals with different ages were
used and subjected to histochemistry, enzyme cytochemistry and ultrastructural analyses. The
results showed that the femur and tibio-fibula are constructed by periosteal ossification of a
cartilaginous scaffold. This periosteal bone become a tubular structure which inserts into the
epiphyseal cartilage. Epiphyseal cartilage contains a well developed articular cartilage and
presents lateral projections that cover the external face of the periosteal bone. In between the
lateral cartilage and the periosteal bone there is a osteochondral ligament. This ligament
contains many collagen fibers and blood vessels. The growth cartilage is found within the
periosteal bone with its reserve, proliferation, maturation and hypertrophic zones. Cells of the
proliferation zone are flat and divide in the longitudinal direction with to respect to the length
of the bone, as opposed to what happens in mammals. Hypertrophic chondrocytes present
degeneration aspects. There are three distinct calcification sites in the epiphyseal cartilage.
Lateral cartilage calcification is more frequent and increase with age, while the other sites are
found in the growth cartilage. Alkaline phosphatase activity was found in chondrocytes close
to the calcification sites and also in the osteoblasts of the periosteum. Endochondral
ossification is only found in the distal femoral epiphysis of old animals. However, it was very
reduced and apparently associated with cartilage canals. Old animals also has endosteal bone
containing haversian systems. Mononucleated cells are responsible for the erosion of the
uncalcified cartilage matrix and osteoclast-like or chondroclast-like cells erode the calcified
matrix. Together, the results show that the bullfrog epiphyseal cartilage is very especialized
tissue able of allow a fast bone growth and to support impacts on the joint during jumps.
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1 INTRODUCAOQO
CARTILAGENS

A cartilagem pode ser descrita como um tecido avascular que contém células
arredondadas ou ovéides separadas por uma matriz predominantemente basofila no contorno
da célula.

A cartilagem ocorre como o endoesqueleto de todos os embrides de vertebrados
acima de Agnata bem como do endoesqueleto de adultos de todos os Agnatas contemporineos
¢ Coondricties, ¢ muitos dos Condrostei. Ela persiste como parte do endoesqueleto dos anfibios
¢ decresce em quantidade nos répteis, aves ¢ mamiferos (PATT, 1969).

A formagdo da cartilagem no embridio envolve um pequeno numero de *“stem
cells” mesenquimais multipotentes. Estas células existem em diferentes tecidos e regides do
corpo. Alguns destes precursores, podem também dar origem a outras linhagens, ¢ em
particular, para as linhagens muscular, adiposa e 0ssea. Aparentemente, durante o processo de
diferenciacdo, as células precursoras perdem progressivamente sua multipoténcia. Nas
cartilagens estas células mesenquimais ddo origem aos condroblastos e condrdcitos. Na
diferenciagio dos condrocitos as células mudam drasticamente sua sintese de macromoléculas
da mattiz extracelular (MEC) (CANCEDDA et alii, 1995).

Os condrécitos sdo células esféricas ou ovéides com nucleo esférico e nucléolos
cvidentes. O citoplasma contém granulos de glicogénio ¢ numerosos vactiolos de lipidios.
Eletromicrografias de condrocitos revelam um complexo de Golgi bem formado, mitocondrias
alongadas e abundante reticulo endoplasmatico rugoso. S30 os condrocitos que produzem €
renovam constantemente a matriz extracelular que os envolvem.

Rodeando a drea de diferenciagdo da cartilagem forma-se uma membrana de
tecido conjuntivo fibroso, o pericondrio. Nesta area logo se estabelecem duas camadas mais
ou menos distintas, a camada fibrosa mais externa ¢ a camada condrogénica mais interna.

O crescimento de uma pega cartilaginosa processa-se de forma intersticial, onde as
células do interior da cartilagem dividem-se, formando grupos de 2, 4 ¢ até¢ 8 células e
secretando matriz, e/ou de forma aposicional, que ¢ a origem de novos condrocitos a partir de
células da camada condrogénica do pericondrio (PATT, 1969).

O tecido cartilaginoso inclui a superficie articular de todas a diartroses e o sistema
de sustentaciio dos sistemas respiratorio ¢ auditivo. Ele ocorre como anéis na laringe, na
traquéia e nos brdénquios, em todos os vertebrados.

As cartilagens sio conhecidas como tecidos avasculares, nutridas por difusdo dos
nutrientes a partir dos vasos do pericondrio. Isto reflete num metabolismo altamente
adaptado as condigdes de baixa tensdio de oxigénio, sendo que a conservagdo de
energia parece estar proxima do maximo (RAJPOROHIT et alii, 1996)

Embora a cartilagem seja comumente conhecida como um tecido avascular,
algumas cartilagens apresentam vasos sanguineos que sdo comumente conhecidos como
canais da cartilagem (HAINES, 1933).

Os canais da cartilagem podem ser encontrados nas cartilagens costal, laringeal,
traqueal e, principalmente, nas cartilagens epifisarias fetais (HAINES, 1933; SKAWINA et
alii, 1994). Estes canais da cartilagem contém arteriolas, vénulas, capilares e diversos outros
tipos celulares ao redor destes vasos.

Considera-se que a fungfo destes canais € a nutri¢do, principalmente de grandes
massas de cartilagem (HAINES, 1933). Experimentos em que estes canais foram bloqueados
Jevaram a necrose da cartilagem (SKAWINA et alii, 1994). Entretanto, vérios estudos com
canais da cartilagem epifisaria tém revelado que eles participam néo so da nutrigdo, mas
também de outros processos importantes que ocorrem nesta cartilagem.



TIPOS DE CARTILAGEM

Em sua forma basica a cartilagem ¢ clara e transparente, sendo conhecida como
cartilagem hialina. Podemos ainda definir outros tipos, as fibrocartilagens, a cartilagem
elastica, a cartilagem calcificada e a cartilagem mucosa ou condsoide (PATT, 1969).

A cartilagem hialina, mais freqiiente dentro do corpo dos animais, apresenta as
caracteristicas descritas acima para o tecido cartilaginoso em geral. Sua matriz extracelular
(MEC) sera descrita em detalhe mais a frente.

¥ibrocartilagem

A fibrocartilagem é um tecido de transi¢io que ndo apresenta um pericondrio e
tem fungdes e propriedades intermedidrias entre um tecido conjuntivo fibroso e a cartilagem
hialina (BENJAMIN & EVANS, 1990).

As células na fibrocartilagem estdo dispostas entre os feixes de coldgeno,
acompanhando o eixo longitudinal do 6rgdo. Condrocitos e fibroblastos sdio encontrados nas
fibrocartilagens. Em geral os condrécitos estdo localizados na porgdo central rodeados por
uma matriz territorial baséfila, enquanto os fibroblastos localizam-se perifericamente no orgéo
(BENJAMIN & EVANS, 1990).

As fibras de colageno podem estar irregularmente arranjadas na matriz da
fibrocartilagem, apresentando ondulagdes ou formando dngulos em relagdo ao eixo
longitudinal. O colageno tipo I € o mais abundante na matriz, mas o colageno tipo II pode ser
encontrado principalmente na matriz territorial (BENJAMIN & EVANS, 1990).

O maior constituinte ndo colagénico da matriz sdo os proteoglicanos que estdo
concentrados ao redor das células. Estes proteoglicanos assemelham-se bioquimicamente aos
da cartilagem hialina (VOGEL & KOOB, 1989).

Podemos encontrar {ibrocartilagens no disco intervertebral (anel fibroso), no
menisco, em sitios de ancoragem de ligamentos e tend@es nas epifises ¢ regides de tenddes
sujeitos a forgas de compressio (VOGEL & KOOB, 1989; BENJAMIN & EVANS, 1990;
CARVALHO, 1995)

Cartilagem Elastica

A cartilagem elastica, encontrada na orctha e na laringe, contém um numero
consideravel de fibras do sisterna elastico em sua matriz extracelular. E basicamente
semelhante & cartilagem hialina, mas seus condrécitos produzem junto com colageno e
proteoglicanos, fibras elasticas maduras (EGERBACHER et alii, 1995, CARVALHO et alii,
1996).

A presenga de fibras do sistema clastico nfo estd restrita a cartilagem elastica.
COTTA-PEREIRA ¢ cols. (1984) também descreveram a presenca destas fibras na cartilagem
hialina da traquéia e na fibrocartilagem do disco intervertebral de ratos. CARVALHO e cols.,
(1994) detectaram a presenga de fibras do sistema eldstico na fibrocartilagem de tendGes
sujeitos a forg¢as de compressio em coclhos e cies e FELISBINO ¢ cols., (1994 e 1995)
detectaram a presenga de tais fibras no pericondrio da cartilagem xiféide de Gallus gallus
domesticus. Em cartilagem articular, HESSE (1987) revelou a presenca de fibras do sistema
elastico tanto na camada superficial como nas camadas mais profundas.

Enquanto a fungio das fibras do sistema elastico na cartilagem elastica ¢ bem
conhecida, pouco se conhece da participa¢io destes componentes na fisiologia das demais
cartilagens.



A cartilagem calcificada

Na histogénese da ossificacdo endocondral, que sera vista mais adiante, a
calcificagdio da cartilagem ¢ tida como um pré-requisito para a sua degeneragio e destruigdo.
Isto é verdade nas situagdes em que a cartilagem tem uma fungéo provisdria ¢ € normalmente
substituida por osso. Em algumas espécies de condrictes, entretanto, a cartilagem calcificada
representa um tecido em si, ¢ esta pode também ser encontrada como um constituinte normal
de pequenas partes do esqueleto dos anfibios e répteis, especialmente em partes do esqueleto
hidide ¢ do condilo occipital. Estas observagdes sugerem que outros fatores, além da

calcificagfio durante a osteoneogénese, sdio responsiveis pelo processo degenerativo dos
condrdcitos (PATT, 1969).

Condroide

Possivelmente a mais primitiva categoria de cartilagem, o condréide € um tecido
conjuntivo fibroso que contém uma muatriz de dcido hialurdnico e condroitim sulfato, além de
uma rica populagdo de condrocitos e tem distribuicdo limitada, ocorrendo come o
endoesqueleto dos cicléstomos ¢ no ouvido externo de alguns roedores, tal como ratos e
morcegos. O nicleo pulposo do disco intervertebral ¢ uma categoria de condréide (PATT,
1969).

Além destes tipos mais comuns de cartilagens, podemos encontrar outros mais
restritos como o “hyaline-cell-cartilage™ e “fibrous-cell-cartilage” (BENJAMIN, 1989).

MATRIZ EXTRACELULAR DA CARTILAGEM HIALINA

Os componentes predominantes da matriz da cartilagem sfo as fibrilas formadas
de colageno tipo II e os grandes proteoglicanos agregantes. Em menores quantidades os
colagenos tipo VI, IX, X e XI e outras glicoproteinas, comumente chamadas proteinas nfo-
colagénicas, estdo normalmente presentes (HEINEGARD & OLDEBERG, 1989; EYRE et
alii, 1992).

Ao que parece, os colagenos II, IX e XI formam fibrilas copoliméricas dentro da
matriz. Tem sido demonstrado que os tipos IX e XI, e outros componentes da matriz podem
de alguma forma regular a formagdo e o didmetro das fibrilas de colageno tipo II
(MEINEGARD & OLDBERG, 1989; EYRE et alii, 1991 ¢ 1992).

Ja o coldgeno X € uma proteina encontrada, em condicGes normais, somente na
cartilagem hipertrofica, onde aparentemente favorece a mineralizacdo e a invasfo vascular
(ERLEBACHER et alii, 1995). Estudos indicam uma direta correlagdo entre o
desenvolvimento do aspecto hipertréfico dos condrdcitos e a sintese de coldgeno tipo X
(GIBSON & FLINT, 1985).

O agrecan ¢ o proteoglicano agregante (PG) mais abundante na matriz das
cartilagens. Esta macromolécula apresenta um eixo protéico com virias cadeias laterais de
glicosaminoglicanos (GAGs), ligados covalentemente ao eixo protéico. Estes GAGs sdo
formados por seqliéncias repetidas de dissacarideos, ¢ estes dissacarideos apresentam grupos
carboxilas e grupos sulfatos. Os tipos principais sdo o condroitim 4 ou 6-sulfato (CS),
dependendo da posi¢do do grupo sulfato, o queratam sulfato (KS) e o dermatam sulfato (DS).
Um outro GAG encontrado nas cartilagens é o acido hialurbnico que, entretanto, ndo é
sulfatado ¢ ndo forma ligagdes covalentes com o eixo protéico dos PG. Ao longo do eixo
protéico, entre as cadeias de GAGs, sfio encontrados oligossacarideos.

Nas extremidades do cixo protéico encontram-se trés dominios globulares (G), na
extermidade N-terminal temos G1 ¢ G2 e na extremidade C-terminal o G3. G1, junto com
uma proteina de ligagdo (muito semelhante a Gl), ¢ responsiavel pela interagio do
proteoglicano com o 4cido hialurSnico para formar os agregados de proteoglicanos. Logo apds
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(G2, no eixo protéico, existe uma regifio rica em cadeias curtas de queratam sulfato, em
seguida uma regido com alta densidade de cadeias longas de condroitim sulfato, que vai
diminuindo em diregio a G3 (HEINEGARD & OLDBERG, 1989; HAY, 1991).

Muitas propriedades do tecido dependem da fungdo combinada destas moléculas.
As fibrilas de colageno sdo resistentes a tensfio e reforcam o gel de proteoglicano
mecanicamente fragil. O gel de proteoglicano tem uma alta densidade de cargas negativas, a
qual resulta em uma grande pressdo osmotica, por causa do efeito Donnan. Assim, em
solugdo, proteoglicanos expandem-se para ocupar um volume 5 vezes maior ao que eles
ocupam no tecido /n sifu. Este inchamento ¢ contido pela intrincada rede tridimensional de
fibrilas de coldgeno e permite o tecido suportar forgas de compressdo. E este estado de pressdo
osmotica que produz a resisténcia das cartilagens e a permite atuar como base estrutural, por
exemplo, no esqueleto primitivo dos embrides dos vertebrados, no aparelho respiratério, no
ouvido externo e nas narinas dos humanos e outros mamiferos (HEINEGARD & OLDBERG,
1989).

Estas propriedades funcionais do tecido dependem da organizacdo das fibrilas de
colageno e suas associagdes dentro da matriz. Estes processos sdo provavelmente regulados
por outros constituintes, tais como outras proteinas ndo colagénicas de matriz (HEINEGARD
& OLDBERG, 1989). Algumas destas so ligadas a glicosaminoglicanos ¢ s@o como
pequenos proteoglicanos (HEDBOM et alii, 1992).

A cartilagem contém trés tipos de pequenos proteoglicanos, sfo eles o
fibromodulim, o decorim ¢ o biglicam. Q decorim apresenta uma cadeia lateral de CS ou DS,
dependendo do tecido e o biglicam apresenta duas cadeias de condroitim sulfato ou duas
cadeias de dermatam sulfato, dependendo do tecido. O fibromodulim apresenta 4 cadeias de
queratam sulfato. Pouco se conhece sobre a fungdo do biglicam, mas o decorim e o
fibromodulim ligam-se ao colageno via eixo protéico e regulam a fibrilogénese dos colagenos
dos tipos I e 1I, diminuindo in vitro a espessura atingida pelas fibrilas (HEDBOM &
HEINEGARD, 1989; HEINEGARD & SOMMARIN, 1987; VOGEL et alii, 1989).

Também for demonstrado que o decorim liga-se ao TGF-B (YAMAGUCHI et
alii, 1990), atuando, entdo, na regulacio do crescimento e diferenciagio celular.

Outras proteinas de matriz com supostas fungdes sdo: Proteina de 58 KDa, pode
promover a ancoragem da célula; Fibronectina, promove a ancoragem da célula via sequéncia
RGD, interagindo com o coldgeno e proteoglicanos; Proteina de 148 KDa (CMP) pode
interagir com proteoglicanos e/ou formar fibrilas; A CMP ¢ também um componente das
fibrilas de coldgeno 11, ela liga-se nas extremidades da tripla-hélice da molécula de colageno e
na fibrila ela localiza-se nas zonas “gap” (WINTERBOTTOM et alii, 1992); COMP (
proteina oligomérica de matriz de cartilagem), constituida de cinco subunidades de 100 KDa,
encontrada ao redor dos condrécitos, parcce ser uma proteina especifica deste tecido.
Acredita-se que ela tem um papel na manutengdo do fenétipo de condrécito { HEDBOM et
alii, 1992). Proteina de 36 KDa, promove a ancoragem da célula; Ancorina, liga-se ao
colageno Il e pode mediar a ancoragem do coldgeno no condrécito; Condrocalcina ou pro-
peptideo C- terminal do coldgeno 11, proteina associada com a ossificagfo endocondral, liga-se
ao calcio e tem forte afinidade por hidroxiapatita (POOLE et alii, 1984); ¢ a proteina Ch 21,
da qual ndo se conhece a fungdo, € produzida por condrdcitos hipertréficos (HEINEGARD &
OLDBERG, 1989; HEINEGARD & PIMENTEL, 1992).

Recentemente foi descrita a presenga de componentes de Idmina basal na
superficie de condrécitos da cartilagem do septo nasal, da cartilagem articular ¢ da placa de
crescimento. Estes componentes sdo o perlecan, um proteoglicano de heparam sulfato ¢ a
laminina, uma glicoproteina, ambos caracteristicos de ldmina basal. Nestes trabalhos foi




proposia a participagdo destes componentes na ancoragem dos condrécitos a matriz
extracelular (SUNDARRAIJ et alii, 1995; DURR et alii, 1996).

CARTILAGEM EPIFISARIA E O DESENVOLVIMENTO E CRESCIMENTO DE
0OSSOS LONGOS

Formacio do modelo cartilaginoso de ossos longos

Os membros comegam a brotar como uma pequena saliéncia lateral, a partir de
uma massa de mesénquima encaixada na ectoderme. Esta epiderme tem um espessamento ao
longo do eixo distal, chamado “Apical ectodermal ridge” (AER) (CANCEDDA et alii, 1995).

Informagdes posicionais ao longo do eixo antero-posterior sdo determinadas por
uma zona da margem posterior do brotamento, chamada zona de atividade polarizada
(TICKLE et alii, 1975; CANCEDDA et alii, 1995).

O crescimento do membro ao longo do eixo proximo-distal ¢ feito pela
proliferagdo de células no interior do mesénquima imediatamente sob a ectoderme (zona de
progressdo), em resposta aos sinais vindos da AER (SUMMERBELL et alii, 1973).

