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“Paciéncia e perseverancga tem o efeito magico de fazer as
dificuldades desaparecerem e os obstaculos sumirem.”

John Quincy Adams
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Resumo

O tecido 6sseo estd em constante remodelacao, corrigindo alteragdes em sua
matriz extracelular e mantendo a homeostase local. Quando lesado é capaz de
reativar vias ontogenéticas relacionadas ao desenvolvimento ésseo, levando a
regeneracgao tecidual. O desenvolvimento de biomateriais para acelerar o reparo
0sseo € essencial para o tratamento de pacientes vitimas de traumas ortopédicos,
oncolégicos e com doengas congénitas do tecido dsseo. O uso de substancias
que mimetizem sua matriz extracelular, organica ou mineral, é uma das
modalidades com melhores resultados. O presente estudo teve o objetivo de
avaliar a utilizacdo de uma nanoparticula baseada em fosfato contendo estréncio
(NPC-Sr) como estratégia para potencializar a regeneracdo 6ssea, isoladamente
ou associada ao acido hialurdnico (HY). Para avaliar os efeitos do HY, NPC-Sr e
da associagcao HY+NPC-Sr, foi utilizado modelo de falha 6ssea nao-critica em tibia
de ratos. Os animais foram separados em quatro grupos: (i) ratos
controle/carbopol; (ii) ratos tratados com HY (1%); (iii) ratos tratados com NPC-Sr
(0,5 mg/mL) e (iv) ratos tratados com HY+NPC-Sr. Apds criar a falha 6ssea com
uso de broca helicoidal, o tratamento foi administrado no local da lesdo. No sétimo
dia do experimento, os animais foram sacrificados e as tibias processadas para
avaliacao histolégica e morfométrica com quantificacdo da porcentagem de
trabéculas ésseas. A avaliagdo morfométrica demonstrou que o tratamento com
HY (21,8 + 2,7%), NPC-Sr (20,4 + 5,5%) ou HY+NPC-Sr (19,7 = 3,7) foram
capazes de acelerar o processo de reparo 0sseo quando comparados ao grupo
controle (13,5 + 2,2%). A analise histolégica demonstrou um aumento na formagéao
trabecular nos animais tratados com os materiais, assim como uma maior
maturidade do tecido 6sseo neoformado. Em ambas as analises, ndo houve
diferenga significativa entre os trés tratamentos. Com os resultados encontrados
podemos concluir que o HY e as NPC-Sr possuem capacidade de acelerar o
reparo 0sseo em defeitos ndo-criticos em tibias de ratos e que a associacdo dos

dois compostos nao possui efeito somatorio ou deletério.

Palavras chave: Hialuronato de sddio; Nanoparticulas fosfatadas; Reparo 6sseo.
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Abstract

Bones are constantly been remodeling to repair damages in their extracellular
matrix and to maintain local homeostasis. This tissue is able to reactivate
ontogenetic pathways related to bone development when it is injured, leading to
tissue regeneration. The development of biomaterials able to enhance bone repair
is essential for the treatment of patients suffering from orthopedic, oncological and
congenital bone diseases. The use of compounds that mimic their organic and
mineral extracellular matrix is one of the actual strategies with better results. The
aim of this study was to evaluate the use of a phosphate-based nanoparticle (NPC)
alone or associated with hyaluronic acid (HY) as a strategy to potentiate bone
regeneration. Thus, to evaluate the effects of HY, NPC-Sr and HY+NPC-Sr, a non-
critical bone defect model in tibia of rats was used. The animals were separated
into four groups: (ii) control/carbopol rats; (i) HY (1%) treated rats; (iii) NPC-Sr (0.5
mg/mL) treated rats; and (iv) HY+NPC-Sr treated rats. After creating the bone
defect using a helical drill, the treatment were given at the injury site. On the
seventh day of the experiment, the animals were sacrificed and the tibiae were
processed for histological and morphometric evaluation with quantification of the
percentage of bone trabeculae. The morphometric analysis showed that treatment
with HY (21.8 £ 2.7%), NPC-Sr (20.4 = 5.5%) or HY+NPC-Sr (19.7 £ 3.7)
accelerated the bone repair process when compared to the control group (13.5
2.2%). The histological analysis confirmed this increase in the trabecular formation,
as well as the greater maturity of the formed bone tissue in all tested groups. In
both analyzes, no significant differences were observed among the three
treatments. Thus, we conclude that HY and NPC-Sr have the ability to accelerate
the bone repair in non-critical defects in rat tibia and that the association of these

two compounds has no additional or deleterious effects.

Keywords: Sodium hyaluronate, Calcium phosphate nanoparticles, Bone repair.
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1. INTRODUCAO

1.1 A biologia da regeneragao éssea

A constituicdo do tecido ésseo forma uma estrutura altamente adaptada,
capaz de resistir a grandes forgas com resiliéncia apropriada. Essa caracteristica
mecanica permite ao osso suportar o peso corporal e servir de alavanca para os
movimentos articulares (Gray Anatomy, 2008; Ren et al, 2015).

O tecido ésseo é formado por uma parte organica, na qual predomina as
fibras de colageno tipo | (Col I) e uma parte inorganica, representada pela
hidroxiapatita. Microscopicamente observa-se que o tecido € organizado em
estruturas conhecidas como d&steons, nas quais aglomerados de fibras de
colageno se dispdem em lamelas ao redor de um canal central, o canal de Havers.

A manutengcdo da microestrutura Ossea € essencial para que o tecido
consiga tolerar as lesbes causadas pelo estresse mecanico diario. Essa funcao é
dependente da interacdo entre as células do tecido Osseo (osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos) e a matriz extracelular (MEC). Nesse aspecto, os
ostedcitos cumprem fungdo mecanosensitiva pela percepgao do fluxo de liquido
intersticial canalicular, modulando o ganho e perda local de MEC (Klein-Nulend et
al, 2003; Ren et al, 2015).

Além do controle estrutural continuo das pequenas lesdes, o tecido dsseo
também é capaz de regenerar-se quando fraturado. O processo de consolidagao
da fratura forma um tecido novo que é indistinguivel do osso prévio a lesao
(Rockwood and Green’s Fractures in adults, 2015; Marsell et al, 2011). Durante o
reparo da fratura, as vias ontogenéticas da ossificagdo sdo recapituladas, com a
participacdo orquestrada de diferentes tipos celulares e fatores de crescimento
(Ferguson et al, 1999).

A consolidacdo de uma fratura pode ocorrer por dois mecanismos basicos:
consolidagédo direta (primaria) ou consolidagado indireta (secundaria). Para que
ocorra a consolidacado primaria € necessaria a intervengcao médica para reducao

anatbmica da fratura, compressdao do foco e estabilidade absoluta. Nessas
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condicbes ocorre a consolidagao da fratura por remodelamento direto do osso
lamelar, canais Haversianos e vasos sanguineos (Marsell & Einhorn, 2011).

A consolidagdo secundaria € a forma mais comum e envolve a ossificagao
intramembranosa e endocondral (Gerstenfeld et al, 2006). Nesse tipo de reparo, a
presenca e o tipo de micromovimentos no local da lesao sao importantes para a
formacao o0ssea e determinam o tipo de ossificagdo (Morgan et al, 2010).

