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RESUMO 

 

A osteoporose é uma doença osteometabólica, que afeta principalmente mulheres 
pós-menopausa e idosos, sendo relacionada ao desequilíbrio entre a taxa de 
reabsorção e síntese óssea. As terapias disponíveis para o tratamento clínico, utilizam 
fármacos de baixa absorção, que requerem administração diária ou um tratamento 
semanal, mensal ou semestral, com compostos de alto custo. Sabendo que o 
desenvolvimento de formulações e terapias mais acessíveis, auxiliam na obtenção de 
uma melhor qualidade de vida para o paciente, apresentamos nesta dissertação os 
resultados da síntese e avaliação in vivo, de nanomaterial fosfatado contendo 
estrôncio (NPM-Sr), no tratamento de quadro semelhante a osteoporose induzida por 
prednisona, tendo como modelo animal o Zebrafish (Danio rerio), em um período de 
7 dias, além de fazemos uma comparação deste tratamento, frente ao ranelato de 
estrôncio. Nesta abordagem utilizamos 4 grupos experimentais (controle – CT, 
osteoporótico – PN, osteoporótico tratado com nanomaterial fosfatado contendo 
estrôncio – NM-Sr e osteoporótico tratado com ranelato de estrôncio – R-Sr), 
composto por 10 animais cada. Os dados foram adquiridos através de técnicas 
histológicas (histoquímica e citoquímica) e analíticas (EDXMA, TXRF, radiomarcação 
com 99mTc/MDP e ICP-MS), a fim de avaliar a homeostase do cálcio, mecanismos de 
remodelação óssea e dinâmica de elementos químicos. Os resultados demonstram, 
que o estrôncio nanocarreado é capaz de melhorar o aspecto das escamas 
comparado ao grupo PN (diferença média -0,3551, p < 0,05), e das concentrações 
séricas de elementos químicos como o cálcio e o cobre, frente este mesmo grupo 
(diferença média -0,1697 e -0,0618, p < 0,05, respectivamente), além de demonstrar 
menor alteração nas concentrações de estrôncio em relação ao grupo R-Sr (diferença 
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 concentrações 228 vezes inferior ao 
preconizado no tratamento com o ranelato de estrôncio. 

Palavras-chave: Osteoporose induzida por glicocorticoide; Zebrafish; Nanomaterial 
fosfatado; Ranelato de Estrôncio. 
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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 99mTc/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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CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 

 

A osteoporose é a doença osteometabólica crônica mais comum da atualidade, 

acometendo mais de 200 milhões de indivíduos em todo o mundo (COOPER, 

CAMPION & MELTON, 1992), destes, cerca de 10 milhões são brasileiros. Esta 

patologia se relaciona com vários fatores incluindo a menopausa e o envelhecimento, 

sendo caracterizada pela fragilidade óssea e alterações na sua microarquitetura 

(GALI, 2001), que tem como desfecho clínico mais importante a ocorrência de fraturas, 

que em sua maioria são classificadas como de baixo risco. Com isso, a osteoporose 

é considerada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) um agravante da saúde 

pública, sob o CID10 – M80 - M85 (BRASIL, 2008). 

Como forma de prevenir fraturas e de minimizar alterações da microarquitetura 

óssea, diversos compostos terapêuticos vêm sendo desenvolvidos, entretanto, os que 

tem apresentado uma melhor eficácia, apresentam custo elevado e normalmente não 

são distribuídos pelo Sistema Único de Saúde (SUS), tornando o tratamento pouco 

acessível para os indivíduos de baixa renda. Ainda, os efeitos colaterais causados 

pelo uso destes compostos e suas interações medicamentosas (observadas quando 

o indivíduo realiza tratamento para outras doenças que podem ou não estar 

relacionadas a osteoporose), também podem influenciar na continuidade ou 

descontinuidade do tratamento, podendo agravar o quadro clínico (MARTINS et al., 

2009; DE MORAES et al., 2013).  

Desta forma, a presente dissertação versa sobre o tema “Estrôncio 

nanocarreado na remissão de quadro semelhante à osteoporose em Zebrafish (Danio 

rerio)”, visando o desenvolvimento de um composto com eficácia significativa, baixo 

custo e efeitos colaterais reduzidos. Para tal, propomos inicialmente avaliar a eficácia 

desta nova estratégia em modelo experimental, tendo como instrumentos de análise 

técnicas histoquímicas, citoquímicas e analíticas, que permitiram avaliar a presença 

ou não de baixa massa óssea, e/ou presença de cálcio nos modelos, e iniciar o estudo 

sobre a dinâmica e influência de elementos químicos, tais como o estrôncio.  
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Os ensaios apresentados nesta dissertação, foram aprovados pelo Comitê de 

Ética do Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais – CEUA/UFMG 

sob o protocolo 388/2018 (Anexo 1). 

 

1.1 ROTEIRO DA DISSERTAÇÃO 

 

 Uma revisão da literatura é apresentada no Capítulo 2, com foco no processo 

de remodelação óssea, tratamento da osteoporose e metodologias de avaliação dos 

tratamentos em Zebrafish. Já o Capítulo 3, contém os objetivos gerais e específicos 

desta Dissertação. Os Capítulos de 4 a 6, apresentam os materiais e métodos, 

resultados obtidos pelas diferentes técnicas experimentais utilizadas durante a 

execução desse trabalho e sua discussão. As diferentes metodologias foram 

realizadas nos Instituto de Ciências Biológicas (ICB), Escola de Veterinária, Escola de 

Farmácia, Escola de Engenharia e no Instituto de Ciências Exatas (ICEx) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e no Centro de Desenvolvimento da 

Tecnologia Nuclear (CDTN).  

No Capítulo 4, são descritos os materiais e métodos utilizados para a produção 

e caracterização do nanomaterial fosfatado contendo estrôncio, e para avaliação de 

quadro semelhante a osteoporose, seguido pelo tratamento utilizando formulação 

contendo estrôncio. Já o Capítulo 5, exibe os resultados e a discussão, tendo como 

foco a avaliação osteogênica das escamas, a distribuição corporal de complexo 

radiomarcador  e a avaliação das concentrações séricas de elementos químicos nos 

grupos experimentais, e a depuração de estrôncio em animais saudáveis e com 

quadro semelhante a osteoporose, tratados com nanomaterial fosfatado contendo 

estrôncio (NPM-Sr). 

O Capítulo 6 apresenta uma discussão geral, o capítulo 7 as conclusões e o 

capítulo 8 as perspectivas desta dissertação. 

O CEUA está em anexo (ANEXO 1). 
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CAPÍTULO 2. REFERENCIAL TEORICO 

 

2.1 FORMAÇÃO ÓSSEA 

 

O tecido ósseo pode ser formado por 2 processos que se iniciam na fase 

embrionária, o intramembranoso que é característico de ossos laminares e consiste 

na formação do osso entre lâminas membranosas preexistentes (centros de 

ossificação primários), devido a mineralização da porção conjuntiva, pela 

diferenciação de células mesenquimais precursoras, em osteoblastos e 

posteriormente em osteócito (FIG.2.1.1) (GARTNER & HIATT, 2007). 

FIG.2.1.1 - Formação óssea intramembranosa. Adaptado de GARTNER & HIATT, 2007. 

 

Já a ossificação endocondral, inicia-se a partir da formação de um molde 

constituído por uma matriz cartilaginosa sintetizada por condrócitos, que são as 

células responsáveis pelo crescimento da cartilagem (a partir de sucessivas divisões 

mitóticas), que serão o molde do futuro tecido ósseo (FIG.2.1.2) (GARTNER & HIATT, 

2007; AGHAJANIAN & MOHAN, 2018). 

No período pós-natal, ambos processos resultarão em matrizes mineralizadas 

devido a deposição de minerais sobre a superfície sintetizada por osteoblastos. Os 

elementos celulares que compõem essa matriz extracelular, são células 

especializadas como: osteoblastos - células responsáveis pela síntese da porção 
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orgânica da matriz óssea; osteócitos - osteoblastos que ficaram retidos dentro de 

lacunas circundadas pela matriz orgânica sintetizada pelos seu precursor; e 

osteoclastos - células responsáveis pela absorção da porção orgânica e mobilização 

da porção inorgânica, composta principalmente por fosfato de cálcio, e contendo 

também, estruturas celulares como periósteo, endósteo e canal medular 

(STANDRING et al., 2010). Com o crescimento do indivíduo o tecido ósseo é moldado 

e se este estiver em homeostase, o tecido adquire características de um osso maturo. 

FIG.2.1.2 - Formação óssea endocondral. Adaptado de AGHAJANIAN & MOHAN, 2018. 

 

Dois sistemas são essenciais para o desenvolvimento e crescimento dos ossos, 

são eles: a modelagem que está relacionada ao crescimento e adaptação mecânica, 

e o remodelamento que é responsável pela remoção e reparo do osso danificado 

(RAGGATT & PARTRIDGE, 2010). 

O remodelamento ósseo ocorre através de atividade catabólica para remoção 

de porções lesionadas e neoformação de tecido através de neosíntese (SIMS & 

MARTIN, 2014), resultando respectivamente, na reabsorção da superfície interna do 

osso, que é revestida por um endósteo mais delgado, e aposição na superfície 

externa, que é revestida por uma camada fibrocolagenosa condensada, o periósteo; 

ambas camadas, são ricas em células osteoprogenitoras e outros tipos celulares 

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

concluído, uma vez que a taxa de absorção e formação óssea é calculada entre 5 e 

10% ao ano, sendo que a absorção leva 3 semanas e a resposta de formação de 3 a 

4 meses (PARFFIT, 1980). 

 

2.2 REMODELAÇÃO ÓSSEA 

 

A remodelação óssea é um processo assíncrono, definida por dois estágios 

distintos que acontecem em diferentes porções anatômicas do esqueleto, conhecidas 

como unidades básicas multicelulares (UBMs). O primeiro processo é a reabsorção 

óssea mediada por osteoclastos multinucleados, e o segundo é a formação óssea 

mediada por osteoblastos, subsequentemente com a deposição de minerais 

(HATTNER et al., 1965). 

Estes processos em conjunto permitem que porções do esqueleto com 

microfraturas e/ou deficiências estruturais, sejam substituídas, impedindo o 

desenvolvimento de macrofraturas ósseas (SÖZEN, ÖZIŞIK & BAŞARAN, 2017). Mas 

para que isso ocorra de forma homeostática, é necessária que a rede de comunicação 

celular entre células da linhagem osteoclásticas responsáveis pela absorção, e as 

células da linhagem osteoblástica responsáveis pela formação óssea, estejam em 

equilíbrio no indivíduo e em cada UBM (SIMS & MARTIN, 2014), seja esta 

comunicação celular por intermédio de mediadores secretados pelas linhagens 

celulares citadas, pelo contato direto entre essas linhagens ou moduladas pela 

influência hormonal (tais como: hormônio da paratireoide (PTH), esteroides, 

calcitonina e outros) (FURUYA et al., 2018). 

 De modo geral, o remodelamento ósseo envolve uma cascata de sinalizações, 

no qual a primeira fase é a ativação do processo de remodelamento, que é estimulado 

pela detecção de um sinal como a tensão mecânica ou ação hormonal, que induz a 

liberação de fatores como RANKL por osteócitos e osteoblastos, promovendo o início 
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do recrutamento de pré-osteoclastos até as UBMs (PARFFIT, 1980; MURTHY, 

MORROW & THERIAULT, 2009). 

Em seguida com a fusão dos pré-osteoclastos formando os osteoclastos 

maduros e liberação de fatores como Nectin-1 por estes, a matriz óssea começa a ser 

reabsorvida por uma combinação de enzimas lisossômicas e íons hidrogênio, 

formando as lacunas de Howship de reabsorção óssea (RUSSOW et al., 2019) e 

consequentemente induzindo a formação de novos osteoclastos, ocorrendo a 

remoção de remanescentes de colágeno e preparação da superfície, para posterior 

formação óssea mediada por osteoblastos. 

Na fase de reabsorção, também são liberadas SLIT3 por osteoclastos e 

SEMA3a pelos neurônios; estas duas moléculas controlam negativamente a 

reabsorção óssea, entretanto, sua atividade nesse momento é reduzida (IQBAL et al., 

2018). 

Entre a reabsorção e a formação óssea, existe a fase de reversão que é 

marcada pelo início da diminuição na expressão de moléculas relacionadas a 

reabsorção celular, e um aumento das associadas a formação óssea (SLIT3, 

SEMA3a, OPG, TGFβ, IGF-1 dentre outras), resultando na apoptose de osteoclastos 

e elevação na migração de células mesenquimais precursoras de osteoblastos, dando 

início a fase de formação, onde osteoblastos maduros iniciam a síntese de uma nova 

matriz orgânica, que servirá como base para a deposição de minerais (TAKANA, 

NAKAYAMADA & OKADA, 2005; MATSUMOTO et al., 2016; IQBAL et al., 2018). 

