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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do hormoénio tireocideano T3
topico sobre os ostedcitos, em defeitos 6sseos criticos de calvaria de ratos. Foram
utilizados 30 ratos Wistar machos, aleatoriamente divididos em trés grupos: controle
(defeito 6sseo preenchido com um placebo constituido por base de pomada), grupo
tratado 1 (defeito ésseo preenchido com T3 em pomada, na concentracdo de 0,03%)
e grupo tratado 2 (defeito 6sseo preenchido com T3 em pomada, na concentragcédo
de 3%), analisados aos 30 e 60 dias (10 animais por grupo). Foram realizados
defeitos G6sseos criticos de 8mm na calota craniana dos animais, preenchidos por
0,35ml da pomada, e analisados nos periodos propostos. Foram realizadas analises
histolégicas, morfométricas e andlise morfolégica e contagem das lacunas de
ostedcitos. No periodo de 30 dias, o controle mostrou formacdo 6ssea de 672,25 +
89,10mmz2, enquanto no grupo tratado com T3 a de 0,03% ocorreu a maior formagéo
de osso (1640,5 + 215,52mm2), estatisticamente diferentes (p<0,05). Ja o grupo
tratado com 3% de T3 néo foi diferente dos demais grupos (1006 + 302,72mm2)
(p>0,05). Aos 60 dias, a formagdo 6ssea no grupo controle foi de 927 + 81,5mmz2,
enquanto no grupo tratado com T3 a 0,03% foi de 1176,25 £220,65 mm2 (p>0,05). A
formagao de 1065 £ 13,29mm2 de 0sso no tratamento com T3 a 3% foi maior que o
controle (p<0,05), mas semelhante ao tratamento com 0,03% de T3 (p>0,05). Aos 30
dias, em relacdo a quantidade de lacunas de ostedcitos, o grupo tratado com T3 na
concentracdo de 0,03% apresentou o maior numero de lacunas de ostedcitos
presentes no 0sso neoformado (217,5 + 34,64 mm?), estatisticamente diferente
(p<0,05) da quantidade de células observada no grupo controle (153,25 + 18,73
mm?). J4 aos 60 dias, a quantidade de lacunas de ostedcitos observada nos
diferentes tratamentos néo foi estatisticamente diferente entre si (p>0,05). Aos 30
dias, em relacdo a morfologia dos ostedcitos, o grupo tratado com T3 apresentou
uma maior atividade destas células, com extensos canaliculos e ampla rede de
conexdes. Concluiu-se que a pomada contendo T3, na concentracdo de 0,03%,
auxilia o reparo 6sseo no periodo de 30 dias, promovendo maior formacéo 6ssea. A
acdo do horménio proporcionou um aumento no numero e morfologia das lacunas
dos ostedcitos na mesma concentracdo e periodo em que foi observada maior
formacgdo éssea.

Palavras-chave: Ostedcitos.Triiodotironina. Tépico.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of topic thyroid hormone
(T3) on the osteocytes in calvarial critical bone defects in rats. We used 30 male
Wistar rats were randomly divided into three groups: control (bone defect filled with a
placebo consisting of base ointment), treated group 1 (bone defect filled with T3 in
ointment at a concentration of 0.03%) and group 2 treated (bone defect filled with T3
in ointment at a concentration of 3%), tested at 30 and 60 days (10 animals per
group). Critical bone defects were made in the skull 8mm animals, filled with 0.35 ml
of ointment, and analyzed the periods proposed. We performed histological,
morphometric and morphologic analysis of gaps and counting of osteocytes. At 30
days, the control showed bone formation 672.25 + 89.10 mm2, whereas in the group
treated with 0.03% of the T3 had the highest bone formation (1640.5 £ 215.52 mm2)
statistically different (p <0.05). The group treated with 3% T3 was not different from
the other groups (1006 = 302.72 mm2) (p> 0.05). At 60 days, bone formation in the
control group was 81.5 + 927 mm2, while the group treated with T3 was 0.03%
1176.25 £ 220.65 mm2 (p> 0.05). Formation of 1065 + 13.29 mm2 Bone treatment
with T3 was 3% greater than the control (p <0.05), but similar treatment with 0.03%
T3 (p> 0.05). At 30 days, compared to the amount of gaps in osteocytes, the group
treated with T3 at a concentration of 0.03% had the highest number of osteocytes
present in the lacunae of bone formation (217.5 + 34.64 mm2), statistically different
(p <0.05) the number of cells observed in the control group (153.25 + 18.73 mmz2). At
60 days, the amount of gaps osteocytes observed in different treatments was not
statistically different between groups (p> 0.05). At 30 days, compared to the
morphology of the osteocytes, the T3-treated group showed greater activity of these
cells, with extensive canals and wide network of connections. It was concluded that
the ointment containing T3 at a concentration of 0.03%, assists bone healing within
30 days, providing greater bone formation. The action of the hormone caused an
increase in the number and morphology of osteocytes lacunae in the same
concentration and period in which there was greater bone formation.

Keywords: Osteocytes. Triiodothyronine. Topical.
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1 INTRODUCAO

O osso é um tecido metabolicamente ativo que estad em constante renovagao.
Isso mantem sua integridade estrutural e a homeostasia mineral (RAISZ, 1999),
ambas dependentes do equilibrio entre os processos anabdlico, de aposicéo, e
catabolico, de reabsorcao (KUJALA, 2003). Além disso, € um tecido multifuncional e
constituido por trés tipos celulares funcionais: os osteoblastos, os ostedcitos e o0s
osteoclastos. Diferentemente do que se encontrava na literatura na década de 70,
onde as células mais importantes para a manutengéo da viabilidade do tecido 6sseo
eram os osteoblastos e osteoclastos, atualmente trabalhos cientificos ressaltam as
funcdes e a importancia dos ostedcitos (Bonewald, 2011; Lin & Xu, 2011,
Kerschnitzki et al., 2011).

De acordo com Knothe Tate et al. (2004), os ostedcitos sédo as células mais
abundantes encontradas no tecido 6sseo maduro e supde-se sua capacidade de
mecano-transmissdo, ou seja, modulacdo das atividades relacionadas ao
remodelamento e ao turnover 6sseo. Estudos recentes revelam a importancia da
viabilidade dos osteécitos na manutencdo da saude o6ssea, sendo que estes
comandam onde e quando os osteoblastos e osteoclastos devem agir (NOBLE,
2008; BARBOSA, 2009). Estas células, assim como todo o tecido 6sseo, sofrem a
influéncia da dieta, dos estimulos fisicos e de fatores genéticos, e, também sao
controladas por horménios, fatores de crescimento, citocinas e pela
intercomunicagdo celular (RAISZ, 1999; BLAND, 2000). O paratormoénio (PTH), a
calcitonina (CT) e a vitamina D s&o os principais reguladores da homeostasia
mineral (AVIOLI, KRANE,1998), enquanto o estrégeno, os andrégenos, a tiroxina
(T4) e a triiodotironina (T3) influenciam o metabolismo ésseo, controlando, de forma
diferenciada, a reabsorcdo e a aposicao 6sseas (HILLARD, STEVENSON, 1991;
RAISZ, 1999; BLAND, 2000; PEPENE et al., 2001). Desta forma, os horménios
tireoidianos, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) exercem uma ampla variedade de
efeitos no desenvolvimento, crescimento e metabolismo dos tecidos, incluindo o
tecido 6sseo, controlando o remodelamento e a homeostasia mineral de individuos
adultos (WILLIAMS, ROBSON, SHALET, 1998).

Estudos com animais experimentais e estudos clinicos mostram que tanto a
deficiéncia quanto o excesso de hormonios tireoidianos (HT) podem provocar efeitos

importantes no esqueleto. Durante o desenvolvimento, a deficiéncia dos HT causa
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atraso na maturacdo do esqueleto e digéneses das epifises, resultando em reducéo
do crescimento e anormalidades esqueléticas (ALLAIN, MCGREGOR, 1993). Por
outro lado, o excesso de horménio tireoidiano durante o desenvolvimento resulta em
maturagcdo esquelética acelerada, fechamento prematuro das placas de crescimento
e subsequente diminuicdo do crescimento dos membros e do peso corporal
(GOUVEIA, 2004).