O reparo da fratura pode ser dividido em trés etapas que se sobrepbem:
inflamacéao, reparo e remodelamento. Apds o trauma, € formado um hematoma
local e tem inicio a resposta inflamatéria aguda. O processo inflamatério inicial €
essencial para a regeneragédo tecidual (Gerstenfeld et al, 2003). Nesta fase,
diversas citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-6, TNF) e membros da superfamilia
de fatores de transformacao do crescimento beta (TGF-B), incluindo as proteinas
morfogenéticas osseas (BMPs), sédo liberados no foco de fratura (Ai-Agl et al,
2008; Ko, et al 2001).

O hematoma cria um microambiente hipoxico, atraindo células da linhagem
osteoclastica e induzindo a liberagdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). A reabsorgdo do hematoma pelas células multinucleadas e a
angiogénese sao passos criticos para o reparo da lesdo (Riddler et al, 2009).

A liberagao de fatores angiogénicos é fundamental para a consolidagao da
fratura. Durante a ossificacdo endocondral, a apoptose dos condrécitos e a
retirada da matriz cartilaginosa sdo necessarias para que possa haver invasao
vascular local. Nessa etapa, a auséncia da metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9)
acarreta alteragdes no processo de ossificacédo (Colnot et al, 2003). A principal
molécula envolvida na revascularizacdo do foco de fratura € a VEGF, que é
expressa em niveis altos por condroblastos hipertréficos e osteoblastos. A
hiperexpressao de VEGF acelera a regeneragéo 6ssea, enquanto a sua falta pode
levar a ndo consolidagao da fratura (Keramaris et al, 2008).

A acéao paracrina do VEGF é mediada pelo receptor tipo 2 associado a
tirosinoquinase (VEGFR2). A ligagao do VEGF ao seu receptor acarreta a ativacao
de vias de sinalizagao intracelular, incluindo MAPK, PI3K/AKT, Src e Rac (Koch et

al, 2011). Durante a ossificagdo endocondral as células precursoras osteblasticas
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expressam altas concentracbes de VEGF. Porém, a diferenciagdo na linhagem
O0ssea nao é dependente do VEGF paracrino, mas de atuagéo intracrina, cujo
mecanismo ainda é desconhecido (Liu et al, 2012).

Na fase de reparo da fratura, a diferenciacdo das células mesenquimais
pluripotentes (MPC) em células osteoblasticas também dependem da atuagao de
citocinas e fatores de crescimentos liberados na fase inflamatoria. Entre eles, as
BMPs exercem papel fundamental na diferenciagdo osteoblastica e posterior
formacao Ossea. Através de duas vias de transdugado de sinal (Smad e Smad-
independente), as BMPs ativam o gene da Runx2, controlando a diferenciagéo das
MPC e a formacao 6ssea (Rahman et al, 2015).

Em 1965, Urist observou a capacidade da matriz éssea desmineralizada
(DBM) em induzir a formacgao de tecido 6sseo e cartilaginoso quando implantada
no tecido muscular. O fator presente na DMB capaz de induzir a ossificagao
heterotdpica foi chamado de proteina morfogenética 6ssea (BMP). Ainda hoje
essa capacidade é exclusiva das BMPs (Katagiri & Tsukamoto, 2013).

As BMPs, como membros da superfamilia TGF-B, ligam-se a receptores
transmembrana associados a cinases da serina/treonina (tipo | e tipo Il). As
moléculas de BMP se ligam como dimeros, associando-se a tetrameros de
receptores (dois tipo | e dois tipo II). O complexo receptor ativa as cascatas de
sinalizacao intracelular Smads, MAPK e PI3K, como demostrado na Figura 1
(Nohe et al, 2004).

Lee e colaboradores demonstraram que a ativacdo da via Smad induzida
por BMP-2 resulta no aumento de expressdo de Runx2/Cbfa1 (fator de ligacao
nuclear alfa-1) mediada pelo fator de transcricdo DLX5. Runx2 é um fator de
transcricdo génico essencial para o desenvolvimento do sistema esquelético. A
auséncia desse fator leva a completa falta de ossificagdo endocondral e
intramembranosa por falha na diferenciagao osteoblastica (Datta et al, 2008).

Nao apenas os fatores bioldgicos influenciam o destino das MPC e a
producao de tecido 6sseo, mas a interagcdo com a MEC e os estimulos fisicos
também alteram a formacdo o&ssea. Em 2011, Zouani e colaboradores

demonstraram que, mesmo na auséncia de fatores biolégicos para diferenciagéo
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osteogénica, a presenca de nanoperfuragdes de tamanho adequado na placa de
cultura (100 nm) é capaz de induzir a agregacao e diferenciagao osteblastica das
MPC.

Nao se sabe exatamente como a morfologia da MEC e o estresse mecanico
alteram a biologia molecular das células, ditando os acontecimentos seguintes no
processo de ossificacdo. Porém, a via de sinalizagdo da Wnt/B-catenina é
implicada como um dos atores principais no processo de formacdo do tecido
0sseo (Lara-Castillo, et al, 2015; Santos et al, 2010).

Um mecanismo importante de reconhecimento e adesédo entre células e
entre células e a MEC é a interagdo entre as integrinas e a sequéncia RGD
(Arginina-Glicina-Acido Aspartico) presente em algumas proteinas. A familia das
integrinas é constituida por proteinas transmembrana, formadas por dimeros de
subunidades a e B, que funcionam como receptores de adesao, transmitindo
sinais biomecéanicos para o interior da célula. A associagdo de diferentes
subunidades formam integrinas com afinidades por diferentes substratos
(Harburger & Calderwood, 2009).

Osteoblastos expressam entre outras, a integrina a5B81 que reconhecem a
sequéncia RGD da fibronectina. Em 2015, Saidak e col. utilizando cultura celular
de MPC observaram que a estimulacdo de integrinas a5B1 ativa a via de
transcricdo Wnt/ B-catenina, levando a diferenciacdo osteoblasticas dessas
células.

O Wnt, uma glicoproteina secretada na matriz, pode ativar trés vias
distintas de sinalizag&o intra-celular: Wnt/pB-catenina, ou via canénica, Wnt/Ca2+, e

via de polaridade celular planar (Komiya & Habas, 2008).
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Figura 1: Cascata de sinalizagdo das BMPs. O receptor do tipo Il é
constitutivamente ativo. A ligacdo do BMP resulta em fosforilagdo do dominio GS
do receptor tipo |, deslocando o inibidor FKBP12. A cinase ativa do receptor tipo |
fosforila efetores das cascatas de sinalizagdo Smad, MAPK e PI3K (Katagiri &
Tsukamoto, 2013).

Na via canénica, a ligagdo da glicoproteina Wnt com o complexo receptor
frizzled/LRP5 (receptor associado a lipoproteinas de baixa densidade) inibe
fosforilagcdo da [(-catenina, permitindo a sua migracdo para o nucleo, onde se
associa a fatores de transcricdo génica (He et al, 2004). Em 2005, Day e col.

observaram que a estimulacido da via canénica do Wnt direciona as MPCs para a
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linhagem osteblastica, enquanto a delecdo da B-catenina nas MPCs leva a
formacgao ectdpica de condracitos.

