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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do substituto 6sseo B HA/TCP de absorc¢des rapida e
lenta na reparacdo dssea de ratas com ou sem osteopenia induzida. O projeto foi desenvolvido
em duas etapas: inducdo da osteopenia (Capitulo 1) e implantacdo do biomaterial (Capitulo I1).
Na fase de inducéo da osteopenia foram utilizadas 18 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus) com massa corporal média de 300 gramas e seis meses de idade. A osteopenia foi
induzida por ovariosalpingohisterectomia associada a dieta hipocalcémica e foi avaliada por
densidade radiografica 6ssea e mensuracdo de marcadores bioquimicos fosfatase alcalina e
osteocalcina. Em todas as ratas verificou-se aumento dos niveis séricos de FA e OC e redugdo
da densidade radiografica 0ssea, caracterizando a condigdo osteopénica. Na segunda fase do
projeto foram utilizadas 36 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com massa
corporal média de 300 gramas e seis meses de idade. As ratas foram divididas em dois grupos:
animais submetidos a ovariohisterectomia e dieta hipocalcémica (Grupo OSH) e animais ndo
castrados com dieta comercial (Grupo Controle). Apds a confirmagdo da inducdo osteopénica
por meio de densidade radiografica 6ssea no grupo OSH, foi criado um defeito dsseo no terco
proximal das tibias direita e esquerda em todos os animais. Estes foram subdivididos em dois
grupos: tratados com preenchimento do defeito com  HA/TCP de absorgdes rapida e lenta e
grupo controle negativo no qual o defeito permaneceu vazio. Foram feitas avaliagdes
radiogréficas nos dias 0, 15 e 30 apds implante e avaliagbes histolégicas aos 15 e 30 dias.
Foram observadas formacdo de redes vasculares, tecido ostedide e matriz 6ssea em todos os
grupos tratados com 3 HA/TCP rapida e lenta, favorecendo o processo de reparacao; nos grupos
controle negativos foi observada a formagdo de cortical fina e descontinua a partir do 0sso
preexistente. A B HA/TCP de absorgdes rapida e lenta é um biomaterial ideal no tratamento de
falhas dsseas promovendo a regeneragdo. A B HA/TCP de absor¢do rdpida mostrou-se um
material promissor no reparo de falhas 6sseas com uma neoformag&o mais organizada.

Palavras chaves: osteopenia, osteocalcina, fosfatase alcalina, densidade radiogréfica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the fast and slow absorptions of  /
HA bone substitute on bone repair of rats with or without induced osteopenia. The
project was developed in two stages: induction of osteopenia (Chapter 1) and
implantation of the biomaterial (Chapter IlI). In the osteopenia induction phase, 18
Wistar (Rattus norvegicus) albino rats with a mean body mass of 300 grams and 6
months of age were used. Osteopenia was induced by ovariosalpingohisterectomy
associated with a hypocalcemic diet and was evaluated by radiographic bone density
and measurement of biochemical markers alkaline phosphatase and osteocalcin. In all
rats there was an increase in serum levels of FA and OC and reduction of bone
radiographic density, characterizing the osteopenic condition. In the second phase of
the project, 36 Wistar rats (Rattus norvegicus) with average body mass of 300 grams
and six months of age were used. The rats were divided into two groups: animals
submitted to ovariohysterectomy and hypocalcemic diet (OSH Group) and uncastrated
animals with commercial diet (Control Group). After confirming the osteopenic
induction by means of bone radiographic density in the OSH group, a bone defect was
created in the proximal third of the right and left tibias in all the animals. These were
subdivided into two groups: treated with defect filling with fast and slow absorption f /
HA / TCP and negative control group in which the defect remained empty.
Radiographic evaluations were performed on days 0, 15 and 30 after implantation and
histological evaluations at 15 and 30 days. Formation of vascular networks, osteoid
tissue and bone matrix were observed in all groups treated with fast and slow p HA /
TCP, favoring the repair process; in the negative control groups, fine and
discontinuous cortical formation was observed from the preexisting bone. The rapid
and slow absorption of p / HA is an ideal biomaterial in the treatment of bone failure
promoting regeneration. Fast-absorbing ;-HA [ TCP proved to be a promising material
for repairing bone defects with a more organized neoformation.

Keywords: osteopenia, osteocalcin, alkaline phosphatase, radiographic density.
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INTRODUCAO GERAL

O tecido d6sseo tem como fungdo dar suporte aos tecidos adjacentes, proteger os 6rgaos vitais e
medula dssea, sustentar os musculos esqueléticos e armazenar célcio e fosforo. Apresenta tecido
conjuntivo e células especializadas como osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos e também
matriz extracelular (Junqueira e Carneiro, 2008). Em algumas condicOes especiais o equilibrio
entre estes componentes se encontra alterado ocasionando distarbios no tecido dsseo que podem
favorecer as fraturas. Fraturas, complicagdes no processo de consolidacdo, perdas dsseas de
grande proporcdo sdo algumas das situa¢Bes encontradas no dia a dia tanto na medicina humana
quanto na medicina veterinaria (Castro-Varon, 2013). Uma situacdo especifica mais frequente
no homem, que representa grande desafio para a ortopedia é a presenca de osteoporose na qual
se observa um desequilibrio na homeostasia 6ssea por idade avangada, alteragbes hormonais ou
supressdao hormonal pés-menopausa (Garcia-Denche, 2006).

As pesquisas relacionadas com osteopenia/osteoporose tém aumentado ao longo dos anos
devido as complica¢des no tratamento ortopédico em geral, constituindo- se um problema de
salide publica de grande relevancia. Isto tem levado ao desenvolvimento de pesquisas com
alternativas diagnosticas e terapéuticas variadas na tentativa de reverter ou auxiliar na
regeneracdo 0ssea. Exames rotineiros de laboratorio e de imagem sdo as ferramentas utilizadas
para o diagndstico dessa condi¢do clinica. Dentre estas alternativas tem-se os marcadores
bioguimicos relacionados com a atividade 6ssea que podem propiciar maior entendimento dos
mecanismos desta afec¢do ou doenca (Delmas, 2001; Allen, 2003; Garcia-Denche, 2006).

Uma das linhas de pesquisa direcionadas para o estudo da melhoria da qualidade 6ssea, que
favorece a consolidagdo de fraturas e osteointegracdo de proteses é o desenvolvimento de
biomateriais que possam suprir as necessidades locais. A biocerdmica de trifosfatos de célcio e
hidroxiapatita tem se mostrado um material promissor no tratamento de reparacdo 6ssea seja de
pequena ou de grande proporcdo. A estrutura fisico-quimica do biomaterial € um fator
importante no processo de reparacdo 6ssea. A HA/BTCP formada de fosfatos de calcio e
hidroxiapatita, com porosidade apropriada, apresenta uma granulometria variada e ndo apresenta
alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas quando implantada no organismo até ocorrer a
formacdo GOssea desejavel e necessaria, atuando, portanto, como arcabou¢o para o crescimento
celular (Garrido et al., 2011; Aristizabal, 2013; Castro-Varon, 2013). A p HA/TCP tem
caracteristicas de absorcOes variadas sem alterar suas propriedades osteocondutivas. Assim, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da p HA/TCP de absor¢do rapida e lenta em defeitos
0sseos no terco proximal de tibias em ratas com ou sem osteopenia induzida, por meio de
densidade radiografica éssea e avaliacdo histolégica.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a biocerdmica f HA/TCP de absor¢des rapida e lenta em animais com ou sem
osteopenia induzida.

Avaliar por meio de densidade Ossea radiogréafica a condi¢do osteopénica em ratas wistar
submetidas a ovariosalpingohisterectomia associada a dieta hipocalcémica.

Avaliar o comportamento dos marcadores bioquimicos osteocalcina e fosfatase alcalina em ratas
com osteopenia experimental.
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1. CAPITULOI

REVISAO DE LITERATURA

1.1. PROCESSO DE REPARACAO OSSEA, ASPECTOS FISIOLOGICOS E
MORFOLOGICOS

O osso apresenta elevado potencial de reparacdo por meio de um processo dinamico de
remodelacéo que envolve a formagéo de tecido novo e a reabsorcéo 0ssea, caracterizando a total
auséncia de cicatriz (Serra e Silva et al., 2006; Ochandiano, 2007; Castro-Varon, 2013). Embora
existam muitos estudos para se compreender o processo de regeneracdo 0ssea, sobretudo os
eventos anatémicos e bioguimicos continuam sendo estudados de forma mais detalhada
(Marsell e Einhorn, 2011). O osso tem capacidade para regeneracdo em reposta a uma leséo ou
tratamento cirdrgico. Ambos 0s processos envolvem complexa integracdo de celulas, fatores de
crescimento e matriz extracelular. O processo de reparacéo consiste em restaurar a continuidade
dos tecidos lesados, sem necessariamente aumentar o volume ésseo (Al-Aqgl et al., 2008; Santos,
2011) e a regeneracdo & um processo que envolve a diferenciagdo de novas células e a formacao
de novo tecido 6sseo que resulta em aumento do volume total de novos tecidos esqueléticos (Al-
Agl et al., 2008). Os processos bioldgicos sdo controlados por mecanismos moleculares
complexos que envolvem fatores locais e sistémicos, que interagem com muitos tipos de células
recrutadas dos tecidos adjacentes e da circulacdo (Al-Agl et al., 2008).

No momento de uma lesdo Ossea inicial (fratura, osteotomia) ocorre ruptura dos vasos
sanguineos, liberacdo de liquido e proteinas plasmaticas (edema) e a formacao imediata de um
codgulo de fibrina apds a cascata de coagulacdo e vasoconstricdo. No coagulo os produtos de
degradacdo resultantes da necrose das bordas da fratura e os fatores de crescimento, atraem
células polimorfonucleares (principalmente neutrdéfilos), linfocitos e mondcitos que iniciam a
fagocitose dos produtos de necrose (Glowacki, 1998; Garcia-Denche, 2006; Castro-Varon,
2013). A resposta inicial resulta na secrecdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina (IL), IL-1, IL-6, IL-11 e IL-18 por macrdfagos, células inflamatérias e células de
origem mesenquimais (Gerstenfeld et al., 2003), aumentando assim o recrutamento de células
inflamatdrias que favorecem a sintese da matriz extracelular e estimulam a angiogénese. O pico
de concentragdo dessas citocinas pode ser observado em 24 horas e retornam aos valores
normais dentro de 72 horas apés o trauma (Gerstenfeld et al., 2003). Durante este periodo o
TNF-a é expresso por macrofagos e outras células inflamatorias, e acredita-se que esta
expressao seja mediada pela inducdo de sinais inflamatérios secundarios que atuam como
agentes quimiotaticos para recrutar células necessarias (Kon et al., 2001). Os fatores de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador (TGF)
liberados na fase inicial da inflamacéo, induzem a expressdo de outros fatores como o fator de
crescimento fribroblastico (FGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que
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promoverdo a angiogénese pela migracdo e proliferacdo de células endoteliais e seus
precursores (Glowacki, 1998; Garcia-Denche, 2006).

A proporcao das células mesenquimais indiferenciadas presentes nos canais 0sseos, endosteo,
periosteo e medula déssea é variavel ao longo da vida. Estas células podem chegar ao foco da
fratura a partir do peridsteo, da medula dssea e do sangue. Ocorre neovascularizacdo, varios
tipos de colageno formam uma nova rede e surgem outras células como fibroblastos, linfocitos,
monoécitos e macrofagos, aumentando também a propor¢do de células mesenquimais
indiferenciadas (Glowacki, 1998; Castro-Varon, 2013). O ciclo celular de qualquer célula
progenitora segue quatro etapas de comportamento (Muschler e Midura, 2002; Molina, 2008)
denominadas ativacao, proliferacdo, migracédo e diferenciacao.