Os HT também tém efeito no osso do adulto, sendo importantes para a
manutencdo do metabolismo 6sseo, uma vez que estimulam tanto a formacéo
quanto a reabsorcao 0ssea, por regular a atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
Uma série de estudos mostra que, em condigbes de excesso dos hormdnios
tireoidianos, a atividade dessas duas populagfes celulares estd aumentada com
predominio da atividade osteoclastica. Como resultado, o metabolismo 6sseo é
acelerado favorecendo a reabsorcéo 6ssea, balanco negativo do célcio e perda da
massa 6ssea (MOSEKILDE et al., 1977; GOUVEIA et al., 1997).

A presenca de receptores nucleares nos osteoblastos, ostedcitos
(BILEZIKIAN, RAIZS, RODAN, 1996; HUANG et al., 2000; PEPENE et al., 2001) e
osteoclastos (ABU et al., 1997; HUANG et al., 2000) sugere que a agdo dos
horménios tireoidianos sobre o osso é direta, embora eles possam agir
indiretamente, ja que estimulam a sintese de fatores de crescimento, citocinas e
outros hormoénios (WEISS, REFETOFF, 1996; WILLIAMS, ROBSON, SHALET,
1998; KIM et al., 1999; HUANG et al., 2000). Além disso, existem também
receptores para os hormdnios tireoidianos nas células da medula 6ssea, precursoras
da linhagem osteobléastica (SIDDIQI et al., 2002).

No entanto, ainda se conhece pouco sobre os mecanismos envolvidos na
acdo catabodlica dos hormodnios tireoidianos sobre o osso. A deficiéncia dos
hormonios tireoidianos reduz o metabolismo geral e afeta diretamente o
recrutamento, a diferenciagdo, a maturacdo e 0 metabolismo das células
responsaveis pela aposicdo, mineralizacdo e reabsor¢cdo Ossea (BURKHART,
JOWSEY, 1967; JOWSEY, DETENBECK,1969; MOSEKILDE, MELSEN,1978;
ERIKSEN, MOSEKILDE, MELSEN, 1986; BANOVAC, KOREN, 2000).

A reducdo da aposi¢do 6ssea, no hipotireoidismo, se da por interferéncia
direta (BURKHART & JOWSEY, 1967), ja que T3 e T4 estimulam a expressdo de
genes nos osteoblastos para a producé@o de colageno e osteocalcina (BILEZIKIAN,
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RAIZS, RODAN,1996; VARGA et al., 1997; BLAND, 2000), importantes na aposi¢ao
0ssea (BILEZIKIAN, RAIZS, RODAN,1996; HUANG et al., 2000).

No hipertireoidismo, ha estimulo tanto da aposi¢do quanto da reabsorcao
O0ssea (JOWSEY, DETENBECK,1969; HUANG et al., 2000), mas a diminuicdo da
massa 0ssea (MOSEKILDE, MELSEN,1978; BRITTO et al., 1994; AFFINITO et al.,
1996; HUANG et al., 2000) advém da supremacia do processo catabolico frente ao
anabdlico (HUANG et al., 2000; SERAKIDES et al, 2001).

E conhecido que os horménios tireoidianos direta ou indiretamente aceleram
o turnover Gsseo, encurtando o ciclo de remodelagdo, mas os mecanismos ainda
nao foram totalmente elucidados (GREENSPAN, GREENSPAN, 1999).

Embora os efeitos sistémicos das modificagdes da concentracio de T3 sobre
0 0sso estejam bem estabelecidos, as consequéncias do emprego do T3 tdpico em
nivel de ostedcitos no reparo 6sseo local ainda ndo é conhecido. Desta forma, nos
propusemos a estudar a agdo topica do T3 em ostedcitos, em defeitos 6sseos em

calvéaria de ratos Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Morfofisiologia 6ssea

O osso é um tecido metabolicamente ativo, que esta em constante renovacao.
E um dos mais resistentes e rigidos tecidos do corpo humano e desempenha
fungbes importantes como suporte e local de inser¢cdo muscular para tragéo e
locomocgdao; protecdo para 6rgdos vitais e medula éssea e ainda atua como uma
reserva de ions, especialmente célcio e fésforo, participando da homeostase mineral
(GRAAF, 2003; ROSEN et al., 2009).

Microscopicamente, como todo tecido conjuntivo, o tecido 6sseo consiste de
uma porc¢ao celular e de uma matriz extracelular (MEC). As principais células 6sseas
sdo as células osteoprogenitoras, que d&o origem aos osteblastos; os osteoblastos,
responsaveis pela formagdo 6ssea; os ostedcitos, encontrados embebidos na matriz
extracelular; as células de revestimento ou de superficie, responsaveis pela prote¢cédo
das superficies 6sseas e 0s osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo Ossea
(ROSEN et al., 2009).

As células osteoprogenitoras sdo derivadas de células mesenquimais que se
diferenciam em células da linhagem osteobléstica (osteoblastos e células de
revestimento). Adjacente aos osteoblastos, geralmente observa-se uma ou duas
camadas de células mesenquimais e pré—osteoblasticas (GILBERT, 2006).

Os osteoblastos sdo encontrados sobre uma camada de matriz éssea néo
mineralizada, que esta sendo produzida por eles mesmos. Essa camada é chamada
de ostedide e reflete um periodo de tempo de aproximadamente 10 dias, entre a
formacao e a mineralizacdo da matriz 6ssea (KUMAR et al., 2009).

A transformag&o de um osteoblasto para um ostedcito aprisionado leva cerca
de trés dias. Durante este tempo, um osteoblasto produz um volume de matriz
extracelular trés vezes maior que seu proprio volume celular. No ostedcito jovem, a
estrutura das organelas é semelhante ao dos osteoblastos, embora o tamanho e
ndamero de organelas estejam diminuidos. Entretanto, estas células sdo maiores do
que o0s ostedcitos maduros e conttm numerosos ribossomos, reticulo
endoplasmético e complexo de Golgi bem desenvolvidos, que estdo envolvidos na
sintese de proteinas e mucopolissacarideos (FRANZ-ODENDAAL, HALL, WITTEN,
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2006). Durante a transformacdo do osteoblasto para o ostedcito jovem,
prolongamentos celulares sdo irradiados primeiramente para a area de
mineralizagdo da matriz. Esses prolongamentos Sao grossos e atuam como
pseuddépodes. Uma vez que a mineralizagdo envolve a célula, processos celulares
mais compridos e finos s&o observados. Neste momento, o metabolismo destas
células se altera, param de sintetizar matriz 6ssea e passam a ser chamados
ostedcitos (DATTA et al., 2008).

Alguns estudos tem mostrado que, de acordo com o tipo de osso formado e a
atividade dos osteoblastos envolvidos, osteécitos recém-formados podem adotar
tamanho e morfologia varidveis em comparacdo com ostedcitos maduros ja
incorporados a matriz (MAROTTI, MUGLIA, PALUMBO, 1994). Além disso, a
morfologia dos ostedcitos incorporados é dependente do tipo de osso. Ostedcitos
encontrados em 0sso trabecular sdo mais arredondados que ostedécitos do 0sso
cortical (CURREY, 2003), que possuem uma morfologia mais alongada (CURREY,
2003). Diferencas significativas na morfologia tridimensional dos ostedcitos e suas
lacunas foram recentemente reportados no osso cortical humano em diferentes
patologias com varias densidades minerais 0sseas (osteoartrite, osteopenias, e
osteopetrose), assumindo que os ostedcitos podem adquirir diferengas fenotipicas e
adaptativas de acordo com diferentes tensbes mecéanicas externas (VAN HOVE et
al, 2009).

Um ostedcito € um osteoblasto maduro embebido na matriz 6ssea sendo que
algumas das caracteristicas pré-osteoblasticas e osteoblasticas permanecem
detectéveis nestas células (osteopontina, B3 integrinas) (FRANZ-ODENDAAL, HALL,
WITTEN, 2006). O estudo de diferentes marcadores (membrana, marcadores
nucleares, citoplasmaticos), permite a caracterizagdo dos ostedcitos para determinar
0 seu estidgio de maturacdo (ostedcito jovem ou ostedcito maduro) (FRANZ-
ODENDAAL, HALL, WITTEN, 2006).

O ostedcito é o tipo celular presente em maior nimero no tecido 0sseo
maduro, constituindo o principal componente celular dos ossos de mamiferos.
Representam mais de 95% de todas as células Osseas (20.000 a 80.000
células/mm3 de tecido 6sseo), havendo cerca de 20 vezes mais ostedcitos que
osteoblastos em um 0sso, enquanto que os osteoblastos compreendem menos de
5%, e os osteoclastos menos de 1% (FRANZ-ODENDAAL, HALL, WITTEN, 2006).