A deposicdo de MEC 6ssea tem inicio com a produgao de osteoide pelos
osteodcitos. Esse tipo celular € caracterizado por expressar colageno tipo |,
osteocalcina, fator de ligagcado nuclear alfa-1 (cbfa-1), fosfatase alcalina e osterix
(Bonewald, 2011). Sinha e Zhou, em 2013, demonstraram o controle genético da
linhagem celular 6ssea de forma clara, como mostrado na Figura 2.

Com a mineralizagao do osteoide, a MEC no foco de fratura passa a ter a
mesma composicao daquela prévia a lesdo, porém sua microestrutura ainda é
diferente. A porcao organica de sua MEC é composta predominantemente por
colageno do tipo I, organizado em nanofibras com diametro variando de 50 — 500
nm, enquanto a parte inorganica compreende nanocristais de apatita. A
conformacao tipica em ftripla-hélice do colageno tipo | permite que os cristais
ibnicos sejam acomodados nos intervalos das fibras de colageno (Orgel et al,
2011; Landis & Silver, 2009).

A terceira etapa, a remodelacao, é fundamental para que a microarquitetura
Ossea seja reestabelecida. A resisténcia ao estresse € ditada pela organizagao
das fibras de colageno | e pelo conteudo mineral embebido na MEC (Boivin et al,
2008). Para que isso ocorra é necessaria a reabsor¢do da matriz pelos
osteoclastos e a deposicao de fibras de colageno orientadas com as do tecido
sadio. O principal estimulo para a ativacdo dos osteoclastos é a apoptose dos
ostedcitos aprisionados no osteoide. Apos a degradagdo da MEC do osteoide,
inicia-se a reposigdo de colageno pelos osteoblastos locais, com posterior

mineralizagao da nova matriz organica (McNamara, 2010).
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Figura 2: Diferenciacdo da linhagem celular 6ssea. Em rosa € demostrado o
controle molecular da expressao génica com Osx. Fatores como BMP2, via Smad,
Runx2, DIx5, fator de crescimento similar a insulina tipo 1 (Igf1) e stress reticular
aumentam a producdo de mRNA Osx, enquanto a metilacdo do DNA, TNF-a e p53
influenciam negativamente a expressdo de Osx. NA regido azul, a expressao de
Osx é determinante para a diferenciagdo das MPC Runx2+ na linhagem
osteblastica. Essas células expressam altos niveis de marcadores osteoblasticos,
como colageno tipo | (Col1a1), fosfatase alcalina embrionaria (Akp), sialoproteina

Ossea (Bsp) e osteocalcina(Oc) (Sinha & Zhou, 2013).

No final do processo de remodelamento, o tecido formado é indistinguivel
do osso sadio e ha continuidade estrutural das unidades funcionais (6steons
corticais e trabéculas medulares). Assim, 0 0sso é capaz de se regenerar,

mantendo as suas fungdes primordiais.
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O tempo decorrido entre a fratura e a formacéo do calo duro, clinicamente
definido como a consolidagdo da lesdo, pode demorar semanas ou até meses.
Ainda, por influéncia de fatores mecanicos e bioldgicos, podem ocorrer falhas no
mecanismo de ossificacdo, levando a nao consolidacido da lesdo. Por esses
motivos ha grande interesse no desenvolvimento de substitutos 6sseos e em

materiais para acelerar o processo de regeneragao.

1.2 Enxerto 6sseo, substitutos 6sseos e ortobiolégicos

Por ser a consolidagao 6éssea um processo biolégico complexo, é comum a
ocorréncia de atraso ou nao consolidacao das fraturas. Apesar da falta de dados
confiaveis, considera-se que 10% das fraturas em geral e 50% das fraturas
expostas de tibia evoluam com problemas na consolidagdo (Einhorn, 1995). A
escolha do método de tratamento das fraturas e de suas complicagdes afeta
diretamente o custo envolvido. Em 2009 Busse e colaboradores analisaram o
custo total do tratamento de fraturas de tibia de baixa energia e concluiram que o
valor pode variar entre US$7,500 a US$17,000, dependendo da escolha do
tratamento.

Para que se obtenha sucesso no tratamento das fraturas, deve-se levar em
consideragao toda a cascata de acontecimentos e os fatores que influenciam o
processo de consolidagdo. Desse modo, diferentes estratégias podem ser
utilizadas para que se obtenha a consolidagao da fratura, no menor tempo e com o
menor custo. Giannoudis e colaboradores, em 2007, descreveram um modelo com
os quatro pilares que devem ser considerados ao se abordar uma fratura ou
pseudoartrose: uso de células osteogénicas, uso de scaffolds osteocondutores,
uso de fatores de crescimento e a estabilidade mecéanica da fratura. (Figura 3).

O enxerto 6sseo autélogo é considerado o padrao ouro para tratamento das
pseudoartroses. O enxerto retirado do proprio paciente possui trés caracteristicas
fundamentais para a consolidagdo 6ssea: 1) Efeito osteoindutor: os fatores de
crescimento presentes no enxerto estimulam o recrutamento e diferenciacdo das
células osteogénicas pluripotentes; 2) Efeito osteocondutor: fornece um

microambiente de suporte (scaffold) para o crescimento vascular e adesdo das
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células osteoprogenitoras; 3) Efeito osteogénico: fornece células da linhagem
osteogénica diferenciadas para o processo de formacdo Ossea (Myeroff &
Archdeacon, 2011).

Fracture healing: the diamond concept

OSTEOCONDUCTIVE
SCAFFOLDS

L N7,38.36, 38, &2

OSTEOGENIC CELLS
5.8.9, 18 26,35

GROWTH FACTORS

1A 1A 15 16 19, 28, 9, a0

MECHANICAL
ENVIROMENT
2202, 30,8

Figura 3: Os quatro pilares da consolidacao (Giannoudis et al, 2007)

Apesar de ser considerado o melhor tipo de tratamento, o enxerto autélogo
possui limitagdes, como infeccdo do local doador, dor pds-operatéria, aumento do
tempo cirurgico e limitado volume doador (Fowler et al, 1995). Em 2011 Dimitriou e
col. realizaram revisdo sistematica da literatura e encontraram taxa de
complicagao de 19,37% apos retirada de enxerto do iliaco, incluindo infecgéo,
formacgao de hematomas, fratura do iliaco e cicatriz hipertrofica.

Uma opgao quando ndo € desejado o enxerto autdlogo é a utilizagdo de
matriz 6ssea desmineralizada (DBM). Esse tipo de enxerto consiste na liofilizagao

e descalcificacao do tecido 6sseo, preservando proteinas colagenosas (colageno
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I) e fatores de crescimento, como os BMPs. Os enxertos de DBM possuem
capacidade osteoindutora, porém a mesma ¢€ variavel entre fornecedores e entre
lotes do mesmo fornecedor (Drosos et al, 2015). Bae e col avaliaram a
concentracdo de BMP-2 e BMP-7 em 10 amostras de um mesmo lote de DBM
disponivel comercialmente e o uso desse produto na fusdo vertebral lombar
(artrodese lombar) em ratos. Foi observado que a concentracdo de BMP2 e BMP-
7 era muito variavel entre as amostras (22 a 110pg de BMP-2 por miligrama do
produto e 44 a 125pg de BMP-7 por miligrama do produto) e que essa variagao
interferia no desfecho da artrodese.

