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RESUMO

FIALLOS, A. C. M. ESTUDO DO RANELATO DE ESTRONCIO NO REPARO
OSSEO DE DEFEITOS CRITICOS EM CALVARIA DE RATOS: participacdo da
via RANK/RANKL/OPG. Tese apresentada ao Programa de Pds-graduagdo em
Odontologia do Departamento de Clinica Odontolégica da Faculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito
parcial para a obtengcdo do titulo de Doutor em Odontologia. Data da defesa:
Fortaleza, 7 de marco de 2013. Orientadora: Profa. Dra. Vilma de Lima.

O reparo 6sseo é um processo multifuncional com a participagdao de varios
mediadores. Dentre os farmacos que interferem nesse processo, destaca-se o
Ranelato de Estréncio (RSr), o qual apresenta um mecanismo de agao dual,
estimulando a neoformacdo ao mesmo tempo que inibe a reabsorgcdo 6ssea. Para
avaliar a capacidade osteoindutiva, modelos que favorecem o estudo do potencial de
reparo 0sseo local tém sido utilizados, tais como o de indugdo de defeitos de
tamanhos criticos (CSD) em calvarias de ratos. O objetivo deste estudo foi avaliar o
RSr no reparo 6sseo de defeitos criticos de 8 mm de didmetro induzidos em calvaria
de ratos. Para tanto, imediatamente apds a cirurgia, os CSD receberam uma unica
aplicacédo de RSr (2,1 e 6,3 mg) ou nenhum tratamento (Controle). Grupos de
animais foram sacrificados a 0 h e aos 15, 45, 90 e 120 dias apés a inducdo do CSD
e calvarias foram processadas para analise macroscoépica, por meio de Tomografia
Computadorizada tipo Cone Beam (TCCB), histolégica (HE) e imunohistoquimica
para RANKL e OPG. Na analise por TCCB, verificou-se que, no grupo RSr 6,3 mg, o
RSr causou reducgao significativa da area do CSD aos 90 dias (67,79 + 2,32 mm?) e
120 dias (62,28 + 4,17 mm?), quando comparadas as calvarias recém-induzidas (0 h)
(78,61 £ 0,96 mm?) (p<0,05), mas ndo em relagdo ao grupo Controle apds 90 dias
(74,2 £ 2,73 mm?) e 120 dias (72,04 + 1,74 mm?) (p>0,05). Na analise histologica
das calvarias dos animais do grupo Controle foram observadas alteragdes
histologicas significantes relacionadas ao reparo ésseo como neoformacgdo Ossea
restrita as bordas do CSD quando comparados aos animais do grupo normal em
todos os periodos experimentais (p<0,05). Os animais do grupo RSr (2,1 mg) n&o
apresentaram alteragdes histologicas significantes quando comparados ao grupo
Controle em todos os periodos experimentais (p>0,05) enquanto que, nos animais
do grupo RSr (6,3 mg), foram observados aspectos histolégicos compativeis com
reparo 0sseo aos 90 dias e aos 120 dias como neoformacgao éssea em borda e no
centro do CSD com diferengas significativas quando comparados aos grupos
Controle ou RSr 2,1 mg (p<0,05). Complementando esses resultados, as calvarias
dos animais apo6s 120 dias da aplicacéo local de RSr (6,3 mg) apresentaram intensa
imunoexpressao para OPG e negativa para RANKL, enquanto que as calvarias do
grupo Controle apresentaram imunoexpressdao moderada apenas para RANKL.
Assim, pode-se concluir que o tratamento local com RSr evidenciou seu papel
osteoindutor favorecendo a reparacdo 6ssea do CSD pela modulacido da via
RANKL/RANK/OPG.

Palavras-chave: Estroncio. Regeneracéo 6ssea. Citocinas



ABSTRACT

FIALLOS, A. C. M. Study of Strontium ranelate in bone repair of rat calvaria
critical size defect: participation of axis RANK-RANKL-OPG. Thesis submitted as
a partial full filmed of the requirement presented to degree of Doctor’s title in
Dentistry of Clinical Department of Pharmacy, Dentistry and Nursing Faculty of
Federal University of Ceara. Defense date: Fortaleza, March 7, 2013. Supervisor:
Prof. Dr. Vilma de Lima.

The bone repair is a multifunctional process involving various mediators. Among the
many drugs that interfere with this process, we highlight the Strontium Ranelate
(SrR), which has a dual mechanism of action, stimulating neoformation at the same
time, which inhibits bone resorption. To evaluate the osteoinductive capacity, models
of study that investigate the potential for bone repair site have been used, such as
induction of critical size defects (CSD) in rat calvaria. The aim of this study was to
evaluate bone healing induced by SrR in critical defects of 8 mm in diameter in rat
calvaria. For this purpose, immediately after surgery, the CSD received a single
application of SrR (2.1 and 6.3 mg) or no treatment (Control). Groups of animals
were sacrificed at 0 h and at 15, 45, 90 and 120 days after induction of CSD and
calvarial samples were removed and processed for analysis by macroscopic type
Cone Beam Computed Tomography (CBCT), histological (HE) and
immunohistochemical for RANKL and OPG. In CBCT analysis, it was found that
induction of CSD group SrR 6.3 mg caused a significant reduction of the areas of
CSD at 90 days (67.79 + 2.32 mm?) and at 120 days (62.28 £ 4.17 mm?) compared to
calvariae newly induced (0 h) (78.61 mm? £ 0.96) (p<0.05) but not compared to
Control groups at 90 days (74.2 + 2.73 mm?) and at 120 days (72.04 £1.74 mm?)
(p>0.05). We observed in the histological analysis of calvariae of Control groups
significant changes related to bone repair when compared to normal group (p<0.05).
The animals that received SrR (2.1 mg) showed no significant histological changes,
compared to the Control groups in all experimental periods (p>0.05), while animals of
SrR 6.3 mg group showed significantly histological features consistent with bone
repair at 90 days and at 120 days as neoformation in edge and center of the CSD
when compared to Control or SrR 2.1 mg groups (p<0.05). To complement these
results, the calvariae of animals after 120 days of topical application of SrR (6.3 mg)
showed intense immunostaining for OPG and RANKL negative, whereas the
calvariae of Control groups showed moderate immunoreactivity only for RANKL.
Thus, it can be concluded that the local treatment with SrR (6.3 mg) revealed its role
favoring osteoinductive bone repair by modulating the CSD RANK/RANKL/OPG.

Keywords: Strontium. Bone regenration. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores problemas da odontologia é regenerar areas nas quais o
tecido 6sseo foi perdido. Situacdes clinicas como fraturas, doencas d6sseas em
particular as periodontites podem resultar em perda de tecido 6sseo. Entretanto,
condigbes locais como defeitos de grandes dimensdes ou alteragdes metabdlicas
que afetam o metabolismo 6sseo podem determinar uma redugao na velocidade e
na qualidade da regeneracéo. Assim, o resultado consiste, na maioria das vezes, em
um reparo incompleto, com sérios prejuizos estéticos e funcionais que, muitas
vezes, comprometem a qualidade de vida do individuo (KREBSBACH; KOHN, 2009;
PEREZ-SANCHEZ et al., 2010).

Entre os procedimentos terapéuticos propostos para recuperar perdas
osseas, o autoenxerto, homoenxertos e os biomateriais sintéticos sdo os mais
utilizados. Até o presente, apenas o autoenxerto reune as qualidades bioldgicas
definidas como “ideais” para os substitutos Osseos tais como a osteinducao,
osteogénese e a osteocondugdo. Entretanto, desvantagens relacionadas ao uso do
autoenxerto como a alta morbidade, restringem sua aplicagao clinica (LAVERNIA et
al., 2004).

Assim, visando superar as limitagcbes das terapias atuais, varias
pesquisas vém sendo desenvolvidas para descobrir novas tecnologias ou aprimorar
tratamentos capazes de potencializar o reparo de defeitos 6sseos (LAVERNIA et al.,
2004; SCHELLER; KREBSBACH; KOHN, 2009).

Dentro deste contexto, a maioria das pesquisas tem buscado uma melhor
compreensao dos fendbmenos celulares e moleculares que modulam o mecanismo
de remodelacédo éssea e do processo de reparagao de fraturas 6sseas (BOYCE;
XING, 2008; ANANDARAJAH, 2009; COLOMBIER; LESCLOUS; TUSLANE, 2005;
MARZONA; PAVOLINI, 2009).

Varios pesquisadores tém buscado novas abordagens
com acdes sob o metabolismo 6sseo, dentre eles, farmacos com propriedades
osteoindutoras. A literatura revela que o potencial osteoindutivo de farmacos
como as estatinas (NYAN et al., 2007; KILIC et al., 2008; CALIXTO et al., 2011;
RUTLEDGE et al., 2011), paratorménio (PTH) (ANDREASSEN; CACCIAFESTA,
2004; HORCH et al., 2006; YUN et al., 2010) ou osteoindutor de bisfosfanatos
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(SANTAMARIA JUNIOR et al., 2010) vem sendo investigado com vistas ao uso local
ou sistémico.

A analise da literatura revela que o Ranelato de Estréoncio (RSr), utilizado
clinicamente com sucesso no tratamento da osteoporose, tem-se destacado,
especialmente, por possuir mecanismos de acido duais, atuando ora como
anabolizante, ora apresentando um efeito antirreabsortivo 6sseo (HURTEL-
LEMAIRE et al., 2009; BRENNAN et al., 2009; MARIE, 2006, 2007). Estudos de
osteopenia em ratos tém demonstrado que a administracao sistémica do farmaco é
capazdeprevenira perda 6ssea (MARIE et al., 1993; HOTT et al., 2003; AMMANN et
al., 2004; LIMA, 2010) e favorecer o reparo de fraturas(LI et al., 2010).

Estudos mostram que uma das vias moleculares por meio da qual o RSr
exerce estes efeitos no osso € a via do receptor ativador do Fator Nuclear kB/
Ligante/Osteoprotegerina (RANK/RANKL/OPG). Demonstrou-se que o RSr pode
diminuir RANKL, enquanto aumenta a expressao de OPG, com resultado favoravel a
formagao 6ssea (MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Atualmente, o uso clinico do RSr, na forma sistémica, tem apresentado
sucesso para o tratamento e prevencao de fraturas em mulheres com osteoporose
pos-menopausica em decorréncia do efeito positivo sobre a recuperagdao da
microarquitetura e massa 6sseas (AMMANN et al., 2007; ARLOT et al.,, 2008;
MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Dentre os modelos de estudo que podem ser aplicados para a
investigacdo do potencial de reparo 6sseo local de farmacos, a indugao de um
defeito de tamanho critico em calvaria de ratos (8 mm) é considerado ideal. Defeitos
desta magnitude, no rato, ndo sofrem reparo completo e espontaneo devido ao baixo
potencial regenerativo da calvaria, caracteristica que assegura os resultados quando
positivos (TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Todavia, se por um lado o uso sistémico do RSr para o tratamento de
patologias Osseas de carater sistémico, como a osteoporose, é justificavel,
por outro, a aplicacdo local deste farmaco seria a forma mais simples para
obtencdo de reparo 6sseo, como no caso do preenchimento de defeitos Gsseos
na cavidade oral.

Neste estudo, é apresentada uma revisao da literatura acerca do estado
da arte no que se refere a remodelagcdo e a regeneragao Osseas e as pesquisas

relacionadas ao Ranelato de Estroncio, bem como a discussido dos resultados
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obtidos com o Ranelato de Estrbncio nesse modelo por meio das analises
macroscopicas, histologicas e imunohistoquimicas realizadas nas calvarias dos

animais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Remodelacédo 0ssea

O tecido 06sseo é um tecido conjuntivo mineralizado, composto
principalmente por elementos inorganicos (cristais de hidroxiapatita — 65%) e
organicos (proteinas — 35%). Essas duas fases fornecem caracteristicas mecanicas,
tais como: elasticidade, resisténcia e dureza, além de outras, como: o suporte dos
musculos, protecdo dos 6érgéos vitais, locomogao e alojamento da medula 6ssea
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; KUMAR et al., 2008).

Histologicamente, o osso é formado por um componente celular
representado pelos osteoblastos, células de revestimento, ostedcitos e osteoclastos
e um material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. Os componentes da matriz
sao fosfatos de calcio, que formam cristais nanométricos de hidroxiapatita [Caqg
(PO4)s (OH);] e outros ions minerais incluindo CO3, HPOy4, F, Cl, Mg, Na, ions de K,
e alguns oligoelementos como o estréncio e o zinco (HADJIDAKIS; ANDROULAKIS,
2006; ROSCHGER et al., 2008).

Uma das principais caracteristicas do tecido 6sseo € o alto grau de
remodelacdo, um processo dindmico que resulta na renovagao do esqueleto
por meio da reabsorcdo (remogdo do osso antigo) e da reposicdo por 0Sso
recentemente formado. Este processo fisioldgico vai desde o nascimento até a morte
do individuo e ocorre por conta da atividade balanceada das células ésseas,
destacando-se os osteoblastos e osteoclastos (CLARKE, 2008).

A capacidade de remodelacdo confere ao osso um potencial singular
de reparacdo que, muitas vezes, permite a reparacdo de fraturas ou de defeitos
O0sseos reconstituindo a estrutura original do tecido perdido. Como estédo
funcionalmente interligadas, as alteragbes que ocorrem na remodelagdo éssea
interferem de forma decisiva na quantidade e na qualidade do reparo 6sseo
(TAKAYANAGI, 2005; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008).

O estudo realizado por Epker e Frost (1965) foi um dos pioneiros a
demonstrar que interagdes entre osteoblastos e osteoclastos eram essenciais para
a remodelacdo Ossea. Atualmente, sabe-se que o equilibrio da atividade destas

células é regulado por fatores fisicos como a estimulagdo mecanica e por diversos
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polipeptidios como hormdnios e citocinas (BOYCE; XING, 2007; ANANDARAJAH,
2009). Um desequilibrio dos fatores mencionados conduz ao desenvolvimento
de anormalidades Osseas caracterizadas pelo aumento ou pela diminuicdo da
massa o0ssea (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008).

Da mesma forma, considerando a verificagdo da interligacdo entre o
sistema imunitario e o 6sseo, pode-se afirmar que a remodelagcédo éssea tem como
base o desenvolvimento de um processo inflamatério (KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008; ANANDARAJAH, 2009).

2.1.1 Células envolvidas na remodelacdo 6ssea

Quatro tipos celulares fazem parte da remodelacdo O&ssea: os

osteoblastos, as células de revestimento, os ostedcitos e os osteoclastos.

2.1.1.1 Osteoblastos

Osteoblastos se originam das células mesenquimais pluripotentes da
medula 6ssea, as quais possuem a capacidade de se diferenciar em osteoblastos,
adipdcitos, condrocitos ou fibroblastos. A diferenciagdo dos osteoblastos é
controlada pela sinalizacdo das vias Wnt/B-catenina e do Fator Transformador de
Crescimento B associada a Proteina Morfogenética Ossea (TGF-B/BMP). Foi
demonstrado que a ativagao destas vias ativa a expressao de fatores de transcricao
Core-Bindin Factor A1 (CBFA1) e Osterix, os quais determinam a diferenciagao
osteoblastica (NAKASHIMA et al., 2002; PROFF; ROMER, 2009; JENSEN;
GOPALAKRISHNAN; WESTENDOREF, 2010).

Os osteoblastos apresentam aspecto mononuclear, cuboide e formam
uma camada celular continua sobre a superficie éssea que esta sendo depositada
(osteoide). Apresentam prolongamentos citoplasmaticos em diregdo a matriz 6ssea
e através destes se comunicam com outras células como o ostedcitos, descritos
adiante (MACKIE, 2003; CLARKE, 2008; SOLTAN; SMILER; CHOI, 2009).

Uma das principais fungbes dos osteoblastos é a formagdo e
mineralizagdo de matriz 6ssea ou osteoide. Para tanto, possuem um citoplasma
rico em organelas que garantem a producdo de proteinas colagénicas,

principalmente o colageno tipo |, e nao colagénicas, como osteocalcina,
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osteopontina, proteoglicanase fosfoproteinas. As proteinas nao colagénicas
desempenham um papel fundamental no processo de mineralizagdo, ou seja, na
ligagdo do colageno tipo | aos cristais de hidroxiapatita. Atualmente, sabe-se que os
osteoblastos atuam na remodelacao dssea tanto na etapa de formacédo, como na de
reabsorgao 6ssea (MATSUO; IRIE, 2008; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

2.1.1.2 Células de revestimento

Apos o término da fase de deposicdo da matriz éssea, os osteoblastos
assumem uma forma achatada e alongada, com poucas organelas citoplasmaticas e
passam a ser chamados de células de revestimento (CLARKE, 2008; SOLTAN;
SMILER; CHOI, 2009).

As células de revestimento recobrem a superficie éssea quiescente e
formam uma dunica camada celular. Sua principal funcdo é o controle da
concentracdo plasmatica de calcio, sendo assim, consideradas o sitio primario da
troca de ions entre o sangue e o osso (CLARKE, 2008; SOLTAN; SMILER; CHOI,
2009; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

2.1.1.3 Ostedcitos

Durante a mineralizagdo da matriz, alguns osteoblastos ficam
aprisionados transformando-se em ostedcitos, as células mais abundantes
do tecido 6sseo (SEEMAN, 2006). Os osteocitos apresentam forma estrelada
com prolongamentos citoplasmaticos através dos quais se comunicam por
meio de jungdes tipo gap, com os prolongamentos de ostedcitos adjacentes, bem
como com os dos osteoblastos e das células de revestimento (BONEWALD;
JOHNSON, 2008).

