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RESUMO

A osteoporose € uma doenca osteometabdlica, que afeta principalmente mulheres
pos-menopausa e idosos, sendo relacionada ao desequilibrio entre a taxa de
reabsorcao e sintese dssea. As terapias disponiveis para o tratamento clinico, utilizam
farmacos de baixa absorg¢ao, que requerem administragdo diaria ou um tratamento
semanal, mensal ou semestral, com compostos de alto custo. Sabendo que o
desenvolvimento de formulagdes e terapias mais acessiveis, auxiliam na obtencao de
uma melhor qualidade de vida para o paciente, apresentamos nesta dissertacdo os
resultados da sintese e avaliagdo in vivo, de nanomaterial fosfatado contendo
estroncio (NPM-Sr), no tratamento de quadro semelhante a osteoporose induzida por
prednisona, tendo como modelo animal o Zebrafish (Danio rerio), em um periodo de
7 dias, além de fazemos uma comparacao deste tratamento, frente ao ranelato de
estroncio. Nesta abordagem utilizamos 4 grupos experimentais (controle — CT,
osteoporético — PN, osteopordtico tratado com nanomaterial fosfatado contendo
estroncio — NM-Sr e osteoporético tratado com ranelato de estréncio — R-Sr),
composto por 10 animais cada. Os dados foram adquiridos através de técnicas
histolégicas (histoquimica e citoquimica) e analiticas (EDXMA, TXRF, radiomarcagao
com ®*™Tc/MDP e ICP-MS), a fim de avaliar a homeostase do célcio, mecanismos de
remodelagao 6ssea e dinamica de elementos quimicos. Os resultados demonstram,
que o estréncio nanocarreado € capaz de melhorar o aspecto das escamas
comparado ao grupo PN (diferenga média -0,3551, p < 0,05), e das concentragbes
séricas de elementos quimicos como o calcio e o cobre, frente este mesmo grupo
(diferenca média -0,1697 e -0,0618, p < 0,05, respectivamente), além de demonstrar
menor alteragao nas concentracdes de estréncio em relagao ao grupo R-Sr (diferencga
média -0,6414, p < 0,05). Estes dados fornecem uma perspectiva para o uso deste
nanomaterial, no tratamento de quadro semelhante a osteoporose induzida por
prednisona em Zebrafish, ainda que em concentragcbes 228 vezes inferior ao
preconizado no tratamento com o ranelato de estréncio.

Palavras-chave: Osteoporose induzida por glicocorticoide; Zebrafish; Nanomaterial
fosfatado; Ranelato de Estroncio.



ABSTRACT

Osteoporosis is an osteometabolic disease that affects the mainly postmenopausal
women and the elderly, being related to imbalance between the rate of resorption and
bone synthesis. The therapies available for clinical treatment use low-absorption drugs
that require daily administration or a weekly, monthly, or semiannual treatment with high-
cost compounds. Know that the development of more accessible formulations and
therapies, helps to obtain a better quality of life for the patient, we present in this
dissertation the results of the synthesis and in vivo evaluation of phosphate nanomaterial
containing strontium (NPM-Sr), in the treatment of a condition similar to prednisone-
induced osteoporosis, having as an animal model zebrafish (Danio rerio) in a period of
7 days, in addition to making a comparison of this treatment, against the strontium ranelate.
In this approach we used 4 experimental groups (control - CT, osteoporotic - PN,
osteoporotic treated with phosphate nanomaterial containing strontium - NM-Sr and
osteoporotic treated with strontium ranelate - R-Sr), composed of 10 animals each.
The data were acquired through histological (histochemical and cytochemical) and
analytical (EDXMA, TXRF, radiomarking with ®*™Tc/MDP and ICP-MS) techniques, to
value calcium homeostasis, bone remodeling mechanisms and chemical element
dynamics. The results show that the nanocarrier strontium can improve the
appearance of scales compared to the PN group (mean difference -0.3551, p < 0,05)
and serum concentrations of chemical elements such as calcium and copper front this
same group (mean difference -0.1697 and -0.0618, p < 0,05, respectively), besides
demonstrating less change in strontium concentrations in relation to the R-Sr group
(mean difference -0.6414, p < 0,05). These data provide a perspective for the use of
this nanomaterial in the treatment of prednisone-induced osteoporosis in Zebrafish,
although at concentrations 228 times lower than recommended in the treatment with
strontium ranelate.

Keywords: glucocorticoid-induced osteoporosis; Zebrafish; Phosphate nanomaterial,
Strontium ranelate.
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CAPITULO 1. INTRODUGCAO

A osteoporose € a doenga osteometabdlica crénica mais comum da atualidade,
acometendo mais de 200 milhdes de individuos em todo o mundo (COOPER,
CAMPION & MELTON, 1992), destes, cerca de 10 milhdes sado brasileiros. Esta
patologia se relaciona com varios fatores incluindo a menopausa e o envelhecimento,
sendo caracterizada pela fragilidade déssea e alteragdes na sua microarquitetura
(GALI, 2001), que tem como desfecho clinico mais importante a ocorréncia de fraturas,
gue em sua maioria sao classificadas como de baixo risco. Com isso, a osteoporose
€ considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) um agravante da saude
publica, sob o CID10 — M80 - M85 (BRASIL, 2008).

Como forma de prevenir fraturas e de minimizar alteragdes da microarquitetura
Ossea, diversos compostos terapéuticos vém sendo desenvolvidos, entretanto, os que
tem apresentado uma melhor eficacia, apresentam custo elevado e normalmente nao
s&o distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS), tornando o tratamento pouco
acessivel para os individuos de baixa renda. Ainda, os efeitos colaterais causados
pelo uso destes compostos e suas interacbes medicamentosas (observadas quando
o individuo realiza tratamento para outras doengas que podem ou nao estar
relacionadas a osteoporose), também podem influenciar na continuidade ou
descontinuidade do tratamento, podendo agravar o quadro clinico (MARTINS et al.,
2009; DE MORAES et al., 2013).

Desta forma, a presente dissertacdo versa sobre o tema “Estréncio
nanocarreado na remissao de quadro semelhante a osteoporose em Zebrafish (Danio
rerio)”, visando o desenvolvimento de um composto com eficacia significativa, baixo
custo e efeitos colaterais reduzidos. Para tal, propomos inicialmente avaliar a eficacia
desta nova estratégia em modelo experimental, tendo como instrumentos de analise
técnicas histoquimicas, citoquimicas e analiticas, que permitiram avaliar a presenca
ou nao de baixa massa 6ssea, e/ou presenca de calcio nos modelos, e iniciar o estudo

sobre a dindmica e influéncia de elementos quimicos, tais como o estroncio.



Os ensaios apresentados nesta dissertagao, foram aprovados pelo Comité de
Etica do Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais — CEUA/UFMG
sob o protocolo 388/2018 (Anexo 1).

1.1 ROTEIRO DA DISSERTACAO

Uma revisao da literatura é apresentada no Capitulo 2, com foco no processo
de remodelagéo Ossea, tratamento da osteoporose e metodologias de avaliagédo dos
tratamentos em Zebrafish. Ja o Capitulo 3, contém os objetivos gerais e especificos
desta Dissertagdao. Os Capitulos de 4 a 6, apresentam os materiais e métodos,
resultados obtidos pelas diferentes técnicas experimentais utilizadas durante a
execugao desse trabalho e sua discussdo. As diferentes metodologias foram
realizadas nos Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Escola de Veterinaria, Escola de
Farmacia, Escola de Engenharia e no Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e no Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear (CDTN).

No Capitulo 4, sdo descritos os materiais e métodos utilizados para a producéo
e caracterizagao do nanomaterial fosfatado contendo estréncio, e para avaliacdo de
quadro semelhante a osteoporose, seguido pelo tratamento utilizando formulagao
contendo estréncio. Ja o Capitulo 5, exibe os resultados e a discussao, tendo como
foco a avaliagdo osteogénica das escamas, a distribuicdo corporal de complexo
radiomarcador e a avaliagao das concentracdes séricas de elementos quimicos nos
grupos experimentais, e a depuracao de estrbncio em animais saudaveis e com
quadro semelhante a osteoporose, tratados com nanomaterial fosfatado contendo
estroncio (NPM-Sr).

O Capitulo 6 apresenta uma discussao geral, o capitulo 7 as conclusbes e o

capitulo 8 as perspectivas desta dissertacao.

O CEUA esta em anexo (ANEXO 1).



CAPITULO 2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 FORMAGAO OSSEA

O tecido 6sseo pode ser formado por 2 processos que se iniciam na fase
embrionaria, o intramembranoso que é caracteristico de ossos laminares e consiste
na formagdo do osso entre laminas membranosas preexistentes (centros de
ossificacdo primarios), devido a mineralizagdo da porgdo conjuntiva, pela
diferenciacdo de células mesenquimais precursoras, em osteoblastos e
posteriormente em ostedcito (FIG.2.1.1) (GARTNER & HIATT, 2007).

v
Osteoblastos

v
Fibra colagena

Tl g o
Tecido Gsseo primario
(trabéculas)

FIG.2.1.1 - Formagédo 6ssea intramembranosa. Adaptado de GARTNER & HIATT, 2007.

Ja a ossificagdo endocondral, inicia-se a partir da formagcdo de um molde
constituido por uma matriz cartilaginosa sintetizada por condrécitos, que sao as
células responsaveis pelo crescimento da cartilagem (a partir de sucessivas divisdes
mitoticas), que serdo o molde do futuro tecido 6sseo (FIG.2.1.2) (GARTNER & HIATT,
2007; AGHAJANIAN & MOHAN, 2018).

No periodo pds-natal, ambos processos resultardo em matrizes mineralizadas
devido a deposi¢cao de minerais sobre a superficie sintetizada por osteoblastos. Os
elementos celulares que compdem essa matriz extracelular, sédo células

especializadas como: osteoblastos - células responsaveis pela sintese da porg¢ao



organica da matriz éssea; ostedcitos - osteoblastos que ficaram retidos dentro de
lacunas circundadas pela matriz orgéanica sintetizada pelos seu precursor; e
osteoclastos - células responsaveis pela absorgdo da porgao organica e mobilizagéo
da porg¢ao inorganica, composta principalmente por fosfato de calcio, e contendo
também, estruturas celulares como peridsteo, endosteo e canal medular
(STANDRING et al., 2010). Com o crescimento do individuo o tecido ésseo € moldado

e se este estiver em homeostase, o tecido adquire caracteristicas de um osso maturo.
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FI1G.2.1.2 - Formagéao 6ssea endocondral. Adaptado de AGHAJANIAN & MOHAN, 2018.

Dois sistemas sao essenciais para o desenvolvimento e crescimento dos 0ssos,
sdo eles: a modelagem que esta relacionada ao crescimento e adaptagdo mecéanica,
e o remodelamento que é responsavel pela remogao e reparo do osso danificado
(RAGGATT & PARTRIDGE, 2010).

O remodelamento dsseo ocorre através de atividade catabodlica para remogao
de porgdes lesionadas e neoformagédo de tecido através de neosintese (SIMS &
MARTIN, 2014), resultando respectivamente, na reabsorgéo da superficie interna do
0ss0O, que é revestida por um endodsteo mais delgado, e aposicdo na superficie
externa, que é revestida por uma camada fibrocolagenosa condensada, o peridsteo;
ambas camadas, sao ricas em células osteoprogenitoras e outros tipos celulares

essenciais para a renovagao e homeostase do tecido (STANDRINGG et al., 2010).



Estes processos se distingui quanto a sua velocidade nos diferentes grupos de
vertebrados. Em humanos adultos, o processo leva cerca de 10 anos para ser
concluido, uma vez que a taxa de absorc¢ao e formacéo 6ssea é calculada entre 5 e
10% ao ano, sendo que a absorcdo leva 3 semanas e a resposta de formagao de 3 a
4 meses (PARFFIT, 1980).

2.2 REMODELAGCAO OSSEA

A remodelacdo 6ssea € um processo assincrono, definida por dois estagios
distintos que acontecem em diferentes por¢coes anatdmicas do esqueleto, conhecidas
como unidades basicas multicelulares (UBMs). O primeiro processo € a reabsor¢ao
O0ssea mediada por osteoclastos multinucleados, e o segundo € a formagéo Ossea
mediada por osteoblastos, subsequentemente com a deposicdo de minerais
(HATTNER et al., 1965).

Estes processos em conjunto permitem que porgdes do esqueleto com
microfraturas e/ou deficiéncias estruturais, sejam substituidas, impedindo o
desenvolvimento de macrofraturas 6sseas (SOZEN, OZISIK & BASARAN, 2017). Mas
para que isso ocorra de forma homeostatica, € necessaria que a rede de comunicagao
celular entre células da linhagem osteoclasticas responsaveis pela absorcdo, e as
células da linhagem osteoblastica responsaveis pela formacao 6ssea, estejam em
equilibrio no individuo e em cada UBM (SIMS & MARTIN, 2014), seja esta
comunicagao celular por intermédio de mediadores secretados pelas linhagens
celulares citadas, pelo contato direto entre essas linhagens ou moduladas pela
influéncia hormonal (tais como: horménio da paratirecide (PTH), esteroides,
calcitonina e outros) (FURUYA et al., 2018).

De modo geral, o remodelamento 6sseo envolve uma cascata de sinalizagdes,
no qual a primeira fase é a ativacao do processo de remodelamento, que é estimulado
pela deteccdo de um sinal como a tensdo mecanica ou acdo hormonal, que induz a

liberacdo de fatores como RANKL por ostedcitos e osteoblastos, promovendo o inicio



do recrutamento de pré-osteoclastos até as UBMs (PARFFIT, 1980; MURTHY,
MORROW & THERIAULT, 2009).

Em seguida com a fusdo dos pré-osteoclastos formando os osteoclastos
maduros e liberacéo de fatores como Nectin-1 por estes, a matriz 6ssea comeca a ser
reabsorvida por uma combinagdo de enzimas lisossébmicas e ions hidrogénio,
formando as lacunas de Howship de reabsorgdo 6ssea (RUSSOW et al., 2019) e
consequentemente induzindo a formagdo de novos osteoclastos, ocorrendo a
remogao de remanescentes de colageno e preparagédo da superficie, para posterior

formacgao 6ssea mediada por osteoblastos.

Na fase de reabsorgcdo, também sdo liberadas SLIT3 por osteoclastos e
SEMA3a pelos neurbnios; estas duas moléculas controlam negativamente a
reabsorcéo 0ssea, entretanto, sua atividade nesse momento é reduzida (IQBAL et al.,
2018).