Fatores peptidicos de crescimento (FPC) tém sido implicados na indugdo do
mesoderma e diferenciagio dos primeiros modelos cartilaginosos do osso no primitivo
embrifio € no crescimento e diferenciagdo de condrocitos dentro da placa epifisaria de
crescimento, levando a formagio de osso endocondral (CANCEDDA et alii, 1995).

Trés classes principais de FPC tém sido associadas com estes processos: a familia
do TGF-B e moléculas relacionadas; a familia dos fatores de crescimento de fibroblastos; € os
fatores de crescimento tipo-insulina (incluindo a insulina). Outros fatores peptidicos de
crescimento, hormdnios ¢ moduladores soliveis com papeis na diferenciagio da cartilagem e
metabolismo, incluem 4cido retindico, hormoénios trijodotironina (T;) e tiroxina (Ty),
horménios esterdides, hormdnios de crescimento, hormdnio da paratiredide, hormdnio de
crescimento derivado de plaquetas, transferrina, condromodulina, “retinoic-acid-induced-
heparin-binding growth factor” (CANCEDDA et alii, 1995; JOYCE et alii, 1990; PAULSEN,
1994) e as proteinas morfogenéticas de osso e de cartilagem (REDDI, 1994).

Condensacido ¢ diferenciagio do modelo cartilaginoso

Apds a proliferagio das células mesenquimais na zona proximal e central do
brotamento, células mesenquimais pré-condrogénicas comegam a se empacotar € depois
estabelecem um contato célula-célula com “gap junctions” e comegam a se diferenciar em
condrocitos, num processo chamado de condensagdo (CANCEDDA et alii, 1995).

Um movimento celular ativo pode estar envolvido no processo de condensagdo in
vivo. Varios estudos histoquimicos tém demonstrado uma diminuicdo do espago extracelular
com aumento na densidade celular na drea de pré-cartilagem. Estas observagdes sugerem
mudancas dindmicas do material extracelular. A atividade de hialuronidase coincide com o
inicio da condrogénese no membro, além disto, os colagenos tipo 1 ¢ Il s@o os principais
componentes do mesénquima do broto do membro antes da condensagio, apresentando-se
uniformemente distribuidos através do tecido (SHINOMURA & KIMATA, 1990).

A condensagfio ¢ também caracterizada pela produgdo de proteoglicanos
sulfatados ¢ pela mudanga na sintese de colageno tipo I para coldgeno tipo II (EDE, 1983).
Depois disto, os condrécitos proliferam e aumentam a producfio de macromoléculas da MEC
até que cada célula esteja completamente rodeada por uma matriz (CANCEDDA et alii,
1995).



JA existem no estagio de condensagfio algumas evidéncias da polarizagdo das
células, a qual é manifestada pelo posicionamento do complexo de Golgi em relagdo ao
ntcleo (GOULD et alii, 1972).

A produgiio de matriz comega no centro do modelo cartilaginoso, na futura regiio
da diafise, sendo caracterizada por uma marca¢io metacromadtica com azul de toluidina e um
aumento no espago intercelular. Concomitante com a secre¢do de matriz esta a emergéncia de
dois tipos distintos de orientagdo das células. Um ¢ a orienta¢do perpendicular das ¢€lulas da
cartilagem em relagfio ao eixo longo do modelo. Esta ¢ melhor vista em cortes longitudinais,
onde as células aparccem achatadas e empilhadas como moedas. A outra orientagdo ocorre no
futuro pericdndrio, sendo melhor observada em cortes transversais, onde as células podem ser
vistas em uma diregéo circunferencial, sendo que estas orientagdes sdo sempre associadas com
a secregdo de matriz (RONEY et alii, 1984).

Na futura regido da epifise ndo existe, até entfo, o pericdndrio. Desta forma as
células da cartilagem misturam-se com o mesénquima ao redor. Contudo, com o
desenvolvimento, um pericdndrio mais definido se forma (RONEY et alii, 1984).

RONEY e cols. (1984) sugeriram que a forma do modelo cartilaginoso primitivo
pode ser determinada pelo pericondrio. Se as células da cartilagem e sua matriz sdo como um
fluido viscoso que vai dilatando, o pericdndrio pode dirigir esta dilatagdo agindo como uma
bainha continua.

Crescimento ¢ ossificaciio periosteal e endocondral do modelo cartilaginoso

Logo depois do modelo cartilaginoso do osso estar organizado, os condrocitos da
regido central comegam a aumentar seu volume (hipertrofiar), secretando e organizando uma
matriz extracelular diferente. Talvez a mais dramatica mudanga observada na MEC da
cartilagem hipertrdfica seja o aparecimento do coldgeno tipo X. Este coldgeno em condicdes
normais sé ¢ sintetizado por condrocitos hipertroficos, antes que ocorra a mineralizagio da
MEC (GIBSON & FLINT, 1985; CANCEDDA et ali, 1993).

Coincidente com a hipertrofia dos condrécitos e com a mineralizagiio de sua
matriz extracelular, ocorre a transformacfio do pericondrio em periosteo. Isto é acompanhado
pelo aumento da vascularizagiio do pericondrio e pela diferenciagio de células em
osteoblastos a partir da camada condrogénica do pericondrio. Estas células formam a camada
osteogénica do periosteo. Desta camada proliferam osteoblastos que depositam matriz 6ssea
ao redor da regifio mediana do modelo cartilaginoso, formando um colar periosteal. Esta
regido ¢ também chamada de diafise ou regidio diafisaria. A extensiio do colar, distal ¢
proximalmente, ¢ sincronizada com a degeneracio da cartilagem internamente. Desta forma,
em nenhum momento os membros do esqueleto falham na sua fungfio de suporte. Este
processo € denominado ossificagdo periosteal (PATT, 1969).

A degeneragdio da cartilagem hipertrofica internamente ocorre pela invasio de
vasos sangiliineos ¢ osteoblastos, sendo ela reabsorvida ou substituida por osso. Os
condrécitos  nas extremidades comegam a proliferar e a formar nova cartilagem, que
sucessivamente serd calcificada e substituida por osso (HOLTROP, 1972).

Desta forma um gradiente de diferenciagfio de condrocitos até a hipertrofia é
estabelecido em ambas as extremidades do 0sso. A estrutura cartilaginosa das extremidades ¢
chamada de cartilagem epifisaria.

Estas regides de proliferacio e hipertrofia sdo conhecidas como placa epifisaria de
crescimento ou cartilagem de crescimento. Em cada placa de crescimento, da extremidade em
direciio ao centro do osso, sdo observadas as seguintes regides histologicas: 1) zona de
reserva, que contém células esféricas com pouca ou nenhuma divisdo celular; 2) zona de
proliferagdo, onde células se dividem e ddo origem a uma coluna de células achatadas,
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secretando uma MEC hialina rica em coldgeno tipo Il; 3) zona de maturagio, onde as células
sdo redondas e comegam a aumentar seu volume; 4) zona de cartilagem hipertréfica superior,
caracterizada por células com volume de 5 a 10 vezes maior, pela sintese de colageno tipo X e
pela reducdio no volume da matriz por volume total do tecido; e 5) zona de cartilagem
hipertrofica profunda, onde ocorre a calcificagdo da MEC, principalmente nos septos
longitudinais (HOLTROP, 1972; GILBERT, 1991). Esta ultima regifio ¢é também chamada de
metafise, originada do centro primario de ossificagio endocondral (GANEY et alii, 1992).

Na matriz dos condrécitos hipertréficos foram encontradas intmeras estruturas
vesiculares, conhecidas como vesiculas da matriz. Sugere-se que estas vesiculas tenham
participag@o na calcificagdo da matriz extracelular do septo longitudinal entre os condrdcitos
hipertroficos. Estas vesiculas originam-se de brotamentos da membrana plasmatica dos
condrdcitos, apresentam atividade de fostatase alcalina e contém cristais de fosfato de calcio
(ANDERSON, 1969; AKISAKA et alii,1988; ARSENAULT & HUNZIKER, 1988).

Em algumas cartilagens epifisarias de aves ¢ na maioria dos mamiferos pode
ocorrer a formagio de um centro secundario de ossificagio endocondral. Eles se formam entre
a superficie articular e o centro primério de ossificagio endocondral.

A morfologia da placa de crescimento, tal como a quantidade da placa de
crescimento e o volume da cartilagem, variam de acordo com a espécie, dentro das espécies
nas diferentes idades e dentro do mesmo osso, cada extremidade pode crescer com
velocidades diferentes (BARRETO et alii, 1993).

Acompanhando todas estas transformagdes dos condrdcitos na placa de
crescimento ocorrem mudangas no contetdo da MEC e muitas especulagdes t&ém sido feitas
sobre o papel dos componentes da matriz nesses processos. Estudos demonstraram a
diminuigdio no tamanho dos agregados de proteoglicanos e um aumento no mimere de
mondémeros de proteoglicanos nfo agregantes, progressivamente em dire¢io & zona
hipertrofica calcificada (BUCKWALTER et alii, 1987).

Em um outro estudo com a placa de crescimento da regido proximal da tibia de
feto bovino observou-se um aumento progressivo da concentragio do agrecam e do acido
hialurénico da zona de maturagiio para a hipertrofica, sendo méaxima durante a mineralizagio
(ALINI et alii, 1992). SHEPARD & MITCHEL (1985) demonstraram que os proteoglicanos
aumentam de concentragiio justamente nos sitios de calcificagdo, formando estruturas em
rosetas na matriz da cartilagem hipertrofica.

VIDAL (1977) demonstrou mudangas na orientagdo macromolecular das cadeias
de GAGs acompanhando a maturagfio dos condrécitos, enfatizando o aumento no grau de
sulfatagdo dos GAGs. HARAB & MOURAQ (1989) detectaram bioquimicamente um
aumento pa concentragdo de condroitim 4-sulfato na cartilagem de crescimento de cio,
sugerindo a participagfio deste nos processos de calcificagio e ossifica¢do endocondral. Este
resultado foi confirmado recentemente por HAGIWARA e cols. (1995) utilizando estudos
imunocitoquimicos.

O pequeno proteoglicano decorim é produzido na cartilagem epifisaria e na zona
de reserva, mas nio nas zonas de proliferacdio, maturagio e hipertrofia (POOLE & PIDOUX,
1986).

Tem-se sugerido que a proteina tenascina mantém o fenétipo dos condrécitos da
cartilagem articular. PACIFICI e cols. (1993) demonstraram a associagdo da proteina
tenascina com o desenvolvimento da cartilagem articular e outras cartilagens permanentes,
enquanto estd ausente ou em quantidades reduzidas na matriz de cartilagens transitérias, e
placas de crescimento, que sofrem  maturacdo ¢ sdo substituidas por 0sso.

O papel dos componentes da matriz extracelular nos processos que ocorrem na cartilagem de
crescimento estd comecando a ser agora entendido.



O destino dos condrocitos hipertréficos e a absor¢io da cartilagem hipertrofica

Os condrdcitos hipertroficos da placa de crescimento sdo conhecidos por terem
uma breve histdria de vida. Acredita-se que, com a calcificagdo da matriz da cartilagem
hipertrofica, a matriz perde a capacidade de difundir os gases ¢ nutrientes, causando a morte
dos condrocitos (STAMBAUGH & BRIGHTON, 1980). Outros demonstraram que a morte
celular programada, apoptose, também contribui para a degeneragéo da cartilagem hipertrofica
(GIBSON et alii, 1995; ROACH et alii, 1995).

Outros estudos demonstraram que os condrocitos  hipertroficos  sdo
metabolicamente ativos, produzindo componentes especificos de sua matriz extracelular,
como por exemplo o coldgeno tipo X e as vesiculas de calcificagdo, sugerindo que eles sfio um
tipo celular especializado e ndo uma célula em degeneragiio (FARNUM & WILSMAN, 1987).

Atualmente alguns trabalhos tém comprovado antigas suposigdes que sugeriam
outro destino para os condrocitos hipertréficos. Estudos demonstraram a presenga de
osteopontina em alguns condrocitos hipertroficos. Estes também sintetizam outras proteinas
que sdo caracteristicas da matriz 6ssea. Essas incluem o coldgeno tipo I ¢ a fosfatase alcalina
especifica de osteoblastos. Estes resultados tém dado suporte & possibilidade de conversdo de
condrocitos hipertréficos em células osteogénicas. Outros estudos tém considerado a
metaplasia da cartilagem em osso (HAINES, 1942; HALL, 1970; FRANZEN et alii, 1989;
CANCEDA et alii, 1995).

Quanto a absorgiio da cartilagem hipertréfica, observagdes indicam que a mesma
ocorre por dois mecanismos diferentes. A absor¢io de cartilagem ndo mineralizada € mediada
por diversos tipos de células mononucleadas, células endoteliais e pericapilares enquanto que
a erosdo da cartilagem mineralizada € mediada por condroclastos (SCHENK et alii, 1967).

Nos capilares responsaveis pela absorcio da cartilagem sdo encontrados diversos
prolongamentos citoplasmaticos das células endoteliais ¢ das células perivasculares que
invadem a cartilagem ndo mineralizada (SCHENK et alii, 1967).

O processo de absor¢do da cartilagem mineralizada por condroclastos €
semelhante ao executado por osteoclastos para matriz dssea, como descrito por MARKS, Jr.
& POPOFF (1988). Alguns autores consideram poucas as diferencas estruturais e funcionais
entre condroclastos e osteoclastos (SCHENK et alii, 1967).

Além dos mecanismos tipicos de absor¢do de cartilagem mineralizada e ndo
mineralizada, LEE ¢ cols. (1995) classificaram de septoclastos as células responséveis pela
absor¢fo do septo transversal que nfo € mineralizado. Estas células, antes consideradas como
mais uma entre as perivasculares, apresentam inumeras vesiculas ricas em catepsina B, ¢
mononucleada e ndo ¢ reconhecida por anticorpos especificos para osteoclastos, macréfagos e
monocitos.

Canais da Cartilagem epifisaria

O sistema vascular que invade as condroepifises antes da formagdo do centro
secundéario de ossificagio € conhecido como canais da cartilagem. Estes canais contém
arteriolas, vénulas, capilares ¢ um tecido conjuntivo circundante com diferentes tipos
celulares.

Ixistem duas teorias principais para explicar o aparccimento dos canais nas
condroepifises a partir do pericondrio: eles seriam incluidos passivamente pelo crescimento da
cartilagem sobre os vasos do pericéndrio (HAINES, 1933), ou penetrariam por um
crescimento ativo dos vasos com destruigdo da matriz da cartilagem (LUFTI, 1970).

Outros capilares também invadem as condroepifises, mas na regido metafisaria.
Estes se originam da medula dssea ¢ invadem os espagos ocupados pelas células da cartilagem
hipertréfica, entre os septos longitudinais calcificados.



Nio se conhece totalmente a funcio destes canais nas epifises. Ja foi sugerida uma
funcdio na nutri¢fo da cartilagem (HAINES 1933). Outros pesquisadores sugeriram,ainda, que
os canais conduzem células mesenquimais necessdrias para o crescimento intersticial da
cartilagem (LUFTI, 1970). Existe também a hipotese de que esies canais participem ds
processos de ossificagdo endocondral e de formagio do centro secundario de ossificagdo. Para
esta ultima funcio os canais deveriam possuir também células que absorvem a cartilagem e
osteoblastos que formariam a matriz 6ssea (WILSMAN et alii, 1970; CHAPARD et alii,
1986; GANEY et alii, 1992; KUGLER et alii, 1979).

Contudo, a formagio dos canais da cartilagem, suas fungdes necessitam ainda de
estudos mais aprofundados.

Cartilagem axticular

Simultanecamente com a formacido da cartilagem de crescimento, outro tipo muito
especial de cartilagem também se forma nas extremidades das epifises, a cartilagem articular.
Esta cartilagem apresenta constituigiio e morfologia particulares, que garantem ao tecido o
desempenho de suas fungGes.

Uma das principais fun¢des da cartilagem articular ¢ dissipar os impactos de
cargas nas articulagGes, protegendo as extremidades Osseas. Esta propriedade ¢ dependente da
integridade dos agregados de proteoglicanos ¢ das fibrilas de colageno tipo II que formam
uma rede resistente (BROOM & POOLE, 1983).

Os proteoglicanos com suas cargas negativas geram uma pressdo osmética dentro
da matriz. Aproximadamente 60-80% da matriz ¢ constituida por adgua. A configuracio
espacial e grau de entrelagamento das fibrilas de colageno irdo determinar a eficiéncia com a
qual os proteoglicanos hidratados sdo imobilizados, influenciando assim as propriedades da
matriz (OLOYEDE et alii, 1992).

A orientaciio das fibrilas de coldgeno varia dentro da cartilagem articular, nas
regides superficiais ela corre tangencialmente e, mais profundamente, orientam-se de forma
radial. Esta organizagiio estd relacionada & direcdo de dissipagfio das forgas mecénicas. Ja o
gel de proteoglicanos hidratados estd virtualmente ausente da camada superficial mas ¢
encontrado em grande quantidade na camada intermedidria e profunda (BROOM & POOLE,
1983).

As forgas de compressdo na cartilagem articular parecem fazer parte da sua
fisiologia normal, sendo necessarias para a manutencio da composigo da matriz extracelular
dos condrocitos. Estudos em que estas forgas foram retiradas provocaram uma diminuicdo no
conteudo dos proteoglicanos (URBAN, 1994). Entretanto, excesso de peso ou compressdo
podem provocar danos a rede colagénica e, consequentemente, perda de proteoglicanos. Estes
danos estdo relacionados com doengas traumaticas, principalmente osteoartrite (HOCH et alii,
1983; LOHMANDER, 1994;.

O CI’{ESCIMENTO DE OSSOS LONGOS E A CARTILAGEM EPIFISARIA DOS
ANFIBIOS ANUROS

Até aqui foram relatados aspectos relacionados aos ossos e cartilagens de répteis,
aves e mamiferos. Pouco se conhece sobre estes processos para os anfibios anuros. Os estudos
com anfibios estdo limitados a trabalhos antigos de KASTICHENKO (1881), LUBOSCH
(1927), FROBOSE (1927) ¢ HAINES (1938 e 1942). Nestes trabalhos, que ndio apresentam
fotomicrografias, mas desenhos esqueméticos das estruturas epifisarias de diversas espécies
de anuros, foram descritos modelos de epifises presentes em todas as espécies estudadas.