A fase de terminação pode ser dividida em duas etapas: (1) a mineralização 

ocorre pelo aprisionamento dos osteoblastos dentro de lacunas circundadas pela 

matriz orgânica sintetizada pelos mesmos, tendo como consequência de seu 

aprisionamento sua diferenciação em osteócitos (células responsáveis pela 

comunicação celular no tecido ósseo), além da deposição de minerais sobre a matriz 

em torno destas células, (2) e a fase de quiescência que é marcada pela homeostase 

tecidual, onde a quantidade de osso reabsorvido foi substituída 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 saúde óssea, mas 

quando associado a fatores como a menopausa e a idade avançada, impactam 

negativamente sobre o turnover ósseo, tendo como consequência o aumento do risco 

de fratura (SÖZEN, ÖZIŞIK & BAŞARAN, 2017). Outro efeito do envelhecimento, é a 

redução da síntese de proteínas, o que diminui a produção da parte orgânica da matriz 

óssea levando a um acúmulo da parte inorgânica, tornando o osso rígido e quebradiço, 

formando uma estrutura frágil e assim elevando a propensão à fratura. Além disso, a 

perda óssea associada à idade, está criticamente relacionada ao comprometimento 

da capacidade dos megacariócitos, em apoiar a proliferação de osteoblastos devido a 

regulação negativa do TGF-β (MAUPIN et al., 2019). 

Desta forma é possível proferir, que os processos de formação e remodelação 

óssea envolvem uma cascata de eventos teciduais, e que durante estes processos a 

estrutura óssea pode sofrer alterações metabólicas que podem conferir a ela 

características indesejáveis, como por exemplo, o desenvolvimento da osteopenia 

caracterizada como grau leve de perda óssea, ou osteoporose (SARAIVA & 

LAZARETTI-CASTRO, 2002). 

 

2.3 OSTEOPOROSE 

 

A osteoporose é uma desordem esquelética caracterizada pelo 

comprometimento da resistência óssea. É classificada como um dos principais 

problemas de saúde pública, tendo como causa  distúrbios que acometem a 

microarquitetura óssea, podendo resultar em aumento da porosidade tornando o osso 

mais susceptível 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 distúrbio é o resultado 

da perda óssea acelerada em todos os casos é um equívoco, uma vez, que indivíduos 

jovens podem vir a desenvolvê-la como consequência de déficits no metabolismo 

ósseo durante a infância (JAMA, 2001). 
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Esse agravante da saúde pública, afeta mais de 200 milhões de indivíduos em 

todo o mundo (COOPER et al., 1992; KANNIS, 2007), sendo estimado que mais de 

10 milhões de brasileiros sejam osteoporóticos (MORAES et al.,2014). As fraturas 

mais graves do ponto de vista clínico, epidemiológico e econômico, são as vertebrais 

e colo femoral, uma vez, que estas estão 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 à 310 milhões de dólares no ano de 2018. Logo, tratamentos que 

visem minimizar estes gastos são essenciais para a economia do país e bem-estar da 

população. 

O cálcio é o principal elemento químico encontrado no tecido ósseo, e uma 

desregulação elevando sua deposição sobre esse tecido, por exemplo, pode causar 

a formação de calos ósseos ou esporas, causando dor e interferência nos 

movimentos. Por outro lado, se essa desregulação afeta a via de deposição por uma 

exacerbação do processo de reabsorção óssea ou uma diminuição na absorção de 

íons cálcio (Ca2+) pelo organismo, também haverá o enfraquecimento dos ossos, 

tornando-os frágeis e sujeitos a fraturas (BORGES & NEGREIROS, 2013; AZIZIYEH 

et al., 2019). 

Deste modo, é importante que cada indivíduo tenha uma dieta com valores 

ideais de cálcio, e que consuma/produza de acordo com sua faixa etária e localização 

global os valores ideais de vitamina D, visto que essa é essencial para a absorção 

intestinal de Ca2+ (RADOMINSKI et al., 2017). 

Vários fatores além da ingestão adequada de Ca2+ e vitamina D, influenciam 

no resultado da remodelação óssea. A produção de hormônios e o estágio da 

linhagem osteoblástica que está participando da remodelação óssea naquela UBM 

(SIMS & MARTIN, 2014), também são cruciais, uma vez, que a osteoclastogênese 

não é estimulada pelas mesmas células que produzem a matriz óssea (RODAN & 

MARTIN, 1981; 1982); inclusive, as perturbações moleculares que levam ao quadro 

osteoporótico, estão associados ao atraso na cicatrização de fraturas e a regeneração 

óssea prejudicada (RUSSOW et al., 2019). Estes fatores subdividem a osteoporose 

em tipos específicos descritos na seção Quadro Clínico. 
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2.3.1 Quadro Clínico 

Atualmente o quadro clínico da osteoporose pode ser classificado de acordo 

com o exame de Densitometria Mineral Óssea (DMO), onde é preconizado que se o 

desvio padrão (utilizado para estabelecer o valor de T-Score), variar entre -1 e -2,5 o 

paciente exibe um quadro de osteopenia, e quando este valor é inferior a -2,5 o 

paciente é osteoporótico (WHO, 1994) (FIG.2.3.1-a). 

Tal avaliação é realizada através da comparação dos dados obtidos pela 

densitometria de regiões ósseas padronizadas, como vertebras, úmero e fêmur 

(PAPAIOANNOU et al., 2010; COSMAN, 2019) do paciente, em relação a um 

indivíduo controle do mesmo sexo e idade. 

Também pode ser utilizado de forma complementar para classificação e 

obtenção de informações como a propensão de fraturas, a Ferramenta de Avaliação 

de Risco de Fratura (FRAX), que leva em consideração a densidade mineral óssea, a 

presença ou ausência de fraturas e fatores hereditários (EASTELL et al., 2019) 

(FIG.2.3.1-b). 

FIG.2.3.1 - (a) Valores de referência para a DMO. Adaptado de TeleDensitometria, 2018; (b) 
Classificação de risco de fratura de acordo com a técnica do FRAX. Adaptado de EASTELL et al., 2019. 

 

(b) 

(a) 
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Ambas as técnicas são importantes para se estabelecer o tratamento do 

indivíduo, 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 primária ou secundária, sendo que a forma primária (idiopática) pode 

ser subdividida em tipo I e II. O tipo I – pós-menopausa, ocorre preferencialmente em 

mulheres, sendo caracterizada por uma rápida perda óssea que predominantemente 

atinge o osso trabecular (BORELLA, SOUZA, KOESTER, 2006), ocorrendo em função 

da redução de estrógeno, resultando no aumento de mediadores (IL-6, IL-1, TNF), 

influenciando positivamente na atividade de osteoclastos por inibição do seu processo 

apoptótico, elevando as concentrações sistêmicas de Ca2+ e reduzindo o PTH 

(RAMALHO & LAZARETTI-CASTRO, 1999; GRACITELLI et al., 2002). Já o tipo II – 

senil, acomete indivíduos de ambos os sexos, com idade superior a 70 anos 

(PISTELLI et al., 2014). 

Já a osteoporose secundária, está relacionada a transtornos endócrinos, 

digestivos, celulares e processos inflamatórios (PATRÍCIO, et al., 2006; SORIANO et 

al., 2014; PASQUALETTI, et al., 2015; BORRELLI, 2018), podendo estar associado 

ou não ao uso de fármacos, como por exemplo, os glicocorticoides (PISTELLI et al., 

2014), sendo geralmente acometidos, indivíduos do sexo masculino com idade igual 

ou superior a 65 anos (SORIANO et al., 2014). 

Em crianças e adolescentes esse distúrbio é denominado de juvenil, estando 

comumente associado a osteoporose secundária, tendo sido descritos indutores 

relacionados a transtornos celulares, endócrinos, digestivos, respiratórios, 

neuropsiquiátricos, hereditários e ao uso de alguns fármacos (CAMPOS, et al., 2003; 

LIEN, et al., 2003; BORRELLI, 2018). 

 

2.4 ABORDAGENS TERAPÊUTICAS 

 

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

tratamento deste agravante de saúde. São descritas: 
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• A suplementação com sais de Ca2+, uma vez que esse elemento é um 
dos principais constituintes da matriz óssea; 

• A administração de vitaminas D e K, que estimulam a ligação de Ca2+ 
à matriz óssea, favorecendo sua mineralização. Entretanto, ambos são 
terapeuticamente ineficazes se utilizados isoladamente, visto que a 
mineralização da matriz óssea depende de outros fatores biológicos, 
estruturais e metabólicos tais como: as atividades osteoclasticas, 
liberação de citocinas e equilíbrio hormonal; 

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

• Drogas como bifosfonatos, a exemplo, o alendronato de sódio (AL) 
(C4H13NNaO7P2 – 272.05 g/mol-1) que atuam como inibidores da 
reabsorção óssea, alterando a viabilidade de osteoclastos. Entretanto, 
apresentam reações adversas como úlceras faringolaríngeas 
(SAKAIDA et al., 2017) e osteonecrose mandibular (EIKEN et al., 2017; 
CHIU et al., 2018). 

 

Além dessas novas abordagens terapêuticas utilizando-se hormônios, 

anticorpos monoclonais e Sr2+ vem sendo desenvolvidas, são exemplos, a 

Teriparatida, o Denosumab e o Ranelato de Estrôncio (RE – teve sua fabricação pela 

empresa Servier suspensa em 2017), respectivamente. Todas estas abordagens têm 

como como finalidade inibir a osteoclastogênese ou estimular a osteoblastogênese, 

funcionando como tratamentos anabólicos ou antirreabsortivos (FIG.2.4). 

2.4.1 Terapias Ósseas Anabólicas 

Elas se baseiam na indução da formação óssea por intermédio de agentes 

farmacológicos, como o uso diário de PTH ou de seus análogos comerciais, como 

abaloparartida ou teriparatida (RUSSOW et al., 2019), ou anticorpos monoclonais 

como romosumab (COSMAN, 2019). 

 A vantagem dessa terapia, está na rápida redução da incidência de fraturas 

vertebrais e não vertebrais, como consequência do aumento da osteoblastogênese e 

da DMO (HERNANDEZ et al., 2019). De forma complementar, estudos têm 

demonstrado que a associação de terapias anabólicas com antirreabsortivas tem 

gerado bons resultados a longo prazo (COSMAN, 2019; CHENG; WENTWORTH & 

SHOBACK, 2020). 
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FIG.2.4.1 -Abordagens terapêuticas. Adaptado de BRENNAN et al., 2009; HANLEY et al., 2012; 
CONNELLY, 2016. 

 

2.4.1.1 Teriparatida 

 A teriparatida assim como a abalopartida, é um análogo do PTH de uso diário 

ou semanal, que atua sobre os receptores de PTH presentes na membrana de 

osteoblastos e osteócitos (LEDER, 2018).  O PTH é o principal regulador da 

homeostase de Ca2+ em mamíferos, sendo essencial para a mobilização deste 

elemento do tecido ósseo para o espaço extracelular. No fígado atua na via de síntese 

da vitamina D, o que facilita a absorção de Ca2+ através do trato gastrointestinal. Nos 

túbulos renais otimiza a reabsorção de Ca2+ (DE OLIVEIRA et al., 2003). 

  Seu uso por período intermitente (18 - 24 meses) resulta em uma ação 

anabólica, promovendo a proliferação de pré-osteoblastos (COSMAN, 2019). Para 
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que seu efeito não seja revertido, é necessário fazer o uso de agente farmacológico 

alternativo para se manter a DMO adquirida (COSMAN et al., 2014). 

2.4.1.2 Romosumab 

O romosumab é um anticorpo monoclonal de uso mensal, que se liga a 

esclerostina (SCL), inibindo que está se ligue as proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs) e a receptores celulares, afetando negativamente na via de sinalização Wnt-

β-catenina, atuando assim como um formador ósseo (LIM & BOLSTER, 2017; 

COSMAN, 2019; RUSSOW et al., 2019). 

Seu uso em associação com terapias antirreabsortivas tem se mostrado eficaz 

(McCLUNG, 2018), o que é mais um indício de que a associação de terapias 

anabólicas e antirreabsortivas, podem promover melhora à homeostase do tecido 

ósseo. 

2.4.2 Terapias Ósseas Antirreabsortivas 

 Elas têm como princípio a redução da osteoclastogênese, por intermédio da 

redução da reabsorção óssea sem influenciar na osteoblastogênese (COSMAN, 

NIEVES & DEMPSTER, 2017; NICHOLS & PAVLOVIC, 2018). Alguns exemplos de 

agentes antirreabsortivos são: a reposição de estrógeno (E2), o uso de moduladores 

seletivos do receptor estrogênico (SERMs), calcitonina, bifosfonatos e anticorpos 

monoclonais como o denosumab (CHEN & SAMBROOK, 2011; DA MATA, 2012). 

Uma grande desvantagem dessa terapia, é 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 

está se ligue ao receptor RANK em pré-osteoclastos e osteoclastos maduros, 

afetando negativamente o recrutamento e diferenciação 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 necessário fazer o 

uso de agente farmacológico alternativo para se manter a DMO adquirida (COSMAN 

et al., 2014). Além disso, o uso deste fármaco em sequência a outro também tem 

demonstrado melhora no quadro clínico (CHENG, WENTWORTH & SHOBACK, 

2020). 

