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1- Justificativa:

Alguns 6rgdos fetais apresentam associacdo com o mecanismo relacionado & morte
intra-uterina. O exame anatomopatolégico do timo e da supra- renal apresentam alteracGes
histol6gicas que indicam a presenca de uma doenca intra-uterina, sendo estes Grgaos
conhecidos como marcadores de “stress” fetal (AGAPITOS et al., 1994; SENIZ, 1992,
DOUROQV, 1982; DE SA et al., 1978).

Outro 6rgdo que possui alteragcBes na vida intra-uterina associadas ao mecanismo
que levou a morte € a jungdo osteocondral (JOC) das costelas fetais.

Criancas com ébito no periodo perinatal apresentaram, ao exame das costelas,
alteracGes da JOC relacionadas a restricdo de crescimento intra-uterino (RCIU), alteracoes
placentarias, desordens maternas e algumas anormalidades congénitas (EMERY;
KALPAKTSOGLOU, 1967; ROBERTSON; IVEMARK, 1969; SINCLAIR -SMITH et
al., 1976; BYARD et al., 1993; JOSHI, 1994).

Os primeiros estudos da JOC das costelas foram realizados na area de cirurgia
plastica e cirurgia oral, com o objetivo de estudar o tipo de crescimento da cartilagem da
JOC, visando melhorar a qualidade dos enxertos mandibulares em que se utilizavam
fragmentos da costela (SARNAT, 1957; MEIKLE, 1973; WARE; BROWN, 1981;
KANTOMAA, 1984; COPRAY et al, 1988; PELTOMAKI; ISOTUPA, 1991;
PELTOMAKI et al., 2002).

A JOC das costelas de criangas comecou a ser estudada no inicio da década de 60 e
estes estudos relacionavam as alteracbes morfologicas da JOC com alteracBes de
crescimento 0sseo causados por disturbios nutricionais, como o raquitismo. Estudos em
criangas no periodo perinatal demonstraram que intercorréncias durante a gestacdo

poderiam causar alteracdes na JOC e que, pela anélise do padrdo morfologico da leséo,



seria possivel estimar o tempo da doenca intra-uterina associada a causa de 6bito (EPKER;
FROST, 1966; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; JONES et al., 1969; ROBERTSON;
IVEMARK, 1969; SHIMOMURA,; FREDERICK, 1973; SINCLAIR -SMITH et al., 1976).
A analise da JOC nestas criangas mostrou que cerca de 60% dos nascimentos antes da 32°
semana de gestacdo e 75% dos nascimentos pré-termo, apresentaram evidéncias de
sofrimento uterino antes do nascimento (EMERY, 1964; EMERY; KALPAKTSOGLOU,
1967; BUCK et al., 1989; WILLIAMS et al., 1990). Na Sindrome da Morte Subita na
Infancia foi demonstrada uma desorganizacdo da JOC, que poderia ser usada como um
parametro para avaliar a duracdo e a presenca de doencas anteriores nestas criangas
(SINCLAIR -SMITH et al., 1976; BYARD et al., 1992).

Além disto, anormalidades da JOC foram associadas a malformagdes bucais, dentais
e presenca de membrana hialina no pulmé&o de natimortos e neomortos (JONES et al., 1969;
ROBERTSON; IVEMARK, 1969).

Em estudos experimentais, as alteracbes da JOC foram relacionadas a processos
infecciosos e foi demonstrado que em ratos submetidos a estresse, a velocidade de
aparecimento das alteracdes na JOC aumentou (PRATT; MCCANCE, 1960).

As descricOes das lesGes osteocondrais sdo frequentes na literatura, mas, a
etiopatogénese do processo permanece desconhecida. O adequado entendimento do
crescimento normal da costela pode ser a base para a elucidagdo dos mecanismos

responsaveis pelas altera¢fes encontradas.

2- Descrigédo anatomica das costelas:
As costelas possuem ossificacdo endocondral e sdo fitas dsseas arqueadas, de suas

jungdes com a coluna vertebral a por¢do anterior da parede do tronco. As sete costelas



superiores sdo ditas costelas verdadeiras, por se articularem com o esterno, através de suas
cartilagens. A oitava, nona e décima costelas séo ditas falsas por se fixarem ao esterno néo
sO indiretamente, unindo-se suas cartilagens uma a outra e a sétima. As costelas undécima
e duodécima, ditas flutuantes, sdo curtas, terminam entre os masculos da parede lateral do
abdome e ndo possuem cartilagens (GARDNER et al., 1988).

No recém-nascido, as costelas sdo menos horizontalizadas do que no adulto. Os
centros primarios de ossificacdo das costelas aparecem no corpo da costela, no inicio do
quarto més de vida fetal. Os centros secundarios de ossificacao para a regido da cabeca e do
tubérculo da costela aparecem durante a puberdade (CRELIN, 1988).

As costelas sdo 0ssos ideais para o estudo do crescimento e desenvolvimento fetal
por serem 0S 0SSOS que possuem 0 maior crescimento, do ponto de vista linear, durante a
vida intra-uterina e por possuirem acesso facil durante a realizacdo do exame de necropsia.
As alteragdes de crescimento dGsseo nas costelas apresentam alteracBes morfoldgicas
similares aquelas encontradas em 0ssos longos nas doencas dsseas congénitas (COHEN,
1948; ROY; SARNAT, 1956; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967, BEHMAN, 1976;

FAZZALARI et al., 1997).

3- Histologia da JOC:

A estrutura histoldgica da JOC é similar a encontrada em ratos e consiste em varias
colunas de células cartilaginosas inseridas no meio de uma matriz celular e trabéculas
Osseas (COHEN, 1948; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; PELTOMAKI, 1994).

As alteracdes da JOC devem estar associadas as alteracdes nas zonas que formam a
cartilagem: zona de repouso, zona de cartilagem proliferativa, zona de -cartilagem

hiperplasica, zona de cartilagem calcificada e zona de ossificacdo, j& que a taxa de



crescimento 6sseo depende do numero de células, da taxa de mitose na zona de
proliferacdo, da quantidade de matriz extracelular produzida e da hipertrofia das células da
cartilagem (PELTOMAKI; HAKKINEN, 1992).

A JOC é formada por cartilagem, zona livre medular e osso recém formado. A linha
entre a cartilagem e a zona livre medular € estreita. A cartilagem é dividida em trés zonas.
A zona de repouso, também conhecida como zona de descanso ou zona germinativa,
consiste em uma matriz cartilaginosa com células isoladas ou dispostas em pares que
parecem estar organizadas ao acaso. Sua exata funcdo ainda causa controvérsia na
literatura, alguns autores a consideram inerte e sem participagdo no crescimento
longitudinal 6sseo (KEMBER; SISSONS, 1976; ROBERTSON, 1990, PELTOMAKI;
HAKKINEN, 1992), enquanto outros acreditam que a aparéncia estatica € meramente
iluséria e que qualquer alteracdo em sua estrutura pode comprometer todo o crescimento
0sseo (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; RING, 1995; CARLSEN et al., 1998;
GIANNONI et al., 2003).

A cartilagem cresce de forma linear em colunas e finalmente as células se
hipertrofiam. As células da zona hiperplasica sofrem apoptose e deixam filetes de
cartilagem na zona livre de medula 6ssea da JOC que serdo utilizados para a formacédo do
novo 0ss0. O comprimento da JOC entre a 5% e a 62 costela ao nascimento é de 120 mm.
Considerando o tempo total de uma gestacdo, o padrdo de crescimento da JOC é em torno
de 220 um por dia. Diariamente, nos fetos, conjuntos de células cartilaginosas séo
depositados  constantemente em meio a matriz  extracelular (EMERY;

KALPAKTSOGLOU, 1967).