As epifises estdo encaixadas num tubo Gsseo diafisario (como a cabega de uma
raquete na haste, figura 9), a cartilagem articular das epifises apresenta uma projegéo lateral
que recobre  a face externa do tubo dssco, formando um sulco estreito preenchido por um
tecido conjuntivo frouxo entre a “cartilagem lateral” ¢ a face cxterna do tubo dsseo. Este
tecido, altamente vascularizado, atua como uma camada celular do periéstec para 0 0850 €
como pericondrio para a superficie interna da “cartilagem lateral”.

Abaixo da cartilagem articular, por dentro do tubo ésseo diafisario, encontra-se a
cartilagem de crescimento com as zonas de proliferagdo, maturagdo e hipertréfica. As células
desta cartilagem ndo apresentam um arranjo colunar evidente.

Estas epifises apresentam diversas regides de calcificagdo, distribuidas de forma
distinta daquelas descritas para os outros grupos. HAINES (1942) denominou de “‘centro
secundario de calcificagio” as regides de calcificagdo da cartilagem articular ¢ Jateral. Além
disso, ocorre a formagio de trabéculas Jongitudinais e transversais na borda da cartilagem
hipertrofica com a medula 6ssea, o que tem sido sugerido como resultado de ossificagdo
endocondral.

A formagio das trabéculas dsseas também pode ocorrer na parede de canais da
cartilagens denominados de “canais perfurantes”. Estes canais podem ser considerados
projegdes da medula dssea para o interior da cartilagem hipertrofica.

O osso endocondral pode ser bem desenvolvido como em Rana esculenia ou, em
outros sem duvida mais especializados, pode ser totalmente ausente. O tipo de encaixe da
cartilagem epifisaria produz uma inser¢do muito firme da cartilagem na extremidade do tubo
4sseo, tornando o desenvolvimento de osso endocondral desnecessdrio (HAINES, 1938 ¢
1942). As epifises, no conjunto, parecem constituir uma recente e peculiar especializagdo para
o salto (imposta as estruturas primitivas). Em urodelos que sdo considerados menos evoluidos
o mesmo padrio de distribuicdo irregular das células da cartilagem de crescimento ¢
encontrado. Entretanto, estes animais nfio apresentam as expansdes laterais da cartilagem
articular (HAINES, 1942).

KEMP & HOYT (1969) estudaram o processo de ossificagio do f&mur dos girinos
de Rana pipens, mas nio se referiram 2 calcificagiio da cartilagem epifisiria e a ossificagdo
endocondral. MOPTY & CIMAROSTI (1979), num estudo com cinco espécies de anuros,
relacionou diferentes graus de calcificagiio da cartilagem articular, lateral e de crescimento e a
quantidade de osso endocondral com o peso. As maiores quantidades de calcificacio e o0sso
endocondral foram encontradas nos animais de maior peso.

McEVEN (1957), num estudo sem documentagdes, descreveu que os 0ssos longos
de Rana catesbeiana sio periosteais e que nflo ocorre ossificagio endocrondral, enfatizando
que as epifises permanecem cartilaginosas, mas ndo mencionou sobre os processos de
calcificagdo da cartilagem epifisaria.

Num trabalho mais recente, DIKSON (1982), descreveu a ultraestrutura da
cartilagem de crescimento do fémur de Rana temporaria. Ao contrdrio do que afirmavam
FROBOSE (1927) e HAINES (1938), de que ndo ocorre calcificagdo da cartilagem e nem
formagio de osso endocondral nesta espéeie, ele demonstrou processos de calcificagéo ¢ de
ossificagdo endocondral, principalmente nos animais mais velhos.

Fatos como este sugerem a necessidade de novas observagdes em outras especies,
principalmente naquelas que carecem de documentagdes mais precisas, acompanhando as
diversas fases do desenvolvimento e o envelhecimento, descrevendo mais detalhadamente a
estrutura da cartilagem epifisdria, as estruturas osseas, o tecido conjuntivo que preenche o
sulco, e os processos de calcificacfio e ossificagio endocondral. Estes aspectos sdo de grande
importdncia para a compreensdo da fisiologia desta cartilagem nos anfibios e também para os
outros grupos animais.
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OBJETIVOS

Considerando a grande especializagdio da cartilagem epifisaria dos anfibios anuros
e a necessidade de se conhecer os aspectos relacionados a capacidade de resistir as forgas
mecanicas e ao crescimento, este trabalho teve por objetivos acompanhar o desenvolvimento e
o envelhecimento da cartilagem epifisaria de Rana catesbeiana, descrevendo os aspectos
celulares e da matriz extracelular, com especial referéncia ao crescimento 6sseo.
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2 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas articulagdes do joelho de rds da espécie Rana
catesbeiana. As ris foram obtidas de randrio comercial da cidade de Atibaia-SP.

Os animais foram divididos em trés grupos: girinos (3 a 6 meses de 1dade), adultos
com 1 ano, pesando entre 140-180g e adultos velhos com idade de 3 anos. Os girinos foram
separados em estadios de desenvolvimento segundo a tabela de GOSNER (1960).

Clarcamento enzimditico ¢ coloracfio de ossos ¢ cartilagens

Alguns girinos nos estagios de desenvolvimento 32, 37, 38, 40 ¢ 46 foram
processados pelo método de diafanizacio e coloragéo de ossos e de cartilagens pelo vermeltho
de alizarina e azul de alcian, respectivamente. Foi empregado o método de TAYLOR (1985).

O material foi fixado em formol 10% por 3 dias. Apés sua lavagem por 2 dias em
4gua destilada foram retiradas a pele ¢ as viceras. O material foi entdo imerso em solucdo de
Azul de alcian (10 mg de Azul de Alcian, 80 ml de dlcool 95% e 20 ml de acido acético PA) e
deixado por 48 horas. Apds a coloragio das cartilagens o material foi transferido para uma
solucdo de alcool etilico 95% por 3 horas e hidratado em série etaldlica decrescente. Em
seguida o material foi transferido para agua destilada e deixado até afundar-se (3 horas). Apos
esta etapa o material foi colocado em solugfo de tripsina 0,1% em borato de sédio (70 ml de
4gua destilada ¢ 30 ml de solugdo saturada de borato de sédio). A solugdo foi trocada toda vez
que se tornou azulada, para que os ossos e cartilagens ficassem claramente visiveis e a
musculatura perdesse a cor azulada (2-3 semanas). O material foi transferdo para uma solugéo
aquosa de KOH 0,5% + alizarina 0,01% c¢ deixado por 48 horas, até quando 0s 0ss0s
tornaram-se distintamente vermelhos. Quando os ossos estavam totalmente visiveis o material
foi transferido para uma série de solugdes de KOH 0,5% + glicerina nas proporgdes de 3:1,
1:1 e 1:3, respectivamente. Nesta Gltima série foram colocadas 4 gotas de dgua oxigenada 3%
por 100 m! de solugdo para remover os pigmentos escuros. Finalmente, o espécime foi
preservado em glicerina pura com alguns cristais de Timol, para evitar crescimento de fungos
e/ou bactérias.

Histologia e Citoquimica

Os animais foram imobilizados por resfriamento ¢ mortos por secgdo da medula
cervical. Dos girinos foram processados inteiramente os membros inferiores. Os joelhos dos
adultos foram dissecados e retirados em conjunto a regido distal do fémur ¢ a regidio proximal
da tibio-fibula.

O material foi fixado por 2 dias em uma solugfio contendo formaldeido 10% e
NaCl 0,85% em tampdo fosfato 0,1M pH 7,2. A descalcificacdo foi feita em solugdo de dcido
acético 10%, NaCl 0,85% e folmaldeido 10% em 4gua destilada durante 10 dias (MULLINK
et alii, 1985; JOYCE et alii, 1990). Apds a descalcificagdio, o material foi lavado em agua
corrente por 24 horas, desidratado em série etandlica crescente, a seguir, diafanizado em dleo
de Cedro (2-3 dias) e incluido em Paraplast Plus. O material foi cortado com navalha de ago
em microtomo Jung.

Cortes longitudinais sagitais de 6-8 pm foram corados pela Hematoxilina de
Erlich e Eosina-Floxina (H&E) para as observacdes histologicas gerais, ¢ pelas seguintes
técnicas citoquimicas:

Azul de Toluidina (AT) 0,025% em tampéo citrato Mcllvaine a pH 4,0, para
radicais anidnicos (-PO5, -S0; e -COQ"). Os cortes foram corados por 15 minutos, lavados

em trés banhos de agua destilada, secos ao ar, clarificados em xilol e montados em bélsamo
do Canada (MELLO & VIDAL, 1980).
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Xylidine Ponceau (XP) 0,1 % em solugdo aquosa de acido acético 2%, pH 2,3,
para radicais catidnicos (NH;"). Os cortes foram corados por 30 minutos, lavados em dgua
destilada por 5 minutos e secos ao ar, clarificados em xilol e montados em balsamo do Canada
(MELLO & VIDAL,1980).

Picrossirius-Hematoxilina (PSH) para colagenos. Os cortes foram corados com
sirius red 0,1% em solugio aquosa saturada de dcido picrico por 60 minutos ¢ lavados por 5
minutos em agua destilada. Foram, a seguir, contra-corados com hematoxilina, lavados por 10
minutos em agua corrente, desidratados em série ctandlica crescente, clarificados em xilol ¢
montados em balsamo do Canadd (JUNQUEIRA et alii, 1979).

Impregnacio pela prata para fibras de coligeno. Os cortes foram oxidados em
solugio de permanganato de potassio a 2% por dois minutos, lavados em agua destilada.
Depois, foram imersos em solugdo de 4cido oxalico a 1% por um minuto e lavados em agua
destilada. Logo apos, foram tratados pelo alimen de ferro a 2% por um minuto, lavados em
4gua destilada e submetidos & impregnagdo pela prata amoniacal por dois minutos. Foram
lavados em agua destilada por dois minutos e tratados com solugdo de formalina 10% por trés
minutos ¢ lavados em 4gua destilada. A reagdo foi diferenciada com solugio de cloreto de
ouro a 2%, controlada ao microscépio. Os cortes foram entdo lavados em dgua destilada e
tratados com hipossulfito de sddio por trés minutos, Javados em é4gua destilada, desidratados
em série etandlica, clarificados em xilol e montados em balsamo do Canada (GOMORI 1937).

von Kossa para calcio. Para este teste o material néo foi descalcificado. Os cortes
foram imersos em solucdo aquosa de nitrato de prata a 10% e cxpostos ao sol durante 30
minutos, lavados em agua destilada e diferenciados rapidamente em hipossulfito de sodio a
5% (BEHMER et alii, 1976), lavados em édgua destilada e contra-corados com verde de metila
0,25% em tampdo acetato pH 4,0. Os cortes foram secos ao ar, clarificados em xilol ¢
montados em bélsamo do Canada.

QOutros fragmentos de cartilagens de girinos e animais adultos foram fixados e
descalcificados nas mesmas condicSes, mas foram desidratados parcialmente em dlcool 70%,
embebidos por 12 horas ¢ depois incluidos em Historesina JB4 (Polysciences). Cortes de 2-3
wm foram submetidos a alguns dos testes citados acima.

Citoquimica enzimaitica

Fragmentos da cartilagem epifisaria do fémur de animais adultos de | ano foram
fixados em formol 10% em tampdo cacodilato de sodio 0,2 M, pH 7,2 por 4 horas, lavados no
mesmo tampdo por 4 horas, desidratados parcialmente em alcool 70%, embebidos por 12
horas ¢ incluidos em Historesina JB4.

Cortes de 2-3 um foram submetidos aos testes da fosfatase alcalina e fosfatase
acida.

Para fosfatase acida os cortes foram imersos numa solugio de tampdo acetato
0,1M, pH 5,0, contendo w-naftil fosfato 0,1 % e vermelho rapido 0,1%. Para fosfatase alcalina
os cortes foram imersos numa solugfio tampdo Tris-HCI 0,2 M pH 10,0 com as mesmas
substiancias. Apds a reagdo, os cortes foram lavados em agua destilada e montados em
glicerina 80% (BANCROFT, 1982).

O material foi observado em Axioskop Zeiss, com luz normal e luz polarizada, ¢
fotografado em cores com filme Kodak Gold ASA 100-135 mm e em branco ¢ preto com
filme Kodak Plus X Pan ASA 125-135 mm.
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Microscopia Eletrénica de Transmissio

Fragmentos da cartilagem epifisaria distal do fémur (zona articular, zona de
proliferaglio ¢ maturagdo, zona hipertréfica superior, borda de contato da medula dssca ¢
cartilagem hipertréfica, canais da cartilagem com cartilagem hipertrofica ao redor ¢ a
extremidade de crescimento longitudinal do osso periosteal) foram fixados por 2 horas a
temperatura ambiente em uma solugdo de tampdo de Millonig 0,2 M pH 7,2 contendo
glutaraldeido 3% e acido tanico 0,25%, lavados no mesmo tampdo, pos-fixados em tetréxido
de 6smio 1%, lavados novamente e desidratados em série crescente de acetona (MILLONIG,
1962, COTTA-PEREIRA et alii, 1976). Fez-se a embebicdo “overnight” em acetona-epon
812 (1:1/v:v) e posteriormente a inclus@o em epon por 3 dias em estufa a 60° C.

Cortes semi-finos obtidos com navalhas de vidro em uitra-micrétomo LKB foram
corados com Azul de toluidina 1% em carbonato de sddio 1%. Cortes ultra-finos foram
obtidos em navalhas de diamante em ultra-microtomo LKB e recolhidos em telinhas de cobre
de 200 “mesh”. Os cortes ultra-finos foram contrastados com acctato de uranila 2% em
metanol (RIVA, 1974) e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).

Os cortes foram obscrvados em microscopio eletrfnico de transmisséo Philips
EM301 e eletromicrografados em filme Kodak 135 mm ASA 100.
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3 RESULTADOS

O desenvolvimento dos girinos

O desenvolvimento dos girinos observadoe pelo método do clareamento ¢ coloragio de
ossos e cartilagens

Este método revelou que, inicialmente, formam-se primordios cartilaginosos do
femur e da tibio-fibula (Figura 1a), que nos anuros sdo fundidos. Posteriormente ocorre a
deposicio de osso periosteal ao redor da regido central, primeiro no fémur e depois na tibio-
fibula (Figuras 1b-d). Este osso periosteal cresce longitudinalmente em direcdo as
extremidades (Figuras le-f) e as estruturas cartilaginosas ficam restritas as extremidades,
formando a cartilagem epifisaria (Figuras 1g-h).

Anilise histoldgica do desenvolvimento dos girinos

Os dados sobre o desenvolvimento comegam a partir dos girinos com estédio 34.
Provavelmente 0s processos que ocorreram anteriormente sdo muito semelhantes aqueles
descritos na Introducdo para outros grupos.

No estagio de 34, observou-se uma estrutura totalmente cartilaginosa, formando o
modelo osseo do fémur ¢ da tibio-fibula (Figura 2a). Muitas células mesenquimais
concentravam-se entre as epifises distal do fémur e proximal da tibio-fibula. A cartilagem
apresentou-se muito celular ¢ os condrécitos estavam rodeados por uma MEC
predominantemente baséfila (Figura 2a). Ao centro do fémur observaram-se condrocitos
hipertréficos contornados por um delgado pericndrio fibroso (Figuras 2 b-c).

No estagio de 35 (Figuras 3a-d), a estrutura cartilaginosa era muito celular nas
extremidades ¢ apresentava condrécitos hipertroficos na regido diafisaria (Figuras 3a-b). No
pericbndrio ao redor dos condrocitos hipertroficos encontrou-se uma matriz calcificada,
formando uma estrutura tubular. Esta matriz cra mais espessa no centro e diminuia de
espessura em diregdo as epifises (Figuras 3a, tf). Entretanto ndo se observou calcificagio da
matriz dos condrdcitos hipertroficos (Figura 3c).

Esta matriz Ossea corresponde ao osso periosteal que foi depositado no
pericondrio, que passou a ser o peridsteo, pois ja apresenta ostedcitos no seu interior (Figura
3d). Internamente, esta matriz 0ssea apresentava uma borda lisa com a cartilagem hipertrofica,
mas externamente demonstrava um aspecto granulado da deposigdao de calcio (Figuras 3 c-d)

Nas proximas idades, girinos de 37, 38 e 39 (Figuras 4a-c), além do crescimento
da estrutura cartilaginosa, observou-se o aparecimento da cartilagem lateral nas extremidades
das epifises (Figura 4a), o crescimento longitudinal do osso periostecal em direglo as
extremidades ¢ a formacdio inicial da cavidade da medula dssea (Figura 4b). As zonas da
cartilagem de crescimento ainda nfo estavam nitidas, mas pdde-se definir uma zona de
proliferacdio € uma zona hipertidfica (Figura 4b), que ndo apresentou aspectos de calcificagdo,
sendo que apenas 0 osso periosteal apresentou reagdo positiva para calcio (Figura 4¢). Foi
possivel observar a fina camada fibrosa do peridsteo, separando os osteoblastos da matriz
ossificada (Figura 4c¢).

Nos girinos de estagio 41 (Figuras 5 a-d), a cartilagem de crescimento estava
totalmente envolvida pelo tubo 6sseo periosteal. Esta cartilagem de crescimento apresentava
as zonas de proliferacdio, maturacfio ¢ hipertrofica, com muitas células sem arranjo colunar.
Existia uma malior propor¢io da zona hipertrofica em relagdo as outras duas (Figura 5a). A
borda da cartilagem hipertréfica com a medula Ossea era uniforme, sem penetragdes de
capilares (Figura 5b)
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FIGURA 1. Girinos em vdrios estagios de desenvolvimento processados pelo método de diafanizagdo ¢
coloragio de cartilagens em azul e ossos em vermelho. a) Girino em estagio 32 (G32), estruturas em forma de
pastao aderidas a pele e coradas em azul (seta), b) G37, membros inferiores formados e corados principalmente
de azul, mas j4 existe uma marcag@o em vermelho na regidio mediana ou diafiséria do fémur (setas). c-d} G38,
uma maior marcagio em vermelho no femur (seta) e o aparecimento da mesma marcagio no centro da tibio-
fibula (cabega de seta). A marcagio azul é vista principalmente nas articulages. e-f) G39, no fémur a marcagio
vermelha esta proxima as articulagGes enquanto que na tibio-fibula esta mais distante (seta). g) G41, marcagdo
vermelha predomina nos 08s0s ¢ a marcacdo azul nas articulagdes (seta). h) G46, animal apds tecente
metamorfose, com todos os membros formados, ossos corados em vermelho ¢ as cartilagens em azul, restritas 4
superficie articular dos 0ssos (seta). Aumentos: a) barra = 0,66 cm, b) barra = 0,66 cm, ¢) barra = | cm, d) barra
= 0,5 cm, e) barra = 1 ¢m, f) barra = 0,5 cm, g) barra= 1 cme h) barra = 0,75 cm.
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A extremidade de crescimento longitudinal do 0ss0 periosteal estava encaixada
num sulco de tecido conjuntivo formado entre a cartilagem lateral ¢ a cartilagem de
crescimento. Este tecido conjuntivo continha muitos vasos e células, provavelmente
osteoprogenitoras. Na superficie do osso periosteal existiam muitos osteoblastos com
citoplasma basofilo direcionado para a superficie 0ssea (Figura 5¢).