2.4.2.2 Alendronato de sódio 

 É o bifosfonato mais utilizado para o tratamento de primeira linha da 

osteoporose. Os bifosfonatos ficam embutidos na matriz óssea não penetrando dentro 

da membrana celular. Entretanto, no ambiente ácido formado pelos osteoclastos para 

degradação da matriz óssea, 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 

terapêuticos, ao mesmo tempo em que atuam minimizando os efeitos da reabsorção 

óssea, também impactam sobre a síntese da matriz, o que é um ponto crítico da 

terapia, limitando a ação anabólica desses medicamentos a uma janela de eficácia 

que não permite o tratamento a longo prazo (IQBAL et al., 2018). Como ponto de 

solução desse quesito, o seu uso em sequência a um tratamento anabólico tem 

demonstrado melhoras do quadro clínico (CHENG, WENTWORTH & SHOBACK, 

2020), o que indica que a combinação e sequência terapêutica em agentes anabólicos 

e antirreabsortivos são alternativas que devem ser analisadas mais profundamente, 

visto que esta proporcionaria uma maximização do efeito do tratamento. 

2.4.3 Ranelato de Estrôncio 

Nas últimas décadas o ranelato de estrôncio tem sido estudado devido ao efeito 

antirreabsortivo através da estabilização de Sr2+ na matriz óssea calcificada, uma vez, 

que apresenta aspectos como valência, raio iônico, possibilidade de absorção 

intestinal e assimilação a matriz óssea semelhante ao Ca2+ (SOUZA, 2010). É 

constituído por dois átomos de estrôncio estáveis e uma molécula de ácido ranélico, 

que devido a sua elevada polaridade, apresenta baixa absorção, distribuição e ligação 

às proteínas plasmáticas, não havendo indícios de acumulação ou de seu 

metabolismo em animais (SERVIER, 2015). 
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O ranelato de estrôncio atua elevando a expressão de mRNA de 

osteoprotegerina (OPG) em osteoblastos, além de reduzir a ativação do receptor do 

mRNA do ligante NFκB (RANKL), através de sua ação sobre o receptor sensível ao 

cálcio (CaSR). Além disso, ele regula positivamente a replicação, diferenciação e vida 

útil osteoblástica (BRENNAN et al., 2009). Contudo, este composto teve seu registro 

de comercialização cancelado em dezembro/2018 (REIS, 2019; ANVISA, 2020), 

devido a incidência de doença cardíaca isquêmica, doença arterial periférica e doença 

cerebrovascular, associadas ao seu uso (EMA, 2014; INFARMED, 2014). 

Possivelmente estes efeitos estavam relacionados as elevadas concentrações 

sistêmicas de estrôncio. 

 

2.5 ESTRÔNCIO 

 

O estrôncio é um elemento alcalino-terroso, que apresenta grandes semelhanças 

com o cálcio, devido às suas propriedades de busca óssea (JIMÉNEZ et al., 2019). Ele é 

encontrado na natureza como uma mistura de quatro isótopos estáveis: 84Sr (0,56%), 86Sr 

(9,86%), 87Sr (7,02%) e 88Sr (82.56%); já o 90Sr é um isótopo radioativo, produzido 

somente em usinas nucleares, sendo sua ação sobre o corpo humano dupla, pois ele 

danifica os capilares sanguíneos e tem pouca afinidade a agentes quelantes. A 

concentração de Sr2+ estável no corpo humano é extremante baixa, sendo sua absorção 

por dia entre 2 e 4mg, podendo variar de acordo com a latitude, longitude e dieta do 

indivíduo (PORS NIELSEN, 2004). Seus valores atômicos em relação ao cálcio são 

apresentados na tabela 2.5.1 (RSC, 2020). 

Devido sua interação com os mesmos receptores que o Ca2+, o Sr2+ compete 

com este, na absorção intestinal e na reabsorção renal, podendo em casos de 

superdosagem ser citotóxico para o organismo causando hipocalcemia (YBARRA, 

COSTA & FERREIRA, 2001). Sua depuração renal é três vezes maior que a de Ca2+, 

o que diminui a quantidade total de Sr2+ circulante, e consequentemente a encontrada 

no esqueleto em relação ao Ca2+ em dosagens normais. Ambos são rapidamente 

excretados pelos rins após injeção intravenosa, e em casos de superdosagem, o Sr2+ 

é armazenado no tecido ósseo, nos retículos endoplasmáticos e sarcoplasmáticos de 
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células musculares, causando alterações nas funções fisiológicas da musculatura 

esquelética e cardíaca (PORS NIELSEN, 2004; HENDRYCH, OLEJNICKOVA & 

NOVAKOVA, 2016). 

TAB.2.5.1 - Informações atômicas dos elementos químicos cálcio e estrôncio. 

Um estudo in vitro demonstrou que doses entre 0,5 e 5 µg/mL de Sr2+, não são 

prejudiciais a mineralização óssea e não tornam a hidroxiapatita mais solúvel, 

enquanto, doses entre 20 -100 µg/mL são prejudiciais para a mineralização óssea, 

caracterizando-se a um quadro de osteomalácia, indicando uma relação dose-

dependente do Sr2+ com a matriz óssea. Estes valores se assemelham as doses 

recomendadas de ranelato de estrôncio por dia entre 2 e 4 g (nível sérico de Sr2+ 10 

a 20 μg/mL) para mulheres pós-menopausa (VERBERCKMOES, DE BROE & 

D’HAESE, 2003). Um outro estudo in vitro, demonstrou que doses de Sr2+ entre 25 e 

500 µM, promovem uma diferenciação osteogênica de células tronco. Já doses mais 

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

Também, o Sr2+ possui um efeito antirreabsortivo e anabólico (MARIE et al., 

2001), o que o torna um composto atraente para o desenvolvimento de fármacos. 

Relato de sua aplicação sob forma de cloreto de estrôncio (89Sr), produzido pelo 

decaimento de um isótopo radioativo, demonstrou que em doses adequadas, este é 

capaz de reduzir a dor metastática óssea, em 70% das pacientes acometidos por 

câncer de mama metastático (OKADA et al., 2018). Logo, podemos observar que os 

efeitos benéficos do Sr2+ estão dentro de uma janela terapêutica de baixa dosagem, 

o que abre caminho para aplicações deste dentro do espectro do nanocarreamento. 

 

Elemento 

químico 

Raio atômico, não 

ligado (Å) 

Raio covalente 

(Å) 

Afinidade eletrônica 

(kJ/mol-1) 

Eletronegatividade 

(escala de 

Pauling) 

Cálcio 2.31 1.74 2.369 1.00 

Estrôncio 2.49 1.90 4.631 0.95 
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2.6 NANOCARREAMENTO EM FORMULAÇÕES BIOMÉDICAS 

 

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 espaço não apenas no meio científico, mas também 

político, econômico e cultural, percebido sua aplicabilidade, como a de 

nanodispositivos médicos navegando pela corrente sanguínea e no desenvolvimento 

de processadores capazes de realizarem cálculos extremamente complexos com 

facilidade. Devido ao tamanho reduzido dessas estruturas, muitos cientistas não 

acreditavam ser possível que estas fossem aplicáveis. 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 

necessário estabelecer os critérios para a classificação dos materiais, na descrição 

de nanopartículas e nanomateriais. 

Os nanomateriais podem apresentar de acordo com Saleh (2020), 

propriedades físicas e químicas únicas, tais como: não serem visíveis em 

microscópios simples ou a olho nu, sendo necessárias técnicas microscópicas 

avançadas, elevada superfície em relação ao volume e alta porcentagem de átomos 

ou moléculas na superfície, o que leva a propriedades únicas. Já as nanopartículas 

de acordo com a Organização Internacional de Normalização (ISO), são objetos em 

3D que apresentam suas dimensões externas em nano escala, ou seja, com uma faixa 

de tamanho entre 1 e 100 nm. 

Como os nanomateriais apresentam características físico-químicas ou 

biológicas, diferentes ou mais eficientes em comparação 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 clínico, sendo amplamente utilizados na fabricação de 

cosméticos, biomarcadores e para o tratamento farmacológico. 

O tamanho reduzido dos nanomateriais facilita sua translocação em barreiras 

orgânicas, como pele, tecidos e órgãos do corpo. Alguns tipos podem alterar 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/standardisation
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negativamente a viabilidade celular e causar estresse oxidativo irreversível, danos às 

organelas, reações alérgicas e perturbações fagocíticas (JEEVANANDAM et al., 

2018). 

Biologicamente o mecanismo de aplicação destas, pode variar do uso cutâneo, 

oral ao intravenoso, sendo este último o mais interessante do ponto de vista clínico, 

uma vez que, os nanomateriais entregues sistemicamente, têm acesso direto a quase 

todas as partes do corpo, e, portanto, têm maior potencial de influenciar nos resultados 

clínicos (ANSELMO & MITRAGOTRI, 2016). 

Essas estruturas são extremamente diversas tanto em tamanho, quanto 

morfologia e propriedades químicas, o que torna possível subdividi-los em diferentes 

grupos, tais como baseados em carbono, lipídios, metais, cerâmicas, polímeros, 

semicondutores (KHAN, SAEED & KHAN, 2019), fosfatados e outros diversos tipos. 

Dentro desse aspecto, a nanomedicina tem como base metodológica, o uso de 

estruturas nanométricas que se assemelhem ou interajam com estruturas celulares, a 

fim de se desenvolver estratégias para o diagnóstico, tratamento e prevenção de 

doenças (MOGHIMI, HUNTER & MURRAY, 2005). 

Os nanomateriais inorgânicos fosfatados (NPMs), vêm recebendo atenção 

considerável como veículo de entrega de drogas, devido à sua alta captação celular, 

baixa toxicidade e baixa resposta imune, bem como serem tipicamente mais 

hidrofílicos, biocompatíveis e estáveis em comparação com materiais orgânicos 

(PAUL & SHARMA, 2012). Por causa de suas várias características favoráveis, certos 

tipos de NPMs têm sido usados em aplicações como a entrega de plasmídeos de DNA 

(TONELLI et al., 2015, 2016), administração de antibióticos como a vancomicina para 

prevenção de infecções após artroplastia de joelho (RADIN et al., 1997) e no uso como 

transportador na administração oral e absorção intestinal de insulina em ratos 

diabéticos (PAUL & SHARMA, 2012). Esses diversos exemplos de aplicações, 

revelam o potencial para novas abordagens terapêuticas no tratamento de diferentes 

patologias (ALVARENGA, 2015). 

Na comunidade de pesquisa de materiais biomédicos, é descrito que o fosfato 

de cálcio sob forma amorfa, pode ser adsorvido e assimilado mais facilmente pelos 

organismos vivos para produzir novo tecido ósseo, do que os fosfatos de cálcio 
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cristalizados, como a hidroxiapatita (HU et al., 2007), com a vantagem de que, o cálcio 

é um dos principais constituintes da matriz óssea. Além disso, diversas pesquisas 

veem demonstrando que a interação entre o fosfato de cálcio sob forma amorfa e 

outros constituintes da matriz óssea, como o ácido hialurônico, ou mesmo fármacos 

tem melhorado o remodelamento ósseo (HU et al., 2007; CAI & 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.  

 

 

 

 

FIG.2.7.1 - Zebrafish (Danio rerio). 

 

Conhecido popularmente como Zebrafish ou Paulistinha, o Danio rerio, é um 

teleósteo de água doce originário do sul da Ásia, exibindo um amplo espectro 

reprodutivo e de sobrevivência em águas 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 após 3 meses de eclosão, tendo dimorfismo sexual marcante, expectativa 

de vida entre 2 e 4 anos e alta produção de ovos pelas fêmeas, que após serem 

fecundados se mantem translúcidos, o que permite a avaliação do desenvolvimento 

dos embriões, sendo amplamente utilizados em testes de biossegurança de novos 

fármacos (SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al., 2011). Além disso, têm 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 características tornaram este teleósteo, um atrativo 

modelo experimental para o teste de novas técnicas terapêuticas (SIEBEL & BONAN, 

2015; LEE et al., 2017). 

O uso do Zebrafish (Danio rerio) em ensaios para o desenvolvimento de 

tratamentos farmacológicos de doenças humanas, vem aumentando ao longo dos 

anos. Geneticamente o Zebrafish se tornou um organismo popular para esse tipo de 

estudo de função gênica de vertebrados, devido a facilidade de acessar todas as 

etapas embrionárias e da habilidade de se acelerar os estudos gênicos de lockdown 

ou super expressão, levando a um amplo uso do Zebrafish como importante modelo 

no estudo de função gênica e doenças genéticas humanas (GOLZIO et al., 2012; 

PANIZZI et al., 2012 & ROSCIOLI et al., 2012). 

Em estudos envolvendo a osteoporose nesse modelo, a indução de quadros 

osteopênicos e/ou osteoporóticos descritos, são obtidos pelo uso da prednisona, um 

fármaco de fácil acesso. Esses trabalhos demonstram a capacidade de se 

desenvolver um quadro de perda óssea, facilitando assim, o estabelecimento de teste 

de novas estratégias terapêuticas com esses animais (PASQUALETTI et al., 2015; 

VRIEZE et al., 2015; YIN et al., 2019). 

A prednisona é um dos glicocorticoides mais indicados para o tratamento de 

diversos problemas de saúde, como doenças alérgicas, endócrinas, neoplásicas, 

respiratórias, reumáticas e outras que respondam à terapia de corticosteroides, sendo 

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

Entretanto, seu uso para a indução de um fenótipo semelhante a osteoporose, 

demonstrou em larvas de Zebrafish entre 10 e 20 dias pós-fertilização, uma alteração 

na via de sinalização da adesão focal e na matriz extracelular, aumentando a atividade 

de osteoclastos e da via de sinalização NFκB (HUO et al., 2018). Além disso, análises 

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 ação da prednisona. Setas em azul representam redução e setas em 
vermelho aumento. Adaptado de KLEIN, 2015; SARINHO & MELO, 2017. 