Ativacéo é a saida do estado quiescente das células mesenquimais indiferenciadas pela acéo dos
fatores reguladores; proliferacdo decorre dos fatores mitogénicos; migracdo é facilitada por
diferentes fatores reguladores e influenciada por fatores da matriz extracelular; a diferenciacéo é
a progressdo em que aparecem as diferencas morfologicas e moleculares especificas da
linhagem, terminando na diferenciacdo celular que uma vez formado o tecido, indica a
maturacdo dessas células. Entre as variaveis bioldgicas que determinam a linhagem celular das
células mesenguimais indiferenciadas encontram-se a tensdo de oxigénio, o pH do fluido
intersticial, a concentracdo de nutrientes, os estimulos mecanicos, a composi¢do quimica da
matriz extracelular e a concentragéo de determinados fatores reguladores.

Adriens (1999) mostrou que a partir das 48 horas ap6s a lesdo, ocorre hemodlise central do
codgulo sanguineo e inicio da formacdo do tecido de granulagdo (migragdo de
polimorfonucleares neutréfilos, mondcitos e fibroblastos para o foco). Ao final da primeira
semana ja existe um tecido vascular complexo, organizado, fibroblastos e fibras colagenas. Esse
tecido de granulagdo se mantém por aproximadamente 14 dias. As plaquetas desaparecem como
fonte principal de fatores de crescimento e outros fatores, como o fator de crescimento
fibrobléastico e o fator de crescimento endotelial vascular promovem a angiogénese (migracéo e
proliferacdo de células endoteliais e seus precursores) (Glowacki, 1998; Hollinger, 1999,
Molina, 2008).

Durante a segunda semana ocorre uma maior densidade de fibras colagenas (Glowacki, 1998;
Hollinger, 1999).

A consolidagéo do osso pode ocorrer de forma direta ou indireta, que consiste tanto na formagéo
6ssea intramembranosa ou endocondral. O processo de consolidagdo indireta € mais comum,
uma vez que a direta requer reducdo anatdmica e estabilizacdo rigida do foco da fratura
(Glowacki, 1998; Hollinger, 1999, Molina, 2008).

Além dos fatores de crescimento e das citocinas pro-inflamatorias, fatores ndo mecénicos
interferem no metabolismo 6sseo, assim como os hormdnios que tém papel primordial. Dos
minerais, o célcio e o fosforo possuem fungdes essenciais no organismo, como a formagéo da
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estrutura Ossea e dos dentes, 0 que torna sua demanda relativamente alta quando comparada
com outros minerais. O célcio (Ca) tem outras fungdes no organismo como por exemplo, no
metabolismo hormonal e na coagulacdo sanguinea. O fosforo (P) € essencial para a formacao de
moléculas relacionadas com o manejo de energia e 0 metabolismo dentro das células (Perez
2003, Henn, 2010). O fosfato juntamente com o célcio formam a hidroxiapatita, principal
componente da matriz inorganica do 0sso. A hidroxiapatita também participa das funcdes
celulares como componentes de fosfolipidios da membrana celular, dos &cidos nucléicos, do
transporte de energia e da regulacdo da atividade de varias enzimas (Henry, 1995). A absorc¢éo
do P ocorre no intestino delgado, principalmente no duodeno. Seus niveis sanguineos, assim
como os do Ca sdo controlados pelo horménio paratiréideo, vitamina D e calcitonina. A relagdo
Ca e P da dieta parece ter influéncia na absorcdo deste mineral (Macari, 2002; Henn, 2010).

1.2. ENXERTOS

No reparo de fraturas, seja no homem ou no animal, podem se apresentar situagdes nao
encontrados no dia a dia como grandes defeitos 6sseos decorrentes de trauma, perdas 6sseas por
remogdo de tumores ou infec¢des, que requerem o uso de enxertos 6sseos ou aloplasticos para
preenchimento da falha (Castro-Varon, 2013). O enxerto aloplastico é um material utilizado
para implantacdo nos tecidos 6sseos, tais como fosfato de célcio, hidroxiapatita, biocerdmicas,
dentre outros. As carateristicas bioldgicas de cada um destes enxertos sdo variadas e podem
propiciar um ou mais componentes essenciais como osteogénese, osteoinducdo e
osteocondugdo. A substituicdo 6ssea pode ser feita por enxerto autélogo ou autoenxerto, enxerto
alégeno ou homoenxerto, xenoenxerto ou heterélogo e por implante de material aloplastico
(Garrido e Sampaio, 2010; Castro-Varon, 2013). A osteointegracdo, entretanto, depende em
parte da quantidade e qualidade do substrato 6sseo remanescente e também da capacidade de
regeneracao, variaveis que podem estar alteradas em diferentes condi¢@es clinicas como idade
do animal ou disturbios metabolicos que induzem a osteopenia ou osteoporose.

1.3. OSTEOPOROSE

A osteoporose é a alteracdo metabdlica 6ssea mais frequente e um dos maiores problemas de
salde publica no mundo. E uma doenca sistémica esquelética caracterizada por densidade
mineral 6ssea baixa e alteracdo na macroestrutura do 0sso com aumento, por conseguinte, da
fragilidade dssea e da susceptibilidade a fraturas (Consensus Development Conference, 1993).
A perda 6ssea ocorre na fase inicial da deficiéncia de estrogénio como consequéncia da
reabsorgdo Gssea aumentada. E uma alteracio metabélica Gssea de importancia, ja que modifica
a capacidade de formacdo do 0sso 0 que representa um fator de risco para o sucesso da enxertia
ou para o reparo de fraturas (Dao et al., 1993; Garcia-Denche, 2006).
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A osteoporose é avaliada clinicamente por meio da identificagdo de alguns metabdlitos
considerados como marcadores bioquimicos da remodelagdo 6ssea, que permitem analisar de
forma especifica a atividade metabolica 6ssea. Estes marcadores sdo proteinas resultantes da
atividade osteoblastica e osteoclastica ou produtos gerados da formagdo ou degradacdo da
matriz 6ssea (Quadro 1). Os marcadores derivados da atividade osteobléastica sdo de formacao e
podem ser determinados no soro, e 0s derivados da atividade osteocléstica sdo marcadores de
reabsorcdo, cuja maioria € determinada na urina (Eastel e Blumsonh, 1997; Delmas, 2001;
Allen, 2003; Garcia-Denche, 2006).

Marcadores de Formacao/Atividade Marcadores de Reabsorgdo/Atividade
Osteoblastica Osteoclastica

Fosfatase alcalina total (FAT) Fosfatase acida resistente al tartrato (TRAP)
Fosfatase alcalina 6ssea (FAO) Telopeptideo carboxiterminal colageno |
Osteocalcina (OC) (ICTP)

Propeptideo carboxiterminal do procolageno |
Soro | (PICP)

Propeptideo aminoterminal do procolageno |
(PINP)

Célcio

Hidroxiprolina

Piridinolina (PYR)

Desoxipiridinolina (D-PYR)

) Telopeptideo carboxiterminal do colageno |
Urina (ICTP)

Telopeptideo aminoterminal do colageno |
(INTP)

Fonte: Monge, 2008
Quadro I. Marcadores bioquimicos de formacao e reabsorcéo.

A osteoporose é uma doencga 0ssea metabdlica caracterizada por perda de massa 0ssea e ruptura
da microarquitetura 6ssea e consequentemente aumento do risco de fraturas (Kim et al., 2011;).
E sabido que o estrogénio desempenha um papel fundamental no crescimento esquelético e na
homeostase Ossea (Yoon et al., 2012). Isto é particularmente importante nas mulheres pés-
menopausa, cujos niveis de estrogénio sdo naturalmente baixos. A rapida diminuicdo dos
estrogénios nesta populagéo é a causa predominante do desequilibrio entre a formacéo 0ssea e a
reabsorcao 6ssea (Riggs et al., 2002; Yoon et al., 2012).

Embora nenhum modelo animal especifico mimetize com precisdo a osteoporose, modelos
animais adequados podem propiciar informagfes sobre a qualidade e estrutura dos 0ssos. Em
modelos de inducdo de osteopenia/osteoporose a literatura relata a obtencdo do quadro
aproximadamente 90 dias a partir da castracdo (Wronski et al., 1988; Danielsen et al., 1993;
Ocarino, 2004) imobilizacdo, tenectomias, ressec¢cdo de nervos (Okumura et al., 1986; ljiri et
al., 1995; Jee e Ma, 1999). A ovariectomia é o0 modelo mais popular para o estudo de eventos
associados com a osteoporose pds-menopausa com deficiéncia de estrogénio (Wronski et al.,
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1988; Thompson et al., 1995; Riggs et al., 2002; Kim et al., 2011) € bem estabelecido que a
ovariectomia provoca perda 6ssea e aumento do turnover 6sseo em ratas. Assim, modelos de
ratas castradas podem mimetizar as condi¢fes de mulheres pds-menopausa, 0 que 0s torna
adequados para as avaliacbes de potenciais terapéuticas projetadas para prevenir ou tratar
osteoporose humana (Miller et al., 1995, Park et al., 2010, Yoon et al., 2012).

1.4. MARCADORES BIOQUIMICOS OSSEOS

1.4.1. Fosfatase alcalina

A fracdo Ossea da fosfatase alcalina (FA) é um peptideo de 507 amino&cidos, cuja sequéncia é
idéntica a da isoenzima hepatica, diferindo apenas quanto ao grau de glicosilagdo. Em condices
normais, as duas formas predominantes de fosfatase alcalina (>90% do total) em circulacdo séo
a forma Ossea e a hepatica em quantidades equivalentes (Vieira, 1999). A outra forma
circulante, em concentragdes significativas, é a forma intestinal que representa menos de 5% do
total. A fosfatase alcalina dssea esta presente na superficie externa dos osteoblastos, cujo papel
ainda é pouco definido, sugerindo seu envolvimento no processo de mineralizagcdo (Gndberg,
2000; Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

A fosfatase alcalina é uma ectoenzima, ou seja, esta localizada na superficie externa da célula
onde exerce sua atividade. Quando ancorada na superficie celular, a enzima se apresenta na
forma de um tetrd@mero e adquire a forma dimérica quando liberada na circulagdo pela agdo das
fosfolipases C e D. A atividade e a importancia da isoenzima 6ssea na formacao e mineralizagédo
da matriz 6ssea ainda é pouco definida (Vieira, 1999). Outra fracdo da fosfatase alcalina pode
ser expressa pelo aumento dos niveis de glicocorticoides em algumas doengas como
hiperadrenocortiscismo ou associado a situacdes de estresse em que se produz liberacdo de
cortisol pelas glandulas adrenais que provoca a liberagdo de glicose pelo figado (Feldman,
2004). A glicose fornece energia as células musculares que o individuo usard para reagir em
ambiente de estresse. Esta forma de fosfatase alcalina induzida por corticosterdide ndo foi
encontrada até 0 momento em outras espécies (Nelson e Couto, 2001).