Dessa forma, os ostedcitos formam uma importante rede de comunicacao
celular 6ssea que permite o controle da remodelacdo 6ssea por meio da detecgao
de variagbes de cargas mecanicas, fendbmeno conhecido como mecano-transdugao
(SEEMAN, 2006; DALLAS; BONEWALD, 2010).

Nesse contexto, alteragdes da matriz éssea e estimulos mecanicos que
atuem sobre o0 osso sao captados pelos ostedcitos e transmitidos as células

da superficie 0ssea para que estas possam ativar o processo de remodelagao
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O0ssea sempre que for necessario. Estas variacbes sao captadas pelos ostedcitos os
quais as convertem em sinais moleculares (6xido nitroso, prostaglandinas,
alteragdes de niveis de calcio) e as transmite para as células da superficie.
Por outro lado, a presengca de dano tecidual na matriz (fissuras) pode conduzir
a uma restricdo de nutrientes aos ostedcitos, ativando a sua apoptose e, como
resposta, a remodelacdo 6ssea é solicitada (SEEMAN, 2006; HENRIKSEN et al.,
2009; DALLAS; BONEWALD, 2010).

2.1.1.4 Osteoclastos

Os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas, derivadas de
células hematopoiéticas da linhagem mieloide, altamente especializadas para a
reabsorcao da matriz 6ssea mineralizada. Caracterizam-se por apresentar, na sua
membrana plasmatica, a expressao do receptor da calcitonina e um citoplasma rico
em organelas como complexo de Golgi, mitocéndrias, entre outras (CHAMBERS,
2000; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Essas organelas garantem a realizagdo da reabsor¢cado ossea, principal
funcdo dos osteoclastos. Para tanto, os osteoclastos sintetizam e liberam enzimas
proteoliticas, como fosfatase acida resistente ao tartaro (TRAP), catepsina K,
adenosina acida trifosfatada vanadato sensitiva, e isozima anidrato carbobnica Il
(BLAIR; ATHANASOU, 2004; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Nos locais onde ocorre a reabsorcdo propriamente dita, os osteoclastos,
incialmente, promovem uma acidificagéo do local através da producéo de protons H*
e anions CI. Tal acidificagdo causa a dissolugao dos cristais de hidroxiapatita,
constituintes da fase mineral 6ssea. Em sequéncia, inicia-se a fase de degradacgéo
da matriz orgénica pela agdo das enzimas proteoliticas (BOYLE; SIMONET; LACEY,
2003; DELAISSE et al., 2003; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Nessas areas de reabsorgcao 0ssea, os osteoclastos se fixam a superficie
ossea por meio de um forte mecanismo de ades&o focal via moléculas de integrina
a,B3. Essas areas de reabsor¢cao sao conhecidas como “zonas claras”. Nelas, os
osteoclastos desenvolvem uma especializacdo da membrana celular a partir do
desenvolvimento de invaginagdes na borda denominada de “borda em escova”
(TEITELBAUM, 2000; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).
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O resultado da interacdo do osteoclastos a superficie O6ssea é o
surgimento de escavagbes, as lacunas de reabsorgdo ou de Howship como
consequéncia da desmineralizacdo Ossea pelas enzimas acima mencionadas
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

2.1.2 Sistema RANK/RANKL/OPG e a sinalizagc&o da osteoclastogénese

As primeiras evidéncias de que a interagdo entre osteoblastos e
osteoclastos seria necessaria para a indugdo da osteoclastogénese foram
reportadas por Jimi et al. (1996) e Takahashi et al. (2003). Os resultados desses
estudos sugeriram que o processo da osteoclastogénese envolvia a interagcdo de
ligantes, presentes na membrana citoplasmatica de osteoblastos, com receptores
existentes na membrana citoplasmatica de osteoclastos (JIMI et al., 1996;
TAKAHASHI et al., 2003).

Estes achados incentivaram as pesquisas para a descoberta dos fatores
envolvidos nesta interagcdo. Assim, foram descobertas moléculas pertencentes
ao grupo de receptores e ligantes relacionados ao Fator de Necrose Tumoral
(TNF) representadas pelo Receptor Ativador do Fator Nuclear -x<B (RANK), seu
Ligante (RANKL) e o competidor natural por RANKL, denominado Osteoprotegerina
(OPG) (SIMONET et al., 1997; TSUDA et al., 1997; LACEY et al., 1998; YASUDA
et al., 1998).

Estas moléculas compdéem um verdadeiro sistema, o sistema
RANK/RANKL/OPG, que desempenha um papel chave na sinalizacdo da
osteoclastogénese e da remodelagdo 6ssea (BAUD'HUIN et al., 2007; BOYCE;
XING, 2008). Pesquisas demonstraram que este sistema & capaz de interagir com
diversas vias de sinalizagdo, e estd envolvido na regulagdo dos sistemas
osteoarticular, imune e vascular (BAUD’'HUIN et al., 2007; BOYCE; XING, 2007,
SINGH et al., 2012).

O RANK é uma proteina transmembrana de 616 aminoacidos, membro
da familia dos receptores do TNF, expresso principalmente por macrofagos, células
pré-osteoclasticas, linfécitos T e B, células dendriticas e fibroblastos (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003; BOYCE; XING, 2007; KHOSLA, 2001).
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A ativacdo do RANK pelo RANKL resulta na sua interagdo com membros
da familia dos receptores associados ao TNF, ativacdo do Fator Nuclear B
(NF-xB) e da proteina c-Fos (KHOSLA, 2001; BOYCE; XING, 2008), os quais
estdo relacionados a maturagdo dos osteoclastos pelo aumento da expressao
de genes especificos (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; WADA et al.,, 2006;
PACIFICI, 2010).

O RANKL, também denominado Ligante da Osteoprotegerina (OPGL) ou
Citocina Indutora de Ativagdo Relacionada ao TNF (TRANCE), é uma citocina
semelhante ao TNF-a que atua como ligante da OPG (RIFAS; WEITZMANN, 2009).
A expressdao de RANKL pode ocorrer em diversas células: osteoblastos e seus
precursores, linfécitos T e B e megacariécitos. Ao se ligar ao RANK, estimula células
dendriticas e modula a atividade de células T devido a ativagdo do NF-«B (RIFAS;
WEITZMANN, 2009; BAUD’HUIN et al., 2007; SINGH et al., 2012).

Nas células imunes, o RANKL apresenta uma série de efeitos, como a
ativacao da quinase N-terminal c-Jun em células T onde ativa a proliferacao dessas
células. Nas células dendriticas, promove a inibicdo da apoptose, a inducdo da
formacao de cluster, além de atuar como um fator estimulador e de sobrevivéncia
(RIFAS; WEITZMANN, 2009; PACIFICI, 2010; SINGH et al., 2012).

Dessa forma, quando o RANKL se liga ao RANK, na superficie dos
osteoclastos, produz efeitos biologicos como fusédo, ativagédo, diferenciacédo e
sobrevivéncia destes clastos (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; BOYCE; XING,
2007). Entretanto, o aumento do numero de osteoclastos ativos e a reabsorgéo
O0ssea dependem da presenga do Fator Estimulador de Colonias de Macréfagos
(MSCF) expresso por osteoblastos, uma vez que os osteoclastos sao incapazes de
completar esse processo (BAUD'HUIN et al., 2007; PACIFICI, 2010).

Assim, o MSCF, ligado ao seu receptor (c-Fms) em pré-osteoclasto, age
como um sinal primario para o desenvolvimento do osteoclasto. Todavia, como ja foi
dito acima, a diferenciacao final do osteoclasto requer a expressdo de RANKL pelos
osteoblastos e RANK pelos precursores osteoclasticos (BOYCE; XING, 2008;
BAUD’HUIN et al., 2007; SINGH et al., 2012).

A OPG é uma glicoproteina de 380 aminoacidos e, assim como o RANK,
pertence a familia de receptores do TNF, sendo a primeira proteina do sistema
RANK/RANKL/OPG a ser descoberta (BOYCE; XING, 2007; PACIFICI, 2010).

E uma potente glicoproteina secretada por varias células como osteoblastos e
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células da medula 6ssea, cuja acao bioldgica principal € a inibicdo da diferenciacao
e da atividade dos osteoclastos, contribuindo, assim, para a manutengdo da massa
0ssea (BAUD’HUIN et al., 2007; BOSTANCI et al., 2007).

A OPG atua como um competidor de alta afinidade pela ligagdo com
RANK e, dessa forma, previne a ligagdo do RANKL com o RANK. Assim, a ligagao
da OPG ao RANK atua como um inibidor efetivo da osteoclastogénese, resultando
na inibicdo da reabsorcdo éssea e, como consequéncia, no aumento da area,
resisténcia e densidade 6ssea (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; BOSTANCI et al.,
2007; BOYCE; XING, 2007).

De fato, pesquisas em humanos verificaram que o aumento da razao
RANKL/OPG estava associado a ocorréncia de patologias 6sseas como
osteoporose, artrite reumatoide e doenga periodontal (PACIFICI, 2010; SINGH et al.,
2012).

Tem sido descrito que a regulacao do sistema RANK/RANKL/OPG ocorre
por conta de fatores locais e sistémicos (PACIFICI, 2010; BAUD'HUIN et al., 2007).
Assim, agentes locais como a Prostaglandina E; (PGE.), citocinas pro-inflamatorias
como IL-1, IL-6 e TNF-a e sistémicos como PTH atuam estimulando a producdo de
RANKL e favorecendo a reabsorgao 6ssea (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; HA et
al., 2006; DAl et al., 2006).

Por outro lado, verificou-se que a producdo de OPG é estimulada por
fatores que inibem a reabsorcdo e favorecem a formacdo 6ssea como IL-4, IL10,
TGF-B, INFy, BMP 2, 4 e hormdnios estrogénios e calcitonina (BOYLE; SIMONET;
LACEY, 2003; KITAZAWA et al., 2003; EGHBALI-FATOURECHI et al., 2003).

2.1.3 O ciclo daremodelagao 6ssea

Os osteoblastos e o0s osteoclastos trabalham juntos em prol da
remodelacdo Ossea em pequenos nucleos isolados chamados de Unidades
Multicelulares Basicas (BMU) (BLAIR; ATHANASOU, 2004; CLARKE, 2008). Estas
unidades apresentam distribuicdo geografica e ativagéo cronoldgica controlada por
fatores gerados no ambiente 6sseo (VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008;
RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).
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A remodelacao ocorre em quatro fases sucessivas: ativagao, reabsorgao,
reversao e formacgao, separadas por um intervalo (fase terminal) em que a superficie
ossea entra em repouso (PROFF; ROMER, 2009).

2.1.3.1 Fase de ativacao

Esta fase tem este nome, pois € nela que ocorre a ativagao da
osteoclastogénese. Para tanto, PTH se liga a receptores acoplados a proteina-G nos
osteoblastos, ativando vias intracelulares calcio-dependentes, as quais induzem a
secregcao de moléculas que recrutam pré-osteoclastos para a superficie a ser
reabsorvida na BMU. Nesses locais, os osteoclastos se diferenciam em células
multinucleadas, os osteoclastos ativos aptos a reabsor¢do 6ssea (HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Assim, sob a acao de fatores locais e sistémicos, os osteoblastos sofrem
alteracbes em sua forma e expressam na superficie da membrana o RANKL, fator
indispensavel para a diferenciacdo, ativagao dos pré-osteoclastos e sobrevivéncia
dos osteoclastos. A interacdo de RANKL com RANK, receptor expresso pelas
células pré-osteoclasticas, ativa uma cascata de sinalizacdo que promove a ativagao
do osteoclasto (CLARKE, 2008; PACIFICI, 2010).

Por outro lado, a OPG, proteina expressa pelos osteoblastos, regula
negativamente a formagado e a ativagado dos osteoclastos ao interromper a ligagao
RANK/RANKL. Ao quebrar a interacdo RANK/RANKL, a OPG inibe a diferenciagao
final e ativagdo dos osteoclastos induzindo a sua apoptose. A ligagdo RANKL/RANK
na superficie de precursores dos osteoclastos recruta um receptor associado ao
TNF, a proteina TRAF6 (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; BOYCE; XING, 2007;
SINGH et al., 2012).

TRAF6 determina a ativagao do Fator Nuclear xB (NF-xB) causando a sua
translocagao para o nucleo. NF-xB aumenta a expressao de c-Fos e da quinase
N-terminal c-Jun que interagem com o Fator Nuclear de Células T Ativadas
(NFATc1) para desencadear a transcrigdo de genes osteoclastogénicos (BOYCE;
XING, 2007; SINGH et al., 2012).

De acordo com Boyce e Xing (2007), as principais etapas da ativacao da

osteoclastogénese sdo as ilustradas na Figura 1 a seguir:
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Figura 1 — Etapas da ativag&o da osteoclastogénese: RANKL se liga ao RANK na superficie dos
pré-osteoclastos e recruta a proteina TRAF6 ativando NF-xB que é translocado para o nucleo. NF-xB
aumenta a expressdo de c-Fos, o qual interage com o NFATc1 para desencadear a transcricdo de
genes osteoclastogénicos. A OPG inibe o inicio do processo ao se ligar ao RANKL. NFAT, Fator
Nuclear de Células T Ativadas; NF-xB, Fator Nuclear -xB; OPG, osteoprotegerina; RANKL, Ligante do
Receptor do Fator Nuclear kB; TRAF, Receptor associado ao Fator de Necrose Tumoral.

Assim, verifica-se que a diferenciacdo de pré-osteoclastos em
osteoclastos € controlado pelas células osteoblasticas através do eixo RANK/
RANKL/OPG. O equilibrio entre formagao e reabsorcdo esta na dependéncia de
flutuagGes locais da razdo RANKL/OPG (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008;
SINGH et al., 2012).

2.1.3.2 Fase de reabsorcao

Em resposta a sinais gerados pelos ostedcitos ou ainda pela ativagao
pelo PTH ou pelas citocinas pro-inflamatérias (TNF-a ou IL-1), os osteoblastos
produzem a proteina Quimioatraente para Mondcitos-1 (MCP-1), atraindo pré-
osteoclastos. Outras citocinas osteoclastogénicas como MCSF, RANKL e OPG
sao também expressas, promovendo a diferenciacdo, a ativacdo e aumentando
a sobrevida de osteoclastos (TEITELBAUM, 2000; PROFF; ROMER, 2009).
Metaloproteinases de matriz 6ssea (MMP), como a MMP-13, também sao
secretadas pelos osteoclastos e degradam o osteoide ndo mineralizado que recobre

a superficie 6ssea expondo os sitios de adeséo (PROFF; ROMER, 2009).
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Nesses locais, os osteoclastos criam um microambiente propicio para a
secregao de enzimas proteoliticas que junto da liberacdo de protons pela enzima
anidrase carbbnica promovem um ambiente acido favoravel a desmineralizagéo
da matriz éssea (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; DELAISSE et al., 2003;
VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Por fim, apés a reabsorcdo, os osteoclastos sofrem apoptose ou
permanecem na superficie 6ssea como células inativas. Os osteoclastos inativos
sdo células gigantes e multinucleadas, mas ndo possuem borda em escova
nem zona clara, estruturas especializadas relacionadas a funcdo reabsortiva
(TEITELBAUM, 2000; DELAISSE et al., 2003; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN,
2008).

2.1.3.3 Fase de reversao

A fase subsequente ao periodo de reabsor¢cdo 6ssea € denominada de
reversao. Os fatores que determinaram a parada da atividade reabsortiva dos
osteoclastos ainda n&o estéo bem esclarecidos (PROFF; ROMER, 2009).

Contudo, acredita-se que a elevada concentragdo de ions calcio nas
lacunas ou fatores de crescimento como o Fator de Crescimento derivado da
Insulina (IGF) | e I, e Fator de Crescimento de Fibroblasto 8 (TGF-B) liberados nos
sitios de reabsor¢ao causariam uma apoptose e/ou inibigdo da secreg¢ao enzimatica
das células clasticas (EVERTS et al., 2002; RAGGATT,; PARTRIDGE, 2010).

Na fase de reversédo, o desaparecimento dos osteoclastos da lugar as
células de revestimento. Estas células preparam a superficie 6ssea para que
osteoblastos possam dar inicio a formacao 6ssea e, ao mesmo tempo, sinalizam a
migragédo e a diferenciacdo dos pré-osteoblastos em osteoblastos (TAKAHASHI et
al., 2003; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Adicionalmente, foi verificado que macréfagos residentes, conhecidos
como ceélulas osteomacs e presentes ao nivel das BMU, cooperam com as células
de revestimento na preparacido da superficie éssea, removendo restos teciduais da
superficie 6ssea (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Ao término desta etapa, a superficie 6ssea fica completamente recoberta
pelas células de revestimento, finalizando o ciclo de remodelacdo (HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).
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2.1.3.4 Fase de formacao

Ainda nao esta bem esclarecida a natureza do sinal que determina a
passagem da fase de reversao para a formagdo. Acredita-se que as citocinas
liberadas durante a fase de reabsor¢ao como Fatores de Crescimento de Insulina | e
I (IGF-I, 1Il) e BMP recrutam osteoblastos, estimulando-os a depositar tecido
osteoide (MATSUO; IRIE, 2008).

Nesta fase, os pré-osteoblastos sao provavelmente ativados por fatores
de crescimento e por produtos secretados pelos osteoclastos a se diferenciarem
em osteoblastos ativos. Os fatores de crescimento sdo a cadeia polipeptidica BB
do fator de crescimento de plaquetas (PDGF-BB) e o Fator de Crescimento de
Hepatécito (HGF) (HOCK; CENTRELLA; CANALIS, 1988; ERIKSEN, 2010).