Na zona proliferativa, as células se dividem e formam Unicas ou duplas colunas de
celulas orientadas proximas a cavidade da zona medular. Na zona hiperplasica, as células
formam colunas, e possuem uma larga area perinuclear, que aumenta de tamanho até as
celulas terminais da zona trabecular, &s vezes citada como zona vascular. Estudos
demonstram que o mecanismo de morte celular das células da camada hiperplésica pode
ocorrer tanto pela diferenciacdo destas células em osteoblastos quanto com a ocorréncia de
apoptose nos condrocitos (JONES et al., 1969; ROBERTSON; IVEMARK, 1969;
EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1976; PELTOMAKI; HAKKINEN, 1992; PELTOMAKI,
1994).

A zona proliferativa é a responsavel pela producdo de matriz cartilaginosa, que em
tecidos jovens e na zona de crescimento é encontrada preferencialmente ao redor dos
condrdcitos, sendo que na JOC das articulages é encontrada em maior quantidade na zona
proliferativa (CARLSEN et al., 1998; GIANNONI et al., 2003; WONG et al., 2003). Em
relacdo a zona de repouso e proliferativa, um estudo conduzido em ratos demonstrou a
importancia da zona proliferativa e da zona de repouso para o0 crescimento 6sseo das
costelas e para os transplantes 6sseos. Em criancas, a quantidade destas duas zonas é muito
importante para 0 sucesso do enxerto em relacdo ao crescimento 6sseo (PELTOMAKI,
HAKKINEN, 1992).

Portanto, o crescimento longitudinal das costelas é o resultado do crescimento da
cartilagem costal. E causado pela repetida divisio celular que ocorre na camada
proliferativa, que gera mais células para a zona hiperplasica. Nesta zona, os condrécitos
aumentam de tamanho e produzem mais matriz extracelular culminando com o crescimento

0sseo (PELTOMAKI; HAKKINEN, 1992).



Ossos lamelares s6 podem crescer por aposicdo em uma base de substrato ja
existente, como a cartilagem calcificada ou osso. A cartilagem cresce por proliferacéo
intersticial celular e formacdo de matriz extracelular. A maior parte do embrido é
primeiramente formada por cartilagem, devido a capacidade de crescimento intersticial e
proliferacdo da cartilagem, que exerce um papel importante no desenvolvimento e
crescimento do esqueleto fetal (PELTOMAKI; HAKKINEN, 1992).

A matriz cartilaginosa consiste em fibrilas colagenas (predominantemente colageno
tipo 1) e substdncia fundamental amorfa, a qual é formada principalmente de
proteoglicanos (proteinas+glicosaminoglicanas). Os glicosaminoglicanos especificos da
cartilagem s&o condroitina-4 e condroitina-6-sulfato e &cido hialurdnico. Estes compostos
da substdncia fundamental fornecem a cartilagem sua consisténcia firme e permite a
nutricdo de suas células (GRANJEIRO et al., 2005; MAGNE et al., 2005; GOLDRING,
2006).

Da mesma forma, a degradacdo da matriz cartilaginosa é realizada pelas proteinases,
como as catepsinas D, K e L, que degradam o colageno e os proteoglicanos. Essas enzimas
possuem sua agdo potencializada em pH &cido, por isso participam de forma ativa do
processo de protedlise da cartilagem e do osso. Esse fendmeno ¢é exacerbado em condigdes
especiais como fraturas, ossificagdo ectdpica e durante o desenvolvimento fetal (NAKASE
et al., 2000).

A cartilagem hialina forma o esqueleto inicial do feto; é a precursora dos 0ss0s que
se desenvolverdo a partir do processo de ossificagdo endocondral. Durante o
desenvolvimento 06sseo endocondral, a cartilagem hialina funciona como placa de
crescimento epifisario e essa placa continua funcional enquanto o 0sso estiver crescendo

em comprimento (MALININ; MALININ, 1999).



4- Descricdo da COMP:

Vaérios fatores influenciam o crescimento e maturacdo do esqueleto e aquisicdo de
massa 0ssea em recém-nascidos e em criancgas, existindo uma relacdo estreita e complexa
entre eles. Esses fatores sdo: genéticos, nutricionais, sexuais, hormonais, fatores locais de
crescimento e atividade fisica (DEL RIO et al., 1994; CARRASCOSA et al., 1995; DE
LUCA et al., 1999; COLNOT, 2005).

Em relacdo aos fatores genéticos que controlam a formacao da matriz extracelular, a
regulacdo da ossificacdo endocondral pode ser considerada um processo complexo. Cada
estagio de diferenciacdo é controlado por inumeros fatores de crescimento, moléculas
reguladoras, fatores angiogénicos, proteases e seus inibidores. Fatores mecénicos estdo
associados & modulacdo desse processo, bem como a expressdo de genes, que aceleram ou
retardam a hipertrofia dos condrocitos e a expressdo da proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa — “cartilage oligomeric matrix protein” (COMP) (WONG et al., 2003).

Em 1965, Urist identificou e demonstrou a acdo da COMP e de Vvérios outros fatores
de crescimento (principalmente as BMP’s — “Bone Morphogenetic Protein”) na formacéo
da matriz cartilaginosa, no crescimento celular, na diferenciacdo e na expressao do fendtipo
de Vvérios tipos celulares, incluindo osteoblastos e condrécitos (CHEN et al., 2004).

A COMP é expressa em varios tipos de cartilagens, ligamentos e tenddes. Seu
principal componente é o colageno tipo Il que é a proteina responsavel pela ligacdo das
fibras colagénicas na matriz cartilaginosa. Esta proteina tem 435 kD e contém cinco
subunidades de 110 kD, possui a forma de um pentamero e contém calcio em sua estrutura.

E produzida por condrdcitos imaturos e maduros (DEERE et al., 2001).



A importancia do estudo da COMP esta baseada na ocorréncia de mutagdes e sua
relacdo com as displasias @sseas, pseudocondrodisplasias e as displasias mudltiplas
epifisarias. Varias alteracOes estruturais sao descritas nessas doengas como sendo resultado
de alteracOes na expressdo da COMP, como: desproporcdo entre peso e altura, frouxiddo
ligamentar, deformidades no joelho e quadril e osteoartrite. Mais de cinquenta tipos de
mutacdo na COMP foram identificadas em pacientes com essas alteragcGes 0sseas, a maior
parte delas encontrada na por¢do que contém calcio (DEERE et al., 2001).

Os genes envolvidos nas mutacGes da COMP séo 0s genes pertencentes a familia
TSP: o gene TSP1, TSP2, TSP3, TSP4 e TSP5. A identificagdo dos mecanismos de
regulagdo dos genes TSP estd associada aos achados de alteragcbes em condrdcitos,
ligamentos, tenddes e fibroblastos (HECHT et al., 1998; DEERE et al., 2001; SVENSSON
etal., 2002).

Em estudo experimental, demonstrou-se que a seqliéncia génica em ratos e em seres
humanos é semelhante, possui pelo menos seis nucleotideos homologos (86%) e amino-
acido homologos (90%). Dois tipos de seqiiéncias repetidas sdo encontradas em ratos,
enguanto que em seres humanos existem quatro tipos de repeticdo e conservacdo dos vinte
e quatro residuos de cisteina. Acredita-se que a sequéncia Gly-265 e Ala-522 e as regides
que contém Ca*?, sejam as regides funcionais e que produzem a ativacdo das moléculas na
COMP. Qualquer mutacdo em um desses nucleotideos ou residuos de cisteina pode ser
responsavel pela ocorréncia de pseudocondrodisplasias e displasias multiplas epifisarias
(HEDBOM et al., 1992; OLDBERG et al., 1992; NEWTON et al., 1994; KIPNES et al.,
2000).