Nesta mesma idade, na tibio-fibula, que sempre apresentou 0s mMESMOS aspectos
de desenvolvimento com um certo atraso em relagdo ao fémur, na cavidade da medula Ossea,
junto a superficie interna do 0sso periosteal, foram observados restos de matriz metacromatica
da cartilagem hipertrofica (Figura 5d).

Nos girinos de estidio 46 (Figura 6a-b), acompanhando o crescimento
longitudinal do 0sso ocorreu também um aumento no didmetro da cartilagem epifisaria. A
cartilagem articular ¢ a lateral, muito semelhantes, apresentavam um aumento de volume € a
zona hipertrofica apresentou uma redugdo no seu tamanho longitudinal.

A borda da cartilagem hipertréfica com a medula 6ssea apresentou um aspecto
aniforme com muitas células mononucleadas em contato com a matriz da cartilagem (Figura
5b ¢ 6b}.

Em condicdes anormais de ossificagdo periosteal (Figuras 7a-c), foram
encontradas células polinucleadas ¢ células com muitas vesiculas, aparentemente erodindo a
matriz ¢ssea ¢ também a matriz cartilaginosa.

Até a metamorfose ndio foi observado calcificagdo da cartilagem hipertrofica e
nem ossificacio endocondral. A cartilagem epifisaria era formada somente por cartilagem
hialina nfio mineralizada e o osso periosteal continuava em forma tubular.

As observacdes destas fases de desenvolvimento do girino estdo resumidas na
figura 8.
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FIGURA 2. Cortes em historesina do membro inferior de G34 corados com AT. a-b) cortes
sagitais e ¢) corte transversal da regifio diafiséria do fémur. a) Visdo do modelo cartilaginose
do fémur (fe) e da tibio-fibula (tf), com a matriz extracelular metacromatica, € entre as
cartilagens muitas células, provavelmente mesenquimais (me), sem matriz metacromatica. b)
Detalhe da cartilagem do fémur com células hipertréficas (ch) na regifio mediana contornadas
por um pericondrio (pe). ¢) Corte transversal da regifio hipertréfica do fémur. Células
alongadas no pericondrio (setas), este ndo se cora pelo AT. Aumentos: a) barra = 100 pm, b)
barra = 50 pm, ¢) barra = 25 pm.
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FIGURA 3. Cortes em Paraplast de famur e tibio-fibula submetidos a técnica de von Kossa e
contra-corados com Hematoxilina. a) Epifise distal do fémur (edf) e epifise proximal da tibio-
fibula (eptl), reagdo positiva para cdlcio na regifio diafisaria ao redor da cartilagem
hipertrofica (ch). A marcaciio ¢ mais espessa no centro (seta). b) Detalhe da cartilagem
epifisaria do fomur (edf). Células alongadas na regido do pericondrio (pe) e 0s condrocitos da
extremidade ndo muito diferenciados. ¢) Aspecto granular da reagio na superficie externa
(setas) € internamente, uma borda lisa (cabega de seta) com a cartilagem hipertréfica (ch), que
njo apresenta reagao positiva. d) Detalhe da tibio-fibula mostrando algumas células no

interior da matriz que apresenta reacio positiva para célcio (setas). Aumentos: a) barra = 200
{m, b-d) barra = 25 pm.
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FIGURA 4. a) Corte em Paraplast corado com H&E. G 37, cartilagem lateral (cl) da epilise
distal do fémur (edf) e, em menor tamanho, na epifise proximal da tibio-fibula (eptf), a
cartilagem hipertrofica mais ao centro (ch). b) Epifise proximal da tibio-fibula do G 38, corte
em paraplast corado com H&E. Entre a cartilagem lateral (®) e a zona de proliferagdo (zp),
encaixa-se a extremidade de crescimento longitudinal do osso periosteal (setas menores). Este
osso ¢ mais espesso na regido diafisaria (estrelas). Grande quantidade de cartilagem
hipertrofica (ch) e as primeiras formagdes da medula dssea (seta maior). ¢) Corte em paraplast
de material ndo descalcificado submetido a técnica de von Kossa e contra corado com
Hematoxilina. G 39, reagfo positiva na matriz dssea, que apresenta uma fina superficie fibrosa
(setas). A cartilagem hipertréfica (ch) ndo apresenta reagio positiva para calcio. Aumentos a-
b) batra = 200 um e ¢) barra = 150 pm.
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FIGURA 5. Fémur ¢ tibio-fibula de G41. a ¢ d) cortes em paraplast corados com AT, b) corte em historesina
corado com AT ¢ ¢) corte em historesina corado com H&E. a) Vis#o geral o fémur mostrando que a cartilagem
lateral recobre 2 extremidade de crescimento longitudinal do osso periosteal (setas). Internamente ao 0sso, esta a
cartilagem de crescimento, bastante extensa, com condrdcitos achatados na zona de proliferagdo (zp),
condrocitos mais ovais na zona de maturacdo (zm) e muitos condrocitos hipertroficos {ch). b) Borda lisa da
cartilagem hipertréfica (ch) com a medula dssea (mo) e o osso periosteal contornando estas estruturas (op). ©
Extremidade crescimento longitudinal do osso periosteal (op). Nesta regido entre a cartilagem lateral e o osso
psta presente WM tecido conjuntivo muito vascularizado e na superficie do peridteo observam-se células com
amplo citoplasma, polarizado em diregfo ao osso (setas). V = vasos. d) Regifio diafiséria do osso periosteal (op)
da tibio-fibula. Corte tangencial da superficie interna do osso com intensa marcaco metacromatica (estrela). O
0ss0 & mais espesso no centro e vai diminuindo progressivamente de espessura em dirego as extremidades.
Muitas células cobrem toda a superficie externa do 0sso (setas). Aumentos: a) barra = 200 pum, b) barra = 200
B, C) barra = 25 um e d) barra = 100 um.
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FIGURA 6. Cortes em historresina de cartilagem epifisaria distal do fémur de G46, corado
com AT. a) Cartilagem articular (ca) em unido com 2 cartilagem lateral (cl). Extremidade de
crescimento longitudinal do osso periosteal (estrela). Zona de proliferagdo (zp), zona de
maturagdo (zm) e zona hipertréfica (ch) da cartilagem de crescimento. b) Interface da medula
6ssea (mo) e a cartilagem hipertréfica (ch). Células medulares mononucleadas em contato
com a cartilagem hipertréfica, algumas dentro dos espagos antes ocupados por condrocitos
(setas). Aumentos: a) barra = 200 um, b) barra =25 pm.
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FIGURA 7. Cortes em historresina de G44 corados com AT. a) Uma aparente zona de
ossificacio distinta das descritas anteriormente. Presenca de células polinucleadas, com
citoplasma basofilo, aparentemente erodindo a matriz 6ssea e a cartilagem hipertrofica (setas).
A matriz da cartilagem hipertrofica apresenta uma maior metacromasia nesta regido (estrela).
b) Detathe de uma célula polinucleada (cpn). Entre elae a matriz cartilaginosa ha uma outra
célula com abundante citoplasma vacuaolizado (ccv). €) Célula polinucleada com um ou dois
nucléolos por nucleo (setas). Aumentos: a) barra = 50 um, b-c) barra = 10 pm.
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FIGURA 8. Representagiio esquemdtica do desenvolvimento do fémur ¢ da tibio-fibula. a) G32-34, estrutura
inteiramente cartilaginosa com condrécitos hipertroficos no centro e células achatadas nas extremidades. b) G35,
forma-se um colar de osso periosteal ao redor do centro da cstrutura cartilaginosa. ¢} G36-G37, hd um aumento
da estrutura cartilaginosa com muitas células hipertréficas acompanhado do osso periosteal, ¢ nas extremidades
o inicio da formagio da cartilagem lateral. @) G38-39, cartilagem lateral recobre externamente a extremidade de
crescimento do ©osso periosteal € na regifio mmediana vases penetram na carlilagem hipertréfica e comegam a
formar a cavidade da medula éssea. ¢) G40-41, a estrutura cartilaginosa ¢ muito celular, com distingdo entre a
cartilagem arlicular, que continua lateralmente, e a cartilagem de crescimento interna ao tube 6ssco,. O oss0 ¢
mais espesso no centro e diminui em espessura nas extremidades. A superficic de contato da cartilagem
hipertrofica com a medula 6ssca ¢ lisa . ) (G46, a cartilagem fica restrita a extremidade do osso, formando a
cartilagem epifisdria (seta menor). Internamente ao tubo 6ssco enconlra-se a cartilagem de crescimento. Na
extremidade esta a cartilagem articular e, lateralmente, a cartilagem lateral. Esta dltima ¢ semelhante a
cartilagem articular. A estrutura dsseca ¢ puramenic de osso periosteal (sctas maiores), ndo apresentando

trabéculas Osscas abaixe da cartilagem hipertréfica, que também ndo apresenta aspectos de calcificagio. Nio foi
observado tambdém osso endosteal. Medula dssea (mo).
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A ESTRUTURA DA CARTILAGEM EPIFISARIA DE RAS ADULTAS JOVENS E DE
RAS VELHAS

A cartilagem epifisaria da rd adulta ¢ aproximadamente duas vezes maior que a
dos girinos em metamorfose ¢ apresenta as caracteristicas basicas da estrutura das epifises dos
anfibios anuros. Uma estrutura cartilaginosa encaixada na extremidade do tubo osseo
periosteal, ¢ cobrindo a superficie externa do tubo 0sseo, um tecido conjuntivo fibroso muito
vascular que se insere na cartifagem lateral, que ¢ uma projegio da cartilagem articular. Esta
cartilagem epifisaria pode ser dividida morfologicamente em trés cartilagens, a cartifagem de
crescimento, a cartilagem articular ¢ a cartilagem lateral (Figura 9).

Estrutura das diferentes cartilagens da epifise

A. cartilagem de crescimento apresentou as caracteristicas zonas de reserva,
proliferagio, maturagio e hipertrofica (Figura 10a). Esta cartilagem era muito celular
apresentando ampla matriz ao redor das células.

A zona de reserva foi identificada mais por localizagdo do que por uma
morfologia prépria, pois era muito semelhante a cartilagem articular. Ela continha células
ovais, com nucleos esféricos, isoladas ou aos pares, separadas por uma abundante matriz
extracelular (Figuras 10a e 11a).

Abaixo da zona de reserva encontrou-se uma ampla zona de proliferagdio com
muitas células achatadas. Estas células apresentavam um nucleo alongado, as vezes periférico
¢ citoplasma basofilo (Figuras 10a ¢ 11b-c). Apos a divisdo, as células separam-se
lateralmente, no sentido perpendicular ou diagonal ao longo eixo da cartilagem, pela
deposi¢iio de matriz extracelular entre elas.

Na zona de maturacio as células tinham um formato mais oval, com micleos
esféricos mais centrais (Figura 11d).

Na zona hipertrofica, as células apresentavam abundante citoplasma vacuolizado ¢
ntcleos com diversos fenétipos. Separando os condrécitos hipertroficos existia uma grande
quantidade de matriz extracelular (Figuras 10a e 11e).

Em todas as zonas da cartilagem de crescimento pdde-se observar que as células
ndo apresentavam nenhum arranjo colunar.

A cartilagem articular e a cartilagem lateral eram muito semelhantes, contendo
condrocitos com forma oval ¢ ndcleos esféricos, formando grupos de 2 ou 4 células,
principalmente. Estas células estavam separadas por uma abundante matriz extracelular, que
se mostrava metacromatica quando corada com AT (Figuras 12a, 14 ¢ 15). Na superficie
destas cartilagens encontrou-se o um pericondrio fibroso com células alongadas (Figura 12a).
Na camada condrogénica do pericdndrio foram encontradas diversas figuras de mitose
(Figuras 12 b-g).

Na extremidade da cartilagem lateral foi encontrada uma estrutura semelhante a
uma fibrocartilagem, com um aspecto fibrilar na matriz interterritorial dos condrocitos
(Figuras 13a-b).

A estrutura tubular do osso periosteal envolvia toda a cartilagem de crescimento, e
entre 0 0sso periosteal ¢ a cartilagem lateral encontrou-se um tecido conjuntivo fibroso muito
vascularizado (Figura 14a). Na superficie interna do osso periosteal em contato com a
cartilagem de crescimento foram observados condrécitos com matriz calcificada, ¢ estas
células apresentam um melhor aspecto de preservagio que os condrécitos mais distantes da
matriz calcificada (Figura 14b).
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O tecido comjuntivo ou ligamento osteo-condral que liga osso periosteal a cartilagem
lateral

Separando a face interna da cartilagem lateral da superficie externa do osso
periosteal foi encontrado um tecido conjuntivo fibroso que foi denominado de ligamenio
osteo-condral .

Este tecido conjuntivo era mais frouxo proximo a extremidade do 0sso periosteal ¢
mais fibroso progressivamente em diregfo ao centro (Figura 14a). Em corte transversal foi
possivel observar varios fibroblastos alongados, orientados no sentido das fibras de colageno
(Figura 15a-b). Estas fibras de colageno eram mais grossas quando se inseriam na cartilagem
lateral e mais finas quando proximas a superficie dssca (Figuras 16a,c-d). Na cartilagem estas
fibras conferiam um aspecto fibroso a matriz na regidio de inser¢do (Figuras 15a e 16a).
Algumas destas fibras apresentavam um aspecto ondulado, que pode ser uma morfologia em
“crimp” (Figuras 16a ¢ d). Ndo foram encontradas fibras reticulares nesta regido, apenas ao
redor dos capilares (Figura 16b). Ndo foram observadas fibras do sistema elastico.

Muitos osteoblastos foram encontrados formando uma monocamada na superficie
externa do osso periosteal (Figuras 14a, 15a ¢ 16a). Outro tipo celular foi encontrado nesta
regifio, localizado preferencialmente acima dos osteoblastos, entre as finas fibras de colageno.
Estas células foram identificadas principalmente pelo distinto fendtipo nuclear (Figura 16a).

Os canais da cartilagem e as células que absorvem a cartilagem de crescimento

Canais da cartilagem contendo capilares e diversos tipos celulares foram
encontrados na cartilagem de crescimento da epifise distal do fémur. Estas estruturas nio
foram encontradas na epifise proximal da tibia, nem mesmo nos animais mais velhos.

Estes canais se originavam da medula 0ssea e penetravam na zona hipertrofica, e
as vezes, atingiam a zona de maturagdo (Figuras 17a-b). Entre os canais ¢ a superficie da
matriz da cartilagem foram encontrados sitios de ossificagfio, com ostedcitos no interior da
matriz Ossea e muitos osteoblastos na superficie (Figuras 17 a e d). Esta matriz 6ssea formava
trabéculas Osseas depositadas na superficie da cartilagem e permaneciam no interior da
medula dssea apos a absor¢do da cartilagem.

Diversos tipos celulares foram encontrados em contato com a matriz da
carlilagem, seja no interior dos canais ou na borda da cartilagem hipertrofica com a medula
dssea. Estas células mononucleadas foram divididas em trés tipos principais: células com
ntcleo esférico ¢ citoplasma vacuolizado (Figura 18a), células com ntcleo periférico e
citoplasma baséfilo (Figura 18b) ¢ células com nicleo alongado (ou, as vezes, irregular) com
um ou dois nucléolos evidentes ¢ citoplasma disperso (Figuras 17¢, 18c-e). Estas células
estavam em intimo contato com a matriz da cartilagem e, as vezes, ocupando os espagos dos
condrocitos.

Também foram encontradas células binucleadas e células polinucleadas com
citoplasma basofilo, as vezes associadas a matriz da cartilagem (Figura 18f-g) ou com a
matriz 6ssea (Figura 18f). A presenga destas células esteve sempre associada com uma matriz
cartilaginosa mais basofila (Figura 18g) ou com a matriz 6ssea (Figuras 7a-c € 18f).

Calcificaciio da cartilagem

A técnica de von Kossa revelou a presenca de calcio em uma faixa extensa da
cartilagem lateral acompanhando o tubo 6sseo periosteal ¢ em algumas regides da cartilagem
articular (Figuras 19a-c). Estas regides apareciam como “descontinuidades” no material
descalcificado (Figuras 10b, 14a e 19d-¢). Quando a reagiio de von Kossa foi mais
diferenciada com hipossulfito de sodio (Figura 19¢) revelou-se um arranjo concénirico da

26



calcificagdo. Em outros cortes descalcificados pdde-se observar um aspecto granulado desta
calcificacio (Figura 19d).

Manchas mais basofilas na matriz da cartilagem, que s3o consideradas na
literatura como indicios de calcificagfo, foram encontradas na maioria dos animais estudados,
tanto no fémur como na tibia, na zona de maturacio em contato com a superficie do osso
periosteal. Estas manchas apresentavam uma distribui¢fio delimitada, ndo estendendo-se por
toda cartilagem nos animais adultos jovens (Figuras 20a-c), mas nos animais velhos ocorre em
toda a zona de maturagio somente (Figura 10b).

Estes aspectos de calcificagio foram encontrados tanto na epifise distal do fémur
quanto na epifise proximal da tibia.

Uma outra alteragdo com aspectos distintos dos descritos anteriormente foi
encontrada esporadicamente na zona hipertréfica, s vezes atingindo a zona de maturacio da
cartilagem de crescimento da epifise distal do fémur de animais adultos Jovens de maior peso
(180g). Sdo estruturas baséfilas esféricas que apresentavam um ceniro mais corado e
apareciam isoladas ou fundidas (Figuras 10a e 21a e ¢). Elas se concentravam mais nas bordas
da cartilagem hipertrofica associadas com trabéculas dsseas.

