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Expressdo imunoistoquimica da proteina S-100 na discondroplasia da tibia
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A discondroplasia da tibia é uma patologia das
placas de crescimento epifisarias dos 0ssos
longos das estirpes de répido crescimento de
espécies avicolas, caracterizada por anomalias na
diferenciacdo dos condrdcitos, traduzindo-se na
acumulacdo de uma massa cartilaginea branca,
opaca, ndo calcificada e avascular (Orth e Cook,
1994). Para além do aparecimento espontaneo,
com forte base genética, varios fatores afetam a
incidéncia e a gravidade das lesGes
discondroplasicas (Orth e Cook, 1994). Os
trabalhos realizados tém caracterizado a
cartilagem discondroplasica relativamente a
expressdo de varios genes e seus produtos
(Farquharson e Jefferies, 2000; Praul et al., 2000;
Leach e Monsonego-Ornan, 2007). Sua etiologia
ndo esta ainda devidamente esclarecida, sendo de
supor uma origem multifatorial (Orth e Cook,
1994).

As proteinas S-100 constituem uma familia de
proteinas  citoplasmaticas de baixo peso
molecular, que se podem ligar ao Ca*, ao Zn*" e
a0 Cu®* e que estdo envolvidas em muitos
processos biolégicos importantes (Donato,
2003). Inicialmente foram descritas como sendo
especificas do sistema nervoso, tendo sido, no
entanto, identificadas noutros tecidos, incluindo
a cartilagem e o osso (Weiss e Dorfman, 1986;
Dascalu et al., 1996; Balmain et al., 2003). O
presente trabalho teve como objetivo principal
avaliar a expressao imunoistoquimica da proteina
S-100 na discondroplasia da tibia.
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Frangos de corte, da linhagem Cobb, foram
criados em sistema padronizado, desde o dia do
nascimento até aos 21 dias de idade (dieta e agua
foram disponibilizadas ad libitum), cumprindo as
normas de bem-estar animal (FELASA,
<http://lwww.felasa.eu>). Foram estabelecidos
dois grupos com 20 animais cada, sendo um
grupo-controle e um grupo experimental. Para
obtencéo de animais com lesbes
discondroplasicas, incorporou-se a dieta o
ditiocarbamato Tirame (CAS n° 137-26-8,
SIGMA, n°® T5638), na concentragdo de
35mg/kg. Ao fim de 21 dias, e ap6s anestesia, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, seguido por remocao da tibia esquerda e
seccionamento longitudinal de sua epifise
proximal. Os fragmentos obtidos foram
imediatamente fixados em formaldeido neutro a
10%, tamponado, durante 24 horas, apds o que se
procedeu a sua desmineralizagdo em EDTA a
5%, pH 7,4, durante 7-10 dias.

Apds a desmineralizagdo, os fragmentos foram
processados em um sistema automatico,
incluidos em parafina e cortados em micrétomo
em seccbes com 5um de espessura. As secgdes
foram estendidas em Iaminas de vidro de 75 x
25mm, tratadas com polilisina. Para a
imunoistoquimica, utilizou-se o método LAB-SA
(UltraVision Detection System Kit, NeoMarkers,
USA, ref. TP-015-HD), de acordo com as
indicacOes do fabricante, com anticorpo primario
comercial (NeoMarkers, ref. RB-044, diluicdo
1:100, e incubagdo overnight, a 4°C). Como
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controle negativo, usaram-se sec¢bes sem o
anticorpo primario. As preparagdes definitivas
foram observadas em microscopio (Nikon
Eclipse 600), com a ampliagdo de 100x, em
seccBes correspondendo a 4-5 animais/grupo e
uma seccdo/animal, sendo as imagens obtidas
por meio de cdmara digital Nikon DN100.