Osteoclastos e os osteoblastos sédo definidos pela fungdo. Os osteoclastos sé&o
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células que reabsorvem o0sso e osteoblastos séo células que formam osso. Ja os
ostedcitos sdo definidos pela localizacdo. Em contraste com os osteoblastos e
osteoclastos que tem fun¢des bem conhecidas, hd uma falta de conhecimento sobre
a fungéo de ostedcitos (VAN HOVE et al, 2009). Existem vérias razdes pelas quais a
funcdo dos ostedcitos € muito menos conhecida comparada as fungdes de
osteoblastos e osteoclastos. Estas razfes incluem o seguinte: 1) o fato de que é
dificil de isolar nimero suficiente de ostedcitos da matriz 6ssea mineralizada, 2) é
dificil manter a sua diferenciacdo in vitro. 3) h4 uma falta de linhas celulares
adequadas, e 4) a indisponibilidade de ostedcito-promotores especificos para
abordagens transgénicas (VAN HOVE et al, 2009). A principal fungéo conhecida dos
ostedcitos é traduzir sinais relacionados com a deformacdo mecénica em sinais
bioquimicos entre os ostedcitos e as células da superficie do osso (FRANZ-
ODENDAAL, HALL, WITTEN, 2006; HEKIMSOY, 2008).

Os ostedcitos estdo dispersos por toda a matriz mineralizada, formando uma
rede interligada de células que possuem a capacidade de detectar pressdes
mecanicas e cargas, formando uma Unica estrutura (EVIA, 2011). Cada ostedcito
tem em média 50 prolongamentos citoplasméticos. Estes prolongamentos passam
através do osso em finos "tneis" chamados canaliculos. Estas células, em funcéo
das extensdes citoplasmaticas localizadas no interior de canaliculos 6sseos,
mantém contato umas com as outras, com osteoblastos e com células de
revestimento encontradas nas superficies Osseas através de projecdes
intercanaliculares (KNOTHE TATE et al., 2004; CIVITELLI, 2008). A transformacgao
de um osteoblasto poligonal para um ostedcito dendritico é impressionante e
dramética, e requer ampla reorganizagdo do citoesqueleto. Osteocitogenese e
formacdo dendritica s@o processos ativos que requerem clivagem de colageno e
outras moléculas da matriz.

Além disso, os prolongamentos dos ostedcitos sdo capazes de perceber as
oscilagdes do fluido intracanalicular e tém capacidade de aumentar ou diminuir as
interconexdes dependendo da carga mecanica (MANN et al., 2006). Esta variagdo
mecanica estimula ostedcitos para emitir sinais especificos para as células
presentes na superficie do osso em resposta ao estimulo mecéanico (BONEWALD,
JOHNSON, 2008). O tecido 6sseo € capaz de se adaptar continuamente a cargas

mecanicas por adicdo de matriz 6ssea para melhorar a resisténcia a cargas
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aumentadas ou por reabsorcdo déssea em resposta a uma diminuicdo no uso
(TURNER et al, 1994).

Por muito tempo considerada simplesmente como uma célula no final da sua
vida util incorporada numa matriz mineral, o osteécito € atualmente visto como a
célula central e iniciadora do processo de remodelacdo 6ssea (BONEWALD, 2007),
pela coordenacéo tanto da atividade dos osteoblastos e osteoclastos, mas também
como o iniciador do processo de remodelacdo 6ssea por sensibilidade local da
deformacgé&o da matriz 6ssea. Embora seja amplamente aceito que o ostedcito seja a
célula responsavel pela detecgdo da tensdo mecéanica, h4 um debate se o corpo
celular ou seus prolongamentos citoplasméticos sejam os principais responsaveis
pela mecano-sensacao (WANG et al, 2008; ADACHI et al, 2009).

Ostedcitos morrem em consequéncia da senescéncia, degeneracao, necrose,
apoptose, e/ou imersao osteoclastica (KNOTHE TATE et al., 2004). A taxa de morte
de ostedcitos aumenta com a idade, de menos de 1% ao nascimento até 75% na
oitava década. A apoptose do ostedcito pode ocorrer por imobilizagdo, microdanos, a
falta de estrogénio, citocinas elevadas, tais como TNF-a como ocorre na
menopausa, e no tratamento com glicocorticéides. Ostedcitos danificados secretam
receptor ativador do fator nuclear kB ligante (RANKL) e fator de estimulagdo de
colénias de macrofagos (M-CSF), ativando a formacdo de células osteoclasticas
(KNOTHE TATE et al., 2004).

Apesar de renovacdo Ossea parecer ser um dueto entre osteoblastos e
osteoclastos, tem sido entendido que as outras células sao envolvidas nesta sinfonia
celular da remodelacdo Ossea, especialmente ostedcitos que sdo 0s mais
numerosos, 0S mais longevos e 0s mais importantes membros desta orquestra.
(NOBLE, 2008). No entanto, perguntas nao respondidas superam as respondidas.
Responder a estas perguntas pode iluminar o caminho para novos métodos de
tratamento no futuro.

O outro tipo de célula Ossea, os osteoclastos, quando ativados, sao
responsaveis pela reabsorcdo 6ssea por osteoclasia (BOYLE, SIMONET, LACEY,
2003). Embora desempenhem suas fungbes em contiguidade com 0 0Sso, O
osteoclastos ndo sao células de linhagem éssea, pois tem origem mieloide, sendo
derivados dos mondcitos, assim como os macrofagos (DATTA et al.,, 2008). Séo
células gigantes e multinucledas, com cerca de 4 a 20 nucleos, que se caracterizam

pela alta mobilidade e, como os osteoblastos, também s&o encontrados na
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superficie 6ssea, na superficie das trabéculas e dos canais de Havers e no
peridsteo, alojados nas lacunas de Howship, que sdo consequéncia da sua propria
atividade reabsortiva (AIRES, 2008).

Na fase de reabsorcdo, os osteoclastos ativados degradam tanto os
componentes minerais quanto os organicos, pela secre¢cdo de enzimas acidas e
hidroliticas, liberando fragmentos minerais 6sseos e de colageno. Os osteoclastos
sdo estimulados por calcitriol, paratorménio (PTH), TNF, prostaglandina E2, além
das IL-1, 11 e 6, e sao inibidos por IL-4 e 13. O que encerra essa fase pode ser um
elevado nivel de célcio intracelular ou substancias liberadas pela prépria matriz
(BANDEIRA et al, 2000).

Atualmente, sabe-se que o metabolismo da osteoclastogénese é dependente
dos osteoblastos e é regulada por trés moléculas chave: osteoprotegerina (OPG),
ligante do receptor ativador do NF-kB (RANKL) e o receptor ativador do NF-kB
(RANK). RANKL é um membro da superfamilia dos fatores de necrose tumoral
(TNF), sintetizado pelos osteoblastos, pelas células do estroma da medula éssea,
pelos linfécitos T e por células endoteliais. Sua fung&o consiste em, ao ligar-se ao
RANK expresso nos precursores de osteoclastos, linfécitos T e células endoteliais,
ativar os osteoclastos levando a formacao de células multinucleadas (NAIDU et al.,
2008). No tecido 6sseo, PTH, glicocorticoides e prostaglandinas E2 aumentam a
atividade do RANKL e reduzem a atividade da osteoprotegerina (OPG). Por outro
lado, os efeitos do RANKL sé&o bloqueados pela OPG, que age como um receptor
antagonista de RANKL prevenindo a reabsorcdo 6ssea (NAIDU et al., 2008).

Apos a reabsorcdo, os osteoclastos podem migrar para outros sitios onde o
tecido 6sseo deve ser reabsorvido, bem como se deslocar da superficie 0ssea e
permanecer como células inativas. Os osteoclastos inativos s8o células gigantes,
multinucleadas, porém ndo apresentam borda em escova e zona clara, estruturas
intimamente relacionadas a atividade reabsortiva dos osteoclastos (FUKUSHIMA,
BEKKER, GAY, 1991).