Entre a reabsor¢cado e a formacdo Ossea, existe a fase de reversao que é
marcada pelo inicio da diminuicdo na expressao de moléculas relacionadas a
reabsorgdo celular, e um aumento das associadas a formagdo Ossea (SLIT3,
SEMA3a, OPG, TGF, IGF-1 dentre outras), resultando na apoptose de osteoclastos
e elevagao na migragao de células mesenquimais precursoras de osteoblastos, dando
inicio a fase de formacéao, onde osteoblastos maduros iniciam a sintese de uma nova
matriz orgénica, que servira como base para a deposicdo de minerais (TAKANA,
NAKAYAMADA & OKADA, 2005; MATSUMOTO et al., 2016; IQBAL et al., 2018).

A fase de terminacado pode ser dividida em duas etapas: (1) a mineralizagcéo
ocorre pelo aprisionamento dos osteoblastos dentro de lacunas circundadas pela
matriz organica sintetizada pelos mesmos, tendo como consequéncia de seu
aprisionamento sua diferenciagdo em ostedcitos (células responsaveis pela
comunicagao celular no tecido 6sseo), além da deposigao de minerais sobre a matriz
em torno destas células, (2) e a fase de quiescéncia que é marcada pela homeostase
tecidual, onde a quantidade de osso reabsorvido foi substituida por completo
(RAGGATT & PARTRIDGE, 2010; KIM et al., 2018; IQBAL et al., 2018) (FIG.2.2.1).
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O remodelamento que ocorre naturalmente é benéfico para a saude 6ssea, mas
quando associado a fatores como a menopausa e a idade avangada, impactam
negativamente sobre o turnover 6sseo, tendo como consequéncia o aumento do risco
de fratura (SOZEN, OZISIK & BASARAN, 2017). Outro efeito do envelhecimento, é a
redugao da sintese de proteinas, o que diminui a produgao da parte organica da matriz
o0ssea levando a um acumulo da parte inorganica, tornando o osso rigido e quebradico,
formando uma estrutura fragil e assim elevando a propenséo a fratura. Além disso, a
perda éssea associada a idade, esta criticamente relacionada ao comprometimento
da capacidade dos megacariocitos, em apoiar a proliferagdo de osteoblastos devido a
regulacao negativa do TGF-p (MAUPIN et al., 2019).

Desta forma é possivel proferir, que os processos de formagao e remodelacéo
O0ssea envolvem uma cascata de eventos teciduais, e que durante estes processos a
estrutura 6ssea pode sofrer alteracbes metabdlicas que podem conferir a ela
caracteristicas indesejaveis, como por exemplo, o desenvolvimento da osteopenia
caracterizada como grau leve de perda éssea, ou osteoporose (SARAIVA &
LAZARETTI-CASTRO, 2002).

2.3 OSTEOPOROSE

A osteoporose ¢€é uma desordem esquelética caracterizada pelo
comprometimento da resisténcia 6ssea. E classificada como um dos principais
problemas de saude publica, tendo como causa disturbios que acometem a
microarquitetura 6ssea, podendo resultar em aumento da porosidade tornando 0 0sso
mais susceptivel a fraturas (GALI, 2001; JAMA, 2001; VUORI, 2001; BORELLA,
SOUZA, KOESTER, 2006; BORGES & NEGREIROS, 2013; EMKEY, EPSTEIN, 2014;
SORIANO et al., 2014; AZIZIYEH et al., 2019). Dizer que este disturbio € o resultado
da perda 0ssea acelerada em todos 0s casos € um equivoco, uma vez, que individuos
jovens podem vir a desenvolvé-la como consequéncia de déficits no metabolismo
0sseo durante a infancia (JAMA, 2001).
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Esse agravante da saude publica, afeta mais de 200 milhdes de individuos em
todo o mundo (COOPER et al., 1992; KANNIS, 2007), sendo estimado que mais de
10 milhdes de brasileiros sejam osteoporodticos (MORAES et al.,2014). As fraturas
mais graves do ponto de vista clinico, epidemioldgico e econdmico, s&o as vertebrais
e colo femoral, uma vez, que estas estdo associadas a elevadas taxas de
comorbidade (BANDEIRA & CARVALHO, 2007). Em adendo, um estudo realizado por
Aziziyeh (et al., 2019), contabilizou que os gastos anuais do Brasil com tratamento de
fraturas, chegaram a 310 milhdes de ddlares no ano de 2018. Logo, tratamentos que
visem minimizar estes gastos sdo essenciais para a economia do pais e bem-estar da

populacgao.

O calcio € o principal elemento quimico encontrado no tecido 6sseo, e uma
desregulagéo elevando sua deposigao sobre esse tecido, por exemplo, pode causar
a formacdo de calos Osseos ou esporas, causando dor e interferéncia nos
movimentos. Por outro lado, se essa desregulacao afeta a via de deposicdo por uma
exacerbacao do processo de reabsor¢ao 6ssea ou uma diminuicido na absorcéo de
ions calcio (Ca?*) pelo organismo, também havera o enfraguecimento dos 0ssos,
tornando-os frageis e sujeitos a fraturas (BORGES & NEGREIROS, 2013; AZIZIYEH
et al., 2019).

Deste modo, é importante que cada individuo tenha uma dieta com valores
ideais de calcio, e que consuma/produza de acordo com sua faixa etaria e localizacao
global os valores ideais de vitamina D, visto que essa € essencial para a absorg¢ao
intestinal de Ca?* (RADOMINSKI et al., 2017).

Varios fatores além da ingestao adequada de Ca?* e vitamina D, influenciam
no resultado da remodelagdo 6ssea. A producdo de hormébnios e o estagio da
linhagem osteoblastica que esta participando da remodelagdo 6ssea naquela UBM
(SIMS & MARTIN, 2014), também s&o cruciais, uma vez, que a osteoclastogénese
nao é estimulada pelas mesmas células que produzem a matriz 6ssea (RODAN &
MARTIN, 1981; 1982); inclusive, as perturbagdes moleculares que levam ao quadro
osteopordtico, estdo associados ao atraso na cicatrizagao de fraturas e a regeneragéo
Ossea prejudicada (RUSSOW et al., 2019). Estes fatores subdividem a osteoporose

em tipos especificos descritos na se¢ao Quadro Clinico.
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2.3.1 Quadro Clinico

Atualmente o quadro clinico da osteoporose pode ser classificado de acordo
com o exame de Densitometria Mineral Ossea (DMO), onde é preconizado que se o
desvio padrao (utilizado para estabelecer o valor de T-Score), variar entre -1 e -2,5 0
paciente exibe um quadro de osteopenia, e quando este valor é inferior a -2,5 o
paciente é osteopordético (WHO, 1994) (FIG.2.3.1-a).

Tal avaliacdo é realizada através da comparacdo dos dados obtidos pela
densitometria de regides Osseas padronizadas, como vertebras, umero e fémur
(PAPAIOANNOU et al.,, 2010; COSMAN, 2019) do paciente, em relacdo a um

individuo controle do mesmo sexo e idade.

Também pode ser utilizado de forma complementar para classificacdo e
obtencao de informag¢des como a propensao de fraturas, a Ferramenta de Avaliagao
de Risco de Fratura (FRAX), que leva em consideracado a densidade mineral éssea, a
presenca ou auséncia de fraturas e fatores hereditarios (EASTELL et al., 2019)
(FIG.2.3.1-b).

(@) T-Score

N . o o o T w0
Osteopénico O-
(b)

| | Auséncia de fratura | | Auséncia de fratura | | Presenca de fratura | Muiltiplas fraturas
vertebral ou femoral vertebral ou do quadril vertebral ou de quadril vertebrais
M1 T-Score >-1,0 — T-Score entre -1,1 e -2,4 - T-Score £-2,5 — T-Score £-2,5

Frax abaixo do limiar de || Fraxabaixo do limiar de

N intervencao intervengao

Frax acima do limiar de — Risco eminente
intervengao

FIG.2.3.1 - (a) Valores de referéncia para a DMO. Adaptado de TeleDensitometria, 2018; (b)
Classificagéo de risco de fratura de acordo com a técnica do FRAX. Adaptado de EASTELL et al., 2019.
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Ambas as técnicas sdo importantes para se estabelecer o tratamento do

individuo, e assim minimizar o risco de fraturas desencadeadas por essa patologia.

A osteoporose em adultos foi descrita por Gali (2001), como podendo ser
classificada em primaria ou secundaria, sendo que a forma primaria (idiopatica) pode
ser subdividida em tipo | e Il. O tipo | — p6s-menopausa, ocorre preferencialmente em
mulheres, sendo caracterizada por uma rapida perda 6ssea que predominantemente
atinge o osso trabecular (BORELLA, SOUZA, KOESTER, 2006), ocorrendo em fungao
da reducao de estrogeno, resultando no aumento de mediadores (IL-6, IL-1, TNF),
influenciando positivamente na atividade de osteoclastos por inibigcdo do seu processo
apoptético, elevando as concentragbes sistémicas de Ca?* e reduzindo o PTH
(RAMALHO & LAZARETTI-CASTRO, 1999; GRACITELLI et al., 2002). Ja o tipo Il —
senil, acomete individuos de ambos os sexos, com idade superior a 70 anos
(PISTELLI et al., 2014).

Ja a osteoporose secundaria, esta relacionada a transtornos enddcrinos,
digestivos, celulares e processos inflamatérios (PATRICIO, et al., 2006; SORIANO et
al., 2014; PASQUALETTI, et al., 2015; BORRELLI, 2018), podendo estar associado
ou nao ao uso de farmacos, como por exemplo, os glicocorticoides (PISTELLI et al.,
2014), sendo geralmente acometidos, individuos do sexo masculino com idade igual
ou superior a 65 anos (SORIANO et al., 2014).

Em criangas e adolescentes esse disturbio € denominado de juvenil, estando
comumente associado a osteoporose secundaria, tendo sido descritos indutores
relacionados a transtornos celulares, enddcrinos, digestivos, respiratérios,
neuropsiquiatricos, hereditarios e ao uso de alguns farmacos (CAMPQOS, et al., 2003;
LIEN, et al., 2003; BORRELLI, 2018).

2.4 ABORDAGENS TERAPEUTICAS

Borella, Souza e Koester (2006), listaram em seu trabalho abordagens para o

tratamento deste agravante de saude. S&o descritas:
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. A suplementagdo com sais de Ca?*, uma vez que esse elemento é um
dos principais constituintes da matriz éssea;

. A administracdo de vitaminas D e K, que estimulam a ligagdo de Ca?*
a matriz 6ssea, favorecendo sua mineralizagdo. Entretanto, ambos sao
terapeuticamente ineficazes se utilizados isoladamente, visto que a
mineralizagdo da matriz 6ssea depende de outros fatores bioldgicos,
estruturais e metabdlicos tais como: as atividades osteoclasticas,
liberagao de citocinas e equilibrio hormonal,

. Cirurgias como vertebroplastia e cifoplastia, consideradas
minimamente invasivas, solucionam o problema apenas pontualmente;

. Drogas como bifosfonatos, a exemplo, o alendronato de sédio (AL)
(C4H13NNaO7P2 — 272.05 g/mol') que atuam como inibidores da
reabsorgao 0ssea, alterando a viabilidade de osteoclastos. Entretanto,
apresentam reacbes adversas como Ulceras faringolaringeas
(SAKAIDA et al., 2017) e osteonecrose mandibular (EIKEN et al., 2017;
CHIU et al., 2018).

Além dessas novas abordagens terapéuticas utilizando-se hormoénios,
anticorpos monoclonais e Sr?* vem sendo desenvolvidas, sdo exemplos, a
Teriparatida, o Denosumab e o Ranelato de Estréncio (RE — teve sua fabricagao pela
empresa Servier suspensa em 2017), respectivamente. Todas estas abordagens tém
como como finalidade inibir a osteoclastogénese ou estimular a osteoblastogénese,

funcionando como tratamentos anabdlicos ou antirreabsortivos (FIG.2.4).
2.4.1 Terapias Osseas Anabdlicas

Elas se baseiam na indugdo da formagédo déssea por intermédio de agentes
farmacoldgicos, como o uso diario de PTH ou de seus analogos comerciais, como
abaloparartida ou teriparatida (RUSSOW et al., 2019), ou anticorpos monoclonais
como romosumab (COSMAN, 2019).

A vantagem dessa terapia, esta na rapida redugado da incidéncia de fraturas
vertebrais e ndo vertebrais, como consequéncia do aumento da osteoblastogénese e
da DMO (HERNANDEZ et al., 2019). De forma complementar, estudos tém
demonstrado que a associagao de terapias anabodlicas com antirreabsortivas tem
gerado bons resultados a longo prazo (COSMAN, 2019; CHENG; WENTWORTH &
SHOBACK, 2020).



15

Legenda:

Pré-osteoc. Pré-osteob. — Pré-osteoblasto:
Pré-osteoc. — Pré-osteoclasto;
PTH — Horménio da
paratireoide;

E2 — Estrégeno;

SERMs — Moduladores
seletivos do receptor
estrogénico;

OPG* — Osteoprotegerina;
SCL* — Esclerostina;
Receprtor CaSR — Receptor
sensivel ao célcio.
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Teriparatida Ranelato de :
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FIG.2.4.1 -Abordagens terapéuticas. Adaptado de BRENNAN et al., 2009; HANLEY et al., 2012;
CONNELLY, 2016.

2.4.1.1 Teriparatida

A teriparatida assim como a abalopartida, € um analogo do PTH de uso diario
ou semanal, que atua sobre os receptores de PTH presentes na membrana de
osteoblastos e ostedcitos (LEDER, 2018). O PTH é o principal regulador da
homeostase de Ca?* em mamiferos, sendo essencial para a mobilizacdo deste
elemento do tecido 6sseo para o espago extracelular. No figado atua na via de sintese
da vitamina D, o que facilita a absorgédo de Ca®* através do trato gastrointestinal. Nos
tubulos renais otimiza a reabsorgdo de Ca?* (DE OLIVEIRA et al., 2003).

Seu uso por periodo intermitente (18 - 24 meses) resulta em uma agéo

anabdlica, promovendo a proliferagdo de pré-osteoblastos (COSMAN, 2019). Para
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qgue seu efeito ndo seja revertido, é necessario fazer o uso de agente farmacolégico
alternativo para se manter a DMO adquirida (COSMAN et al., 2014).

2.4.1.2 Romosumab

O romosumab €& um anticorpo monoclonal de uso mensal, que se liga a
esclerostina (SCL), inibindo que esta se ligue as proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs) e a receptores celulares, afetando negativamente na via de sinalizagdo Wnt-
B-catenina, atuando assim como um formador 6sseo (LIM & BOLSTER, 2017;
COSMAN, 2019; RUSSOW et al., 2019).

Seu uso em associagao com terapias antirreabsortivas tem se mostrado eficaz
(McCLUNG, 2018), o que é mais um indicio de que a associagdao de terapias
anabdlicas e antirreabsortivas, podem promover melhora a homeostase do tecido

0sseo0.
2.4.2 Terapias Osseas Antirreabsortivas

Elas tém como principio a redugdo da osteoclastogénese, por intermédio da
reducdo da reabsorgdo Ossea sem influenciar na osteoblastogénese (COSMAN,
NIEVES & DEMPSTER, 2017; NICHOLS & PAVLOVIC, 2018). Alguns exemplos de
agentes antirreabsortivos séo: a reposicao de estrégeno (E2), o uso de moduladores
seletivos do receptor estrogénico (SERMs), calcitonina, bifosfonatos e anticorpos
monoclonais como o denosumab (CHEN & SAMBROOK, 2011; DA MATA, 2012).