No que se refere aos produtos secretados pelos osteoclastos, verificou-se
que os fatores de ligagdo Esfingosina 1-Fosfato (S1P) se ligam a receptores nos
osteoblastos, resultando na ativagdo de RANKL, o que induz o recrutamento,
maturagdo e aumento da sobrevivéncia de precursores osteoblasto (CLARKE, 2008;
ERIKSEN, 2010; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Também foi proposto que os osteoclastos secretam o ligante Ephrin-B2
que se liga ao receptor EphB4 presente nos osteoblastos, formando o complexo
EphB4-Ephrin-B2, o qual é responsavel pela supressdao da diferenciacdo dos
osteoclastos por inibir a cascata c-fosINFATc1 da osteoclastogénese (HOCK;
CENTRELLA; CANALIS, 1988; CLARKE, 2008).

A sinalizagdo do complexo EphB4-Ephrin-B2 é uma oportunidade unica
para a ativagdo simultanea da formacdo éssea, ao mesmo tempo que inibe a
reabsorcdo (ERIKSEN, 2010; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010).

Adicionalmente, estimulos mecéanicos e a sinalizacdo enddcrina pelo
PTH podem ativar a formagédo Ossea via sinalizagdo dos ostedcitos (ROBINSON
et al., 2006).

Os ostedcitos expressam esclerostina, uma molécula soluvel que se
liga ao receptor de lipoproteina de baixa densidade da proteina-5/6 (LRP-5/6)
que inibe a sinalizagdo da via Wnt (DALLAS; BONEWALD, 2010; ERIKSEN,
2010).
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Assim, tensbes mecanicas sobre o osso e a ativacdo do PTH via
receptores na membrana dos osteodcitos inibem a expressdo de esclerostina,
ativando, entdo, a via Wnt e, consequentemente, a formagdo d6ssea (DALLAS;
BONEWALD, 2010).

Para a formacéo Ossea, células mesenquimais indiferenciadas retornam
as lacunas de Howship, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a secregéao
de matriz organica 6ssea. Proteinas colagénicas, como colageno tipo |, e néo
colagénicas como proteoglicanos, fosfatase alcalina, integrinas, proteinas-Gila,
osteocalcina sao entdo primariamente depositadas, compondo um tecido ésseo
imaturo ou osteoide (NAKASHIMA et al., 2002; ROBINSON et al., 2006; ERIKSEN,
2010; DALLAS; BONEWALD, 2010).

Posteriormente, com a incorporagcdo da hidroxiapatita, ocorre a
mineralizagdo da matriz organica 6ssea pelos osteoblastos por meio da liberagdo de
vesiculas ricas em fosfatase alcalina conhecidas como “vesiculas da matriz”
(ANDERSON, 2003; ERIKSEN, 2010; DALLAS; BONEWALD, 2010).

2.1.3.5 Fase terminal, quiescente ou de repouso

A fase de formagdo € concluida quando uma quantidade igual de osso
reabsorvido € formada. Foi demonstrado que os ostedcitos desempenham um papel
crucial em informar ao sofisticado maquinario da remodelacdo éssea o momento de
cessar a formacdo de osso. Essa sinalizagdo ocorre através da expressao da
molécula esclerostina por ostedcitos que determina a inibicao da via Whnt
(RAGGATT,; PARTRIDGE, 2010).

Na fase terminal, os osteoblastos sofrem apoptose, assumem um fendtipo
de células de revestimento na superficie 6ssea ou de ostedcitos quando, entao,
adquirem forma estrelada ao serem embebidos por matriz mineralizada
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006).

Dessa forma, a superficie 6ssea entra num periodo de repouso até
ativacdo do proximo ciclo de reabsorcdo. As fases que compdéem o ciclo de

remodelagdo estao resumidas na Figura 2, a seguir:
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Fase de Ativagdo \

e & s efe. - ER PRI

Fase de Repouso Fase de Reabsorgao

Fase de Formagao «—_ Fase de Reversao

Figura 2 — Ciclo da remodelacdo 6ssea: O ciclo de reabsorgéo se caracteriza pela sequéncia de
fases sucessivas de repouso, ativagdo, reabsor¢cdo, reversdo e formagdo. (Adaptado de
WWW.medicografia.com).

Nesse contexto, verifica-se que o ciclo de remodelacao dssea se constitui
num mecanismo de substituicdo ou de reconstrucédo de areas de tecido 6sseo com a
intervengdo de duas atividades opostas, mas complementares: a formacédo e a

reabsorcgao intercaladas pelas fases de repouso e reversao.

2.2 Reparacgao 6ssea

O processo de remodelagcdo Ossea garante ao o0sso uma aptidao
intrinseca de autorreparacédo. Dessa forma, a reparacdo éssea € um processo
que envolve uma gama de fendtipos celulares responsaveis pelas fungdes de
proliferagcdo, migracao, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular Ossea.
Entretanto, o sucesso deste processo depende do desenrolar destas fungdes em
uma correta sequéncia temporal (COLOMBIER; LESCLOUS; TUSLANE, 2005;
EINHORN, 2005).

No organismo humano, a reparagédo 6ssea pode ocorrer pela regeneragao
ou pela cicatrizagdo. A regeneragao caracteriza o processo de reparo que resulta
no restabelecimento integral de forma e fungdo originais do tecido, enquanto que,
na cicatrizacdo, o reparo ocorre pelo restabelecimento parcial do tecido, com
formagado de cicatriz. Entretanto, por apresentar um alto grau de remodelagao, a

reparacdo do tecido 6sseo nos defeitos de pequenas dimensbdes ocorre, na
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maioria das vezes, por regeneracdao (EINHORN, 2005; COLOMBIER; LESCLOUS;
TUSLANE, 2005; MARZONA; PAVOLINI, 2009).

De uma forma geral, a reparagao inicia-se logo apds a agressao
tecidual, com o rompimento vascular. Ela pode ser dividida em trés fases:
inflamatoria, reparadora e de remodelagcdo (EINHORN, 2005; TSIRIDIS;
UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007; MARZONA; PAVOLINI, 2009).

Apoés a injuria ao osso, ocorre uma serie de eventos moleculares e
celulares que visam restaurar forma e funcdo Osseas. Esses eventos sé&o
coordenados de forma tempo-espacial e contam com a participagdo de quatro
componentes fundamentais: cortical 6ssea, periosteo, medula 6ssea e o tecido mole
adjacente (EINHORN, 2005; TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007).

A contribuigdo de cada um destes elementos no processo de injuria ainda
nao foi completamente elucidada. Sabe-se, contudo, que dele participam elementos
celulares como células mesenquimais, inflamatérias, 6sseas e mecanismos
moleculares (DESCHASEAUX; SENSEBE; HEYMANN, 2009).

Os mecanismos moleculares que regem a ativagao celular, no processo
de cicatrizagdo das fraturas, sao representados por trés grupos principais: as
citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a), expressas na fase inicial inflamatéria,
os fatores de crescimento expressos na fase de remodelacio, representados pela
superfamilia do TGF-B (GDFs, BMPs, TGF-B), PDGF, FGF e IGF que comegam a
agir poucas horas apos a fratura. Finalmente, as metaloproteinases e os fatores
angiogénicos, incluindo VEGF e angiopoietina-1 e 2 que comegam a agir na fase
remodeladora desde a fase de ossificacdo endocondral até a mineralizagcao
(WARREN, 1990; BOLANDER, 1992; CHO et al., 2001; EINHORN, 2005; TSIRIDIS;
UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007; MARZONA; PAVOLINI, 2009). Os eventos que
ocorrem nas fases do processo de reparacao 6ssea sao descritos na sequéncia.

Na fase inflamatoria, ha a formagdo de um hematoma sanguineo ao nivel
das superficies 6sseas do local lesionado, como consequéncia da ruptura de vasos.
Esse hematoma se estende pelo peridsteo e cavidades medulares adjacentes
(EINHORN, 2005).

A ruptura vascular conduz a uma interrupgao da circulagdo sanguinea, o
que promove a necrose das células dsseas do sitio lesionado e o estabelecimento
de um ambiente hipéxido (PO, = 5-10 mmHgQ) e acido (pH 4-6). Este ambiente ativa

as plaquetas que, entdo, liberam o conteudo dos granulos alfa, contendo uma
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variedade de fatores, como o fator de crescimento de origem plaquetaria (PDGF),
TGF-B, fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento epidérmico
(FGE), fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), IGF e GDF (WARREN,
1990; BOLANDER, 1992; EINHORN, 2005).

Sob a acao destes fatores instala-se um edema mais ou menos intenso,
acompanhado de um processo inflamatério agudo, com grande mobilizagdo de
macrofagos, neutréfilos e células mesenquimais precursoras dos osteoblastos
atraidos pela liberagédo destes fatores. Macrofagos e neutrofilos sdo essenciais para
a secrecao de citocinas proé-inflamatérias como IL-1 e 6 e de fatores de crescimento
como PDGF, FGF, Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), TGF-B, IGF-I (WARREN,
1990; BOLANDER, 1992; LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002).

Adicionalmente, macrofagos também apresentam efeito quimiotatico para
o recrutamento de células mesenquimais precursoras de osteoblastos e sao
fundamentais para a fagocitose de corpos estranhos, restos teciduais e células
bacterianas (LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002).

Durante a fase inflamatéria, a ativacdo das células precursoras de
osteoblastos promove a proliferacdo e ativacao destas células. Sob a influéncia de
fatores de crescimento como FGF, VEGF e angiopoietina 1 e 2, a migragao de
células endoteliais, fibroblastos € intensificada, reestabelecendo a rede vascular
(EINHORN, 2005; TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007).

Assim, aos poucos, o gradiente de O, e o pH do coagulo é restabelecido,
permitindo a organizagdo de um tecido de granulagcdo que da inicio a fase
reparadora, que ocorre por ossificacdo intramembranosa ou endocondral
(EINHORN, 1998; EINHORN, 2005; TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007;
KANCZLER; OREFFO, 2008).

A ossificagao intramembranosa ocorre na regido mais interna e estavel do
periosteo. Nesse tipo de ossificagdo, fibroblastos produtores de colageno tipo lli
formam um calo fibroso que envolve a regido da lesao, e, a medida que a acéo dos
macrofagos prossegue, ha o aumento da proliferacdo vascular e as células
osteoprogenitoras sdo ativadas e se diferenciam em osteoblastos, formando um
novo tecido 6sseo. Esse também chamado de “calo 6sseo” € um osso tipo imaturo,
isto €, ndo apresenta estrutura organizada haversiana. Posteriormente, na fase
remodeladora, torna-se maduro e com estrutura organizada (EINHORN, 2005;
TSIRIDIS; UPADHYAY; GIANNOUDIS, 2007).
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A ossificagao endocondral ocorre na regido mais externa e menos estavel
do periésteo, imediatamente proxima ao sitio da fratura. Esse tipo de ossificacéo é
precedido por uma fase cartilaginosa que é substituida posteriormente por osso
(EINHORN, 2005; MARZONA; PAVOLINI, 2009).

A fase seguinte é a remodeladora. Nessa, ocorrem sucessivos processos
de reabsor¢cdo e neoformagao Ossea até que a area lesionada reassuma as
caracteristicas morfologicas, funcionais e biomecanicas originais (EINHORN, 2005;
KANCZLER; OREFFO, 2008; MARZONA; PAVOLINI, 2009).

2.3 Modelos de defeitos 6sseos criticos

A consolidacdo do reparo no tecido 6sseo é influenciada por fatores
como o suprimento sanguineo, estabilidade mecénica, presenga de um arcabougo
tridimensional que oriente a proliferagcéo celular e o tamanho da leséo (FILVAROFF,
2003; HONMA et al., 2008).

Defeitos 6sseos que apresentam dimensdes extensas sdo considerados
criticos ao reparo, pois ao dificultar a angiogénese prejudicam o afluxo de nutrientes
e a liberagdo de fatores de crescimento (HONMA et al., 2008). A consequéncia
desta vascularizagao insuficiente € a formacgao de tecido fibroso. Por outro lado,
defeitos 6sseos com dimensdes reduzidas reparam-se com facilidade (FILVAROFF,
2003; HONMA et al., 2008).

Entre os modelos de estudo para testar o potencial de substancias ou
farmacos em acelerar o processo de reparo 6sseo, a indugao cirurgica de defeitos
O0sseos € uma alternativa bastante viavel (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998;
MOONEY:; SIEGEL, 2005; AALAMI et al., 2004).

Neste contexto, foram propostos critérios metodolégicos que permitissem
a avaliagado adequada dos defeitos 6sseos. Surgiu, assim, o conceito de “defeito de
tamanho minimo”, o qual estabelece que, para o estudo da reparagdo 0ssea em
animais, devem ser criadas ostectomias de um tamanho minimo que ndo sofra
reparacao espontanea durante toda a vida do animal, sendo preenchidas apenas de
tecido fibroso (TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

Assim, apenas nessa situacao, o real efeito osteogénico de um substituto
0sseo ou o potencial reparador de uma substancia podera ser avaliado. Por outro

lado, como a maioria dos estudos ndo se estendem durante toda a vida do animal,
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houve recentemente uma redefinicdo do conceito de defeito de tamanho critico
(CSD) para aquele que nao cicatriza em todo o periodo de experimentacao (ZUO
et al., 2012).

Esses defeitos podem ser realizados em diferentes regides como a
calvaria de ratos (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; GOSAIN et al., 2000; STEPHAN et
al., 2010), mandibula (HUH et al., 2005), tibia (SROUJI et al., 2004; XU et al., 2011),
entre outras. Na calvaria de ratos, s&o considerados criticos os defeitos 6sseos de
8 mm de didmetro, enquanto que na calvaria de camundongos & de 5 mm (TAKAGI;
URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990;
AALAMI et al., 2004).

O modelo de inducéo de defeito dsseo critico desenvolvido em calvaria é
considerado eficaz, pois a regido da calvaria apresenta varias vantagens que
dificultam o reparo espontaneo, como: metabolismo ésseo lento, quando comparado
aos 0ssos longos e menor suprimento sanguineo (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986;
BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998). Outra importante vantagem é o tipo de
ossificagao intramembranosa semelhante aos ossos da face. Assim, a calvaria é
considerada um local de eleicdo para pesquisa com o uso de biomateriais ou
agentes farmacoldgicos, com o objetivo de avaliar mecanismo de regeneragao e
potencial osteogénico (TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986;
BOSCH; MELSEN; VARGERVIK, 1998; AALAMI et al., 2004; NYAN et al., 2007).

2.4 Ranelato de Estroncio

O Ranelato de Estréncio (RSr) € um farmaco recentemente descoberto
que tem sido indicado como o principal tratamento para a osteoporose pés-
menopausica e senil. A importancia atualmente dada a este farmaco decorre de
suas qualidades quimicas, que Ihe conferem um mecanismo de acao unico sobre o
osso (PORS-NIELSEN, 2004; REGINSTER et al., 2005; FROMIGUE et al., 2009;
MARIE, 2010).

2.4.1 Caracteristicas quimicas

O RSr é composto quimicamente por dois atomos estaveis de estroncio

(Sr**) e uma molécula organica sintética, o sal de acido ranélico, apresentado pela
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férmula quimica 5-(bis[carboximetillamino)-2-carboxi-4-ciano-3-tiofenacético (DAHL
et al., 2001; REGINSTER et al., 2005). A Figura 3 ilustra a disposicao espacial dos

atomos que compdem a molécula do RSr.

O0C

Figura 3 — Estrutura quimica da molécula do RSr: O RSr é composto quimicamente por dois
atomos estaveis de estréncio (Sr2+) e uma molécula de sal de acido ranélico representado como 5
(bis[carboximetil] amino) -2-carboxi-4-ciano-3-tiofenacético. (Adaptado de WWW.info-farmacia.com).

Uma vez ingerido o RSr se dissocia em ions estroncio (Sr**) e acido
ranélico. O acido ranélico representa a parte organica farmacologicamente inativa do
RSr, portadora dos atomos de estrbncio. Por apresentar alta polaridade, o acido
ranélico confere ao farmaco uma baixa absorcao, distribuicdo e ligacdo a proteinas
plasmaticas, sendo assim rapidamente eliminado pelos rins (MARIE, 2005; EMEA,
2012).

O estroncio (Sr) € um metal alcalino terroso que constitui a parte
inorganica farmacologicamente ativa do RSr. Assim, efeitos do RSr no metabolismo
o0sseo correspondem aos efeitos produzidos pelo Sr (DELANNOY; BAZOT,;
MARIE, 2002).

Na natureza, Sr é encontrado associado a minerais como a Estroncionita
(SrCOs) ou a Celestita (SrCO4) na forma de varios isétopos estaveis (3*Sr, Sr, &’Sr
e %83r) (PORS-NIELSEN, 2004).

Até bem pouco tempo, as pesquisas cientificas realizadas com os
isétopos de estréncio estaveis foram negligenciadas pela associagao destes com os
isotopos de estroncio radioativos (SR, ¥SR, #Sr e *Sr) os quais apresentam
comprovado efeito toxico sobre as células 6sseas (DAHL et al., 2001).