N&o existem relatos na literatura sobre o local especifico de mutagdo encontrado em

alteraces JOC, somente alguns estudos relatam os mecanismos basicos de funcionamento



e ativacdo da COMP, bem como os tipos de mutagédo, que resultam em algumas doencas
genéticas (HEDBOM et al., 1992; OLDBERG et al., 1992; NEWTON et al., 1994;
KIPNES et al., 2000).

As pseudocondrodisplasias afetam individuos que tém tamanho normal ao
nascimento e que apresentam restricdo do crescimento sé reconhecido a partir dos dois anos
de vida (NEWMAN; WALLIS, 2003). E possivel que mutagdes nos genes responsaveis
pela codificacdo da COMP ndo sejam causadas apenas por fatores génicos hereditarios, mas
também, por fatores ambientais como a hipdxia intra-uterina, podendo ter relacdo com as
alteragdes encontradas nas jungdes osteocondrais de natimortos.

Os radicais livres gerados pela oxidagdo do oxigénio podem ser gerados tanto em
condicGes de alta oferta de oxigénio, como em condi¢des de hipoxia. Em estudo realizado
em Caenorhabditis elegans observou-se que as mutacOes identificadas no gene mev-1
mutante desta espécie sdo mais frequentes em condi¢des de hipoxia (HARTMAN et al.,
2004).

Em outro estudo experimental realizado em gatos observou-se que estas substancias
induzem dano no DNA pela ativagdo da enzima polimerase reparadora do cromossomo e
que, esta ativagdo pode acontecer tanto em estados de hipdxia como em estados de
hiperéxia, ambos capazes de gerar radicais-livres derivados da oxidacdo do oxigénio
(STROSZNAJIDER et al., 2002).

Apesar das alteragcbes da juncdo osteocondral serem freqiientes em necropsias
pediatricas, ainda permanecem duvidas sobre a etiologia das lesbes e a contribuicdo de cada
uma das diferentes camadas da zona de crescimento (camada de repouso, camada
proliferativa e camada hiperplésica) e producdo de matriz cartilaginosa como causa das

alteragdes da JOC.



As lesdes da juncdo osteocondral das costelas ocorrem por alteracdes das zonas de
crescimento e da producdo de matriz cartilaginosa, apresentando diferentes padrdes

morfolégicos dependendo do tipo de doenga que levou a morte perinatal.



Objetivo geral
Identificar as alteracbes morfolégicas da juncdo osteocondral em criangas

necropsiadas e os fatores associados com sua patogénese.

Objetivos Especificos
e Identificar as alteracdes morfoldgicas das jungdes osteocondrais em material
de autopsia perinatal e a associa¢do com doencas de base e causas de dbito;
e Avaliar morfometricamente as diferentes zonas da cartilagem da juncao
osteocondral e sua relagcdo com as lesdes da JOC,;
e Identificar e quantificar a expressdo nos condrdcitos da proteina oligomérica
da matriz cartilaginosa (COMP) e analisar a sua relacdo com as lesdes da

JOC.



Material e Métodos:

1- Selecdo dos pacientes:

Foram utilizadas 254 jungbes osteocondrais de criangas necropsiadas
seqiiencialmente no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HE-
UFTM), e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRP/USP), no periodo de 1999 até 2005. Foram
excluidas do estudo as necropsias realizadas, nas quais ndo foram coletadas a JOC ou
necropsias de pacientes com doencas que apresentaram malformacdes dsseas.

Foram incluidos todos os pacientes submetidos a necropsia completa que incluiu a
coleta da JOC. O projeto foi submetido e aprovado (protocolo n°® 504) pela Comisséo de

Etica em Pesquisa da UFTM.

2- Reviséo dos laudos de necropsia:

Dos laudos de necropsia foram coletadas as doencas de base, 0 género, a idade do
paciente, as causas de Obito e as medidas antropométricas. As doencas de base e as causas
de 6bito foram agrupadas de acordo com os critérios estabelecidos pela 10® Revisdo da
Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10).

Definiu-se como natimorto todo feto com idade gestacional igual ou superior a 22
semanas e/ou peso maior ou igual a 500 gramas, cujo Obito ocorreu antes da separacao
completa do corpo materno e que, ao nascer, nao tenha apresentado quaisquer das seguintes
manifestagdes compativeis com a vida: batimentos cardiacos, pulsacdo de corddo umbilical
ou movimento de masculos voluntérios, de acordo com a 10? Revisdo da Classificacdo
Internacional de Doencas. O termo neomorto foi utilizado para todos os Obitos que

ocorreram no periodo neonatal (menos de 28 dias) (CARTLIDGE; STEWART, 1995).



A restricdo de crescimento intra-uterino dos fetos foi classificada de acordo com o
peso no grafico do percentil 10. Utilizamos o peso, circunferéncia cefalica, circunferéncia
abdominal, medida do pé e comprimento total e comparamos com a curva normal
(LUBCHENCO et al., 1966; BATTAGLIA; LUBCHENCO, 1967; CHAMBERS et al.,

1993).

3- Coleta das JOC:

Foram coletadas as jungBes osteocondrais da 5% e da 6° costelas bilateralmente
(Prancha 1; Figura A e B). Estes fragmentos foram fixados em formaldeido a 10%
tamponado por 48 horas e descalcificados em &cido tricloroacético 10% por 48 horas.
Apos, foram imersos em uma solucdo neutralizante de sulfato de sédio a 5%, durante 8
horas e a reacdo foi neutralizada com lavagem em &gua corrente. Posteriormente, foram
embebidos em parafina, com a face anterior do corte longitudinal voltada para a face
inferior do bloco (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; ROBERTSON; IVEMARK,
1969).

Os fragmentos foram entdo processados para a histoquimica e imuno-histoquimica.

4- Analise morfoldgica:

A andlise morfoldgica foi realizada com as laminas coradas pela coloracdo de
Hematoxilina-eosina (HE) (Prancha 1; Figura C). As les6es da JOC foram classificadas
seguindo critérios adaptados dos ja descritos na literatura (COHEN, 1948; EMERY, 1964;

EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; ROBERTSON; IVEMARK, 1969).



Prancha 1. Juncdo Osteocondral (seta) das costelas coletada durante a necropsia (Figura A).
Foram coletadas as juncGes osteocondrais da 5 e da 6° costelas (seta) bilateralmente.

(Figura B).



5- Analise morfométrica:

Foi realizada com as laminas coradas pelo Método de Tricrdmico de Masson Azul
(TMA) (Prancha 1; Figura D). As medidas foram realizadas utilizando-se uma camara de
video acoplada a microscépio de luz comum, que envia as imagens do microscopio a um
sistema analisador de imagens interativo (KS 300 Zeiss® , Kontron, Germany).

Na juncdo osteocondral foram medidos o comprimento no sentido longitudinal da
cartilagem das zonas proliferativa e hiperplésica.

O comprimento de cada camada de todos os casos foi estimado, fazendo-se medidas
distribuidas uniformemente pela area visivel no video, por todos os campos da lamina.

Utilizamos a objetiva de cinco vezes para estas medidas.

6- Métodos Imuno-histoquimicos:

Foi utilizado o anticorpo policlonal anti-COMP (KAMIYA BIOMEDICAL
COMPANY®) para marcacdo da expressdo nos condrocitos da JOC da proteina
oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP).

Os cortes foram preparados com 5 um de espessura e fixados nas laminas com
Polilisina®. O complexo secundario (Peroxidase, Avidina Biotina Universal-DAKO®) foi
incubado em temperatura ambiente por 30 minutos. A revelagdo foi feita com 3,3
Diaminobenzidine (DAB), colocando-se 0 substrato sobre o corte por 7 minutos em
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

As laminas foram lavadas em &gua destilada para inativar a diaminobenzidina. A
contra coloracdo foi realizada com Hematoxilina de Harris por 5 segundos. A reagéo foi
interrompida com banhos de &gua corrente, as laminas foram desidratadas em bateria de

alcool, diafanizadas em xilol e montadas com Entelan®.