Ossificagio endocondral na cartilagem de crescimento

Na maioria dos animais adultos jovens, assim como nos girmos, nio foram
observados indicios de ossificacdio endocondral, A cartilagem tinha uma borda lisa com a
medula, como observado nos girinos (Figuras 5b e 0b) e apenas células mononucleadas
estavam em contato com a cartilagem. Entretanto, nos animais de maior peso (180g) e nos
animais velhos, diversas estruturas semelhantes a trabéculas Osseas foram encontradas na
superficie da cartilagem de crescimento da epifise distal do fémur (Figuras 10a-b, 17aedc
21a-b). Muitos osteoblastos estavam presentes na superficie destas trabéculas (Figura 17d).

Estas  trabéculas nfo  apresentavam uma orientagio preferencial, mas
acompanhavam as bordas da cartilagem.

Algumas vezes esta ossificagio era acompanhada de uma maior basofilia da
matriz da cartilagem (Figuras 10a ¢ 21a-b) e em outras nio (Figuras 10be i7ae d).

Nos adultos jovens estas trabéculas, quando presentes, estavam sempre associadas
a superficie da cartilagem (Figuras 10a, 17a ¢ d ¢ 2la-b), mas nos animais velhos, apés a
constante absorgdo da cartilagem de crescimento, estas trabéculas apareciam isoladas na
medula 6ssea (Figuras 10b e 23a) e, as Vvezes, apresentavam resquicios de matriz de cartilagem
no seu interior (Figura 23a).

Em todos os animais estudados niio foram encontradas trabéculas Osseas ou canais
da cartilagem na epifisc proximal da tibia, estas estruturas sé foram encontradas na epifise
distal do fémur.

Ossificacio endosteal

Osso endosteal foi encontrado, tanto no fémur quanto na tibia, na superficie
interna do osso periosteal. Entre eles estavam presentes alguns resquicios de matriz baséfila
de cartilagem (Figura 22b). Este osso endosteal era mais fino proximo a cartilagem de
crescimento € se espessava progressivamente em diregdo a regifio diafisiria. Na regido
diafisaria pdde-se observar canais de Havers (Figuras 22b-c).

Os aspectos de calcificacdo da cartilagem, ossificacio endocondral, ossificagdo
periosteal ¢ ossificagdo endosteal estdo esquematicamente resumidos na F igura 24.
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Atividades de fosfatase alcalina ¢ acida

Atividade de fosfatase alcalipa foi detectada nos osteoblastos encontrados na
superficie do osso periosteal € nos condrociios da cartilagem de crescimento € nos condrocitos
da cartilagem lateral proximos & arca de calcificagio. Esta atividade apareceu em todo
citoplasma dos osteoblastos ¢ nos condrocitos apareceu associada a sua superficie
principaimente  (Figuras 23a-b). Também foi detectada atividade de fosfatase alcalina
associada & superficie dos condrocitos hipertroficos mas ndo na sua matriz extracelular (dados
nédo mostrados).

Atividade de fosfatase acida foi detectada em células polinucleadas associadas
com as trabéculas Osseas (Figuras 23c-d). Esta atividade também foi detectada em células
mononucleadas encontradas em contato com a matriz da cartilagem (dados nio mostrados).

Animais velhos

As observacdes feitas nos animais velhos revelaram uma diminui¢do na espessura
da cartilagem de crescimento, principalmente da zona de proliferagdo e hipertrofia. Observou-
se um maior nimero de trabéculas dsseas no interior da medula 6ssea, associadas ou ndo com
a cartilagem de crescimento (Figura 10b). Além disso, ocorreu uma maior calcificacdo da
cartilagem lateral e articular ¢ da zona de maturagdo da cartilagem de crescimento (dados ndo
mostrados). Ocorreu também um espessamento da estrutura 6ssea, devido principalmente 2
produgdo de osso endosteal lamelar, com canais de Havers.

Na cartilagem de crescimento da epifise proximal da tibio-fibula ndo foram
encontrados canais da cartilagem e nem trabéculas ésseas. A borda da cartilagem com a
medula 6ssea ¢ uniforme, com células mononucleadas em contato com a matriz. Esta
cartilagem apresenta-se muito reduzida contendo apenas uma estreita zona de proliferagéo e
maturagio (dados ndo mostrados).
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FIGURA 9. Desenho esquematico da cartilagem epifisaria da 13 adulta jovem. Diferentes
estruturas cartilaginosas formam esta epifise: cartilagem articular (1), cartilagem lateral (2) e
cartilagem de crescimento (3) com suas diferentes zonas. A cartilagem de crescimento esta
totalmente contida dentro da extremidade do tubo dsseo (setas). Entre a cartilagem lateral ¢ a
face externa do tubo dsseo encontra-se um tecido conjuntivo fibroso muito vascularizado,
contendo diferentes tipos celulares. Medula 6ssea (mo).
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FIGURA 10. Cartilagem epifisaria de ra adulta jovem em a e cartilagem epifisdria de ra velha em b, cortes
sagitais em paraplast corados pela H&E. a) Pericondrio (pe) da cartilagem articular (ca) e a distribuigfio das
diferentes zonas da cartilagem de crescimento, zona de reserva (zr), zona de proliferagio (zp), zona de
maturagdo (zm) e Zona hipertrofica (zh), mas as células nio apresentam um arranjo colunar. Trabécula dssea na
borda da cartilagem hipertrofica com a medula 6ssea (seta) e um canal da cartilagem no interior da cartilagem
(cc). Marcagio mais basofila em algumas regides da matriz da zona hipertrofica (estrela). Medula dssea {mo).
by Reducio no tamanho das zonas da cartilagem de crescimento € um aumento no namero de estruturas
trabeculares (setas maiores) na borda da cartilagem hipertréfica com a medula dssea (mo). Alguns canais da
cartilagem (cc) € uma outra marcagio mais basofila na matriz dos condrécitos da zona de maturagio (estrela).
Presenca de «descontinuidades” da matriz da cartilagem articular (setas menores). Existe uma diminuicdo da
basofilia da matriz nas areas de erosio (cabegas de setas). Aumen{os: a) e b) barra = 200 pm.
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FIGURA 11. Células das diferentes zonas da cartilagem de crescimento. &, b e d cortes em Paraplast
corados com H&E e ¢ ¢ e cortes em historresina corados com AT. a) Zona de reserva (zr) com células
ovaladas € nticleo esférico e uma abundante matriz extracelular entre as células. b) Zona de
pmliferagﬁo com células achatadas em constante divisdo ¢ aparentemente com um padrio de
separagio jateral ou obliquo das células (setas). ¢) Detathe das células da zona de proliferagdo, o
citoplasma & muito basofilo (seta) e nicleo (n) apresenta-se também achatado e, as vezes, deslocado
para uma das extremidades da célula. d) As células da zona de maturagdio, apresentam-s¢ com uma
forma mais oval e um naeleo esférico (setas). ) Condrdcitos hipertréficos com um amplo citoplasma
vacuolizado ¢ diferentes fendtipos nucleares (setas). Aumentos: a), b), ¢) e €) barra =25 pm ¢ d) barra
=10 pm.
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FIGURA 12, Cortes em historresina de cartilagem articular corados com AT. a) Superficie articular
cotn um espesso pericondrio fibroso (pe) contendo c€lulas alongadas ¢ abaixo a matriz metacromatica
da cartilagem com condrécitos em forma oval formando grupos isogenos de duas, trés e quatro
células (setas) com uma matriz territorial corada mais intensamente. b-g) Aspectos de divisio celular
encontradas principalmente na regido de transigdo entre o pericondrio fibroso e a matriz
metacromatica. b) Profase (seta). ¢) Pré-metafase (seta menor) ¢ final de teléfase (seta maior). d)
Metafase (seta). €) Anafase (seta). ) Inicio de uma telofase (seta). g) Trés células que estdo ocupando
4 mesma lacuna (seta). Aumentos: a) barra= 50 pm ¢ b-g) barra = 25 pm.

32



FIGURA 13. Corte longitudinal em Paraplast da cartilagem lateral, corado com ATemaceh
e com XP em e a) A regifio onde termina a cartilagem lateral € semelthante a uma
fibrocartilagem. Alguns condrécitos apresentam apenas a matriz territorial corada (setas). b)
Aspecto fibroso da matriz interterritorial dos condrdcitos (estrelas). ¢) Regides fibrosas
coradas em vermelho, e alguns condrécitos com a matriz interterritorial muito corada (setas).
A matriz da cartilagem lateral (cl) cora-se muito fracamente. Aumentos: a) e ¢) barra =50 pm
e b) barra = 25 pm.
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FIGURA 14. Corte longitudinal em Paraplast do encaixe do tubo Gsseo, corado com H&E. a)
Cartilagem lateral (cl), cartilagem de crescimento (ccr), osso periosteal (op), tecido conjuntivo
fibroso com muitos vasos (v). Observe osteoblastos na superficie do periésteo (setas maiores)
o novamente “descontinuidades™ na matriz da cartilagem lateral (setas menores). b) Corte
tangencial da interface da superficie interna do 0sso € a cartilagem de crescimento. Observe
ostedcitos na matriz Ossea (cabega de seta) e na matriz cartilaginosa, células com diferentes
estagios de degeneraciio, sendo que as mais proximas ao osso (setas) apresentam aspectos de
calcificacio de sua matriz. Aumentos: a) barra= 100 um e b) barra = 25 pm.
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FIGURA 16. Cortes longitudinais em Paraplast de cartilagem epifisaria detalhando a
estrutura do ligamento osteo-condral. 8) Fibras de colageno (setas maiores) que se inserem na
matriz da cartilagem, as vezes com ondulagiio (seta menor). Capilar (estrela), osteoblastos
(otb) ¢ um outro tipo celular, provavelmente uma célula mesenquimal osteoprogenitora
(cabegas de setas). Corado com H&E. b) Reagdo para fibras reticulares. Reaglo positiva para
reticulina principalmente ao redor dos vasos (v), com poucas fibras reticulares no tecido
conjuntivo fibroso. ¢} Corte corado com PS-H. Maior marcagio vermelha nas fibras (sctas)
que se inserem na cartilagem lateral (c1). Em d), mesmo campo da figura anterior observado
sob luz polarizada. Intensa birrefringéncia com cores de interferéncia amarela e vermelha das
fibras de colageno mais espessas (setas maiores) que se inserem na cartilagem lateral (cl) e cor
de interferéncia verde nas fibras mais finas, localizadas principalmente proximo a0 0sso
periosteal (cabegas de setas). Aumentos: a-b) barra = 25 pm e c-d) barra = 50 pm.
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FIGURA 17. Cortes erm Paraplast corados com H&E (a e b) e cortes em historresina corados
com AT (¢ ¢ d). a) Corte longitudinal de um canal de cartilagem (cc) que penetrou na
cartilagem de crescimento at¢ a zona de maturagiio (zm). Matriz Ossea com ostedcitos (seta)
na superficie da matriz da cartilagem em contato com 0s canais. Medula d6ssea (mo). b)
Diferentes tipos celulares em contato com a cartilagem no topo dos canais (setas). Zona de
maturagdo (zm). ¢) Corte transversal de um canal de cartilagem. Capilares (cp) com células
mononucleadas ao seu redor, em contato com a matriz da cartilagem (setas). Trés células no
interior da lacuna de wrm condréceito hipertrofico (estrela). d) Matriz Ossca junto & superficie da
cartilagem hipertrofica (ch) em contato com um canal. Osteoblastos (setas) e ostedcitos
(cabegas de setas). Aurmentos: a) barra = 37,5 um ¢ b-d) barra =25 pm.
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FIGURA 18. Diferentes tipos cclulares encontrados em contato com a superficie da
cartilagem de crescimento, aparentemente erodindo a cartilagem. a) Corte em Paraplast
corado com H&E. Células com o citoplasma vacuolizado (seta). b) Corte em Paraplast corado
com H&E. Células com amplo citoplasma basofilo (setas). Nas duas Figuras a matriz da
cartilagem apresenta regides mais basofilas (estrelas). c-¢) Cortes em historresina corados com
H&E. Células com niicleo alongado e um ou dois nucléolos evidentes (setas). Em e, estas
células, junto com outras, estdo ocupando o espaco lacunar dos condrécitos (estrela). f) Corte
em Paraplast corado com H&E. Célula polinucleada (seta) associada com uma trabécula ossea
(t0). O citoplasma apresenta varios prolongamentos em diregdo a matriz 6ssea ¢ & zona de
maturacdo (zm) da cartilagem de crescimento. g) Célula binucleada com nucléolos gvidentes
(seta) € um citoplasma basofilo envolvendo um fragmento muito metacromatico de matriz da
cartilagem hipertrofica (ch). Aumentos: a), b), ¢), ), g) e h) barra =25 um ¢ d-e) barra = 10
um.
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FIGURA 19. Cortes em Paraplast de cartilagem epifisiria. a, b ¢ ¢, material niio descalcificado
submetido a técnica de von Kossa e contra-corado com verde de metila. d e e, material descalcificado
corado com PSH em d e com AT em e. a) Cartilagem articular com reagao positiva nas
“descontinuidades”  da matriz (setas). b) Cartilagem lateral (cl) com reagdo positiva nas
“descontinuidades” (setas) e reacdo positiva na matriz do osso periosteal (op). Existe uma matriz
com reagio negativa na extremidade do 0sso periosteal (estrela). €) Arranjo concénirico do produto da
reagdo de von Kossa na cartilagem articular, revelado por uma maior diferenciagdo com hipossulfito
de sodio (setas). d) A cartilagem lateral apresenta “descontinuidades” na matriz quando o material é
descalcificado (setas maiores) e, em outras regibes, os aspectos granulares na matriz (setas menores).
¢) Cartilagem lateral. Espagos ndo corados na matriz da cartilagem (estrela). Aumentos: a) barra =
200 um, b) barra = 100 um, ¢) barra = 25 pm, e-d) barra = 50 pm.
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FIGURA 20. Cortes em Paraplast da cartilagem epifisaria corados com PSH em a ¢ b ¢ com
H&E em ¢. a) Marcag o basdfila na matriz da zona de maturagdo préxima ao osso (estrela).
Note que esta alterag&io ¢ restrita a esta regido. b) Detalhe da regifio anterior mostrando
distribuicdo irregular da basofilia na matriz ao redor das células (setas). ¢) Outro corte da
mesma regifio apés coloragd com H&E. Aumentos: a) barra = 100 um, b) barra = 20 pm ¢ ¢)
barra = 25 um.
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FIGURA 21. Cortes em Paraplast de cartilagem de crescimento coradacom PSH. a)  Forte
marcagio do corante “sitius red” em algumas bordas (sctas) da cartilagem hipertrofica (ch)
com a medula Ossea (mo). Na matriz da cartilagem hipertréfica aparecem manchas que se
concentram mmails nas bordas (estrelas). b) Observagiio da mesma regido anterior sob luz
polarizada. A birrefring@ncia nas mesmas regides da borda que estdo coradas com o “sirius
red”. ¢) Detalhe das estruturas esféricas presentes na matriz da cartilagem hipertrofica. Elas
apresentam um centro mais corado, podendo estar isoladas ou fundidas (setas). Aumentos: a-
b) barra = 200 um e ¢) barra =25 pm.
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FIGURA 22. Aspectos da ossificagdo nas cartilagens ¢ 05S0S de ris velhas. a-b) Cortes em
Paraplast corados com H&E e c-d) cortes em Paraplas corados pelo método de reticulina. a)
Trabéculas Osseas (to0) encontradas no interior da medula 6ssea (mo), as vezes agsociadas com
a Superficie da cartilagem hipertrofica e outras vezes associadas com a superficie interna do
osso periosteal. Presenca de restos de cartilagem no interior das trabéculas (estrelas). b) Osso
endosteal  (0€) depositado na superficie interna do osso periosteal (op), separados por um
resquicio de matriz de cartilagem (estrela). Regido proxima a cartilagem epifisaria. ¢) Canais
de Havers (Hav) formados no osso endosteal (oe), numa regifio mais distante da cartilagem
epifisria. d) Mesma regido da figura ¢ observada sob luz polarizada. Distribui¢go concéntrica
dos elementos fibrilares ao redor do canal de Havers (Hav). Aumentos: a) barra = 100 pm e
b-d) barra = 50 pm.
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FIGURA 23. Cortes em historresina de cartilagem processada para detecgdo de atividade de
fosfatases. a) Precipitado vermelho indica a atividade de fosfatase alcalina. Atividade
detectada nos osteoblastos do periosteo (otb) , nos condrdcitos da cartilagem lateral (setas)
onde existem as “descontinuidades” e também nos condrocitos da zona de proliferagio (zp),
proxima ao OSSO periosteal (op). b) Outro corte da mesma regifio da figura anterior corada
com AT. Osteoblastos (otb), cartilagem lateral (cl) e osso periosteal (op). ¢) Atividade de
fosfatase acida identificada como um precipitado vermelho, detectada no citoplasma de uma
célula binucleada (seta) aderida a uma trabécula Ossea (to), no interior da medula 6ssea (mo).
Contra colorag@o pela hematoxilina. d) Corte adjacente corado com AT. Célula polinucleada
(seta) aderida a trabécula 6ssea (to). Aumentos: a) barra = 50 pum, b) barra = 25 um e c-d)
barra = 50 pm.
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regifio de calcificagio B matriz dssea regifio de ossificagdo

FIGURA 24. Desenho esquemdtico das regides de calcificagfio e de ossificagdo da cartilagem
epifisaria ¢ do osso periosteal. Observe regides de calcificagiio na cartilagem lateral ¢
cartilagem articular. Ossificagdo na regifio do peridsteo (op), ossificagio endosteal (oe) € nas

bordas da cartilagem de crescimento em contato com a medula 6ssea (mo) ¢ com 08 canais,
formando trabéculas Osseas (to).
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ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL DA CARTILAGEM EPIFISARIA DISTAL DO
FEMUR DA RA ADULTA JOVEM.

Os condrocitos da cartilagem lateral eram semelhantes aos da cartilagem articular.
Eram condrocitos esféricos ou ovais separados por uma grande quantidade de matriz
extracelular. (Figuras 25a, b e c).

Os condrocitos continham um nucleo esférico ou alongado com cromatina
condensada em contato com o envelope nuclear (Figuras 25a,bec). O citoplasma apresentava
mitocondrias alongadas, um bem desenvolvido reticulo endoplasmatico rugoso e um
complexo de Golgi com cisternas alargadas rodeadas de vesiculas de secrecdo (Figuras 25a, b,
ced).