Por outro lado, o interesse pelo estudo deste metal aumentou
consideravelmente quando foi verificado que o Sr apresenta propriedades fisico-

quimicas e afinidade pelo tecido 6sseo similares ao célcio. Os ions Sr** apresentam
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grande afinidade pelo tecido 6sseo sendo nesse tecido incorporados através da
adsorgao dos ions Sr** & superficie da hidroxiapatita do 0sso ou pela substituigdo
idbnica com o calcio do osso (DAHL et al., 2001; PORS-NIELSEN, 2004).

Com relagdo a farmacocinética, o Sr € semelhante ao calcio em sua
absorcao intestinal, incorporagao ao osso e sua eliminagao pelos rins (MEUNIER
et al., 2004; PORS-NIELSEN, 2004; EMEA, 2012). Apdés sua absor¢ao, o Sr é
quase totalmente depositado no osso nele se incorporando. Foram identificados
cinco fatores que influenciam a incorporagao do Sr ao osso tais como: Dose, onde
aumento da dose de Sr é diretamente proporcional a quantidade incorporada ao
0sso. Entretanto, doses muito altas causam saturagédo dos mecanismos de absorgao
no trato gastrintestinal; Nivel de Estréncio plasmatico que tendem a estabilidade
quando Sr é administrado por cerca de quatro semanas; Género que, em ratos, €
incorporado em quantidades equivalentes nas fémeas e machos quando da
administracdo oral; Duragdo do tratamento que esta diretamente proporcional a
quantidade de Sr incorporada ao osso. Em ratos, essa tendéncia dobra a partir do
décimo dia de tratamento, mantendo-se constante apds a quarta semana de
tratamento e, finalmente, o Local do esqueleto determina o grau de concentragao de
Sr, sendo maior nas areas medulares, por apresentarem maior metabolismo ésseo,
do que nas corticais 6sseas (DAHL et al., 2001; DELANNQOY; BAZOT; MARIE, 2002).

Estudos indicam que o RSr apresenta similaridades com o Ranelato de
Calcio no que se refere a suas concentragdes no tecido 6sseo apoés a distribuicio.
Entretanto, o efeito dual, anabdlico e antirreabsortivo sobre o osso, s6 foi
observados com o RSr, demonstrando um mecanismo de acao diferenciado destes
dois cations sobre o osso (DAHL et al., 2001).

2.4.2 Mecanismo de agéo do RSr

O mecanismo de acdo do RSr em nivel molecular esta bem elucidado.
Varios estudos pré-clinicos demonstraram que este farmaco exerce um duplo efeito
no metabolismo 6sseo, uma vez que, de forma simultdnea, aumenta a formacao e
diminui a reabsorg¢ao 6ssea (MARIE, 2010; MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).
Assim, ao contrario de outros farmacos utilizados para o tratamento da osteoporose
como por exemplo os Bisfosfanatos, o RSr consegue dissociar sua agéo

estimuladora sobre a formagao de osso daquela que promove a reabsorcéo.
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A acgao primaria do RSr sobre o0 osso € a promogdo de um aumento
dos ions Sr** no microambiente dsseo durante o processo de reabsorcdo dssea.
A consequéncia € a modulagdo da atividade das células 6sseas com um resultado
positivo para a formagao 6ssea (FARLAY et al., 2005; MARIE, 2005, 2006).

Pesquisas iniciais in vitro verificaram que diferentes vias estdo envolvidas
no mecanismo de acdo do RSr produzindo efeitos sobre osteoblastos, ostedcitos e

osteoclastos.

2.4.3 Estudos in vitro

Com o intuito de melhor compreender o mecanismo de acdo do RSr em
células 6sseas, estudo in vitro foram realizados utilizando células de camundongos,
ratos, coelhos ou humanas. Os resultados destes estudos sugerem que o RSr atua

em osteoclastos e em osteoblastos de forma distinta.

2.4.3.1 Efeito do RSr sobre os osteoclastos

Estudos in vitro demonstraram que o RSr foi capaz de reduzir a atividade
de osteoclastos, seja por meio da expressdo de marcadores de osteoclastos
(BARON; TSOUDEROS, 2002), seja por meio da alteragdo no citoesqueleto destas
células (BONNELYE et al., 2008).

A via de sinalizagao através da qual o RSr pode controlar a atividade e
sobrevivéncia de osteoclastos € a ativagcdo da via dos receptores sensiveis ao
célcio extracelular (CaRs). Esses sensores sao receptores heptahelicoidais e
transmembranares acoplados a proteina G (GPCR) e ao sistema fosfolipase C —
fosfato de inositol expressos em células precursoras de osteoblastos e osteoclastos
(KAMEDA et al., 1998; KANATANI et al., 1999).

Os CaRs podem controlar a vida e a atividade dos osteoclastos e
desempenhar um papel chave na manutencido de concentracbes de ions calcio
extracelular (BROWN; MACLEOD, 2001).

O RSr, ou mais especificamente, a molécula de estroncio, € um agonista
desses receptores, porém com menor afinidade que o calcio (COULOMBE
et al.,, 2004). Assim, sugere-se que o Sr ao interagir com os CaRs promovam

a reducado da reabsorgdo Ossea por indugdo da apoptose dos osteoclastos. Para
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gerar apoptose nos osteoclastos, o Sr ativa CaRs, que ativam fosfolipase C. Essa,
por sua vez, ativara o diacilglicerol (DAG) e uma proteina-quinase Bll, os quais irao
promover a translocacdo de NF-xB do citoplasma para o nucleo em osteoclastos
maduros, de forma a induzir a apoptose dessas células (HURTEL-LEMAIRE
et al., 2009).

O mecanismo por meio do qual o RSr reduz a osteoclastogénese envolve
a sinalizagao molecular do eixo RANK/RANKL/OPG. Assim, por meio da ativagao
dos CaRs, o RSr promove a reducdo do numero de osteoclastos através da
aumento da producido de OPG e reduzindo a producdo de RANKL, moléculas que
desempenham um papel essencial na diferenciagdo de osteoclastos (MARIE, 2006,
2007; MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Adicionalmente, outros estudos in vitro demonstram que o RSr é capaz de
influenciar os niveis de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) de RANKL e OPG
em células humanas (BRENNAN et al., 2007). Quando utilizado em baixas doses, o
RSr também aumentou a expressdo de OPG, de maneira significante nas doses de
1 e 2 mM de Sr**, e diminui a expressdo de RANKL por osteoblastos in vitro
(BRENNAN et al., 2009). Dessa forma, o aumento da razdo OPG/RANKL sugere
que o RSr promova um efeito sobre a formacado e reabsorcdo 6ssea de forma
dissociada (MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Em estudo in vitro utilizando macréfagos de camundongos (RAW 264,7)
foi confirmado que o aumento da concentragdo dos ions Sr** promove a inibigdo de
RANKL e ativacdo dos CaRs, determinando a inibicdo da diferenciacdo dos
osteoclastos (CAUDRILLIER et al., 2010).

2.4.3.2 Efeitos do RSr sobre osteoblastos e ostedcitos

Adicionalmente aos efeitos sobre a osteoclastogénese, estudos in vitro
demonstraram efeitos positivos do RSr sobre a osteoblastogénese e atividade de
osteoblastos. Destarte, demonstrou-se que o RSr foi capaz de aumentar a
replicacao de células pré-osteoblasticas.

Um dos mecanismos moleculares por meio do qual o RSr promove
o aumento da replicacdo de osteoblastos resulta da interacdo dos ions Sr** com
os CaRs também presentes em osteoblastos. Essa acdo determina a expressao

de proteinas-quinase de mitdogenos ativados (MAPKs) para células formadoras
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de osso resultando no aumento da replicagdo celular (CHATTOPADHYAY et al.,
2007; FROMIGUE et al., 2009). Além disso, uma agdo do RSr via CaRs também
foi verificada, reduzindo a apoptose de osteoblastos (HURTEL-LEMAIRE et al.,
2009).

Demonstrou-se também in vitro que o RSr exerce um efeito nos estagios
finais da diferenciacdo osteoblastos ao nivel do sistema RANK/RANKL/OPG via
CaRs, que resulta no aumento da expressdao de OPG e na redugdao de RANKL
(BRENNAN et al., 2009).

Por outro lado, outros estudos sugeriram que o RSr pode promover a
replicacdo de osteoblastos independentemente da via CaRs, isto é, por meio de
outros receptores sensiveis a cations que respondem positivamente ao aumento do
Sr** extracelular (FROMIGUE et al., 2009). Entretanto, esses receptores ainda nao
sao conhecidos (MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Também in vitro, outros estudos demonstraram os efeitos do RSr na
diferenciacao de pré-osteoblastos em osteoblastos. Dessa forma, verificou-se um
aumento da expressdo de marcadores de osteoblastos como a fosfatase alcalina,
colageno tipo |, sialoproteina O6ssea e osteocalcina em células mesenquimais
indiferenciadas da medula 6ssea e em osteoblastos imaturos (BARBARA et al.,
2004; CHOUDHARY et al., 2007; ZHU et al., 2007; BONNELYE et al., 2008; ATKINS
et al.,, 2009; BRENNAN et al., 2009).

A inducgdo, in vitro, da osteogénese por meio da formacdo de nodulos
0sseos, confirmou esse efeito positivo do farmaco na diferenciacdo de pré-
osteoblastos (BARBARA et al., 2004; CHOUDHARY et al., 2007; ATKINS et al.,
2009).

A Figura 4 a seguir resume os efeitos do RSr sobre osteoclastos e
osteoblastos in vitro através da ativagdo do sistema RANK/RANKL/OPG, dos
CaRs e das vias Cn/NFATc/Wnt (MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).
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Figura 4 — Efeitos do RSr em osteoblastos e osteoclastos in vitro: Os ions Sr?* ativam a
replicagdo e a diferenciagdo de pré-osteoblastos e reduz a diferenciacdo e fungdo de pré-
osteoclastos, por meio da ativagdo da via dos Receptores sensiveis ao calcio (CaRs), vias
Cn/NFATc/Wnt e da via RANK/RANKL/OPG.

Outros estudos demonstraram que o RSr também favorece a
diferenciagcdo de osteoblastos em um fendtipo similar ao dos ostedcitos indicado
pelo aumento da expressao de esclerostina. Atualmente, sabe-se que os ostedcitos,
através dos mecanosensores, desempenham um papel fundamental na capacidade
de remodelacdo Ossea, controlando osteoblastos e osteoclastos por meio das
moléculas regulatdrias (ATKINS et al., 2009). Por outro lado, ainda nao foi possivel
identificar in vitro os fatores que conduzem a mudancga do fendtipo dos osteoblastos
para ostedcitos (MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Outra via por meio da qual o RSr atua na ativagdo de osteoblastos é a
da calcineurina (Cn)/Fator Nuclear de Células T Ativadas (Nuclear Factor of
Activated T-cells, NFATc). NFATc sao fatores de transcricdo altamente fosforilados
e residem no citoplasma de células ndo-estimuladas (FROMIGUE et al., 2009;
MARIE, 2010).
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Um aumento da concentracéo intracelular de calcio leva a ativagao do
heterodimero serina/Cn que induz a desfosforilagcdo de NFATc e a sua translocacao
para o nucleo, o qual regula genes alvos especificos (MARIE, 2010). A ativagao do
heterodimero Cn ocorre de forma semelhante ao calcio, resultando no aumento da
replicacdo de osteoblastos (FROMIGUE et al., 2009; MARIE; FELSENBERG;
BRANDI, 2011).

Recentemente, verificou-se que a ativagao da via Cn/NFATc pelo RSr
em osteoblastos pode também ativar a osteoblastogénese através da ativagao
da via Wnt em osteoblastos cuja sinalizacdo €& fundamental para o controle
da replicagédo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular (MARIE; FELSENBERG,;
BRANDI, 2011).

As duas vias que compreendem o sistema Wnt de sinalizacao, isto €,
a candnica (B-catenina-dependente) e a nao-candnica (B-catenina-independente)
estdo envolvidas no controle da formacgao e reabsor¢ao de osso (MARIE, 2010).

Sinais Wnt Canbnicos sao transmitidos pela familia de receptores
Frizzled e de co-receptores LRP5/LPR6, culminando na translocacdo de B-catenina
para o nucleo e na ativacdo de genes alvos (KATOH; KATOH, 2007; RAO; KUHL,
2010).

Sinais Wnt nao-candnicos sao transduzidos através de receptores da
familia Frizzled e co-receptores, tais como Ryk (Receptor tirosina quinase), que
ativam pequenas proteinas G, incluindo RhoA (Receptor muscarinico da acetil-
colina), levando ao recrutamento de cascatas de sinalizagdo NFAT (KATOH,;
KATOH, 2007).

Assim, os resultados obtidos em pesquisas in vitro indicam que o
RSr ativa tanto a sinalizacdo Wnt candnica e nao-canbnica em osteoblastos,
determinando a modulagao positiva da fungcdo e da replicagdo de osteoblastos,
atestando a ativacdo da via de sinalizagdo Wnt na regulagdo da osteoblastogénese
pelo RSr (FROMIGUE et al., 2009; MARIE, 2010).

A Figura 5 a seguir ilustra a ativagdo dos componentes da via Wnt
candnica e nao canbnica pelo RSr e a consequente promoc¢ao da proliferacédo e
atividade dos osteoblastos (MARIE, 2010).
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Figura 5 — Ranelato de Estrdéncio ativa componentes da sinalizacdo Wnt canénica e néo-
canbnica em osteoblastos: O RSr ativa via de sinalizagdo da via calcineurina/NFATc1 em
osteoblastos o que determina o aumento da expresséo de proteinas Wnt (Wnt3a e Wnt5a). Wnt3a
interage com co-receptores LPR5 (ou LPR6) e Frizzled (Frz) para ativar sinalizagdo Wnt/p-catenina
canbnica. Wntba interage com co-receptor Ryk para induzir sinalizagdo n&o-candnica RhoA-
dependente. Essas duas vias convergem para promover a replicagdo e ativagdo da fungéo
osteoblastica.

Nucleo

Dessa forma, os resultados dos estudos in vitro demonstram claramente
que o RSr produz efeitos opostos em osteoclastos e osteoblastos por meio da
ativacdo dos receptores sensores de calcio, ativacdo da via NFATc/Wnt e
modulacao do eixo RANK/RANKL/OPG.

2.4.4 Estudo do RSr em animais

Em diferentes modelos de estudo com animais, os efeitos benéficos do
RSr em prol da formagao 6ssea verificados in vitro puderam ser confirmados in vivo.
Em modelo de indugao de osteopénia por meio da ovarectomia, Marie et al. (1993)
verificaram que o tratamento profilatico com RSr (77,154 e 308 mg/kg/dia), por

8 semanas, em ratas, inibiu a perda 6ssea induzida pela deficiéncia estrogénica.
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Verificou-se que o RSr promoveu um aumento da densidade, volume e conteudo
mineral 6sseo mesurados através da absormetria de energia dual de raio X (DXA) e
pela histomorfometria em tibia. Adicionalmente, analises bioquimicas para a
fosfatase alcalina demonstraram que a formacdo oOssea manteve-se em nivel
elevado nesses animais, sugerindo que o RSr foi capaz de reduzir a reabsorgéao
O0ssea, mas nao a formagao ossea.

Bain et al. (2009) demonstraram em ratas ovarectomizadas que o
tratamento com RSr, durante 1 ano, com 625 mg/kg/dia de RSr, dose equivalente a
utilizada clinicamente em mulheres osteoporéticas, isto é, 2 g/dia teve um efeito
positivo significativo na massa, densidade, microarquitetura e resisténcia dssea. A
resposta tecidual ao tratamento com RSr foi avaliada por meio de testes
biomecanicos microtomografia computadorizada, histomorfometria e nanoidentagao
realizadas em vértebra lombar. Adicionalmente, analises bioquimicas revelaram um
aumento da fosfatase alcalina e redugcdo de deoxipiridinolina, sugerindo que o
tratamento foi favoravel a formagao, mas ndo a reabsorgcao ossea.

Em contraste, Fuchs et al. (2008), utilizando o mesmo modelo da
ovarectomia, porém com doses mais baixas de RSr (25 e 150 mg/kg/dia) por 8
semanas, encontraram resultados conflitantes. Os referidos autores, por meio de
analises densitométricas, utilizando um densitdmetro especifico, microtomografia
computadorizada, histomorfometria e testes biomecanicos, nao verificaram nenhum
efeito sobre a densidade mineral, volume e resisténcia mecanica 6ssea em analises
realizadas em tibia, fémur e vértebra lombar.

O efeito benéfico do RSr sobre a reparacdo 6ssea foi também avaliado
por meio do modelo de inducdo de fratura da tibia em ratas com osteopénia induzida
por ovarectomia. Utilizando a associagcdo destes modelos, verificou-se através
de analises por DXA, microtomograficas e histolégica (LI et al., 2010) que o
tratamento com 625 mg/kg/dia, por 8 semanas, com RSr aumentou o volume e a
densidade mineral 6ssea, o que favoreceu a uma melhor reparacio da fratura éssea
em tibia.

Ozturan et al. (2011), também associando estes dois modelos, mas com
RSr administrado em dose mais baixa (450 mg/kg/dia), por 6 semanas, observaram
também resultados positivos sobre o volume e a densidade mineral 6ssea, por meio
de analises por DXA, radiograficas, histologicas e testes biomecéanicas que

determinaram uma melhor consolidagao das fraturas.
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O RSr também foi avaliado em modelo de osteopénia induzida por
imobilizacdo esquelética. Esse modelo de estudo promove uma perda Ossea
trabecular associada a uma formacdo éssea reduzida. Aplicando o modelo de
imobilizagdo esquelética, verificou-se em ratos, por meio de histomorfometria, que a
administracao de RSr (50, 200 e 800/kg/dia), por 10 dias, inibiu a reabsor¢ao éssea
e apresentou um efeito protetor sobre a perda éssea trabecular do membro
imobilizado. Adicionalmente, o RSr aumentou os niveis séricos de fosfatase alcalina
e diminui a excreg¢ao urinaria de hidroxiprolina, o que indica que o RSr reduz a
reabsor¢gao enquanto mantém a formagao (HOTT et al., 2003).