Para a analise imuno-histoquimica, 0s casos normais foram pareados pela idade
gestacional com os casos alterados. Em alguns de nossos casos, ndo foi possivel realizar a

recuperacgdo anti-génica.

7- Analise estatistica:

Para a analise estatistica foi elaborada uma planilha eletrénica. As informacoes
foram analisadas através do programa eletrénico Sigma Stat ®, versdo 2.0. Em seguida, as
variaveis normais, homocedasticas, foram analisadas utilizando-se testes paramétricos, na
comparagdo entre dois grupos, o teste "t" de Student; e na comparacdo entre trés ou mais
grupos a analise de variancia (ANOVA), seguidos do teste de Dunn.

Quando a distribuicdo ndo foi normal, utilizamos testes ndo paramétricos, na
comparagdo entre dois grupos, o teste de Mann-Whitney, e na comparagdo entre trés ou
mais grupos o teste de Kruskal-Wallis, seguidos do teste de Tukey. As proporg¢des foram
comparadas pelo teste do y? acompanhado do teste exato de Fisher ou teste de corregdo de
Y ates.

Foram consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que p foi menor

que 5% (p<0,05).



Resultados

Foram analisadas as alteracfes morfolégicas encontradas na JOC de 254 criancgas
necropsiadas no HE — UFTM e no HC — FMRP/USP. Destes, 135 casos (53,1%) eram de
natimortos e 119 (46,9%) eram criangas com Obito no periodo neonatal (neomortos). Em
relacdo ao género, 100 pacientes (39,4%) eram do género feminino, 146 (57,5%) do género
masculino. Em oito casos (3,1%), ndo havia o relato sobre o género no prontuério. Nao ha
diferenca estatisticamente significante entre a idade em relagdo ao género nos natimortos e

nos Gbitos neonatais (Tabela 1).

Tabela 1: Média de idade e género das criangas necropsiadas em que analisamos a juncao
osteocondral, no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo de

1999 a 2005.

Grupo Idade n (%) X+DP Género n (%)

Natimorto  Semanas 135(53,1) 30,4+5,6 Masculino 146 (57,5)
Neomorto Horas 36 (14,2) 6,5+7,8 Feminino 100 (39,4)
Dias 83 (32,7) 8,5+8,9

Total 254 (100) Total 246 (96,9)*

n: nimero; X+DP: média £ desvio padréo. *Em 8 casos néo foi identificado o género do
natimorto.



Os grupos de doencas de base diagnosticadas foram: malformacfes em 87 casos

(34,2%), prematuridade em 40 casos (15,8%), 33 casos (12,9%) de fatores indeterminados

e 32 casos (12,6%) de doencas maternas (Tabela 2).

As causas de obito mais freqientes foram classificadas no grupo de doencas do

sistema respiratério e correspondem a 180 casos (70,9%). O segundo grupo de causa de

morte mais freqliente, foi o grupo das doencas infecciosas, 26 casos (10,2%) seguido pelo

grupo das doencas do sistema nervoso, 17 casos (6,7%) (Tabela 3).

Tabela 2: Descricdo das doencas de base e causas de Obito das criangas necropsiadas em

que analisamos a jungdo osteocondral, no Hospital Escola da Universidade Federal do

Tridngulo Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

durante o periodo de 1999 a 2005.

Grupo de Doencas de Base n (%) |Grupo Causas de Obito n (%)
Malformacoes 87 (34,2) |Doencas do sistema respiratério 180 (70,9)
Prematuridade 40 (15,8) |Doencas infecciosas 26 (10,2)
Doenca de Base Indeterminada 33(12,9) |Doengas do sistema nervoso 17 (6,7)
Doencas maternas 32 (12,6) |Outras 12 (4,7)
Causas placentarias 30 (11,8) |Doengas do sistema vascular 11 (4,3)
Doencas infecciosas 17 (6,7) |Malformacéo 3(1,2)
Doencas do sistema respiratorio 6 (2,4) |Prematuridade 2 (0,8)
Outras 4 (1,6) |Doengas auto- imunes 1(0,4)
Doengas auto-imunes 3(1,2) |Doencas do sistema renal 1(0,4)




Neoplasias 2 (0,8) |Doencas do aparelho digestério 1(0,4)

Total

254 (100) |Total 254 (100)

n: nimero

Foram consideradas normais 199 (78,3%) JOC dos casos analisados (Prancha 2;

Figura A e B). Foram classificadas como normais as JOC que apresentaram organizagao

das colunas de células cartilaginosas nas zonas proliferativa e hiperplasica e pouca matriz

extracelular, localizada no limite entre a cartilagem e a trabécula dssea (COHEN, 1948;

EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967).

Foram encontradas alteracdes na JOC em 55 (22%) dos casos analisados. As lesdes

da JOC foram classificadas de acordo com o padrdo preponderante nas laminas.

Aumento da Matriz Cartilaginosa (AMC) em 38 casos (14,9%): o0 AMC na JOC ¢
diagnosticado, quando encontramos uma faixa de matriz cartilaginosa entre as
ultimas células da cartilagem e a cavidade 6ssea, em mais de 50% do comprimento
da linha entre a cartilagem e o osso (Prancha 3; Figura A).

Conformacgdo Bizarra (BZ) em 10 casos (3,9%): as principais caracteristicas
morfoldgicas de uma JOC com padrdo bizarro sdo a completa desorganizacdo das
colunas de células cartilaginosas, o que proporciona irregularidade estrutural nas
zonas hiperplasica e proliferativa (Prancha 3; Figura B).

Células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo (CME) em 2 casos (0,8%). Esta
alteracdo foi encontrada associada a todos os casos que foram diagnosticados MCO
e AMC. (Prancha 3; Figura C).

Aumento de matriz cartilaginosa e formagdo de osso proximo a cartilagem com

presenca de células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo (MCO), 5 casos



(2%): consideramos MCO, quando ha uma desorganizacdo das colunas de células
cartilaginosas com formacédo de finas trabéculas dsseas, entre a zona hiperplésica e a
zona livre de medula, formando estruturas similares a pontes, por isso, alguns
autores denominam essa alteracdo morfoldgica de “ponte 6ssea” (Prancha 3; Figura

D) (Tabela 3).

Tabela 3: Relagdo das diferentes alteracbes morfoldgicas da JOC em criangas necropsiadas
no Hospital Escola da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro e no Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo de 1999 a 2005.

AlteracOes da JOC n (%)

Normal 199 (78,3)
AMC 38 (15)
BZ 10 (4)
MCO 5(2)
CME 2(0,7)
Total 254 (100)

AMC: aumento da matriz cartilaginosa; BZ: conformacgédo bizarra; CME: Presenca de
células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo; MCO: aumento de matriz cartilaginosa
e formacdo de osso proximo a cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos
canais de calcificacdo; n: nimero



Prancha 2. Anélise morfolégica e morfométrica da JOC: jungdo osteocondral normal,
(Figura A, TMA-640X) com pouca matriz extracelular (seta) localizada no limite entre a
cartilagem e a trabécula 0ssea e organizacdo das colunas de células cartilaginosas nas zonas
proliferativa (seta larga) e hiperplasica (seta). O limite entre a cartilagem e a zona livre de
medula 6ssea e regular e bem limitado (*) (Figura B, HE-640X).