2.2. Remodelamento 6sseo

A integridade mecénica do tecido 6sseo € mantida através de um processo
denominado remodelamento ésseo que € uma acgdo continua de reabsorcdo e

formagao que ocorre no esqueleto ao longo da vida em resposta a forgas mecanicas
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e a fatores do meio interno. No remodelamento 6sseo, hd um equilibrio entre
atividade celular de osteoclastos, que reabsorvem o tecido 0sseo e osteoblastos,
que o repdem. Para que o remodelamento 6sseo ocorra, € necessario que haja uma
continua troca de sinais entre as diferentes popula¢cdes de células 6sseas, 0 que,
por sua vez, ir4 garantir uma acdo coordenada destas células. Estes sinais de
diferenciacé@o celular séo proteinas localizadas nas superficies dos osteoblastos e
osteoclastos. A maior parte do remodelamento ocorre nas superficies 6Osseas
peridsticas e enddsticas (externas e internas, respectivamente), especialmente na
tltima, que apresenta intimo contato com a medula 6ssea. Essas superficies sdo
recobertas por células ésseas organizadas em camadas, constituindo, assim, o
peridsteo e o enddsteo, respectivamente (ROSEN et al, 2009).

Estimulos sistémicos (pelo PTH) ou locais (por tensdo mecénica ou
microfraturas) podem iniciar o processo de ativacdo da remodelagdo Ossea. A
liberagdo de hormdnios e substancias (PTH, 1,25-diidroxivitamina D, IL1, IL2, IL6,
TNF-a) induzem o aumento na producdo de RANK-L (ligante do receptor ativador do
fator kB) pelos osteoblastos, que se ligam ao seu receptor RANK nas membranas
das células hematopoiéticas precursoras, tornando os osteoclastos ativos. Sendo
assim, os osteoblastos participam do processo de remodelacdo 6ssea, ndo somente
produzindo matriz éssea, mas também controlando a atividade dos osteclastos
(ANDIA, CERRI, SPOLIDORIO, 2006). Substancias inibidoras da reabsor¢éo, tais
como o estrogénio e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), estimulam a
producéo de osteoprotegerina (OPG), que € um inibidor de RANK, pois ela captura o
RANK-L, impedindo sua ligacdo ao seu receptor, diminuindo, entdo, o ndmero de
osteoclastos ativos e induzindo a apoptose de osteoclastos maduros (ROBLING
CASTILLO, TURNER, 2006). Finalmente, os osteoblastos ocupam o sitio de
reabsorcéo e sintetizam a matriz extracelular (ostedide) a qual, apés um periodo de
amadurecimento, sera mineralizada (KHAN, 2001; ROBLING CASTILLO, TURNER,
2006; PIVONKA et al., 2008).

2.3. Hormonios Tireoidianos

Os hormdbnios tiroidianos s&0 essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento normais de individuos jovens e tém efeito no osso adulto, sendo

importantes para a manutengcdo do metabolismo 0sseo, uma vez que estimulam
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tanto a formagdo quanto a reabsor¢cdo Ossea por regularem a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos (VARGA, RUMPLER, KLAUSHOFER, 1994). O controle
dos processos anabdlicos e catabdlicos do tecido 6sseo sdo influenciados por
fatores locais como citocinas, fatores de crescimento, estimulo mecénico, 6xido
nitrico, e comunica¢des intercelulares. Adicionalmente, o controle sistémico é
exercido pela acdo de hormbénios, como paratormdnio, calcitonina, 1,25-
diidroxivitamina D3, estrégeno, horménio do crescimento, glicocorticoides,
andrégenos e hormonios tireoidianos (RAISZ, 1999; BLAND, 2000).

Os hormonios tireoideanos sao de suma importancia durante a embriogenese
(NUNES, 2003; INCERPI et al., 2005) e para o crescimento, diferenciacéo e controle
do metabolismo de vérios 6rgédos na vida pds-natal (GAUTHIER et al., 1999). Sdo
essenciais também para o crescimento e desenvolvimento normal de individuos
jovens e afetam a remodelacdo 6ssea em adultos, além de influenciarem a formacgéo
e a reabsor¢cdo ossea in vivo e in vitro, por regularem tanto a atividade de
osteoblastos como de osteoclastos (VARGA, RUMPLER, KLAUSHOFER, 1994).

A relacéo entre disfuncéo tireoidiana e perda 6ssea foi descrita pela primeira
vez, ha mais de cem anos, por Von Recklingausen (1891). A atividade aumentada
de osteoblastos e osteoclastos, no hipertireoidismo, levam a um aumento no
turnover dsseo, o qual pode resultar em osteoporose. O hipotireoidismo, por sua
vez, é associado com turnover 6sseo reduzido e osteoesclerose, resultando em
reducdo do crescimento e anormalidades esqueléticas (BLAND, 2000).

Alteracdes na morfologia 6ssea apds indugédo de hiper e hipotireoidismo em
ratos foram confirmadas por Balena et al. (1993), Allain et al. (1995) e Serakides et
al. (2004).

Ongphiphadhanakul et al. (1992); Jenis et al (1994), demonstraram
diminuicdo da densidade 6ssea mineral no fémur de ratos tratados com T4, apés
vinte dias. Ndo houve alteracdo na densidade nas vértebras lombares. No fémur
ocorreu aumento significativo na tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), um
marcador para osteoclastos; na histona H4, marcador de proliferagdo celular; e na
fosfatase alcalina, marcador para osteoblastos.

Allain et al. (1995) desenvolveram um estudo com o0 objetivo de avaliar
mudancas 6sseas histomorfométricas ap6s inducdo de hiper e hipotireoidismo em
ratos. Animais com hipertireoidismo mostraram um aumento nas taxas de aposi¢cao e

formacédo de tecido mineralizado e discreto aumento no nimero de superficies com
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erosao, de maneira estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle, sem
disfungéo tireoidiana. Nos ratos com hipotireoidismo, houve marcante redugdo nas
superficies ostedides, nas superficies com erosdo e aumento no volume de 0sso
medular.

Suwanwalaikorn et al. (1996), apds tratamento dos animais com T4 por vinte
semanas, confirmaram a diminuicdo da densidade mineral 6ssea no fémur e a
auséncia de alteragbes nas vértebras. Os autores observaram o aumento da
expressédo de osteocalcina e osteopontina, marcadores da atividade de osteoblastos.

Serakides et al. (2004) caracterizaram radiogréfica e histologicamente as
alteracbes O0sseas em ratas castradas e ndo-castradas, com ou sem inducgéo de
hipertireoidismo. O hipertireoidismo isoladamente, nas ratas ndo castradas, levou a
alteragdo da morfologia do osso, variavel ao longo do periodo experimental. Quando
associado a castragdo, o hipertireoidismo promoveu uma perda 0ssea dez vezes
mais extensa, aos noventa dias.

Por causa dos sintomas pronunciados, o hipertireoidismo em humanos em
geral é tratado previamente ao aparecimento de sintomas esqueléticos
(MOSEKILDE, ERIKSEN, CHARLES, 1990). Portanto, em humanos resta a davida
quanto a possibilidade da terapia de reposicdo com T4, a qual resulta em
concentragdes do hormonio superiores aquelas normalmente encontradas no soro
de individuos eutiredides, serem capaz de alterar a fisiologia 6ssea (ROSS, 1994).

Os hormoénios tireoidianos atuam influenciando a proliferagdo e a
diferenciacdo de pré-osteoblastos (VARGA et al.,, 1997). Estudos in vitro
demonstraram que o T3 diminui a proliferagéo de osteoblastos MC3T3-E1 (VARGA,
RUMPLER, KLAUSHOFER, 1994; FRATZL-ZELMAN et al.,1997) e aumenta a
atividade de sintese de osteoblastos maduros (OHISHI et al., 1994). Em elevadas
concentragdes (100nM) o T3 inibe a proliferacdo e em baixas concentragdes,
estimula a proliferacdo dos pré-osteoblastos (KLAUSHOFER et al.,, 1995). Além
disso, T3 nas doses de 10® e 10°M, diminuiu a atividade da fosfatase alcalina em
osteoblastos da calvaria de ratos (OHISHI et al., 1994), e na dose de 107 M
estimulou a atividade da fosfatase alcalina em osteoblastos MC3T3-E1 (FRATZL-
ZELMAN et al., 1997; VARGA et al., 1997), o que demonstra mais uma vez o efeito
dose dependente do T3.

Apesar de varios autores terem avaliado a aplicacdo tdpica de doses

suprafisioldgicas de T3 em feridas de pele e observado um melhor fechamento das
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mesmas nos animais que receberam o tratamento (SAFER et al.,, 2003;
TARAMESHLOO et al., 2012), pouco se sabe sobre a influéncia deste hormonio,
aplicado topicamente, no processo de cicatrizagdo 6ssea, e o comportamento do
ostedcitos frente a esta reparacdo. Portanto, estudos sdo necessarios para avaliar
esta forma de aplicacdo do horménio, em defeitos 6sseos. Ndo ha dados na
literatura dos efeitos do T3 aplicado topicamente em defeitos 6sseos, nem da acao

deste hormoénio sobre os ostedcitos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do hormonio tireocidiano T3 tépico, em diferentes
concentracdes, sobre a formacéo Gssea e sobre os ostedcitos, em defeitos ésseos

criticos de calvéaria de ratos Wistar.