O substituto 6sseo ideal deve ter estrutura similar ao do tecido ésseo, ser
biocompativel, bioabsorvivel, osteocondutor, osteoindutor e possuir custo
acessivel. As ceramicas de calcio-fosfato estdo entre as mais utilizadas no meio
ortopédico. Possuem efeito osteocondutor, exercendo fungao de suporte para o
crescimento o0sseo. O exemplar padrdo é a hidroxiapatita (HAp), mineral de
ocorréncia natural e presente no tecido 6sseo. As vantagens desses materiais séo
a biodegradagao lenta, osteointegracdo e alta resisténcia mecanica (Roberts &
Rosenbaum, 2012).

As BMP-2 e BMP-7 sao ortobioldgicos disponiveis para uso em humanos.
Multiplos estudos em pacientes com fratura exposta de tibia utilizando BMP-2
demonstraram melhores resultados quanto ao tempo de consolidagao,
cicatrizacdo da ferida e taxa de infecgcao (Jones et al, 2006; Swiontkowski et al,
2006; Govender et al, 2002).

Além disso, o uso de células tronco para o reparo 0sseo € uma estratégia
em desenvolvimento. Diversas fontes de células sao testadas em estudos in vitro
e in vivo. Kim e colaboradores estimularam células tronco extraidas do tecido
adiposo associadas a DBM e mostraram melhora na capacidade de regeneragao
O0ssea com o uso dessas células. Em 2009 Hernigou e colaboradores utilizaram
aspirado autdlogo de medula éssea para tratamento de necrose avascular da
cabeca do fémur, e observaram melhora no resultado final.

Uma variedade de substancias envolvidas no processo de ossificagao esta

em estudo com o objetivo de melhorar o manejo de fraturas e pseudoartroses. Ito
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e colaboradores, utilizando terapia génica e vetor viral, demostraram que enxertos
0sseos com expressdo aumentada de VEGF e ligante do receptor ativador do fator
nuclear-kB (RANKL) induzem remodelacdo Ossea aumentada e maior
neovascularizagao medular (lto et al, 2005).

Uma parte da engenharia tecidual voltada para o tecido ésseo compreende
o desenvolvimento de biomateriais associando scaffolds a fatores de crescimento
e células-tronco (Fernandez-Yaque et al, 2015; Drosse et al, 2008). Ha grande
interesse no desenvolvimento de novos materiais para uso na engenharia tecidual.

Estudos com biovidros demonstram que a formagdo de uma camada de
HAp ao redor do biomaterial € fundamental para a biocompatibilidade (Rezwan et
al, 2006). A dissolugao de minerais a partir do biovidro também interfere na fungéo
celular. A liberagcao local de silicio e estrdbncio aumentam a diferenciacdo e
atividade osteoblastica (Tan et al, 2014; Xynos et al, 2000).

Apesar da grande opc¢do de matérias sintéticos disponivel, nenhum
consegue preencher os requisitos para se tornar o padrao ouro no tratamento dos
defeitos 6sseos, explicando o motivo pelo qual eles representarem ainda apenas
10% do uso de substitutos 6sseos. Por isso, muito esforco é despendido em
pesquisas para melhorar a oferta de substitutos 6sseos para tratamento de lesées

do sistema esquelético.

1.3 Acido hialurénico

O acido hialurénico (HY), uma glicosaminoglicana (GAG) natural, € um dos
principais constituintes da MEC do tecido conjuntivo. Consiste em um
polissacarideo de alto peso molecular (10° — 10° kDa), carregado negativamente e
com grande potencial osmatico, atraindo agua para o meio onde se encontra.

Meyer e colaboradores caracterizaram o HY inicialmente no humor vitreo e,
mais tarde, no corddo umbilical, isolando os seus componentes sacarideos N-
acetilglicosamina e acido D-glucorénico (Meyer et al, 1936). Diferente de outras
GAGs, o HY ¢ sintetizado na face interna da membrana celular pela acdo de
diferentes HY sintases (HYS1, HYS2 e HYS3). As isoformas de HYS sintetizam
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diferentes tipos de HY, sendo a HYS3 responsavel pela produgcao de HY de baixo
peso molecular (LMWHY), com menos de 300kDa (Weigel et al, 1997).

A funcédo do HY depende do tamanho da molécula ativa. Apesar de ser
encontrada com peso molecular maior que 10° kDa, o HY pode ser clivado por
hialuronidases e formar moléculas de menor peso molecular. As moléculas de alto
peso possuem caracteristica de bloqueio fisico a angiogénese e migracéo celular,
além de propriedades anti-inflamatéria e imunossupressora (Day et al, 2005;
Temple et al, 2000). J&4 moléculas pequenas, 4-15 dissacarideos, podem promover
a angiogénese e aumentar o fluxo sanguineo local (Lees et al, 1995).

O HY possui a fungdo primordial de manter a arquitetura dos tecidos,
influenciando a mobilidade e adesao celular. Alteragdes na quantidade ou
qualidade do HY da MEC também pode influenciar a proliferagdo celular (Sohara
et al, 2001). As células conseguem reconhecer o HY principalmente através de
interacbes com receptores CD44 e receptores de motilidade mediados pelo
hialuronato (RHAMM). Quando ativados, esses receptores podem iniciar cascatas
de sinalizagao intra-celulares ou a endocitose do HY (Hemshekhar et al, 2016).

O receptor CD44 é uma glicoproteina de membrana presente na maioria
das células de mamiferos, possuindo caracteristica multifuncional na adesao
célula-célula e célula-matriz. Além do HY, o CD44 pode interagir com outras
proteinas da MEC, como a fibronectina, colageno, fatores de crescimento,
citocinas e MMPs (Naor et al, 1997).

Estudos utilizando células tumorais mostraram que a ativagao da MMP-9
mediada pelo CD44 libera moléculas de TGF- latentes na MEC, regulando a
invasao tumoral e angiogénese local (Yu & Stamenkovic, 2000; Yu & Stamenkovic,
1997). De forma analoga, a molécula de CD44 pode ser clivada pela MMP-9,
produzindo um dominio intra-celular que interage com o Runx2 aumentando a
sintese de MMP-9 (Chellaiah & Ma, 2013).

No tecido 6sseo o HY estimula a expressdo de RANKL pelas células do
estroma medular. Cao e col. em 2015 mostraram que animais CD44 (-/-) possuem
maior massa 0ssea na tibia e menor expressao de RANK. Também em 2015, Lie

colaboradores utilizando camundongos com delegdo do CD44, relacionaram a
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importancia deste receptor com a osteoclastogénese. A estimulagao de células
progenitoras com RANKL aumenta a expressao de CD44, enquanto este receptor

potencializa a via de sinalizagcdo do RANKL, como representado na Figura 4.