A fosfatase alcalina total é medida por meio de sua atividade e corresponde a soma das diversas
isoformas presentes no soro. Na osteoporose, entretanto, os valores de FA total estio
usualmente dentro da normalidade. Valores elevados podem ocorrer na presenca de fratura ou
podem sugerir a presenca de doenga dssea concomitante. Justamente por este método ndo ser
tecido-especifico, a existéncia de producdo extra-6ssea de FA, frequentemente hepatica, ndo
pode ser afastada. Mais de 90% do seu valor corresponde as isoformas hepética e 6ssea. A
forma Ossea, secretada pelos osteoblastos, predomina na infancia até o fim do crescimento
longitudinal, quando entdo a forma hepética passa a ser a forma circulante mais abundante. A
FA é, apesar disso, ainda hoje o marcador de formacgdo Ossea mais frequentemente utilizado
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(Bikle et al., 1997; Vieira, 1999; Watts, et al., 2001; Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002, Siqueira,
2015).

Os fendmenos 6sseos associados com elevacdo da FA total necessitam ser de grande intensidade
como nas fraturas, na doenca de Paget, na displasia fibrosa, no hiperparatiroidismo com doenga
Ossea avancada e na osteomaldcia ou raquitismo. Nestas situacGes a FA total pode ser utilizada
como um marcador de atividade da doenca ou como pardmetro de resposta ao tratamento
instituido. Entretanto, quando se busca maior sensibilidade e especificidade, a FA 0ssea é a mais
indicada. Na doenca de Paget, por exemplo, a FA dssea tem elevacdo de 60% em comparacao
aos niveis normais (Bikle, 1997, Garnero e Delmas, 2004 , Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

1.4.2. Osteocalcina

A osteocalcina (OC) é uma proteina da matriz 6ssea constituida por 49 aminoacidos, também
conhecida como Bone, Gla e BGP. Produzida pelos osteoblastos ¢ também encontrada na
dentina. A fungdo da osteocalcina ndo é clara, podendo ser o local para deposito de cristais de
hidroxiapatita (Musso et al., 2015). Na formagdo da matriz 6ssea, 10 a 40% da OC sintetizada é
liberada na circulagdo. Na osteoporose pds-menopausa encontra- se valores iguais, elevados ou
reduzidos em relacéo aos controles normais (Eriksen, 1986; Musso et al., 2015).

A osteocalcina, que também é chamada de proteina i6nica do acido y carboxiglutamico (Gla), é
uma proteina de ligagcdo do célcio com a vitamina K dependente (Price et al., 1980). Esta
proteina é uma das principais proteinas nao colagénicas do 0sso e é sintetizada por osteoblastos
(Lian e Friedman, 1978; Bronckers et al., 1987). O papel da osteocalcina ndo é completamente
esclarecido, mas varios estudos sugerem que poderia atuar como um regulador da homeostase
de célcio no sangue e nos 0ssos. Esta osteocalcina circulante representa uma porgédo da proteina
recém-sintetizada que ndo foi absorvida pelo osso, mas foi liberada diretamente na corrente
sanguinea (Price et al., 1980). A presenca de osteocalcina na circulacdo pode, portanto, fornecer
um indice bioguimico especifico da atividade Gssea. Os niveis séricos de osteocalcina foram
relatados como aumentados em pacientes com doencas 6sseas metabdlicas caracterizadas por
aumento do turnover dsseo, como a doenca de Paget e no hiperparatiroidismo (Price et al.,
1980; Deftos et al., 1982).

A osteocalcina é sintetizada por osteoblastos maduros e constitui aproximadamente 15% da
proteina da matriz éssea ndo colagena (Civitelli et al., 2009). Estudos mostraram que 80 a 90%
da osteocalcina se une a hidroxiapatita 6ssea, impedindo sua liberagdo na circulagdo sanguinea
(Lee et al., 2000).

As deficiéncias de calcio e fésforo reduzem a formag&o de cristais de hidroxiapatita (Arifin et
al., 2010) e quando a mineralizagdo 6ssea diminui, a osteocalcina pode ficar livre na corrente
sanguinea. I1sso pode explicar 0 aumento das concentracdes de osteocalcina no soro de mulheres
na pds-menopausa com osteoporose e nas ratas ovariectomizadas (Iki et al., 2004). A deficiéncia
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do estrogénio e a reducdo da formacdo de cristais de hidroxiapatita levam ao aumento do
turnover ésseo e sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento da osteoporose
(Chailwhith et al., 2001; Arifin et al., 2010).

A OC tem alta afinidade pelo célcio e possui conformacao helicoidal alfa compacta dependente
de célcio. Os residuos de acido alfa-carboxilglutdmico (Gla) de OC sdo capazes de se ligar a
hidroxiapatita da matriz éssea, conduzindo assim & mineralizacdo. Em condic¢des de osteoporose
pode ocorrer reducdo da taxa de mineralizacdo 6ssea devido a reducéo na formacgéo de cristal de
hidroxiapatita. Nesta condi¢do, OC livre pode estar presente na circulagéo, explicando, portanto
0 aumento da concentracdo sérica de OC (Garnero e Delmas, 2004;Camara et al.,, 2014).

1.5. AVALIACAO DA DENSIDADE RADIOGRAFICA

No final da década de 1980 iniciaram-se, na odontologia, os trabalhos com o emprego da
imagem radiografica digital, com softwares que permitem analises comparativas com maior
facilidade e rapidez (Ferreira e Vale, 1999). A radiologia digital introduz muitos elementos no
processo diagnostico, pois permite a melhora da imagem através da manipulacdo matematica,
interferindo no brilho e contraste e na sua densidade. Isto proporciona melhora na percepcao da
visdo humana e auxilia no diagnostico (Raitz et al, 2006). Por meio desses softwares é possivel
determinar também os niveis de cinza de uma imagem num histograma cujos valores variam de
0 a 255. As imagens podem ser analisadas quanto ao histograma de tons de cinza determinando-
se diferencas sutis de radiopacidade entre diferentes materiais (Pasquali et al., 2009; Antonietto
etal., 2012).

O alcance dindmico €é o termo que define a quantidade de cinzas que um pixel poderia exibir. A
intensidade de pixel, expressa como IP, é uma medida da densidade, que varia numa escala de
zero (preto) a 255 (branco). No entanto, o olho humano tem pequena capacidade de distingdo
desta variacdo de tons. A obtencdo de imagens com grande distingdo de niveis de cinza pode ser
atil como ferramenta diagnoéstica. Na tentativa de se obter mais precisdo, diferentes trabalhos
tém sido realizados empregando-se metodologias como as propostas por Scmitd (2005) e Canali
et al. (2011) dentre outros. Com o auxilio de programas de féacil acesso, como Image J de
dominio publico, estes autores concluiram que ¢é possivel e factivel o uso do método de pixels
na avaliacdo de densidade dssea.
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2. CAPITULO II

OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA ASSOCIADA A DIETA
HIPOCALCEMICA COMO MODELO PARA INDUCAO RAPIDA DE
OSTEOPENIA

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o modelo de indugdo répida de osteopenia em ratas wistar
adultas por meio da avaliacdo de fosfatase alcalina, osteocalcina e densidade 6ssea radiografica.
Foram utilizadas 18 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com massa corporal
média de 300 gramas, seis meses de idade, submetidas a ovariosalpingohistectomia (OSH)
associada a dieta hipocalcémica. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais:
Grupo controle alimentado com racdo comercial e Grupo OSH, alimentado com racao
hipocalcémica. Avalia¢Oes radiogréficas para analise de densidade ¢ssea foram realizadas em
todos os animais antes da OSH, nos dias 0, 15 e 30 de pos-cirdrgico. Nos mesmos tempos de
avaliacdo foram colhidos 2,5 ml de sangue da veia lateral da cauda para analise de Fosfatase
Alcalina e Osteocalcina no soro. Os dados obtidos de densidade radiografica em pixels e niveis
de fosfatase alcalina e osteocalcina no soro foram tabulados e submetidos a anélise de variancia
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de p< 0,05. No
grupo OSH houve diferenca significativa na reducéo da densidade aos 15 dias apds a OSH, que
se manteve até o terceiro tempo de avaliacdo e também em relacdo ao grupo controle. Os niveis
de fosfatase alcalina e osteocalcina aumentaram significativamente no grupo OSH em
comparagdo com o controle. Sinais do inicio da condi¢do osteopénica foram obtidas j& aos 15
dias de inicio do protocolo. Os resultados permitem concluir que o modelo €é satisfatério na
inducdo precoce da osteopenia, que a mensuragdo da densidade dssea radiografica em pixel é
um método confiavel, factivel, de baixo custo, e que os marcadores bioquimicos empregados
para avalicdo do desequilibrio hormonal sdo efetivos, mostrando relacdo direta com os
resultados de imagem.

Palavras chaves: osteoporose, ovariectomia, osteocalcina, fosfatase alcalina.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the model of rapid induction of osteopenia in adult
wistar rats through the evaluation of alkaline phosphatase, osteocalcin and radiographic bone
density. Eighteen female Wistar rats (Rattus norvegicus) with a mean body mass of 300 grams,
six months old, submitted to ovarian aldosteronography (OSH) with hypocalcemic diet were
used. The animals were divided in two experimental groups: Control group fed with commercial
feed and OSH Group, fed with hypocalcemic feed. Radiographic evaluations for bone density
analysis were performed on all animals prior to OSH on days 0, 15 and 30 post-surgery. At the
same time of evaluation, 2.5 ml of lateral tail vein blood was collected for analysis of Alkaline
Phosphatase and Osteocalcin in serum. The data obtained from radiographic density in pixels
and levels of alkaline phosphatase and osteocalcin in the serum were tabulated and submitted
to analysis of variance ANOVA and the means compared by the Tukey test with significance
level of p0.05. In the OSH group there was a significant difference in density reduction at 15
days after OSH, which was maintained until the third evaluation time and also in relation to the
control group. Alkaline phosphatase and osteocalcin levels were significantly increased in the
OSH group compared to the control group. Signs of the onset of the osteopenic condition were
obtained as early as 15 days after initiation of the protocol. The results allow to conclude that
the model is satisfactory in the early induction of osteopenia, that the measurement of the
radiographic bone density in pixel is a reliable, feasible, low cost method and that the
biochemical markers used to evaluate the hormonal imbalance are effective, showing
relationship with image results.

Key words: osteoporosis, ovariectomy, osteocalcin, alkaline phosphatase.
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2.1. INTRODUCAO

A osteoporose é uma das alteracbes metabdlicas 6sseas mais frequente e um dos maiores
problemas de satde pablica no mundo. E uma doenca esquelética sistémica caracterizada por
densidade mineral Ossea baixa e alteracdo na macroestrutura do 0sso com aumento, por
conseguinte, da fragilidade Gssea e da susceptibilidade a fraturas (Consensus Development
Conference, 1993).

O desenvolvimento de modelos especificos de pesquisa para inducdo de osteoporose/osteopenia
¢ de grande importancia para a compreensdao da fisiopatologia da osteoporose e o
desenvolvimento de possiveis métodos de prevencdo e tratamento da doenca. (Sophocleous e
Idris, 2014).

A diminuicdo da atividade fisica e a auséncia de carga sobre o esqueleto podem contribuir para
a perda 6ssea. A imobilizagdo prolongada e diminuigdo da fun¢do muscular resultam em perda
Ossea rapida e grave com presencga de desequilibrio entre a formacédo e a reabsorgdo éssea. A
remogdo da carga fisica reduz a funcéo dos osteoblastos, enquanto a estimula¢do mecéanica tem
efeito anabdlico sobre a dindmica das células, massa e qualidade 6sseas (Bikle et al., 1997,
Atmaca et al., 2013).