3.20bjetivo especifico

Verificar a quantidade e morfologia da formag&o de lacunas de ostedcitos e
de seus canaliculos frente a aplicagdo tépica do horménio tireoidiano T3, em

defeitos 6sseos criticos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi realizado seguindo os principios éticos de experimentacao
animal, em conformidade ao SBCAL/COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal) e de acordo com as normas internacionais para o estudo com os animais de
laboratério (ZIMMERNANN, 1983). Recebeu aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade de S&o

Paulo (FOB-USP) sob o protocolo de nimero 011/2012, conforme Anexo |.

4.2 Modelo Experimental

Para o presente trabalho foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), machos, adultos, com peso entre 450 e 500 gramas. Os animais foram
fornecidos, criados, operados e mantidos em observacdo no pdés-operatério no
Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — Unifal-MG. Para este estudo,
0s animais foram mantidos em um ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com
ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro). Os animais foram
mantidos durante todo o periodo experimental em gaiolas identificadas e
autoclavadas, forradas com cama de maravalha de pinus trocada diariamente,
alimentados com ragédo sélida Labina (Purina, Paulinia, SP, Brasil) e agua ad libitum.

Os 30 animais foram distribuidos para a composi¢céo de trés grupos, contendo
10 animais cada, e avaliados nos pontos biolégicos de 30 e 60 dias (tabela 1):

. Grupo controle: o defeito ésseo foi preenchido com um placebo

constituido pela base da pomada, sem o horménio;

. Grupo tratado 1 (T3 0,03%): o defeito 6sseo foi preenchido com o

hormoénio T3 (3,3',5 Triiodothyronine (T3) - Sigma-Aldrich), na forma

farmacéutica de pomada, na concentragéo de 0,03% (SARAIVA et al., 2008);

. Grupo tratado 2 (T3 3%): o defeito 6sseo foi preenchido com o

hormoénio T3 (3,3',5 Triiodothyronine (T3) - Sigma-Aldrich), na forma

farmacéutica de pomada, na concentragéo de 3% (SARAIVA et al., 2008).
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Grupo/Periodo Controle Tratado 1 Tratado 2 total
30 dias 5 5 5 15

60 dias 5 5 5 15
Total 10 10 10 30

Tabela 1 - NUmero de animais segundo grupo e ponto biolégico.

4.3 Procedimento Cirurgico

Os animais foram anestesiados com inje¢des intramusculares de cloridrato de
quetamina a 10% (Cetamin - Laboratério Syntec, Sdo Paulo, Brasil) na proporgéo de
70mg/kg de peso, enquanto a analgesia e a sedacao foram realizadas com injecdes,
também, intramusculares de cloridrato de xilazina a 2% (Dopaser - Laboratério
Hertape Calier, Barcelona, Espanha), na propor¢cdo de 6mg/kg de massa corpdrea
(figura 1).

Inicialmente foi realizada tricotomia na regido fronto-parietal da calvéaria dos
animais, e apoés, antissepsia com polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10% com 1%
de iodo ativo (Rio Quimica, SP, Brasil) (figura 1). A seguir, com uma lamina de bisturi
n° 15 (Bencton Dickinson), foi realizada uma incisdo em “U”, na calvaria do rato,
seguida de divulsdo, com tesoura (Duflex) de ponta reta e romba. A incisdo atingiu o
peridsteo, permitindo o deslocamento de um retalho de espessura total em direcao
posterior, expondo amplamente a cortical 6ssea da regido.

O defeito critico transfixado foi realizado com broca trefina de 8mm de
diametro (3i) (Nobel Biocare®, Gothenburg, Sweden), montada em contra-angulo
(Dabi Atlante — S&o Paulo, Brasil) com reducdo de 1:16, acoplado a um motor
cirargico, (Driller BLM 600 Plus — S&o Paulo, Brasil) de 1500 rpm, sob irrigacao
constante e abundante com soro fisiolégico estéril (figura 2). O defeito 6sseo de
aproximadamente de 1mm de espessura incluiu uma por¢éo da sutura sagital. A
dura-mater foi mantida integra. Marcacdes em formato de “L” foram feitas a 2mm
anterior e a 2 mm posterior as margens do defeito cirdrgico. O maior eixo de cada “L”
localizou-se sobre uma linha imaginaria longitudinal cranio-caudal que dividiu o
defeito cirargico ao meio. As marcacgfes foram feitas com uma broca carbide tronco-

cOnica, sob irrigagdo continua com solugdo salina estéril e, posteriormente,
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preenchidas com amalgama de prata (MESSORA, 2005). Estas marcac¢des foram
Uteis para a identificacdo do centro do defeito cirdrgico original durante o
processamento laboratorial, permitindo localizar as margens 04sseas originais do
defeito durante a analise histologica (figura 2).

Nos animais do grupo controle, o defeito cirargico foi preenchido com 0,35ml
da base utilizada para o preparo da pomada. Nos animais do grupo tratado, o defeito
cirurgico foi preenchido com 0,35ml da pomada de T3, nas duas concentracdes
propostas. Depois de preenchidos os defeitos, os tecidos moles foram
reposicionados, e realizadas suturas interrompidas simples com de fio de seda preto
n° 3-0 (Ethicon — Johnson & Johnson). Cada animal recebeu uma injecao
intramuscular de 24.000 unidades de Penicilina G-benzatina, um pentabidtico

veterinario para animais de pequeno porte.

Figura 1 — Preparo cirargico do animal. Anestesia com cloridrato de quetamina a 10% e

analgesia e sedagdo com cloridrato de xilazina com injecdo intramuscular (A); tricotomia da
area cirurgica (B); antissepsia com solugdo de PVPI (C).



Figura 2 — Preparo do defeito cirdrgico. Retalho para acesso ao peridésteo (A); confeccdo do defeito

critico com fresa trefina (B); Marcagfes em formato de “L” feitas a 2mm anterior e a 2 mm posterior as
margens do defeito cirdrgico (C); defeito critico com 8,0mm de diametro (D).

4.4 Eutanasia

Nos tempos biologicos pré-determinados (30 e 60 dias), os animais sofreram
eutanasia por inalacdo excessiva de CO2, método aceito e recomendado pelo
SBCAL-COBEA.

4.5 Processamento das pecas

As pecas obtidas a partir do procedimento cirdrgico foram fixadas em formol

neutro a 10%, lavadas em agua corrente por 48 horas e descalcificadas em solugao
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de &cido etilenodiaminotetracético (E.D.T.A.) a 10%. ApOs descalcificacdo inicial,
cada peca foi dividida longitudinalmente em dois blocos, usando-se os maiores eixos
de cada marcacdo de amalgama com formato de “L” como referéncia. As pecas
foram processadas e incluidas em parafina. Realizaram-se cortes seriados no
sentido longitudinal da pegca com 6um de espessura, iniciados a partir do centro do
defeito cirdrgico. Os cortes foram corados pelas técnicas da Hematoxilina e Eosina
(HE) e Tricromico de Goldner para analise com microscopia de luz. Para a analise
das lacunas dos ostedcitos em microscopia de luz, utilizou-se a impregnacdo por
nitrato de prata (OCARINO et al., 2006).

4.6 Anédlise Histologica

A avaliacdo morfolégica qualitativa foi realizada no Laboratdrio de Histologia
da Universidade Sagrado Coragéo (USC), Bauru-SP. Os cortes histologicos corados
por HE e Tricromico de Goldner e impregnados por nitrato de prata foram avaliados
qualitativamente em microscopia Otica, considerando as regides de margem e
central, e padrdo de reparagdo 6ssea, como formacdo de tecido de granulacéo,
infiltrado inflamatério, formacg&o de tecido ésseo priméario e maturacdo 6ssea. Para a
maturacdo 0ssea também foi observada a quantidade e morfologia das lacunas de

ostedcitos e de suas conexoes.