Prancha 3. AlteracGes morfologicas da JOC: Aumento da matriz cartilaginosa (AMC) é
diagnosticado quando o aumento da matriz (seta) ocorre em mais de 50% do
comprimento da linha entre a cartilagem e o osso (Figura A) (HE 640X); lesdo bizarra
(BZ) é caracterizada pela completa desorganizacao das colunas de células cartilaginosas
(Figura B) (HE 640X). A presenca de células da medula dssea (seta) nos canais de
calcificagdo (CME) é encontrada associada aos casos de MCO e AMC (Figura C) (HE
640X). A lesdo MCO ¢ caracterizada pela desorganizacdo das colunas de células
cartilaginosas com formagcdo de finas trabéculas 6sseas (seta) entre a zona hiperplasica e
a zona livre de medula (Figura D) (HE 640X).



As lesdes da JOC foram mais frequentes em neomortos (Tabela 4). A alteracéo
morfolégica AMC foi encontrada em 38 dos casos (15%), sendo mais freqliente entre os
neomortos, 26 casos (68,4%). A alteragdo MCO foi diagnosticada em 5 (100%) casos

neomortos e o padrdo bizarro em 8 (80%) dos casos de natimortos (Tabela 5).

Tabela 4: Associacdo entre as alteragdes morfoldgicas da JOC e a época do ébito perinatal
das criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.

AlteracOes da JOC Grupo Total
n (%) n (%)
Neomorto Natimorto
Sim 33(61,1) 21 (38,9) 54 (100)
Né&o 86 (43) 114 (57) 200 (100)
Total 119 (46,8) 135 (53,2) 254 (100)

XZ: 4,87 com correcdo de Yates; p=0,027
JOC: juncéo osteocondral; n: nimero

Tabela 5: Associacdo entre as alteragdes morfolégicas da JOC e a época do ébito perinatal
das criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.



AlteracOes da JOC Grupo Total
n (%) n (%)
Neomorto Natimorto

Normal 86 (43,2) 113 (56,8) 190 (100)
AMC 26 (68,4) 12 (31,6) 38 (100)

BZ 2 (20) 8 (80) 10 (100)

MCO 5 (100) 0 (0) 5 (100)

CME 0 (0) 2 (100) 2 (100)
Total 119 135 254 (100)

AMC: aumento da matriz cartilaginosa; BZ: conformacao bizarra; CME: Presenca de
células da medula dssea nos canais de calcificacdo; JOC: juncdo osteocondral; MCO:
aumento de matriz cartilaginosa e formacdo de 0sso proximo a cartilagem com presenca de
células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo; n: nimero

Em relacdo a idade das criancas, 0s pacientes mais jovens e mais velhos apresentam
as lesdes mais graves na JOC. Os pacientes mais velhos apresentam uma relacdo
estatisticamente significante com as alteracbes AMC e MCO, nestes casos, a idade
gestacional ao nascimento das criangas também foi maior. Os pacientes com MCO foram
os mais velhos do estudo, tendo idade com mediana de 14 dias (1,7 — 27 dias). A alteracdo
BZ é encontrada em sua maioria nos pacientes prematuros. Nos dois casos em que foi
encontrada em neomortos, as criangas nasceram com 22 e 27 semanas de idade gestacional

(Tabela 6).

Tabela 6: Relacdo entre as alteracbes morfoldgicas da JOC e a idade do oObito das
criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo de

1999 a 2005.



Natimortos n (%) X dalG ao Med Vmin  Vmax Teste
nascimento+DP (semanas) (Semanas)
Normal 113 (83,7) 30,0+25,5 30,0 25,5 36,0 H=0,991;
BZ 8 (5,9) 32,0+27,5 32,0 27,5 335 p=0,803
AMC 12 (8,9) 29,0+24,6 29,0 24,6 36,7
CME 2 (1,5) 34,0+30,0 34,0 30,0 38,0
Total 135 (100)
Neomorto n (%) X dalGao Med (horas) Vmin Vmax H =0,000;
Horas nascimento+DP* (horas)
Normal 32 (88,8) 29,26+4,93 4,0 0,4 9,0 p =1,000
AMC 4(11,2) 35,25+4,03 2,7 0,8 16,0
Total 36 (100)
Neomorto n (%) X dalG ao Med (dias) Vmin Vmax H=12_822;
Dias nascimentoxDP** (dias) p = 0,005
AMC 22 (26,5) 34,15+28,30 10,5 5,0 19,0 Teste de
Normal 54 (65) 32,50+27,00 2,5 1,0 8,0 Dunn
CMO 5 (6) 38,30+34,77 14,0 1,7 27,0 P<0,05
BZ 2 (2,5) 24,90+22,00 12,0 8,0 16,0 BZxNormal
AMCxNor
mal
Total 83 (100)

*t=-2,319; p = 0,027
** H =7,722; p = 0,052

AMC: aumento da matriz cartilaginosa; BZ: conformacao bizarra; CME: Presenca de
células da medula 6ssea nos canais de calcificacdo; IG: idade gestacional; JOC: jungéo
osteocondral; MCO: aumento de matriz cartilaginosa e formagéo de 0sso proximo a
cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo; med,;
mediana; n: nimero; Vmax: valor maximo; VVmin: valor minimo; X+DP: média + desvio

padréo

N&o h& associacdo entre RCIU e alteracGes morfoldgicas da JOC (Tabela 7).



Tabela 7: Relacdo entre as alteragdes morfoldgicas da JOC e o processo de RCIU em
natimortos necropsiados no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo

de 1999 a 2005.

Alteracdes da JOC RCIU Total
n (%) n (%)
Sim Né&o
Sim 1(5) 19 (95) 20 (100)
Nao 19 (17) 94 (83) 113 (100)
Total 20 (15) 113 (85) 133 (100)

XZ: 1,047 com correcdo de Yates; p=0,306

Dois casos analisados ndo possuiam o relato do peso, ndao sendo possivel avaliar a
ocorréncia de RCIU.

JOC: juncéo osteocondral; ; n: nimero; RCIU: restri¢do de crescimento intra-uterino

Existe diferenca estatistica entre a alteracdo morfolégica MCO e malformagdes
congénitas. Todos os casos com MCO apresentaram algum tipo de malformacao (p=0,007)

(Tabela 8).

Tabela 8: Relagdo entre a presenca de 0sso proximo a cartilagem com presenca de células
da medula dssea nos canais de calcificagdo (MCO) na JOC e as malformacdes congénitas
das criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.



Alteracdes da JOC Malformacéao Total
(MCO) n (%) n (%)
Sim Né&o
Sim 5 (100) 0(0) 5 (100)
N&o 80 (32) 169 (68) 249 (100)
Total 85 (33) 169 (67) 254 (100)

XZ: 7,322 com correcdo de Yates; p=0,007

JOC: juncéo osteocondral; MCO: aumento de matriz cartilaginosa e formacgéo de 0sso
proximo a cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos canais de calcificacéo;
n: nimero

Tabela 9: Descricdo das malformagdes congénitas presentes nos casos de 0sso proximo a
cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos canais de calcificagdo (MCO) na
JOC das criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.

Alterac6es da JOC n (%) Malformacdes congénitas

MCO 1 (20) Cardiopatia congénita

MCO 1 (20) Hérnia diafragmatica

MCO 1 (20) Seqliéncia de lateralidade

MCO 1 (20) Transposicdo de grandes artérias
MCO 1(20) Trissomia do cromossomo 18
Total 5 (100)

JOC: juncéo osteocondral; MCO: aumento de matriz cartilaginosa e formagéo de 0sso
proximo a cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos canais de calcificacéo;
n: nimero



N&o ha associagdo entre doencas respiratdrias e as alteracdes morfoldgicas da JOC
(p=0,908) (Tabela 10). Quando comparamos as placentas em que diagnosticamos
alteragbes morfologicas com as alteracbes morfoldgicas da JOC, ndo encontramos

diferenca estatistica (p=0,372) (Tabela 11).