Na superficie interna proximo a membrana plasmadtica foram encentradas
inGmeras vesiculas eletroliicidas (Figuras 25a).

Na matriz encontraram-se& muilas estruturas fibrilares formando uma densa trama
provavelmente representando as fibrilas de colageno tipo I1 (Figuras 25b, detalhe).

O pericondrio da cartilagem lateral e articular era formado por muitos feixes
compactos de grossas fibrilas de colageno (Figuras 26a, b ¢ ¢). Estes feixes se orientavam em
varios sentidos e, entre eles, existiam fibroblastos alongados com pouco citoplasma (Figuras
26a, b ¢ ¢). Estes fibroblastos emitiam finos prolongamentos citoplasmaticos entre 0s feixes
(Figuras 26a ¢ ¢). Mais proximo da matriz da cartilagem encontraram-se células tipo
condroblastos (Figura 26b) e entre as fibrilas de coldgeno desta regifio foi encontrado um fino
material filamentoso (Figura 26b) e em outros locais feixes de microfibrilas (Figura 26d).

As células da cartilagem de proliferagdo eram achatadas com um citoplasma
eletrodenso e nicleos alongados, muitas vezes deslocados para um dos lados da célula. O
citoplasma apresentava-se repleto de RER (Figuras 27b e ).

Na sua matriz, granulos eletrodensos formam pequenos corddes proximos a matriz
territorial (Figura 27¢).

Os condrécitos hipertroficos apresentaram dois fendtipos principais. Um primeiro
fenodtipo era representado por células com nicleo esférico central com cromatina frouxa,
muitas vezes com nucléolo evidente. O citoplasma destas células era amplo e continha poucas
organelas, espalhadas ou agrupadas, mas com aspecto morfolégico normal. A membrana
plasmatica era continua ¢ estava proxima & matriz teiritorial (Figuras 28a, b e ¢). E no
segundo fendtipo, os condrocitos apresentavam nucleo € citoplasma condensados e retraidos
para um dos lados da lacuna (Figuras 28d ¢ e). Este segundo fenotipo foi encontrado
principalmente na cartilagem hipertréfica proxima a medula Gssea.

Nio foram encontradas vesiculas de matriz ou fragmentos celulares
proximo aos condrocitos e nem aspectos de calcificaglo da matriz.

Na regido de encaixe da extremidade de crescimento longitudinal do tubo 6sseo
periosteal foram encontradas diversas células tipo-osteoblastos. Estas células apresentavam
ntcleos esféricos e citoplasma repleto de reticulo endoplasmatico rugoso, com diversos
prolongamentos ¢ placas de adesdo entre as células (Figura 29b). Outras células com
citoplasma mais restrito continham granulos eletrodensos (Figura 29a).

Todas estas células estavam envolvidas por um tecido conjuntivo frouxo
vascularizado por capilares. Nesta regido de contato da matriz da cartilagem lateral com este
tecido conjuntivo, nfio existia uma transi¢do gradual, mas sim uma brusca transi¢do entre as
duas estruturas (Figura 29a).

Formando a superficie fibrosa do osso periosteal desta regifio encontraram-se
muitas fibrilas de colageno orientadas paralelamente. Como revelado histoquimicamente,
existia uma extremidade fibrosa nfio mineralizada nesta regifo (Figura 30a).
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Nesta regiio os osteoblastos apresentam o citoplasma polarizado em direg@o a
superficie fibrosa do peridsteco e, entre eles, encontraram-s¢ inimeras vesiculas ¢
prolongamentos citoplasmaticos. Lsta vesiculas apresentavam contetidos e tamanhos variados
{Figuras 30b e ¢). Algumas vesiculas apresentavam conteudo semelhante ao encontrado na
periferia dos osteoblastos (Figura 30¢).

Foram encontrados diversos tipos celulares, aparentemente monunucleados, em
contato com a borda da matriz da cartilagem hipertrofica, tanto no interior dos canais quanto
na borda da medula, aparentemente erodindo a cartilagem (Figuras 31, 32,33 ¢ 34). Dois tipos
celulares foram mais fregiientemente encontrados, sdo as células com citoplasma eletrodenso,
ricas em reticulo endoplasmatico rugoso e as células com citoplasma reduzido e mais
cletrolicido, que foram designadas de células tipo-fibroblasto.

As células eletrodensas apresentavam-se repletas de reticulo endoplasmatico
rugoso, em conformidade com a intensa basofilia citoplasmatica observada nos cortes semi-
finos corados com AT. Em alguns locais foram observados prolongamentos citoplasmaticos
de diversos tamanhos, semelhantes as vesjculas de matriz, ¢ entre estas células, alguns
fragmentos isolados de matriz extracelular da cartilagem (Figuras 3la,bec).

As células tipo-fibroblastos (Figuras 32a, 33 ¢ 34d) apresentavam um nicleo
alongado com pouco citoplasma, que emitia prolongamentos em direcio a matriz. Em
algumas regides proximas a cstas células encontraram-se pequenos feixes de fibrilas de
coldgeno (Figuras 32a ¢ b e 33) e em outras regides, alguns fragmentos de citoplasma, as
vezes semelhantes a vesiculas de muatriz. Estas células podiam estar total (Figura 33) ou
parcialmente rodeadas (Figuras 32a e 34d) pela matriz da cartilagem.

Também foram cncontradas outras células, menos freglientes. Algumas
apresentavam formato irrcgular ¢ continham cisternas de reticulo endoplasmético rugoso
muito alargadas e com o espago perinuclear mais dilatado (fig 34¢).

Qutras células apresentavam o citoplasma com algumas vesiculas e pouco reticulo
endoplasmético rugoso polarizado em dire¢fo 4 matriz. Na matriz extracelular proxima a estas
células, foram observados pequenos arranjos paralelos das fibrilas de colageno (Figuras 34a e
b).

Um outro tipo celular emitia prolongamentos para o interior da matriz. Mas,
diferentemente das células anteriores, estes prolongamentos formavam pequenos dominios de
matriz de cartilagem entre eles (Figuras 32a e b).

Os capilares presentes no interior dos canais apresentavam, em alguns locais, uma
lamina basal descontinua ¢, em algumas regides, foram encontradas pequenas vesiculas na
matriz préximas a ldmina basal (Figuras 31c e 32a e ¢).
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FIGURA 25. Ultra-estrutura das células da cartilagem lateral. a) Dois condrdcitos com
ntcleos ovalados (m), citoplasma com muitas cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso ¢
mitocondrias alongadas (setas). Varias vesiculas proximas & membrana plasmatica (cabecas
de setas). b) Condrécito com citoplasma polarizado. Nucleo (n) ¢ complexo de Golgi (seta).
No detalhe, observa-se que a MEC apresenta muitas estruturas fibrilares (estrela) ao redor do
condrécitos. €) Condrécito com nucleo (n) esférico e mitocdndria alongada (seta). d) Detalhe
do complexo de Golgi da célula da figura b, com suas cisternas (ci) e muitas vesiculas ao
redor (setas). Aumentos: a-b) barra = 1 um, detalhe de b) barra= 500 nm, ¢) barra =2 pm ¢ d)
barra = 230 nm.
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FIGURA 26. Pericondrio da cartilagem lateral. a) Muitos feixes compactos de fibrilas de
colageno (cob), orientados em vérios sentidos e, entre eles, fibroblastos com nucleos
alongados € pouco citoplasma (seta). b) Detalhe de uma regiio mais proxima a matriz da
cartilagem. Nucleo de um provével condroblasto (n) e partes de citoplasma de outras célula.
Entre as fibrilas de colageno existe um componente com aspecto fibrilar muito fino (setas). €)
Corte transversal de um feixe de fibrilas de coldgeno, nicleo de um fibroblasto (n) € muitos
proiongamentos citoplasmaticos entre as fibrilas (setas). d) Componente microfibrilar (estrela)
encontrado entre as fibrilas de coldgeno do pericondrio. Aumentos: a) barra = 1,6 um, b-c)
barra = 700 nm, d) barra = 110 nm.
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FIGURA 27. Células da zona de proliferagdo da cartilagem de crescimento. a) Ultra-estrutura
destas células, mostrando a forma achatada com um citoplasma reduzido e muito eletrodenso
(seta). Observe @ matriz formada entre as cclulas ap6s a divisdo (estrela). b) Detathe de um
condréeito da zona de proliferagdo, citoplasma cletrodenso com muito RER (estrela). Na
matriz territorial encontram-se pequenos granulos formando curtos corddes (pontas de setas).
Nacleo (N). Aumentos: a) barra=1 pmeb) barra = 430 nm.

49



FIGURA 28. Condrécitos hipertroficos com dois aspectos morfolégicos principais. a) Célula com
grande volume citoplasmatico com poucas organelas, nicleo esférico central com cromating
descondensada (N} e tnembrana plasmatica com vérios pontos de contato com a matriz territorial
(setas). b) Detalhe do citoplasma da célula da figura anterior. Uma mitocondria (estrela) associada a
gma cisterna de reticulo endoplasmatico rugoso (seta). Estas organelas apresentam um aspecto
morfologico normal. «) Condrécito com um amplo citoplasma e organelas agrupadas (estrela), o
alcleo esférico (n) coxn um nucléolo evidente (seta). d) Condrocito com o citoplasma retraido junto
a0 nacleo (N)- e) Condrécito com citoplasma retraido junto ao nicleo (n) de forma irregular.
Aumentos: &) barra = 1,13 pm, b) barra = 420 nm, ) barra = 3,1 um, d) barra = 1,04 pm e ¢) barra =
3,1 pim.
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FIGURA 29. Extremidade do osso periosteal em contato com a cartilagem epifisaria. a) Corte
em Paraplast corado com 1 &E mostrando a regido () que corresponde a figura b. Cartilagem
lateral (cl) ¢ Osso periosteal (op). b) Muitas células tipo-osteoblatos (otb) contidas numa
(atriz finamente fibrilar muito dispersa. Estas células apresentam citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso © muitos prolongamentos com placas de adesdo (setas curvas). Outras
células com estruturas eletrodensas no citoplasma (setas). O limite nitido (cabegas de setas)
entre a matriz extracelular da cartilgem lateral (cl) e a regido osteogénica. Nesta regido
sempre SAO encontrados capilares (cp). €) Detalhe de uma placa de adesdo entre dois
osteoblastos (seta). Aumentos: a) barra = 100 pm, b) bara = 3,3 pm e ¢) barra = 250 nm.
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FIGURA 30. a) Extremidade fibrosa ndo mineralizada do periosteo com muitas fibrilas de
colageno orientadas paralel amente (col) e internamente a matriz extracelular da cartilagem de
crescimento (estrela). b) Grandes vesiculas (ve) e pequenas vesiculas (setas) com contetdos
aparentemexnte diferentes, localizadas entre os osteoblastos ¢ ptéximas ao peridsteo. Nucleo
(N). ¢©) Osteoblato com um contetido citoplasmatico granulado proximo & membrana
plasmatica (estrelas), semelhante ao encontrado no interior de algumas vesiculas (setas).
Aumentos: a) barra= 1.4 pum, b) barra = 330 nm ¢ ¢) barra = 330 nm.
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FIGURA 31, Células com citoplasma eletrodenso encontradas nas paredes dos canais da
cartilagem em contato com a matriz extracelular da cartilagem hipertrofica. a) Corte semi-fino
corado com

AT, mostrando células com o citoplasma fortemente corado (setas). b-¢) Ultra-
estrutura de

células eletrodensas, com muito reticulo endoplasmatico rugoso (estrelas) no
citoplasma, circundando fragmentos da matriz extracelular da cartilagem (mec). Nucleo (N).
d) Outras células muito eletrodensas na periferia de um capilar (cp). Existem fragmentos
isolados de matriz extracelular de cartilagem (estrelas) e em outras regides, prolongamentos
citoplasmaticos na matriz (setas). As vezes estes prolongamentos parecem Se€r vesiculas

(cabegas de setas). Ntcleos (N). Aumentos: a) barra = 10 um, b) barra = 1,5 pm, ¢) barra =

780 nm e d) barra = 1,1 ym.
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FIGURA 32. Células com citoplasma eletrolicido encontradas em contato com & matriz extracelular da
cartilagem nipertrofica. a) Corte semi-fino corado com AT. Células com o citoplasma menos corado (setas) na
periferia de um capilar (cp) em contato cOm @ matriz extracelular de cartilagem hipertrofica. b) Na uitra-
estrutura, nma célula eletrolicida (cel) contendo muitas vesiculas citoplamaticas (V) e prolongamentos celulares
(setas) que envolvern a matriz extracelular. Outra célula mais préxima ao capilar (cp) com muitos
prolongamentos citoplasmaticos na matriz da cartilagem de diversos tamanhos, alguns semelhantes a vesfoulas
de matriz (cabegas de setas). Nicleo (N). €) Detalhe dos prolongamentos citoplasmaticos da célula eletrolucida.
Estes pm1ongamentos envolvem a matriz da cartilagem, forma pequenos dominios na supetficie celular
(estrelas). proximo a estes prolongamentos observaram-se prolongamentos citoplasmaticos de diversos
tamanhos (cabegas de setas). d) Fibrilas de colageno (col) mais espessas formando pequenos feixes, localizadas
entre a célula €@ matriz de cartilagem. Algumas vesiculas (setas menores) localizadas entre matriz e a lamina
hasal das células endoteliais (ce). Em alguns locais a lamina basal mostra-se descontinua (seta maior).
Awmentos: a) barra = 10 pm, b) barra = 830 nm, ¢-d) barra = 400 nm.
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F'IGUR'A 333. Célula mononucleada (N) tipo-fibroblasto no interior da matriz de cartil

hipertrofica junto a parede de um canal. Esta célula apresenta um citoplasma redu dl ol
finos prolongamentos (setas maiores) e prolongamentos citoplasméticos de difere t21 fo s
e tamanhos isolados ao redor da célula (setas curvas). Observar algulmas vesicul:SeiV)oggis

lisossomos no citoplasma e fibrilas d : .
barra = 400 nm. as de colageno formando pequenos feixes (col). Aumento:
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FIGURA 34. Diferentes tipos celulares encontrados em contato com a matriz da cartilagem.
a) Célula com citoplasma polarizado (estrela) em direcdo a matriz da cartilagem. Nucleo (N).
b) Detalhe do citoplasma da figrura anterior, uma grande vesicula (v) de contetdo semethante
a membranas colapsadas, ¢ na matriz, fibrilas de colageno formando pequenos feixes (col).
Nicleo (N). ¢) Célula com cisternas (ci) do reticulo endoplasmatico rugoso muito dilatadas.
Também o espago perinuclear apresenta-se, em algumas regides, mais amplo (setas). Nucleo
(N). d) Célula com nucleo alongado (N) ¢ citoplasma reduzido. Aumentos: a) barra = 1,38
um, b) barra = 410 nm, ¢) barra = 960 nm e d) barra = 1,08 pm.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento ¢ crescimento da cartilagem epifisiria e da estrutura
ossea do fémur e da tibio-fibula

A forma do osso endocondral ¢ especificada pelo modelo cartilaginoso que o
precede durante o desenvolvimento embrionario (ANDRADES et alii, 1996). Os estagios
iniciais da formacio dos ossos de Rana catesbeiana sao semelhantes aos encontrados nas aves
e mamiferos, isto é, ocorre a formagdo de um modelo cartilaginoso dos 0sso0s, a partir da
diferenciagio das células mesenquimais em condrécitos, como pdde ser visto na figura 2a.

Nos mamiferos, simultineamente a formagfo do colar periosteal, ocorre a
calcificagio da cartilagem hipertrofica. O osso periosteal cresce inicialmente mais raptdo que
a erosdo da cartilagem e a ossificagfio endocondral, mas logo ¢ alcangado ¢ passa a crescer
simultaneamente & formagio do osso endocondral (GARDNER & GRAY, 1970). Nas aves,
durante o desenvolvimento inicial, a formagdo do colar periosteal ndo é acompanhada da
calcificac@io da cartilagem hipertrofica (SORRELL & WEISS, 1980), esta calctficagdo ocorre
nas fases de crescimento pos-eclosio (TAKECHI & ITAKURA, 1995).

Diferentemente do gue ocorre em mamiferos e aves, em Rana catesbeiana existe
soniente 0 0sso periosteal compacto nas fases de desenvolvimento e at¢ grande parte da idade
adulta, sem que haja a calcificagiio da cartilagem de crescimento ¢ sem a formagdo de osso
endocondral.

Estudos morfométricos demonstraram que a produgfo de matriz extracelular ¢ o
inchamento das células é o maior responsével pelo répido crescimento da cartilagem, sendo
que a proliferacdo celular ¢ mais importante nos primeiros estagios de formagdo (LUDER,
1994). Nos mamiferos e nas aves, as placas de crescimento sdo especializadas para um rapido
crescimento Osseo. A placa de crescimento dos mamiferos ¢ capaz de uma rapida elongacdo,
em grande parte pelo inchamento celular dos condrécitos hipertréficos. Ja em aves, a
velocidade no crescimento parece estar relacionada ao aumento na populago de condricitos
por proliferagdo. O inchamento celular, através de actmulo de agua, permite grande aumento
do volume sem excessivo gasto de energia. As aves gastam energia com a proliferagdo celular,
mas isto é compensado pela redugfio na produgfio de osso endocondral (BARRETO et alii,
1993).

A grande quantidade de condrécitos hipertroficos encontrados na cartilagem de
crescimento, durante as fases de girino, sugere que a prolifera¢fio celular e o inchamento dos
condrécitos sdo de grande importdncia para o crescimento da cartilagem e, consequentemente,
do osso. A auséncia de um processo generalizado de caleificagio da cartilagem hipertréfica e
da formagdo de osso endocondral parece garantir que o crescimento dos 0ssos longos nestes
animais ¢ mais econbmico que em aves e mamiferos, segundo as consideragdes de
BARRETO e cols. (1993).

A estrutura dssea presente nos girinos desta espécie de 13 € semelbante & estrutura
descrita por RITODIN (1985) para um grupo de tartarugas marinhas. Nestes animais forma-se,
inicialmente, uma estrutura tubular de osso periosteal compacto, que envolve toda a
cartilagem de crescimento, ndo calcificada.

Em Rana pipens (KEMP & ROYT, 1967) e em Rana temporaria (DICKSON,
1982), nas idades jovens, também ocorre a produgdo de osso periosteal ao redor de uma
cartilagem nfo calcificada.