4.7 Andlise Histomorfométrica

As analises histolégicas e histomorfométricas foram realizadas por um Unico
examinador, em esquema cego, para o tipo de tratamento realizado. Imagens das
caracteristicas estruturais do tecido 6sseo foram obtidas utilizando microscopia
Optica de luz (Microscépio Nikon, Eclipse 80i. Jap&o), com aumento de 40 vezes.
Medidas dos parametros morfométricos foram realizadas usando o software Image
PRO PLUS para Windows 5.0 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA).

Para esta andlise, empregou-se a metodologia por contagem de pontos
(GUNDERSEN et al., 1988). A imagem capturada em uma resolucéo de 300 dpi foi

observada no Programa Microsoft Office Power Point®. O reticulo foi posicionado
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sobre a imagem (figura 3) e a realizagdo da contagem se deu por meio do aplicativo
Image PRO PLUS para Windows 5.0, considerando-se que cada tragco tem 9mm de
largura e espagamento de 9mm entre cada ponto. Apos a contagem foi realizado o
célculo da area de formacdo Ossea. Foram avaliados 3 campos para cada corte
histologico, sendo dois deles adquiridos nas margens do defeito 6sseo e um
centralmente ao defeito.

Figura 3 - Reticulo utilizado para a analise
morfométrica do tecido 6sseo neoformado

4.8 Analise e contagem das lacunas dos ostedcitos

Ap6s completa descalcificacdo, a peca foi processada pela técnica de
inclusdo em parafina e submetida a impregnacgéo pela prata para visualizagdo das
conexdes entre os ostedcitos. Para esta coloracdo foi realizado cortes histolégicos
de 4um desparafinados em xilol e hidratados em concentragbes decrescentes de
alcool etilico por 5 minutos em cada alcool (alcool absoluto a 90%, 80%, 70%). A
hidratacdo foi concluida com imersdo das laminas em agua milli-Q por 10 minutos.
Para a impregnagédo foram utilizadas duas solugdes distintas. A primeira, composta
por solucdo aquosa de nitrato de prata a 50% armazenada em frasco ambar e em
geladeira, e a segunda, por solugdo de acido férmico a 1% com 2% de gelatina

microbiolégica incolor. Em cada corte histologico foram adicionadas as solucdes 1 e
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2 na proporcéo de 1:1. Em seguida as laminas foram incubadas a 40°C em camara
Umida por 20 minutos. ApoOs a impregnacdo, as laminas foram lavadas em agua milli-
Q por 10 minutos, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico
absoluto (70%, 80%, 90%) por 5 minutos em cada concentragdo e montadas com
laminulas e balsamo do Canada natural (OCARINO et al., 2006).

A analise foi realizada por um avaliador em esquema cego, a partir de
imagens registradas em microscépio Nikon Eclipse (Nikon, Jap&o). Foram
analisados trés campos de cada espécime (extremidades e area central), em

aumento de 40x.

4.9. Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados da histomorfometria do tecido 6sseo e da
andlise da contagem de lacunas de ostedcitos foi realizada pelo software GraphPad
InStat 3. A analise intergrupo foi realizada pelo teste ndo pareado de Kruskall-Wallis,
seguido pelo Teste de Dunn. A andlise dentro do mesmo grupo de tratamento e
diferentes tempos foi realizada pelo Teste T ndo pareado, corrigido pelo Teste de
Welch. O nivel de probabilidade de erro foi fixado em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 Analise Histoldgica

Aos 30 dias, no grupo controle, notam-se regides de encapsulamento de
material, rodeadas pela formacdo de tecido 6sseo em neoformacdo. A matriz
formada apresenta-se revestida por uma camada de osteoblastos, e existe a
presenca de linhas de reversao, indicando atividade de remodelamento tecidual
(figura 4).

Figura 4 - Grupo controle aos 30 dias. Em A, presenca de ostedcitos (setas) espalhados pela
matriz éssea (*); B — Presencga de linhas de reversdo (setas) na matriz éssea (*); C- Tecido
Gsseo neoformado (*) e a presenca de material encapsulado (setas). HE,aumento de 40x em A e
Be 10xem C.
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Aos 60 dias, o grupo controle continua apresentando linhas de reversao e

presenca de osteoblastos recobrindo a matriz 6ssea. Ainda sdo observadas regides

de material encapsulado (figura 5).

1 ' Y R SR G .
Figura 5 — Grupo controle aos 60 dias. Em A presenca de linhas de reversédo (*) na matriz éssea, e
margeando a matriz, uma camada de células osteoblasticas (setas). Em B, regides medulares (*) e
permanéncia de pequenas regides de material encapsulado (setas). HE, aumento de 40x e 10x,
respectivamente.
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Aos 30 dias, no grupo tratado com T3 em uma concentracdo de 0,03%
também é observado o material encapsulado por uma camada fina de tecido
conjuntivo, rodeado por um infiltrado inflamatoério. A matriz apresenta-se organizada,
com a formagdo de canais de Havers e ainda nota-se a presenca de linhas de

reverséo (figura 6).

Figura 6 - Grupo T3 0,03% aos 30 dias. Em A, presenga de vérias &reas encapsuladas na regido central do
defeito (setas), rodeadas por infiltrado inflamatorio (*); B — As regiGes de encapsulamento s&o delimitadas por
uma fina camada de tecido conjuntivo (setas); C — matriz 6ssea apresentando linhas de reversdo (setas),
presenca de ostedcitos espalhados pela matriz (#) e a formag&o dos canais de Havers (*). HE, aumento de 10x
emAed0xemBeC.
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Aos 60 dias de tratamento com T3 a 0,03% observa-se uma diminuicdo em
namero e tamanho das regibes de encapsulamento, dando lugar a um tecido 6sseo

em neoformacgdo. A matriz 6ssea apresenta-se organizada, com presenca de fracas

linhas de reverséo (figura 7).

Figura 7 - Grupo T3 0,03% aos 60 dias. Em A presenca de matriz 6ssea em formacgéo (setas) e &reas de material
encapsulado (*); B- Presenca de ostedcitos espalhados pela matriz 6ssea (setas) e linhas de reverséo (*). HE,
aumento de 10x e 40x, respectivamente.
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O grupo tratado com T3 a 3% apresentou aos 30 dias, a mesma area de
encapsulamento e observa-se a presenca de células gigantes na area de infiltrado
inflamatdrio. A matriz 6ssea € revestida por uma camada de osteoblastos (figura 8).

Figura 8 - Grupo T3 3% aos 30 dias. Em A ha a presenca de matriz éssea revestida por uma camada de
osteoblastos (setas) e ostedcitos espalhados (*); B - Regido de encapsulamento de material (setas); C-
Em algumas éareas é possivel observar a presenca de células gigantes (setas). HE, aumento de 40x em A
e C, e 4xem B.
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Aos 60 dias, o tratamento com T3 a 3% mostra uma matriz 6ssea com
intensas linhas de reversao e formacédo de canais de Havers. Também é notada a
presenca de material encapsulado, rodeado por um infiltrado inflamatério intenso,
com a presenca de células gigantes (figura 9).

Figura 9 - Grupo T3 3% aos 60 dias. Em A, formacéo de regides encapsuladas (setas); B -

presenca de linhas de reverséo (setas) e a formacéo de canais de Havers (*). HE, aumento de
10x em A e 40x em B.
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5.2 Anélise Histomorfométrica

Os resultados do presente estudo mostram que, no periodo de 30 dias, no
grupo controle foi identificada uma formagéo éssea de 672,25 + 89,10mm?, enquanto
no grupo tratado com uma concentragéo de 0,03% de T3 ocorreu a maior formagao
de tecido 6sseo (1640,5 + 215,52mm?), sendo estatisticamente diferente em relacéo
ao grupo controle (p<0,05). Ja o grupo tratado com 3% de T3 ndo apresentou
diferenca estatistica dos demais grupos (formacdo de 1006 + 302,72mm? de tecido

0sseo) (Figura 10).

formagao 6ssea em mm?

controle 30d T3 0,03% 30d T3 3% 30d

Figura 10: Formag&o de tecido 6sseo, em mm?, observada aos 30 dias, nos

diferentes tratamentos. *p<0,05.
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Aos 60 dias, observou-se uma formacéo 6ssea de 927 + 81,5mm? no grupo
controle, enquanto o grupo tratado com T3 a 0,03% continuou apresentando a maior
formacdo de osso (1176,25 +220,65 mm?), embora ndo tenha sido diferente
estatisticamente dos demais grupos. A formacdo de 1065 * 13,29mm? de 0sso
formado no grupo tratado com T3 a 3% foi estatisticamente maior que o controle,
mas nao mostrou diferenca do tratamento realizado com 0,03% de T3 (Figura 11).