Os modelos animais propiciam material experimental mais uniforme e permitem testes
prolongados com as possiveis terapias. O alto custo e o longo periodo de testes e avali¢cBes sdo
outros motivos pelos quais 0 modelo animal tém papel essencial na pesquisa sobre osteoporose
(Hartke, 1999). Ovariectomia, mudanca de dieta, medicamentos, imobilizacdo e controle central
da massa Ossea sdo comumente utilizados nos modelos animais de osteoporose (Dequeker,
1999; Egermann et al., 2005). O modelo de ratas castradas € o mais usado na pesquisa da
osteoporose pds-menopausa. Apos a supressao hormonal ocorre inicialmente a reabsorcdo que
excede a formagdo Ossea, causando perda de 0sso, seguindo-se a remodelacdo 6Ossea e o
equilibrio entre reabsorcédo e formacdo (Westerlind, et al., 1997; Poser et a., 2004; Lelovas et al.,
2008; Atmaca et al., 2013).

A pesquisa sobre osteopenia e osteoporose € crucial em estudos de implantes 6sseos em falhas e
perdas de grande propor¢do, bem como no tratamento de fraturas em geral. Esta condigdo
desfavorece o tratamento ortopédico e é responsavel pelo insucesso ou prolongamento do tempo
de recuperacdo. O modelo especifico de castragdo em ratas tem possibilitado a experimentagdo
com minimo possivel de varidveis que possam influenciar negativamente o préprio estudo
(Lelovas et al., 2008; Atmaca et al., 2013).

Apesar de ser um dos modelos de pesquisa mais utilizados, ainda existem varidveis a serem
esclarecidas e possiveis novas metodologias que permitam a aplicagdo de testes mais especificos
(Westerlind, et al., 1997; Poser et a., 2004; Atmaca et al., 2013).
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O objetivo deste estudo €, portanto avaliar por densitometria dssea radiografica e pela
quantificagdo dos marcadores bioquimicos, fosfatase alcalina e osteocalcina, a precocidade do
modelo de osteopenia e a permanéncia desta condicdo durante o periodo experimental.

2.2. OBJETIVOS

Avaliar o protocolo OSH associado a dieta hipocalcémica como modelo de indugdo osteopénica
precoce em ratas wistar.

Avaliar a metodologia de andlise da densidade 6ssea radiografica como método de identificacdo
da condicdo osteopénica em ratas wistar submetidas a OSH associada a dieta hipocalcémica.

Analisar o comportamento dos marcadores bioquimicos fosfatase alcalina e osteocalcina em
ratas com osteopenia induzida.

2.3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as bases fisicas e a infraestrutura do Centro experimental de Pequenos Animais
do Hospital Veterinario, o Laboratério de Patologia Clinica e o Laboratério de Histopatologia
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias, Setor de Diagnéstico por Imagem da
Escola de Veterinaria da UFMG. As ratas foram provenientes do Biotério da Faculdade de
Farmécia da UFMG. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, conforme protocolo N° 277/2016, em anexo.

2.3.1.Protocolo para indugdo da osteopenia

Foram utilizadas 18 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) adultas jovens com
massa corporal média de 300 gramas e seis meses de idade, alojadas em caixas plasticas de 41 x
34 x 16¢cm (trés ratas/caixa), recebendo ragdo comercial (12 g/kg de calcio, 8,59 /kg de fosforo e
230 g/kg de proteina- PRESENCE alimentos, Bardo Geraldo- SP, Brasil ), (Grupo controle) ou
dieta deficiente em calcio (0,6 g /kg de célcio, 0,32 g/kg de fosforo e 143 g/kg de proteina-
RHOSTER, Aracoiaba da Serra-SP, Brasil) (Grupo OSH). Os animais receberam &gua ad
libitum e foram mantidos em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, a uma temperatura
de 25 °C.
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Os 18 animais foram divididos em dois grupos: grupo A- ratas submetidas a ovariohisterectomia
(OSH) e alimentadas com ragdo hipocalcémica até o final do estudo e grupo B- ratas sem OSH e
dieta comercial, constituindo o grupo controle.

Para a OSH os animais foram anestesiados por meio de anestesia inalatoria com isoflourano.
Uma incisdo de aproximadamente 1 cm de comprimento foi realizada na regido abdominal
ventral e 0s Ovarios e cornos uterinos expostos e removidos, foram feitas as ligaduras e a sutura
do plano muscular com caprofyl n° 5 e sutura de pele com nylon n° 6. Meloxicam (0,2mg/kg)
foi administrado cada 24 horas por 3 dias.

2.3.2.Andlise Bioquimica

Para a coleta de sangue os animais foram inicialmente contidos em uma camara de inducéo
anestésica, evitando-se ao maximo o estresse. Foi utilizada anestesia inalatéria com isoflurano
na concentracdo de 1-3% segundo a necessidade. Apos a obtengdo do plano anestésico a rata foi
retirada da camara de inducdo, posicionada em decubito lateral (Fig. 1-B) e a anestesia foi
mantida por meio de mascara (Fig.1- A). Com auxilio de cateter 24 foram coletados da veia
lateral da cauda, 2,5 ml de sangue em tubos sem anticoagulante para determinacdo da fosfatase
alcalina sérica e osteocalcina (Fig.1- C, D). Avalia¢Oes radiograficas foram realizadas para
determinagdo basal da massa 6ssea no pré-cirirgico. Em seguida as ratas do grupo A foram
submetidas a ovariohisterectomia sob anestesia inalatéria com isoflurano. Avaligdes
radiograficas e analise da fosfatase alcalina e osteocalcina sérica foram realizadas nos dias 0, 15
e 30 apds a OSH.
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Figura 1. Coleta de sangue. A) Anestesia com emprego de méscara. B) Posi¢cdo em decubito lateral para coletd de
sangue. C) Localizagéo anatdmica da veia caudal da rata. D) Coleta da sangue da veia caudal da rata com emprego de
cateter endovenoso 24 G.

A amostra de sangue foi centrifugada a 3500 rpm durante seis minutos para obtencdo do soro
que foi armazenado no freezer a temperatura de —80 °C. Apds um més as amostras foram
descongeladas ao banho maria a 37 °C durante cinco minutos e utilizados 250 pl para analise de
osteocalcina e 150 pl para analise em duplicata de fosfatase alcalina.

Para deteccdo dos niveis de fosfatase alcalina empregou-se o kit laboratorial (Labtest) em
Analisador Bioguimico automético (Cobas Mira Roche). A atividade enzimatica foi expressa
em U/L. Para andlise de imunofluorecéncia empregou-se kit comercial para osteocalcina
IMMULITE® 2000/IMMULITE® (SIEMENS).

2.3.3.Avalicdo Radiogréfica e de densidade 6ssea

Foram realizadas duas projecOes radiograficas: médio-lateral e cranio-caudal das tibias direita e
esquerda do grupo controle aos 0, 15 e 30 dias do inicio do estudo e, no grupo OSH foram
realizadas as mesmas avaliagdes antes da realizacdo da OSH, constituindo o dia 0, aos 15 e 30
dias pos-cirargico. Em todas as radiografias utilizou-se 55 kv e mAs 0,006 no aparelho de
Raios x digital REGIUS modelo 110 de 500 mA da Escola Veterinaria da UFMG. Para
padronizacdo da técnica radiogréfica foram realizadas vérias imagens com diferentes dosagens
até se obter aquela desejada.

Foi realizada a avaliagdo da intensidade de pixel que é uma medida da densidade numa escala
de zero (preto) a 255 (branco). As imagens digitais obtidas foram arquivadas em formato TIFF a
8 bits numa matriz de pixels de 2010 x 2447 e tamanho de 4.7 MB.

As imagens foram processadas no software Image J, de dominio publico, e foi criada uma area
de mensuracdo de 800 pixels no formato de retdngulo (Fig. 2), correspondendo & &rea de
interesse, para assim determinar os niveis de cinza médios em cada regido. A area selecionada
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correspondeu ao terco proximal das tibias direita e esquerda de todos os animais, avaliada nos
trés tempos especificados. As areas foram selecionadas individualmente e a cada mensuragao a
ferramenta Histogram (Fig. 2) era selecionada para obter a média de densidade de cada area de
interesse. Esta metodologia aqui empregada ja foi avaliada e corroborada por avaliagbes
conjuntas de raios x e densitometria éssea (Schmitd, 2005; Pasquali, 2012; Antonietto, 2012).
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Figura 2. llustracdo da avali¢do da densidade radiografica com auxilio do programa Image J. Determinacéo da area
de interesse (seta vermelha). Histograma com valores de avaliagdo: tamanho da area, média, valor maximo, valor
minimo e desvio padrédo da area de interesse (quadro vermelho). Determinacéo da area de referéncia ou controle na
escala de aluminio (seta amarela).

Apos a andlise da densidade mineral Gssea das radiografias, os dados referentes as médias dos
valores em pixels, numa escala de 8 bits, foram tabulados e foi feito um estudo comparativo dos
graus de densidade encontrados nas radiografias.

Foi selecionada uma segunda &rea sobre uma escala de aluminio (liga 6063 ABNT, de 18
degraus) determinando uma area de 600 pixels sobre o quinto degrau da escala (Fig. 2- seta
amarela) em todas as radiografias, as medias foram tabuladas e feita comparacdo pelo teste de
tukey, constituindo a regido controle.
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2.3.4.Analise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso. Para cada variavel, a média e o desvio
padrdao foram determinados. Os dados foram submetidos a anélise de variancia ANOVA e
comparacgdo de médias pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas se
p <0,05.

2.4. RESULTADOS

O manuseio das ratas ocorreu sem dificuldades em ambiente tranquilo com manipulacdo
adequada, firme, mas gentil. Os animais foram se adaptando ao longo do experimento, aos
procedimentos de coleta das amostras e administragdo de medicamentos. Esta pratica de manejo
permitiu que fossem feitas avalicGes e coleta de amostras periédicas no mesmo animal sem
transtornos.

A utilizacdo do isoflurano como agente anestésico mostrou-se ideal para contencdo dos animais,
além da facilidade de inducéo e recuperacdo anestésica rapida tanto nos procedimentos de coleta
e avali¢Oes radiogréaficas quanto para os procedimentos cirdrgicos.

A coleta dos 2,5 ml de sangue em intervalos de 15 dias ndo mostrou qualquer efeito adverso.

2.4.1.Andlise Bioquimica

N&o se verificou diferenca significativa na concentragdo de osteocalcina no soro dos animais do
grupo controle nos tempos avaliados (Fig. 3).
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Figura 3. Niveis de osteocalcina total no soro dos diferentes grupos experimentais em ratas wistar, nos trés tempos de
avalicdo. Observa-se aumento significativo da osteocalcina sérica no grupo OSH quando comparado ao controle.
(*estatisticamente significante, p< 0,05).