Em modelo de indugdo da periodontite, Lima (2010) verificou, em
ratos, por meio de analises histomorfométricas e bioquimicas, que a administracao
sistémica do RSr (625 mg/kg/dia), por 11 dias, foi capaz de reduzir a reabsorgéo
Ossea alveolar, sugerindo um efeito protetor do RSr sobre a periodontite.

Em animais intactos, outros estudos indicam que o RSr também é
capaz de aumentar a massa 6ssea. Em camundongos normais machos e fémeas,
o RSr (200, 600 e 1800 mg/kg/dia), administrado durante 104 semanas, foi capaz
de aumentar a resisténcia e massa O6ssea vertebral mesuradas por meio de
histomorfometria e densidade mineral éssea por DXA (DELANNOY; BAZOT; MARIE,
2002).

Da mesma forma, através de analise histomorfométrica e da densidade
mineral 6ssea por DXA, verificou-se que o RSr (225 a 900 mg/kg/dia), administrado
sistemicamente em ratos normais, promoveu o aumento da densidade mineral
Ossea da tibia (area cortical e trabecular) e também a resisténcia 6ssea vertebral
e do fémur, bem como o aumento do volume trabecular 6sseo (AMMANN et al.,
2004).

Em macacas normais (Macaca fascicularis), o RSr (100, 275 e 750
mg/kg/dia), administrado sistemicamente por 26 semanas, reduziu a reabsorg&o
Ossea alveolar e manteve a formacido 6ssea de forma dependente, resultados que
foram obtidos por meio de analises histomorfométricas (BUEHLER et al., 2001).

Maimoun et al. (2010) verificaram um efeito positivo do tratamento
sisttmico RSr (625 mg/kg/dia por 8 semanas) na osseointegracdo de implantes
instalados na tibia de ratos. As analises biomecanicas de tracdo dos implantes,

microtomograficas e de nanoidentagdo indicaram que o tratamento com o RSr
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favoreceu uma maior retencdo mecanica dos implantes devido a obtengdo de uma
maior area de contato entre o implante e o osso.

O efeito do RSr também foi avaliado em modelo de camundongos
transgénicos. Nesse modelo, a superexpressao de Runx2 (fator de transcrigéo
relacionado ao Runt tipo 2) foi induzida em animais, o que levou ao desenvolvimento
de uma severa osteopénia e tendéncia a fraturas espontaneas. Foi observado por
analises histomorfométricas, densidade mineral éssea por DXA e por testes
biomecanicos de resisténcia a compressao que o tratamento via oral com 1800
mg/kg/dia com RSr (S12911-2, PROTELOS®), durante 9 semanas, promoveu um
efeito significativo antifratura das vertebrais caudais verificado pelo aumento da

microarquitetura éssea cortical e trabecular (GEOFFROY et al., 2011).
2.4.5 Ensaios clinicos com o RSr

Em humanos, a eficacia do RSr no tratamento da osteoporose foi
apreciada em varias pesquisas clinicas. O primeiro estudo realizado foi um ensaio
clinico multicéntrico randomizado duplo cego e de longo prazo, realizado em 353
mulheres com osteoporose pds-menopausa. Estas participantes receberam RSr
(0,5 g, 1 g ou 2 g/dia) ou placebo por 2 anos. Foi observado por meio de analises
por DXA que o RSr foi capaz de aumentar, de forma significativa, a densidade
mineral éssea quando administrado sistemicamente na dose de 2 g/dia (MEUNIER
et al., 2002).

Os resultados desse estudo serviram de base para a realizagdo de
grandes estudos clinicos multicéntricos aleatérios, duplo cegos e controlados
como o Spinal Osteoporosis Therapeutic Intervention (SOTI) (MEUNIER et al., 2004)
e o Treatment of Peripheral Osteoporosis Study (TROPOS) (REGINSTER et al.,
2005).

Em SOTI, o RSr foi administrado na dose de 2 g/dia, em cerca 1649
mulheres osteopordsicas, pds-menopausicas na faixa etaria entre 50-69 anos e
osteoporose confirmada, por no minimo 5 anos, com pelo menos uma fratura
vertebral na coluna lombar confirmada por radiografia prévia e densidade mineral
Ossea de 0,840 g/cm? ou menor.

Nesse estudo, avaliou-se o efeito do RSr sobre o indice de fratura

vertebral. Em TROPOS, o RSr foi administrado com a mesma dose de 2 g/dia, em
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5091 mulheres osteoporésicas pds-menopausicas, na faixa etaria de 70-74 anos,
densidade mineral 6éssea de 0,600 g/cm? ou menor com alto risco de fratura. Nesse
estudo, foi avaliado o efeito do RSr sobre o indice de fratura n&o vertebral
(TROPOS).

As pacientes, nos dois estudos, receberam suplementacao diaria de Ca e
vitamina D. Nos dois estudos, o risco de fratura foi avaliado através de radiografias e
analise da densidade mineral 6ssea por DXA. Analises bioquimicas (fosfatase
alcalina e telopeptideo C) foram também realizadas, a fim de verificar o efeito sobre
marcadores da formagao e da reabsorcao dssea.

Os resultados obtidos em SOTI demonstraram uma redugao de 49% do
indice de fratura vertebral, no primeiro ano de tratamento, e de 41% até os trés anos
seguintes. Em TROPOS, apds trés anos de tratamento, os resultados indicaram uma
reducao significativa da ocorréncia de fraturas néo vertebrais. Em ambos os
estudos, verificou-se o aumento dos niveis séricos de fosfatase alcalina e a
diminui¢ao do telopeptideo C.

Os resultados dos estudos de SOTI e TROPOS mostraram que o
tratamento de longo prazo (minimo de 12 meses) com o RSr, com regime de
administracao de 2 g/dia apresentava um efeito positivo na prevencao e reducgao do
risco de fraturas das pacientes. Posteriormente, Bruyere et al. (2007) realizaram uma
pesquisa utilizando os pacientes provenientes de SOTI e TROPOS e puderam
confirmar os resultados obtidos nesses estudos. Para o estudo em questao, foram
recrutados pacientes de SOTI, com idade entre 50-65 anos, e osteoporose
confirmada por no minimo 5 anos com pelo menos uma fratura vertebral na coluna
lombar e densidade mineral éssea de 0,840 g/cm? ou menor.

As pacientes recrutadas de TROPOS tinham idade entre 70-74 e alto
risco de fratura. Todos os pacientes receberam suplementagdo diaria de Ca e
vitamina D. O risco de fratura foi avaliado por meio da analise da Densidade Mineral
Ossea (DMO) através de absormetria dual de raio X da coluna vertebral lombar e
cabeca do fémur, realizada no inicio e a cada seis meses durante o estudo (3 anos).
As analises dos resultados por meio de radiografias e DXA indicaram que o RSr
promoveu uma elevagédo da densidade mineral 6ssea com redugao significativa do
risco de fraturas.

A eficacia do tratamento de longo prazo com 2 g/dia de RSr foi também

confirmada por Arlot et al. (2008). Esses autores realizaram bidpsias do iliaco de



49

pacientes pos-menopausicas osteoporoéticas submetidas ao tratamento de longo
prazo, com o RSr por 12 meses. Apds o tratamento, analise dos espécimes através
de microtomografias computadorizadas e histomorfometria indicaram que o RSr
promoveu um aumento da deposicdo mineral, bem como o aumento do volume
0sseo cortical e trabecular.

Corroborando com estes resultados, Liu et al. (2009) verificaram por meio
de estudo randomizado, duplo cego, conduzido em 329 mulheres asiaticas
pos-menopausicas, com osteoporose e alto risco de fratura, o efeito do tratamento
com RSr. As pacientes receberam tratamento de 2 g/dia de RSr por 12 meses
e, apos este periodo, verificou-se, na analise realizada por DXA, um aumento
significativo nos valores da densidade mineral 6ssea em coluna lombar e colo
do fémur.

Adicionalmente, em um estudo quantitativo realizado em mulheres
osteoporéticas pés-menopausicas submetidas ao regime de tratamento de 2 g/dia,
por 12 meses, observou-se, por meio de tomografia computadorizada, um aumento
significativo do volume 6sseo da regido distal da tibia (RIZZOLI et al., 2010).

Mais recentemente, o impacto positivo do RSr sobre o grau de
mineralizagao Ossea foi atestado em bidpsias obtidas do osso iliaco de mulheres
osteoporoticas submetidas a tratamento (36, 48 e 60 meses) com 2 g/dia com RSr.
Nesse estudo, a interacéo dos ions Sr** com o mineral ésseo foi analisada por meio
de microanalise por raio X. Os resultados indicaram que o tratamento com o RSr
preservou a qualidade mineral éssea nas pacientes (DOUBLIER et al., 2011).

Por outro lado, em estudos de curto prazo (6 meses), o RSr nao
apresentou diferengas significativas em comparagdo a teriparatida, por meio de
analises bioquimicas do soro para marcadores da remodelagao éssea (osteocacina
e telopeptideos C-terminal), o que confirma a necessidade de protocolos de
longo prazo para se obter o sucesso da terapéutica com o farmaco (RECKER et al.,
2009).

Em geral, os resultados dos ensaios clinicos apontam que o RSr é bem
tolerado pelo trato gastrointestinal. Entretanto, de acordo com os ultimos dados
fornecidos pela Agéncia Europeia de Medicina (EMEA, 2012) podem ocorrer efeitos
colaterais tais como: alteragcdes cutdneas, enxaquecas, nauseas ou diarreia, que
podem desaparecer em poucas semanas. Outros efeitos colaterais importantes

como erupgao cutdnea com eosinofilia (Sindrome de Dress) ou embolia venosa
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também sio descritos. Entretanto, deve ser contraindicado para pacientes com
alteragbes cardiovasculares ou imobilizados por um grande periodo de tempo,
devido ao risco de ocorréncia de trombose venosa (EMEA, 2012).

Nesse contexto, verificam-se que as pesquisas realizadas em in vivo
(animais experimentais e humanos) com o RSr tém visado a avaliagdo dos efeitos
obtidos quando da administragao sistémica. Até o presente, ndo foram encontrados

relatos com relacdo ao comportamento do farmaco quando do uso local.
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3 PROPOSICAO

Diante do exposto acima o presente estudo teve como objetivos:

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito osteoindutor da aplicagao
local do RSr no reparo 6sseo de defeito de tamanho critico induzidos na calvaria de

ratos.

3.2 Objetivos especificos

— Quantificar o efeito da aplicacdo local de RSr na reducdo da area do
defeito 6sseo critico através de analise macroscopica realizada por
meio de Tomografias Computadorizadas tipo Cone Beam (TCCB);

— Auvaliar o efeito osteoindutivo da aplicacéo local do RSr no reparo do
defeito critico através de analises histolégicas semi-quantitativas;

— Verificar a participacado de citocinas RANKL e OPG no mecanismo de
acao local do RSr no reparo do defeito critico através de analise

imunohistoquimica.
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4 MATERIAIS E METODOS

O protocolo do estudo e delineamento experimental seguiram as normas
de manipulagdo animal estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara (UFC) n°® 21/10.

4.1 Animais

Para este estudo, foram utilizados 84 ratos Wistar (Rattus Norvergicus)
machos, com massa corporal entre 180 e 200 g. Esses animais eram procedentes
do Biotério Central da UFC e transferidos para o Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da UFC, onde foram mantidos em gaiolas com 4
animais/cada. Todos receberam agua e racado (Presence — Nutricdo animal, Séo
Paulo, SP, Brasil) a vontade e permaneceram sob as mesmas condicbes ambientais

de temperatura e ciclos claro-escuros durante todos os experimentos.

4.2 Protocolo experimental

4.2.1 Modelo de inducéo de defeitos 6sseos criticos em calvaria de ratos

Na calvaria de cada animal foram induzidos defeitos de tamanho critico
(CSD) de 8 mm de diametro (TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER,
1986). As cirurgias foram realizadas nos animais sob anestesia geral com Cloridrato
de Cetamina (10%), (0,1 ml/kg) associado a Cloridrato de Xilazina (2%), 1,0 ml/kg
(Syntec do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), via intramuscular, no membro inferior
do animal.

Em seguida, realizou-se a tricotomia da regido frontoparietal da cabeca
do animal com lamina de barbear, antissepsia com solu¢do aquosa de digluconato
de clorexina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive-Company, Sao Paulo, SP,
Brasil) e o isolamento da area com campo estéril.

Posteriormente, com o auxilio de uma lamina de bisturi n°® 15, realizou-se

uma incisdo longitudinal de, aproximadamente, 2,5 cm na calvaria do rato,
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estendendo-se do osso frontal ao occipital, incluindo a pele e o tecido subcutaneo do
animal. Em seguida, com um destaca periosteo, levantaram-se, lateralmente, os
retalhos, expondo amplamente a superficie 6ssea da regiéo.

Para a realizacdo do defeito 6sseo de tamanho critico, foi utilizada uma
broca trefina cirurgica de 8 mm de didmetro externo (Conexao Sistema de préteses
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) montada em contra-angulo (Anthogyr — Injecta —
Diadema, SP, Brasil) com reducédo de 16:1, acoplado em motor para implante com
1.500 rpm sob irrigagdo abundante e continua com solugéo fisiolégica a 0,9% para
evitar superaquecimento.

Dessa forma, foi possivel remover um tampao ésseo circular, obtendo-se,
entdo, um defeito de 8 mm de diametro e aproximadamente 1 mm de espessura na
regido mediana da calvaria do animal que transpassou toda a espessura da diploe e
expbs as meninges no fundo da lesdo. Cuidado adicional foi tomado para evitar a
perfuragdo do seio sagital e da dura-mater.

Finalmente, todos os tecidos foram reposicionados e suturados com
pontos interrompidos, usando fio agulhado n® 3-0 absorvivel tipo catgut simples
(Bioline®, Anapolis, GO, Brasil). A Figura 6 a seguir resume as etapas realizadas

para a indugao dos defeitos de tamanho critico nas calvarias de ratos:
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Figura 6 — Sequéncia de passos para a inducdo do CSD: (A) Animal anestesiado; (B) Tricotomia
da calvaria; (C) Inciséo longitudinal; (D) Exposicéo da calvaria; (E) Indugdo do CSD de 8 mm com
broca trefina acoplada a contra-angulo cirurgico; (F) Area do CSD apds a remogéo de tampao 6sseo.

Apés a indugdo do CDS, os animais foram divididos em grupos e
subgrupos de acordo com o tratamento conforme descrito a seguir. Nenhuma
medicacao foi ministrada no pds-operatério e o sacrificio dos animais foi realizado

através de overdose anestésica.

4.2.2 Grupos experimentais

4.2.2.1 Grupo Controle Normal (NOR)

Esse grupo foi constituido por um total de 6 animais ndo submetidos a

indugao do defeito de tamanho critico.
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4.2.2.2 Grupos Controle sem tratamento (CST)

Como a area de extensédo do defeito ndo permitiu a realizagcdo de dois
defeitos na calvaria de um mesmo animal foi necessario criar
grupos exclusivos de animais Controle. Esses grupos apresentaram um total de 24
animais submetidos a inducdo de defeitos criticos na calvaria e nao receberam
nenhum tratamento local. Foram subdivididos em quatro grupos com seis ratos/
cada de acordo com o momento do sacrificio, aos 15, 45, 90 e 120 dias de

experimentagao.
4.2.2.3 Grupos Ranelato de Estréncio

Foram constituidos dois grupos de RSr com 24 animais/grupo. Em cada
grupo, os animais receberam tratamento local com RSr (Protos® Laboratério Servier,
Sao Paulo, SP, Brasil) nas concentragdes de 2,1 mg e 6,3 mg respectivamente,
diluidas em 10 pl de agua destilada estéril. Esta diluicdo permitiu a obtengdo de uma
pasta fina que foi capaz de preencher toda a area do defeito. As concentracdes
testadas foram estimadas tomando como base a dose usual sistémica de RSr (625
mg/kg/dia) utilizada em pesquisas em ratos submetidos a modelos de osteopénia e
que favoreceu a formagéo éssea (MARIE et al., 1993; DAHL et al., 2001; AMMANN
et al., 2004; MARIE, 2008; LI et al., 2010; LIMA, 2010). Para tanto, considerou-se a
meia vida longa do farmaco bem como o fato de que o RSr quando administrado
sistemicamente ser quase totalmente absorvido pelo tecido ésseo (MARIE et al.,
1993; DAHL et al., 2001).

Os animais de cada grupo foram subdividos em subgrupos de 6
animais/cada de acordo com o tempo do sacrificio, aos 15, 45, 90 e 120 dias de

experimentagao.
4.2.2.4 Grupo Baseline (0 h)
Este grupo contou com seis animais sacrificados imediatamente apos a

indugdo do defeito e foi criado exclusivamente para a analise em Tomografia

Computadorizada tipo Cone Beam (TCCB).
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Desta forma, a amostra total da pesquisa foi composta por 84 animais,
considerada grande para experimentos da espécie. Esse tamanho, entretanto, foi
necessario devido ao numero de subgrupos a serem formados. A Figura 7
representa um organograma da distribuicdo dos animais nos respectivos grupos e
subgrupos experimentais nos quais os animais foram distribuidos aleatoriamente em

total de cinco grupos e dezesseis subgrupos.