 

2.8 TÉCNICAS HISTOMORFOMÉTRICAS DE AVALIAÇÃO 

 

As escamas do Zebrafish são classificadas como sendo do tipo elasmóide, 

subtipo cicloíde, conferindo a este uma proteção contra patógenos e auxiliando na 

osmorregulação (DAMMSKI et al., 2011). Sua utilização é descrita para avaliação de 

alterações esqueléticas, visto seu grau de similaridade a modelos mais amplamente 

utilizados, uma vez, que ensaios tem demonstrado que em ambientes com condições 

ideais, a deposição de nova matriz óssea nas escamas injuriadas por procedimentos 

invasivos ou não, inicia-se dois dias após o processo, sendo possível observar a 

regeneração completa dessa, à curto prazo (VRIEZE et al., 2014). Quanto a utilização 

de larvas, Barrett (et al., 2006) demonstrou que em concentrações de 25 µM de 

prednisona, é exibida uma redução significativa na área de mineralização esquelética, 

sendo esta semelhante ao observado em modelos rodentia e humanos. Ainda, essa 

mesma concentração em adultos de Zebrafish, provoca alterações na expressão de 

genes relacionados a osteoclastos e osteoblastos, induzindo uma maior e menor 

expressão destes, respectivamente, após o primeiro dia de exposição ao 

glicocorticoide (VRIEZE et al., 2013). Mesmo que as escamas de Zebrafish 

apresentem tamanho reduzido, técnicas histomorfométricas são eficientes na 

avaliação da desmineralização e da relação Ca:P (VRIEZE et al., 2014). 
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2.9 TÉCNICAS ANALITICAS DE AVALIAÇÃO 

 

2.9.1 Avaliação utilizando complexo radiomarcador 99mTc/MDP 

O 99mtecnécio (99mTc) é um radiotraçador, obtido a partir do decaimento 

isotópico do 99molibdênio por decaimento beta. Uma de suas utilidades, é o 

traçamento do medronato, vulgarmente conhecido como difosfato de metileno (MDP 

- um dos menores bifosfonatos utilizados para o tratamento de várias doenças ósseas 

(RODAN & FLEISCH, 1996) e utilizado para o imageamento ósseo e articular) 

(CANER et al., 1992; KOBA, JELICKS & FINO, 2013), uma vez que o MDP tem 

semelhança estrutural ao cálcio e uma alta afinidade pelos receptores da osteocalcina 

(SOARES et al., 2016), expressa preferencialmente por osteoblastos, indicando uma 

provável interação deste bifosfonato com a osteocalcina, para seu transporte até a 

matriz óssea (NEVE, CORRADO & CANTATORE, 2012). 

Uma técnica aplicável para tal avaliação é a tomografia por emissão de 

pósitrons (PET), uma vez, que o MDP associado ao 99mTc tem um tempo de 

distribuição e ligação com seus receptores relativamente alto (ANDREU, ELKINGTON 

& WILES, 2012). A técnica de PET apresenta uma alta sensibilidade e especificidade, 

permitindo assim, quantificações precisas (DE BARROS et al., 2012). Além desta, 

uma outra técnica amplamente utilizada é a cintilografia óssea, que depende tanto do 

fluxo sanguíneo local quanto da atividade osteoblástica (DE ABREU, et al.,2005). 

O 99mTc emite raios gama com a energia de 140 keV e possui uma meia-vida 

de 6 horas, tornando-o um ótimo agente de diagnóstico em cintilografia óssea 

(MAKRIS et al., 2016), visto que a associação 99mTc/MDP liga-se especificamente, e 

se acumula, no osso mostrando as alterações atribuídas a osteogênese, quantificadas 

pela emissão gama (COLE, VARGO-GOGOLA & ROEDER, 2016). Está associação 

também possui uma rápida depuração, bem como alta excreção urinária, o que resulta 

em um maior contraste entre tecido e osso (BLAKE et al., 2001), tornando-os bons 

marcadores para o diagnóstico de doenças ósseas. 

 

 



26 
 

2.9.2 Avaliação das concentrações séricas de elementos químicos 

A avaliação de elementos químicos nos sistemas biológicos, é extremamente 

necessária para o diagnóstico e tratamento de doenças, e para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas que sejam eficazes, visto que alterações nas concentrações 

de determinados elementos, podem ser um sugestivo para alterações funcionais do 

organismo, sendo um indício para processos inflamatórios (HOTA, VIJAYAN & 

SINGH, 2001; GRUBER et al., 2020). Baseando-se nisso, o emprego do raio X se faz 

uma alternativa para o imageamento não apenas de órgãos, mas também, de 

elementos presentes no sangue como o Se e Ca, já que essa técnica permite excitar 

os átomos dos elementos químicos ao ponto de ser possível a visualização de seus 

movimentos pelas camadas eletrônicas (HOTA, VIJAYAN & SINGH, 2001). Para tal 

análise, é utilizada a técnica de espectrometria de fluorescência de raio X de reflexão 

total (TXRF), que é uma variação da fluorescência de raio X dispersiva em energia 

(EDXRF) (MISRA & SINGH MUDHER, 2002). 

Utilizando-se a técnica de TXRF é possível realizar testes de biotoxicidade para 

avaliar os potenciais efeitos provocados por substâncias químicas, sendo uma 

ferramenta útil para a avaliação e identificação de componentes dissolvidos em 

soluções (BILO et al., 2015); desse modo, é possível avaliar pequenas 

massas/volumes, permitindo fazer analises tanto em baixas concentrações de fluídos 

quanto em animais de pequeno porte, como por exemplo embriões de Zebrafish 

(SZOBOSZLAI et al., 2009; BILO et al., 2015; GRUBER et al., 2020). 

2.9.3 Avaliação das concentrações de estrôncio na água 

Sabendo-se que o estrôncio apresenta uma meia-vida de cerca de 60 horas, 

que sua eliminação é independente da dose/tempo, seu clearance plasmático é cerca 

de 12 mL/min e o renal de 7 mL/min (SERVIER, 2015) em humanos, e que o principal 

mecanismo de excreção dos peixes é a partir das brânquias e rins, sendo que em 

alguns casos, a pele também pode apresentar uma porcentagem significativa na 

excreção (BOMBARDELI, MEURER & SYPERRECK, 2003), a avaliação da taxa de 

excreção de compostos é de extrema importância para a avaliação da taxa de 

depuração, sendo a avaliação das concentrações de estrôncio na água em curto 

prazo, uma metodologia que possibilita a visualização da excreção ou não de 
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compostos utilizados nos tratamentos, que pode abrir caminho para avaliações mais 

amplas e/ou especificas. 

Pensando nisso, utilizamos Zebrafish adultos saudáveis e exemplares que 

apresentavam fenótipo semelhante a osteoporose induzida pelo uso de prednisona 

como modelo de pesquisa óssea (VRIEZE et al., 2014; MACRAE & PETERSON, 

2015; GEURTZEN & KNOPF, 2018). Adicionalmente neste trabalho, procuramos 

avaliar o desenvolvimento e a remissão deste quadro, a partir do tratamento com 

formulação contendo estrôncio nanocarreado, visando a ampliação de sua meia-vida 

biológica, ampliando assim, sua biossegurança terapêutica a qual inclui a redução do 

número doses para a manutenção das concentrações necessárias à sua eficácia, 

baseando-se nos resultados promissores que diversos grupos de pesquisa tem 

apresentado com a utilização de nanopartículas no tratamento de doenças 

parasitárias, processos de transfecção e tratamento de câncer (THOMAS et al., 2011; 

TONELLI, et al., 2015; 2016 & CAPELETTI et al., 2019) 

Ciente do potencial terapêutico do estrôncio e as limitações associadas as 

interações medicamentosas, custo, posologia etc., neste projeto sugerimos 

desenvolver um protocolo de ampliação do efeito antirreabsortivo utilizando modelo 

Zebrafish, incluído de nova formulação contendo estrôncio nanocarreado, visando 

avaliar de forma geral aspectos básico relevantes para ensaios mais específicos e 

futuras aplicações. 
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CAPÍTULO 3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a utilização de nanomaterial fosfatado como carreador de estrôncio, visando o 

estabelecimento de nova estratégia terapêutica na remissão de quadro semelhante à 

osteoporose em Zebrafish (Danio rerio) após 7 dias 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Capítulo 4: 

• Desenvolver e avaliar os materiais, metodologias analíticas e terapêuticas 

aplicados nesta dissertação. 

 

Capítulo 5: 

• Caracterização físico-química e morfológica do nanomaterial fosfatado 

contendo estrôncio (NPM-Sr), através de técnicas de microscopia eletrônica de 

varredura, microanálise de raio X eléctron dispersiva (EDXMA) e espectrômetro 

de massa por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS); 

• Confirmar o desenvolvimento de quadro semelhante a osteoporose, e os 

potenciais efeitos remissivos dos tratamentos com ranelato de estrôncio e 

NPM-Sr, através da biodistribuição de cálcio em escamas pela técnica Alizarina 

red S, e distribuição de osteoclastos através de técnica citoquímica para 

determinação da atividade da enzima TRAP; 

• Comparar a distribuição dos centros de ossificação (osteoblastos) no tecido 

ósseo, utilizando-se a técnica de radiomarcação e imageamento não invasivo 

com 99mTc /MDP nos diferentes tratamentos; 
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• Comparar as concentrações séricas dos elementos químicos presentes no 

sangue dos animais, após serem submetidos aos diferentes tratamentos, 

utilizando TXRF; 

• Comparar a concentração excretada de estrôncio em animais saudáveis e 

osteoporóticos desafiados com NPM-Sr. 
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CAPÍTULO 4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO E OBTENÇÃO DOS NANOMATERIAIS FOSFATADOS 

CONTENDO ESTRÔNCIO 

 

Os processos de sínteses dos nanomateriais fosfatados (NPMs) foram 

realizados no Laboratório do Estudo da Interação Químico-Biológica e da Reprodução 

Animal (LIQBRA), no Departamento de Morfologia do Instituto de Ciências Biológicas 

(ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Esses são intelectualmente 

protegidos em dois registros de patentes, sob os números:  BR 102.012.032.493-8 e 

BR 102.013.032.731-0 disponível em www.inpi.gov.br. 

Para a síntese do composto, foi utilizada uma mistura de soluções de sais em 

um sistema de precipitação controlada, utilizando-se sais de Na4P2O7.10H2O 

(Cromoline, Brasil), C12H6N2O8SSr2 (Cromoline, Brasil), CaCl2.2H2O e MgCl2.6H2O 

(Synth, Brasil), utilizando um sistema aquoso contendo membrana semipermeável 

(Spectrum Medicai Industries, Inc). Após o período de síntese de 24 horas, a 

suspensão aquosa contendo NPMs foi centrifugada a 3500 rpm, durante 10 minutos. 

O precipitado foi lavado três vezes com etanol absoluto (Merck, Brasil) e seco a 60°C 

durante 48 horas. Alíquotas de 1 mg por frasco de cada NPM, foram mantidas em 

microtubos de polipropileno cônicos e esterilizado com 25 kGy de irradiação gama no 

Laboratório de Irradiação Gama - LIG (CDTN) antes do uso. 

4.1.1 Caracterização Físico-química 

Para determinação da composição elementar e morfológica, alíquotas de 10 µL 

de solução estoque de NPM-Sr (1 mg/mL em água mili-Q), foram depositadas sobre 

lamínula de carbono (Termanox®), secas ao ar, metalizadas a vácuo (10-5 mBar) com 

carbono no evaporador Hitachi (modelo HUS4G) e analisadas nos microscópios 

eletrônicos de varredura, com sistema de microanálise de raio X integrado JEOL JSM 

6360LV, localizado no Centro de Microscopia da UFMG, sendo adquiridas imagens 

por elétrons secundários, utilizando-se magnificações de 9.500x empregando 
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aceleração eletrônica de 30 keV. A sua composição química foi determinada a partir 

do espectro obtido por microanálise de raio X eléctron dispersiva (EDXMA), baseando-

se em feixe de elétrons colimados nas estruturas nanométricas, operando a 15 keV, 

com tempo de acumulação total de 90 segundos. 

A determinação do diâmetro, potencial zeta (ζ) e condutividade foi obtida no 

equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern), do Laboratório de Biofísica Molecular, 

ICB-UFMG. Nestes casos, foram utilizados 20 µL da solução estoque de NPM-Sr (1 

mg/mL em água mili-Q) elevados em 2 mL de água destilada, dentro de cubetas. As 

leituras foram registradas após a homogeneização, seguidas da estabilização das 

amostras. 

 

4.2 PROCESSOS DE INDUÇÃO COM PREDNISONA E DESENHOS 

EXPERIMENTAIS 

 

4.2.1 Avaliações físico-químicas da água em ensaios de manutenção 

Para este estudo foram seguidas as diretrizes da Organização para 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE 203, 2019). Avaliamos os 

parâmetros físico-químicos de Temperatura em ºC (termômetro Boyu analógico BT-

1), para pH, cloro total dissolvido (Cl), carbonato de cálcio (KH), dióxido de carbono 

(CO2), amônia total (NH3), nitrito (NO2) e oxigênio dissolvido (O2) utilizou-se kits Alcon 

Labcon Test. Essas avaliações foram realizadas em todos os experimentos de 

ensaios biológicos. 

