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As sementes das espécies de Lathyrus contém
compostos latirogénicos, designadamente o 4cido
B-N-oxalil-a,B-diaminopropidnico  (B—OPAP),
também conhecido como [-oxalilaminoalanina
(BOAA), os quais podem causar uma série de
condigBes patoldgicas genericamente designadas
por latirismo (Hanbury et al., 2000; Yan et al.,
2006). Esta patologia pode ocorrer em humanos
e em outras espécies animais na forma de
neurolatirismo, angiolatirismo e osteolatirismo,
caracterizando-se essencialmente pela paralisia
dos membros inferiores e por um adelgagamento
dos o0ssos, podendo resultar na morte dos
individuos infectados. A susceptibilidade das
diferentes espécies animais a esta patologia nédo
esta ainda devidamente esclarecida, embora se
saiba que ha uma maior incidéncia em animais
jovens, tendo o latirismo em humanos recebido
maior atencdo devido aos seus elevados custos
sociais (Hanbury et al., 2000). A semicarbazida
(CH5N3O.HCI) é um contaminante que pode ser
encontrado numa grande variedade de alimentos,
e sua presenca pode ter diferentes origens, tais
como a Dbiotransformacdo metabdlica da
nitrofurazona, a degradacdo do composto
azodicarbonamida e os processos tecnoldgicos
que utilizam carragenanas. Os dados relativos a
toxicidade da semicarbazida sdo limitados, mas
sugerem potenciais efeitos teratogénicos (Gong
et al., 2006), genotdxicos (Vlastos et al., 2010) e
carcinogénicos (Parodi et al. 1981). Dos efeitos
mais conhecidos da semicarbazida destacam-se
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os latirogénicos, razdo pela qual é muito
usada em trabalhos de latirismo experimental
(Maranghi et al., 2009; Takahashi et al., 2010).

O presente trabalho teve como principal objetivo
verificar os efeitos da semicarbazida no
esqueleto de ratos Wistar em crescimento.
Machos com quatro semanas de idade
foram alimentados com racdo sintética
completa padrdo, a qual foi adicionado o
agente latirogénico comercial, hidrocloreto de
semicarbazida (CAS No. 563-41-7; Sigma-
Aldrich, Ref? S2201), tendo acesso ao alimento e
a agua sem restri¢des. Todos os animais foram
sujeitados a um periodo de quarentena de 10
dias, no fim do qual foram submetidos a
inspecdo e manipulacdo, para rastreio de
patologias, ap6s 0 que se constituiram trés
grupos, com 10 animais cada, distribuidos
aleatoriamente em gaiolas de tipo IV. Os ratos do
grupo 1 (G1), grupo-controle, ndo sofreram
qualquer manipulacdo; os do grupo 2
(G2) receberam, per o0s, hidrocloreto de
semicarbazida, misturado na racéo, de forma a
obter a concentracdo de 0,3% na dieta; os do
grupo 3 (G3) receberam, per os, hidrocloreto de
semicarbazida, misturado na racdo de forma a
obter a concentracdo de 0,6% na dieta. Os
animais foram mantidos nas condicBes
ambientais e de manutencdo determinadas pela
legislacdo em vigor na Unido Europeia, relativa a
experimentacdo animal (FELASA, 2010) e em
Portugal (Portaria 1005/92).
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Durante todo o ensaio, com a duracdo de 30 dias,
0s animais foram observados diariamente e
pesados semanalmente em balanca electronica
(0,1g). No dia do inicio do ensaio, e no dia do
sacrificio, foi efetuado o estudo radiologico,
individualmente, com projecdo ventrodorsal e
laterolateral. Os animais foram sacrificados
por sobredosagem de pentobarbital sddico,
100mg/kg, por meio de injecdo intraperitoneal,
apés 0 que se removeram a tibia, o fémur
e 0 Umero esquerdos, sendo as suas
epifises proximais e distais seccionadas
longitudinalmente. Todas as amostras foram
imediatamente  fixadas numa solucdo de
formaldeido neutro a 10%, tamponado (com
fosfato), durante 24 horas. Em seguida procedeu-
se & sua desmineralizacdo em solugdo de EDTA
a 17%, pH 7.4, durante 12 dias, apds o que se
procedeu ao seu processamento pelas técnicas
histolégicas de rotina — inclusdo em parafina,
cortes em seccBes de 5S5um de espessura, e
coloracdo pelas técnicas de hematoxilina e eosina
e tricrdmico de Masson.