Tabela 10: Associacao entre as alteracfes morfoldgicas da JOC e as doencgas respiratdrias
em criangas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo

Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.
Alteracdes da JOC Doengas respiratorias Total
n (%) n (%)
Sim Né&o
Sim 11 (20) 43 (80) 54 (100)
Nao 37 (18,5) 163 (81,5) 200 (100)
Total 48 (19) 206 (81) 254 (100)

JOC: juncéo osteocondral; n: nimero

v*=0,0134 com correcdo de Yates; p=0,908

Tabela 11: Associacdo entre as alteracdes morfoldgicas da JOC e as alteracdes placentarias
nas criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o

periodo de 1999 a 2005.



AlteracOes da JOC Alteracdes placentarias Total
n (%) n (%)
Sim N&o
Sim 4 (13) 50 (22) 54 (100)
N&o 26 (87) 174 (78) 200 (100)
Total 30 (12) 224 (88) 254 (100)

JOC: juncéo osteocondral; n: nimero
¥*= 0,796 com correcéo de Yates; p=0,372

Nos pacientes prematuros sem alteracdo na JOC, o comprimento das zonas

proliferativa e hiperplésica ¢ menor do que nos pacientes a termo (Tabela 12).

Tabela 12: Distribuicdo das medidas da camada hiperplasica e proliferativa nos grupos de
alteracGes morfolégicas da JOC de pacientes prematuros necropsiados no Hospital Escola
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo de 1999 a 2005.

Prematuro Zona Hiperplasica* Zona Proliferativa**
Grupo n (%) Med Vmin Vmax Med Vmin Vmax
Sim 209 (82,2) 306,6 192,2 558,6 2552,0 738,2 5673,7
Né&o 45 (17,7) 459,3 266,4 809,7 2790,3 817,8 6047,0

* T =42982,000; p = <0,001
** T = 37364,500; p = 0,513
med; mediana; n: nimero; Vmax: valor maximo; Vmin: valor minimo

N&o ha diferenca entre 0 comprimento da camada hiperplésica nos diferentes grupos

de alteracbes morfoldgicas da JOC (p = 0,225). A zona proliferativa representa uma



diferenca estatisticamente significante nos diferentes grupos de lesdo da JOC (p<0,001). No
grupo de pacientes com MCO e no grupo de pacientes com AMC, o comprimento foi maior

(p<0,05) e no grupo BZ, o comprimento foi menor (p<0,05) (Tabela 13).

Tabela 13: Distribuicdo das medidas da camada hiperplasica e dos grupos de alteracoes
morfolégicas da JOC em criancas necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal
do Tridngulo Mineiro e no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, durante o periodo de 1999 a 2005.

AlteragOes da JOC Zona Hiperplasica* Zona Proliferativa**

Grupo n (%) Med Vmin(um) Vmax | Med Vmin(um) Vmax
Normal 199 (78,2) 317,16 189,04 616,36 |2360,86 733,13  5673,75

AMC 38 (15) 325,56 191,14 656,90 |3650,52 967,36  7196,53

BZ 10 (4) 235,81 171,06 436,88 | 696,73 579,10  4671,31
MCO 5(2) 349,00 206,63 472,59 |3770,24  2479,47  7218,59
CME 2(0,8) 552,27 203,94 743,12 |1905,01 1174,28 3654,72

Total 254 (100)

*H =5,669; p = 0,225

**H = 30,584; p = <0,001; Método de Dunn p<0,05 para as comparacdes: AMC x Normal;
BZ x Normal; MCO x Normal

AMC: aumento da matriz cartilaginosa; BZ: conformacdo bizarra; CME: Presenca de
células da medula éssea nos canais de calcificacdo; MCO: aumento de matriz cartilaginosa
e formacdo de osso proximo a cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos
canais de calcificacdo; med; mediana; n: nimero; Vmax: valor méaximo; Vmin: valor
minimo

Houve uma maior expressdo da COMP nos casos que apresentaram alteragcdes mais

graves. A mediana da &rea de expressdo da COMP no grupo normal foi de 1,56% nos casos



normais (Prancha 4; Figura A), enquanto que os casos de AMC (Prancha 4; Figura B),
MCO (Prancha 4; Figura C) e BZ (Prancha 4; Figura D) a érea foi aproximadamente cinco
vezes maior (8,1%). Foi encontrada diferenca estatisticamente significante (p=0,003) em
relacdo a expressao da COMP e as alteragdes da JOC. A expressao da COMP foi maior na

zona hiperplésica (Tabela 14).

Tabela 14: Expressao da COMP na andlise imunohistoquimica da JOC de criancas
necropsiadas no Hospital Escola da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, durante o periodo de

1999 a 2005.

AlteragOes da JOC n (%) Med Vmin (%) Vmax

Normal 21(8,2) 1,56 1,17 2,26
AMC 20(7,8) 4,76 278 5,81
BZ 2(04) 67 6,7 6,7
MCO 3(04) 81 8,10 8,1
Total 46 (18,1)

H =16,930; p <0,001

Método de Dunn p<0,05 para as compara¢es: AMC x Normal; BZ x Normal; MCO x
Normal

AMC: aumento da matriz cartilaginosa; BZ: conformacao bizarra; CME: Presenca de
células da medula dssea nos canais de calcificacdo; MCO: aumento de matriz cartilaginosa
e formacdo de 0sso proximo a cartilagem com presenca de células da medula 6ssea nos
canais de calcificacdo; med; mediana; n: nimero; Vmax: valor maximo; Vmin: valor
minimo

A anélise imuno-histoquimica néo foi realizada nos 254 casos devido a problemas na
recuperacdo anti-génica.



Prancha 4. Expressdo da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP) na zona
hiperplasica da jungdo osteocondral: padrdo normal de expressdo da COMP localizada na
membrana citoplasmatica (seta) de poucos condrocitos e sem expressdo na matriz
cartilaginosa (Figura A); nos casos com AMC (Figura B), MCO (Figura C) e BZ (Figura
D) identificamos uma expressdo da COMP em maior numero de condrocitos (cabeca de

seta) e também na matriz cartilaginosa (seta) (PAP/DAB 640X).



Discussao

Em nosso estudo encontramos altera¢fes da juncdo osteocondral em 22% dos casos
analisados. Em estudos anteriores foram relatadas percentuais de 26% de casos com
alteracGes da JOC em criangcas com morte no periodo perinatal e em criangas com morte
stbita na infancia (SINCLAIR-SMITH et al., 1976; EMERY; KALPAKTSOGLOU,
1967), estando estes estudos de acordo com nossos achados.

Nos demais estudos da literatura com descri¢do de alteracbes da JOC, os métodos
utilizados para a analise morfoldgica das JOC ndo foram os mesmos descritos por nosso
estudo. Nos estudos sobre associagdo de alteracbes da JOC com membrana hialina em
lactentes, a incidéncia das alteragdes descritas foi de 70%. Neste estudo, um dos padrbes
descritos é de rarefacdo das trabéculas Osseas, que foi a lesdo mais freqiientemente
diagnosticada (ROBERTSON; IVEMARK, 1969; 1970). Este padréo foi diagnosticado por
microradiograma e correspondeu a 21% dos casos estudados. Em nossos casos, utilizamos a
analise microscopica pela coloragdo da hematoxilina-eosina, ndo sendo possivel a
comparagdo com os dados apresentados pelos autores. Um dos padrdes descrito pelo autor,
foi o0 de aumento de matriz cartilaginosa, que foi diagnosticado em 26% dos casos, estando
esta porcentagem semelhante a nossa casuistica (ROBERTSON; IVEMARK, 1969; 1970).