Uma grande desvantagem dessa terapia, € a probabilidade de se desenvolver
osteonecrose mandibular (RIBEIRO et al.,, 2018; SHIBAHARA, 2019), devido ao
tempo de uso do agente antirreabsortivo (CHEN & SAMBROOK, 2011).

2.4.2.1 Denosumab

O denosumab é um anticorpo monoclonal que se liga a RANKL, inibindo que
estd se ligue ao receptor RANK em pré-osteoclastos e osteoclastos maduros,
afetando negativamente o recrutamento e diferenciagéo destes (HANLEY et al., 2012;
COSMAN et al., 2014; RUSSOW et al., 2019; CHENG, WENTWORTH & SHOBACK,
2020).
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Se, e quando interrompido o tratamento com denosumab, é necessario fazer o
uso de agente farmacolégico alternativo para se manter a DMO adquirida (COSMAN
et al.,, 2014). Além disso, o uso deste farmaco em sequéncia a outro também tem
demonstrado melhora no quadro clinico (CHENG, WENTWORTH & SHOBACK,
2020).

2.4.2.2 Alendronato de sodio

E o bifosfonato mais utilizado para o tratamento de primeira linha da
osteoporose. Os bifosfonatos ficam embutidos na matriz 6ssea n&o penetrando dentro
da membrana celular. Entretanto, no ambiente acido formado pelos osteoclastos para
degradacao da matriz 6ssea, estes conseguem penetrar na membrana celular dos
osteoclastos induzindo a apoptose (HANLEY et al., 2012; CHENG, WENTWORTH &
SHOBACK, 2020).

Embora os bifosfonatos e o denosumab apresentem bons resultados
terapéuticos, ao mesmo tempo em que atuam minimizando os efeitos da reabsorgéo
Ossea, também impactam sobre a sintese da matriz, o que € um ponto critico da
terapia, limitando a agcdo anabdlica desses medicamentos a uma janela de eficacia
que nao permite o tratamento a longo prazo (IQBAL et al., 2018). Como ponto de
solucdo desse quesito, 0 seu uso em sequéncia a um tratamento anabdlico tem
demonstrado melhoras do quadro clinico (CHENG, WENTWORTH & SHOBACK,
2020), o que indica que a combinagao e sequéncia terapéutica em agentes anabdlicos
e antirreabsortivos sao alternativas que devem ser analisadas mais profundamente,

visto que esta proporcionaria uma maximizacao do efeito do tratamento.
2.4.3 Ranelato de Estroncio

Nas ultimas décadas o ranelato de estroncio tem sido estudado devido ao efeito
antirreabsortivo através da estabilizagdo de Sr?* na matriz 6ssea calcificada, uma vez,
que apresenta aspectos como valéncia, raio idnico, possibilidade de absorgéo
intestinal e assimilagdo a matriz 6ssea semelhante ao Ca?* (SOUZA, 2010). E
constituido por dois atomos de estréncio estaveis e uma molécula de acido ranélico,
que devido a sua elevada polaridade, apresenta baixa absorgao, distribuicéo e ligagao
as proteinas plasmaticas, nao havendo indicios de acumulagdo ou de seu
metabolismo em animais (SERVIER, 2015).
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O ranelato de estréncio atua elevando a expressido de mRNA de
osteoprotegerina (OPG) em osteoblastos, além de reduzir a ativagdo do receptor do
mMRNA do ligante NFkB (RANKL), através de sua agdo sobre o receptor sensivel ao
calcio (CaSR). Além disso, ele regula positivamente a replicacdo, diferenciagéo e vida
util osteoblastica (BRENNAN et al., 2009). Contudo, este composto teve seu registro
de comercializagdo cancelado em dezembro/2018 (REIS, 2019; ANVISA, 2020),
devido a incidéncia de doencga cardiaca isquémica, doenca arterial periférica e doenca
cerebrovascular, associadas ao seu uso (EMA, 2014; INFARMED, 2014).
Possivelmente estes efeitos estavam relacionados as elevadas concentragdes

sistémicas de estréncio.

2.5 ESTRONCIO

O estréncio € um elemento alcalino-terroso, que apresenta grandes semelhangas
com o célcio, devido as suas propriedades de busca 6ssea (JIMENEZ et al., 2019). Ele é
encontrado na natureza como uma mistura de quatro is6topos estaveis: 8Sr (0,56%), 8Sr
(9,86%), &Sr (7,02%) e #Sr (82.56%); ja o PSr é um isétopo radioativo, produzido
somente em usinas nucleares, sendo sua agao sobre o corpo humano dupla, pois ele
danifica os capilares sanguineos e tem pouca afinidade a agentes quelantes. A
concentragdo de Sr?* estavel no corpo humano é extremante baixa, sendo sua absorgdo
por dia entre 2 e 4mg, podendo variar de acordo com a latitude, longitude e dieta do
individuo (PORS NIELSEN, 2004). Seus valores atébmicos em relacdo ao calcio sao
apresentados na tabela 2.5.1 (RSC, 2020).

Devido sua interagdo com os mesmos receptores que o Ca?*, o Sr?* compete
com este, na absorcido intestinal e na reabsor¢ao renal, podendo em casos de
superdosagem ser citotoxico para o organismo causando hipocalcemia (YBARRA,
COSTA & FERREIRA, 2001). Sua depuragao renal é trés vezes maior que a de Ca?*,
o que diminui a quantidade total de Sr?* circulante, e consequentemente a encontrada
no esqueleto em relagdo ao Ca?* em dosagens normais. Ambos s&o rapidamente
excretados pelos rins apos injecdo intravenosa, e em casos de superdosagem, o Sr?*

€ armazenado no tecido 6sseo, nos reticulos endoplasmaticos e sarcoplasmaticos de
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células musculares, causando alteragcées nas fungdes fisioldgicas da musculatura
esquelética e cardiaca (PORS NIELSEN, 2004; HENDRYCH, OLEJNICKOVA &
NOVAKOVA, 2016).

TAB.2.5.1 - Informacdes atdmicas dos elementos quimicos calcio e estroncio.

Elemento Raio atémico, ndo Raio covalente  Afinidade eletronica  Eletronegatividade

quimico ligado (A) (A) (kJ/mol™) (escala de
Pauling)
Calcio 2.31 1.74 2.369 1.00
Estréncio 2.49 1.90 4.631 0.95

Um estudo in vitro demonstrou que doses entre 0,5 e 5 yg/mL de Sr?*, ndo séo
prejudiciais a mineralizacdo O0ssea e nao tornam a hidroxiapatita mais soluvel,
enquanto, doses entre 20 -100 pg/mL sao prejudiciais para a mineralizagado ossea,
caracterizando-se a um quadro de osteomalacia, indicando uma relagdo dose-
dependente do Sr?* com a matriz éssea. Estes valores se assemelham as doses
recomendadas de ranelato de estroncio por dia entre 2 e 4 g (nivel sérico de Sr2* 10
a 20 pg/mL) para mulheres pdés-menopausa (VERBERCKMOES, DE BROE &
D’HAESE, 2003). Um outro estudo in vitro, demonstrou que doses de Sr?* entre 25 e
500 uM, promovem uma diferenciacao osteogénica de células tronco. Ja doses mais

elevadas, promovem a apoptose celular (AIMAITI et al., 2017).

Também, o Sr?* possui um efeito antirreabsortivo e anabolico (MARIE et al.,
2001), o que o torna um composto atraente para o desenvolvimento de farmacos.
Relato de sua aplicagdo sob forma de cloreto de estroncio (89Sr), produzido pelo
decaimento de um isétopo radioativo, demonstrou que em doses adequadas, este €
capaz de reduzir a dor metastatica 6ssea, em 70% das pacientes acometidos por
cancer de mama metastatico (OKADA et al., 2018). Logo, podemos observar que os
efeitos benéficos do Sr?* estdo dentro de uma janela terapéutica de baixa dosagem,
0 que abre caminho para aplicagcdes deste dentro do espectro do nanocarreamento.
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2.6 NANOCARREAMENTO EM FORMULAGOES BIOMEDICAS

O primeiro emprego do termo nanotecnologia remete a uma palestra de Richard
Feynman, apresentada na Caltech em dezembro de 1959. A partir deste marco, a
nanotecnologia ganhou um amplo espago ndao apenas no meio cientifico, mas também
politico, econbmico e cultural, percebido sua aplicabilidade, como a de
nanodispositivos médicos navegando pela corrente sanguinea e no desenvolvimento
de processadores capazes de realizarem calculos extremamente complexos com
facilidade. Devido ao tamanho reduzido dessas estruturas, muitos cientistas nao
acreditavam ser possivel que estas fossem aplicaveis. Entretanto, com o
desenvolvimento dos nanotubos de carbono em meados da década de 90, essa
incredulidade tendeu a ser reduzida (JONES, 2011). Com isso, novas pesquisas para
o desenvolvimento de nanoestruturas se tornaram mais frequentes, sendo ainda
necessario estabelecer os critérios para a classificagcdo dos materiais, na descricao

de nanoparticulas e nanomateriais.

Os nanomateriais podem apresentar de acordo com Saleh (2020),
propriedades fisicas e quimicas Unicas, tais como: nd&o serem visiveis em
microscopios simples ou a olho nu, sendo necessarias técnicas microscopicas
avancgadas, elevada superficie em relagdo ao volume e alta porcentagem de atomos
ou moléculas na superficie, o0 que leva a propriedades uUnicas. Ja as nanoparticulas
de acordo com a Organizacao Internacional de Normalizagao (ISO), sdo objetos em
3D que apresentam suas dimensodes externas em nano escala, ou seja, com uma faixa

de tamanho entre 1 e 100 nm.

Como os nanomateriais apresentam caracteristicas fisico-quimicas ou
bioldgicas, diferentes ou mais eficientes em comparagao a seu constructo de maior
escala (MOGHIMI, HUNTER & MURRAY, 2005; MONTEIRO-RIVIERE et al., 2005;
FDA, 2014; KHAN, SAEED & KHAN, 2019), isso tem os tornado extremamente
atraentes do ponto de vista clinico, sendo amplamente utilizados na fabricacdo de

cosméticos, biomarcadores e para o tratamento farmacologico.

O tamanho reduzido dos nanomateriais facilita sua translocagdo em barreiras

organicas, como pele, tecidos e 6érgaos do corpo. Alguns tipos podem alterar
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negativamente a viabilidade celular e causar estresse oxidativo irreversivel, danos as
organelas, reacbes alérgicas e perturbacbdes fagociticas (JEEVANANDAM et al.,
2018).

Biologicamente o mecanismo de aplicagao destas, pode variar do uso cutaneo,
oral ao intravenoso, sendo este ultimo o mais interessante do ponto de vista clinico,
uma vez que, os nanomateriais entregues sistemicamente, tém acesso direto a quase
todas as partes do corpo, e, portanto, ttm maior potencial de influenciar nos resultados
clinicos (ANSELMO & MITRAGOTRI, 2016).

Essas estruturas sao extremamente diversas tanto em tamanho, quanto
morfologia e propriedades quimicas, o que torna possivel subdividi-los em diferentes
grupos, tais como baseados em carbono, lipidios, metais, ceramicas, polimeros,
semicondutores (KHAN, SAEED & KHAN, 2019), fosfatados e outros diversos tipos.
Dentro desse aspecto, a nanomedicina tem como base metodologica, o uso de
estruturas nanométricas que se assemelhem ou interajam com estruturas celulares, a
fim de se desenvolver estratégias para o diagndstico, tratamento e prevencéo de
doengas (MOGHIMI, HUNTER & MURRAY, 2005).

Os nanomateriais inorganicos fosfatados (NPMs), vém recebendo atencéao
consideravel como veiculo de entrega de drogas, devido a sua alta captagao celular,
baixa toxicidade e baixa resposta imune, bem como serem tipicamente mais
hidrofilicos, biocompativeis e estaveis em comparagdo com materiais organicos
(PAUL & SHARMA, 2012). Por causa de suas varias caracteristicas favoraveis, certos
tipos de NPMs tém sido usados em aplicagdes como a entrega de plasmideos de DNA
(TONELLI et al., 2015, 2016), administragao de antibidéticos como a vancomicina para
prevencgao de infec¢des apos artroplastia de joelho (RADIN et al., 1997) e no uso como
transportador na administracdo oral e absorcao intestinal de insulina em ratos
diabéticos (PAUL & SHARMA, 2012). Esses diversos exemplos de aplicagdes,
revelam o potencial para novas abordagens terapéuticas no tratamento de diferentes
patologias (ALVARENGA, 2015).

Na comunidade de pesquisa de materiais biomédicos, é descrito que o fosfato
de calcio sob forma amorfa, pode ser adsorvido e assimilado mais facilmente pelos
organismos vivos para produzir novo tecido 6sseo, do que os fosfatos de calcio
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cristalizados, como a hidroxiapatita (HU et al., 2007), com a vantagem de que, o calcio
€ um dos principais constituintes da matriz 6ssea. Além disso, diversas pesquisas
veem demonstrando que a interagédo entre o fosfato de calcio sob forma amorfa e
outros constituintes da matriz éssea, como o acido hialurénico, ou mesmo farmacos
tem melhorado o remodelamento 6sseo (HU et al., 2007; CAl & TANG, 2008;
ALGHAMDI et al., 2014; VAN, 2016; CHU et al., 2017; CHEN, KAWAZOE & CHEN,
2018; KIM et al., 2018).

2.7 MODELO EXPERIMENTAL

Neste projeto foram utilizados Zebrafish adultos (Danio rerio), como modelo

experimental.

FI1G.2.7.1 - Zebrafish (Danio rerio).

Conhecido popularmente como Zebrafish ou Paulistinha, o Danio rerio, € um
teledsteo de agua doce originario do sul da Asia, exibindo um amplo espectro
reprodutivo e de sobrevivéncia em aguas da zona tropical. Apresenta um tamanho
quando adulto variando entre 3 e 5 cm e peso entre 0,11 e 2 g, e atinge maturidade
reprodutiva apos 3 meses de eclosao, tendo dimorfismo sexual marcante, expectativa
de vida entre 2 e 4 anos e alta producdo de ovos pelas fémeas, que apds serem
fecundados se mantem translucidos, o que permite a avaliagcdo do desenvolvimento
dos embrides, sendo amplamente utilizados em testes de biossegurangca de novos
farmacos (SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al., 2011). Além disso, tém seu genoma

totalmente sequenciado, apresentando aproximadamente 70% de similaridade com o
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genoma humano (HOWE et al., 2013), o que o torna um candidato para o
desenvolvimento de estudos translacionais para patologias humanas (PHILLIPS &
WESTERFIELD, 2014). Tais caracteristicas tornaram este teledsteo, um atrativo
modelo experimental para o teste de novas técnicas terapéuticas (SIEBEL & BONAN,
2015; LEE et al., 2017).