Para a avaliacdo da proliferacdo dos condrdcitos
da placa de crescimento, sec¢cdes de 5um de
espessura, dos mesmos blocos da avaliagdo
histologica, foram extendidas em Iaminas de
vidro de 75x25mm, tratadas com polilisina, e
incubadas, pelo método LAB-SA (UltraVision
Detection System Kit, NeoMarkers, USA, ref?
TP-015-HD), de acordo com as indicagdes do
fabricante, com anticorpo primario comercial
anti-PCNA  (NeoMarkers, ref MS-106, na
diluicdo de 1:100, com pré-tratamento em
tampédo citrato, pH 6.0, durante 20 minutos a
100°C, para recuperacdo antigénica, e incubacdo
overnight, a 4°C). Para a interpretacdo dos
resultados, foi realizado um controle negativo,
por meio da omisséo do anticorpo primario, e um
controle positivo com seccdo de intestinos. As
preparacBes definitivas foram observadas em
microscépio Nikon Eclipse 600, sendo as
imagens obtidas por meio de camera digital
Nikon DN100.

A varidvel dependente peso foi testada para a
avaliacdo da normalidade segundo o teste
Kolmogorov Smirnoff e da homogeneidade da
variancia de acordo com o teste Levene
(Underwood, 1997). Perante a verificacdo da
normalidade e da homogeneidade da variancia, a
variavel peso foi analisada de acordo com
modelo geral linear de anélise de variancia, com
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dois fatores fixos: dieta (com trés niveis) e
datas das pesagens (com cinco niveis). Na
analise de variancia, foi considerada como
valor significativamente diferente aquele cuja
probabilidade de ocorréncia foi superior a 95%
(P<0,05). Sempre que se verificaram diferencas
significativas, as médias foram comparadas pelo
método de Tukey Kramer (Underwood, 1997).

Os animais aos quais foi administrado
a  semicarbazida  apresentaram  reducdo
significativa no peso corporal, numa forma dose-
dependente (Tab. 1). Os resultados obtidos
demonstraram que 0s animais do G1 exibiram
comportamento completamente distinto dos de
outros grupos (P<0,01). A partir da segunda
pesagem, verificaram-se pesos mais elevados
(P<0,01) nos animais do G1 relativamente aos
restantes. Essa tendéncia manteve-se e acentuou-
se com o avanco do tempo, originando diferengas
muito maiores nos pesos alcancados na ultima
pesagem. Relativamente aos ratos do G1,
verificaram-se nos ratos de G2 e G3 diferencas
bastante atenuadas nos incrementos de peso
face ao peso inicial. Nos de G2, somente a
partir da pesagem 3 constataram-se diferengas
significativas nos pesos, momento em que se
comegaram a evidenciar diferencgas significativas
relativamente aos do G3. Salienta-se que, no G3,
a maior dose de semicarbazida impediu
aumentos significativos no peso dos animais
(P>0,05) ao longo das varios pesagens.

Ndo foi observada qualquer sintomatologia
clinica nos animais do grupo-controle. Em todos
0s ratos tratados comegaram a observar-se sinais
clinicos a partir dos 7-10 dias, os quais se
acentuaram, de forma progressiva, com
degradacdo da condi¢do corporal, ericamento do
pelo, posicdo em cifoescoliose e presenca
de tumefacdes, em torno das articulacdes
coxofemural, tibiotarsica e escapuloumeral.

Ndo se registaram quaisquer alteracOes
radiologicas, nos niveis dsseo ou articular, nos
animais do grupo-controle. Pelo contrario, foram
observadas alteracfes evidentes nos animais dos
grupos experimentais, especialmente nos 0ssos
longos e na coluna vertebral (Tab. 2 e Fig. 1).

Ndo foram observadas alteraces histoldgicas
nos animais do grupo-controle; pelo contrério,
nos animais dos grupos tratados observaram-se
espessamento das placas de crescimento, sem as
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zonas bem demarcadas e proporcionadas, perda
de disposigao regular dos condrécitos em coluna,
acumulacdo de matriz extracelular e presenca de
grupos de condrocitos projetados para a metafise
(Fig. 2). Adicionalmente, foram observadas

alteracfes na formacdo de trabéculas ésseas na
metafise, de tamanho e em nUmero variado,
frequentemente localizadas em um dos lados do
0SS0, € com crescimento 6sseo desproporcional.

Tabela 1. Média e desvio-padrdo do peso corporal (g) durante o ensaio (n=10) de ratos segundo 0s
tratamentos (grupos) e o tempo de avaliacdo (P)

Grupo P P, Ps P, Py

Gy 80,70+10,1aA 115,30£9,5bA 154,40£13,3cA 188,10+16,8dA  214,70+24,5eA
G, 78,10+14,4aA 84,2+14,7aB 92,40+15,7bB 96,10+17,0bB 97,40+25,3bB
G; 74,90+14,8aA 75,4513,3aB 79,18+16,0aC 79,54+18,4aC 76,18+20,6aC

Letras minusculas diferentes nas células indicam diferencas significativas (P<0,01), pelo teste Tukey, entre as
pesagens dentro de cada grupo. Letras mailsculas diferentes nas células indicam diferencas significativas (P<0,01),

pelo teste Tukey, entre 0s grupos em cada pesagem.

G1: controle; G2: 0,3% de hidrocloreto de semicarbazido; G3: 0,60% do hidrocloreto de semicarbazida.