Foram observados condrdcitos positivos na zona
de hipertrofia, nas placas de crescimento normais
e discondroplasicas (Fig. 1 e Tab. 1). Nestas
dltimas, foi evidente a expressdo citoplasmatica
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da proteina S-100 no interior das lesdes, embora
algumas células proliferativas tenham exibido
expressao nuclear. Alguns condrdcitos na fase
final de hipertrofia, junto aos canais vasculares e
aos locais de mineralizacdo, mostraram,
igualmente,  imunomarcacdo  citoplasmatica
intensa. Evidenciou-se também imunomarcagao
positiva de osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos
e de inimeras células da medula 6ssea. Nao foi
observada imunomarcacdo nas secgdes de
controle negativo.
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Figura 1. Imunoexpressdo da S-100. Tibia, frango de corte. Placas de crescimento normais (A, B, C): sdo visiveis
condrécitos hipertréficos (setas) e osteoblastos (Ob) positivos (V = canais vasculares). Placas de crescimento
discondroplasicas (D, E, F): em D, sdo visiveis condrécitos hipertroficos positivos (setas) no interior de zona de
lesdo, com acumulagdo de matriz (M) e, em E, junto a zona de mineralizacdo (ZM); em F, observam-se osteoclastos
(setas simples) e ostedcitos (dupla seta), positivos. Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer.
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Tabela 1. Expressdo imuno-histoquimica da proteina S-100 em tibia de frango de corte

Tipo celular Normal Discondroplasia
Condrdcitos de reserva negativo +
Condrdcitos proliferativos negativo +
Condrécitos hipertroficos +
Osteoblastos +
Osteoclastos +++ +++
Ostedcitos ++ +++
Medula 6ssea +
Imunomarcacéo: ocasional, focal= +; fraca= +; moderada= + +; intensa= + + +.
Os resultados obtidos estdo de acordo com os de participagdo  das  proteinas  S-100 na

outros autores, uma vez que foram observados
condrdcitos positivos fundamentalmente na zona
de hipertrofia e junto aos canais vasculares, nas
placas de crescimento normais (Weiss e
Dorfman, 1986), e nas placas de crescimento
discondroplésicas, embora algumas células
proliferativas tenham exibido expressdo nuclear.
Nas placas de crescimento discondroplasicas,
foram observados condrdcitos hipertroficos
positivos no interior das lesdes, o que pode estar
associado a reparacdo dos tecidos adjacentes
(Leonardi et al., 2000), ou pode tratar-se de uma
resposta a situacdo de inflamacdo cronica
derivada do estresse bioguimico e mecanico
provocado pela acumulacdo de matriz (Dascalu
etal., 1996).

Os dados deste trabalho sugerem ainda que as
proteinas da familia S-100 podem estar
envolvidas na proliferacdo, na hipertrofia e na
apoptose dos condrécitos, como evidenciado por
outros autores para outros tecidos (Donato,
2003), na estimulacdo da angiogénese da placa
de crescimento (Ambartsumian et al., 2001) e na
participagdo da homeostase do célcio (Barger e
Van Eldik, 1992). O conhecimento da

mineralizacdo da cartilagem (Weiss e Dorfman,
1986; Balmain et al, 2003) e do seu
envolvimento na regulacdo da remodelacdo da
matriz extracelular, influenciando a expressdo
das metaloproteinases da matriz (MMPs) e dos
seus inibidores tecidulares (TIMPs) (Elenjord et
al., 2008), torna interessante um estudo mais
aprofundado sobre a eventual ligacdo dessas
proteinas no desenvolvimento de lesGes
discondroplésicas.

A expressdo da proteina S-100 nos osteoblastos,
nos osteoclastos e nos ostedcitos, bem como em
indmeras células da medula dssea, similar em
ambos o0s tipos de placas de crescimento,
provavelmente, estaria relacionada com a
participacdo da S-100 na proliferacdo, na
diferenciagdo — processos essenciais no normal
decurso da ossificacdo endocondral — e na
sobrevivéncia desses tipos celulares (Donato,
2003).
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ABSTRACT

It was compared, by immunohistochemistry, the expression of S-100 protein from normal and tibial
dyschondroplasia (TD) growth plates. The results suggest that S-100 may be involved in growth plate
homeostasis. The expression of S-100 in dyschondroplastic chondrocytes may be due to a low level of
calcium in the lesion and/or compression of chondrocytes by the accumulated matrix. One further
possibility is the association between S-100 and the regulation of matrix metalloproteinases (MMPs) and
their endogenous inhibitors (TIMPs). Further studies will be necessary to provide insight into
involvement of S-100 in tibial dyschondroplasia development and the precise nature of the pathology.
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