4.2.2 Processamento metodológico dos materiais biológicos analisados 

 Esse ensaio foi repetido diversas vezes, visando fornecer material suficiente 

para as análises 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 aquários (n = 10 indivíduos 

por grupo, sendo 5 machos e 5 fêmeas) com 2,1L de água e mantidos a uma 

temperatura de 26 ± 1°C. 
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Os 10 animais do grupo controle (CT), não foram expostos a prednisona e 

tratados. Os demais (30 animais), foram submersos 24 horas antes do início dos 

tratamentos (T-1) a solução aquosa contendo 25 µM ou 8,9607 mg/L de prednisona 

(prednisolone-21-phosphate, Brainfarma Indústria Química e Farmacêutica S.A), 

como protocolado por Vrieze (et al., 2014), a fim de se obter indivíduos com fenótipo 

semelhante a quadro osteoporótico, (controle positivo - PN) a serem desafiados com 

os tratamentos com nanomaterial contendo estrôncio (NM-Sr) e o tratamento com a 

solução de ranelato de estrôncio (R-Sr) 517,52 g/mol (C12H6N2O8SSr2 – PROTOS, Les 

Laboratoires Servier Industrie). 

Vinte e quatro horas após o período de indução (T0), todos os animais (n = 40) 

foram acondicionados em sistema semi-estático renovando-se 1/3 da água a cada 24 

horas, seguidas das análises físico-químicas nos tempos experimentais T-1, T2 e T5 

(FIG.4.2.1a). 

Os tratamentos nos grupos NM-Sr e R-Sr foram iniciados após 24 horas (T0). 

Para isso, os animais foram contidos com a redução da temperatura da água (17 ºC) 

e com auxílio de uma rede de nylon. As injeções foram realizadas na cavidade 

celomática, utilizando-se seringas de insulina de 31 gauge (0,25 mm, BD Ultra-

FineTM), contendo volume de 10 µL por dose. O grupo NM-Sr recebeu dose única (T0) 

intracelomática, de uma suspensão aquosa, contendo 10 µg/10 µL obtida a partir de 

uma suspensão estoque (1 mg/mL de NPM-Sr). Já o grupo R-Sr foi submetido ao 

mesmo procedimento de contenção e recebeu 3 doses intracelomáticas de solução 

contendo ranelato de estrôncio, na concentração de 173 µg/10 µL por dose (LI et al., 

2009) nos tempos T0, T3dias e T6dias (FIG.4.2.1a e b). 

Ao final de T7dias, a mortalidade de todos os grupos foi registrada e o sangue 

coletado (FIG.4.2.1c), a fim de se determinar possível efeito agudo do ensaio. Foram 

analisadas estruturas ossificadas das escamas (4.2.2.1.1), análise corporal por 

cintilografia (4.2.2.1.2) e análise de elementos químicos presentes no sangue 

(4.2.2.1.3). 
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FIG.4.2.1 - Metodologia de desenvolvimento de protocolo. (a) desenho experimental; (b) processo de 
injeção e (c) coleta de sangue. 

 

4.2.2.1 Avaliação de quadro osteoporótico, atividade osteogênica e 

elementar em Zebrafish 

A avaliação do quadro osteoporótico, seguiu-se a obtenção de dados 

histoquímicos adquiridos dos animais submetidos aos diferentes tratamentos, controle 

(CT), osteoporótico sem tratamento (PN), osteoporótico submetido a nanomaterial 

contendo estrôncio (NM-Sr) e osteoporótico submetido ao tratamento com ranelato de 

estrôncio (R-Sr).  Após 7 dias, estes foram submetidos a técnica histoquímica de 

alizarina red S, citoquímica para análise da atividade da enzima fosfatase ácida 

resistente a tartarato (TRAP) e com a utilização de marcação radiológica para 

caracterização macro esquelética. Além disso, tiveram amostras de sangue retidas 

(aproximadamente 10 µL por animal) para análise das concentrações séricas de 

elementos químicos. 

A lâminas submetidas a análises citoquímicas e histoquímicas, foram 

analisadas morfometricamente quanto à intensidade e área de marcação, obtendo-se 

dados a respeito da distribuição do cálcio (indicador de mineralização) das mesmas.  

Para a sugestiva de aumento da atividade osteoclástica, a análise morfométrica das 

áreas de reabsorção em escamas aplicamos a técnica citoquímica para fosfatase 

ácida resistente a tartarato (TRAP). A avaliação do efeito sobre toda a estrutura óssea 

do modelo experimental foi acessada com a utilização da técnica associando o MDP 
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a radionuclídeo 99mTc o qual permite identificar a distribuição por emissão de radiação 

gama de centros de ossificação sugestivamente relacionada a centros concentradores 

de osteoblastos ativos. O detalhamento metodológico segue abaixo. 

4.2.2.1.1 Avaliação osteogênica das escamas de Zebrafish 

Ao final do experimento (T7dias), cerca de 10 escamas foram removidas da 

porção lateral anterior de cada animal, de cada grupo experimental (CT, PN, NM-Sr e 

R-Sr) com auxílio de pinça cirúrgica e mantidas em tubos cônicos devidamente 

identificados contendo solução aquosa de álcool 70%. Após serem depositadas sobre 

lâmina histológicas, um valor mínimo n = 30 escamas passaram ao processo de 

coloração com vermelho de alizarina, e um n = 35 escamas foram submetidas ao 

método citoquímico TRAP. 

• Alizarina red S 

Para evidenciar a distribuição de cálcio nas escamas, as lâminas de cada 

indivíduo foram coradas por 10 minutos, utilizando técnica adaptada de Loiacomo 

(2010).  Após as escamas secarem (n = 5 escamas por animal) sobre lâminas 

histológicas em estufa a 60oC por pelo menos 24 horas, essas foram coradas por 10 

minutos em solução aquosa contendo 0,1% de alizarina red (Sigma, Brasil) (0,02 g 

em 2 mL de água destilada), seguida por 3 lavagens em água destilada, e posterior 

remoção de pigmentos lipídicos, gotejando-se solução de peróxido de hidrogênio a 

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

• TRAP 

 Para evidenciar a atividade da fosfatase ácida resistente ao tartarato nas 

escamas, submetemos as lâminas obtidas conforme descrito anteriormente a método 

citoquímico adaptado de Pasqualetti (et al., 2015). Lâminas histológicas (n = 5 

escamas por animal) foram pré-incubadas em temperatura ambiente em 2 mL de 

solução aquosa contendo 5% de sacarose, 20 mM de tartarato de sódio (Synth, Brasil) 

em 0,1 M de tampão acetato (Synth, Brasil) pH 5,2 durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Após este tempo, foram incubadas em câmara úmida por mais 1 hora, em 

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

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

Depois de prontas, as escamas das técnicas citadas acima foram analisadas 

em microscópio óptico eclipse E1 (Nikon), com sistema de aquisição de imagens 

Axican (Zeiss). As imagens digitalizadas obtidas com objetiva de 10x, foram calibradas 

com régua micrométrica e processadas para a análise morfométrica, sob forma de 

%médio da área de marcação e intensidade média, utilizando-se os programas 

computacionais ImageJ (FIJI), Excel (Microsoft) e Prims5 (GraphPad). 

4.2.2.1.1 Avaliação osteogênica 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 água 

contendo 25 µM de prednisona diluído em um volume igual a 2,1L, assim como 

preconizado por (Vrieze et al., 2014), com trocas diárias de 1/3 do volume total de 

água. O processamento deles para as injeções ocorreu assim como descrito na seção 

4.2.2 deste capítulo. 

Para a obtenção das imagens e dados da partição do 99mTc+MDP, os 

exemplares de cada grupo foram anestesiados em 2 momentos: (i) sedação leve em 

solução contendo 50 µL de eugenol (Biodinâmica, Brasil) em 100 mL de água 

destilada, adaptada de Grush (NOAKES & MOCCIA, 2004), para aplicação de injeção 

celomática contendo 10 µL de 99mTc/MDP em uma taxa de marcação igual a 3 µCi em 

formulação adaptada de Zhao (et al., 2012); e (ii) 1 hora após a injeção contendo 

99mTc/MDP, foi realizada uma nova anestesia  em solução adaptada de Grush 

(NOAKES & MOCCIA, 2004) contendo 700 µL de eugenol (Biodinâmica, Brasil) em 

100 mL de água destilada e os animais foram levados para a câmara de cintilografia 

a raios gama (Nuclide), para obtenção da imagem. O equipamento foi calibrado para 

realizar análise de dados a partir de uma fonte de radiação de 99mTc, com um período 

de coleta de radiação por imagem de 300 segundos, em uma matriz de 256x256x16 

e uma orientação do animal em um eixo de 90º. Após a obtenção das imagens, os 

animais foram eutanasiados em solução também adaptada de Grush (NOAKES & 

MOCCIA, 2004), contendo 2 mg de eugenol (Biodinâmica, Brasil) em 100 mL de água 

destilada, por 10 minutos. 
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4.2.2.1.3 Avaliação das concentrações séricas de elementos 

químicos 

A terceira sequência de ensaios no mesmo molde, forneceu material a ser 

analisado por espectrometria de reflexão total por fluorescência de raio X (TXRF), a 

fim de se determinar as concentrações de elementos químicos presentes no sangue 

total após o período 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 período (T7dias), após indução da eutanásia em água gelada (0 - 4oC) 

e contenção física, houve a retirada de sague através de punção cardíaca de n = 5 

exemplares de cada grupo apresentado nesta dissertação. Para isso, foram utilizadas 

seringas 31 gauge (BD Ultra-FineTM) contendo 10 µL de EDTA a 10%, obtendo-se 

cerca de 10 µL de sangue para análise de TXRF. O sangue foi mantido em tubos 

cônicos e congelados, antes do procedimento de digestão ácida utilizando-se ácido 

nítrico a 5%. Um volume de 10 µL da solução resultante foi depositada sobre discos 

de quartzo (suporte de amostra) e levados para secar em estufa (TECNAL, modelo 

TE-394) a 60 ºC, por 15 minutos. 

Após este período, o material foi analisado no equipamento S2 PICOFOX 

(Bruker Nano GmbH). O tubo de raio X com um ânodo de molibdênio (Mo) (17,5 keV), 

foi operado a 50 kV e 600 μA. Os raios X característicos, foram expostos utilizando 

um detector com janela de silício de 10 mm2, sob ar atmosférico. A resolução (largura 

meia altura), foi <160 eV para Mn Kα 10 kcps, enquanto a janela de berílio tinha 100 

μm de espessura. O tempo de excitação usado foi de 500 segundos. Avaliação de 

espectros e quantificação de elementos foram realizados com o software PICOFOX. 

Alguns parâmetros do espectrômetro foram avaliados e calibrado periodicamente para 

garantir a qualidade dos resultados: correção de ganho, resolução espectroscópica, 

sensibilidade e precisão da quantificação. O padrão interno utilizado foi gálio na 

concentração de 2 mg/L. Os elementos analisados foram expressos de acordo com 

as concentrações de cálcio (Ca), estrôncio (Sr), fósforo (P), potássio (K), manganês 

(Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selênio (Se), encontrados em cada animal 

dos grupos apresentados nesta dissertação. 
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4.2.3 Processamento metodológico para a determinação de remobilização e 

excreção de estrôncio em amostras de água em 24 horas 

Para esta avaliação foram utilizados um n total = 12 animais (6 animais por 

grupo), a fim de se avaliar a excreção em curto prazo (24 horas) de indivíduos 

saudáveis (CT) e com fenótipo semelhante a quadro osteoporótico induzido pelo uso 

da prednisona (PN), ambos tratados com nanomaterial fosfatado contendo estrôncio 

(NPM-Sr). Para isso, os animais foram separados em 2 grupos e individualmente 

mantidos dentro de recipiente contendo 200 mL de água filtrada. Imediatamente antes 

de serem colocados nesses recipientes os animais normais e submetidos a 

prednisona foram injetados com solução contendo 10 µg/10 µL de NPM-Sr (ficando 

estabelecidos como grupos: CT+NPM-Sr e NM-Sr) (ver FIG.4.2.1). Nos períodos de 

T1hora, T3horas e T24horas, 1 mL de água de cada recipiente foram coletadas e como 

Controle Experimental (CE) amostras de água provenientes de aquários sem adição 

de animais, também foram amostradas. Após esse período, as amostras foram 

congeladas e posteriormente analisadas por ICP-MS utilizando um espectrômetro da 

Agilent Technologies (modelo 7700e), com câmara de nebulização de dupla 

passagem e nebulizador pneumático concêntrico. Para essa análise, as amostras 

foram acidificadas com (HNO3) para obtenção de acidez final de 2% (v/v) e uma curva 

de calibração com mesma acidez foi preparada na faixa de 0 a 100 µg/L. As condições 

operacionais foram: potência do plasma de 1550 W, fluxo de gás auxiliar de 6 L/min, 

fluxo do gás de plasma de 15 L/min, fluxo do gás de nebulização de 1,09 L/min, modo 

“No Gas”, isótopo 88Sr. 