Total da Amostra
(N =284)
l
1 1 I
NOR CST RSr:2,1mg
(N=16) (N=24) (N=24)

! ]
RSr: 6,3 mg Oh
(N=24) (N=6)

= N=6 cada

Figura 7 — Organograma da distribuicdo dos grupos experimentais

4.2.3 Parametros avaliados no defeito 6sseo de tamanho critico

Parametros locais de redugao da area do defeito e de reparo 6sseo em
area das bordas e do centro do CSD foram considerados para o estudo. Para tanto,
foram realizadas analises macroscopicas, histopatolégica e imunohistoquimicas. As
calvarias dos animais sacrificados imediatamente apdés a indu¢do do CSD foram
utilizadas como controle do estudo macroscoépico, enquanto que as calvarias sem a
indugdo do CSD (normais) e dos animais sem tratamento com o farmaco foram

utilizadas como controles do estudo histologico e imunohistoquimico.
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4.2.3.1 Anélise macroscoépica do CSD através de Tomografia Computadorizada tipo
Cone Beam (TCCB)

Imediatamente apds a indugdo dos defeitos (0 h) e aos 45, 90 e 120
os animais foram sacrificados, as calvarias removidas e fixadas em formol a 10%
por 24 horas. Nao foram realizadas analises dos animais do grupo 15 dias, uma vez
que de acordo com a literatura, neste periodo de tempo, a formacédo éssea ainda
incipiente ndo é captada em tomadas radiograficas (PRYOR; SUSIN; WIKESJO,
2006). Durante este periodo de tempo de 24 horas em que as calvarias estavam
imersas no formol, foram obtidas imagens das calvarias através de TCCB. A
aquisicao das imagens foi realizada utilizando o tomégrafo computadorizado de feixe
cbnico Kodak 9000 3D (Extra-oral Imaging System, Carestream Dental, Rochester,
NY, USA) com as configuragcdes 60 kV, 2 mA, voxel de 75 ym e tempo de exposigao
de 0,1s. As imagens foram exportadas para o computador e por meio do software
KDIS3D (Extra-oral Imaging System, Carestream Dental, Rochester, NY, EUA) foram
obtidas reconstrucdes tridimensionais. O protocolo para obtencdo é resumido na

Figura 8 a segquir:
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TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DAS CALVARIAS

Formol 10%
- .. 24h
Remocéo das calvarias TCCB (Kodak 9000 3D
Extra-oral Imaging System, Parametros:
Carestream Dental, B60kY. 2 mA, e voxel
Rochester, NY, USA) de 75 um

*Imagens obfidas - Software KDIS3D (Extra-oral Imaging
System Carestream Dental, Rochester, NY, USA)

* Quantificacdo da area do defeito - Software ImageJ
(http-/frsb.info.nih.qgoviij/java 1.6 0 02)

Figura 8 — Procedimentos para a obtencdo das imagens tomogréaficas das calvéarias: As
imagens das calvarias dos animais dos grupos 0 h, CST e RSr foram obtidas antes da
descalcificagéo.

Apés a aquisicdo das imagens, realizou-se, com auxilio do mouse, a
delimitacdo do contorno da area do defeito em cada calvaria de forma cega, por
pesquisador especialista em radiologia. Em seguida, a quantificagdo desta area, em
mm?, foi obtida aplicando a ferramenta histograma do software Image J (Image J
1.38x, U.S. National Institutes of Health, disponivel em: http://rsb.info.nih.gov/ij/java
1.60_02). Para o calculo da area do CSD, calculou-se a area inicial do CSD (A;) nos
animais do grupo 0 h. A area com formagao 6ssea (Ao) foi medida nos animais dos
grupos CST e RSr sacrificados apos 45, 90 e 120 dias de experimentacao (Figura
9).
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Quantificacao da area final do CSD

Af= Ai- A
!
¢ )
’ ! [ 5 ' \
l:..-' / N\ \: I N
V4 N\ V4 N\ |
/ A A 11
A A ol i f
A Y | \J _/ | \J
\ A f
A I~ |"\ -~
) Bm
J ) (¥
J |'l |
- | p 15
Iu’_,r' YA A ol §
A\ \ /
= A =
- - . - e o 1

Ai= Areainicial do defeito nos animais imediatamente sacrificados
apos ainducéo do defeito (0 hora).

A,= Areade formac&o 6ssea nos grupos CSTe RSrapds 45,90 e
120 dias da cirurgia

Af=Quantificac@o daarea finaldo CSD

Figura 9 — Quantificacdo da area do CSD: Metodologia utilizada para a quantificagdo da area do
CSD nas calvarias dos animais do grupo Oh e dos grupos CST e RSr apéds 45, 90 e 120 dias

Assim, a area final do CSD n&o reparada pelo tecido 6sseo neoformado
(Af) pode ser calculada em cada animal pela equagéo: Af= A — Ay, de acordo com a

adaptacao do método proposto por Marins et al. (2004).

4.2.3.2 Estudo histopatologico do CSD

As analises histologicas foram realizadas em cortes seriados da calvaria
desmineralizada. Para tanto, nos dias 15, 45, 90 e 120 apds o procedimento de
enxertia, os animais foram sacrificados e suas calvarias removidas e fixadas em
formol a 10% por 24 horas. A seguir, foram descalcificadas com EDTA a 18% por
aproximadamente vinte dias e, depois, suspensas em sulfato de sédio a 5%, por 24
horas, para neutralizagdo e, em seguida, banho em agua corrente por 24 horas.
Finalmente, de cada calvaria, foi removido um bloco de aproximadamente 10 mm,
contendo o defeito rodeado por cerca de 2 mm de tecido 6sseo em toda a periferia.

Em seguida, cada bloco foi cortado ao meio no sentido sagital e as pegas foram
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incluidas em parafina, de modo que, de cada calvaria, obteve-se dois blocos com
uma hemicalvaria de cada animal (MESSORA et al., 2008).

Este procedimento permitiu a obtengdo de cortes seriados de 6 um
em micrétomo apropriado, englobando a area central do defeito. As laminas
obtidas foram coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina e analisadas por
uma unica pesquisadora calibrada, sob a supervisdo de um patologista, de forma
cega, em microscopio optico (Leica DM500, Leica Microsystems, Califérnia, CA,
USA) acoplado com camera digital (Sony, California, CA, USA), com aumento
de 100x. Como a grande dimensao do defeito (8 mm) ndo permitia a observagao de
toda a extensao por meio de microscopio optico, foram realizadas também analises
em estereomicroscopio (Leica M80, Leica Microsystems, Califérnia, CA, USA)
acoplado com camera digital (Sony, Califérnia, CA, USA) com aumento
de 10x.

O esquema do protocolo utilizado para o processamento histolégico das

calvarias ¢é ilustrado na Figura 10 a sequir:

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DAS CALVARIAS

Formol10%
EDTA18% Sulfato de sédio
Remocao das calvarias  24h ~20 dias 5% Agua corrente
24h
24h
Inclusdo em ) G ] &
parafina (AN AN
_ S PN
Cortes seriados _ . [ som |
(6 j_l.m) .................. .‘ .............. 2mm il
\ » Coloragéo por HE | T
/

MiCFOCOpiCO 0pt|CO {Leica M00, Microsystems, Califérnia, CA, USA) x100
Este romicrOSCC'inO (Leica MB0, Microsystems, Califdrnia, CA, USA) x10

Figura 10 — Processamento histolégico das calvarias: Apdés a remocao das calvarias, os
espécimes sdo imersos em formol por 24 horas seguida da descalcificagdo em EDTA por cerca de 20
dias, neutralizagdo com sulfato de sddio e banho em agua corrente. Finalmente, apds inclusdo em
parafina, foram obtidos cortes de 6 um corados por HE analisados em microscopio optico e
estereomicroscopio.
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Para a analise microscopica semi-quantitativa das calvarias, considerou-
se as areas correspondentes as bordas e centro do CSD observando a presenga de
neoformacdo 6ssea em borda e/ou centro do defeito, aspectos inflamatorios como
presencalintensidade de infiltrado leucocitario, vascularizacdo e presenca de tecido
conjuntivo. O critério para o estabelecimento dos escores foi adotado a partir de uma
modificagdo daqueles estabelecidos por ROCHA et al. (2011).

Para tanto, foram atribuidos escores que variaram de 0-4, de acordo
com a intensidade desses achados histologicos avaliados em aumento de 100x,

conforme Quadro 1 a seguir:

Quadro 1 — Parametros inflamatoérios e de reparacado 6ssea de defeitos criticos
em calvaria de ratos (adaptado de ROCHA et al., 2011)

Escore 0 | Calvaria normal, sem a inducdo do CSD; presenca da sutura sagital
mediana, tecido Osseo integro, auséncia de hemorragia, infiltrado

leucocitario ausente ou discreto.

Escore 1 | Neoformagdo éssea em margens e centro do CSD, presenca de
numerosos osteoblastos, leve infiltrado leucocitario e vasodilatagao,

tecido conjuntivo ocupa parte da area central do CSD.

Escore 2 | Formagao Ossea restrita as margens do defeito, osteoblastos presentes,
infiltrado leucocitario leve, tecido conjuntivo vascularizado presente no
centro do CSD.

Escore 3 | Formagao Ossea restrita as margens do defeito, osteoblastos presentes,
infiltrado leucocitario moderado, tecido conjuntivo vascularizado presente

no centro do CSD.

Escore 4 | Osteoide em formagdo ativa nas margens do defeito, numerosos
osteoblastos, moderado infiltrado leucocitario e vasodilatagcdo tecido

conjuntivo ocupa toda a area central do CSD.

4.2.3.3 Andlise imunohistoquimica do CSD para citocinas RANKL e OPG

As analises imunohistoquimicas foram realizada nos animais dos
grupos SAL e RSr apds 120 dias de experimentagdo. O método utilizado foi o da

imunoperoxidase indireta, utilizando anticorpos policlonais para identificacdo de
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RANKL e OPG. Para tanto, foram obtidos cortes histolégicos de 3 ym em laminas
silanizadas (Probe—PIus®) adequadas para a técnica de imunohistoquimica.

A seguir, os cortes seriados foram desparafinizados em xilol e reidratados
em série decrescente de alcoois (100-70°) e lavados por (3x5 minutos), em tamp&o
fosfato de sédio (PBS) 0,1 M, pH 7,4 em agitacao lenta (25 rpm). Posteriormente,
foram submetidos ao bloqueio da peroxidase enddégena, empregando o perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol, por 3 minutos, e lavados (5x5 minutos) em PBS.

As laminas histolégicas foram submetidas a recuperagdo antigénica
usando tampao citrato de sddio, pH 6,0, durante 5 minutos, em poténcia média. Na
sequéncia, os cortes histolégicos foram incubados com solugdo contendo anticorpo
policlonal primario obtido em coelho anti-OPG de rato (AB73400, Abnova, Laguna
Niguel, CA, USA) e anticorpo policlonal obtido em cabra anti-RANKL (sc-7628, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), diluido em PBS acrescido de albumina
de soro bovino (BSA a 3%, Sigma, CA, USA) e triton x-100 (0,3%, Sigma, CA, USA),
durante 24 horas a temperatura ambiente, sob agitagao.

Os cortes histolégicos foram novamente lavados em PB (5x5 minutos) e
submetidos a segunda incubagcdo com anticorpo secundario biotinilado anti-coelho
ou anti-cabra feito em burro (1:50, Vector Laboratories, CA, USA), diluidos em BSA
a 3% e triton X-100 (0,3%), durante 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacao.
Em seguida, os cortes histolégicos foram novamente lavados em PBS (5x5 minutos)
e incubados em solugdo de PBS acrescido de estreptavidina conjugada com
peroxidase (1:200, Kit ABC, Vector Laboratories, CA, USA) a temperatura ambiente,
durante 1 hora.

A revelagcdo da reacdo de imunoperoxidase foi realizada em solugao
de PBS acrescido com diamobenzidina na concentracdo de 0,005%, seguido de
inativacdo por meio de inumeras lavagens em PBS. Esses cortes foram contra
corados com Hematoxilina de Harris, desidratados, diafanizados em xilol e montados
com meio de montagem hidrofébico (Vermount, Erviegas, SP, Brasil). Todas as
reagcdes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um controle negativo,
através da omissao do anticorpo primario.

Apods o tratamento imunohistoquimico, as células imunorreativas foram
analisadas qualitativamente por um observador em microscopio Optico (Leica

DMS500, Leica Microsystems, Califérnia, CA, USA) acoplado com camera digital
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(Sony, Califérnia, CA, USA) com aumento de 1000x. Foi utilizada como parametro
da analise a positividade da imunomarcagao quando as células exibiram coloragao

acastanhada no nucleo e no citoplasma.

4.3 Analises estatisticas

A analise macroscépica (TCCB) foi realizada por um unico examinador
radiologista, de forma cega, e os dados paramétricos obtidos expressos
como Média acompanhada pelo padrdo de variagdo das médias representado
pelo seu erro padrao (Média £+ EPM) e o intervalo de confianga das médias (IC)
adotado foi de 95%. Os testes utilizados foram analise de variancia (ANOVA) para
as comparagdes entre os grupos seguido do teste de Bonferroni.

A anadlise histolégica semi-quantitativa foi realizada por uma unica
examinadora, de forma cega, sob a supervisdo um patologista. Os dados néao
paramétricos obtidos foram expressos como Mediana acompanhada pelos
respectivos valores externos menores e maiores e os testes estatisticos aplicados
foram Kruskal-Wallis e Dunn. Para as analises dos dados, tanto os paramétricos
como os nao-paramétricos foi adotado o nivel de significancia (a) de 5%. Para essas
analises, foi utilizado o software GraphPad Prisma 4.0 (GraphPadSoftwares Inc.,
San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise macroscopica das calvarias pela Tomografia Computadorizada tipo
Cone Beam (TCCB)

As analises macroscopicas utilizando a TCCB permitiram quantificar a
area do defeito nos animais 0 hora, CST e animais tratados com RSr. Na Tabela 1, a
seguir, sdo apresentados os dados obtidos expressos em Média + Erro padrao, da

medida da area do CSD realizada nos animais.

Tabelal — Média £ Erro padrdo da medida da area do CSD induzidos nas
calvéarias de ratos nos intervalos de tempo.

0 hora 78,61 0,96 mm2  78,61+0,96 mm2 78,61+ 0,96 mm?2
Tempo de inducdo do CSD
Grupos
45 dias 90 dias 120 dias
CST 80,85 + 3,07 mm? 74,2 + 2,73 mm? 72,04 £ 1,74 mm?
RSr (6,3 mg) 74,6 +243mm?  67,79+2,32mm** 62,28 +4,17 mm2*

Testes: ANOVA e Bonferroni; # (p<0,05) estatisticamente significante em relagdo ao grupo 0 hora;
Intervalo de Confianga (IC) de 95%.

Aos 45 dias, a analise macroscopica nao demonstrou redugao
significativa da area do CSD nos animais que receberam tratamento com 6,3 mg de
RSr (74,6 £ 2,43 mm?) (Figura 11-B), quando comparado com o grupo CST aos 45
dias (80,85 + 3,07 mm?) ou com os animais do grupo 0 hora (78,61 + 0,96 mm?)
(Figura 11-A) (p>0,05).

Por outro lado, redugéo significativa da area do defeito foi verificada aos
90 dias (67,79 £ 2,32 mm?) (Figura 11-C) e aos 120 dias (62,28 + 4,17 mm) (Figura
11-D) em relagéo ao grupo 0 hora, mas ndo em relagao ao grupo CST apds 90 dias
(74,2 £ 2,73 mm?) e 120 dias (72,04 + 1,74 mm?) (p<0,05).
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Figura 11 — Efeito do tratamento local com 6,3 mg de RSr: Quantificagdo da area do CSD (mm?)
através de TCCB dos animais sacrificados imediatamente apds a indugdo do CSD (0 h) e apds 45, 90
e 120 dias de tratamento. Aos 45 dias (A), ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na redugao da area do CSD dos animais tratados com RSr em relagéo aos animais CST
e 0 h (p>0,05). Apds 90 dias (B) e 120 dias (C) diferencas estatisticamente significativas foram
%bservadas na redugado da area do CSD dos animais tratados com RSr em relagao aos animais 0 h
("p<0,05).

Na analise macroscopica da area do CSD, nos animais que receberam
2,1 mg de RSr, aos 120 dias, nao foram observadas imagens sugestivas de
neoformacdo éssea ou reducao significativa do defeito nem em relagdo ao CST ou
ao grupo de animais 0 hora (dados nédo apresentados).

Dessa forma, ndo foram realizadas as medigcdes nos demais tempos
experimentais. As imagens tomograficas do CSD dos animais do grupo 0 hora (A),
CST (B) e RSr 6,3 mg (C) aos 120 dias ¢ ilustrada na Figura 12 a seguir:

Figura 12 — Imagens tomogréaficas das calvarias dos animais: (A) 0 h; CST (B) ou com 6,3 mg de
RSr (C), apés 120 dias de indugdo dos defeitos.
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5.2 Analise histopatoldgica das calvarias
As analises histopatologicas das calvarias foram realizadas nos animais

do grupo normal (sem a indugdo do CSD), salina e em animais que receberam

tratamento local do defeito com RSr nas concentragbes de 2,1 m g ou 6,3 mg.
5.2.1 Calvarias dos animais sem a inducédo do CSD (Normal)
A Figura 13 a seguir ilustra aspectos microscopicos da calvaria, sem a

inducdo do CSD, na qual foram evidenciadas caracteristicas compativeis com

estado de normalidade dssea.