O uso do Zebrafish (Danio rerio) em ensaios para o desenvolvimento de
tratamentos farmacolégicos de doengas humanas, vem aumentando ao longo dos
anos. Geneticamente o Zebrafish se tornou um organismo popular para esse tipo de
estudo de fungao génica de vertebrados, devido a facilidade de acessar todas as
etapas embrionarias e da habilidade de se acelerar os estudos génicos de lockdown
ou super expressao, levando a um amplo uso do Zebrafish como importante modelo
no estudo de funcédo génica e doengas genéticas humanas (GOLZIO et al., 2012;
PANIZZI et al., 2012 & ROSCIOLI et al., 2012).

Em estudos envolvendo a osteoporose nesse modelo, a indugdo de quadros
osteopénicos e/ou osteoporéticos descritos, sdo obtidos pelo uso da prednisona, um
farmaco de facil acesso. Esses trabalhos demonstram a capacidade de se
desenvolver um quadro de perda 6ssea, facilitando assim, o estabelecimento de teste
de novas estratégias terapéuticas com esses animais (PASQUALETTI et al., 2015;
VRIEZE et al., 2015; YIN et al., 2019).

A prednisona € um dos glicocorticoides mais indicados para o tratamento de
diversos problemas de saude, como doengas alérgicas, enddcrinas, neoplasicas,
respiratorias, reumaticas e outras que respondam a terapia de corticosteroides, sendo

seus mecanismos de acdo em humanos bem conhecido (FIG.2.7.2).

Entretanto, seu uso para a inducido de um fendtipo semelhante a osteoporose,
demonstrou em larvas de Zebrafish entre 10 e 20 dias pos-fertilizacdo, uma alteragao
na via de sinalizagao da adesao focal e na matriz extracelular, aumentando a atividade
de osteoclastos e da via de sinalizagdo NFkB (HUO et al., 2018). Além disso, analises
em escamas de Zebrafish adultos demonstraram que a matriz mineralizada dessas é
reduzida (PASQUALETTI et al., 2015; VRIEZE et al., 2015).
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FIG.2.7.2 - Mecanismo de agido da prednisona. Setas em azul representam redugdo e setas em
vermelho aumento. Adaptado de KLEIN, 2015; SARINHO & MELO, 2017.

2.8 TECNICAS HISTOMORFOMETRICAS DE AVALIACAO

As escamas do Zebrafish sdo classificadas como sendo do tipo elasmodide,
subtipo cicloide, conferindo a este uma protegcédo contra patégenos e auxiliando na
osmorregulacdo (DAMMSKI et al., 2011). Sua utilizagao é descrita para avaliagao de
alteracbdes esqueléticas, visto seu grau de similaridade a modelos mais amplamente
utilizados, uma vez, que ensaios tem demonstrado que em ambientes com condicdes
ideais, a deposi¢céo de nova matriz 6ssea nas escamas injuriadas por procedimentos
invasivos ou nao, inicia-se dois dias apo0s o processo, sendo possivel observar a
regeneragao completa dessa, a curto prazo (VRIEZE et al., 2014). Quanto a utilizagao
de larvas, Barrett (et al., 2006) demonstrou que em concentragbes de 25 uyM de
prednisona, € exibida uma reducéo significativa na area de mineralizagao esquelética,
sendo esta semelhante ao observado em modelos rodentia e humanos. Ainda, essa
mesma concentracdo em adultos de Zebrafish, provoca alteragdes na expressao de
genes relacionados a osteoclastos e osteoblastos, induzindo uma maior e menor
expressao destes, respectivamente, apds o primeiro dia de exposicdo ao
glicocorticoide (VRIEZE et al., 2013). Mesmo que as escamas de Zebrafish
apresentem tamanho reduzido, técnicas histomorfométricas sao eficientes na

avaliacéo da desmineralizagdo e da relagdo Ca:P (VRIEZE et al., 2014).
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2.9 TECNICAS ANALITICAS DE AVALIAGAO

2.9.1 Avaliagéo utilizando complexo radiomarcador 99mTc/MDP

O 9mtecnécio (*°*™Tc) é um radiotragador, obtido a partir do decaimento
isotépico do *molibdénio por decaimento beta. Uma de suas utilidades, ¢ o
tracamento do medronato, vulgarmente conhecido como difosfato de metileno (MDP
- um dos menores bifosfonatos utilizados para o tratamento de varias doengas 6sseas
(RODAN & FLEISCH, 1996) e utilizado para o imageamento o0sseo e articular)
(CANER et al., 1992; KOBA, JELICKS & FINO, 2013), uma vez que o MDP tem
semelhanca estrutural ao calcio e uma alta afinidade pelos receptores da osteocalcina
(SOARES et al., 2016), expressa preferencialmente por osteoblastos, indicando uma
provavel interacdo deste bifosfonato com a osteocalcina, para seu transporte até a
matriz 6ssea (NEVE, CORRADO & CANTATORE, 2012).

Uma técnica aplicavel para tal avaliacdo € a tomografia por emissado de
positrons (PET), uma vez, que o MDP associado ao *™Tc tem um tempo de
distribuicdo e ligagdo com seus receptores relativamente alto (ANDREU, ELKINGTON
& WILES, 2012). A técnica de PET apresenta uma alta sensibilidade e especificidade,
permitindo assim, quantificacbes precisas (DE BARROS et al., 2012). Além desta,
uma outra técnica amplamente utilizada € a cintilografia 6ssea, que depende tanto do

fluxo sanguineo local quanto da atividade osteoblastica (DE ABREU, et al.,2005).

O 99MT¢ emite raios gama com a energia de 140 keV e possui uma meia-vida
de 6 horas, tornando-o um 6timo agente de diagndstico em cintilografia 6ssea
(MAKRIS et al., 2016), visto que a associagao *°*™Tc/MDP liga-se especificamente, e
se acumula, no osso mostrando as alteragdes atribuidas a osteogénese, quantificadas
pela emissdo gama (COLE, VARGO-GOGOLA & ROEDER, 2016). Esta associagao
também possui uma rapida depuragao, bem como alta excregao urinaria, o que resulta
em um maior contraste entre tecido e osso (BLAKE et al., 2001), tornando-os bons

marcadores para o diagnostico de doengas Osseas.
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2.9.2 Avaliagdo das concentragbes séricas de elementos quimicos

A avaliacdo de elementos quimicos nos sistemas biologicos, € extremamente
necessaria para o diagnéstico e tratamento de doencgas, e para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que sejam eficazes, visto que alteragdes nas concentragdes
de determinados elementos, podem ser um sugestivo para alteragdes funcionais do
organismo, sendo um indicio para processos inflamatérios (HOTA, VIJAYAN &
SINGH, 2001; GRUBER et al., 2020). Baseando-se nisso, o emprego do raio X se faz
uma alternativa para o imageamento ndo apenas de o6rgdos, mas também, de
elementos presentes no sangue como o Se e Ca, ja que essa técnica permite excitar
os atomos dos elementos quimicos ao ponto de ser possivel a visualizagdo de seus
movimentos pelas camadas eletrénicas (HOTA, VIJAYAN & SINGH, 2001). Para tal
analise, é utilizada a técnica de espectrometria de fluorescéncia de raio X de reflexado
total (TXRF), que é uma variagao da fluorescéncia de raio X dispersiva em energia
(EDXRF) (MISRA & SINGH MUDHER, 2002).

Utilizando-se a técnica de TXRF é possivel realizar testes de biotoxicidade para
avaliar os potenciais efeitos provocados por substancias quimicas, sendo uma
ferramenta util para a avaliacdo e identificagdo de componentes dissolvidos em
solugdes (BILO et al., 2015); desse modo, €& possivel avaliar pequenas
massas/volumes, permitindo fazer analises tanto em baixas concentragdes de fluidos
quanto em animais de pequeno porte, como por exemplo embrides de Zebrafish
(SZOBOSZLAI et al., 2009; BILO et al., 2015; GRUBER et al., 2020).

2.9.3 Avaliagdo das concentragbes de estroncio na agua

Sabendo-se que o estrdncio apresenta uma meia-vida de cerca de 60 horas,
que sua eliminacao € independente da dose/tempo, seu clearance plasmatico é cerca
de 12 mL/min e o renal de 7 mL/min (SERVIER, 2015) em humanos, e que o principal
mecanismo de excrecao dos peixes € a partir das branquias e rins, sendo que em
alguns casos, a pele também pode apresentar uma porcentagem significativa na
excrecdo (BOMBARDELI, MEURER & SYPERRECK, 2003), a avaliagdo da taxa de
excrecao de compostos € de extrema importancia para a avaliagdo da taxa de
depuracdo, sendo a avaliagao das concentragdes de estrdncio na agua em curto

prazo, uma metodologia que possibilita a visualizagdo da excre¢do ou nao de
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compostos utilizados nos tratamentos, que pode abrir caminho para avaliagbes mais

amplas e/ou especificas.

Pensando nisso, utilizamos Zebrafish adultos saudaveis e exemplares que
apresentavam fendtipo semelhante a osteoporose induzida pelo uso de prednisona
como modelo de pesquisa 0ssea (VRIEZE et al., 2014; MACRAE & PETERSON,
2015; GEURTZEN & KNOPF, 2018). Adicionalmente neste trabalho, procuramos
avaliar o desenvolvimento e a remissao deste quadro, a partir do tratamento com
formulacdo contendo estroncio nanocarreado, visando a ampliacdo de sua meia-vida
biolégica, ampliando assim, sua biossegurancga terapéutica a qual inclui a redugao do
numero doses para a manutengao das concentracbes necessarias a sua eficacia,
baseando-se nos resultados promissores que diversos grupos de pesquisa tem
apresentado com a utilizagdo de nanoparticulas no tratamento de doencas
parasitarias, processos de transfeccao e tratamento de cancer (THOMAS et al., 2011;
TONELLI, et al., 2015; 2016 & CAPELETTI et al., 2019)

Ciente do potencial terapéutico do estroncio e as limitacbes associadas as
interagbes medicamentosas, custo, posologia etc., neste projeto sugerimos
desenvolver um protocolo de ampliagdo do efeito antirreabsortivo utilizando modelo
Zebrafish, incluido de nova formulagdo contendo estréncio nanocarreado, visando
avaliar de forma geral aspectos basico relevantes para ensaios mais especificos e

futuras aplicacoes.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizagado de nanomaterial fosfatado como carreador de estréncio, visando o
estabelecimento de nova estratégia terapéutica na remissdo de quadro semelhante a

osteoporose em Zebrafish (Danio rerio) apos 7 dias

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo 4:

e Desenvolver e avaliar os materiais, metodologias analiticas e terapéuticas

aplicados nesta dissertacao.

Capitulo 5:

e Caracterizagao fisico-quimica e morfolégica do nanomaterial fosfatado
contendo estréncio (NPM-Sr), através de técnicas de microscopia eletrénica de
varredura, microanalise de raio X eléctron dispersiva (EDXMA) e espectrometro
de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS);

e Confirmar o desenvolvimento de quadro semelhante a osteoporose, e os
potenciais efeitos remissivos dos tratamentos com ranelato de estroncio e
NPM-Sr, através da biodistribuicdo de calcio em escamas pela técnica Alizarina
red S, e distribuicdo de osteoclastos através de técnica citoquimica para
determinacao da atividade da enzima TRAP;

e Comparar a distribuigdo dos centros de ossificagdo (osteoblastos) no tecido
0sseo, utilizando-se a técnica de radiomarcagao e imageamento nao invasivo

com 9°mTc /MDP nos diferentes tratamentos;
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e Comparar as concentragdes séricas dos elementos quimicos presentes no
sangue dos animais, apos serem submetidos aos diferentes tratamentos,
utilizando TXRF,;

e Comparar a concentracdo excretada de estrdbncio em animais saudaveis e

osteoporéticos desafiados com NPM-Sr.
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CAPITULO 4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO E OBTENGAO DOS NANOMATERIAIS FOSFATADOS
CONTENDO ESTRONCIO

Os processos de sinteses dos nanomateriais fosfatados (NPMs) foram
realizados no Laboratério do Estudo da Interagdo Quimico-Bioldgica e da Reprodugao
Animal (LIQBRA), no Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Esses sao intelectualmente
protegidos em dois registros de patentes, sob os numeros: BR 102.012.032.493-8 e
BR 102.013.032.731-0 disponivel em www.inpi.gov.br.

Para a sintese do composto, foi utilizada uma mistura de solugdes de sais em
um sistema de precipitacdo controlada, utilizando-se sais de NasP207.10H20
(Cromoline, Brasil), C12HsN20sSSr2 (Cromoline, Brasil), CaCl2.2H20 e MgCl2.6H20
(Synth, Brasil), utilizando um sistema aquoso contendo membrana semipermeavel
(Spectrum Medicai Industries, Inc). Apds o periodo de sintese de 24 horas, a
suspensao aquosa contendo NPMs foi centrifugada a 3500 rpm, durante 10 minutos.
O precipitado foi lavado trés vezes com etanol absoluto (Merck, Brasil) e seco a 60°C
durante 48 horas. Aliquotas de 1 mg por frasco de cada NPM, foram mantidas em
microtubos de polipropileno cbnicos e esterilizado com 25 kGy de irradiagdo gama no

Laboratodrio de Irradiagcdo Gama - LIG (CDTN) antes do uso.
4.1.1 Caracterizagdo Fisico-quimica

Para determinacao da composicao elementar e morfolégica, aliquotas de 10 uL
de solugao estoque de NPM-Sr (1 mg/mL em agua mili-Q), foram depositadas sobre
laminula de carbono (Termanox®), secas ao ar, metalizadas a vacuo (10-> mBar) com
carbono no evaporador Hitachi (modelo HUS4G) e analisadas nos microscopios
eletronicos de varredura, com sistema de microanalise de raio X integrado JEOL JSM
6360LV, localizado no Centro de Microscopia da UFMG, sendo adquiridas imagens
por elétrons secundarios, utilizando-se magnificacbes de 9.500x empregando
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aceleracao eletrénica de 30 keV. A sua composicdo quimica foi determinada a partir
do espectro obtido por microanalise de raio X eléctron dispersiva (EDXMA), baseando-
se em feixe de elétrons colimados nas estruturas nanométricas, operando a 15 keV,

com tempo de acumulagao total de 90 segundos.