P1: pesagem inicial; P2 a P5: pesagens semanais.

Tabela 2. Resumo da presenca e gravidade das alteragdes de tecidos esqueléticos

Espessamento e  Formacgdo  Presenca de . . Deslocamento
- . B . . Submineralizacéo .
irregularidades  peridstica  cifoescoliose . x das epifises
Grupo e dimenséo ssea
das placas de 0sso e curvatura P NOS 0SS0S
e inferior ao normal
epifisarias novo do esterno longos
G1 - + - - -
G2 + + + + +
G3 ++ ++ ++ ++ ++

Auséncia de alteracdes; + presenca de alteragGes graves; ++ presenca de alteragdes muito graves.
G1: controle; G2: 0,3% de hidrocloreto de semicarbazido; G3: 0,60% do hidrocloreto de semicarbazida.

Os resultados do presente trabalho confirmam
que a semicarbazida provoca alteracbes nos
tecidos esqueléticos, interferindo no processo de
ossificacdo endocondral (Gardner et al., 1958;
Karnovsky e Karnovsky, 1961; Kundel, 1964;
Maranghi et al., 2009; Takahashi et al., 2010).
Os sintomas clinicos e a perda de peso foram
surgindo de forma gradual, dose-dependente, e a
atitude cifoescolidtica observada deve estar
associada ao enfraguecimento 6sseo na coluna
vertebral e a discopatia. As lesdes 6sseas
observadas nas avaliagcbes radioldgica e
histolégica sdo muito semelhantes as referidas
por outros autores (Ramamurti e Taylor, 1959;
Kundel, 1964; Tanaka et al., 1982; Maranghi et
al., 2009; Takahashi et al., 2010) e deverao estar
associadas a inibicdo da lisil-oxidase, enzima
responsavel pela formacgdo dos entrelagcados de
colageno e de elastina (Gardner et al., 1958;
Yeager et al., 1985). A expressdo do PCNA em
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condrdcitos fora da zona de proliferacdo pode ter
a ver com o efeito mecénico da acumulacéo de
matriz, fazendo deslocar algumas das células
para outras zonas. Os resultados obtidos
sugerem o aprofundamento de algumas questdes,
designadamente a reversibilidade das alteragdes
e a susceptibilidade ao desenvolvimento das
lesbes, em funcdo da idade e da estirpe dos
animais. As alteragdes esqueléticas observadas
evidenciam o potencial uso da semicarbazida em
estudos de osteolatirismo experimental.

Relativamente a expressdo do PCNA, observou-
se nos animais tratados imunomarcagdo nuclear
em condrécitos fora da zona de proliferagdo (Fig.
3). Ndo houve imunomarcacdo no controle
negativo.

Palavras-chave: rato, Wistar, semicarbazida,
osteolatirismo
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Figura 1. Rato. Raios-X de animal do G1 (controle; A e B) sem alteracdes esqueléticas, e de animais dos
G2 (0,3% de hidrocloreto de semicarbazida; C e D) e G3 (0,6% de hidrocloreto de semicarbazida; E-H),
em que sdo visiveis o deslocamento das epifises dos 0ssos longos, 0 espessamento e a irregularidade das
placas epifisarias, a formacg&o peridstica de 0sso novo, com a presenca de deformagdes 0sseas e exostoses,
mais evidentes nas epifises proximal do Umero, distal do fémur e proximal da tibia, e a presenga de
cifoescoliose na regido toracica e curvatura do esterno.
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tibia (H&E) e do Umero (TM), respectivamente, de animais do G1

(controle), em que é possivel observar os condrécitos dispostos em colunas regulares bem definidas e

demarcadas 100X. C e D: Epifises de tibias (H&E) de animais do G2 (0,3% de hidrocloreto de

semicarbazida) e do G3 (0,6% de hidrocloreto de semicarbazida), em que € possivel observar uma
disposicdo irregular dos condrdcitos e acumulacdo de matriz (M).
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Figura 3. Epifises de tibias, de animais de G2 (0,3% de hidrocloreto de semicarbazida; A) e G3 (6,6% dé
hidrocloreto de semicarbazida; B), sendo visivel a marcacdo nuclear para o PCNA [200X,
contracoloracdo com hematoxilina de Mayer].
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ABSTRACT

The effects of semicarbazide hydrochloride on skeletal tissues were evaluated using Wistar rats. In the
animals submitted to the administration of semicarbazide, radiological examination showed bone and
articular alterations with growth plates enlargement. Histological exams showed irregular patterns and
proliferation of chondrocytes and excessive accumulation of extracellular matrix. Immunohistochemical
exams showed PCNA positive reaction in pre- and hypertrofic chondrocytes. These results confirm that
semicarbazide induces important changes in skeletal tissues and that has potential utility in experimental

osteolathryrism.

Keywords: rat, Wistar, semicarbazide, osteolathyrism
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