4.2.4 Análise estatística 

 Os resultados obtidos foram testados com o auxílio do programa GraphPad 

Prism5. Os dados quantitativos que apresentaram distribuição normal, foram 

analisados utilizando os testes de Curva de Sobrevivência, One Way, teste t pareado 

e correlação de Pearson, e os que não apresentaram distribuição Gaussiana, 

avaliados pelo teste One Way: Kruskal-Wallis. O intervalo de confiança utilizado foi de 

95% (p < 0,05).  
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CAPÍTULO 5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO E OBTENÇÃO DE NANOMATERIAIS FOSFATADOS 

CONTENDO ESTRÔNCIO  

 

A análise por microscopia eletrônica de varredura demonstrou que após 

secagem, os NPM-Sr se apresentam como agregados de partículas, sendo 

predominante (90%) o diâmetro desses agregados em 405,3 nm em suspensão 

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

FIG.5.1.1 - Imagem de microscopia eletrônica de varredura, demonstrando a morfologia dos NPM-Sr. 

 

As análise no Zetasizer Nano Series forneceram informações sobre o potencial 

zeta (ζ), que foi de -33,7 mV e de condutividade em água de 0,0103 mS/cm. Além 

disso, o NPM-Sr apresenta características de um material amorfo, o que lhe confere 

uma importante propriedade para usos biomédicos, visto que materiais deste tipo, 

causam menor estresse oxidativo nas células e têm um aumento da mobilidade 



39 
 

celular, e consequentemente, de sua biodistribuição (HANCOCK & PARKS, 2000; 

SULCZEWSKI et al., 2014).  

O potencial ζ reflete o potencial de superfície das partículas, e influencia 

diretamente na estabilidade de dispersão destas, uma vez que, está relacionado as 

cargas elétricas presentes na superfície da estrutura, sendo que, quanto mais elevado 

o potencial, mais estável é a dispersão das NPs (MARIANO, DE OLIVEIRA & ASSIS, 

2011; SCHAFFAZICK et al., 2003). Entretanto, para que a dispersão desta na solução 

seja eficiente, é necessário que o valor do potencial ζ, 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 ζ da NP sintetizada pelo grupo que obteve 

melhores resultados, apresentava uma proporção de 2:1 (tamanho : potencial). Em 

adição, de acordo com Alves (2010), um potencial ζ de -33,94 mV, deve apresentar 

elevada estabilidade coloidal, uma vez que, à presença da dupla camada elétrica 

externa (camada de Gouy-Chapman), assim como, valores de condutividade (10,3 

µS/cm) que se encontram entre os valores achados para água destilada (entre 0,5 a 

3.0 µS/cm) (EMBRAPA, 2021) e água mineral (média 150 µS/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 

dissolução, visto que o valor de 10 µS/cm está mais próximo ao da água destilada. 

 Os resultados obtidos pela técnica de EDXMA, demonstram que o nanomaterial 

sintetizado por nosso grupo de pesquisa, se apresentava livre de elementos exóticos 

aos desejados, obtendo-se picos característicos de oxigênio (O), cálcio (Ca), 

magnésio (Mg), estrôncio (Sr) e fósforo (P), que são os elementos bases para a 

formulação do NPM-Sr.  

A relação entre a altura dos picos de fósforo, cálcio e estrôncio sugerem 

significativa incorporação do estrôncio dentro do nanomaterial e ausência significativa 

de impurezas (FIG.5.1.2). A determinação de estrôncio no nanomaterial foi realizada 

pela técnica ICP-MS, obtendo-se uma concentração de 227 ± 12 mg/L de estrôncio, 

correspondendo a 22,7% da massa das NPM-Sr. Além disso, a distribuição de fósforo, 

oxigênio e magnésio (um importante elemento para as fases metabólicas da vitamina 
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D) (ZITTERMANN, 2013) e as demais características de condutividade, potencial ζ e 

aspecto amorfo do nanomaterial, permitem sugerir que este é poroso, e que as 

inserções de estrôncio na estrutura podem ter sido nas lacunas criadas por durante 

sua formulação, abrindo a possibilidade de inserções de outros elementos ou até 

mesmo materiais como micro RNAs (miRNAs) em seu interior, transformando este, 

em um carreador especifico e/ou de ampla utilização, podendo-se tratar diferentes 

quadros clínicos com um único composto que apresenta associações adequadas e 

com ampla eficiência. 

 

     keV (Energia) 

FIG.5.1.2 - Espectro de microanálise de raio X (EDXMA) obtido após colimação de feixe eletrônico 

sobre NPM-Sr, demonstrando presença de oxigênio, cálcio, estrôncio e fósforo. O carbono observado 

tem origem na metalização e base de Termanox necessários à análise. 

 

5.2 AVALIAÇÕES FÍSICO-QUÍMICAS DA ÁGUA EM ENSAIOS DE MANUTENÇÃO  

 

Os valores para os parâmetros físico-químicos obtidos pelas análises da água 

dos experimentos: ensaio para avaliação das escamas – 8 dias (TAB.5.2.1), ensaio 
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para avaliação da biodistribuição de 99mTc/MDP – 8 dias (TAB.5.2.2) e ensaio de 

excreção em curto prazo – 24 horas (TAB.5.2.3), demonstram que a qualidade do 

ambiente seguiu as especificações estabelecidas pela OCDE 203 (2019), durante 

todo o período experimental.  

TAB.5.2.1 - Parâmetros físico-químicos da água dos aquários de acordo com o grupo e o tempo de 

análise, para o ensaio de escamas e de elementos químicos encontrados em amostras de sangue, 

em um período de 8 dias.  

  Físico Químicos 

GP T ºC Cl pH KH 
CO2 

ppm 
O2 ppm 

NH3 total 
ppm 

NO2 

ppm 

C
T

 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.000  0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.009  0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.009  0.25 

P
N

 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.032 a 0.25 

N
M

-S
r 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.032 a 0.25 

R
-S

r 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 4 7.50 11.0 0.032 a 0.25 

nd – não detectável; 

a diferença estatística significativa entre os grupos, para teste não paramétrico, com distribuição 
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nível de significância p < 0,05. 

TAB.5.2.2 - Parâmetros físico-químicos da água dos aquários de acordo com o grupo e o tempo de 

análise, em um período de 8 dias. 

  Físico Químicos 

GP T ºC Cl pH KH 
CO2 

ppm 
O2 

ppm 
NH3 total 

ppm 
NO2 

ppm 

C
T

 T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.000  0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.009  0.25 
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T5 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.009  0.25 
P

N
 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 5 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 6 9.30 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018 b 0.25 

N
M

-S
r 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018 b 0.25 

R
-S

r 

T-1 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 a 0.0 

T2 26 ± 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.032 a 0.25 

T5 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.018 b 0.25 

nd – não detectável; 

a, b diferença estatística significativa entre os grupos, para teste não paramétrico, com distribuição 
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nível de significância p  < 0,05. 

TAB.5.2.3 - Parâmetros físico-químicos da água dos aquários de acordo com o grupo e o tempo de 

análise, em um período de 8 dias. 

  Físico Químicos 

GP T ºC Cl pH KH 
CO2 

ppm 
O2 ppm 

NH3 total 
ppm 

NO2 

ppm 

C
E

 T1h 26 ± 1 nd 7.2 2 3.70 11.0 0.0  0.0 

T24h 26 ± 1 nd 7.2 2 3.70 11.0 0.0  0.0 

C
T

(+
N

M
-

S
r)
 T1h 26 ± 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.0  0.0 

T24h 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.022 a 0.25 

N
M

-S
r 

T-24h 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.032 b 0.0 

T1h 26 ± 1 nd 7.2 5 9.30 11.0 0.0  0.0 

T24h 26 ± 1 nd 7.2 6 11.20 11.0 0.022 a 0.25 

nd – não detectável; 

a, b diferença estatística significativa entre os grupos, para teste não paramétrico, com distribuição 
gaussiana (teste Kruskal-Wallis), com nível de significância p < 0,05. 

 

Estes mesmos dados demonstram que a concentração de amônia nos grupos 

expostos a PR e tratados, apresentava-se superiores aos do controle (>= 0,018 ppm) 

(TAB.5.2.4) sugerindo provável influência 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 

evidências indicam que peixes, reagem e são sensíveis a essas substâncias, podendo 

desenvolver diversos problemas, sendo um deles o quadro com fenótipo similar à 

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

TAB.5.2.4 - Concentração de amônia e nitrito, em um período de 8 dias . 

Ensaio 

Grupos 

CT PN NM-Sr R-Sr 

Amônia total (NH3) 0,006 ± 0,003  0,02 ± 0,004 a 0,02 ± 0,004 a 0,02 ± 0,004 a 

Nitrito (NO2) 0,16 ± 0,08 0,16 ± 0,08 0,16 ± 0,08 0,16 ± 0,08 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 
múltipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média ± erro padrão. 

 

5.3 ANÁLISE DE SOBREVIVÊNCIA  

 

 A taxa de sobrevivência durante o período experimental (T7dias e T24horas) em 

todos os ensaios, foi igual em todos os grupos, apresentando sobrevida em 100%, 

típico do gráfico (GRA.5.3.1). 

Esses resultados sugerem que todos os compostos testados, não alteram a 

sobrevivência dos indivíduos testados. Tais resultados sugerem que o NPM-Sr, 

demonstra ser compatível com seu uso in vivo sem apresentação de morbidades. 

Resultado similar foi obtido por Tonelli (et al., 2016) trabalhando com células 

embriogênicas de Tilápia-do-Nilo transfectadas com nanomaterial de matriz. Ainda 

que desprovido de Sr, formulação nanocarreadora baseada em fosfato desenvolvidas 

por nosso grupo de pesquisa, já dispões de vários relatos sobre a sua 

biocompatibilidade em experimentos in vitro, demonstrado pela falta de alteração da 

viabilidade celular (em células do gânglio da raiz dorsal, macrófagos, cardiomiócitos 

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 sobrevivência dos exemplares ao longo do tempo experimental (T8dias). Nível 
de significância estatística p < 0,05 (*) conforme determinado por método de comparação de curva de 
sobrevivência - Log-rank (Mantel-Cox) test. 

 

Dados de nosso laboratório mostraram que injeções intravasculares com NPM 

carreando antimitóticos, antiparasitários, radiomarcadores e fluorescentes em outros 

modelos não influenciaram na sobrevida de animais como camundongos, tilápias e 

Zebrafish. Desta forma, podemos sugerir que o NPM-Sr apresenta baixo impacto na 

sobrevivência de Zebrafish adultos, em um período de 7 dias, por injeção celomática, 

em uma concentração de 10 µg/10 µL dose. 

 

5.4 AVALIAÇÃO OSTEOGÊNICA DAS ESCAMAS DE ZEBRAFISH  

  

Visto que o Zebrafish apresenta tamanho variado de escamas em suas porções 

cranial, torácica e caudal, e que os trabalhos citados não diferenciaram as escamas 

destas regiões, bem como não especificaram a localização das escamas utilizadas, 

nosso grupo optou por selecionar 10 escamas da região cranial de cada indivíduo (n 

= 10 animais), totalizando 100 escamas coletadas. Durante o processamento destas 

algumas foram perdidas, mas tal perda não foi significativa para influenciar nos 

resultados e na viabilidade do experimento. 

Uma vez, que seriam realizadas duas técnicas de coloração com estas, o n final 

de escamas obtidas, foi dividido igualmente em dois grupos distintos: (1) coloração 

com alizarina red S e (2) coloração pela técnica fosfatase ácida resistente ao tartarato 
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(TRAP), a fim de se obter o n mínimo de escamas necessárias para a realização dos 

ensaios de acordo com a metodologia de coloração a ser utilizada (GRA.5.4.1) 

(TAB.5.4.1). 

 

 

 

 

GRA.5.4.1 - Número de escamas de Zebrafish avaliadas pelas técnicas de alizarina red S e TRAP. 

 

TAB.5.4.1 - Determinação do número mínimo de escamas de Zebrafish. 

Ensaio n de escamas 

Grupos 

CT PN 

Taxa de marcação % Cálcio 30 0,39 ± 0,01  0,36 ± 0,01 a 

Reabsorção óssea % TRAP 35 0,15 ± 0,009  0,10 ± 0,003 a 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 

múltipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média ± erro padrão. 

 

Após o estabelecimento do n mínimo de escamas para cada tratamento, foram 

realizadas as aquisições 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, 

redução das áreas mineralizadas, acompanhada da diminuição da intensidade de 

marcação no canal vermelho para cálcio, associada ao aumento de áreas de 

reabsorção óssea nas escamas de Zebrafish, evidenciados pela técnica de TRAP 

(TAB.5.4.2). 
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 Já os grupos tratados com estrôncio, demonstraram resultados 

significativamente diferentes ao grupo PN e semelhantes ao grupo CT, indicando que 

ambos (NM-Sr e R-Sr), tiveram a dinâmica óssea influenciada. Estes apresentaram 

aumento das áreas mineralizadas e da intensidade de marcação no canal vermelho 

para cálcio, e diminuição das áreas de reabsorção óssea (TAB.5.4.2). Os dados 

qualitativos da avaliação das escamas são apresentados na FIG.5.4.1. 

TAB.5.4.2 - Remodelação óssea das escamas de Zebrafish, em 7 dias de tratamento. 