A determinacao do didmetro, potencial zeta ({) e condutividade foi obtida no
equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern), do Laboratério de Biofisica Molecular,
ICB-UFMG. Nestes casos, foram utilizados 20 uL da solu¢do estoque de NPM-Sr (1
mg/mL em agua mili-Q) elevados em 2 mL de agua destilada, dentro de cubetas. As
leituras foram registradas apés a homogeneizagao, seguidas da estabilizacdo das

amostras.

4.2 PROCESSOS DE INDUCAO COM PREDNISONA E DESENHOS
EXPERIMENTAIS

4.2.1 Avaliagées fisico-quimicas da agua em ensaios de manutengéo

Para este estudo foram seguidas as diretrizes da Organizagdo para
Cooperacéao e Desenvolvimento Econémico (OCDE 203, 2019). Avaliamos os
parametros fisico-quimicos de Temperatura em °C (termémetro Boyu analégico BT-
1), para pH, cloro total dissolvido (Cl), carbonato de calcio (KH), diéxido de carbono
(COz2), ambnia total (NHs3), nitrito (NO2) e oxigénio dissolvido (Oz2) utilizou-se kits Alcon
Labcon Test. Essas avaliagbes foram realizadas em todos os experimentos de

ensaios biologicos.
4.2.2 Processamento metodoldégico dos materiais biologicos analisados

Esse ensaio foi repetido diversas vezes, visando fornecer material suficiente
para as analises subsequentes. Neste, utilizamos um n total = 40 exemplares de
Zebrafish adultos (Danio rerio) do tipo selvagem, pesando em média 0,277 + 0,05 g e
com comprimento médio de 3,7 + 0,3 cm, divididos em 4 aquarios (n = 10 individuos
por grupo, sendo 5 machos e 5 fémeas) com 2,1L de agua e mantidos a uma

temperatura de 26 + 1°C.



32

Os 10 animais do grupo controle (CT), ndo foram expostos a prednisona e
tratados. Os demais (30 animais), foram submersos 24 horas antes do inicio dos
tratamentos (T-1) a solugdo aquosa contendo 25 yM ou 8,9607 mg/L de prednisona
(prednisolone-21-phosphate, Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica S.A),
como protocolado por Vrieze (et al., 2014), a fim de se obter individuos com fendétipo
semelhante a quadro osteoporotico, (controle positivo - PN) a serem desafiados com
os tratamentos com nanomaterial contendo estroncio (NM-Sr) e o tratamento com a
solugéo de ranelato de estroncio (R-Sr) 517,52 g/mol (C12HsN20sSSr2 — PROTOS, Les

Laboratoires Servier Industrie).

Vinte e quatro horas apés o periodo de indugéo (To), todos os animais (n = 40)
foram acondicionados em sistema semi-estatico renovando-se 1/3 da agua a cada 24
horas, seguidas das analises fisico-quimicas nos tempos experimentais T-1, T2 e Ts
(FIG.4.2.1a).

Os tratamentos nos grupos NM-Sr e R-Sr foram iniciados apds 24 horas (To).
Para isso, os animais foram contidos com a reducéo da temperatura da agua (17 °C)
e com auxilio de uma rede de nylon. As injecbes foram realizadas na cavidade
celomatica, utilizando-se seringas de insulina de 31 gauge (0,25 mm, BD Ultra-
Fine™), contendo volume de 10 pL por dose. O grupo NM-Sr recebeu dose Unica (To)
intracelomatica, de uma suspenséo aquosa, contendo 10 ug/10 uL obtida a partir de
uma suspensao estoque (1 mg/mL de NPM-Sr). Ja o grupo R-Sr foi submetido ao
mesmo procedimento de contencio e recebeu 3 doses intracelomaticas de solugao
contendo ranelato de estroncio, na concentracao de 173 ug/10 uL por dose (LI et al.,
2009) nos tempos To, Tadias € Tedias (FIG.4.2.1a e b).

Ao final de Trdias, @ mortalidade de todos os grupos foi registrada e o sangue
coletado (FIG.4.2.1c), a fim de se determinar possivel efeito agudo do ensaio. Foram
analisadas estruturas ossificadas das escamas (4.2.2.1.1), andlise corporal por
cintilografia (4.2.2.1.2) e analise de elementos quimicos presentes no sangue
(4.2.2.1.3).
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(a) (b) A

o)

PN

Legenda: (c)
Exposicdo a prednisona T
— Analise da agua
— Administracdo de composto
— Eutanasia

NM-Sr

R-Sr 1 1

FIG.4.2.1 - Metodologia de desenvolvimento de protocolo. (a) desenho experimental; (b) processo de
injecdo e (c) coleta de sangue.

4.2.2.1 Avaliacdo de quadro osteoporotico, atividade osteogénica e

elementar em Zebrafish

A avaliagdo do quadro osteoporoético, seguiu-se a obtencdo de dados
histoquimicos adquiridos dos animais submetidos aos diferentes tratamentos, controle
(CT), osteoporotico sem tratamento (PN), osteoporético submetido a nanomaterial
contendo estréncio (NM-Sr) e osteoporotico submetido ao tratamento com ranelato de
estroncio (R-Sr). Apods 7 dias, estes foram submetidos a técnica histoquimica de
alizarina red S, citoquimica para analise da atividade da enzima fosfatase acida
resistente a tartarato (TRAP) e com a utilizagdo de marcagao radiologica para
caracterizagdo macro esquelética. Além disso, tiveram amostras de sangue retidas
(aproximadamente 10 pyL por animal) para analise das concentragdes séricas de

elementos quimicos.

A laminas submetidas a analises citoquimicas e histoquimicas, foram
analisadas morfometricamente quanto a intensidade e area de marcacgao, obtendo-se
dados a respeito da distribuicdo do calcio (indicador de mineralizagao) das mesmas.
Para a sugestiva de aumento da atividade osteoclastica, a analise morfométrica das
areas de reabsorcdo em escamas aplicamos a técnica citoquimica para fosfatase
acida resistente a tartarato (TRAP). A avaliagéo do efeito sobre toda a estrutura 6ssea

do modelo experimental foi acessada com a utilizacdo da técnica associando o MDP
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a radionuclideo **™Tc o qual permite identificar a distribuicdo por emissao de radiagéo
gama de centros de ossificagdo sugestivamente relacionada a centros concentradores

de osteoblastos ativos. O detalhamento metodoldgico segue abaixo.
4.2.2.1.1 Avaliagao osteogénica das escamas de Zebrafish

Ao final do experimento (T7dias), cerca de 10 escamas foram removidas da
porcao lateral anterior de cada animal, de cada grupo experimental (CT, PN, NM-Sr e
R-Sr) com auxilio de pinga cirurgica e mantidas em tubos cénicos devidamente
identificados contendo solugcdo aquosa de alcool 70%. Apos serem depositadas sobre
ldamina histolégicas, um valor minimo n = 30 escamas passaram ao processo de
coloracao com vermelho de alizarina, e um n = 35 escamas foram submetidas ao

meétodo citoquimico TRAP.
e Alizarinared S

Para evidenciar a distribuicdo de calcio nas escamas, as laminas de cada
individuo foram coradas por 10 minutos, utilizando técnica adaptada de Loiacomo
(2010). Apos as escamas secarem (n = 5 escamas por animal) sobre laminas
histolégicas em estufa a 60°C por pelo menos 24 horas, essas foram coradas por 10
minutos em solugao aquosa contendo 0,1% de alizarina red (Sigma, Brasil) (0,02 g
em 2 mL de agua destilada), seguida por 3 lavagens em agua destilada, e posterior
remogao de pigmentos lipidicos, gotejando-se solugcdo de perdxido de hidrogénio a

20% (Reagen, Brasil) e lavadas em agua destilada.
e TRAP

Para evidenciar a atividade da fosfatase acida resistente ao tartarato nas
escamas, submetemos as laminas obtidas conforme descrito anteriormente a método
citoquimico adaptado de Pasqualetti (et al., 2015). Laminas histolégicas (n = 5
escamas por animal) foram pré-incubadas em temperatura ambiente em 2 mL de
solugdo aquosa contendo 5% de sacarose, 20 mM de tartarato de sédio (Synth, Brasil)
em 0,1 M de tampéo acetato (Synth, Brasil) pH 5,2 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos este tempo, foram incubadas em camara umida por mais 1 hora, em

solugdo contendo para cada 0,5 mL de agua destilada, 1% de sulfato de sodio (Synth,
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Brasil), 1 mM de Beta-glicerol fosfato (Sigma, Brasil) e 2 mM de nitrato de chumbo (Pb

(NO3)2) (Dinamica, Brasil). Em seguida as foram lavadas 3 vezes em agua destilada.

Depois de prontas, as escamas das técnicas citadas acima foram analisadas
em microscopio 6ptico eclipse E1 (Nikon), com sistema de aquisicdo de imagens
Axican (Zeiss). As imagens digitalizadas obtidas com objetiva de 10x, foram calibradas
com régua micrométrica e processadas para a analise morfométrica, sob forma de
%médio da area de marcacédo e intensidade média, utilizando-se os programas

computacionais Imaged (FIJI), Excel (Microsoft) e Prims5 (GraphPad).
4.2.2.1.1 Avaliagao osteogénica corporal de Zebrafish

Os animais foram divididos em 4 grupos: CT, PN, NM-Sr e R-Sr, contendo um
total de 8 animais cada, e mantidos em tanques com capacidade para 4,25L de agua
contendo 25 pM de prednisona diluido em um volume igual a 2,1L, assim como
preconizado por (Vrieze et al., 2014), com trocas diarias de 1/3 do volume total de
agua. O processamento deles para as inje¢des ocorreu assim como descrito na segao

4.2.2 deste capitulo.

Para a obtencdo das imagens e dados da particdo do %"Tc+MDP, os
exemplares de cada grupo foram anestesiados em 2 momentos: (i) sedagao leve em
solugdo contendo 50 uL de eugenol (Biodindmica, Brasil) em 100 mL de agua
destilada, adaptada de Grush (NOAKES & MOCCIA, 2004), para aplicagéo de injegéao
celomatica contendo 10 L de **™Tc/MDP em uma taxa de marcagéo igual a 3 uCi em
formulacdo adaptada de Zhao (et al., 2012); e (ii) 1 hora apds a injecao contendo
9mTc/MDP, foi realizada uma nova anestesia em solugdo adaptada de Grush
(NOAKES & MOCCIA, 2004) contendo 700 uL de eugenol (Biodinadmica, Brasil) em
100 mL de agua destilada e os animais foram levados para a camara de cintilografia
a raios gama (Nuclide), para obtengédo da imagem. O equipamento foi calibrado para
realizar analise de dados a partir de uma fonte de radiagéo de *™Tc, com um periodo
de coleta de radiagao por imagem de 300 segundos, em uma matriz de 256x256x16
e uma orientagdo do animal em um eixo de 90°. Apds a obtengdo das imagens, os
animais foram eutanasiados em solugdo também adaptada de Grush (NOAKES &
MOCCIA, 2004), contendo 2 mg de eugenol (Biodinamica, Brasil) em 100 mL de agua
destilada, por 10 minutos.
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4.2.2.1.3 Avaliacdo das concentragdes séricas de elementos

quimicos

A terceira sequéncia de ensaios no mesmo molde, forneceu material a ser
analisado por espectrometria de reflexao total por fluorescéncia de raio X (TXRF), a
fim de se determinar as concentragdes de elementos quimicos presentes no sangue
total apds o periodo de 7 dias. Para isso, foram coletadas amostras de sangue dos

animais utilizados no item 4.2.2.1.1 para retirada de escamas.

Ao final do periodo (Trdias), ap6s indugdo da eutanasia em agua gelada (0 - 4°C)
e contencao fisica, houve a retirada de sague através de puncgao cardiaca de n =5
exemplares de cada grupo apresentado nesta dissertacéo. Para isso, foram utilizadas
seringas 31 gauge (BD Ultra-Fine™) contendo 10 uL de EDTA a 10%, obtendo-se
cerca de 10 yL de sangue para analise de TXRF. O sangue foi mantido em tubos
cbnicos e congelados, antes do procedimento de digestdo acida utilizando-se acido
nitrico a 5%. Um volume de 10 L da solugao resultante foi depositada sobre discos
de quartzo (suporte de amostra) e levados para secar em estufa (TECNAL, modelo
TE-394) a 60 °C, por 15 minutos.

Apos este periodo, o material foi analisado no equipamento S2 PICOFOX
(Bruker Nano GmbH). O tubo de raio X com um &dnodo de molibdénio (Mo) (17,5 keV),
foi operado a 50 kV e 600 pA. Os raios X caracteristicos, foram expostos utilizando
um detector com janela de silicio de 10 mm?, sob ar atmosférico. A resolugéo (largura
meia altura), foi <160 eV para Mn Ka 10 kcps, enquanto a janela de berilio tinha 100
Mm de espessura. O tempo de excitagao usado foi de 500 segundos. Avaliagao de
espectros e quantificacdo de elementos foram realizados com o software PICOFOX.
Alguns parametros do espectrdmetro foram avaliados e calibrado periodicamente para
garantir a qualidade dos resultados: corregdo de ganho, resolugao espectroscopica,
sensibilidade e precisdo da quantificacdo. O padrao interno utilizado foi galio na
concentragado de 2 mg/L. Os elementos analisados foram expressos de acordo com
as concentragdes de calcio (Ca), estroncio (Sr), fosforo (P), potassio (K), manganés
(Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio (Se), encontrados em cada animal

dos grupos apresentados nesta dissertacao.
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4.2.3 Processamento metodologico para a determinagdo de remobilizagéo e

excregdo de estroncio em amostras de agua em 24 horas

Para esta avaliagado foram utilizados um n total = 12 animais (6 animais por
grupo), a fim de se avaliar a excregcdo em curto prazo (24 horas) de individuos
saudaveis (CT) e com fenétipo semelhante a quadro osteoporético induzido pelo uso
da prednisona (PN), ambos tratados com nanomaterial fosfatado contendo estréncio
(NPM-Sr). Para isso, os animais foram separados em 2 grupos e individualmente
mantidos dentro de recipiente contendo 200 mL de agua filtrada. Imediatamente antes
de serem colocados nesses recipientes os animais normais e submetidos a
prednisona foram injetados com solugdo contendo 10 ug/10 pL de NPM-Sr (ficando
estabelecidos como grupos: CT*NPM-Sr ¢ NM-Sr) (ver FIG.4.2.1). Nos periodos de
T1hora, T3horas € Tz24noras, 1 ML de agua de cada recipiente foram coletadas e como
Controle Experimental (CE) amostras de agua provenientes de aquarios sem adigcao
de animais, também foram amostradas. Apds esse periodo, as amostras foram
congeladas e posteriormente analisadas por ICP-MS utilizando um espectrometro da
Agilent Technologies (modelo 7700e), com camara de nebulizagdo de dupla
passagem e nebulizador pneumatico concéntrico. Para essa analise, as amostras
foram acidificadas com (HNO3) para obtengao de acidez final de 2% (v/v) e uma curva
de calibragdo com mesma acidez foi preparada na faixa de 0 a 100 ug/L. As condi¢des
operacionais foram: poténcia do plasma de 1550 W, fluxo de gas auxiliar de 6 L/min,
fluxo do gas de plasma de 15 L/min, fluxo do gas de nebulizagao de 1,09 L/min, modo

“No Gas”, is6topo 88Sr.
4.2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram testados com o auxilio do programa GraphPad
Prism5. Os dados quantitativos que apresentaram distribuicdo normal, foram
analisados utilizando os testes de Curva de Sobrevivéncia, One Way, teste t pareado
e correlagdo de Pearson, e os que ndo apresentaram distribuicdo Gaussiana,
avaliados pelo teste One Way: Kruskal-Wallis. O intervalo de confianca utilizado foi de
95% (p < 0,05).