200pum

Figura 13 — Corte histoldgico da area central da calvaria de ratos adultos normais: Tecido 6sseo
maduro com aspecto lamelar exibindo numerosos ostedécitos, ocupando cavidades intradsseas (setas
grandes); Tecido conjuntivo célularizado ao nivel da sutura mediana central (estrela); Osteoblastos
recobrindo as corticais ésseas e margens da sutura (seta pequena). Infiltrado leucocitario ausente ou
discreto. HE x 100.

Observou-se nas calvarias de animais adultos sem a indugao do defeito a
presenca de tecido 6sseo maduro que exibia estrutura haversiana caracteristica com
muitas lamelas concéntricas associadas a ostedcitos. A superficie 6ssea estava
margeada por osteoblastos com forma cuboidal. Na area central, a sutura sagital
mediana estava presente associada a um tecido conjuntivo fibroso com muitos

fibroblastos fusiformes. O infiltrado leucocitario estava ausente ou discreto.
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5.2.2 Calvérias dos animais Controle sem tratamento (CST)

Na analise microscépica dos animais CST, aos 15 dias, observou-se, na
regido das bordas do defeito (Figura 14), a presengca de numerosos osteoblastos
associados a um tecido 6sseo neoformado do tipo imaturo ou osteoide. A area
central do defeito estava preenchida por um tecido conjuntivo, bem vascularizado
(Figura 15). Aos 45 dias, a regido da borda do defeito apresentava neoformacgéo
O0ssea mais extensa do que a da fase anterior mais ainda restrita as bordas. O
nuamero de osteoblastos estava reduzido, o infiltrado leucocitario permanecia
moderado e um tecido 6sseo de aspecto lamelar mais organizado (maduro)
apresentando ostedcitos podia ser visto. Tecido conjuntivo vascularizado estava
presente na area central do defeito (Figura 16). Aos 90 dias, nas regides das bordas,
um tecido ésseo de aspecto mais maduro, com numerosos ostedcitos, predominava.
O infiltrado leucocitario permanecia moderado e a area central estava ocupada por
tecido conjuntivo, moderadamente vascularizado (Figura 17). Aos 120 dias, a
formacao Ossea estava estabilizada e ainda restrita as bordas do defeito. O tecido
0sseo das bordas exibia um aspecto lamelar maduro, com muitos ostedcitos e o
infiltrado leucocitario estava leve (Figura 18). Com relagdo a area interna do defeito,
ela permaneceu totalmente preenchida por um tecido conjuntivo vascularizado
(Figuras 19 e 33-B). Em todo periodo experimental, diferengas estatisticas foram

observadas em relagédo ao grupo normal (p<0,05), conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2 — Analise histolégica de calvarias de ratos normais e de ratos
submetidos a inducdo do CSD nos grupos controle sem tratamento (CST) e
grupos que receberam aplicacdo local de RSr (2,1 e 6,3 mg) nos diferentes

tempos experimentais

Tempo de inducdo do CSD

Grupos

15 dias 45 dias 90 dias 120 dias
Normal 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
CST 4 (4-4) 4 (3-4) 3 (3-3) 3(2-3)
RSr (2,1 mg) 4 (4-4) 3 (3-4) 3 (2-3) 3 (2-3)
RSr (6,3 mg) 4 (3-4) 3 (3-4) 2(1-3)* 2 (1-2)#°

Os CSD induzidos em animais e receberam aplicagdo local de RSr (2,1 e 6,3 mg) ou nenhum
tratamento (CST). As analises foram realizadas aos 15, 45, 90 e 120 dias da cirurgia. Os dados
representam Mediana onde a regido do CSD foi considerada para a anadlise dos seguintes
parametros: Presenca de neoformacdo na borda e centro do defeito, infiltrado leucocitario,
vascularizagao e presenca de tecido conjuntivo na area do CSD. p<0,05 representa diferenca
estatistica em relacdo aos animais normais; #p<0,05 representa diferenga estatistica em relagao aos
animais CST e °p<0,05 representa diferenca estatistica em relagio aos animais do grupo RSr 2,1 mg
(Kruskal-Wallis € Dunn).



Figura 14 — Fotomicrografia em microscoépio 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal do
grupo CST aos 15 dias: Observar a presenga de marcante de osteoblastos (seta) ao nivel da borda
do CSD indicando grande atividade reparativa. Formagéo dssea recente com estrutura desorganizada
e imatura (Ol). Presenca de tecido 6sseo mais antigo e maturo (OM) na regido adjacente ao defeito.
Moderado infiltrado leucocitario e vascularizagao. HE x 100.

Figura 15 — Fotomicrografia em microscépio 6ptico da area central do CSD de calvaria de
animal do grupo CST aos 15 dias: Presenca Tecido conjuntivo de aspecto frouxo na area do CSD.

HE x 100.
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Figura 16 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvéaria de animal do
grupo CST aos 45 dias: Observa-se ao nivel das bordas do CSD, area mais extensa de formacgao
Ossea recente com tecido 6sseo de aspecto desorganizado (Ol). Osteoblastos presentes ao longo
das bordas (seta longa) e ostedcitos ao nivel de canais de Havers (seta curta). Infiltrado leucocitario
moderado. HE x 100.

g
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Figura 17 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvéaria de animal do
grupo CST aos 90 dias: Neoformagdo dssea menos intensa nas bordas (Ol), presenga de tecido
6sseo maduro (OM). HE x 100.
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Figura 18 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal do
grupo CST aos 120 dias: Presenga de tecido 6sseo maduro (OM) com inumeros ostedcitos (setas).
Leve infiltrado leucocitario. HE x 100.

Figura 19 — Fotomicrografia em microscépio 6ptico da area da borda do CSD de calvaria de
animal do grupo CST aos 120 dias: Presenca de tecido conjuntivo fibroso ocupando toda a area
central do CSD. HE x 100.
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5.2.3 Calvaria submetidas ao tratamento local com Ranelato de Estréncio

5.2.3.1 Calvarias tratadas com 2,1 mg de Ranelato de Estréncio

Aos 15 dias, em nivel de bordas do CSD, os animais tratados com RSr
(2,1 mg) apresentavam reparacao Ossea discreta através de um tecido ésseo tipo
imaturo ou osteoide. Numerosos osteoblastos estavam presentes e o infiltrado
leucocitario estava moderado (Figura 20), enquanto que a regido central do defeito
(Figura 21) estava ocupada por um tecido conjuntivo bem vascularizado. Aos 45
dias, em nivel das bordas (Figura 22), a neoformacdo 6ssea estava mais extensa e
exibia um aspecto predominantemente imaturo, mas ainda estava restrita as bordas
do dfeito. O numero de osteoblastos estava reduzido, o infiltrado leucocitario
predominantemente moderado enquanto que a area central do defeito ainda estava
ocupada por tecido conjuntivo. Aos 90 dias (Figura 23), a neoformagao 0ssea estava
estavel, com a presenca predominante de tecido 6sseo de aspecto maturo e
ostedcitos podiam ser vistos. O infiltrado leucocitario estava mais leve e a area
central do defeito estava ocupada por tecido conjuntivo pouco vascularizado. Aos
120 dias (Figura 24), a formagao éssea continuava restrita as bordas do defeito e o
infiltrado leucocitario permanecia leve e a regido central do defeito estava
preenchida por tecido conjuntivo com vascularizagao reduzida (Figura 25). Em todo
periodo experimental, diferengas estatisticas foram observadas em relagdo ao grupo
normal, mas n&o com relagdo ao grupo salina (p>0,05) como apresentado na Tabela
2.
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Figura 20 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD da calvaria de animal
tratado com 2,1 mg RSr aos 15 dias: Neoformagéo 6ssea nas bordas (Ol); Osteoblastos recobrindo

a cortical 6ssea (seta); Tecido 6sseo mais antigo de aspecto lamelar maturo (OM) rico em ostedcitos
(seta pequena); Moderado Infiltrado leucocitario. HE x 100.

Figura 21 — Fotomicrografia em microscépio 6ptico da area central do CSD de calvéria de
animal tratado com 2,1 mg de RSr aos 15 dias: Presenga de tecido conjuntivo ocupando a HE
x100.
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Figura 22 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da bord

a do CSD de calvaria de animal

tratado com RSr 2,1 mg aos 45 dias: Neoformagao 6ssea nas bordas (Ol), Tecido 6sseo maduro
com aspecto lamelar haversiano (OM); Leve infiltrado leucocitario; Tecido conjuntivo fibrocelular na
area central do CSD (estrela). HE x 100.

Figura 23 — Fotomicrografia em microscoépio 6ptico da borda do CSD de calvéaria de animal
tratado com RSr 2,1 mg aos 90 dias: Predominio de tecido 6sseo maturo (OM) com
numerosos ostedcitos (setas) sugerindo formacao dssea mais estavel). Leve Infiltrado leucocitario;
vascularizagdo menos intensa; Tecido conjuntivo em area central do CSD (estrela). HE x 100.
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Figura 24 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal
tratado com RSr 2,1 mg aos 120 dias: Predominio de tecido 6sseo maduro (OM) com numerosos
ostedcitos (setas); Leve infiltrado leucocitario; Tecido conjuntivo fibroso ocupando a area central do
CSD (estrela). HE x 100.

Figura 25 — Fotomicrografia em microscépio 6ptico da area central do CSD de calvaria de
animal tratado com 2,1 mg de RSr aos 120 dias: Presenca de tecido conjuntivo fibrocelular
ocupando a area central do CSD. HE x 100.
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5.2.3.2 Calvérias que receberam tratamento local com 6,3 mg de Ranelato de
Estroncio

Em nivel das bordas do defeito, aos 15 dias, os animais tratados com
6,3 mg de RSr apresentavam neoformacao éssea tipo reparativa, com a presenca
de tecido osteoide associado a inumeros osteoblastos. O infiltrado leucocitario
estava moderado (Figura 26) e a area central do defeito preenchida por um tecido
conjuntivo bem vascularizado (Figura 27). Aos 45 dias, na regido das bordas do
defeito, a neoformagdo o&ssea estava mais extensa ainda com a presenca
predominante de tecido Osseo tipo osteoide, o infiltrado leucocitario permanecia
moderado (Figura 28) e a éarea central do defeito estava ocupada por tecido
conjuntivo. Aos 90 dias (Figura 29) e aos 120 dias (Figura 31), a atividade
neoformacao Ossea estava mais extensa e um tecido 6sseo de aspecto maduro
predominava nas bordas. Osteoblastos e ostedcitos eram numerosos e o infiltrado
leucocitario estava mais leve. Com relacdo a area central do defeito, aos 90 dias
(Figura 30) essa area exibia um tecido conjuntivo com a presenga de llhas de
condensagdes celulares compativeis com tecido imaturo ou osteoide e aos 120 dias
(Figura 32) areas de neoformacdo o6ssea podiam ser observadas (Figura 33-C e
Figura 33-D). Aos 90 e 120 dias, diferencas estatisticas foram observadas em
relacdo aos grupos CST e, aos 120 dias, também em relagao ao grupo RSr 2,1 mg,
p<0,05 (Tabela 3).
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Figura 26 — Fotomicrografia em microscépio éptico da borda do CSD de calvéaria de animal
tratado com RSr 6,3 mg aos 15 dias: Intensa formagao 6ssea reparativa nas bordas do CSD
representada por tecido 6sseo com estrutura desorganizada e imatura (Ol). Presenga de numerosos
osteoblastos (seta) e vasos. Moderado infiltrado leucocitario. Tecido conjuntivo ocupa a area central
do CSD (estrela). HE x 100.
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Figura 27 — Fotomicrografia em microscdpico 6tico da borda do CSD de calvaria de animal
tratado com 6,3 mg de RSr aos 15 dias: Observar tecido conjuntivo fibroso e vascularizado
presente em area central do CSD. HE x 100.
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Figura 28 — Fotomicrografia em microscoépio 6ptico da borda do CSD de calvéaria de animal
tratado com RSr 6,3 mg aos 45 dias: Neoformagéo 6ssea em borda (Ol). HE x 100.

Figura 29 — Fotomicrografia em microscopico 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal
tratado com RSr 6,3 mg aos 90 dias: Neoformagao éssea ativa em borda (Ol). HE x 100.
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Figura 30 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal
tratado com 6,3 mg de RSr aos 90 dias: Presenga de tecido conjuntivo mais fibroso na area do
CSD e ilhas de neoformacdo 6ssea (seta grande) ou condensagdes sugestivas de tecido osteoide
(seta pequena). HE x 100.

Figura 31 — Fotomicrografia em microscopio 6ptico da borda do CSD de calvaria de animal
tratado com RSr 6,3 mg aos 120 dias: Formagéo mais estavel nas bordas com a presenga de tecido
6sseo de aspecto maduro (OM). Tecido conjuntivo fibroso e vascularizado com zonas de formagao
Ossea na area do CSD (Ol). Leve infiltrado leucocitario HE x 100.



Figura 32 — Fotomicrografia em microscépio éptico da borda do CSD de calvéaria de animal
tratado com 6,3 mg de RSr aos 120 dias: Presencga de tecido conjuntivo fibroso na area central do
CSD e areas de neoformacao 6ssea (seta). HE x 100.
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Figura 33 — Fotomicrografias de calvarias em estereomicroscépio: (A) calvaria normal aos 120
dias; (B) calvaria CST aos 120 dias; (C) calvaria RSr (6,3 mg ) aos 90 dias e (D) aos 120 dias. As
setas representam areas de neoformagao 6ssea no centro do defeito. HE x 10.
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As imagens obtidas em estereomicroscépio permitiram visualizar o CSD
em toda a sua extensado. Verificou-se que os animais RSr (6,3 mg) apresentaram
ilhas de osteoide e zonas de neoformacéo na area central do CSD aos 90 e 120 dias
pos-cirurgicos. Entretanto, o reparo completo do defeito ndo foi observado em todo o

periodo experimental em nenhum dos grupos que receberam ou ndo RSr.

5.3 Andlises imunohistoquimicas das calvarias para expressdo de citocinas
(OPG e RANKL) em animais normais, CST e tratados localmente com 6,3
mg de RSr

As analises imunohistoquimicas foram realizadas para investigar a
participacado de citocinas no processo de reparo 6sseo do CSD. As analises foram
realizada no periodo maximo de experimentacdo (120 dias) e, em tecido da area
central de calvaria normais e nos grupos CST e no grupo RSr que apresentou
resultados favoraveis ao reparo ésseo (6,3 mg).

Nos animais normais, a imunoexpressao tanto para OPG (Figura 34-A) e
RANKL em osteoblastos (Figura 34-B) foi moderada e com intensidade similar. Nos
animais do grupo CST, imunoexpressdo em osteoblastos foi negativa para OPG
(Figura 34-C) e positiva para RANKL (Figura 34-D). Com relagdo aos animais do
grupo RSr (6,3mg), a imunoexpressao foi em osteoblastos foi positiva para OPG
(Figura 34-E) e negativa para RANKL (Figura 34-F) quando comparada aos animais
do grupo CST.
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Figura 34 — Fotomicrografia da marcagdo de citocinas OPG e RANKL na é&rea central do CSD
em calvarias de animal normal, tratados com salina e com 6,3 mg de RSr, apds 120 de
experimentacdo: A imunoexpressao em osteoblatos para OPG (A) e RANKL (B) foi moderada em
calvarias normais enquanto que nos animais CST ela foi negativa para OPG (C) e positiva para
RANKL (D). Nos animais tratados com 6,3 mg de RSr ela foi positiva para OPG (E) e negativa para
RANKL (F). Técnica de imunohistoquimica para detec¢gao de OPG e RANKL (x 1000).
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6 DISCUSSAO

A reparagao tecidual € um processo altamente especializado e dindmico
que depende da interagdo harmoniosa de varios componentes celulares
(HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; CLARKE, 2008). Ela é orquestrada por
fatores que podem favorecer ou ndo tal processo. Esses fatores podem ser de
natureza sistémica, como alteracbes metabdlicas e a idade, por exemplo, e por
fatores locais como o tamanho da lesdo (MACKIE, 2003).

Neste contexto, um importante foco das pesquisas desenvolvidas
no ambito da regeneracdo tecidual € a descoberta de novas abordagens
farmacologicas que possam potencializar o reparo ésseo. Dessa forma, o presente
estudo avaliou o efeito da aplicagao local do RSr no reparo 6sseo de defeitos criticos
em calvaria de ratos. Até o presente, nao foram encontradas pesquisas avaliando o
efeito deste farmaco quando localmente aplicado em defeitos 6sseos. Para este
estudo, utilizou-se um modelo baseado na confec¢cao de defeito dsseo critico em
ratos, consagrado na literatura (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; CHESMEL et al.,
1998; MARINS et al., 2004; ROLIM, 2010). Tal modelo proporciona vantagens como
facil acesso e exposicdo de area Ossea. No entanto, a presenca de estruturas
anatbmicas nobres como a veia central, a dura-mater e o encéfalo logo abaixo da
sutura sagital, e a convexidade da calvaria exigem um cuidado técnico adicional no
protocolo cirurgico.