Em contrapartida, nos animais do grupo OSH, aos 15 dias j& se evidenciou diferenga estatistica
significativa em relagdo ao dia 0 e ao grupo controle. Esta diferenca foi ainda mais acentuada
aos 30 dias (Fig. 3), mostrando elevacdo na concentracdo de osteocalcina de aproximadamente
quatro vezes em relagdo ao grupo controle e a avali¢do no dia 0 e de cerca de duas vezes em
relagdo ao dia 15 (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos niveis de OC no soro (ng/ml) em ratas wistar castradas e ndo castradas nos trés
tempos de avaliagéo

Grupos
Variavel Controle Controle Controle Grupo OSH Grupo OSH Grupo OSH
Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 0 Dia 15 Dia 30

Osteocalcina  12,95+1,13a 13,23+1,08a  12,72+0,86a  13,16x1,08a 23,32#5,11b  50,12+14,32¢c
(ng/ml)

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p> 0,05)

Nos valores referentes & mensuracdo de fosfatase alcalina, tanto no grupo controle como no
grupo OSH néo houve diferenca significativa entre o primeiro e o segundo tempo (Fig. 4). No
grupo OSH observou-se se aumento significativo no ultimo tempo de avaliagdo, enquanto o
controle se manteve na faixa de 580 U/L, semelhante ao dia 15.
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Figura 4. . Avaliacdo da fosfatase alcalina total (FA) no soro de ratas submetidas ou ndo a OSH. Observa-se aumento
significativo da FA sérica no grupo OSH aos 30 dias (*estatisticamente significante, p< 0,05).

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos niveis de FA no soro (U/L) em ratas wistar castradas e ndo castradas nos trés
tempos de avaliacéo.

Tempo de Avaliagéo

Dia0 Dia 15 Dia 30
Grupo controle 401,64+83,28 Ca 618.74+259,86 Ca 582,47+219,27Ba
Grupo OSH 468,26+ 151,38 Cb 548,10+ 110,24 Cb 1275,69+ 358,81 Aa

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitsculas na coluna e minGscula na linha
(p>0,05).

2.4.2.Avalicdo radiogréafica e de densidade 6ssea

Apos determinar a area de referéncia sobre a escala de aluminio, as médias no histograma foram
tabuladas e comparadas pelo teste de Tukey, ndo ocorrendo diferenca significativa, o que tornou
desnecessaria a utilizacdo de fator de correcdo para comparagdo dos dados (Fig. 5). A média de
valores dos pixels das regides de controle foram semelhantes entre si, dentro de cada grupo.
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Figura 5. Densidade radiografica em pixels, da &rea de controle dos raios x de todos os animais. Observa-se que ndo
houve diferenca significativa na média de pixels entre os grupos comparados.

No grupo OSH a analise das médias dos grupos mostrou reducdo dos valores de pixels nas ratas
submetidas a OSH (Fig. 6) com diferenca significativa em relacdo ao dia zero, indicando perda
Ossea. Entre os dias 15 e 30 houve queda lenta e gradativa, porém nao significativa.
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Figura 6. Densidade radiografica em pixels nos trés tempos de avalicdo: zero, 15 e 30 dias pos-cirurgico, grupo OSH
e grupo controle. Observa-se no grupo OSH diminuicéo significativa da média de pixels quando comparado com o
controle.

Contrariamente ao grupo OSH, ocorreu aumento do valor de pixels no grupo controle entre o
dia zero e o dia 15 (Fig. 6), mostrando diferenca significativa. A partir do dia 15 observou-se
queda gradual dos valores mantendo-se ainda superiores aos do dia O, permanecendo no
intervalo 181.56+ 12,77. Ao comparar-se 0S tempos entre 0s grupos observa-se diferenca
significativa entre os grupos controle e OSH a partir do dia 15 de avaliacdo (Tabela 3).
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Tabela 3. Densidade radiografica (pixels) em ratas castradas e ndo castradas nos trés tempos de avaliagéo

Tempo de Avaliagdo

Dia 0 Dia 15 Dia 30
Grupo controle 163,18+ 15,81 Ca 191,47+ 5,19 Ab 181,56+ 12,77 Ab
Grupo OSH 173,63+ 8, 57 Ca 154,7+ 8,91 Bb 151,18+ 12,75 Bb

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitsculas na coluna e minuscula na linha.
Anova e pos-teste Tukey, média e desvio padrao (p>0,05).

2.5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de diferentes protocolos para o estudo da osteoporose é constantemente
aprimorado e testado, com vistas ao emprego de técnicas de avaliagdo mais avangadas que
auxiliem no entendimento dos mecanismos de funcionamento e/ou desequilibrio da homeostase
0ssea, ainda ndo totalmente compreendidos.

A rata é um modelo animal ideal para este estudo pois, além de facil manuseio, seu
metabolismo mais acelerado favorece avaliagdes clinicas e laboratoriais periddicas e completas
em menor tempo de estudo. No entanto, € imprescindivel a adaptacdo a manipulagdo humana, a
adequada contencdo para coleta de amostras e administragdo de medicamentos sem estresse ou
com o minimo possivel (Dequeker, 1999; Egermann et al., 2005). E interessante salientar ainda
que as amostras foram obtidas do mesmo animal na sequéncia prevista até o final do estudo,
pois em geral utiliza-se um animal para cada coleta. Portanto, a metodologia empregada
possibilitou a diminuicdo do nimero de animais no estudo, bem como a eliminacdo do fator
diferenca individual.

A castracdo, a mudanga de dieta, drogas, imobilizacéo e reproducdo sdo comumente usados para
se estabelecer um modelo animal de osteopenia/osteoporose e verifica-se que apds a
ovariectomia, a reabsor¢do 0ssea excede a formacdo inicialmente, causando acentuada perda
Ossea (Egermann et al., 2005; Atmaca et al., 2013), mas logo apds ocorre o equilibrio entre as
duas fases. A castracdo, seja ovariectomia ou ovariohisterectomia, ¢ um modelo que oferece
vantagens sobre os demais, pois permite avaliar de forma exclusiva o efeito da suspensdo
hormonal. A associacdo de OSH com dieta hipocalcémica usada neste estudo, promove
resultados precoces e favorece a manutencao da condicdo osteopénica pelo periodo necessario.

O modelo possibilita a indugdo de um estado de desequilibrio 6sseo natural sem interferéncia de
farmacos, como no caso da osteoporose induzida por corticdides e sem a necessidade de
imobilizacdo prolongada que pode ocasionar variagdes decorrentes de estresse, além de outras
(Dequeker, 1999; Egermann et al., 2005)

A densidade radiografica dssea significativamente diminuida no grupo OSH (Tabela 3 / Fig. 5)
foi também relatada por Kalaiselvi et al. (2013) e Camara, (2014). Neste estudo, o efeito da
suspensdo hormonal é evidente e significativa ja aos 15 dias, com reducdo da queda aos 15 dias
subsequentes, sugerindo, como j& relatado por Atmaca (2013) o controle da perda 6ssea pelo
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préprio organismo, apesar da manutencdo da dieta hipocalcémica. A recuperacdo organica
entretanto, ndo é suficiente para reverter o quadro osteopénico, mantendo ainda a diferenca
significativa entre 15 e 30 dias. No grupo controle a situacéo é inversa ao grupo OSH e dieta
hipocalcémica. A elevacdo acentuada e significativa no grupo controle mostra a acdo do
organismo, neste caso, pela reabsorcao do excesso e retorno aos valores basais.

A deficiéncia de estrogénio induz ao desequilibrio entre reabsorcdo e formagdo 6ssea que reduz
a massa esquelética (Ocarino, 2008; Kalaiselvi et al., 2013; Camara et al., 2014) e é um fator
importante no desenvolvimento de osteopenia/osteoporose, situacdo considerada critica em
pacientes com traumas 0sseos.

O aumento da FA é geralmente associado a graves desequilibrios dsseos e a literatura reporta
elevagdes significativas na presenca de fendmenos de grande intensidade (Bikle, 1997, Saraiva e
Lazaretti-Castro, 2002, Garnero e Delmas, 2004,). Neste estudo o aumento do turnover 6sseo
desencadeado pela supressdo hormonal associada com a dieta hipocalcémica, promove elevagdo
dos niveis de fosfatase alcalina em proporc¢éo significativa quando comparado com os animais
ndo submetidos a OSH e dieta hipocalcémica.

Apesar de ser uma varidvel frequentemente estudada (Bikle, 1997; Vieira, 1999; Siqueira,
2015), a fosfatase alcalina mesmo sendo uma proteina localizada na superficie de células
osteoblésticas, € um marcador ndo especifico que deve ser estudado mais detalhadamente.

A fosfatase alcalina total é mensurada através de sua atividade e corresponde a soma das
diversas isoformas presentes no soro. Tem sido relatado que os valores de FA na osteoporose
encontram-se usualmente, dentro da normalidade. Contudo, o aumento significativo dos niveis
de FA, duas vezes mais no grupo OSH, sugere que ela pode ser considerada marcador efetivo
neste estudo. Essa FA, entretanto pode ndo ser somente do tecido 6sseo, ja que existe uma
producdo extra 6ssea (frequentemente hepética) (Watts et al., 2001) ou cértico induzida em
casos de estresse (Feldman, 2004). Isso, entretanto ndo justifica sua retirada das analises dos
estudos de mecanismos de funcionamento 6sseo. A FA cértico induzida pode ser minimizada
por controle do estresse como realizado neste estudo, considerando a adaptacdo pré-
experimental dos animais associada ao manejo delicado, cuidadoso e ao uso da camara de
inducdo anestésica nos diferentes procedimentos estabelecidos na metodologia. A contencéo
quimica com isoflurano e anestesia sem excitagcdo com auxilio da camera de inducdo, previne a
alteracdo da FA induzida pelo aumento do metabolismo hepético, que pode ser alterado quando
se emprega farmacos que sdo metabolizados pelo figado, como a cetamina.

No estudo de Siqueira (2015) foi relatado aumento significativo da concentracdo da FA no soro
de camundongos do grupo controle em relacdo aos grupos de animais submetidos a OSH,
contrério portanto, aos achados deste estudo e da maioria da literatura. O autor ndo encontrou
justificativa para os achados.

O fésforo e o calcio disponiveis no organismo sdo alguns dos fatores que regulam o
metabolismo 6sseo (Colin et al., 1999; Garnero e Delmas, 2004; Camara et al., 2014). Na
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osteoporose a absorcdo intestinal desses elementos se torna comprometida, interferindo,
portanto na homeostase 6ssea. Neste estudo o modelo de supressdo hormonal associado com
baixa oferta destes minerais na dieta, favorece um estado osteopénico avancado ja aos 15 dias
de estudo e a manutencdo da condicao osteopénica aos 30 dias, garantindo um tempo menor do
estudo. Constitui-se portanto, em um modelo eficaz para indugdo de osteopenia precoce e sua
manutencao.

A osteocalcina sintetizada pelas células osteoblasticas (Chailwhith et al., 2001;Camara et al.,
2014) é um marcador com alta afinidade pelo calcio, que se liga a HA e carreia o célcio,
promovendo sua absor¢do pela matriz 6ssea, processo denominado mineralizacdo (Camara et
al., 2014). No modelo de OSH associado com dieta hipocalcémica induz-se diminuicdo na
formagdo de cristais de HA pela baixa concentracdo de calcio e fosforo circulante. Isso
explicaria 0 aumento da osteocalcina j& que esta se encontra livre na corrente sanguinea como
resultado da nédo ligagcdo ao célcio ou especificamente & HA, com reducdo do processo de
mineralizagdo 6ssea nos animais do grupo OSH (Tab. 1 /Fig.3). Iki et al (2004) e Camara et al.
(2014) relatam elevadas concentracdes de osteocalcina no soro de mulheres p6s-menopausa
com osteoporose e nas ratas submetidas a OVH/OSH. A auséncia de diferenca significativa
entre 0s grupos controle nos trés tempos propicia um valor de referéncia dos niveis basais de
osteocalcina neste estudo.