38

CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO E OBTENGAO DE NANOMATERIAIS FOSFATADOS
CONTENDO ESTRONCIO

A analise por microscopia eletrbnica de varredura demonstrou que apos
secagem, os NPM-Sr se apresentam como agregados de particulas, sendo
predominante (90%) o didmetro desses agregados em 405,3 nm em suspensao

aquosa, conforme obtido por espalhamento dindmico de luz (FIG.5.1.1).

I
e

X9, SB6 Z m CM-UFMG

FI1G.5.1.1 - Imagem de microscopia eletrdnica de varredura, demonstrando a morfologia dos NPM-Sr.

As analise no Zetasizer Nano Series forneceram informagdes sobre o potencial
zeta (), que foi de -33,7 mV e de condutividade em agua de 0,0103 mS/cm. Além
disso, o NPM-Sr apresenta caracteristicas de um material amorfo, o que |he confere
uma importante propriedade para usos biomédicos, visto que materiais deste tipo,

causam menor estresse oxidativo nas células e tém um aumento da mobilidade
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celular, e consequentemente, de sua biodistribuicido (HANCOCK & PARKS, 2000;
SULCZEWSKI et al., 2014).

O potencial ¢ reflete o potencial de superficie das particulas, e influencia
diretamente na estabilidade de dispersao destas, uma vez que, esta relacionado as
cargas elétricas presentes na superficie da estrutura, sendo que, quanto mais elevado
o potencial, mais estavel é a dispersao das NPs (MARIANO, DE OLIVEIRA & ASSIS,
2011; SCHAFFAZICK et al., 2003). Entretanto, para que a dispersao desta na solugéo
seja eficiente, é necessario que o valor do potencial ¢, seja proporcional ao tamanho
da NP.

Em um ensaio realizado por Mariano, (DE OLIVEIRA & ASSIS, 2011) observou-
se que os valores de tamanho e potencial ¢ da NP sintetizada pelo grupo que obteve
melhores resultados, apresentava uma proporgéo de 2:1 (tamanho : potencial). Em
adicao, de acordo com Alves (2010), um potencial ¢ de -33,94 mV, deve apresentar
elevada estabilidade coloidal, uma vez que, a presenca da dupla camada elétrica
externa (camada de Gouy-Chapman), assim como, valores de condutividade (10,3
pNS/cm) que se encontram entre os valores achados para agua destilada (entre 0,5 a
3.0 uS/cm) (EMBRAPA, 2021) e agua mineral (média 150 uyS/cm) (FILHO, BRAZ &
CHAGAS, 2016), sugerindo que estes complexos se apresentam em estado coloidal
em meio aquoso e com significativa estabilidade estrutural devido a sua baixa

dissolugéo, visto que o valor de 10 uS/cm esta mais proximo ao da agua destilada.

Os resultados obtidos pela técnica de EDXMA, demonstram que o nanomaterial
sintetizado por nosso grupo de pesquisa, se apresentava livre de elementos exdticos
aos desejados, obtendo-se picos caracteristicos de oxigénio (O), calcio (Ca),
magneésio (Mg), estrdoncio (Sr) e fésforo (P), que sdo os elementos bases para a

formulagcdo do NPM-Sr.

A relacdo entre a altura dos picos de fésforo, calcio e estréncio sugerem
significativa incorporagao do estroncio dentro do nanomaterial e auséncia significativa
de impurezas (FIG.5.1.2). A determinacgéo de estrdncio no nanomaterial foi realizada
pela técnica ICP-MS, obtendo-se uma concentragdo de 227 + 12 mg/L de estroncio,
correspondendo a 22,7% da massa das NPM-Sr. Além disso, a distribuigdo de fésforo,

oxigénio e magnésio (um importante elemento para as fases metabdlicas da vitamina
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D) (ZITTERMANN, 2013) e as demais caracteristicas de condutividade, potencial e
aspecto amorfo do nanomaterial, permitem sugerir que este é poroso, e que as
insercdes de estrdncio na estrutura podem ter sido nas lacunas criadas por durante
sua formulagdo, abrindo a possibilidade de inser¢cées de outros elementos ou até
mesmo materiais como micro RNAs (miRNAs) em seu interior, transformando este,
em um carreador especifico e/ou de ampla utilizagado, podendo-se tratar diferentes
quadros clinicos com um unico composto que apresenta associacdes adequadas e

com ampla eficiéncia.

CONTAGENS

ke¥

keV (Energia)

FI1G.5.1.2 - Espectro de microanalise de raio X (EDXMA) obtido apds colimagao de feixe eletrdnico
sobre NPM-Sr, demonstrando presenga de oxigénio, calcio, estroncio e fésforo. O carbono observado
tem origem na metalizagéo e base de Termanox necessarios a analise.

5.2 AVALIACOES FiSICO-QUIMICAS DA AGUA EM ENSAIOS DE MANUTENGAO

Os valores para os parametros fisico-quimicos obtidos pelas anélises da agua

dos experimentos: ensaio para avaliagédo das escamas — 8 dias (TAB.5.2.1), ensaio
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para avaliagdo da biodistribuicdo de °"Tc/MDP — 8 dias (TAB.5.2.2) e ensaio de
excrecdo em curto prazo — 24 horas (TAB.5.2.3), demonstram que a qualidade do
ambiente seguiu as especificagdes estabelecidas pela OCDE 203 (2019), durante
todo o periodo experimental.

TAB.5.2.1 - Parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios de acordo com o grupo e o tempo de

analise, para o ensaio de escamas e de elementos quimicos encontrados em amostras de sangue,
em um periodo de 8 dias.

Fisico Quimicos
GP T °C o pH  KH gp?; 02 ppm Nﬁ; total ;va?;
T 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.000 0.0
5 T2 26 £ 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.009 0.25
Ts 26 £1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.009 0.25
T 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.0
% T2 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.25
Ts 26 £1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.0322 0.25
T 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.0
UE') T2 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.25
i Ts 26 +1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.0322 0.25
T 26 +1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.0
2 T2 26 £1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.25
Ts 26 +1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.0322 0.25

nd — ndo detectavel;

a diferenga estatistica significativa entre os grupos, para teste ndo paramétrico, com distribui¢cdo
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nivel de significancia p < 0,05.

TAB.5.2.2 - Pardmetros fisico-quimicos da dgua dos aquarios de acordo com o grupo e o tempo de
analise, em um periodo de 8 dias.

Fisico Quimicos
2 2
GP T oC cl pH KH CcO 0] NH; total NO;
ppm ppm ppm ppm
T4 26 + 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.000 0.0

CT

T2 26 +1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.009 0.25
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Ts 26+ 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.009 0.25
T 26+ 1 nd 7.2 5 11.20 11.0 0.0322 0.0
% T2 26+ 1 nd 7.2 6 9.30 11.0 0.0322 0.25
Ts 26+ 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018° 0.25
T 26+ 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.0
g T2 26+ 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.0322 0.25
- Ts 261 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018° 0.25
T 26+ 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.0322 0.0
2 T2 261 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.0322 0.25
Ts 26 +1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018° 0.25

nd — ndo detectavel;

a b diferenca estatistica significativa entre os grupos, para teste ndo paramétrico, com distribuigdo
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nivel de significancia p < 0,05.

TAB.5.2.3 - Parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios de acordo com o grupo e o tempo de
analise, em um periodo de 8 dias.

Fisico Quimicos

GP T °C ci pH  KH ;?p??i oppm N ’;)’ . total g’p?;
L Tmo 261 nd 72 2 370 110 0.0 0.0
© Tan 261 nd 72 2 370 110 0.0 0.0
s T 263 nd 72 5 930 110 0.0 0.0
57 T 26%1 nd 72 6 1120 110 0.0222 025
Tom  26%1 nd 72 6 1120 110 0.0325 0.0

2 Th 26:1 nd 72 5 930 110 0.0 0.0
S e 26t nd 72 6 1120 110 0.0222 025

nd — ndo detectavel;

a b diferenca estatistica significativa entre os grupos, para teste ndo paramétrico, com distribuigcdo
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nivel de significancia p < 0,05.

Estes mesmos dados demonstram que a concentragcdo de amodnia nos grupos
expostos a PR e tratados, apresentava-se superiores aos do controle (>= 0,018 ppm)
(TAB.5.2.4) sugerindo provavel influéncia sobre o metabolismo do animal. Dados da

literatura relatam que valores de GC (glicocorticoides) superiores a 8 ng/L geram efeito
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negativos, tais como: morte e desenvolvimento patologias em peixes, como observado
em muitos rios do mundo (DANIELS et al., 2018; GONG et al., 2019). Essas
evidéncias indicam que peixes, reagem e sao sensiveis a essas substancias, podendo
desenvolver diversos problemas, sendo um deles o quadro com fendtipo similar a

osteoporose, 0 que é corroborado com os dados apresentados a seguir.

TAB.5.2.4 - Concentragdo de aménia e nitrito, em um periodo de 8 dias .

Grupos
Ensaio
CT PN NM-Sr R-Sr
Amobnia total (NH3) 0,006 + 0,003 0,02+0,0042 0,02+0,0042 0,02+0,0042
Nitrito (NO2) 0,16 £ 0,08 0,16 £ 0,08 0,16 £ 0,08 0,16 £ 0,08

a nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparagao
multipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média + erro padréo.

5.3 ANALISE DE SOBREVIVENCIA

A taxa de sobrevivéncia durante o periodo experimental (T7dias € T24horas) €M
todos os ensaios, foi igual em todos os grupos, apresentando sobrevida em 100%,
tipico do grafico (GRA.5.3.1).

Esses resultados sugerem que todos os compostos testados, nao alteram a
sobrevivéncia dos individuos testados. Tais resultados sugerem que o NPM-Sr,
demonstra ser compativel com seu uso in vivo sem apresentacao de morbidades.
Resultado similar foi obtido por Tonelli (et al., 2016) trabalhando com células
embriogénicas de Tilapia-do-Nilo transfectadas com nanomaterial de matriz. Ainda
que desprovido de Sr, formulagdo nanocarreadora baseada em fosfato desenvolvidas
por nosso grupo de pesquisa, ja dispdes de varios relatos sobre a sua
biocompatibilidade em experimentos in vitro, demonstrado pela falta de alteragcéo da
viabilidade celular (em células do ganglio da raiz dorsal, macrofagos, cardiomidcitos
etc. de camundongos) como os resultados obtidos por Tonelli et al., (2015; 2016 &
ALVARENGA et al., 2015).
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GRA.5.3.1 -Percentual de sobrevivéncia dos exemplares ao longo do tempo experimental (Tsdias). Nivel
de significancia estatistica p < 0,05 (*) conforme determinado por método de comparagao de curva de
sobrevivéncia - Log-rank (Mantel-Cox) test.

Dados de nosso laboratorio mostraram que inje¢des intravasculares com NPM
carreando antimitéticos, antiparasitarios, radiomarcadores e fluorescentes em outros
modelos nado influenciaram na sobrevida de animais como camundongos, tilapias e
Zebrafish. Desta forma, podemos sugerir que o NPM-Sr apresenta baixo impacto na
sobrevivéncia de Zebrafish adultos, em um periodo de 7 dias, por inje¢cao celomatica,

em uma concentragao de 10 ug/10 uL dose.

5.4 AVALIACAO OSTEOGENICA DAS ESCAMAS DE ZEBRAFISH

Visto que o Zebrafish apresenta tamanho variado de escamas em suas porgdes
cranial, toracica e caudal, e que os trabalhos citados nao diferenciaram as escamas
destas regides, bem como n&o especificaram a localizagdo das escamas utilizadas,
nosso grupo optou por selecionar 10 escamas da regido cranial de cada individuo (n
= 10 animais), totalizando 100 escamas coletadas. Durante o processamento destas
algumas foram perdidas, mas tal perda nao foi significativa para influenciar nos

resultados e na viabilidade do experimento.

Uma vez, que seriam realizadas duas técnicas de coloragao com estas, o n final
de escamas obtidas, foi dividido igualmente em dois grupos distintos: (1) coloragao

com alizarina red S e (2) coloragao pela técnica fosfatase acida resistente ao tartarato
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(TRAP), a fim de se obter o n minimo de escamas necessarias para a realizagao dos
ensaios de acordo com a metodologia de coloracdo a ser utilizada (GRA.5.4.1)
(TAB.5.4.1).
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GRA.5.4.1 - Numero de escamas de Zebrafish avaliadas pelas técnicas de alizarina red S e TRAP.

TAB.5.4.1 - Determinacdo do nimero minimo de escamas de Zebrafish.

Grupos
Ensaio n de escamas
CT PN
Taxa de marcagao % Calcio 30 0,39 £ 0,01 0,36 £ 0,012
Reabsorcao 6ssea % TRAP 35 0,15 £ 0,009 0,10 £ 0,003 @

a nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparagéo
multipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média + erro padrao.

Ap06s o estabelecimento do n minimo de escamas para cada tratamento, foram
realizadas as aquisi¢des de dados quanto ao grupo CT, PN, NM-Sr e R-Sr, para um

tratamento de 7 dias.

Assim como os resultado obtidos por Vrieze (et al., 2014), nossos ensaios
também demonstraram que o grupo PN apresentou pela técnica de alizarina red S,
reducdo das areas mineralizadas, acompanhada da diminuicdo da intensidade de
marcagdo no canal vermelho para calcio, associada ao aumento de areas de
reabsorgdo 0ssea nas escamas de Zebrafish, evidenciados pela técnica de TRAP
(TAB.5.4.2).
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JA& o0s grupos tratados com estrbncio, demonstraram resultados
significativamente diferentes ao grupo PN e semelhantes ao grupo CT, indicando que
ambos (NM-Sr e R-Sr), tiveram a dinamica 6ssea influenciada. Estes apresentaram
aumento das areas mineralizadas e da intensidade de marcagédo no canal vermelho
para calcio, e diminuicdo das areas de reabsor¢do 6ssea (TAB.5.4.2). Os dados

qualitativos da avaliagado das escamas sao apresentados na FIG.5.4.1.

TAB.5.4.2 - Remodelagéo 6ssea das escamas de Zebrafish, em 7 dias de tratamento.