Figura 4: Participagdo do CD44 na osteoclastogénese (associacdo do receptor
CD44 com a via de sinalizagdo do RANKL). A Ligagdo do RANKL ao seu receptor
culmina no aumento da produgao de CD44. Este receptor de membrana, quando
ativado, estimula a interagao do fator-6 associado ao receptor de TNF (TRAF6) e
seu receptor, aumentando a atividade na via de sinalizagdo do NF-kB (Li et al,
2015).
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Devido as suas caracteristicas, o HY & amplamente estudado para
aplicagbes clinicas, seja como substrato para regeneragdo osteoarticular,
cardiovascular e neuroldgica (Schizas et al, 2014; Cavallo et al, 2013; Thierry et al,
2004) ou como veiculo para medicamentos (Jiao et al, 2016; Wolf et al, 2001). Seu
uso para auxiliar a regeneragao 6ssea em procedimentos odontoldgicos ja € uma
realidade clinica (Baldini et al, 2010). Diversos estudos utilizam o HY
isoladamente, associado a fatores de crescimento ou a outros substitutos 6sseos
para melhorar a consolidagao (Nguyen & Lee, 2014; Kisiel et al, 2013; Patterson et
al, 2010).

1.4 Estréncio e nanoparticulas baseadas em fosfato de calcio

E definido como nanomaterial aquele de ocorréncia natural ou sintética que
possua em sua formulagdo mais de 50% de particulas com dimenséao entre 1 e
100 nm (Rauscher et al, 2013).

Nanoparticulas baseadas em fosfato de calcio possuem estrutura similar
aos cristais de apatita que constituem a fase mineral 6ssea. Por serem
biocompativeis, as nanoparticulas de fosfato de calcio sdo endocitadas pelas
células e metabolizadas no ambiente acido dos lisossomos (Canton & Battaglia,
2012). Isto, associado ao fato de possuirem boa adsor¢do de biomoléculas, fez
das nanoparticulas de fosfato de calcio excelentes candidatas para uso como
carreadoras de drogas e acidos nucleicos (Dordelmann et al, 2014).

Os bifosfonatos sdo medicagdes antirreabsortivas utilizadas em pacientes
com osteoporose. Alghamdi e colaboradores, em 2014, utilizaram nanoparticulas
de fosfato de célcio contendo bifosfonato como revestimento de implante dentario
em ratos osteoporoéticos. Nesse estudo foi observado que a associagdo conseguiu
aumentar a formagao 6ssea peri-implante.

As nanoparticulas de fosfato de calcio podem ser utilizadas para
transfeccao celular de DNA e siRNA (Kovtun et al, 2009; Roy et al, 2003). Em
2013 Chernousova e colaboradores utilizaram as nanoparticulas como

carreadores de plasmideos contendo sequéncia de VEGF ou BPM-7 para
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transfeccdo de células epiteliais e MSC. Foi demonstrado que as nanoparticulas
com carga positiva conseguem maior taxa de transfecgao.

Em 2010, Hanifi e colaboradores desenvolveram um grupo de
nanoparticulas contendo estréncio. Apds caracterizagdo das nanoparticulas, foi
observado que elas possuiam menor taxa de cristalizagdo, maior area de
superficie, maior carga positiva e maior taxa de dissolugdo, tornando-as mais
indicadas para transfecc¢ao celular.

O estroncio € um mineral com similaridades quimicas com o caélcio e
magnésio. Esta semelhanga faz com que o organismo o confunda com o calcio na
formacao dos cristais de apatita em regides com alto turn over (Boanini et al,
2010). Esse mineral é capaz de estimular a atividade osteoblastica e inibir os
osteoclastos (Suganthi et al, 2011).

O estrébncio é o quarto elemento do grupo dos metais alcalinos terrosos,
representado pelo simbolo Sr. Possui numero atdmico 38 e o0 seu nucleo possui
tamanho similar ao do calcio. Devido a suas similaridades o organismo pode
utilizar o estréncio como substituto ao calcio na fase mineral 6ssea.

Diversos estudos in-vitro e in-vivo mostram que o estrbncio é capaz de
estimular a atividade de osteoblastos e inibir a reabsorcdo 6ssea mediada por
osteoclastos. O mecanismo de acdo mais provavel é pela sua interacdo com
receptores sensiveis ao calcio (Querido et al, 2016).

A droga ranelato de estroncio € disponivel para uso clinico em pacientes
com osteoporose pds-menopausa grave, € 0 seu mecanismo de agao consiste no
aumento da disponibilidade de estréncio sérico. Desse modo o mineral € incluido
nos cristais de apatita do tecido 6sseo, e exerce seus efeitos nos osteoblastos e
osteoclastos. O ranelato de estréncio é considerado uma droga revolucionaria no
tratamento da osteoporose por possuir efeito anabdlico e anti-catabdlico no tecido
0sseo (Reginster et al, 2015).

Assim, o uso de nanoparticulas de fosfato de calcio contendo estroncio na
engenharia tecidual 6ssea possui grande potencial de sucesso, considerando-se

as suas caracteristicas minerais e bioldgicas.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que o HY acelera o
processo de consolidacdo 6ssea de alvéolos dentarios e que a funcionalizagcéo de
nanotubos de carbono (NTC) com HY é capaz de estabilizar essa molécula sem
alterar suas fungdes bioldgicas, funcionando como scaffold para regeneragao
ossea (Mendes et al, 2008; Mendes et al, 2010). Utilizando cultura de
osteoblastos, foi observado que o revestimento de uma superficie de titdnio com
HY ou NTC funcionalizados com HY aumenta a deposicdo mineral e que esse
efeito € secundario a maior expressdao de mRNA de colageno e BMPs (Sa et al,
2016).

A utilizagdo de materiais biocompativeis e bioabsorviveis é fundamental na
engenharia tecidual. O desenvolvimento de nanoparticulas para utilizagdo médica
€ um amplo campo de pesquisa (Dorozhkin, 2010). Devido a sua alta bioatividade,
biocompatibilidade, estabilidade quimica e atoxicidade, as NPC s&o utilizadas
como carreadores de drogas em testes com antibidticos e quimioterapicos.
Alvarenga e colaboradores utilizaram NPC contendo antiménio para direcionar a
medicacao para os macrofagos, diminuindo assim os efeitos sistémicos da droga
(Alvarenga et al, 2015).

Como um material biodegradavel e biocompativel e por ser o principal
componente dos ossos e dos dentes humanos, os diferentes tipos de fosfato de
calcio sdo amplamente utilizado e estudado em aplicagcbes de reparagao 0ssea e
dentaria. Além da sua utilizagdo nesta area da medicina, as nanoparticulas
baseadas em fosfato de calcio também sao candidatas atrativas para aplicagdes
em distribuicdo de bioimagem e de terapéuticos.

Assim, no presente estudo avaliamos o comportamento das NPC contendo
estréncio isoladamente ou em associacdo ao HY na formacado dssea em defeitos

nao criticos de tibias de ratos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos de NPC contendo estroncio (NPC-Sr) isoladamente e

associadas ao HY no reparo de tibias de ratos.