Ensaio 

Grupos 

CT PN NM-Sr R-Sr 

Reabsorção óssea % 

TRAP 
0,45 ± 0,03 a 0,66 ± 0,01 b 0,44 ± 0,02 a 0,49 ± 0,02 a 

Taxa de marcação % 

Cálcio 
0,64 ± 0,06 a 0,39 ± 0,07 b 0,74 ± 0,04 a 0,61 ± 0,06 a,b 

Intensidade de U.I. canal 

vermelho 
3802 ± 405,7 a 2304 ± 424,3 b 4329 ± 244,5 a 3574 ± 364,7 a,b 

a, b nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 
múltipla de Tukey’s, seguido de teste t pareado, média ± erro padrão. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FIG.5.4.1 - Imagem microscópica demonstrando o aspecto e coloração das escamas de Zebrafish, de 
acordo com o grupo experimental e técnica histológica e citoquímica, em 7 dias de tratamento. 
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5.5 AVALIAÇÃO OSTEOGÊNICA CORPÓREA DE ZEBRAFISH  

  

Os valores obtidos da partição corporal, evidenciam que existe um aumento da 

taxa de marcação por radiomarcador na região cranial dos grupos PN, NM-Sr e R-Sr, 

além de evidenciarem diminuições significativas na radiomarcação das frações 

corporal e visceral (TAB.5.5.1).  

Entretanto na radiação corporal total (TAB.5.5.1), não fica evidente o efeito 

osteoporótico nos grupos PN, NM-Sr e R-Sr, embora seja observado que o complexo 

99mTc/MDP apresenta ampla biodistribuição, assim como descrito por McCracken (et 

al., 2001).  

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

ausência de alterações nessas porções (DE ABREU et al., 2005). 

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

Ensaio 

Grupos 

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 cabeça (LOG) 5,18 ± 0,22 a 5,85 ± 0,06 b 5,75 ± 0,08 b 5,54 ± 0,11 a,b 

CPM corpo (LOG) 5,89 ± 0,08 a,b 6,00 ± 0,06 a 5,64 ± 0,07 b,c 5,58 ± 0,08 c 

CPM vísceras (LOG) 5,54 ± 0,26 a 4,68 ± 0,27 b 4,31 ± 0,19 b 4,15 ± 0,15 b 

a, b, c nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 
múltipla de Dunnett’s, seguido de teste t pareado, média ± erro padrão 

 
 

Uma vez que o 99mTc pode ser utilizado para o diagnóstico e acompanhamento 

da osteoporose (IPEN, 2015) devido a sua interação com a matriz óssea, é possível 

observar que sua associação com o MDP, marque as regiões ósseas onde o 

remodelamento está ocorrendo; e como a PR induz um quadro semelhante a 

osteoporose em Zebrafish é possível observar uma maior marcação nesses grupos. 
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A tabela demonstra uma maior taxa de marcação na porção cranial dos grupos 

tratados com PR e redução da taxa de marcação na porção corporal nos grupos NM-

Sr e R-Sr em relação ao grupo PN. O aumento na taxa de marcação pode estar 

relacionado a propensão de microfraturas devido a osteoporose no crânio e nas 

vertebras do Zebrafish, característica similar ao observado em camundongos e 

humanos (GUARNIERO & OLIVEIRA, 2004; CESAR et al., 2013; SIQUEIRA, 2014). 

Já a redução da taxa de marcação, pode ser um indicativo de eficiência 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 concentrações 

de estrôncio foram consideradas prejudiciais à saúde (EMA, 2014), logo o efeito 

observado no grupo NM-Sr, sugere que este, possa ser mais eficaz no quesito de uma 

remissão sem o comprometimento e/ou desenvolvimento indesejado de propriedades 

relacionadas ao metabolismo ósseo. 

Um outro fator visualizado, é a redução da taxa de marcação nas vísceras dos 

grupos PN, NM-Sr e R-Sr em relação ao CT, uma vez, que o tempo de exposição ao 

complexo 99mTc/MDP foi de 1 hora para todos os grupos. Este achado levanta a 

hipótese de que, como o complexo não se liga facilmente a matriz óssea devido ao 

tecido ósseo estar maduro (IPEN, 2015) no grupo CT, o composto tende a ficar se 

movimentando pela corrente sanguínea até sua excreção, e com esta tem um tempo 

superior a 1 hora, a porção visceral por ser tão bem irrigada quanto as outras regiões 

do corpo, acaba apresentando uma maior captação 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 osteogênese, mas 

que isso depende da dose e duração da administração, e para que o complexo 

radiomarcador atinja o local acometido através do fluxo sanguíneo no osso, e seja 

capaz de produzir uma imagem, é necessário que a DMO mínima devido a ligação do 

radiotraçador a superfície de hidroxiapatita, seja alcançada.  
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5.6 AVALIAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE ELEMENTOS QUÍMICOS EM 

AMOSTRAS DE SAGUE DE ZEBRAFISH  

  

As concentrações de cálcio (Ca), estrôncio (Sr), fósforo (P), potássio (K), 

manganês (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e selênio (Se) obtidos, são 

apresentadas na tabela 5.6.1.  

TAB.5.6.1 - Concentração de elementos químicos, presentes em amostras de sangue de Zebrafish, 
em 7 dias de tratamento. 

Elemento Químico 

Grupos 

CT PN NM-Sr R-Sr 

Cálcio mg/L (LOG) 1,27 ± 0,01 a 1,11 ± 0,06 b 1,28 ± 0,03 a 1,27 ± 0,04 a,b 

Estrôncio mg/L 0,09 ± 0,005 a 0,07 ± 0,009 b 0,10 ± 0,005 c 0,75 ± 0,06 d 

Fósforo mg/L (LOG) 4,74 ± 0,01 4,79 ± 0,06 4,85 ± 0,01 4,83 ± 0,03 

Potássio mg/L (LOG) 5,18 ± 0,01 a,b 5,05 ± 0,06 a 5,24 ± 0,01 b 5,18 ± 0,04 a,b 

Manganês mg/L 0,07 ±0,002 a 0,04 ± 0,005 b 0,08 ± 0,01 a 0,06 ± 0,002 a,b 

Ferro mg/L (LOG) 4,07 ± 0,02 a 4,10 ± 0,08 a 4,30 ± 0,01 b 4,15 ± 0,04 a,b 

Zinco mg/L 1,35 ± 0,19 a 1,84 ± 0,29 a,b 2,18 ± 0,09 b 1,71 ± 0,11 a,b 

Cobre mg/L 0,28 ± 0,02 a 0,15 ± 0,02 b 0,21 ± 0,008 a,b 0,19 ± 0,02 b 

Selênio mg/L 0,006 ± 0,0003 a 0,01 ± 0,003 b 0,007 ± 0,001 a 0,01 ± 0,003 a,b 

a, b, c, d nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 
múltipla de Dunnett’s, seguido de teste t pareado, média ± erro padrão  
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Os dados obtidos pela concentração de cálcio (Ca), demonstram que os grupos 

tratados (NM-Sr e R-Sr), apresentaram valores iguais aos de indivíduos controle, 

enquanto os provenientes de PN apresentaram valores menores. Estes dados 

demonstram um quadro de hipocalcemia nos fluidos séricos, compatível com os dados 

obtidos pelas técnicas morfológicas e analíticas prévias. 

Já os dados obtidos pela concentração de estrôncio (Sr), de forma similar ao 

esperado, apresentaram também concentração inferior no grupo PN em relação aos 

CT e demais tratamentos. De forma diferente, os grupos NM-Sr e R-Sr tiveram a 

concentração elevada, demonstrando haver uma distribuição digna de nota, 

significando a mobilização e retenção desse elemento, mantendo patamares internos 

em níveis diferentes. Devemos ressaltar, que a dose aplicada neste trabalho 

aparentemente elevada, mimetizou as utilizadas em mamíferos como humanos e 

roedores (MARIE et al., 1993; SERVIER, 2015).  

Em humanos a concentração normal de estrôncio sérico pode variar de região para 

região, sendo encontrados valores variando de 34,6 ± 172 ng/mL (FORRER et al., 

2001; SOMAROUTHU et al., 2015). Visto que Ca2+ e Sr2+, competem pelos mesmos 

receptores celulares, é normal o aparecimento de hipocalcemia em indivíduos que 

ingerem altas doses de estrôncio (ROCHA et al., 2005), entretanto, no período de 1 

semana não é possível observar quadro similar a hipocalcemia nos grupos NM-Sr e 

R-Sr. Mas atenção terapêutica deve ser dada a concentrações elevadas de estrôncio 

sistêmico, que podem causar o aparecimento de doenças ósseas, inibir vias 

metabólicas como a da síntese 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 terapêutica, seria adjuvante no 

processo de mineralização óssea. 

Em relação ao fósforo (P), não é possível observar diferença entre os grupos. O 

fósforo é um elemento abundante e muito difundido em sua distribuição. É o principal 

ânion intracelular em mamíferos. O fósforo corporal total em um homem de 70 kg é 

cerca de 700 a 800 mg, 85% dos quais estão no esqueleto na forma de hidroxiapatita; 

os 15% restantes estão em tecidos moles. Quase todo o fósforo encontrado no espaço 

do fluido extracelular, está na forma de fosfato inorgânico. O fosfato inorgânico sérico, 

reflete apenas uma porcentagem muito pequena do fósforo 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 mensurável, sendo viável para elucidar sobre o status, dos estoques de 

fósforo do corpo (WALKER, HALL & HURST, 1990). Os dados obtidos demonstram 

que o equilíbrio homeostático não sofreu influência significativa entre os grupos para 

7 dias de tratamento.  

O potássio (K) por sua vez, apresentou pouca diferença entre os grupos testados. 

As concentrações deste elemento variaram apenas entre os tratamentos PN e NM-Sr. 

O potássio é o cátion mais abundante no fluido intracelular (apenas 2% do potássio 

corporal total, pode ser encontrado no líquido extracelular), e desempenha um papel 

vital na manutenção das funções celulares normais. Assim, a homeostase do potássio 

através da membrana celular, é crítica, visto que uma inclinação neste equilíbrio, pode 

resultar em diferentes doenças, podendo algumas serem fatais. Tanto o estresse 

oxidativo (OS) quanto o desequilíbrio de potássio, podem causar problemas de saúde 

(UDENSI & TCHOUNWOU, 2017; LAUR et al., 2020). Em uma pessoa normal e 

saudável, o potássio plasmático é mantido dentro de uma faixa estreita de 3,5 – 5,0 

mEq/L (LEE-LEWANDROWSKI, BURNETT & LEWANDROWSKI, 2002). 

O manganês (Mn), também apresentou variação entre os grupos experimentais. 

Menores valores séricos presentes no grupo PN, podem sugerir a exemplo do 

encontrado para o potássio concentrações metabólicas subótimas nesse grupo. 

O manganês (Mn) é um elemento essencial, que está envolvido na síntese e 

ativação de muitas enzimas, e na regulação do metabolismo da glicose e lipídios em 

humanos. Além disso, é um dos componentes necessários para a superóxido 

dismutase de Mn (MnSOD), que é principalmente responsável pela eliminação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), no estresse oxidativo mitocondrial. Tanto a 

deficiência de manganês quanto a intoxicação, estão associadas a efeitos adversos 

metabólicos e neuropsiquiátricos (LI & YANG, 2018). Ainda que seu aumento possa 

levar à toxicidade e a quadros fenotípicos semelhantes ao Parkinson, sua redução 

prejudica o crescimento e função reprodutiva, gerando anormalidades esqueléticas e 

alterações metabólicas de lipídios e carboidratos (ZHAO, XIA & WANG, 2014; 

BAKTHAVATSALAM et al., 2014; LAUR et al., 2020). 

Os dados referentes ao ferro (Fe), apresentam elevação no tratamento NM-Sr, não 

diferindo do tratamento R-Sr. O Ferro é vital para o desenvolvimento normal - sua 
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aquisição pelos glóbulos vermelhos (RBCs), permite a produção de hemoglobina (Hb) 

e o fornecimento de oxigênio aos tecidos em desenvolvimento. As células de 

vertebrados, obtêm ferro principalmente por meio de receptores de transferrina (Tf), 

que se ligam ao transportador de ferro. Intracelularmente são armazenados na 

proteína ferritina ou seu derivado hemossiderina. Em humanos, sua elevação pode 

causar problemas hepáticos, cardíacos (LAUR et al., 2020). Por esse motivo, 

consideramos que análises adicionais devam ser efetuadas, a fim de determinar se 

esse feito deriva da presença 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 relação ao CT. 

O zinco é um mineral essencial, necessário para o crescimento normal do 

esqueleto e a homeostase óssea. Além disso, o zinco parece ser capaz de promover 

a regeneração óssea, mas, as vias celulares e moleculares através das quais o zinco 

promove o crescimento ósseo, a homeostase e a regeneração são pouco conhecidas. 

O zinco pode afetar positivamente as funções dos condrócitos e dos osteoblastos, 

enquanto inibe a atividade dos osteoclastos, o que é consistente com um papel 

benéfico do zinco na homeostase e regeneração óssea (ROOHANI et al., 2013; 

O’CONNOR et al., 2020). Além disso, apresenta funções relacionadas a cicatrização 

e regeneração celular, sendo que reduções em suas concentrações podem causar 

disfunções imunológicas e neurológicas (STRACHAN, 2010). Estressores fisiológicos, 

incluindo trauma cirúrgico, choque hemorrágico, lesão térmica e fratura óssea, podem 

causar reduções temporárias nos níveis 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 níveis séricos de zinco diminuir 

após uma lesão traumática, os níveis de zinco aumentam no local da lesão 

(CALHOUN, CAMPBELL & SMITH, 1970) 

  Portanto o aparente aumento em organismos tratados pode indicar que o 

sistema sanguíneo também se encontra em processo de estabilização da sua 

homeostase. 