Grupos
Ensaio

CT PN NM-Sr R-Sr

Reabsorgao 6ssea %

TRAP 0,45+0,032 0,66 £ 0,01° 0,44 + 0,02 @ 0,49 + 0,022

A 0,
Taxa de marcagdo % 064+0,062 039+007°> 074+0042  0,61+0,063ab
Calcio
Intensidade de U.l. canal

3802 +405,7a 2304 +424,3P 4329+24452a 3574 +364,7 ab
vermelho

a.b njvel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparagéo
multipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média + erro padrao.
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FI1G.5.4.1 - Imagem microscopica demonstrando o aspecto e coloragdo das escamas de Zebrafish, de
acordo com o grupo experimental e técnica histoldgica e citoquimica, em 7 dias de tratamento.
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5.5 AVALIACAO OSTEOGENICA CORPOREA DE ZEBRAFISH

Os valores obtidos da particao corporal, evidenciam que existe um aumento da
taxa de marcacgao por radiomarcador na regiao cranial dos grupos PN, NM-Sr e R-Sr,
além de evidenciarem diminui¢cbes significativas na radiomarcagcao das fragbes

corporal e visceral (TAB.5.5.1).

Entretanto na radiagdo corporal total (TAB.5.5.1), ndo fica evidente o efeito
osteopordético nos grupos PN, NM-Sr e R-Sr, embora seja observado que o complexo
9mMTc/MDP apresenta ampla biodistribuigdo, assim como descrito por McCracken (et
al., 2001).

Os resultados também sugerem que o grupo CT se encontrava saudavel, visto

auséncia de alteragdes nessas porgdes (DE ABREU et al., 2005).

TAB.5.5.1 - Taxa de marcagéo do complexo radiomarcador (CPM), na porgcéo esquelética de
Zebrafish, em 7 dias de tratamento.

Grupos
Ensaio
CT PN NM-Sr R-Sr
CPM animal total (LOG) 1,64 + 0,01 1,64 + 0,03 1,61+ 0,06 1,60 £ 0,04
CPM cabeca (LOG) 5,18 £ 0,22 @ 5,85+ 0,06 " 5,75+ 0,08° 5,54 £ 0,11 ab
CPM corpo (LOG) 5,89 + 0,08 2P 6,00 + 0,06 @ 5,64 + 0,07 be 5,68 + 0,08 ¢
CPM visceras (LOG) 5,54 £ 0,26 @ 4,68+0,27°b 4,31+£0,19°b 4,15+ 0,15°b

a.b. ¢ njvel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparagao
multipla de Dunnett’s, seguido de teste t pareado, média + erro padrédo

Uma vez que o *™Tc pode ser utilizado para o diagnostico e acompanhamento
da osteoporose (IPEN, 2015) devido a sua interagdo com a matriz dssea, € possivel
observar que sua associacdo com o MDP, marque as regides Osseas onde o
remodelamento esta ocorrendo; e como a PR induz um quadro semelhante a

osteoporose em Zebrafish é possivel observar uma maior marcagao nesses grupos.
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A tabela demonstra uma maior taxa de marcagao na porg¢éao cranial dos grupos
tratados com PR e reducao da taxa de marcagao na porgao corporal nos grupos NM-
Sr e R-Sr em relagdo ao grupo PN. O aumento na taxa de marcagdo pode estar
relacionado a propensdo de microfraturas devido a osteoporose no cranio e nas
vertebras do Zebrafish, caracteristica similar ao observado em camundongos e
humanos (GUARNIERO & OLIVEIRA, 2004; CESAR et al., 2013; SIQUEIRA, 2014).

Ja a reducgao da taxa de marcacao, pode ser um indicativo de eficiéncia do
tratamento, visto que este tem como objetivo final aumentar a DMO. Apesar do grupo
R-Sr apresentar-se diferente do grupo CT, deve-se lembrar que altas concentracdes
de estréncio foram consideradas prejudiciais a saude (EMA, 2014), logo o efeito
observado no grupo NM-Sr, sugere que este, possa ser mais eficaz no quesito de uma
remissao sem o comprometimento e/ou desenvolvimento indesejado de propriedades

relacionadas ao metabolismo 6sseo.

Um outro fator visualizado, é a redug¢ao da taxa de marcagao nas visceras dos
grupos PN, NM-Sr e R-Sr em relagdo ao CT, uma vez, que o tempo de exposigao ao
complexo *™Tc/MDP foi de 1 hora para todos os grupos. Este achado levanta a
hipétese de que, como o complexo néo se liga facilmente a matriz 6ssea devido ao
tecido 6sseo estar maduro (IPEN, 2015) no grupo CT, o composto tende a ficar se
movimentando pela corrente sanguinea até sua excregao, e com esta tem um tempo
superior a 1 hora, a porgao visceral por ser tdo bem irrigada quanto as outras regides
do corpo, acaba apresentando uma maior captagdao do complexo no grupo CT, quando

comparado aos demais grupos.

Além disso, comparando os dados obtidos neste trabalho aos obtidos por
Doroudi (et al., 2012), podemos inferir que a PR pode influenciar na osteogénese, mas
que isso depende da dose e duracdo da administragdo, e para que o complexo
radiomarcador atinja o local acometido através do fluxo sanguineo no 0sso, e seja
capaz de produzir uma imagem, € necessario que a DMO minima devido a ligagao do

radiotracador a superficie de hidroxiapatita, seja alcancada.
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5.6 AVALIAGAO DAS CONCENTRAGCOES DE ELEMENTOS QUIMICOS EM
AMOSTRAS DE SAGUE DE ZEBRAFISH

As concentragdes de calcio (Ca), estroncio (Sr), fésforo (P), potassio (K),

manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selénio (Se) obtidos, sao

apresentadas na tabela 5.6.1.

TAB.5.6.1 - Concentracdo de elementos quimicos, presentes em amostras de sangue de Zebrafish,

em 7 dias de tratamento.

Grupos
Elemento Quimico
CT PN NM-Sr R-Sr
Calcio mg/L (LOG) 1,27 £ 0,01 2 1,11 £ 0,06 © 1,28 +0,032 1,27 £ 0,04 2P
Estroncio mg/L 0,09 + 0,005 2 0,07 + 0,009 ® 0,10 £ 0,005 ¢ 0,75+ 0,06 ¢
Fosforo mg/L (LOG) 4,74 £ 0,01 4,79 £ 0,06 4,85+ 0,01 4,83 +£0,03
Potassio mg/L (LOG) 5,18 + 0,01 2P 5,05+ 0,06 @ 5,24 +0,01° 5,18 + 0,04 2°b
Manganés mg/L 0,07 +0,002 @ 0,04 + 0,005 ® 0,08 + 0,012 0,06 + 0,002 2>
Ferro mg/L (LOG) 4,07 +0,02 2 4,10+ 0,08 @ 4,30+0,01° 4,15+ 0,04 2>
Zinco mg/L 1,35+0,19 2 1,84 + 0,29 ab 2,18+0,09° 1,71+ 0,11 2P
Cobre mg/L 0,28+ 0,022 0,15+0,02° 0,21 + 0,008 2.» 0,19+0,02°
Selénio mg/L 0,006 + 0,00032 0,01 +0,003° 0,007 £ 0,001 2 0,01 + 0,003 2

a,b.¢.d njvel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparacgéo
multipla de Dunnett’s, seguido de teste t pareado, média + erro padréao
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Os dados obtidos pela concentragdo de calcio (Ca), demonstram que 0s grupos
tratados (NM-Sr e R-Sr), apresentaram valores iguais aos de individuos controle,
enquanto os provenientes de PN apresentaram valores menores. Estes dados
demonstram um quadro de hipocalcemia nos fluidos séricos, compativel com os dados

obtidos pelas técnicas morfoldgicas e analiticas prévias.

Ja os dados obtidos pela concentragdo de estroncio (Sr), de forma similar ao
esperado, apresentaram também concentragao inferior no grupo PN em relagdo aos
CT e demais tratamentos. De forma diferente, os grupos NM-Sr e R-Sr tiveram a
concentracdo elevada, demonstrando haver uma distribuicdo digna de nota,
significando a mobilizacao e retengao desse elemento, mantendo patamares internos
em niveis diferentes. Devemos ressaltar, que a dose aplicada neste trabalho
aparentemente elevada, mimetizou as utilizadas em mamiferos como humanos e
roedores (MARIE et al., 1993; SERVIER, 2015).

Em humanos a concentragdo normal de estroncio sérico pode variar de regiao para
regido, sendo encontrados valores variando de 34,6 £ 172 ng/mL (FORRER et al.,
2001; SOMAROUTHU et al., 2015). Visto que Ca?* e Sr?*, competem pelos mesmos
receptores celulares, € normal o aparecimento de hipocalcemia em individuos que
ingerem altas doses de estroncio (ROCHA et al., 2005), entretanto, no periodo de 1
semana nao € possivel observar quadro similar a hipocalcemia nos grupos NM-Sr e
R-Sr. Mas atencgao terapéutica deve ser dada a concentracoes elevadas de estroncio
sistémico, que podem causar o aparecimento de doengas Osseas, inibir vias
metabodlicas como a da sintese de 1,25 di-hidroxivitamina D que é essencial no
processo de remodelagem (ROCHA et al., 2005). Isso ressalta os dados obtidos no
presente estudo, pois pode sugerir que a baixa dose terapéutica, seria adjuvante no

processo de mineralizacdo 6ssea.

Em relagédo ao fésforo (P), ndo é possivel observar diferenga entre os grupos. O
fésforo € um elemento abundante e muito difundido em sua distribuicdo. E o principal
anion intracelular em mamiferos. O fosforo corporal total em um homem de 70 kg é
cerca de 700 a 800 mg, 85% dos quais estao no esqueleto na forma de hidroxiapatita;
os 15% restantes estao em tecidos moles. Quase todo o fésforo encontrado no espaco
do fluido extracelular, esta na forma de fosfato inorganico. O fosfato inorgéanico sérico,

reflete apenas uma porcentagem muito pequena do fésforo corporal total; no entanto,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Somarouthu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28031925
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é facilmente mensuravel, sendo viavel para elucidar sobre o status, dos estoques de
fésforo do corpo (WALKER, HALL & HURST, 1990). Os dados obtidos demonstram
que o equilibrio homeostatico ndo sofreu influéncia significativa entre os grupos para

7 dias de tratamento.

O potassio (K) por sua vez, apresentou pouca diferenga entre os grupos testados.
As concentragdes deste elemento variaram apenas entre os tratamentos PN e NM-Sr.
O potassio é o cation mais abundante no fluido intracelular (apenas 2% do potassio
corporal total, pode ser encontrado no liquido extracelular), e desempenha um papel
vital na manutencgao das fungdes celulares normais. Assim, a homeostase do potassio
através da membrana celular, € critica, visto que uma inclinagao neste equilibrio, pode
resultar em diferentes doencgas, podendo algumas serem fatais. Tanto o estresse
oxidativo (OS) quanto o desequilibrio de potassio, podem causar problemas de saude
(UDENSI & TCHOUNWOU, 2017; LAUR et al., 2020). Em uma pessoa normal e
saudavel, o potassio plasmatico € mantido dentro de uma faixa estreita de 3,5 — 5,0
mEq/L (LEE-LEWANDROWSKI, BURNETT & LEWANDROWSKI, 2002).

O manganés (Mn), também apresentou variagdo entre os grupos experimentais.
Menores valores séricos presentes no grupo PN, podem sugerir a exemplo do

encontrado para o potassio concentragdes metabdlicas subdtimas nesse grupo.

O manganés (Mn) é um elemento essencial, que esta envolvido na sintese e
ativagdo de muitas enzimas, e na regulagédo do metabolismo da glicose e lipidios em
humanos. Além disso, € um dos componentes necessarios para a superoxido
dismutase de Mn (MnSOD), que é principalmente responsavel pela eliminagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), no estresse oxidativo mitocondrial. Tanto a
deficiéncia de manganés quanto a intoxicagdo, estdo associadas a efeitos adversos
metabdlicos e neuropsiquiatricos (LI & YANG, 2018). Ainda que seu aumento possa
levar a toxicidade e a quadros fenotipicos semelhantes ao Parkinson, sua redugao
prejudica o crescimento e fungao reprodutiva, gerando anormalidades esqueléticas e
alteragdes metabdlicas de lipidios e carboidratos (ZHAO, XIA & WANG, 2014,
BAKTHAVATSALAM et al., 2014; LAUR et al., 2020).

Os dados referentes ao ferro (Fe), apresentam elevagao no tratamento NM-Sr, ndo

diferindo do tratamento R-Sr. O Ferro é vital para o desenvolvimento normal - sua
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aquisicao pelos glébulos vermelhos (RBCs), permite a produgédo de hemoglobina (Hb)
e o fornecimento de oxigénio aos tecidos em desenvolvimento. As células de
vertebrados, obtém ferro principalmente por meio de receptores de transferrina (Tf),
que se ligam ao transportador de ferro. Intracelularmente sdo armazenados na
proteina ferritina ou seu derivado hemossiderina. Em humanos, sua elevacao pode
causar problemas hepaticos, cardiacos (LAUR et al., 2020). Por esse motivo,
consideramos que analises adicionais devam ser efetuadas, a fim de determinar se

esse feito deriva da presenga do Sr.

O zinco (Zn) por sua vez, apresentaram aumento sérico nos tratamentos PN, NM-

Sr e R-Sr, (todos submetidos ao pré-tratamento com prednisona) em relagéo ao CT.

O zinco € um mineral essencial, necessario para o crescimento normal do
esqueleto e a homeostase 6ssea. Além disso, o0 zinco parece ser capaz de promover
a regeneragao 0ssea, mas, as vias celulares e moleculares através das quais o zinco
promove o crescimento 0sseo, a homeostase e a regeneragao s&o pouco conhecidas.
O zinco pode afetar positivamente as funcbes dos condrécitos e dos osteoblastos,
enquanto inibe a atividade dos osteoclastos, o que € consistente com um papel
benéfico do zinco na homeostase e regeneracao 6ssea (ROOHANI et al., 2013;
O’CONNOR et al., 2020). Alem disso, apresenta fungdes relacionadas a cicatrizagao
e regeneragao celular, sendo que redugdes em suas concentragdes podem causar
disfungdes imunoldgicas e neuroldgicas (STRACHAN, 2010). Estressores fisioldgicos,
incluindo trauma cirurgico, choque hemorragico, lesao térmica e fratura 6ssea, podem
causar reducgdes temporarias nos niveis séricos de zinco (PEKAREK & BEISEL, 1969;
MYERS et al., 1984; BOOSALIS et al., 1988; ; KUMAR, GILL & RATTAN, 1991;
GAETKE et al., 1997), e curiosamente, enquanto os niveis séricos de zinco diminuir
apdés uma lesdo traumatica, os niveis de zinco aumentam no local da leséo
(CALHOUN, CAMPBELL & SMITH, 1970)

Portanto o aparente aumento em organismos tratados pode indicar que o
sistema sanguineo também se encontra em processo de estabilizacdo da sua

homeostase.