3.2 Objetivos especificos

¢ Realizar a sintese e a caracterizacao fisico-quimica das NPC-Sr;

e Avaliar histologicamente o processo de reparo O6sseo 7 dias apos a
realizacao de defeito 6sseo em tibias de ratos tratados ou ndo com HY,
NPC ou NPC/HY;

¢ Avaliar morfometricamente o percentual de trabéculas 6sseas formadas 7
dias apos a realizagao de defeito 6sseo em tibias de ratos tratados ou
nao com HY, NPC ou NPC/HY.
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4. METODOLOGIA

4.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas foram gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. José Dias
Corréa Junior do Laboratério do Estudo da Interacdo Quimico-Bioldgica e da
Reproducdo Animal do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.2 Sintese das nanoparticulas baseadas em fosfato contendo estroncio

Os processos de sinteses das NPC-Sr sao apresentados e
intelectualmente protegidos em dois registros de patentes sob os numeros: BR
102.012.032.493-8 e BR 102.013.032.731-0 disponivel em www.inpi.gov.br.
Resumidamente, foi utilizada uma mistura de solu¢des de sais em um sistema de
precipitacdo controlada. Os sais utilizados na sintese foram: 7 mmol de NasP2,0;
10 H,O (Cromoline, Brasil), 3mmol de KHyPO4, 3 mmol de Cq,HgN2OgSSr;
(Cromoline, Brasil), 3,5mmol CaCl, 2 H,O e 3,5 mmol de MgCl, 6 H,O (Synth,
Brasil), utilizando um sistema aquoso contendo membrana semipermeavel
(Spectrum Medicai Industries, Inc). Apds o periodo de sintese de 24 horas, a
suspensao aquosa contendo nanoparticulas de fosfato contendo estréncio (NPC-
Sr) foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos. O precipitado foi lavado trés
vezes com etanol absoluto (Merck, Brasil) e seco a 60 °C durante 48 horas.
Aliquotas de 1 mg por frasco de cada NPC foram colocadas em microtubos de
polipropileno conicos e esterilizado com 25 kGy de irradiagdo gama no Laboratorio
de Irradiagcdo Gama - LIG (CDTN-UFMG). Para todas as analises subsequentes,

fragdes contendo 0,1 mg foram utilizadas.

4.3 Morfologia e composigao elementar por microanalise de raio-X
Aliguotas de 10 pL de solugao estoque de NPC-Sr (1 mg/mL em agua mili-
Q) foram depositadas sobre laminula de carbono (Termanox®), secas ao ar,

metalizadas a vacuo (10° mBar) com carbono no evaporador Hitachi modelo
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HUS4G e analisadas nos microscopios de varredura com sistema de microanalise
de raios-x integrado JEOL JSM 6360LV no Centro de Microscopia da UFMG.
Foram adquiridas imagens por elétrons secundarios utilizando-se magnificagdes
entre 1.000 e 9.500x. Espectros de energia de raio-X dispersiva para a
caracterizagdo da composigcdo elementar foram obtidos no mesmo equipamento
operando a 15KeV, sendo os elementos quimicos identificados através de seus

picos caracteristicos.

4.4 Distribuicao de diametro

Para obtengao do didmetro da nanoparticula foi utilizado o equipamento
Zetasizer Nano Series (Malvern) do Laboratério de Biofisica Molecular (ICB-
UFMG). Foram usados 20 yL da solugao estoque de NPC-Sr (10 mg/mL em agua
mili-Q) adicionados a 2 mL de agua destilada. As solugdes resultantes foram
inseridas nas cubetas do equipamento e as leituras efetuadas e registradas apos a

homogeneizagao e estabilizagdo das amostras.

4.5 Procedimento cirurgico

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade média de 3 meses,
pesando entre 200 e 250 g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
ICB-UFMG. Os animais foram mantidos em biotério apropriado, com luminosidade
e temperatura controladas, acondicionados em gaiolas plasticas contendo 2
animais em cada gaiola e com acesso ad libitum a agua e ragao para animais de
laboratdrio. Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (documento em anexo). Uma hora
antes do procedimento cirurgico, 0s animais receberam uma dose de
benzilpenicilina/estreptomicina (0,84 mg/100 g de peso corporal) via intramuscular.

Para a realizacdo das cirurgias, os animais foram anestesiados com uma
inje¢cdo intramuscular de uma combinagdo de cloridrato de xilazina 2% (0,1
mL/100g) e cloridrato de quetamina 10% (0,1 mL/100g). Apds imobilizagao, foi

feita a tricotomia e antissepsia da area. Na regiao anterior da pata esquerda foi
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feita uma incisdo com lamina de bisturi no sentido longitudinal da tibia. A
musculatura foi afastada do peridésteo e um defeito foi realizado no osso, utilizando
broca helicoidal de 1,6 mm com baixa rotagéo.

A regiéo foi irrigada com solugéo de cloreto de sédio 0,9% e a area do
defeito foi lavada com a mesma solugcdo. Foram realizados os diferentes
tratamentos de acordo com os seguintes grupos experimentais (Tabela 1): (i) ~0,1
ml de carbopol; (ii) ~0,1 ml de HY (1%); (iii) ~0,1 ml do gel de NPC-Sr (0,5 mg/mL);
e (iv) ~0,1 ml do gel de NPC-Sr/HY (0,5 mg/mL / 1%) nas tibias esquerdas de
modo que toda a cavidade ficasse preenchida com o gel. Foi realizada a sutura da
pele. Ao final do procedimento cirurgico, os animais receberam uma dose de
flunixina meglumina (0,22 mg/100 g de peso corporal), via intramuscular.

Apos 7 dias, os animais foram sacrificados por decapitacdo e as tibias
foram imediatamente removidas e fixadas por imersdao em formalina neutra

tamponada (FNT) 10% a temperatura ambiente por 48 horas.

Tabela 1: Grupos experimentais.

Grupo Tratamento Descrigao n
[ Carbopol 1% 5
i HY 1% 5
iii NPC-Sr 0,5mg/mL 6
iv HY + NPC-Sr 1% + 0,5mg/mL 7

4.6 Processamento histolégico

Apos a fixacdo, as tibias foram submetidas a lavagem em agua corrente
para remocgao do excesso de fixador e neutralizacdo do acido formico através de
quatro banhos de 15 minutos. Em seguida, foram desmineralizadas em solugéo de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por um periodo de aproximadamente 21
dias.

Apés a desmineralizagao, o material foi submetido ao seguinte processo de

inclusao:
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a) Fase de desidratagao: imersao das amostras em banhos de alcool etilico por 30
minutos cada (70% l e ll, 80% I e Il, 90%, 95% e absoluto |, Il e Ill);

b) Fase de diafanizagdo: 20 minutos de imersdo das amostras em trés banhos de
xilol;

c) Fase de infiltragcao: imersdo das amostras em trés banhos de parafina a 58 °C,
sendo o primeiro de 30 minutos e os demais de 40 minutos cada;

d) Fase de inclusdo: as amostras foram incluidas em parafina fluidificada contida
em moldes pré-definidos e posicionadas de modo que as amostras histolégicas

pudessem ser cortadas longitudinalmente.

Foram obtidos de cada amostra cerca de 30 cortes semi-seriados de 6 uym
de espessura montados em laminas histolégicas previamente silanizadas com
silano 2%. As laminas de cada amostra foram armazenadas para processamento
em Tricrébmico de Masson. Assim, para coloragdo das laminas selecionadas, foi
utilizado o seguinte protocolo:

- imersdo seriada em banhos de xilol;

- imersdo seriada em banhos de alcool etilico absoluto;

- imersao seriada em alcool etilico hidratado (90%, 80% e 70%);

- lavagem em agua corrente por 20 minutos;

- imersédo em solugcado de hematoxilina de Harris por 1 minuto;

- lavagem em agua corrente por 20 minutos;

- imersao em solugao de Tricromico de Masson por 8 minutos;

- 3 mergulhos rapidos em agua corrente;

- imersdo seriada em alcool etilico para desidratacdo (90%, 95% e
absoluto);

- imersao seriada em banhos de xilol.