O modelo executado nesse estudo mostra o inicio da instalacdo do quadro osteopénico precoce
aos 15 dias, evidenciado nos niveis de osteocalcina e na avaliacdo da densidade radiografica,
garantindo assim o estado do quadro osteopénico aos 30 dias, fator favoravel as pesquisas nesta
linha. Isto leva a uma diminuicdo do tempo dos protocolos de indugédo que reportam obtencéo
do quadro osteopénico aos 90 dias (Wronski et al., 1988; Danielsen et al., 1993; Westerlind et
al., 1997; Ocarino, 2004), pelo emprego de técnicas de castracdo ou imobilizag&o, tenectomias,
resseccao de nervos (Okumura et al., 1986; ljiri et al., 1995; Jee e Ma, 1999).
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2.6. CONCLUSOES

Nas condicgdes desse estudo pode-se concluir que:

A associacdo da OSH com dieta hipocalcémica constitui-se em um modelo eficaz para inducéo
de osteopenia precoce.

Os marcadores bioguimicos, fosfatase alcalina e osteocalcina estdo diretamente relacionados
com a apresentacdo da doenca 6ssea e com o quadro imaginologico.

A osteocalcina assim como a densidade dssea radiografica sdo marcadores de identificagdo
precoce da doenca 6ssea com manifestacdo evidente ja aos 15 dias ap0s iniciado o processo de
inducdo osteopénica

A fosfatase alcalina tem elevacdo significativa nos seus niveis séricos quando ja instalado o
estado osteopénico aos 30 dias.
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3. CAPITULO Il

BIOCERAMICA DE HIDROXIAPATITA E TRIFOSFATOS DE CALCIO DE
ABSORCAO RAPIDA E LENTA NO REPARO DE DEFEITO OSSEO EM
RATAS COM OU SEM OSTEOPENIA INDUZIDA

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da biocerdmica p HA/TCP na reparagdo Ossea de
ratas com ou sem osteopenia induzida. Foram utilizadas 36 ratas albinas da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus) com massa corporal média de 300 gramas e seis meses de idade. As ratas
foram divididas em dois grupos: animais submetidos a OSH e dieta hipocalcémica (Grupo
OSH) e de animais ndo castrados com dieta comercial (Grupo Controle). Apds a confirmacao
da inducdo osteopénica por meio de densidade radiografica 6ssea do grupo A, foi criado um
defeito no terco proximal de tibia direita e esquerda de todos os animais e implantada a
bioceramica: grupo I (GI) animais submetidos a OSH que receberam a biocerdmica § HA/TCP
de absorcdo rapida; grupo Il (GIl) animais submetidos a OSH e com implantacdo da
bioceramica B HA/TCP de absorcdo lenta e grupo Il (GIII), constituido por animais
submetidos a OSH nos quais o defeito permaneceu vazio (grupo controle negativo); 0s grupos
IV (GIV), V (GV) e VI (GVI) foram constituidos por fémeas ndo submetidas a OSH. No GIV
foi implantada a bioceramica p HA/TCP de absorcédo rapida, no GV a  HA/TCP de absorcao
lenta e 0 GVI constituiu o grupo controle negativo. Foram feitas avaliagdes radiogréaficas nos
dias 0, 15 e 30 po6s- implante e avaliacBes histoldgicas aos 15 e 30 dias. Foi observada a
formagao de redes vasculares, tecido ostedide e matriz 6ssea em todos os grupos tratados com [3
HA/TCP de absorcdes réapida e lenta e nos grupos controles negativos foi observada a formagéo
de uma cortical fina e descontinua a partir do 0sso preexistente. Nos grupos controle com 8 HA-
TCP de absorgOes lenta e rapida verificou-se 0 mesmo tipo de neoformacdo do grupo com
osteopenia, porem com um processo de regeneracdo mais avancado. A f HA/TCP de absorgéo
rpida e lenta é um biomaterial favoravel no tratamento de falhas dsseas, que favorece a
regeneracdo. A B HA/TCP de absor¢do rapida mostrou-se um material promissor, diferenciado,
com a neoformacdo de um tecido mais organizado, no reparo de falhas dsseas em condicdes
osteopénicas.

Palavras chaves: osteopenia, densidade radiografica, ovariectomia.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of f / HA bioceramics on bone repair of rats
with or without induced osteopenia. Thirty - six Wistar rats (Rattus norvegicus) with a mean
body mass of 300 grams and six months of age were used. The rats were divided into two
groups: animals submitted to OSH and hypocalcemic diet (OSH Group) and uncastrated
animals with commercial diet (Control Group). After confirming the osteopenic induction by
means of bone radiographic density of group A, a defect was created in the proximal third of
right and left tibia of all the animals and the bioceramic was implanted: group | (GI) animals
submitted to OSH that received the bioceramic f HA / TCP fast absorption; group Il (GIl)
animals submitted to OSH and with implantation of bioceramic -HA | TCP of slow absorption
and group Il (GlII), consisting of animals submitted to OSH in which the defect remained
empty (negative control group); the groups IV (GIV), V (GV) and VI (GVI) were composed of
females not submitted to OSH. In the GIV, the fast-absorption bioceramic f-HA | TCP was
implanted in the GV to -HA | TCP of slow absorption and the GVI constituted the negative
control group. Radiographic evaluations were performed at days 0, 15 and 30 post-implant and
histological evaluations at 15 and 30 days. The formation of vascular networks, osteoid tissue
and bone matrix was observed in all groups treated with fast and slow absorption of f-HA |
TCP and in the negative control groups the formation of a thin, discontinuous cortical was
observed from the preexisting bone. In the control groups with 8 HA-TCP of slow and rapid
absorptions the same type of neoformation of the group with osteopenia was verified, but with a
more advanced regeneration process. The rapid and slow absorption of f / HA is a favorable
biomaterial in the treatment of bone defects, favoring regeneration. Rapid absorption of p-HA |
TCP proved to be a promising material, differentiated with the formation of a more organized
tissue, in the repair of bone defects under osteopenic conditions.

Key words: osteopenia, radiographic density, ovariectomy.
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3.1. INTRODUCAO

O uso de implantes osteointegraveis constitui uma alternativa promissora no tratamento
de grandes defeitos Gsseos decorrentes de trauma, perdas ésseas por remocdo de tumores ou
infeccdes que necessitem preenchimento da falha (Castro-Varon, 2013). Entretanto, apesar da
evolucdo das técnicas cirdrgicas, da modificacdo de superficies de implantes e dos avangos no
campo dos biomateriais, ainda continua busca de tratamentos adequados em alguns pacientes
com alteracBes metabdlicas que interferem no processo de regeneracéo tecidual (Finni et al.,
2004).

A osteointegracdo depende em parte da quantidade e qualidade do tecido 6sseo e da capacidade
de regeneragdo que podem ser influenciadas pela idade do paciente ou por disturbios
metabolicos como a osteopenia (Consensus Development Conference, 1993).

A osteoporose é a alteracdo metabdlica 6ssea mais frequente e um dos maiores problemas de
sadide pUblica no mundo. E uma doenca sistémica esquelética caracterizada por uma densidade
mineral 6ssea baixa e alteracdo na macroestrutura do 0sso com 0 aumento, por conseguinte, da
fragilidade dssea e da susceptibilidade a fraturas (Consensus Development Conference, 1993).
Estima-se que em 2002, aproximadamente 30 milhdes de mulheres mostravam osteoporose ou
osteopenia com uma projecdo de aumento de 41 milhdes em 2020 (Kelley e Kelley., 2004,
Ocarino, 2004).

Considerando que o osso é um tecido dindmico ou seja, estd em constante deposicdo e
reabsorcdo, sujeito a influencia da idade, salde geral, alteracbes hormonais, tem se
desenvolvido biomateriais com diferentes propriedades fisicas e quimicas direcionadas para
cada situacdo clinica do paciente. Nesta categoria encontra-se a biocerdmica de fosfato de célcio
nano estruturada micro macro porosa em granulos de absorcao lenta e rapida, cujas diferentes
taxas de absorgdo, permitem prolongar sua permanéncia no organismo, pelo tempo necessario
para reparacdo 6ssea. A maior proporcdo de fosfatos de célcio na bioceramica de absorcao
rapida (80% Trifosfatos de calcio e 20 % de Hidroxiapatita) faz com que sua reabsor¢do no
organismo seja significativa nos primeiros oito dias da implantagdo, situagdo apropriada para
pacientes saudaveis e em situac@es clinicas desfavoraveis. As variagdes na percentagem da HA
e de fosfatos de célcio sdo a chave para controlar o tempo de permanéncia do material no local
implantado, conferindo ao implante uma taxa de absorcdo gradativa (Aristizabal, 2013; Castro-
Varon, 2013). As variacdes na propor¢do dos componentes das bioceramicas tornam possivel a
utilizacdo de implantes com caracteristicas especificas para cada estado clinico do paciente. A
bioceramica fosfocalcica bifasica micro-macro porosa BPHA/TCP em granulos de absorcdo
répida e lenta (Osteosynt) € um produto com caracteristicas e propriedades fisico-quimicas
semelhantes & matriz mineral do tecido 6sseo, possui micro poros de 10 pum de didmetro e
macro poros de até 400 um. E um material biocompativel e nio apresenta nenhum sinal de
reacOes adversas, favorece a formagdo de uma rede vascular entre os poros da biocerdmica a
partir da primeira semana de implantacdo (Pataro, 2005; Lobo et al., 2009; Lobo e Arinzeh,
2010; Avristizabal, 2013; Castro-Varon, 2013). A presenca destes poros permite a deposigdo das
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células e a conducdo do processo por haptotaxia favorecendo a formacdo de matriz Ossea
entremeando o biomaterial implantado no defeito critico. A formagdo 6ssea ocorre dentro dos
poros e na superficie do material, resultando em aderéncia devido a liberacdo de substancia
cimentante amorfa produzida pelo osteoblasto para dar estrutura e resisténcia mecanica ao
sistema (PATARO, 2005; ARISTIZABAL, 2013; CASTRO-VARON, 2013).

E importante ressaltar que as respostas organicas diferem de acordo com o material utilizado, o
que significa que diferentes ceramicas podem provocar respostas organicas diferenciadas. Essas
respostas estdo diretamente relacionadas com a estrutura tanto fisico-quimica quanto
arquitetbnica do material usado para reconstrugdo 6ssea. A estrutura fisico-quimica do
biomaterial ¢ o ponto chave na reparacdo d6ssea. A BHA/TCP de absorc¢ao lenta ou répida,
formada de fosfatos de célcio, com porosidade adequada, apresenta uma granulometria variada e
ndo tem alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas quando no organismo até que ocorra a
neoformagdo Ossea desejavel e necesséria, atuando, portanto como arcabouco para a
multiplicacdo celular (GARRIDO et al., 2011; CASTRO-VARON, 2013).

Em estudos anteriores (ARISTIZABAL, 2013; CASTRO-VARON, 2013) verificou-se que 0
composto de BHA/TCP de absor¢do rapida ou lenta ¢ um biomaterial promissor na reconstrucao
Ossea com vantagem clinico-cirargica, uma vez que pode ser usado em diferentes areas da
medicina, da odontologia e da medicina veterinaria, mostrando-se como alternativa viavel para
emprego em traumatologia em geral.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da BHA/TCP de absorg0es rapida e lenta por
meio de avaliagdo histologica e da densidade radiografica, em ratas com e sem osteopenia
experimental.