Em nosso estudo, foi encontrada uma associagéo estatisticamente significante entre
as alteragdes da JOC e o 6bito no periodo neonatal. Estes dados estdo de acordo com a
literatura em que as lesdes da JOC foram encontradas com maior frequéncia associadas ao
Obito neonatal (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967; ROBERTSON; IVEMARK, 1969;
1970). Em um destes estudos, os autores ndo encontraram JOC normais em criangas com

idade acima de trés dias de vida (ROBERTSON; IVEMARK, 1969). Este dado é diferente



do que encontramos em nosso estudo. Em nossa casuistica, em 43,2% de nossos casos
encontramos JOC com padrBes normais nos neomortos.

O Unico padrdo de alteragdo da JOC que esta associado com prematuros é o padrdo
bizarro. Encontramos conformacao bizarra da JOC em 3,9% dos nossos casos, sendo 100%
dos casos prematuros. Os dados da literatura trazem valores em relagdo a ocorréncia do
padrdo bizarro na JOC préximos a 10% em natimortos entre a 30° e a 38° semana de
gestacdo (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967). Segundo a literatura, o padrdo bizarro
deve estar ligado a imaturidade do sistema enzimatico em reabsorver a cartilagem recém
formada (FROST, 1966; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967). Estes dados estdo de
acordo com as nossas observacoes.

Em nossa analise morfométrica, o padrdo bizarro apresentou 0 menor comprimento
da zona proliferativa em relagédo aos grupos das demais lesdes e ao grupo normal. Os
condrdcitos situados em cada zona de crescimento sdo responsaveis diretos pela sintese e
organizacao da matriz, que é composta basicamente por proteoglicanos e colageno tipo Il
(DEERE et al., 2001).

A diminuigdo da proliferagéo celular no padrdo bizarro com um aumento na
producdo de matriz, evidenciado pelo aumento da expresséo da COMP, indica um
desequilibrio acentuado da osteogénese, podendo ter sido causado por imaturidade das
enzimas responsaveis pela absorcdo da matriz em responder ao distirbio na homeostase
causado pela doenca que levou ao parto prematuro. A producdo de matriz cartilaginosa é
regulada pela expressao de proteinases produtoras e degradadoras de matriz e este processo
estd alterado em condig¢bes especiais como fraturas, ossificacdo ectdpica e durante o

desenvolvimento fetal (NAKASE et al., 2000).



As intercorréncias gestacionais que tiveram como consequéncia a morte intra-
uterina do feto prematuro em nosso estudo, podem estar alterando a atividade destas
proteinases dando origem a desorganizacdo da JOC verificada no padrao bizarro.

O aumento de matriz cartilaginosa (AMC) na JOC foi a lesdo mais freqlientemente
encontrada em nossos dados. E a lesdo mais freqiientemente encontrada nos estudos que
descrevem alteragcbes da JOC (EMERY, 1964; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967;
ROBERTSON; IVEMARK, 1969; 1970). E uma lesdo freqiiente na JOC que, de acordo
com a literatura, pode indicar intercorréncias no periodo gestacional sem estar relacionada
com a causa de morte ou a doenca de base, sendo considerada uma cicatriz de
intercorréncias na gestacdo (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967).

O processo parece ocorrer como se segue: a producdo aumentada de a matriz
cartilaginosa circunda os condrécitos proximos a zona livre de medula dssea, impedindo-0s
de formar os moldes de matriz, que serviriam como base da ossificacdo endocondral,
dificultando a formacdo do novo osso. Com isso, 0 crescimento 0sseo € interrompido
naquele momento associado a intercorréncia gestacional, mas, de acordo com os dados do
presente estudo, esta interrup¢do no crescimento 6sseo pode ser suspensa, se retirado a
causa, ndo necessariamente sendo refletido no crescimento total do feto ao final da gestacéo
(EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967). Portanto, a presenga de matriz cartilaginosa na
JOC indicaria problemas sucessivos na gestagdo, podendo estar associada com diferentes
doencas de base ou causas de morte.

Os casos com formacdo Gssea na linha de separacdo da cartilagem com o 0sso
(MCO) parecem ter significado diferente do aumento de matriz cartilaginosa (AMC) na
JOC. Estes casos apresentam IG significativamente maior que o0s demais casos e tem

associacéo estatisticamente significante com malformac6es congénitas. Todos 0s casos com



MCO foram Obitos neonatais e foram os pacientes mais velhos do estudo. Nos estudos
anteriores, esta lesdo foi descrita como um padrdo dentro do espectro de AMC, nédo sendo
discutida separadamente (EMERY, 1964; EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967). A
formagéo destas lesbes na JOC deve depender da maturidade fetal para sua ocorréncia. Um
outro fator importante é a associacdo com malformag6es congénitas, o que indica que estas
lesBes podem estar associadas a um processo intrinseco do desenvolvimento, devendo a
causa da malformacdo estar associada a lesdo da JOC.

No presente estudo, demonstramos que as alteracbes morfoldgicas da JOC ndo tem
relagdo com restricdo de crescimento intrauterino diagnosticado pela diminui¢do do peso e
do tamanho fetal para a idade gestacional, alteracfes placentérias ou doengas respiratorias.

Em estudo de recém-nascidos que morreram em decorréncia da Sindrome da Morte
Subita Infantil (SIDS), os autores demonstraram que 60% das criangas com SIDS
apresentavam sinais de aumento da matriz cartilaginosa na JOC, sendo este dado
interpretado como um sinal de doenca prévia a morte (SINCLAIR —-SMITH et al., 1976). O
AMC ja tinha sido descrito anteriormente como um sinal da diminui¢cdo do crescimento
0sseo, mas ndo foi relatado, que estas criangas apresentavam uma restricdo do crescimento
final do feto (EMERY; KALPAKTSOGLOU, 1967). Em outro estudo onde os autores
realizaram marcacgdo imunohistoquimica da JOC de criangas com SIDS, ndo se identificou
lesdes da JOC e a expressdo dos proteoglicanos formadores da matriz cartilaginosa foi a
mesma, quando comparado com o controle (BYARD et al., 1993). Em nossos dados,
encontramos as lesdes descritas como representando uma diminuigdo do crescimento 6sseo
e a descrevemos no grupo de AMC, mas ndo encontramos associacdo entre esta lesdo e a
restricdo de crescimento intra-uterino fetal, ndo podendo ser utilizada para associagcdo ou

marcador deste dist(rbio do crescimento intra-uterino.



Em relacdo as doencas respiratdrias, 0s estudos que descreveram esta associacao,
utilizaram um método diferente do nosso e descreveram uma lesdo que ndo encontramos
em nossa casuistica (ROBERTSON; IVEMARK, 1969; 1970), ndo podendo ser comparado
com 0s nossos dados.

As alteracBes placentarias sdo descritas como causas das lesbes da JOC por
insuficiéncia placentaria e consequente desnutricdo fetal intra-uterina (EMERY;
KALPAKTSOGLOU, 1967). Nao temos em nossos casos diagndsticos de insuficiéncia
placentaria um namero suficiente para maiores consideragdes.

Em relacdo a etiopatogénese das lesdes, vimos em nosso estudo que ocorre um
aumento da expressdo da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP), na zona
hiperplasica em todas as lesfes. Este aumento esta associado a um aumento na zona
proliferativa nas lesbes AMC e MCO demonstrando que 0 mecanismo que levou ao
aparecimento das lesGes, esta relacionado a um estimulo dos condrocitos para proliferacéo
e maior sintese de matriz cartilaginosa na zona hiperplasica. O papel da COMP no paciente
vivo ainda ndo esta muito bem elucidado, mas sabe-se que clinicamente, a COMP se eleva
no sangue do paciente com artrose (osteartrite) e com artrite reumatoide, estando seu
aumento relacionado a um maior dano articular (CLARK et al., 1999). No tecido, ocorre
uma maior expressao de COMP proximo as zonas com reacdo inflamatdria e este aumento
da expressao parece ocorrer para diminuir a destruicdo cartilaginosa na area de inflamacéo
(KOELLING et al., 2006). Em nosso estudo, a COMP foi expressa em maior quantidade na
lesdo bizarra e na MCO da JOC, que séo as lesdes mais severas da JOC, devendo ser o seu
aumento, um mecanismo protetor ao dano tecidual observado. O entendimento de fatores

que regulam a expressao da COMP em tecidos ndo inflamados devera ser no futuro a chave



para o entendimento de quais sdo 0s mecanismos envolvidos na etiopatogénese das lesdes
da JOC.