4.7 Analise histologica e morfométrica
Foram selecionados quatro cortes histolégicos de cada amostra para

andlise. Dez imagens de cada corte, contemplando todo o defeito, foram
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visualizadas através da objetiva de 40X e digitalizadas através da microcamera
JVC TK-1270/RGB.

A metodologia empregada para o imageamento microscopico,
segmentacdo de imagens e definicdo das condicdoes de morfometria foram
previamente descritas na literatura (Caliari, 1997).

Para quantificagdo morfométrica da formacéo trabecular no defeito dsseo,
foi considerado o percentual de trabéculas oOsseas presentes no defeito em
relacdo a area total (18,5 x 10° um?). A area ocupada pelas trabéculas dsseas foi
obtida através do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl Zeiss.
Os pixels das trabéculas 6sseas foram selecionados através da imagem real com
subsequente criagdo de uma imagem binaria e obtengdo da area em pm?.

O calculo utilizado para obter a proporgcao trabecular é apresentado a

sequir:

% de trabéculas = 5> Area de trabéculas nas 10 imagens

Area total das 10 imagens (18,5 x 10° pm?)

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos na analise morfométrica foram expressos como média +
EPM e analisados através do teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de
Newman-Keuls com o auxilio do programa GraphPad Prism 4. Foram

considerados significativos valores com p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdao das NPC-Sr quanto a morfologia e distribuicao de
diametro

A andlise por microscopia de varredura demonstrou que as NPC-Sr
apresentaram-se como agregados de nanoparticulas com padrao de distribuigdo
de diametro por espalhamento dindmico de Iluz na forma de estruturas

monodispersas com ~402,1 nm de diametro (Figura 5).

Cr=UF MG

Figura 5: Imagem representativa de microscopia eletrbnica de varredura

demonstrando a morfologia das NPC-Sr.
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5.2 Composicao elementar por microanadlise de raio-x

Os espectros obtidos por microscopia eletrbnica analitica dos NPC-Sr
mostraram picos referentes aos elementos carbono, oxigénio, magnésio,
estréncio, fésforo e calcio (Figura 6).

Os picos de carbono séo sinais derivados do processo de metalizagdo. Os
demais picos de oxigénio, magnésio, estroncio, fésforo e calcio sdo constituintes
elementares do NPC sintetizado e demonstram a presenga significativa de

estréncio em sua composigao.

keV

Figura 6: Composicao elementar dos NPC-Sr obtida por microscopia eletrénica

analitica.
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5.3 Analise histolégica

A analise histolégica evidenciou nos animais controle a presenga de
escassas trabéculas d6sseas na regido periférica do defeito. Essas trabéculas
aparentavam-se imaturas, com a presenga de inumeros osteoblastos e poucos
ostedcitos aprisionados. No centro da lesdo predominava abundante quantidade
de tecido de granulagdo com vasos neoformados (Figura 7A e B).

O tratamento com HY resultou no aumento na quantidade de trabéculas no
centro do defeito tibial. Na regido periférica as trabéculas apresentavam sinais de
maturidade, mais espessas, organizadas € com maior presenca de ostedcitos. O
espaco intertrabecular estava repleto de células do sistema hematopoiético
(Figura 7C).

Nas amostras dos animais que receberam o tratamento com NPC-Sr a
formacao de trabéculas também foi maior, porém com distribuicdo diferente. No
centro da lesdo as trabéculas possuiam sinais de imaturidade, enquanto na
periferia ja era possivel observar maior espessura das trabéculas, e poucos
osteoclastos.(Figura 7E).

O tratamento com a associagao do HY com as NPC-Sr resultou também em
maior formacgao de trabéculas, com menor quantidade de tecido de granulagéo na
periferia. A formacao 6ssea apresentou sinais de remodelamento, com presenca
de osteoclastos em areas de reabsorc¢ao de trabéculas periféricas (Figura 7G).

Dessa forma, a analise histolégica qualitativa dos defeitos 6sseos revelou
que, independente do tratamento realizado, houve formacido de trabeculado
0sseo, indicando que a falha éssea é do tipo nao-critica. Ainda, o tratamento com
HY, NPC-Sr ou HY+NPC-Sr resultou em aceleragao do processo de reparo da
lesdo, com presenga de trabéculas em maior quantidade e com aspecto mais

avancado do processo de consolidacao.
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Figura 7: Fotomicrografias representativas das secgdes histologicas analisadas.

Grupo carbopol: (A) objetiva de 4x e (B) objetiva de 20x; Grupo HY: (C) objetiva
de 4x e (D) objetiva de 20x; Grupo NPC-Sr: (E) objetiva de 4x e (F) objetiva de
20x; e Grupo HY/NPC-Sr: (G) objetiva de 4x e (H) objetiva de 20x. Os animais
controle apresentaram formacao trabecular na periferia do defeito. O tratamento
com HY, NPC-Sr ou HY+NPC-Sr tiveram efeito positivo na quantidade e na

maturidade das trabéculas 6sseas. TricrOmio de Masson.
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5.4 Analise morfométrica

A analise morfométrica da formacao trabecular confirmou a observacao
histolégica qualitativa quanto ao aumento na formacado 6ssea com o uso de HY
(21,9 £ 2,7%) quando comparado ao controle (13,5 + 2,2%) (Figura 8).

25+ *

20+

15-

10-

%trabéculas 6sseas

Cart;opol HY

Figura 8: Quantificagdo da area de trabéculas 6sseas em tibias tratadas com HY.
O HY aumentou a formacgdo trabecular em relagdo aos animais controle
(carbopol). Os dados estdo expressos como média + EPM. *p<0,05 (Teste t de
Student).

A formacdo trabecular nos animais tratados com NPC-Sr foi
significativamente maior quando comparada com animais controle. A analise
morfométrica mostrou que a porcentagem da area ocupada por trabeculado 6sseo
apo6s o tratamento com as NPC-Sr (20,4 + 5,5%) foi superior ao controle (13,5 +
2,2%) (Figura 9).
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Figura 9: Quantificacdo da area de trabéculas ésseas em tibias tratadas com
NPC-Sr. As NPC-Sr aumentaram a formacao trabecular em relacdo aos animais
controle (carbopol). Os dados estdo expressos como média + EPM. *p<0,05
(Teste t de Student).

A associagdo dos tratamentos (HY+NPC-Sr) foi eficaz em acelerar o
processo de ossificacdo, apresentando a analise morfométrica maior area de
trabeculado 6sseo (19,7 £ 3,7%) quando comparado ao controle (13,5 £ 2,2%)
(Figura 10).
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Figura 10: Quantificacdo da area de trabéculas 6sseas em tibias tratadas com
HY+NPC-Sr. A associacdo HY+NPC-Sr aumentou a formagado trabecular em
relagdo aos animais controle (carbopol). Os dados estdo expressos como média *
EPM. *p<0,05 (Teste t de Student).