O crescimento ésseo e a cartilagem epifisaria da rad adulta

A cartilagem epifisaria de Rana catesbeiana ¢ semelhante as estruturas descritas
para a maioria dos anfibios anuros, mas ¢ muito peculiar e distinta quando comparada com
aves ¢ mamiferos. Além de uma cartilagem articular bem desenvolvida e uma cartilagem de
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crescimento bastante espessa, estes animais apresentam, como principal caracteristica, uma
cartilagem lateral sobre a superficic externa do tubo dssco, que se encaixa na cartilagem
epifisiria € que contem internamente a cartilagem de crescimento. Considerando as
caracteristicas morfolégicas da cartilagem lateral, e o fato destes animais permanecercm a
maior parte do tempo com os joelhos flexionados, esta cartilagem lateral pode ser considerada
uma expansdo da cartilagem articular, propriamente dita, simplesmente ampliando a area de
articulagéo.

O aspecto morfolégico dos condrécitos da cartilagem articular ¢ da cartilagem
lateral reflete uma alta atividade metabolica. SHo células repletas de reticulo endoplasmatico
rugoso, mitocdndrias alongadas, evidente complexo de Golgi e vesiculas citoplasmaticas
proximas & membrana plasmatica, provavelmente contendo secregdo. Além disto, foi notoria a
presenga de matriz metacromatica muito fibrilar na regifio territorial, observagdo que reforga a
idéia de alta atividade metabdlica destas celulas.

O pericondrio desta cartilagem apresentou aspectos comuns aos outros grupos,
com feixes compactos de fibrilas de colageno associados & pequenos feixes de microfibrilas.
Além disso, as inumeras figuras de mitose encontradas na camada condrogénica refor¢am a
participagdo do pericondrio no crescimento das cartilagens.

A regido de fibrocartilagem na extremidade da cartilagem lateral pode representar
um constante repasse da cartilagem para tecido fibroso, durante o crescimento do osso e da
cartilagem epifisaria (Figura 13). Sabe-se que as fibrocartilagens sfio tecidos de transicdo entre
as cartilagens e tenddes e ligamentos, podendo aparecer temporariamente (BENJAMIN &
EVANS, 1990).

Os aspectos mais distintos em relagdo aos outros grupos estdo presentes na
cartilagem de crescimento deste animal, embora cla apresentasse as caracteristicas zonas de
reserva, proliferagio, maturagio ¢ hipertrofia. Em alguns mamiferos, a placa de crescimento
no animal adulto é um disco fino, com poucas camadas de células, localizado entre o centro
primario e o centro secundério de ossificagfio, além disso, os condrécitos nesta cartilagem tém
uma organizagdo colunar. Em Rana catesbeiana a cartilagem de crescimento € muito espessa,
aprescntando muitas camadas de células nas diferentes zonas ¢ estas células ndo apresentam
nenhum arranjo colunar.

A zona de proliferacio ¢ importante para o crescimento da cartilagem e,
consequentemente do osso. As células da zona de proliferagdo sdo células com citoplasma
muito eletrodenso, repleto de RER, o que reflete uma grande atividade de sintese de proteinas
destas células.

SHIBATA et alii (1993) observaram aspectos morfoldgicos das mitoses na regido
de proliferagdo de ratos jovens, na epifise proximal da tibia, descrevendo o desaparecimento
das organelas durante a divisio e a separagfio das células filhas por estrangulamento. Nos ndo
encontramos figuras de mitose nesta regido, entretanto, observamos a separagio destas células
apés a divisdo. Elas apresentaram um padriio de separagdo lateral ou obliquo, em relagdo ao
longo eixo do 08s0, 0 que pode ser responsavel pelo arranjo ndo colunar dos condrécitos. Em
mamiferos, as células se separam na diregdio vertical, paralela ao longo eixo do osso e isto leva
ao arranjo das células em colunas.

A cartilagem de crescimento aumenta em difmetro por crescimento intersticial
dos condrécitos (LANGESKIOLD, 1993). A produgio de novas células, nova matriz € o
modelo de separag@o lateral destas células da zona de proliferagio pode promover um
crescimento lateral da cartilagem de crescimento e, consequentemente, do osso. Este
crescimento lateral parece ser mais lento que o crescimento longitudinal, com isto os 0ss0s
tornam-s¢ longos e finos. A matriz {ibrosa ndo mineralizada encontrada na extremidade de
crescimento longitudinal do osso periosteal pode permitir a expansdo lateral desta cartilagem.
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Assim, 0 osso periosteal serd sucessivamente depositado sobre uma cartilagem maior,
aumentando o didmetro interno do tubo 6sseo e, consequentemente, da cavidade da medula
ossea. Este aspecto era bem visivel nos ossos dos girinos.

Os condrécitos da zona de maturagio sfo células trapsitorias, destinadas a
hipertrofia €, ao que parece, participam ativamente na produgdo de matriz extracelular
(TAKECHI & ITAKURA, 1995).

Uma grande caracteristica da cartilagem de crescimento sfio os condrécitos
hipertroficos. Estas células tém despertado grande interesse dos pesquisadores, pois apresenta
aspectos muito particulares. Elas sdo consideradas as grandes responsaveis pelo crescimento
6sseo em mamiferos (BARRETO et alii, 1993; HUNZIKER & SCHENK, 1989; FARNUM
& WILSMAN, 1989). O inchamento dos condrocitos permite o crescimento da cartilagem
com pouco gasto de energia. HUNZIKER & SCHENK (1989) observaram, na cartilagem de
crescimento de ratos, uma maior quantidade de condrécitos hipertroficos com maior volume
nos animais jovens, ocorrendo uma diminuigdo no ntmero de condrécitos hipertréficos ¢
também no seu volume, nos animais velhos

Os condrécitos hipertréficos sfo considerados por muitos autores como células
em degeneragldo, que sofrem morte por apoptose. Por muito tempo estas afirmacles eram
garantidas por descrigdes morfologicas dos condrocitos. Eles freqlientemnente eram observados
com citoplasma e ndcleo condensados e retraidos, HUNZIKER ¢ cols. (1982) afirmou que
muitas das descrigdes da morfologia dos condrécitos hipertroficos eram resultantes de
artefatos de fixagéo.

Utilizando-se de aprimorados procedimentos de fixagdo, FARNUM &
WILSMAN (1987, 1989) descreveram dois aspectos morfologicos em condrocitos
hipertroficos de porco que apresentaram inicialmente um citoplasma altamente hidratado em
contato com a matriz e posteriormente, proximo & medula dssea, citoplasma ¢ nucleo
condensados e a membrana com alguns pontos de ancoragem, sugerindo morte dos
condrocitos. TAKECHI & ITAKURA (1995) também descreveram dois fendtipos de
condrocitos hipertréficos na cartilagem de crescimento da epifise proximal da tibia de galinha
Gallus domesticus. Na regido mais proximal da zona hipertréfica os condrocitos eram células
claras, com poucos prolongamentos e continham organclas espalhadas. Ja na regido distal,
proxima a medula Ossea, os condrocitos estavam retraidos, com o nicleo e o citoplasma
eletrodensos.

Em nossas observagdes identificamos dois fendtipos principais de condrocitos
hipertréficos: um primeiro apresentou niicleo com cromatina descondensada, citoplasma
targido, com poucas organelas, espalhadas ou concentradas numa regido do citoplasma, € a
superficie celular mantinha contato com a matriz. O segundo fenotipo apresentou aspectos de
degeneragdo, com condensagdo dos nucleos e citoplasma e retragdo da membrana plasmatica.
Este segundo fendtipo parece representar condrocitos em degeneragio.

KIM (1995) formulou a teoria da apoptose na calcificagdo, considerando que as
vesiculas de matriz sio corpos apoptdticos originados por brotamento da membrana
plasmatica de condrécitos em degeneragfo. Segundo aquele autor, a apoptose deve sempre
existir onde existem vesiculas de matriz, mesmo nos ossos e dentes. Assim, ele sugere que
devam ser feitos estudos sobre a formagio de vesiculas de matriz, procurando estabelecer
correlagBes com a apoptose. Em nossas observagdes encontramos muitos condrocitos com
aspectos morfologicos de degeneracdo, mas ndo foram encontradas vesiculas de matriz ou
aspectos de calcificagdo da matriz associados a eles. Isto sugere que outros processos, além da
formacdo de vesiculas de matriz e a calcificagfio, participem na determinago do destino dos
condrocitos hipertroficos.
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Alguns autores, baseados em estudos “in vitro”, sugerem que nem todos os
condrécitos morrem, mas alguns se transformam em células osteoprogenitoras (ROACH et
alii, 1995; GALOTTO et alii, 1995). Entretanto, “in vivo”, ainda nada foi encontrado que
pudesse confirmar tal afirmagdo.

O periodsteo consiste de duas camadas principais: um limite fibroso membranoso ¢
uma camada celular osteocondrogénica conhecida como camada cambial. O crescimento do
osso periosteal em Rana catesbeiana, assim como em Rana pipens (KEMP & ROYT, 1967) ¢
Rana temporaria (DICKSON, 1982), faz-se por diferenciagéio de células do pericéndrio em
osteoblastos ¢ assim sucessivamente em direcdo as extremidades. DICKSON (1982) sugeriu
que esta ossificagio seria do tipo intramembranosa. A existéncia de uma matriz fibrosa ndo
mineralizada na extremidade do osso periosteal concorda com a afirmagdo de DICKSON
(1982).

Depois da diferenciagio, estes osteoblastos formam um “pseudo-epitélio simples”
sobre a superficie externa do osso periosteal. Este aspecto ja foi observado em outros tecidos
osseos (MARKS & POPOFF, 1988). Entre os osteoblastos ¢ as superficies ndo mineralizada ¢
mineralizada da extremidade de crescimento longitudinal do osso periosteal foram
encontradas vesiculas de matriz.

A presen¢a de muitas vesiculas de matriz proximas aos osteoblastos, representa
uma alta atividade destas células na mineralizagiio do osso. Estas vesiculas apresentavam
contetidos com diversos aspectos morfoldgicos, isto pode representar vesiculas com diferentes
graus de maturagio dos cristais de fosfato de calcio.

As vesiculas de matriz foram primeiramente descobertas por BONUCCI et
alii (1967). Desde entdo, tem-se revelado a sua participagio na mineralizagdo dos tecidos
ricos em colageno, tais como 0sso, cartilagem e dentina (KATCHBURIAN, 1973). Os
mecanismos de seu funcionamento ainda nfio estfio totalmente esclarecidos. Sugere-se que 0s
cristais de fosfato de calcio vio sendo formados progressivamente no interior das vesiculas.
Assim, elas funcionam como nucleadoras dos cristais e se aderem ao coldgeno fibrilar. Estas
vesiculas se originam por projecdes do citoplasma dos osteoblastos (KIM, 1995).

A presenga de atividade de fosfatase alcalina também ¢ frequentemente associada
aos processos de mineralizagdo da matriz (USTUNEL & DEMIR, 1995; BONUCCI et ali,
1992). Uma vez que foi detectada a atividade de fosfatase alcalina nos osteoblastos da
superficie do osso periosteal, refor¢a-se a sugestdo de sua participagfo na produgdo de osso
mineralizado.

Apesar de desmossomos serem mais comuns em células epiteliais, eles foram
descritos entre osteoblastos da camada periosteal dos raios das nadadeiras em peixes ciclideos
(WENDELAAR BONGA & LAMMERS, 1982). BAIRATI e cols., (1996) encontrou pré-
osteoblastos com jungdes tipo “gap” e de ades@io no pericdndrio da cartilagem esternal de
galinha. Aqui, foram encontradas “placas de adesfo” entre as células na extremidade de
crescimento Jongitudinal do osso periosteal. Isto sugere que as interagbes celulares nesta
regiio sejam importantes na fun¢do de deposicio da matriz Ossea, a maneira do que se observa
na condensac¢do pré-condrogénica (HALL, 1991) ¢ entre osteoblastos em outros sistemas
(BAIRATT et alii, 1996).

Um importante reforgo na estrutura dssea ocorre a partir da idade adulta com a
producdo de osso endosteal. Este osso ¢ depositado na superficie interna do osso periosteal.
Diferentemente do osso periosteal, o osso endosteal é lamelar, e nele formam-se canais de
Havers, com arranjos concéntricos das lamelas. A camada baséfila encontrada entre 0 0sso
endosteal € o 0sso periosteal corresponde a resquicios de matriz de cartilagem nfo absorvida.
Com isso foi possivel distinguir as duas estruturas osseas.
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O ligamento osteo-condral

Nossas observagdes confirmaram a sugestdo de VIDAL (com. pess.) de que ©
tecido conjuntivo frouxo que faz a ligagdo da cartilagem lateral com 0 0850 periosteal, como
descrito anteriormente por HAINES (1942) E MOPTY & CIMAROSTI, (1979), ¢
morfologicamente, semelhante ao ligamento periodontal, que fixa a raiz do dente no 0sso
mandibular MNOLLIE et alii, 1996). Desta forma, ele néo pode ser considerado simplesmente
um tecido conjuntivo frouxo. A grande quantidade de fibras de colageno e a suas orientagdes
sugerem que exista um complexo quadro biomecénico nesta regifio. Assim, este tecido pode
ser considerado um ligamento osteo-condral, fixando a cartilagem lateral no tubo Osseo e
vice-versa.

Este ligamento, como sugerido por HAINES (1942), produz uma firme ancoragen
da cartilagem epifisaria no tubo dsseo. E garante a integridade desta estrutura durante os
movimentos e saltos.

DICKSON (1982) sugeriu que existem forgas de tensdo sobre este tecido fibroso
que ¢ aparentemente originada da expansdo da cartilagem de crescimento entre a cartilagem
articular e a cavidade da medula e do suporte de peso na cartilagem lateral na qual o tecido
fibroso esta ancorado.

O aspecto ondulado das fibras, encontrado em alguns locais reflete um potencial
de distensio deste ligamento, atuando no acomodamento da cartilagem lateral no 0ss0
periosteal frente as forgas aplicadas durante os movimentos e os impactos do salto.

Embora HAINES (1942) tenha sugerido que este tecido atuaria como um
pericondrio para a superficie interna da cartilagem, isto parece pouco provavel. O pericondrio
& uma estrutura complexa que atua no crescimento e manutengdo da estrutura cartilaginosa, €
isto resulta de duas caracteristicas principais do pericéndrio, uma camada fibrosa com feixes
de colageno orientados paralelamente a superficie e abaixo desta superficie um camada
condrogénica de células mesenquimais alongadas. Nenhuma destas caracteristicas foram
encontradas neste tecido. Entretanto, pode-se dizer que este ligamento também atue com um
pericondrio especializado que, nesta regido, assume outras fungdes.

HAINES (1942) também sugeriu que este tecido funcionaria como um peridsteo
para o osso. Os aspectos aqui levantados concordam com tal afirmagdo, muitos osteoblastos
estavam presentes na superficie do osso ¢ logo acima deles existiam muitas células
mesenquimais, provavelmente osteoprogenitoras.

Os métodos histoquimicos demonstraram que os componentes fibrilares deste
ligamento osteo-condral sdo constituidos principalmente por colageno tipo I, com diferentes
graus de compacidade.

Os processos de calcificacio da cartilagem epifisiria

O processo de calcificagdo das cartilagens ¢ bem conhecido para a zona
hipertrofica das cartilagens de crescimento. Em mamiferos, cada septo longitudinal que separa
as colunas de células sofre calcificagfio. Esta matriz calcificada servird de suporte para a
deposi¢do de matriz 0ssea e formagdo das trabéculas 6sseas do 0ss0 endocondral metafisario.

Os condrocitos hipertréficos sido considerados os maiores responsdveis por este
processo de calcificagio da cartilagem. Eles apresentam alta atividade de fosfatase alcalina na
sua periferia, e ao seu redor sdo encontradas inimeras vesiculas de matriz.

As vesiculas de matriz apresentam tamanho e estrutura varidveis, com uma regido

central mais eletrodensa, ¢, aparentemente, originam-se de condrécitos hipertroficos em
degeneracdo (ANDERSON, 1969).
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Estas vesiculas sdo ricas em fosfato inorgénico, calcio ¢ fosfatase alcalina, o que
produz um rmicroambiente favorivel a nucleacdo de cristais de fosfato de calcio. Algumas
proteinas da familia das anexinas que podem se ligar ao cdleio ¢ fosfolipidios, foram
identificadas como constituintes das vesiculas de matriz. Entre elas estd a ancorina (anexina
V). A ancorina foi encontrada na zona de calcificagiio da placa de crescimento, ¢ ¢ um
importante componente de ligagao das vesiculas de matriz com o colageno (KIRSCH &
PFAFFLE, 1992; PLATE et alii, 1996).

Usando fixagfo com azul do Nilo e ferricianeto de potassio, MITCHELL &
SHEPARD (1990) encontraram vesiculas de matriz contendo fosfolipideos e rodeadas por
proteoglicanos

HUYSSEUNE & SIRE (1990) descreveram trés passos para a calcificagdo da
matriz da cartilagem: inicial deposi¢@o de cristais dentro de vesiculas de matriz; formagdo de
grupos de cristais na matriz ¢ fusdo destes grupos na regifio de mineralizagdo.

QUACCI e cols. (1990) descreveram que numa fase anterior 4 mineralizacdo da
matriz interterritorial dos condrécitos hipertréficos, existe uma concentragio de fosfato de
cdlcio na matriz pericelular dos condrécitos da zona de reserva, proliferagdo, maturagdo ¢
hipertrofica formando “chain granules” livres ou aderidos a membrana externa das vesiculas
de matriz.

A atividade de fosfatase alcalina é um importante indicador de mineralizacdo das
cartilagens, sendo usada como marcador para vesiculas de matriz ([IWAMOTO et alii,1993).
A fosfatase alcalina é também uma glicoproteina que se liga ao calcio (MARKS & POPOLF,
1988; CHRISTOFFERSEN & LANDIS, 1991).

DICKSON (1978) detectou atividade de fosfatase alcalina no interior das cisternas
do complexo de Golgi ¢ na superficie interna da membrana plasmatica de condrocitos
hipertréficos proximos aos sitios de calcificaglo, em Rana temporaria.

A atividade de fosfatase alcalina em condrécitos hipertroficos e nas vesiculas de
matriz ao redor destas células ja foi descrita por muitos autores em diferentes animais (IIU et
alli, 1987, BONUCCI et alii, 1992; SASANO et alii, 1993; HENSOSN et alli, 1995;
USTUNEL & DEMIR, 1995).