No presente estudo, o uso da TCCB permitiu quantificar a area do CSD
induzidos em calvaria de ratos nos animais imediatamente sacrificados (0 hora),
salina e tratados com RSr. Observou-se que a area do CSD das calvarias dos
animais do grupo controle sem tratamento (CST) ndo apresentaram, aos 45, 90 e
120 dias, areas radiopacas sugestivas de neoformagéo 6ssea no centro do CSD ou
a reducao significativa da area em relagdo aos animais 0 hora. Por outro lado, os
animais do grupo 6,3 mg RSr, aos 90 e 120 dias de experimentagdo, apresentaram
reducao significativa da area do defeito quando comparadas aos defeitos realizados
nas calvarias de animais 0 hora, mas ndo em relacdo ao CST. Nestes animais, areas
radiopacas sugestivas de formagédo éssea foram observadas aos 120 dias. Em
animais tratados com RSr 2,1 mg, o mesmo efeito ndo foi observado.

No que se refere a analise histopatologica das calvarias, de acordo com

estudos anteriores sobre 0 modelo de inducdo de defeitos em calvaria de ratos,
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defeitos confeccionados com trefina de 8 mm de didmetro externo geram uma lesao
O0ssea com dimensdes suficientes para limitar a sua regeneragao esponténea
(TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER, 1986).

De fato, no presente estudo, verificou-se que os animais do grupo CST
nao apresentaram reparo 6sseo dos defeitos de 8 mm, mesmo até 120 dias de
observacao, condizente com a literatura, no que se refere ao reparo de defeitos
criticos, em calvarias de ratos (TAKAGI; URIST, 1982; SCHMITZ; HOLLINGER,
1986; HONMA et al., 2008). Aos 15 dias, foi observada neoformacédo éssea nas
bordas do defeito com presengca marcante de osteoblastos ativos e um tecido
conjuntivo moderadamente vascularizado, ocupando a area central do defeito
(TAKAGI; URIST, 1982; MARINS et al., 2004; ROLIM, 2010). Nos demais periodos
de observacdo, a neoformacdo Ossea evoluiu de forma moderada e centripeta
restrita as bordas, e a area central do CSD preenchida por um tecido conjuntivo de
espessura e vascularizagao variavel.

Com relagédo aos grupos tratados localmente com RSr, as concentragdes
testadas foram estimadas com base nos parametros farmacoldgicos obtidos a partir
de estudos anteriores realizados com relacdo a administracdo sistémica do RSr
considerando que ndo foram encontrados, até entdo, estudos que avaliassem o
efeito do RSr quando de aplicacédo local. Nestes estudos, o RSr admnistrado na
dose de 625 mg/kg/dia em ratos, via sistémica, apresentou um efeito positivo sobre
a formacao 6ssea (MARIE et al.,, 1993; DAHL et al., 2001; AMMANN et al., 2004;
MARIE, 2008; LI et al., 2010; LIMA, 2010).

Corroborando com a analise macroscopica, apos 90 dias de
experimentagao, a analise histolégica mostrou que o tratamento com o RSr induziu a
neoformacao éssea de forma significativa apenas quando a maior concentragéo (6,3
mgq) foi utilizada. Todavia, a aplicagao local de RSr na concentragao de 2,1 mg nao
produziu efeito semelhante, nem aos 120 dias. Os dados obtidos a partir dos
escores histolégicos indicam que, nessa concentracdo menor de RSr, as alteragdes
histolégicas como a reparagao éssea restrita as bordas do CSD foram semelhantes
aquelas descritas para os animais do grupo CST nos diferentes tempos observados.

Por outro lado, os resultados obtidos indicam que o tratamento local dos
defeitos com 6,3 mg de RSr foi capaz de induzir neoformagdo tanto em nivel das
bordas quanto em area central. Aos 15 dias de experimentacao, as calvarias dos

animais RSr 6,3 mg apresentaram um moderado infiltrado leucocitario e presenca de
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osso imaturo tipo osteoide nas bordas, somado a presengca de numerosos
osteoblastos. A area central do defeito mostrou-se preenchida por tecido conjuntivo
moderadamente vascularizado. Aos 90 e 120 dias, o infiltrado leucocitario se
apresentou reduzido, osteoblastos e ostedcitos estavam presentes, e a regido
interna do defeito exibia um tecido conjuntivo vascularizado, com a presenca de
condensacgdes celulares compativeis com tecido osteoide e zonas de neoformacéao
O0ssea de tamanho e quantidade variavel. Estes achados histolégicos do processo de
reparo 0sseo dos defeitos induzidos nas calvarias dos animais do grupo RSr 6,3 mg
observado no presente estudo, se assemelham aqueles obtidos com a aplicagao
local agentes de osteoindutores como a BMP (TAKAGI; URIST, 1982), osso bovino
(MARINS et al., 2004); microesferas de alginato dopadas com nitrato de estroncio
(ROLIM, 2010) farmacos com acado antirreabsortiva como a sinvastatina (NYAN et
al., 2007; CALIXTO et al., 2011) ou alendronato (TOKER et al., 2012).

O efeito do RSr sobre a formacdo éssea esta em concordancia com
relatos encontrados na literatura que demonstraram que, em cultura de células, o
RSr é capaz de estimular a proliferacdo de pré-osteoblastos, ativar a diferenciacao
de osteoblastos e promover a mineralizacdo da matriz (BARBARA et al., 2004;
BONNELYE et al., 2008) ou a apoptose de osteoclastos (HURTEL-LEMAIRE et al.,
2009; MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).

Da mesma forma, evidéncias em estudos em animais (DELANNOY;
BAZOT; MARIE, 2002; AMMANN et al., 2004; BAIN et al., 2009; LI et al., 2010;
OZTURAN et al.,, 2011) e em ensaios clinicos randomizados, multicéntricos
(MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005; BRUYERE et al., 2007) sugerem
que a administracao sistémica aumenta a densidade mineral e a microarquitetura
Osseas e acelera a consolidagao de fraturas. Por outro lado, ndo foram encontrados,
até entao, estudos que avaliassem o efeito do RSr quando localmente aplicado em
CSD de 8 mm em calvaria de ratos.

Na presente pesquisa, o uso da TCCB e da anadlise histopatologica
ofereceu vantagens uma vez que estas duas metodologias foram complementares:
Na TCCB, foram avaliados tecidos ainda nao descalcificados enquanto que a
histopatologia analisou tecidos ja descalcificados. Entretanto, se por um lado
a analise quantitativa dos tecidos ainda ndo processados, por meio da TCCB,
minimizou o risco de alteragdes dimensionais, por outro, ndo foi capaz de captar a

neoformacdo dssea em sua fase inicial. De fato, quando se avaliou CSD em
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calvarias por meio da TCCB, aos 45 dias, tratadas ou ndo com RSr, nédo foi
possivel verificar quaisquer sinais de osso neoformado. Imagens sugestivas
de neoformacio 6ssea em borda e centro do CSD s6 foram captadas pela TCCB
aos 90 e 120 dias, com diferengas significativas em relagdo aos animais do grupo 0
hora, mas n&o, em relagéo ao grupo CST.

Por outro lado, em nivel histolégico, observou-se que, desde os 15 dias, 0
RSr foi capaz de induzir neoformacéo éssea em bordas, dada a presencga de tecido
0sseo imaturo tipo osteoide e numerosos osteoblastos e, aos 90 e 120 dias,
foram observadas diferengas significativas em relagdo aos animais CST. Estudos
anteriores realizados em calvaria de ratos evidenciaram que quantidades ténues
de o0sso ndo sao perceptiveis pelas analises radiograficas (PRYOR; SUSIN;
WIKESJO, 2006; LIMA; CALIXTO; ANBINDER, 2011). Segundo estes estudos,
para a avaliagdo de defeitos em calvaria de ratos, a radiografia ndo deve ser
usada como unico método de avaliagdo por apresentar um nivel de acuracia
reduzido, em comparagdo a analise histologica, esta considerada “padrdo ouro”
para a avaliacdo de detalhes como neoformacéo dssea ainda em uma fase bastante
sutil (PRYOR; SUSIN; WIKESJO, 2006; LIMA; CALIXTO; ANBINDER, 2011). Estes
dados permitiram explicar por que os resultados macroscopicos e histopatologicos
obtidos foram, aparentemente, conflitantes.

Vale ressaltar que apesar desta limitagao, a técnica da TCCB possibilitou
uma medi¢ao confiavel das areas dos defeitos induzidos nos animais 0 h, CST e RSr
6,3 mg, revelando com segurancga que os animais tratados com 6,3 mg de RSr, aos
90 e 120 dias, apresentaram uma reducdo da area do defeito. Além disso, esses
resultados foram confirmados em nivel histoldgico.

Com relagdo ao mecanismo de acao do RSr, estudos anteriores puderam
demonstrar que ele ocorre por meio da ativagdo de varias vias que atuam na
modulacdo da diferenciagdo, atividade e sobrevivéncia de osteoblastos e
osteoclastos (MARIE, 2010; BRENNAN et al., 2009; FROMIGUE et al., 2009). Uma
destas vias é o sistema RANK/RANKL/OPG. Estudos in vitro verificaram que o RSr
promoveu o aumento da produgdo de OPG e reduzir a expressdao de RANKL
sugerindo que este farmaco é capaz de reduzir a reabsorgdo O0ssea favorecer a
neoformacéo através da modulacdo desta via (BRENNAN et al., 2009; FROMIGUE
et al., 2009; MARIE; FELSENBERG; BRANDI, 2011).
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Dentro desse contexto, achou-se interessante verificar se o efeito positivo
na formagdo ossea observado no presente estudo com o tratamento local
com o RSr ocorreram via modulacdo da via RANK/RANKL/OPG. De fato, os
resultados imunohistoquimicos do presente estudos estdo condizentes com os
relatos da literatura quanto a sinalizacdo da via RANK/RANKL/OPG pelo RSr
(CHATTOPADHYAY et al., 2007; BRENNAN et al., 2009; FROMIGUE et al., 2009;
CAUDRILLIER et al., 2010).

Os animais que receberam 6,3 mg de RSr e tiveram seus CDS avaliados
apoés 120 dias de experimentagdao apresentaram intensa marcagao para OPG,
enquanto minima para RANKL, quando comparado ao grupo CST, no mesmo
periodo experimental. A OPG & uma proteina soluvel produzida por osteoblastos e
células precursoras. Uma de suas agdes é agir como um competidor de alta
afinidade pelo receptor de RANKL, de forma a impedir a ligagdo do RANKL com o
receptor RANK presente em osteoclastos e inibir a osteoclastogénese (BOYCE;
XING, 2008; SINGH et al.,, 2012). Portanto, a razdo OPG/RANKL é altamente
utilizada como um marcador biolégico do metabolismo ésseo estando equilibrada
nas situagdes de normalidade (BAUD’HUIN et al., 2007).

Em suma, os resultados obtidos no conjunto da tese sugerem que a
aplicacdo local de 6,3 mg de RSr favoreceu a reparagdo Ossea local de CSD
induzidos em calvaria de ratos apds 120 dias, reduzindo, assim, a area do CSD.
Portanto, pode-se sugerir, como hipotese, que a agressao tecidual causada pela
indugdo do CSD na calvaria dos animais promoveu um processo inflamatério
acompanhado de alteragdes vasculares e celulares. Em nivel celular, a liberagao de
mediadores quimicos, especialmente citocinas pro-inflamatdrias sinalizaram células
mesenquimais precursoras de osteoblastos presentes no peridosteo e na medula
Ossea, atraindo-as para o local do CSD e ativaram a diferenciacao dessas células
em osteoblastos.

Nesse contexto, os resultados do presente estudo sugerem que a
aplicagao local do RSr no CSD exerceu um efeito osteoindutivo favorecendo a
formagao 6ssea na area do defeito através do aumento da expressdo de OPG em
osteoblastos. O RSr também foi capaz de inibir em osteoblastos a expressdo de
RANKL, o que pode ter causado um efeito desfavoravel a diferenciagéo e a atividade

de osteoclastos, apresentando, assim, um efeito antirreabsortivo. A Figura 35 a
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seguir ilustra um modelo tedrico da participacdo do RSr no processo de reparo

6sseo do CSD em calvaria de ratos.
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Figura 35 — Modelo tedrico representativo do mecanismo de acdo do RSr em defeitos de
tamanho critico induzidos na calvéria de ratos: A indugdo do CSD determinou a instalagdo de um
processo inflamatério. A liberagdo de mediadores quimicos pelas células infamatérias ativou a
migracao de células mesenquimais indiferenciadas presentes no peridsteo e medula para o local as
quais se diferenciam em pré-osteoblastos. A aplicagdo do RSr ativou em pré-osteoblastos a atividade,
proliferagdo, diferenciacdo e a expressdao de OPG e inibiu a apoptose a expressdo de RANKL
favorecendo a formagao de osso. Em pré-osteoclastos, a aplicagao local do RSr inibiu a proliferacéao
e diferenciacao e ativou a apoptose de osteoclastos.

Tendo em vista os objetivos propostos deste estudo, suas limitagcbes e
os resultados obtidos, considerou-se que futuras investigagcbes necessitam ser
conduzidas associando a aplicacéo local do RSr a sistemas de liberagcdo controlada
de farmacos, por exemplo.

Como perspectiva futura, acredita-se que melhores resultados possam
ser obtidos se a aplicacao local do farmaco for associada a um sistema de liberacao
lenta capaz de permitir uma concentragao local efetiva e, dessa forma, prolongar o

efeito terapéutico do RSr.



89

7 CONCLUSOES

Os dados do presente estudo permitem concluir que:

— A aplicagao local de 6,3 mg de RSr promoveu uma redugéo da area do
CSD como demonstrado pela analise macroscépica por meio de
TCCB;

— A aplicagao local de 6,3 mg de RSr favoreceu a reparagdo Ossea de
CSD induzidos na calvaria de ratos apds 120 dias através de um efeito
osteoindutivo como verificado na analise histolégica pela presenca de
neoformacao éssea nas margens e centro do defeito; e

— A aplicagao local de 6,3 mg de RSr promoveu em osteoblastos um
aumento da expressao de OPG enquanto reduziu a de RANKL, como
demonstrado pela analise imunohistoquimica indicando um efeito local

osteoindutivo e antirreabsotivo.
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Universidade Federal do Ceara
Comissé&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagéo
n°21/10, sobre o projeto intitulado: “AVALIACAO MORFOLOGICA E
IMUNOHISTOQUIMICA DO POTENCIAL DE REPARQ OSSEO DO
RANELATO DE ESTRONCIO EM DEFEITOS CRITICOS NA CALOTA DE
RATOS”. de responsabilidade de Ana Cristina de Mello Fiallos, esta de acordo
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com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 07 de abril
de 2010.

Fortaleza, 20 de abril de 2010

aria Nunes de Alencar
Etica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nylan
Coordenadora da Comissa
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APENDICE B — APARELHOS, INSTRUMENTAIS E OUTROS MATERIAIS

No decorrer dos experimentos, foram utilizados diversos aparelhos,

instrumentos e materiais, os quais sao citados a seguir:

Balanga para pesagem de animais;

Balanga analitica Marte AL200;

Microscépico ético (Leica DM500, Leica Microsystems, Califérnia, CA, USA);

Lupa estereoscopica (Leica M80, Leica Microsystems, Califérnia, CA, USA);
Ponteiras para Pipetas automaticas SIGMA,;

Tubos plasticos de 15 ml (FALCON);

Luvas, mascaras e campo cirurgicos;

Lamina de bisturi n°® 15;

Broca trefina cirurgica de 8 mm (Conexao Sistema de proteses Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil);

Motor cirurgico (BML 600 Plus Driller — CK Driller; S&o Paulo, SP, Brasil);
Contra-angulo (Anthogyr — Injecta— Diadema, Sao Paulo, SP, Brasil);

Fio agulhado n° 3-0 absorvivel tipo catgut (Bioline Fios cirurgicos Ltda., Anapolis,
Go, Brasil);

Tomégrafo computadorizado de feixe conico Kodak 9000 3D (Extra-oral Imaging

System, Carestream Dental, Rochester, NY, USA).
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APENDICE C — DROGAS, SOLUCOES E CORANTES UTILIZADOS

As drogas, solugdes e corantes utilizados para a realizagdo dos

experimentos foram:

Cloridrato de Cetamina (Cetamin®, Syntec do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil);
Cloridrato de Xilazina (Xylasin®, Syntec do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil);
Ranelato de Estroncio (Protos®, Laboratério Servier, So Paulo, SP, Brasil);

Agua destilada estéril;

Soro fisioldgico 0,9% (NaCl 0,15 M);

Solugdo aquosa de clorexina a 2%;

Alcool etilico 70°;

Acido etinelodiamino tetra-acético (EDTA) (Reagen);

Formaldeido (Reagen);

Sulfato de Sédio 5% (Merk Brasil, SP, Sao Paulo, Brasil);

Hematoxilina (Reagen);

Eosina (Merk Brasil, SP, Sdo Paulo, Brasil);

Tampao fosfato de sodio (PBS) 0,1 M, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA);

Peréxido de hidrogénio;

Anticorpo policlonal primario obtido em coelho anti-OPG (AB73400, Abnova,
Laguna Niguel, CA, USA);

Anticorpo policlonal primario obtido em cabra anti-RANKL (sc-7628, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA);

Anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (W2206, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA);

Albmina Bovina (BSA) 3%, (A9647, Sigma, St. Louis, MO, USA);
3’'3-diamobenzidina (0,005% idem BSA) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA);

Instrumentais cirargicos (pingas, cabo de bisturi n°® 3, tesoura, afastadores,
destaca periésteo, seringa, agulhas);

Algodao e gaze Cremer®;

Fio de sutura reabsorvivel 3-0.