formagao 6ssea em mm?

controle 60d T3 0,03% 60d T3 3% 60d

Figura 11 — Formagao de tecido 6sseo, em mm?, nos diferentes tratamentos, aos
60 dias de observacao. *p<0,05.
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A comparacédo entre a formagdo 6ssea no grupo controle, entre os periodos
de 30 e 60 dias foi estatisticamente significante (p=0,0022). O mesmo ocorreu
quando comparamos o0s periodos no grupo tratado com 0,03% de T3 (p=0,01). J4 a
comparacao dos periodos na concentracdo de T3 a 3% ndo apresentou significancia
(p>0,05) (Figura 12)

1640.5

CONTROLE T3 0,03% T3 3%

Figura 12 - Comparacéo da formacéo de tecido 6sseo, em mmz, entre os periodos
de 30 e 60 dias, nos diferentes tratamentos. *p<0,05.
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6.3 Analise morfologica e contagem das lacunas dos ostedcitos
6.3.1 Andlise morfolégica das lacunas dos ostedcitos

Grupo Controle

No grupo controle, tanto aos 30 como aos 60 dias observaram-se lacunas
com bordas bem delimitadas, e em sua maioria, com formato ovalado. Aos 30 dias,
a presenca de canaliculos dos prolongamentos dos ostedcitos foram em maior
namero, formando uma rede de conexdes (Figura 15). Aos 60 dias pareceu haver
uma diminuicdo da amplitude dos prolongamentos, diminuindo, assim, as conexdes
entre as células (Figura 16).

Figura 15 — Lacunas de ostedcitos - controle 30 dias. Nitrato de Prata, aumento de 40x

Figura 16 — Lacunas de ostedcitos - controle 60 dias. Nitrato de
Prata, aumento de 40x
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Grupo tratado com T3 a 0,03%

Aos 30 dias, no grupo tratado com T3 a 0,03% foram notadas lacunas bem
delimitadas, das quais se projeta uma grande quantidade de canaliculos,
estabelecendo uma ampla conexdo entre as células (Figura 17). Aos 60 dias as
lacunas continuaram bem delimitadas, mas a quantidade de canaliculos pareceu
diminuir tornando-se semelhante aquelas observadas no grupo controle aos 60 dias
(Figura 18).

Figura 18 — Lacunas de ostedcitos - Grupo tratado com T3 a 0,03%
aos 60 dias. Nitrato de Prata, aumento de 40x

Figura 18 — Lacunas de ostedcitos - Grupo tratado com T3 a 0,03%

aos 60 dias. Nitrato de Prata, aumento de 40x
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Grupo tratado com T3 a 3%

Aos 30 dias, o grupo tratado com T3 a 3% apresentou lacunas com formato
mais circular, mantendo as bordas definidas, mas com menor ndmero de
prolongamentos (Figura 19). Aos 60 dias as lacunas apresentaram-se amplas, com
formato mais ovalado, e a presenca de maior quantidade de canaliculos de
prolongamentos do que os observados aos 30 dias com este tratamento (Figura 20).

Figura 19 — Lacunas de ostedcitos - Grupo tratado com T3 a 3% aos 30 dias.
Nitrato de Prata, aumento de 40x

Figura 20 - Lacunas de ostedécitos - Grupo tratado com T3 a 3% aos 60 dias.
Nitrato de Prata, aumento de 40x
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6.3.2 Contagem das lacunas dos ostedcitos

Aos 30 dias, em relacdo a quantidade de lacunas dos ostedcitos, o grupo
tratado com T3 na concentracdo de 0,03% apresentou 0 maior nimero de ostedcitos
presentes no 0sso neoformado (217,5 + 34,64 mm?), estatisticamente diferente
(p<0,05) da quantidade de células observada no grupo controle (153,25 + 18,73
mm?). O grupo tratado com T3 a 3% apresentou nimero de lacunas de ostedcitos
igual a 140,25 + 27,86 mm* A quantidade de lacunas de osteécitos nos diferentes

tratamentos aplicados néo foi diferente estatisticamente (p>0,05) (Figura 13).

Quantidade de lacunas de ostedcitos
*

numero de ostedcitos por tratamento

controle 30d T3 0,03% 30d T3 3% 30d

Figura 13 — Numero de lacunas de ostedcitos observados em cada tratamento, aos 30 dias.
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Ja aos 60 dias, a quantidade de lacunas de osteécitos observadas nos
diferentes tratamentos néo foi estatisticamente diferente entre si (p>0,05). O grupo
controle apresentou 170,5 + 43,24 mm?, o grupo tratado com T3 a 0,03% apresentou
183,75+37,65 mm? e grupo tratado com T3 a 3%, 196,25 + 65,67 mm? (Figura 14).

Quantidade de lacunas ostedcitos

namero de ostedcitos por tratamento

controle 60d T30,03% 60d T3 3% 60d

Figura 14 — Numero de lacunas de ostedcitos observados em cada tratamento, aos 60 dias.
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6 DISCUSSAO

Nestes ultimos anos, tem se estudado a complexidade dos mecanismos que
influenciam a atividade 6ssea, e grande parte das pesquisas direcionam-se para o
estudo de fatores capazes de modular as funcdes 6sseas.

Baseando-nos em trabalhos prévios (SAFER et al., 2001; SAFER et al.,
2003; SAFER et al. 2005) que utilizaram a forma topica de administracdo de T3, em
pele, e conhecendo as modificagBes causadas no tecido 6sseo por este horménio,
optou-se neste estudo por testar esta forma de aplicagdo, localmente, no reparo
0sseo. Para isto, utilizou-se a forma farmacéutica de pomada. Esta forma permite
aglutinar uma maior quantidade de principio ativo, em comparagdo com outras
formas farmacéuticas, como cremes, suspensdes ou solugdes. Nao se pretende com
este estudo que esta forma de aplicacdo do principio ativo seja indicada
clinicamente, mas foi a forma encontrada para se observar o0 mecanismo de agao e
liberag&o local do horménio T3 em reparos 6sseos.

Véarios estudos demonstram que a atividade do T3 sobre o tecido 0sseo,
promovendo reabsorcdo ou neoformagdo é dependente de sua concentracdo
(MUNDY et al, 1976; ALLAIN, 1992; KLAUSHOFER et al., 1995; COSTA, 2008).
Neste estudo, a escolha da concentracédo de T3 foi baseada no trabalho de Saraiva
et al.,, (2008), realizado em cultura de osteoblastos humanos, que utilizou
concentragdes que simulariam uma baixa e uma alta dosagem do hormonio.

No presente estudo, observou-se a formacdo de &reas de encapsulamento
por tecido conjuntivo nas &reas onde a pomada foi colocada, tanto no grupo
controle, como nos grupos que continham principio ativo. A medida que o tempo de
observagcéo aumentou, passando de 30 para 60 dias, percebeu-se tanto no grupo
controle quanto no grupo tratado na concentracdo de 0,03% de T3, que as &reas
encapsuladas iam sofrendo uma fragmentacdo, provavelmente causada pela
absorcdo do material. Foi observado também que as areas de encapsulamento
continuavam grandes quando a concentragdo do hormonio foi maior (3%). Este dado
provavelmente indica uma possivel resisténcia a absor¢do da pomada nesta
concentracdo. Também quando utilizada esta concentracédo, notou-se a presenca de
células gigantes ao redor das areas que receberam a pomada, indicando uma

reagcdo de corpo estranho, ndo observada no controle, nem na menor concentragado
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hormonal. N&o foi encontrado na literatura relato de reacdo semelhante & utilizacao
de pomada.

Na aplicacdo do T3 a 0,03%, no periodo de 30 dias observou-se ostedide em
formacdo, areas com canais de Havers, e intensas linhas de reverséo. Estas linhas
estiveram menos presentes no periodo de 60 dias, nesta concentracdo, indicando
sinais de estagnacdo da remodelacdo do tecido 6sseo. J& no grupo tratado com T3
a 3% as linhas de reversdo sdo poucas aos 30 dias, intensificando-se mais
tardiamente, aos 60 dias. Este dado indica que, nesta concentragdo, o hormonio
provoca um atraso no processo de maturagdo Ossea. Greenspan & Greenspan
(1999) relataram que os hormonios tireoidianos direta ou indiretamente aceleram o
turnover 6sseo, encurtando o ciclo de remodelacdo. Os resultados encontrados
neste estudo indicam que esta aceleragdo do turnover ocorreu somente quando foi
utilizado o T3 em menor concentragdo, evidenciando que o T3 tem uma ac¢éo dose-
dependente. Costa (2008), em seu estudo sobre o efeito do T3 no tecido ésseo de
ratas Wistar adultas, afirma que em condi¢ges de tireotoxicose elevada, ocorre uma
desaceleragcdo do remodelamento ésseo, com inibigdo tanto da forma¢éo quanto da
reabsorgéo, entretanto, a inibicdo da formagéo 6ssea é maior.