3.2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 36 ratas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) com massa corporal
média de 300 gramas, seis meses de idade, clinicamente sadias, alojadas em caixas plasticas de
41x34x16cm (trés ratas/caixa), mantidas no Centro experimental de Pequenos Animais do
Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG. As ratas receberam ragdo comercial
(12g/kg de célcio, 8,5g/kg de fosforo e 230g/kg de proteina- PRESENCE alimentos, Bardo
Geraldo- SP, Brasil ) (Grupo controle) ou dieta deficiente em calcio (0,6g/kg de célcio, 0,32g/kg
de fosforo e 143g/kg de proteina- RHOSTER, Aracoiaba da Serra-SP, Brasil) (Grupo OSH)
agua ad libitum e foram mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro a
temperatura de 25°C. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, conforme protocolo N° 277/2016 (anexo ).
O estudo foi dividido em duas fases: inducdo osteopénica e implantacdo do biomaterial de
absorcdo rapida e lenta.
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3.2.1. Primeira Fase: Osteopenia experimental

Os 36 animais foram divididos em dois grupos: grupo A- ratas submetidas a
ovariosalpingohisterectomia (OSH); subdivididas em grupos com implantacdo da BHA/TCP de
absor¢do lenta, BHA/TCP de absorc¢do rapida e controle negativo; o grupo B- ratas sem OSH
divididos nos mesmos subgrupos.

36 Ratas Wistar
300 gramas
seis meses

Grupo OSH Grupo Controle
OSH+ Dieta hipocalcica Controle + Dieta comercial
18 Ratas 18 Ratas
| | | |

Gl Gll Gl GIV GV G VI

6 animais 6 animais 6 animais 6 animais 6 animais 6 animais
BHA/TCP de BHA/TCP de Defeito BHA/TCP de | BHA/TCP de Defeito
Absorgdo Absorgdo vazio Absorgéo Absorgéo vazio
Rapida Lenta Rapida Lenta

3 animais cada tempo
(6 membros)

Tempo 1—> 15 dias
Tempo 2 —> 30 dias

Figura 7. Diagrama do desenho experimental.

Foram feitas avaliages radiograficas para determinacéo basal da massa 6ssea no momento pré-
cirtrgico, seguindo-se a ovariosalpingohisterectomia mediante anestesia inalatoria, no grupo A.
AvalicOes radiogréficas subsequentes foram realizadas aos dias 15 e 30 ap0s
ovariosalpingohisterectomia (OSH) até a confirmacéo de osteopenia.

3.2.2. Segunda fase: Implantacdo da bioceramica em granulos

Aos 30 dias apés a OSH e confirmacdo da condicdo osteopénica nos animais do grupo A, as 36
ratas foram submetidas a cirurgia para criacdo de um defeito 6sseo de 4 x 3 mm no tergo
proximal da tibia seguido pela implantagdo da bioceramica lenta ou réapida, segundo os grupos
ja mencionados.
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Para a implantacdo cirdrgica foi feita tricotomia ampla dos membros posteriores direito e
esquerdo desde a regido proximal do fémur até a regido metatarsica. O animal foi posicionado
em decUbito dorsal com os membros pélvicos estendidos e foi realizada antissepsia com solucéo
de clorexidina degermante seguida por solucédo de clorexidina alcodlica. A abordagem cirurgica
foi realizada segundo preconizado por Piermattei & Johnson (2004). Foi realizado o defeito de 4
X 3 mm no ter¢o proximal das tibias direita e esquerda com o emprego de broca e furadeira
pneumatica (Fig. 8). Os animais foram divididos em seis grupos experimentais de seis animais
cada, distribuidos em: grupo | (GI) animais submetidos a OSH que receberam a bioceramica
BHA/TCP de absorcdo rapida em granulos de 40-60 mesh nos membros pélvicos direito e
esquerdo; grupo Il (GII) animais submetidos a OSH e com implantacdo da biocerdmica
BHA/TCP de absorcdo lenta em granulos de 40-60 mesh nos membros pélvicos direito e
esquerdo e grupo Il (GlII), constituido por animais submetidos a OSH nos quais o defeito
permaneceu vazio (grupo controle negativo). Os grupos IV (GIV), V (GV) e VI (GVI) foram
constituidos por fémeas ndo submetidas a OSH. No GIV foi implantada a biocerdmica
BHA/TCP de absorcdo rapida em granulos de 40-60 mesh nos membros pélvicos direito e
esquerdo; no GV (GV), a BHA/TCP de absorcéo lenta em granulos de 40-60 mesh nos membros
direito e esquerdo e o GVI constituiu o grupo controle ndo submetido a OSH, sendo que nos
membros direito e esquerdo os defeitos permaneceram vazios.

Seguiu-se a sutura de cada um dos diferentes planos cirurgicos (fascia, subcutaneo e pele). A
fascia e o tecido subcutaneo foram aproximados com fio absorvivel de acido monocryl 5-0 em
padréo continuo simples. A dermorrafia foi realizada por pontos simples separados com nylon
monofilamentar 6-0.

Foram realizadas avaliag@es clinicas diarias durante os 10 primeiros dias, considerando aumento
de volume, temperatura local, estabilidade 6ssea e deambulagdo. Foram administrados 5 mg/Kg
de morfina a cada 4 horas no primeiro dia p6s-operatério, via subcutanea e Meloxican 0,2
mg/kg, via subcutanea a cada 24 horas durante trés dias (Comite de Etica no Uso dos Animais,
UFMG).
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Figura 8. Procedimento cirlrgico em ratas wistar. A) Criagao de falha 6ssea com auxilio de uma broca
e furadeira pneumatica sob irrigacdo continua com solucdo de cloreto de sédio 0,9 % estéril. B)
Defeito no terco proximal da tibia. C) Preenchimento com bioceramica BHA/TCP de absorgdo rapida e
lenta. D) Demorrafia ap6s criagdo de defeito nos membros pélvicos.

3.2.3. Auvaliacdo da densidade 6ssea Radiografica

As avalicOes radiogréaficas da densidade 6ssea foram feitas nas posi¢Ges cranio-caudal e médio-
lateral da tibia proximal antes da intervencdo (tempo 0), imediatamente apés (Fig. 9), aos 15
(tempo 1) e 30 dias (tempo 2). Todas as radiografias foram feitas utilizando 55 kv e mAs 0,006,
no aparelho de Raios x digital da Escola Veterinaria da UFMG.

Em face do estudo de animais com osteopenia utilizou-se também o pardmetro da densidade
Ossea radiografica, considerando a intensidade de pixels, numa escala de O (preto) a 255
(branco).
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Figura 9. Projecdo radiografica médio- lateral da tibia de rata wistar

apos a criacdo de defeito 6sseo no tergo proximal da tibia.
As imagens digitais obtidas foram arquivadas em formato TIFF a 8bits numa matriz de pixels de
2010 x 2447 e tamanho de 4.7 MB. No programa Image J foi criada uma &rea de interesse no
formato de retdngulo, com mensuracao de 800 pixels, correspondente a area de estudo da qual
se obteve os niveis médios de cinza do ter¢co proximal das tibias para confirmacdo de
osteopenia, de acordo a metodologia descrita no capitulo 11.

3.2.4. Avaliacao histolégica

As avaliacGes histolégicas foram realizadas aos 15 (tempo 1) e 30 dias (tempo 2). Os animais
foram sedados com 40 mg/Kg de cloridrato de cetamina e 5 mg/Kg de xilazina via
intraperitoneal, seguido de lidocaina na dose de 7 mg/Kg e apds cinco minutos foram
submetidos a eutanasia por sobredose anestésica utilizando tiopental sédico (100 mg/kg) via
intraperitoneal.

Ao exame macroscopico foram avaliados os aspectos locais como cor, aspecto do tecido
local, presenca de fibrose, calo 6sseo e mobilidade. Ap6s a remocéao dos tecidos moles, as tibias
foram colhidas e fixadas em formalina a 10% tamponada. Posteriormente, cada fragmento 6sseo
foi envolvido em gaze e identificado para descalcificagdo em solugdo de acido formico a 24%
com citrato de sédio durante 30 dias. Todas as amostras foram colocadas no mesmo recipiente e
imersas na solugdo descalcificadora. A solucédo foi trocada a cada 48 horas até a comprovagao
radiografica de completa descalcificagdo do tecido aos 30 dias.

Apobs a descalcificagdo as amostras foram lavadas por 24 horas em agua corrente para entdo
serem desidratadas em alcoois de concentracBes crescentes (70%, 80%, 90%, absoluto 1),
permanecendo duas horas em cada um deles. Posterior & desidratagdo, os fragmentos foram
diafanizados em xilol durante 40 minutos, embebidos em parafina liquida por 40 minutos,
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incluidos em blocos de parafina e obtidos cortes de 3 um de espessura. As amostras foram
coradas com Hematoxilina-Eosina segundo o procedimento padrdo para observagdo por
microscopia optica de luz.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. AVALIACAO RADIOGRAFICA

Uma vez que a média dos valores de pixels das regides de controle foram semelhantes entre si,
dentro de cada grupo, néo foi aplicado nenhum fator de correcéo para a variabilidade.

A andlise das médias dos grupos mostrou reducdo dos valores de pixels no grupo OSH,
mostrando diferenca significativa entre o dia zero e as avali¢des subsequentes, indicando perda
0ssea.

Em contrapartida no grupo controle verificou-se aumento significativo nos valores de pixels
entre o dia zero e o dia 15. Ao se comparar 0s grupos observa-se diferenca significativa entre os
mesmos a partir do dia 15 de avaliacdo (Tabela 4), onde a densidade radiografica no grupo OSH
se encontra no intervalo de 147,94 e no grupo controle os valores oscilam na média de 184,70.
A diferenca entre os grupos se manteve até o dia 30.

Tabela 4. Densidade radiografica em pixel de ratas castradas e ndo castradas aos 0, 15 e 30 dias de
avaliacgéo.

Tempo de Avaliacéo

Dia0 Dia 15 Dia 30
Grupo controle 162,49+ 3,10Ab 184,70+ 2,32 Aa 173,97+ 3,52Aab
Grupo OSH 162,75+ 3.49 Aa 147,94+ 3,24 Bb 149,25+4,09 Bbc

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidsculas na coluna e minuscula na linha.
Anova e pos-teste Tukey, média e erro padrdo da média (p>0,05).

Apobs a implantacdo da bioceramica foram feitas avaliagcGes radiograficas para mensuracdo da
densidade radiogréfica Ossea na area de interesse imediatamente ap6s a criacdo do defeito e
implantacdo da bioceramica, aos 15 e 30 dias.

Ao se comparar a densidade radiografica imediatamente apds a criagdo do defeito e aos 15 dias
nos animais do grupo OSH observou-se aumento a partir de sua condigdo de densidade
radiogréfica baixa, 138,89 pixels; no grupo controle ao igual que no grupo com osteopenia,
evidenciou-se um aumento na densidade radiografica nas ratas sadias a partir da média de
155,35 pixels (Fig. 10).
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Figura 10. Densidade 6ssea radiografica em ratas wistar nos grupos defeito vazio aos zero e 15 dias apés cria¢do do
defeito na tibia proximal.

Tabela 5. Densidade 6ssea radiogréfica em ratas wistar nos grupos defeito vazio aos zero e 15
dias apds criacdo de defeito em tibia proximal.

Tempo de Avaliacéo

Dia 0 Dia 15
Grupo controle 152,61+ 3,92 Cb 180,47+ 3,98 Aa
Grupo OSH 138,89+ 3,31 Cb 162,36+ 3,55 Ba

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitsculas na coluna e
minuGscula na linha. Anova e p6s-teste Tukey, média e erro padrdo da media (p>0,05).