Quando os trés tratamentos foram comparados, observamos que eles
induziram similar aumento na formacgao trabecular. Assim, nao foi evidenciado

nenhum efeito aditivo com o tratamento conjunto HY+NPC-Sr (Figura 11).
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Carbopol HY NPC NPC +HY

Figura 11: Quantificagdo da area de trabéculas 6sseas nos trés tratamentos (HY,
NPC-Sr e HY+NPC-Sr). Todos os tratamentos aumentaram a formagao trabecular
em relagdo aos animais controle (carbopol), sem diferenga significativa entre eles.
Os dados estdo expressos como média + EPM. *p<0,05 vs. carbopol (One-way

ANOVA seguido do pos-teste de Newman-keuls).
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6. DISCUSSAO

O osso, apesar de aparentemente estatico e rigido, € dotado de incrivel
capacidade de reparo e regeneracao. Através de complexa integragcdo entre os
estimulos quimicos e fisicos é possivel a reestruturacdo de sua matriz celular e
reativagao ou apoptose dos componentes celulares.

As lesbes Osseas, sejam elas traumaticas ou tumorais, podem ocasionar
perda de continuidade do tecido 6sseo, incapacitando o mesmo de se regenerar
espontaneamente.

Nos EUA, o uso de enxertos e substitutos 6sseos movimenta mais de 2,5
bilhbes de dolares em mais de 1,5 milhdes de procedimentos ortopédicos
anualmente (Desai, 2007).

Nosso trabalho utilizou um modelo de defeito ésseo n&o critico em tibias de
ratos. Desse modo, objetivamos retirar o fator mecanico que poderia complicar a
analise dos dados ao se utilizar um modelo de falha critica (Hoerth et al, 2014).

Mendes e colaboradores utilizaram o carbopol, um gel inerte, em alvéolos
dentarios de ratos e comprovaram que este composto ndo interfere no processo
de regeneracao 6ssea (Mendes et al, 2008), permitindo que ele seja usado como
veiculo de biomateriais apresentados em forma de po.

Nossos resultados corroboram a atuagao do carbopol como um gel inerte e
que a falha criada é do tipo nao critica. Nos animais que receberam apenas o gel
de carbopol ocorreu a formacao de trabéculas ésseas na periferia do defeito, com
presenca de tecido de granulagdo na regido central. Esses achados sao
compativeis com o processo de consolidagdo normal.

O uso do HY como ortobiolégico com atuacdo na regeneragao Ossea é
fonte de pesquisa em nosso laboratério. A atuagao positiva do HY na regeneragao
O0ssea em alvéolos dentarios, tibias e cultura celular de osteoblastos, ja foi
demonstrada em estudos anteriores (Mendes et al, 2008; Mendes et al, 2010; Sa
et al, 2013; Sa et al, 2016).

No presente trabalho, observamos que o tratamento com HY aumentou a
formagao trabecular no defeito de tibias. Ainda, foram encontradas regides de

remodelamento 6sseo, com aumento do espacgo intertrabecular. Mendes

43



colaboradores, em 2008, observaram que o HY induz o aumento da formacéao
trabecular 6ssea em alvéolos dentarios de ratos e que esse aumento é
acompanhado de maior expressdo de BMP-2 e osteopontina.

O mecanismo pelo qual o HY causa a aceleragdo da regeneracao Ossea
ainda ndao é completamente elucidado. Por ser uma GAG ubiqua no tecido
conjuntivo, o HY pode atuar modulando a resposta inflamatéria (Gomez-Aristizabal
et al, 2016), aumentando a liberacdo de TGF-$ da matriz por agdo da MMP-9 (Yu
& Stamenkovic, 2000) ou aumentando a remodelagdo O&ssea através da
modulagao da via RANKL pelo seu receptor CD44 (Li et al, 2015).

Além disso, esse trabalho demonstrou que o uso de NPC-Sr possui efeito
positivo na regeneragcdo Oéssea, aumentando a quantidade de trabéculas
neoformadas em um defeito ndo critico em tibias de ratos. Esse resultado
corrobora outros estudos que avaliaram o papel do estroncio na terapéutica do
tecido 6sseo. Chung & Long observaram que implantes de titénio revestidos com
HAp contendo estréncio induzem maior adesado e proliferacdo de osteoblastos
quando comparado a HAp isolada.

O modo de atuacdo do estrdbncio no metabolismo 6sseo nao € bem
esclarecido. Wornham e colaboradores observaram um efeito deletério do
estréncio em cultura de osteoblastos, diminuido a mineralizagdo éssea. Outro
efeito observado foi a redugcao no numero de osteoclastos na cultura. A diminuicao
do numero de osteoclastos decorre da interferéncia no cross-talk entre os
osteoblastos e osteoclastos, como relatado por Peng e colaboradores em 2011.

Os ions de estroncio podem estimular receptores sensiveis a calcio nos
osteoclastos e ostedcitos, ativando diversas vias de sinalizagao intracelular como
a MAPK e Wnt. Com isso, drogas liberadoras de estroncio podem modular a
atividade celular éssea modificando a liberacdo de osteoprotegerina (OPG) e
RANKL (Saidak & Marie, 2012).

Assim, nossos resultados obtidos com o uso das NPC-Sr podem ser
justificados, pelo menos em parte, pela agao do estroncio aumentando a atividade
osteblastica e inibindo os osteoclastos. Porém, a atuagcdo das NPC-Sr também

pode ser devida a acdo do fosfato na mineralizacdo. Para que tenha inicio a
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mineralizagcdo da MEC, os osteoblastos liberam vesiculas envolvidas por
membranas semelhantes a membrana celular, conhecidas como vesiculas de
matriz, que posteriormente formardo os sitios de nucleacdo, com deposicao
mineral em seu interior. A liberacdo dessas vesiculas de matriz necessarias a
mineralizagao do osteoide é estimulada pelo fosfato (Chaudhary et al, 2016).

A associagao de HY com NPC-Sr ndo mostrou efeito aditivo em relagéo ao
tratamento isolado com cada composto. Esse achado € compativel com outros
estudos comparando o efeito do HY com o dos NTC na regeneragdao Ossea
(Mendes et al, 2010). A auséncia de acréscimo na formagdao éssea quando
utilizamos HY+NPC-Sr pode ser justificada pelo fato de ambas as substancias
atuarem em uma mesma via de sinalizagao intracelular ou pela existéncia de um
limite para o aumento na produgado trabecular. Entretanto, ambas hipoteses
necessitam de ser avaliadas futuramente com o objetivo de esclarecer esse

achado.
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7. CONCLUSAO

Desta forma, concluimos que as NPC-Sr possui potencial na confec¢ao de
biomateriais para engenharia tecidual éssea. No presente estudo foi testada a
acgao direta das NPC-Sr na regeneragédo Ossea, porém a mesma ainda deve ser
avaliada como veiculo para ortobioldgicos. Assim, esse trabalho introduz a
utilizacdo das NPC-Sr no campo ortopédico, criando opcdes terapéuticas
associando ou ndo o HY e as NPC-Sr. A avaliacdo das vias celulares e
moleculares envolvidas na atividade das NPC-Sr ainda devem ser estudas e seréo

foco de novos trabalhos em nosso laboratério.
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