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que as alteragfes da JOC sdo mais
freqlentes em necropsias pediatricas de ébitos no periodo perinatal e as formas mais graves
estdo relacionadas a malformacdes congénitas. A zona proliferativa estd aumentada nas
lesBes encontradas nas necropsias de neonatos e tem associagdo significativa com o
aumento da expressao da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa. Uma das lesdes
descritas ocorre em prematuros e sua etiopatogénese parece estar relacionada a imaturidade
fetal a resposta ao stress intrauterino. O exame da JOC pode ajudar a diferenciar as causas
de Obito intrauterino e no periodo perinatal e este estudo contribuiu para melhor

entendimento dos mecanismos relacionados a etiologia destas alteracoes.



Conclustes

Em relagdo a identificacdo das alteracdes morfoldgicas e morfométricas das juncdes
osteocondrais em material de autopsia perinatal e a associacdo com doengas de base e causa
de 6bito, concluimos que:
- As alteragdes da JOC sdo comuns em autopsia perinatal e estdo associadas com os 6bitos
no periodo perinatal;
- Os padroes de lesdes encontradas séo AMC, MCO, Bizarro e CME;
- A lesdo AMC é a mais freqlientemente encontrada, € um padrao cicatricial e é causada por
um aumento da proliferagéo celular associada com maior produgédo de COMP;
- A lesdo BZ esta associado com a prematuridade; é provavelmente conseqiiéncia da
imaturidade fetal em responder a estimulos patoldgicos durante a gestacdo e é causado por
um desequilibrio entre proliferacéo celular e expressdao de COMP;
- Os casos com MCO apresentam IG significativamente maior que os demais casos e tem
associacéo estatisticamente significante com malformacgdes congénitas;
- As alteragdes morfologicas da JOC ndo tem relacdo com restrigdo de crescimento intra-
uterino, doengas respiratorias e alteracbes placentérias;

Em relagdo a avaliacdo morfométrica das diferentes zonas da cartilagem da jungéo
osteocondral e sua relacdo com as lesdes da JOC, concluimos que:
- O comprimento da camada hiperplasica nos diferentes grupos de alteracbes morfologicas
da JOC ndo apresenta diferenca estatistica;
- A zona proliferativa estd aumentada nas lesdes encontradas nas necropsias de neonatos,
no grupo de pacientes com MCO e no grupo de pacientes com AMC, porém apresenta

menor comprimento no grupo BZ;



Em relagdo a identificacdo e quantificacdo da expressao nos condrécitos da proteina
oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP) e andlise da relacdo com as lesdes da JOC,
concluimos que:

- Houve uma maior expressdo da COMP nos casos que apresentaram alteragfes mais
graves;

- Ocorre um aumento da expressdo da proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP)
na zona hiperplasica em todas as lesdes;

- O aumento da COMP esté associado a um aumento na zona proliferativa nas lesbes AMC
e MCO demonstrando que o mecanismo que levou ao aparecimento das lesdes esta
relacionado a um estimulo dos condrocitos para proliferacdo e maior sintese de matriz

cartilaginosa na zona hiperplasica.



Introducdo: criangas com o6bito no periodo perinatal podem apresentar ao exame das
costelas, alteragcdes da juncdo osteocondral (JOC) relacionadas a restricdo de crescimento
intra-uterino, alteracBes placentarias, desordens maternas e anormalidades congénitas
Obijetivo: identificar as alteragdes morfoldgicas da JOC em criangcas necropsiadas e 0s
fatores associados com sua patogénese. Métodos: foram utilizadas 254 JOC de criancas
necropsiadas sequencialmente. Realizamos as coloragcbes de Hematoxilina-eosina e
Tricrdbmico de Masson Azul. Para marcacdo da expressdo nos condrécitos da JOC da
proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP), foi utilizado o anticorpo policlonal
anti-COMP. Resultados: foram analisadas as alteracdes morfoldgicas encontradas na JOC
de 254 criancas necropsiadas. Foram consideradas normais 199 (78,3%) JOC dos casos
analisados. Foram encontradas alteracbes na JOC em 55 (22%) dos casos analisados:
aumento de matriz cartilaginosa (AMC) em 38 casos (14,9%), padrdo bizarro (BZ) em 10
casos (3,9%), formacao de 0sso proximo aos canais de crescimento (MCO), 5 casos (2%) e
células da medula 6ssea na zona livre (CME) em 2 casos (0,8%). O comprimento da zona
proliferativa é diferente nos grupos de lesdo da JOC (p<0,001). No grupo de pacientes com
MCO e no grupo de pacientes com AMC o comprimento foi maior (p<0,05) e no grupo BZ
0 comprimento foi menor (p<0,05). Houve uma maior expressdao da COMP nos casos que
apresentaram alteracGes mais graves n(p=0,003). A expressdo da COMP foi maior na zona
hiperplasica. Conclusdo: as alteraces da JOC sdo mais freqlientes em necropsias
pediatricas no periodo perinatal. A zona proliferativa esta aumentada nas lesdes
encontradas e tem associagdo significativa com o aumento da COMP. O exame da JOC
pode ajudar a diferenciar as causas de Obito intrauterino e no periodo perinatal e este estudo
contribuiu para melhor entendimento dos mecanismos relacionados a etiologia destas

alteragdes. Palavras-chave: costelas, morfologia, necropsia



Introduction: children with death in the perinatal period can present at the exam of the
ribs, alterations of the osteochondral junction (OCJ), which could be related with
intrauterine growth restriction, placental alterations, maternal disorders and congenital
abnormalities. Aim: to identify the morphological alterations of the OCJ in autopsied
children and the factors associated with its pathogenesis. Methods: we used OCJ from 254
children, which were sequentially autopsied. The Eosin and blue Masson’s trichrome stain
were used for morphological and morphometrical analyses. For the measurement of
cartilage oligomeric matrix protein (COMP) expression in the chondrocytes, we utilized a
policlonal antibody. Results: from the 254 OCJ analyses we found 199 (78.3%) cases with
normal OCJ. In the altered OCJ group we found 55 cases (22%); 38 cases (14.9%) have
matrix cartilage increased at the free bone marrow zone of the OCJ (AMC), in 10 cases
(3.9%) the bizarre pattern (BZ), in 5 cases (2%) a bone closing de growth channels (MCO)
of the OCJ and in 2 (0.8%) cases bone marrow cells encroaching de bone marrow free
zone. The length of the proliferative zone is different in the groups with alterations of the
OCJ lesions (p<0.001), being higher in MCO and AMC patients group (p<0.05). In the BZ
group the length was shorter (p<0.05). The highest expression of the COMP was found in
the cases, which presented the worst alterations of the OCJ (p=0.003). The COMP
expression was higher in the hyperplasic zone. Conclusion: the OCJ alterations are more
frequent in children’s autopsies in the perinatal period. The proliferative zone is increased
in the morphological alterations and has significant association with the increase of the
COMP expression. The OCJ analyses is a important part of the autopsies performed in the
perinatal period and this study contributed for a better understanding of the mechanisms
related to the etiology of these alterations.

Key-words: autopsy, morphology, ribs
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