Os resultados histomorfométricos, revelaram que aos trinta dias houve a
maior formagdo Ossea no grupo tratado com T3 a 0,03%, sendo estatisticamente
significante em relagéo ao controle. No grupo tratado com T3 a 3%, embora tenha
ocorrido uma maior formagédo 6ssea que no controle, esta ndo foi estatisticamente
significante em relagdo aos demais grupos. Nossos resultados corroboram com os
de Ren et al. (1990), que avaliaram a relacdo dose-resposta entre tiroxina e o
crescimento da tibia em ratos. A espessura do platd de crescimento da epifise
aumentou gradualmente quando T4 foi administrada de 2 a 32 mg/kg/dia e diminuiu
quando a dose foi 64 mg/kg/dia.

Aos 60 dias o grupo tratado com T3 a 0,03%, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagdo aos demais grupos. Acredita-se que este
achado deve-se ao fato do osso encontrar-se em processo de remodelagéo. No
grupo tratado com T3 a 3%, aos 60 dias, observou-se uma formagdo Ossea
estatisticamente significante em relagdo ao controle, mas ndo em relagcédo ao grupo
tratado com T3 a 0,03%. Estes resultados confirmam as caracteristicas observadas
na andlise histologica, demonstrando um atraso na formacdo 6ssea. A0 mesmo

tempo, sdo contrarios as observag6es de Ohishi et al. (1994), que mostraram que 0
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T3, nas doses de 10®M e 10° M, diminui a atividade da fosfatase alcalina em
osteoblastos da calvaria de ratos, e na dose de 107 M estimula a atividade da
fosfatase alcalina em osteoblastos MC3T3-E1 (FRATZL-ZELMAN et al.,, 1997;
VARGA et al., 1997).

Alguns estudos tem tentado elucidar o papel dos osteécitos na formacao,
funcdo, manutencao e patologia do tecido 6sseo (BONEWALD, 2011; LIN, XU, 2011;
KERSCHNITZKI et al., 2011), mas algumas questdes sobre o papel destas células
na biologia 6ssea permanece indefinido.

Questdes que ainda sdo pouco entendidas incluem: a) o potencial de variagcéo
na morfologia dos ostedcitos em ossos com diferentes tipos de origem; b) qual o
limite de tempo em que estas células atuam na preservacdo da matriz 4ssea; c) se
estas células persistem e podem ser consideradas como fatores enddgenos dos
organismos (CADENA, SCHWEITZER, 2012).

A funcdo dos ostedcitos na formacdo do tecido 6sseo ainda é controversa.
Ostedcitos tem sido considerados responsaveis pela ativacdo da formacdo 6ssea,
em decorréncia da inducdo de producgdo de fatores anabdlicos (prostaglandina E2,
oxido nitrico e cicloxigenase-2) que ativam a formacdo d6ssea por estas células
(BURGER, KLEIN-NULEND, 1999).

Os ostedcitos também possuem a capacidade de estimular a diferenciagdo
osteoclastica por meio da produgdo de citocinas essenciais para este processo. A
expressdo de RANKL ja foi demonstrada nos osteécitos (MUELLER, RICHARDS,
2004; XIONG et al., 2011). Por outro lado, Marotti et al.(1995), teorizou que 0s
ostedcitos inibem os osteoblastos por meio de sinais inibitorios transmitidos via
juncgdes do tipo gap, ao mesmo tempo que selecionam e recrutam osteoblastos para
compor a linhagem de ostedcitos. De acordo com esta teoria, a densidade de
ostedcitos e a média de formacao 6ssea seria inversamente proporcional.

Para a analise das lacunas dos ostedcitos em microscopia de luz, utilizou-se a
impregnacgdo por nitrato de prata (OCARINO et al., 2006). A razdo pela qual se
testou esta coloracdo em tecido 6sseo foi demonstrar que esta técnica, além de
propiciar a visualizacdo das conexf6es dos ostedcitos, permite identificar
satisfatoriamente alteracbes nestas conexdes, tal como j& foi demonstrado

previamente pela microscopia eletronica ( KNOTHE TATE et al., 2004).
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Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram-se contrarios
aqueles descritos por Marotti et al. (1995). A maior quantidade de ostedcitos
encontrada coincidiu com a maior formacdo déssea obtida, mostrando que estas
células podem ter desempenhado uma forma de ativagdo da formacdo Ossea,
relatada anteriormente por Burger & Klein-Nulend (1999).

Tem-se que considerar, ainda, que a atividade 6ssea observada neste estudo
foi influenciada pela presenca de um medicamento contendo hormdnio em sua
composicdo. A presenca dessa substancia pode ter modificado as observacdes
sobre o comportamento destas células realizadas por outros autores (Bonewald,
2011; Lin & Xu, 2011; Kerschnitzki et al., 2011).

A esclerotina, um produto do gene SOST, é uma proteina expressa pelos
ostedcitos e inibe a formacdo 6ssea. Varios horménios tém sido sugeridos como
possiveis reguladores da producdo de esclerotina (Moester et al., 2010). Mas a
influéncia dos hormdnios tireoideanos na sintese de esclerotina ainda néo tinha sido
investigada até ent&o.

Skowro Ska-J6 Wiak et al., 2012 demonstraram que em pacientes, altos
niveis de esclerotina foram identificados em estado de tireotoxicose, e uma
significante diminuicAo em seus niveis séricos ocorreu, quando o estado de
eutireoidismo foi restaurado. Somente a partir deste estudo, recém-publicado, temos
algumas informagdes da acdo do horménio tiredideo sobre os ostedcitos.

Como também ndo h& na literatura estudos prévios realizados com a
aplicacéo topica de T3 em lesdes 6sseas, este trabalho averiguou de que forma este
horménio, nesta forma de aplicacéo, agiria sobre os ostedcitos. Além da observacao
de que a aplicagdo de T3 na concentragdo de 0,03% coincidiu com a maior
formacdo, aos 30 dias, a morfologia da lacuna destas células neste periodo de
observacgéo indicou uma maior atividade dos ostedcitos, com extensos canaliculos
dos prolongamentos e ampla rede de conexdes. Estas mesmas caracteristicas sao
salientadas por Ocarino et al., (2006), como proprias de ostedcitos em grande
estado funcional.

A medida que o tempo de observacdo aumentou, passando de 30 para 60
dias, percebeu-se um processo de nivelamento no nimero de lacunas de ostedcitos
guando comparados os tratamentos e o controle. A mesma observacao foi realizada
quanto a formagdo de tecido 6sseo, sugerindo uma atividade sinérgica entre

formacao de tecido 6sseo e numero das células analisadas.
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7 CONCLUSAO
Com base nos tratamentos propostos, e metodologia utilizada conclui-se que:

e O T3, na concentragdo de 0,03%, no periodo de 30 dias mostrou uma
maior formag&o 6ssea.

e A aplicagdo do hormdnio tireoidiano T3, na concentragéo de 0,03%, no
periodo de 30 dias proporcionou um aumento no numero e morfologia

das lacunas dos osteécitos.
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Faculdade de Odontologia de Bauru

1962 - 2012

CEEPA-Proc. N2 011/2012

Bauru, 23 de maio de 2012.

Senhora Professora,

O projeto de pesquisa encaminhado é'esta Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais,
denominado Avaliagéo da influéncia do horménio Tireoidiano (Ts) Tépico em defeitos Gsseos criticos
de calvaria de ratos Wistar, de autoria de Luciana Calegari Romani, sob sua orientagdo, foi enviado ao
relator para avaliagdo e.considerado APROVADO em reunido desta Comissdo realizada no dia 21 d
maio de 2012. | . ;

Solicitamos que ao final da pesquisa seja enviado, para avaliagdo desta Comissdo, um Relatério com os
resultados obtidos para analise ética e emissdo de parecer final, o qual podera ser utilizado para fins de
publicagdo cientifica. i

Atenciosamente,

Prof. Dr Luis Assis Taveira
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