Ap6és o ferro e o zinco, o cobre (Cu) € o terceiro oligoelemento mais abundante nos

organismos, sendo suas concentragdes semelhantes as encontradas em amostras de
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solo (SANTOS, 2006). Além disso, estes oligoelementos apresentam relagdo com
fungdes neuronais, sendo de extrema importancia para o bom desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso central (QIAN et al., 2019). Em adi¢do, o cobre é
o cofator de diversos sistemas enzimaticos com importante papel na absorgéo e no
metabolismo do ferro (LAUR et al., 2020), assim como atua na cicatrizagao de feridas
e tem fungdes imunoldgicas. Sua deficiéncia pode estar relacionada a osteopenia e
a anormalidades articulares, assim como despigmentacdo da pele (STRACHAN,
2010). Ainda, os valores encontrados por Forrer, (2001), apresentam-se mais

elevados em humanos do que em Zebrafish.

O selénio (Se) demonstra um aumento no grupo PN. Foi relatado que a
inadequacao de selénio, pode retardar o crescimento e alterar o metabolismo 6sseo
(MORENO-REYES et al., 2001; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012), e que a
concentracdo de selénio no sangue, esta inversamente relacionada a taxa de
renovagao Ossea e positivamente correlacionada com a prevaléncia de baixa
densidade mineral 6ssea (DMO) em humanos (HOEG et al., 2012). A baixa ingestéao
de selénio, € associada ao aumento do risco de doengas 6sseas (ZHANG 2006;
JOHNSON, FORDYCE & RAYMAN, 2010; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012;
MANOLAGAS, 2010).

Os resultados dos estudos mecanisticos sugeriram um mecanismo subjacente, ou
seja, o do selénio desempenhando um papel essencial na defesa antioxidante,
apoiando a vigilancia imunoldgica, a proliferacao e diferenciagao celular (SAITO 2003;
ZHANG 2006; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012).Entretanto, ainda que concentragdes
superiores tenham sido encontradas em PN, estes valores sdo inferiores aos
encontrados em soro humano por Forrer, (GAUTSCHI & LUTZ, 2001).

De acordo com ensaios realizados por LEE (et al.,, 2019) redugbes nas
concentragcbes de selénio, zinco e cobre em humanos podem estar relacionadas a
problemas imunologicos que podem levar a 6bito, como por exemplo sepse e

respostas inflamatodrias.

As analises de correlagao de Person, obtidas das regressdes entre pares de cada
grupo experimental, demonstrou que os animais do grupo PN apresentaram 34
correlagdes significativas, diferindo do numero de correlagées observadas em CT (7),
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NM-Sr (2) e R-Sr (13) (TAB.5.6.2, TAB.5.6.3, TAB.5.6.4 e TAB.5.6.5), sugerindo que
a aplicagao da prednisona, atua sistematicamente na perda da homeostase de
diversos elementos quimicos, sendo passivel sugerir quadro de remissao, quando os

valores se assemelham aos observados nos animais do grupo CT.

TAB.5.6.2 - Correlagao elementar dentro do grupo CT, em 7 dias de tratamento.

Elemento Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se
quimico

Ca

Sr 0,852

P 0,32 -0,11

K 0,15 -0,23 0,75

Mn 0,842 0,51 0,77 0,54

Fe 0,22 -0,24 0,882 0,962 0,65

Zn 0,27 0,23 0,45 0,67 0,47 0,53

Cu 0,60 0,61 -0,01 0,38 0,41 0,22 0,64

Se 0,12 -0,14 0,81 0,862 0,55 0,832 0832 0,26

2 nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlagao de Pearson.

TAB.5.6.3 - Correlagao elementar dentro do grupo PN, em 7 dias de tratamento.

Elemento Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se
quimico

Ca

Sr 0,96

P 0912 0,842

K 0,982 0932 095°

Mn 0,942 0982 0,842 0,922

Fe 0,952 0982 0,892 0,922 0,97

Zn 0,842 0,77 0,982 0,902 0,78 0,842

Cu 0,932 0872 0982 0,982 0852 0,872 0,942

Se 0,922 0,92@ 0,922 0912 090°@ 09?2 0892 0912

a nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlacdo de Pearson.

TAB.5.6.4 - Correlagao elementar dentro do grupo NM-Sr, em 7 dias de tratamento.

Elemento Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se
quimico
Ca
Sr 0,64

P 0,63 0,24
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K 0,29 0,10 0,862

Mn 0,35 0,23 0,11 0,18

Fe 0,41 0,16 -0,11 -0,37 0,69

Zn -0,26 -0,43 0,22 0,15 -0,04 0,14

Cu -0,37 -0,49 0,26 0,25 -0,24 -0,11 0,96°

Se 0,14 -0,26 -0,10 -0,46 0,14 0,75 0,55 0,37

 nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlagdo de Pearson.

TAB.5.6.5 - Correlagao elementar dentro do grupo R-Sr, em 7 dias de tratamento.

Elemento Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se
quimico

Ca

Sr 0,82

P 0,992 0,81

K 0,982 0,85 0,992

Mn 0,52 0,57 0,62 0,67

Fe 0,65 0,68 0,74 0,79 0,972

Zn 0,62 0,59 0,71 0,74 0942 0,982

Cu 0,85 0,64 0912 091 0,82 0892 0,902

Se 0,59 0,65 0,68 0,72 0942 0,982 0,982 0,85

? nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlagdo de Pearson.

5.7 AVALIACAO DA EXCREGAO DE ESTRONCIO EM AMOSTRAS DE AGUA EM
24 HORAS

A concentragao de estroncio pode variar dependendo do ambiente, uma vez que
ele se distribui de forma diferente sobre a crosta terrestre. Nos oceanos por exemplo,
sua concentracdo média é de 7,7mg/L (FAURE, 1986), enquanto em aguas
subterraneas e pluviais pode variar de 6 a 874ug/L (BANNER, MUSGROVE & CAPO,
1994; BANNER, 2004). Desta forma, faremos uma comparagéo baseando-se nos
valores obtidos no ICB-UFMG.

A TAB.5.7.1 demonstra que n&o ha diferencga significativa nas concentragdes
de estréncio apos 1 hora nos grupos controle experimental (CE), controle tratado com
NPM-Sr (CT*NPM-Sy @ osteopordtico tratado com NPM-Sr (NM-Sr). Entretanto com o

passar do tempo a concentracdo deste elemento comega a se elevar nos grupos
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tratados, demonstrando que em 3 horas ocorre um aumento da excregao nos grupos
CT*NPM-Sr ¢ NM-Sr. Sendo esta mais elevada no grupo CT*NPM-St Provavelmente isso,
se deve ao fato da mobilizagcdo dos elementos. Ja em 24 horas parece haver uma
estabilizacdo na excregdo devido ao valor ser similar ao observado no grupo em

T3horas.

TAB.5.7.1 - Concentragéo de estréncio em amostras de agua, em um periodo de 24 horas.

Grupos
Ensaio
CE CTNPV-Sr PN
Concentragdo pg/L de 8Sr em Tihora 41,10+0,0 40,35 + 3,01 46,38 £ 2,55
Concentragao ug/L de 88Sr em Tanoras 41,10+0,0 62,33+ 1,692 54,65+ 6,482
Concentragao ug/L de 88Sr em T24noras 41,10+0,0 53,97 £ 2,662 59,34 £ 0,832

a nivel de significancia p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparacgéo
multipla de Dunnett’s, seguido de teste de comparagéo multipla de Bonferroni’s, média * erro padrao

Estes dados levantam a possibilidade de ensaios para avaliacido da taxa de
depuracéo e residéncia de nanomaterial, uma vez que, nao houve modificagao entre
as taxas excretadas entre os individuos normais e osteoporéticos, tratados com o

nanomaterial entre T3ahoras € T24horas.
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CAPITULO 6. DISCUSSAO GERAL

O NPM-Sr se mostrou biomimética compativel com a remissdo do quadro com
fendtipo semelhante a osteoporose no Zebrafish. Além disso, sua comparagao com a
forma injetada de Sr, apresenta-se como potencial formulagdo, e apresentando
vantagens como redug¢ao do principio ativo em cerca de 75 vezes com manutengéo
de efeito terapéutico e minimo efeito sobre fluidos corporais, para um periodo de 7

dias.

Desta forma, os dados aqui apresentados, sdo fundamentais para o
estabelecimento de novas estratégias de tratamento partindo de configuragdes
bioldgicas de facil manuseio, obtengcdo e com reatividade que permitam mimetizar
seus potenciais efeitos em vertebrados. De forma complementar, estabelecemos a
correlagao de oligoelementos tragcos a novas estratégias terapéuticas, algo de extrema

necessidade.

Esses dados sugerem, que o NPM-Sr apresenta um potencial terapéutico para
o tratamento de quadro fenotipico semelhante a osteoporose induzida pelo uso de
glicocorticoides em modelo experimental de Zebrafish, e que sua agao, pode ser
identificada neste modelo, a partir da primeira aplicacdo em uma dose semanal e de

baixa concentragao.

O uso do Zebrafish para analises farmacoldgicas tende a torna-las mais simples
e de facil repeticdo, visto o facil manejo dos animais (SPENCE et al., 2006). A
utilizacao da prednisona em modelo experimental Zebrafish, confirmou que esta pode
alterar diretamente n&o apenas as caracteristicas externas dos peixes (escamas),
mas também, reflete no quadro osteopordtico em niveis metabdlicos e
microestruturais, passiveis de serem analisadas de forma reprodutivel e viavel,
possibilitando deste modo, a abertura para avaliagdo de novas abordagens
terapéuticas. Ainda que de forma similar a outros modelos, ndo se deve negligenciar
potenciais efeitos secundarios associados como: o0 estresse, e processos
inflamatodrios, eventualmente citados pelo uso de prednisona, ainda que, nenhuma vez

tenham sido avaliados em nosso estudo.
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Os resultados obtidos, permitem-nos sugerir que as metodologias escolhidas
para a realizagao dos ensaios em Zebrafish adultos, séo viaveis para testes iniciais

de outras drogas ou formulagdes.

Embora o imageamento n&o tenha possibilitado neste modelo a visualizagao
de possiveis alteragcbes Osseas, neste estudo, a utilizagdo de radiomarcadores
(**"Tc/MDP) sdo um marco de novas estratégias de estudos para esse modelo
experimental, ja que auxiliam na visualizagdo e diagnostico, referentes ao
recrutamento osteoblastico, e consequentemente, neoformacgao dssea, assim como a
abordagem de aplicagdo celomatica, como métodos inéditos na literatura (DE
BARROS et al., 2012).

Os resultados aqui obtidos, demonstram que as determinac¢des de elementos
quimicos por técnica analitica, contribui eficientemente na determinacao dos niveis
séricos nesse modelo, bem como em sua potencial via de excre¢gdo. Também
demonstram que ha uma relagao entre os elementos quimicos e o bem-estar animal,
visto que muitos deles se relacionam com fatores patoldgicos, como por exemplo, a
perda de massa 6ssea. Esses dados ainda trazem a luz, uma perspectiva de que a
resposta inflamatdria desenvolvida nos grupos tratados, tende a alterar as
concentracdes dos elementos para valores inferiores ou superiores aos observados
no grupo CT e inferiores ao visualizado no grupo PN, sendo este, um indicio de que
os tratamentos de alguma forma estao impactando na biodistribuigdo dos elementos,
e consequentemente, atuando sobre o metabolismo 6sseo dos animais, visto os

resultados obtidos nos demais ensaios apresentados.

Com isso, sugerimos que o Zebrafish seja considerado como um modelo viavel
para estudo translacional de novas terapias em modelo de osteoporose induzida por
prednisona, sendo aplicaveis com facilidade tanto técnicas de rotina citoldgica,
histologica e morfométrica como técnicas analiticas como a de imageamento nao
invasivo com a utilizacao de radionuclideos, fluorescéncia de raio-x e tomografia.
Assim como demonstramos que o NPM-Sr sintetizado por nosso grupo, tem uma
possivel acdo terapéutica no quadro desenvolvido em Zebrafish, podendo ser
considerado como uma abordagem no tratamento da osteoporose induzida pelo uso
de glicocorticoides como a prednisona.
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CAPITULO 7. CONCLUSAO

A metodologia de injecdo intracelomatica e o tratamento utilizando
nanomaterial fosfatado contendo estréncio, permitiram visualizar a remissao do

quadro semelhante a osteoporose.

As metodologias aplicadas permitiram qualitativamente identificar as principais

caracteristicas relacionadas ao fendtipo osteoporético.

A utilizacdo de estroncio em baixas dosagens dentro de estruturas

nanomeétricas, permitiram a visualizar remiss&o de quadro semelhante a osteoporose.

As concentragdes de estroncio excretadas demonstram que ha mobilizagao
interna deste elemento em direcdo ao meio externo de forma similar em animais

saudaveis e osteoporoticos tratados com NPM-Sr.

O modelo de Zebrafish permite a visualizacdo de quadro semelhante a
osteoporose, tanto em ensaios por escama quanto por radiomarcagéo do corpo e

analise elementar em amostras de sangue.

O comportamento elementar e morfologico utilizando Zebrafish para quadro
semelhante a osteoporose demonstrou similaridade com humano, demonstrando que

este € um modelo translacional viavel para analise da osteoporose.
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CAPITULO 8. PERSPECTIVAS

Para melhor compreendermos os resultados aqui obtidos e estabelecermos uma
melhor forma de insercdo da nanoestrutura desenvolvida na sociedade, citamos

abaixo algumas das avaliagdes que pretendemos realizar em estudos futuros:

¢ Analise de FET para cardiotoxicidade e genotoxicidade;

e Analise de MicroRNAs relacionados a osteoporose e o emprego destes em
nanoparticulas;

e Analise da expressao génica;

e Avaliacido dos efeitos Adversos — cardiotoxicidade, alteragdes hormonais,
alteragcdes neuroldgicas;

¢ Avaliacao das possiveis influéncias fisicas do NPM-Sr.
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Prezado(a):

) _ CEUA
COMISSAQ DE ETICANO USO DE ANIMAIS

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situac8o de uma solicitacao.

Protocolo CEUA: 388/2018

Titulo do projeto: Desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o fratamento da osteoporose
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Jose Dias Correa Junior

Unidade: Instituto de Ciencias Biclogicas

Departamento: Departamento de Morfologia

Situagéo atual: Decisgo Final - Aprovado

Aprovado na reunio do dia 25/02/2019. Validade: 25/02/2019 a 24/02/2024
Belo Horizonte, 26/02/2019.

Atenciosamente,

Sistema Sclicite CEUAUFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2% Andar, Sala 2005
31270-501 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br

FIG.A1.1 - CEUA