Nas avaligdes dos grupos com bioceramica ndo se observou diferenga em relagéo as duas
ceramicas nem entre os tempos de avali¢do nos grupos (Fig. 11, 12).

Figura 11. Projecéo radiogréafica de ratas wistar apds implantagéo da bioceramica HA/TPC de absorcdes rapida e
lenta. Grupo controle ndo submetido a OSH com bioceramica de absorcao lenta (A) e rapida (B). Grupo OSH com
biocerdmica de absorc¢éo lenta (C) e répida (D)
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Figura 12. Densidade 6ssea radiogréfica em ratas wistar com e sem osteopenia induzida aos zero e 15 dias ap6s
implantacdo de bioceramica de absorcdes lenta e rapida
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3.3.2. Avaliacao histolégica

A avaliacdo histologica da epifise tibial evidenciou a alteragdo dssea pretendida. No grupo
controle foram observadas trabéculas espessas e confluentes demostrando o estado normal dos
0SS0S.

No grupo OSH verificou-se intensa redugdo das trabéculas com adelgagamento e fragmentagao
das mesmas, associado com uma cobertura osteoblastica diminuida quando comparado ao grupo
controle, caracterizando o estado osteopénico (Fig. 13).

Grupo Controle Grupo OSH

15 dias

30 dias

Figura 13. Fotomicrografia da epifise tibial de ratas wistar aos 15 (A,B) e 30 dias (C,D) apds criacéo de defeito 6sseo
no terco proximal da tibia. Presenga de trabéculas espessas e confluentes demostrando o estado normal do osso no
grupo controle (A,C). Grupo OSH com intensa reducdo de trabéculas com adelgacamento e fragmentacdo das
mesmas, e cobertura osteoblastica diminuida (setas) caracteristico no processo de osteopenia (B,D) (HE; 5X).
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Verifica-se a presenca de tecido ostedide e vasos sanguineos preenchendo a totalidade do
defeito e evidente formacédo de tecido 6sseo mineralizado com linhas de cimentagdo a partir do
interior dos granulos da biocerdmica e ndo especificamente do 0sso pré-existente como
observado nos grupos com defeito vazio (Fig. 14). Isso se fez presente tanto nos animais com
osteopenia quanto nos controle. No grupo com biocerdmica de absorcdo lenta bem, como
naquele de absor¢do rapida nos animais com osteopenia observou-se alta atividade
osteoblastica, com presenca de células cuboides e ostedcitos com ndcleos grandes alojados em
lagunas alargadas. Nos animais com defeito vazio observou-se presenca de tecido neoformado a
partir da cortical pré- existente (Fig. 14- C).

Aos 30 dias observou-se maior evolugdo do processo de reparacdo em relagdo aos 15,
em todos os grupos. No grupo com osteopenia houve maior substitui¢cdo do tecido ostedide por
mais areas de tecido 6sseo mineralizado, tendendo a osso compacto, formagdo de trabéculas
confluentes, presenca de vasos sanguineos, grande quantidade de ostedcitos em lacunas
alargadas e linhas de cimentacdo. O grupo de animais com a biocerdmica de absorcao réapida
mostrou uma neoformagéo mais organizada tendendo a continuidade cortical (Fig. 14- G, J). No
grupo de B HA/TCP de absorcéao lenta o tecido se mostrou mais desorganizado e com retracao
em direcdo ao canal medular (Fig. 14- H). Nas areas de 0sso neoformado observou-se areas de
formagdo concéntricas em todos os grupos com bioceramica. No grupo do defeito vazio foi
observada a formagdo de uma cortical fina, porém com &reas descontinuas (Fig.14- 1, L) e com
tecido conjuntivo no restante do defeito.

Nos grupos controle, animais ndo castrado e alimentados com dieta comercial, com 8 HA-TCP
de absorcéo lenta e rapida verificou-se 0 mesmo tipo de neoformagdo do grupo com osteopenia.
A area do defeito se encontrava preenchida completamente por tecido ostedide com presenca de
trabéculas mais espessas no dia 30 em comparacdo com o dia 15 (Fig. 15- G, H). No grupo em
gue o defeito permaneceu vazio, aos 15 dias observou-se continuidade cortical fina e em alguns
casos descontinua (Fig.15- C, F), ja aos 30 dias havia continuidade cortical, porém ainda fina
em alguns pontos(Fig. 15- I, L).
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Figura 14. Fotomicrogr no tergo proximal da tibia em ratas wistar submetidas a OSH e dieta
hipocalcémica apds 15 e 30 dias da implantacdo de bioceramica de fosfatos de célcio nano-estructurada micro-macro
porosa em granulos de absor¢do rapida (A, D, G, J) e lenta (B, E, H, K). Observa-se grande quantidade de tecido
ostedide em todos os grupos. Tecido ostedide e formagdo de trabéculas (estrela) em volta e no interior dos granulos
da bioceramica (triangulo). No grupo controle, defeito vazio (C, F, I, L) a formagdo de uma cortical fina ainda ndo
completa a partir do 0sso preexistente (setas vermelhas) (HE- 3.2 X, 20X). Observa-se na bioceramica de absor¢ao
rapida aos 30 dias, neoformacdo mais organizada tendendo a continuidade cortical (G- aspa vermelha) e na
biocerdmica de absor¢&o lenta uma neoformagéo com retragdo em direcdo ao canal medular (H- seta azul).
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Figura 15. Fotomicrografia de defeito 6sseo no tergo proximal da tibia em ratas wistar grupo controle, ndo castradas e
alimentadas com dieta comercial ap6s 15 e 30 dias da implantagdo de bioceramica de fosfatos de célcio nano-
estructurada micro-macro porosa em granulos de absorgdo rapida (A, D, G, J) e lenta (B, E, H, K). Observa-se grande
quantidade de tecido ostedide em todos os grupos. Tecido ostedide e formacéo de trabéculas (estrela) em volta e no
interior dos granulos da bioceramica (triangulo azul). No grupo controle a formagdo de uma cortical muito fina ainda
ndo completa a partir do osso preexistente aos 15 dias e a formacéo de uma cortical fina em alguns lugares aos 30
dias (setas vermelhas) (HE, 3.2 X, 20X).
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3.4. DISCUSSAO

A avaliacdo da densidade radiografica € uma ferramenta de féacil acesso e de baixo custo
(Schmitd 2005; Antonietto et al., 2012), que possibilita seu emprego para determinacdo da
qualidade 6ssea. Entretanto, alguns fatores devem ser considerados para garantir a fidelidade do
método de avaliagdo. Nesse estudo, a padronizacdo da dosagem e das projecdes permitem
minimizar os possiveis erros, como relatado por Schmitd (2005) que cita como principal erro a
insercdo de ruido proveniente da ndo padronizacdo das tomadas. Esta ferramenta possibilita
identificar precocemente, 0 quadro de osteopenia.

A densidade 6ssea radiografica mostra, ja a partir dos 15 dias, a diminuicdo da densidade
carateristica da osteopenia, permite acompanhar as lesfes e perdas 6sseas como mostrado nos
grupos com osteopenia. Nos grupos com implante, entretanto a mensuracéo de densidade 0ssea
ndo se mostrou favoravel, uma vez que ndo foi possivel quantificar na escala de 0-255 pixels.
Isso se deve a densidade do biomaterial, também de dificil avalicdo por exame radiografico
como relatado por Castro-Varon (2013), ao avaliar continuidade cortical na reparacdo de
defeitos criticos com 8 HA /TCP de absorgdo rapida em coelhos sadios. A avaliagdo por meio
de densidade radiografica em pixels pode se mostrar mais efetiva na analise de biomateriais
como biovidros e silicatos entre outros (Aristizabal, 2013; Castro-Varon, 2013)..

Um dos grandes desafios em ortopedia é a cura éssea ou fixacdo de préteses em pacientes
idosos ou osteopordticos. Pesquisas sdo realizadas com vistas ao desenvolvimento de
biomateriais que possam favorecer esta resposta local e reduzir o tempo de recuperagdo bem
como a taxa de insucesso. A biocerdmica bifasica B HA /TCP (EINCO®) permite elaborar
biomateriais com taxas de reabsor¢do diferentes para o tratamento de perdas Osseas em
pacientes com diversas condigdes clinicas (Lobo, 2011; Aristizabal, 2013; Castro-Varon, 2013).

A formagdo de rede vascular e de matriz dssea entre 0s poros da biocerdmica desde o primeiro
tempo de avalicdo, como observado neste estudo foi também relatado por Lobo et al., (2009) e
Lobo e Arinzeh (2010) Lobo, 2011, Aristizabal (2013) e Castro-Varon (2013). Segundo os
autores, a presenca dos poros permite a deposi¢do das células e a conducgdo do processo por
haptotaxia, favorecendo a regeneracdo como demonstrado neste estudo e ja relatado por
Avristizabal (2013) e Castro-Varon (2013) ap6s o emprego do mesmo material com diferentes
taxas de absor¢do na reparacdo de defeitos criticos 6sseos em coelhos clinicamente sadios.

A evidente formacgdo de tecido mineralizado com ostedcitos em lacunas alargadas e linhas de
cimentacdo, ja a partir de 15 dias mostra o processo de regeneracdo por aposicdo dentro dos
granulos do biomaterial mesmo em animais com osteopenia, acompanhando o tipo de
regeneracdo observada nos animais sem osteopenia.

As carateristicas da cortical nos grupos tratados, com ou sem osteopenia, com grande
quantidade de matriz 6ssea, em contraste com a cortical fina nos defeitos sem preenchimento,
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mostra o efeito benéfico indubitavel do implante B HA /TCP de absor¢do rapida e lenta, com
acdo semelhante nos grupos com osteopenia e auséncia de reacdo de corpo estranho ou rejeicéo.

A continuidade cortical observada nos grupos com defeito vazio sem osteopenia é esperada, ja
que o defeito trabalhado ndo se configura um defeito critico. Para avali¢cbes de implantes e
regeneracdo em modelos animais de menor tamanho como o rato, faz-se necessaria a
padronizacdo do defeito critico como discutido por Poser et al. (2014). Defeitos em 0ssos
longos na faixa de 5 mm e monocorticais como o deste estudo, ndo permitem uma analise
completa do real efeito do implante, j& que todos os controles com ou sem osteopenia mostram
recuperacao.

3.5. CONCLUSOES

Nas condigdes deste experimento e com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

A bioceramica B HA/ TCP de absorg¢des répida e lenta pode ser indicada para o tratamento de
defeitos em animais com osteopenia.

A bioceramica de fosfatos de calcio nano-estruturada micro-macro porosa em granulos de
absorcdo rapida favorece uma regeneracdo Ossea mais organizada em relacdo aquela de
absorcdo lenta em animais com osteopenia.

A densidade dos granulos da 8 HA/TCP ndo permite o emprego da densidade dssea radiografica
por pixels.

3.6. CONSIDERACOES FINAIS.

A continuacdo de pesquisas com as ceramicas 3 HA/TCP de absor¢Bes rapida e lenta com
avaliagBes mais detalhadas e em defeitos Gsseos criticos se faz necessaria, com vistas a se obter
parametros para indicacdo especifica em casos de rarefacdo Ossea. Isto permitird obter a
parametrizacdo para 0 emprego das bioceramicas em animais doentes, pacientes pediatricos e
geriatricos, bem como em pacientes do sexo feminino e masculino em condic¢éo clinica
desfavoravel.
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