A calcificagio da cartilagem epifisaria de anuros foi descrita por LUBOCH
(1927), FROBOSE (1927), HAINES (1942), MOPTY & CIMAROSTI (1979) e DICKSON
(1982), para vdrias espécies. Nestes trabathos os autores ndo fazem distingdo entre os aspectos
de calcificag@io que ocorrem nas diferentes regides da cartilagem epifisdria.

Na cartilagem epifisaria de Rana catesbeiana foram encontradas trés alteragbes
distintas na muatriz da cartilagem, relacionadas a processos de calcificag@o. A primeira grande
alteracio foi encontrada na cartilagem lateral e, com menos frequéncia, na cartilagem
articular. Estas alteragtes apareceram como descontinuidades da matriz extracelular no
material que foi descalcificado. No material nio descalcificado estas regides apresentaram
positividade a reagdo de von Kossa. Além disso, em algumas regides, foi observado um
arranjo concéntrico da reagdo para calcio.

Esta calcificagio acompanhava toda a cartilagem lateral de frente para o 0sso
periosteal e os condrocitos proximos a esta regidio apresentavam a mesma morfologia dos
condrocitos de arcas nfio mineralizadas. Entretanto eles apresentavam alta atividade de
fosfatase alcalina, o que sugere serem estes condréeitos os reponsaveis pela mineralizagdo da
cartilagem.

HAINES (1942) denominou de centro secundario de calcificacio estas regides de
calcificacfio da cartilagem lateral ¢ articular, mas ndo mencionou nada sobre este aspecto
descontinuo da matriz, 0 mesmo tendo acontecido com os trabalhos dos outros autores
(MOPTY & CIMAROSTI, 1979; DICKSON, 1982).
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Aspectos semelhantes a este  sfo encontrados nas cartilagens articulares em
degeneragiio por doengas traumaticas, como artrite reumatdide e osteoartrite (GARDNER,
1994; PRITZKER, 1994).

DICKSON (1982) assumiu que esta calcificagdo da matriz cartilaginosa resultaria
de necessidades mecénicas. Parece-nos, entretanto, que este processo leva a destruigdio da
cartilagem articular, o que prejudicaria a sua fungo esperada de resisténcia a compressio.

A segunda alteragiio da matriz da cartilagem foi encontrada na zona de maturago
e hipertrofia da cartilagem de crescimento do fémur e da tibio-fibula, associada a superticie
interna do osso periosteal. Esta alteracfo foi identificada pela correspondéncia morfoldgica as
regides descritas por LUBOCH (1927), FROBOSE (1927) e HAINES (1942), uma vez que
ndo foi efetuado o teste de von Kossa para os animais de maior idade.

RHODIN (1985) também identificou, em cortes corados com hematoxilina-
eosina, sitios de calcificacio como sendo uma marcagdo basofilica na matriz de condrocitos
hipertroficos da cartilagem epilisaria de tartarugas.

A terceira alteragdo da matriz da cartilagem foi encontrada, esporadicamente na
matriz extracelular dos condrécitos da zona hipertréfica e, em menor propor¢io, da zona de
maturacdo. Esta alteragdo sO fol encontrada na cartilagem do fémur ¢ associadas a borda de
deposi¢io de osso endocondral dos animais de maior idade.

Eram estruturas basofilas, principalmente na regido central. SHEPARD &
MITCHELL (1985) encontraram uma grande concentragio de proteoglicanos nos sitios de
mineralizag@o apos a descalcificagdo do material.

Além disso, estas estruturas esféricas fundem-se ¢ formam grupos proximos a
regido de ossificagdo endocondral. Esta associagiio com as trabéculas Osseas pode reforgar a
sugestdo de que estas estruturas estéio associadas a calcificagdo.

E comum encontrar residuos de cartifagem calcificada no interior das trabéculas
Osseas. Isto foi observado por GARDNER & GRAY (1970) nas trabéculas 6sseas do fémur
humano. Em algumas regides do interior das trabéculas dsseas nos também encontramos
residuos de cartilagem calcificada. Isto sugere que a sua formagiio esteve associada com a
matriz da cartilagem.

DICKSON (1982) encontrou vesiculas de matriz nos sitios de calcificagio da
matriz territorial dos condrécitos hipertroficos. Em nossas observagdes, em nivel ultra-
estrutural, nfio fol observada a presenca de tais vesiculas de matriz proximas aos condrécitos
hipertréficos.

Pode-se afirmar que nestes animais a expressio do fendtipo hipertréfico nfio tem
refacdo direta com calcificagio.

Nos mamiferos, ¢ em algumas aves ¢ comum o aparecimento de um centro
secundario de ossificagdo nas epifises, separando a superficie articular da cartilagem de
crescimento, nesta espécie de rd néo foi encontrado nenhum centro secundério de ossificagio.

A absorcio da cartilagem de crescimento, a formaciio dos canais da cartilagem ¢ a
ossificaciio endocondral

Existe um consenso de que a absor¢io da cartilagem nfo mineralizada ¢ feita pela
colaborag#o de dois tipos celulares: células semelhantes a fibroblastos e células semelhantes a
macrofagos (SORRELL & WEISS, 1980, 1982; WILSMAN & VAN SICKLE, 1971; COLE
& WEZEMAN, 1985; CHAPPARD et alii, 1986; MUHLHAUSER, 1986). J4 a cartilagem
mineralizada € absorvida por condroclastos (SCHENK et alii, 1967; LEWINSON &
SILBERMANN 1992; COLE & WEZEMAN, 1987).

Em mamiferos, os condrdcitos sdo quadrilaterais ¢ cada célula hipertrofica é
invadida por capilares e células pericapilares, calcificando cada septo longitudinal da matriz e
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erodinde cada septo transversal (BARRETO & WILSMAN, 1994). Recentemente foi descrita
um célula rica em catepsina B (uma proteinase capaz de degradar os coldgenos tipo I, IX, X ¢
X1 encontrados nas cartilagens) que fol associada & degradagdo do septo transversal, ¢ por
isto foi denominada de septoclasto (LEE et alii, 1995).

DICKSON (1982) identificou células semelhantes a fagocitos, ricas em
lisossomos, erodindo a cartilagem ndo calcificada em Rana temporaria.

Neste estudo nds encontramos células mononucleadas em intimo contato com a
matriz de cartilagem nfo mineralizada. Nas observagdes ao microscopio de luz distinguimos
trés tipos de células: células com citoplasma vacuolizado, células com citoplasma basofiio e
células semelhantes a fibroblastos com ntcleo alongado e nucléolos evidentes. E nas
observacdes ao microscopio eletrdnico vérios fendtipos celulares, que podem ser agrupados
em células ricas em reticulo endoplasmatico rugoso e células semelhante a fibroblastos com
citoplasma reduzido e eletroliicido.

Entretanto, células podem representar um mesmo tipo celular em diferentes
estagios de diferenciagdo ou a tipos distintos.

Cclulas multivacuolizadas foram encontradas por RODRIGUES e cols. (1985)
que sugeriu serem macréfagos com atividade fagocitica, que degradam a matriz para permitir
a invasdo dos capilares.

ACEITERO e cols. (1988) identificaram células claras mononucleadas
semelhantes a fibroblastos, em cortes corados com AT. Estas células apresentavam um nucleo
oval com um ou dois nucléolos evidentes.

SORRELL & WEISS (1980, 1982) descreveram um tipo celular, predominante na
regifio de erosdo, com citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso, ¢ sugeriu serem
macrofagos num estagio de atividade secretora.

Estas descrigdes concordam com nossas observagdes. A grande quantidade de
prolongamentos celulares e os fragmentos de matriz encontrados associados a estas células
sugerem sua participagdo na absor¢ido da cartilagem hipertréfica.

Um aspecto interessante foi observado em microscopia eletrbnica. O citoplasma
eletroliicido de uma célula mono ou polinucleada mostrava prolongamentos que formavam
pequenos dominios ou compartimentos isolados de matriz extracelular. Sabe-se que
osteoclastos € condroclastos formam compartimentos proprios para a degradacio da matriz
mineralizada de osso e cartilagem, respectivamente. Mas, estes compartimentos apresentam
uma borda ondulada de membrana plasmatica. BIRK e cols. (1989) observaram que
fibroblastos em tenddes formam compartimentos extra-citoplasmaéticos contendo grupos de
fibrilas de colageno. Sfo nestes compartimentos que as células direcionam e controlam a
formag¢do de novas fibrilas e dos feixes, adicionando novas moléculas de colageno. Nestes
jocais também que ocorre 0 “turnover” destes componentes pela acdio de enzimas especificas.
E provavel que este aspecto observado represente um mecanismo de controle da deposicio da
matriz orginica a ser calcificada.

SILVESTRINI et alli (1979) e SORRELL & WEISS (1980) observaram uma
diminui¢iio da metacromasia na matriz da cartilagem préxima aos sitios de degradagdo e, &
microscopia eletrdnica, a auséncia dos granulos de proteoglicanos colapsados entre as fibrilas
de colageno. Eles sugeriram que o processo de absorgfio comeca com uma solubilizagdo dos
proteoglicanos. Isto exporia as fibrilas de coldgeno ao ataque de enzimas proteoliticas.

Nos também observamos uma diminuicdo na basofilia da matriz da borda de
erosdo. Além disso, algumas células apresentavam pequenos feixes de finas fibrilas de
coldgeno préximas a superficie, o que pode significar uma maior degradagiio dos
proteoglicanos ¢ consequentemente exposigio do coldgeno as colagenases. Assim, € provavel
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que o mecanismo de absor¢do da cartilagem ndo calcificada desta rd seja semelhante aos
relatados acima para as aves

Células polinucleadas s6 foram encontradas em contato com a matriz em situagdes
de calcificac@o e ossificagdo da matriz. Como descrito para outros grupos animais,
osteoclastos e condroclastos sdo responsaveis por este processo. Pode-se sugerir que as células
polinucleadas encontradas aqui sdo um destes tipos celulares. A reagdo positiva para fosfatase
4cida detectada nestas células pode reforgar esta afirmagio, apesar de que o melhor marcador
para tais células é a atividade de fosfatase 4cida resistente a tartarato (VAN DE WHINGAERT
& BURGER, 1986; COLE & WEZEMAN, 1987).

A participagdo dos capilares na absorgio da cartilagem nio mineralizada também
foi descrita (SCHENK et alii, 1967; LEWINSON & SILBERMANN, 1992).

Na borda de contato da cartilagem hipertrofica com a medula, regido metafisaria,
capilares fazem um “looping” na lacuna dos condrécitos hipertréficos e, ao redor deste vasos,
encontram-se macréfagos, osteoblastos e pericitos (AHARINEJAD et alii, 1995). SKAWINA
e cols. (1994) descreveram estruturas globulares na extremidades destes capilares. Estes
capilares crescem por projecdes das células endoteliais que, ds vezes, apresentam lamina basal
descontinua ¢ prolongamentos em diregdo a matriz da cartilagem (SCHENK et alii, 1967,
HUNTER & ARSENAULT, 1990).

Nos capilares proximos 4 drea de erosdio da cartilagem hipertréfica desta rd nio
foram encontrados prolongamentos das células endoteliais em dire¢io a matriz, mas foram
observadas descontinuidades na lamina basal e, interessantemente, muitas vesiculas entre a
lAmina basal e matriz da cartilagem. Este aspecto nunca fora descrito antes. E provavel que
representem prolongamentos celulares em corte transversal.

Nos animais jovens, a borda de erosio da cartilagem € lisa, como descrito por
HAINES (1942), para varias espécies de anuros e também observado por DICKSON (1982)
em Rana temporaria. Entretanto, na regifio distal do fémur, a partir da idade adulta, formam-
se estruturas em forma de “baias de eroséo”.

Em alguns locais estas “baias de erosdo” eram profundas, atravessando toda a
cartilagem hipertréfica e atingindo a zona de maturago. Estas estruturas sio semelhantes aos
canais perfurantes de équidna ¢ aves. THROP (1988) descreveu vasos que penetravam nas
epifises do joelho de galinha a partir de vasos metafiseais.

Embora a maioria dos pesquisadores so considerem como canais da cartilagem as
estruturas que se originam do pericéndrio, FELL (1925) também considerou como canais da
cartilagem os canais medulares ou perfurantes. Estes canais medulares ou perfurantes sdo
projecdes dos componentes medulares. Entretanto, cles apresentam os mesmos constituintes
que os canais de origem pericondrial. Eles contém um sistema vascular, células que
promovem a erosdio da cartifagem e células semelhantes a osteoblatos. Estes sdio os tipos
celulares comumente encontrados no interior dos canais da cartilagem que se originam do
pericondrio (KLUGLER et alli, 1979; HUNTER et alii, 1991). Por isto, estes canais
medulares podem também serem considerados um outro tipo de canal de cartilagem.

WILSMAN & VAN SCIKLE (1971) ¢ AGRAWAL e cols. (1986) sugeriram
que os canais que se originam do pericondrio promovem a nutrigio da cartilagem,
principalmente para as fases de crescimento e participam da formagfo do centro secundario de
ossificagio.

Estes canais podem mesmo estar relacionados com o crescimento da cartilagem,
de modo que RHODIN (1985) observou que tartarugas com rapido crescimento apresentavam
epifises vascularizadas.

Surpreendentemente, a formagdo de osso endocondral s6 foi observada na epifise
distal do fémur de animais adultos com maior peso (180g) e, mesmo assim, era muito
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reduzido se comparado com outros grupos, como aves ¢ mamiferos, pois nio formava uma
estrutura esponjosa. Diferentemente do que ocorre em aves ¢ mamiferos, este 0ss0
endocondral era depositado na borda de erosdo da cartilagem de crescimento, que podia estar
mineralizada (Figuras 10a e 20a-c) ou nio (Figuras 10b e 17a ¢ d). Desta forma nfo existe
uma relagio de dependéncia da mineralizagdo da cartilagem para que se formem as trabéculas
4sseas. Neste caso, o 0sso endocondral pode ou nfo ser depositado em uma matriz calcificada.

Esta matriz dssea era depositada também na borda da cartilagem das paredes dos
canais, mesmo na matriz da cartilagem da zona de maturagfio. Isto dissocia os diferentes
aspectos da cartilagem de crescimento com a ossificagio endocondral.

E provavel que uma das fungdes desles canais seja aumentar a superficie de
cartilagem para a deposigiio de osso endocondral. Embora, aparentemente, estas trabéculas
contribuam muito pouco para o reforgo da estrutura dssea

DICKSON (1982) também encontrou deposigio de osso endocondral na borda da
cartilagem com a medula 6ssea em Rana temporaria. FROBOSE (1927) ¢ HAINES (1942)
descreveram que nesta espécie de 13 niio ocorria calcificagfo da cartilagem ¢ nem formag@o de
osso endocondral. McEWEN (1954) afirmou que para Rana catesbeiana ndio ocorria
ossificagio endocondral e também ndo se referiu  a calcificagio da cartilagem epifisaria.
Contrariando estas afirmagdes, nés encontramos diversos sitios de calcificagéo na cartilagem
epifisaria ¢ também a formagdo de osso endocondral no fémur de Rana catesbeiana. Estes
aspectos controversos reforgam a afirmacio de DICKSON (1982) de que sdo necessdrios
estudos sobre desenvolvimento e o envelhecimento dos anuros para se determinar as
alteragdes que ocorrem nos 0ssos e cartilagens.

Um fato intrigante foi que na, epifise proximal da tibio-fibula, nem os canais
medulares e nem trabéeulas 6sseas foram observadas, mesmo nos animais velhos.

Alteragdes com a idade,

Os aspectos relacionados ao envelhecimento sdo semelhantes aos que ocorrem nos
outros animais. Fol observada uma diminui¢fio na espessura da cartilagem de crescimento,
devido a uma diminui¢iio na proliferacdo celular ¢ a constante erosio da cartilagem
hipertrofica pela células na medula. Também foi observado um aumento na calcificagio da
cartilagem epifisaria € na ossificagdo do osso periosteal com a deposigdo de osso endosteal e
formacfo de canais de Havers.

LUDER (1994) também observou um decréscimo na espessura da cartilagem de
crescimento do cdndilo mandibular com a idade, restando poucos condrocitos hipertroficos
abaixo da cartilagem articular.

TAKAHASHI ¢ cols. (1996) demonstraram alteragdes no contetido dos GAGs da
cartilagem de crescimento do céndilo mandibular de ratos Wistar. A diminuigdo do tamanho
da cartilagem € acompanhada de uma diminuigfo na reaglo para os GAGs, principalmente na
matriz territorial.

Muitas das diferencas em relagio as aves e aos mamiferos podem estar
relacionadas com aspectos biomecénicos. O hdbito das rds permanecerem a maior parte do
tempo com os joelhos flexionados, com os ossos na posigdo horizontal em relagio ao solo,
geram forgas biomecanicas distintas das observadas na maioria das aves ¢ mamiferos, visto
que nestes animais os 0ss0s se posicionam verticalmente, um sobre o outro, suportando o peso
corporeo ao longo de toda estrutura 6ssea e nas articulagdes. Além disso, as 13s costumam
também se apoiar no solo pela regifo abdominal.

HAINES (1942) identificou alguns dos aspectos descritos neste trabalho e sugeriu
tratarem-se do produto de uma especializagio secundéria e nfio de caracteristicas primitivas.
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5 CONCLUSOES

1. O desenvolvimento dos ossos longos de Rana catesbeiana € precedido por
modelos cartilaginosos;

2. A cartilagem epifisaria do fémur ¢ da tibio-fibula ¢ formada por cartilagem
hialina ndo mineralizada até a metamorfose;

3. Os ossos longos destes animais até a metamorfose sdo de natureza periosteal
compacta,

4. A estrutura da cartilagem epifisaria ¢ semelhante aquela conhecida para a
maioria dos anfibios. A cartilagem epifisaria apresenta centros secundérios de calcificagio,

como descrito para a maioria dos anuros;

5. Os ossos longos estdo encaixados na cartilagem epifisaria e fixam-se pela
presenca de um ligamento osteo-condral;

6. A formaciio de osso endocondral ¢ muito reduzida e, aparentemente, sua
presenca ndo contribui para o reforgo Osseo;

7. Nio existem muitas diferencas entre as estruturas 6sseas do fémur e da tibio-
fibula, exceto pela auséncia de osso endocondral nesta Gltima;

8. Células mononucleadas sfio as responsaveis pela erosfio da cartilagem ndo
mineralizada, enquanto células polinucleadas degradam a matriz mineralizada.
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