Após o ferro e o zinco, o cobre (Cu) é o terceiro oligoelemento mais abundante nos 

organismos, sendo suas concentrações semelhantes às encontradas em amostras de 
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solo (SANTOS, 2006). Além disso, estes oligoelementos apresentam relação com 

funções neuronais, sendo de extrema importância para o bom desenvolvimento e 

funcionamento do sistema nervoso central (QIAN et al., 2019). Em adição, o cobre é 

o cofator de diversos sistemas enzimáticos com importante papel na absorção e no 

metabolismo do ferro (LAUR et al., 2020), assim como atua na cicatrização de feridas 

e tem funções imunológicas. Sua deficiência  pode estar relacionada a osteopenia e 

a anormalidades articulares, assim como despigmentação da pele (STRACHAN, 

2010). Ainda, os valores encontrados por Forrer, (2001), apresentam-se mais 

elevados em humanos do que em Zebrafish. 

O selênio (Se) demonstra um aumento no grupo PN. Foi relatado que a 

inadequação de selênio, pode retardar o crescimento e alterar o metabolismo ósseo 

(MORENO-REYES et al., 2001; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012), e que a 

concentração de selênio no sangue, está inversamente relacionada à taxa de 

renovação óssea e positivamente correlacionada com a prevalência de baixa 

densidade mineral óssea (DMO) em humanos (HOEG et al., 2012). A baixa ingestão 

de selênio, é associada ao aumento do risco de doenças ósseas (ZHANG 2006; 

JOHNSON, FORDYCE & RAYMAN, 2010; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012; 

MANOLAGAS, 2010). 

Os resultados dos estudos mecanísticos sugeriram um mecanismo subjacente, ou 

seja, o do selênio desempenhando um papel essencial na defesa antioxidante, 

apoiando a vigilância imunológica, a proliferação e diferenciação celular (SAITO 2003; 

ZHANG 2006; CAO, GREGOIRE & ZENG, 2012).Entretanto, ainda que concentrações 

superiores tenham sido encontradas em PN, estes valores são inferiores aos 

encontrados em soro humano por Forrer, (GAUTSCHI & LUTZ, 2001). 

De acordo com ensaios realizados por LEE (et al., 2019) reduções nas 

concentrações de selênio, zinco e cobre em humanos podem estar relacionadas a 

problemas imunológicos que podem levar a óbito, como por exemplo sepse e 

respostas inflamatórias. 

As análises de correlação de Person, obtidas das regressões entre pares de cada 

grupo experimental, demonstrou que os animais do grupo PN apresentaram 34 

correlações significativas, diferindo do número de correlações observadas em CT (7), 



54 
 

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 aplicação da prednisona, atua sistematicamente na perda da homeostase de 

diversos elementos químicos, sendo passível sugerir quadro de remissão, quando os 

valores se assemelham aos observados nos animais do grupo CT. 

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

Elemento 
químico 

Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se 

Ca 
  

       

Sr 0,85 a 
 

       

P 0,32  -0,11  
 

      

K 0,15  -0,23  0,75  
 

     

Mn 0,84 a 0,51  0,77  0,54  
 

    

Fe 0,22  -0,24  0,88 a 0,96 a 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  0,86 a 0,55  0,83 a 0,83 a 0,26  
 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlação de Pearson. 

 

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

Elemento 
químico 

Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se 

Ca 
  

       

Sr 0,96 a 
 

       

P 0,91 a 0,84 a 
 

      

K 0,98 a 0,93 a 0,95 a 
 

     

Mn 0,94 a 0,98 a 0,84 a 0,92 a 
 

    

Fe 0,95 a 0,98 a 0,89 a 0,92 a 0,97 a 
 

   

Zn 0,84 a 0,77  0,98 a 0,90 a 0,78  0,84 a 
 

  

Cu 0,93 a 0,87 a 0,98 a 0,98 a 0,85 a 0,87 a 0,94 a 
 

 

Se 0,92 a 0,92 a 0,92 a 0,91 a 0,90 a 0,96 a 0,89 a 0,91 a 
 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlação de Pearson. 

 

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

Elemento 
químico 

Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se 

Ca 
  

       

Sr 0,64  
 

       

P 0,63  0,24  
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K 0,29  0,10  0,86 a 
 

     

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 a 
 

 

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

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlação de Pearson. 

 

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

Elemento 
químico 

Ca Sr P K Mn Fe Zn Cu Se 

Ca 
  

       

Sr 0,82  
 

       

P 0,99 a 0,81  
 

      

K 0,98 a 0,85  0,99 a 
 

     

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

    

Fe 0,65  0,68  0,74  0,79  0,97 a 
 

   

Zn 0,62  0,59  0,71  0,74  0,94 a 0,98 a 
 

  

Cu 0,85  0,64  0,91 a 0,91 a 0,82  0,89 a 0,90 a 
 

 

Se 0,59  0,65  0,68  0,72  0,94 a 0,98 a 0,98 a 0,85  
 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método de teste de correlação de Pearson. 

 

5.7 AVALIAÇÃO DA EXCREÇÃO DE ESTRÔNCIO EM AMOSTRAS DE ÁGUA EM 

24 HORAS 

 

A concentração de estrôncio pode variar dependendo do ambiente, uma vez que 

ele se distribui de forma diferente sobre a crosta terrestre. Nos oceanos por exemplo, 

sua concentração média é de 7,7mg/L (FAURE, 1986), enquanto em águas 

subterrâneas e pluviais pode variar de 6 a 874µg/L (BANNER, MUSGROVE & CAPO, 

1994; BANNER, 2004). Desta forma, faremos uma comparação baseando-se nos 

valores obtidos no ICB-UFMG. 

 A TAB.5.7.1 demonstra que não há diferença significativa nas concentrações 

de estrôncio após 1 hora nos grupos controle experimental (CE), controle tratado com 

NPM-Sr (CT+NPM-Sr) e osteoporótico tratado com NPM-Sr (NM-Sr). Entretanto com o 

passar do tempo a concentração deste elemento começa a se elevar nos grupos 
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tratados, demonstrando que em 3 horas ocorre um aumento da excreção nos grupos 

CT+NPM-Sr e NM-Sr. Sendo está mais elevada no grupo CT+NPM-Sr. Provavelmente isso, 

se deve ao fato da mobilização dos elementos. Já em 24 horas parece haver uma 

estabilização na excreção devido ao valor ser similar ao observado no grupo em 

T3horas. 

TAB.5.7.1 - Concentração de estrôncio em amostras de água, em um período de 24 horas. 

Ensaio 

Grupos 

CE CT+NPM-Sr PN 

Concentração µg/L de 88Sr em T1hora 41,10 ± 0,0  40,35 ± 3,01  46,38 ± 2,55  

Concentração µg/L de 88Sr em T3horas 41,10 ± 0,0  62,33 ± 1,69 a 54,65 ± 6,48 a 

Concentração µg/L de 88Sr em T24horas 41,10 ± 0,0  53,97 ± 2,66 a 59,34 ± 0,83 a 

a nível de significância p < 0,05 conforme determinado por método One Way: teste de comparação 
múltipla de Dunnett’s, seguido de teste de comparação múltipla de Bonferroni’s, média ± erro padrão  

 

Estes dados levantam a possibilidade de ensaios para avaliação da taxa de 

depuração e residência de nanomaterial, uma vez que, não houve modificação entre 

as taxas excretadas entre os indivíduos normais e osteoporóticos, tratados com o 

nanomaterial entre T3horas e T24horas. 
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CAPÍTULO 6. DISCUSSÃO GERAL 

 

O NPM-Sr se mostrou biomimética compatível com a remissão do quadro com 

fenótipo semelhante a osteoporose no Zebrafish. Além disso, sua comparação com a 

forma injetada de Sr, apresenta-se como potencial formulação, e apresentando 

vantagens como redução do princípio ativo em cerca de 75 vezes com manutenção 

de efeito terapêutico e mínimo efeito sobre fluidos corporais, para um período de 7 

dias.  

Desta forma, os dados aqui apresentados, são fundamentais para o 

estabelecimento de novas estratégias de tratamento partindo de configurações 

biológicas de fácil manuseio, obtenção e com reatividade que permitam mimetizar 

seus potenciais efeitos em vertebrados. De forma complementar, estabelecemos a 

correlação de oligoelementos traços a novas estratégias terapêuticas, algo de extrema 

necessidade. 

Esses dados sugerem, que o NPM-Sr apresenta um potencial terapêutico para 

o tratamento de quadro fenotípico semelhante a osteoporose induzida pelo uso de 

glicocorticoides em modelo experimental de Zebrafish, e que sua ação, pode ser 

identificada neste modelo, a partir da primeira aplicação em uma dose semanal e de 

baixa concentração.  

 O uso do Zebrafish para análises farmacológicas tende a torná-las mais simples 

e de fácil repetição, visto o fácil manejo dos animais (SPENCE et al., 2006). A 

utilização da prednisona em modelo experimental Zebrafish, confirmou que esta pode 

alterar diretamente não apenas as características externas dos peixes (escamas), 

mas também, reflete no quadro osteoporótico em níveis metabólicos e 

microestruturais, passíveis de serem analisadas de forma reprodutível e viável, 

possibilitando deste modo, a abertura para avaliação de novas abordagens 

terapêuticas. Ainda que de forma similar a outros modelos, não se deve negligenciar 

potenciais efeitos secundários associados como: o estresse, e processos 

inflamatórios, 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 realização dos ensaios em Zebrafish adultos, são viáveis para testes iniciais 

de outras drogas ou formulações.  

Embora o imageamento não tenha possibilitado neste modelo a visualização 

de possíveis alterações ósseas, neste estudo, a utilização de radiomarcadores 

(99mTc/MDP) são um marco de novas estratégias de estudos para esse modelo 

experimental, já que auxiliam na visualização e diagnóstico, referentes ao 

recrutamento osteoblástico, e consequentemente, neoformação óssea, assim como a 

abordagem de aplicação celomática, como métodos inéditos na literatura (DE 

BARROS et al., 2012). 

Os resultados aqui obtidos, demonstram que as determinações de elementos 

químicos por técnica analítica, contribui eficientemente na determinação dos níveis 

séricos nesse modelo, bem como em sua potencial via de excreção. Também 

demonstram que há uma relação entre os elementos químicos e o bem-estar animal, 

visto que muitos deles se relacionam com fatores patológicos, como por exemplo, a 

perda de massa óssea. Esses dados ainda trazem a luz, uma perspectiva de que a 

resposta inflamatória desenvolvida nos grupos tratados, tende a alterar as 

concentrações 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 estão impactando na biodistribuição dos elementos, 

e consequentemente, atuando sobre o metabolismo ósseo dos animais, visto os 

resultados obtidos nos demais ensaios apresentados. 

Com isso, sugerimos que o Zebrafish seja considerado como um modelo viável 

para estudo translacional de novas terapias em modelo de osteoporose induzida por 

prednisona, sendo aplicáveis com facilidade tanto técnicas de rotina citológica, 

histológica e morfométrica como técnicas analíticas como a de imageamento não 

invasivo com a utilização de radionuclídeos, fluorescência de raio-x e tomografia. 

Assim como demonstramos que o NPM-Sr sintetizado por nosso grupo, tem uma 

possível ação terapêutica 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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CAPÍTULO 7. CONCLUSÃO 

 

A metodologia de injeção intracelomática e o tratamento utilizando 

nanomaterial fosfatado contendo estrôncio, permitiram visualizar a remissão do 

quadro semelhante a osteoporose. 

 As metodologias aplicadas permitiram qualitativamente identificar as principais 

características relacionadas ao fenótipo osteoporótico. 

A utilização de estrôncio em baixas dosagens dentro de estruturas 

nanométricas, permitiram a visualizar remissão de quadro semelhante a osteoporose.  

As concentrações de estrôncio excretadas demonstram que há mobilização 

interna deste elemento em direção ao meio externo de forma similar em animais 

saudáveis e osteoporóticos tratados com NPM-Sr.  

 O modelo de Zebrafish permite a visualização de quadro semelhante a 

osteoporose, tanto em ensaios por escama quanto por radiomarcação do corpo e 

análise elementar em amostras de sangue. 

 O comportamento elementar e morfológico utilizando Zebrafish para quadro 

semelhante a osteoporose demonstrou similaridade com humano, demonstrando que 

este é um modelo translacional viável para análise da osteoporose. 
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CAPÍTULO 8. PERSPECTIVAS 

 

Para melhor compreendermos os resultados aqui obtidos e estabelecermos uma 

melhor forma de inserção da nanoestrutura desenvolvida na sociedade, citamos 

abaixo algumas das avaliações que pretendemos realizar em estudos futuros: 

• Análise de FET para cardiotoxicidade e genotoxicidade; 

• Análise de MicroRNAs relacionados a osteoporose e o emprego destes em 

nanopartículas; 

• Análise da expressão gênica; 

• Avaliação dos efeitos Adversos – cardiotoxicidade, alterações hormonais, 

alterações neurológicas; 

• Avaliação das possíveis influências físicas do NPM-Sr. 
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FIG.A1.1 - CEUA 

 


