
54 Pós-Grad. Rev. Fac. Odontol. São José dos Campos, v.3, n.1, jan./jun., 2000

Influência da calcitonina na reparação óssea  de tíbias
de ratas ovariectomizadas

EMILIA ANGELA LOSCHIAVO ARISAWA* , ROSILENE FERNANDES DA ROCHA**, YASMIN RODARTE
CARVALHO**, ELISABETE MORAES**, JANETE DIAS ALMEIDA**

RESUMO

A reparação óssea, principalmente em decorrência dos im-
plantes osseintegrados, tem sido objeto de estudos em dife-
rentes condições como, por exemplo, as alterações hormo-
nais decorrentes do climatério. Neste trabalho foi estudado a
ação da calcitonina no processo de reparação óssea em tíbias
de ratas ovariectomizadas. Doze ratas com aproximadamente
sessenta dias foram ovariectomizadas e, um mês após esta
cirurgia, um defeito ósseo na tíbia foi realizado, através de
processo cirúrgico utilizando  broca esférica n.º 6, sob irriga-
ção constante de soro fisiológico. Imediatamente após a ci-
rurgia, iniciou-se a administração de calcitonina  2 UI/kg, i.m.,
três vezes por semana em nove animais. Estes foram sacrifi-
cados após sete, 14 e 21 dias, sendo sua tíbias removidas e
encaminhadas para preparação histológica de rotina. As ratas
do grupo controle (3) foram submetidas ao mesmo procedi-
mento, recebendo  apenas soro fisiológico. Todos os espéci-
mes foram  analisados histológicamente.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the role of calcito-
nin (CALC) in the healing process of circumscribed bone de-
fects created in the tibia of three months-old ovariectomized
rats (OVMX). A circular defect was prepared one month af-
ter ovariectomy using a rotating burr under abundant irriga-
tion. Twelve rats were distributed in two groups: 03 OVMX
exclusively and 09 OVMX treated with CALC (2 IU/kg, i.m.)
three times/week, immediately after the surgical procedures.
The animals, in groups  of one  control and three  OVMX and
CALC, were sacrificed at sete, 14 and 21 days. The  histolo-
gical analysis showed a greater bone apposition in the trea-
ted group, when compared to the untreated one, after sete, 14
and 21 days. Calcitonin, therefore, seems to be an early bone
repair-inducing factor in ovariectomized animals, when ad-
ministered immediately after a lesion occurs and should be
more comprehensively studied, for therapeutic purposes.
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INTRODUÇÃO

O osso é considerado como a mais importante
aquisição na evolução dos tecidos de suporte. Re-
vela um potencial único de regeneração, sendo ca-
paz de curar uma fratura  ou danos locais com teci-
do de reparação mantendo a mesma organização
estrutural, sem deixar cicatriz 4,15.

Essa ação é regulada sistemicamente por hor-
mônios circulantes, fatores de crescimento e cito-
cinas sendo a remodelação óssea  um processo de
equilíbrio constante entre a reabsorção e a forma-
ção óssea4,15.

As taxas e proporções de tecido ósseo perma-
necem constantes após a massa óssea máxima ser
atingida. Entretanto nas  mulheres,  após a meno-
pausa, a taxa de perda óssea pode encontrar-se au-
mentada, sugerindo que os estrogênios desempe-
nham importante função na prevenção de perda
óssea15,25.

A osteoporose está relacionada à perda progres-
siva de massa óssea, geralmente assintomática, até
a ocorrência de fraturas. Várias formas de corre-
ção deste fenômeno podem ser utilizadas como a
administração de estrogênio ou de drogas que exer-
çam um efeito hipocalcêmico, tais como a calcito-
nina13,15,24,25.

Este trabalho tem por objetivo avaliar histolo-
gicamente a ação da calcitonina, administrada sis-
temicamente,  sobre a reparação  de defeitos ós-
seos circunscritos em tíbias de ratas, na ausência
de hormônios ovarianos.

MATERIAL E  MÉTODO

Para este estudo utilizaram-se 12 ratas fême-
as adultas (Rattus norvegicus, var. albinus, Wis-
tar) com sessenta dias de idade, peso de aproxi-
madamente 200g, mantidas em gaiolas individuais
com água e ração ad libitum, fornecidas pelo Bio-
tério da Faculdade de Odontologia de São José
dos Campos – UNESP. Foram divididas aleatoria-
mente em dois grupos: ovariectomizadas sem tra-
tamento (OVM) e ovariectomizadas  tratadas
(OVM + CALC)). Posteriormente foram subdivi-

didas em  três  grupos, de acordo com o período
de sacrifício  sete, 14 e 21 dias.

Os animais dos grupos OVM e OVM + CALC
foram submetidos a duas sessões cirúrgicas. A primei-
ra com a finalidade de retirar os ovários e a  segunda
para realização do defeito ósseo cirúrgico na tíbia.

Na primeira inervenção cirúrgica todos as ani-
mais foram anestesiados e, após tricotomia da re-
gião abdominal lateral, a pele e musculatura foram
incisadas com bisturi, sendo o ovário identificado,
seus vasos amarrados e o mesmo retirado. Esse
procedimento foi realizado bilateralmente.

Após trinta dias da ovariectomia, as ratas foram
novamente anestesiadas, realizou-se tricotomia na re-
gião da tíbia, a pele e a musculatura foram incisadas
com bisturi, sendo criado um defeito ósseo nessa re-
gião, utilizando-se uma broca esférica nº6, com motor
de baixa rotação, sob irrigação contínua com soro fisio-
lógico estéril (NaCl 0,9%). Em seguida a lesão foi re-
coberta com o periósteo, a camada muscular sutura-
da com catgut e a pele com fio de nylon. nº 4.

Os animais do grupo OVM + CALC (nove ani-
mais) receberam doses em dias alternados de 2 UI/
kg de calcitonina de salmão* ,  sendo a primeira
dose administrada imediatamente após a realiza-
ção do defeito ósseo.

O grupo OVM (três animais) recebeu apenas
solução fisiológica (NaCl 0,9%), em intervalos se-
melhantes aos dos grupos tratados.

Um animal do grupo controle e três do grupo tra-
tado foram sacrificados por inalação de éter sulfúrico
aos sete, 14 e 21 dias. As tíbias foram removidas, dis-
secadas  e mantidas em frascos com formol a 10%
durante 24 horas, submetidas posteriormente à descal-
cificação e aos procedimentos laboratoriais de rotina.
Cortes semi-seriados dos espécimes, com 5m de es-
pessura, foram obtidos, corados com hematoxilina e
eosina. E submetidos à análise em microscopia de luz.

RESULTADOS

A  análise histológica dos espécimes dos gru-
pos controle e tratados apresentou as seguintes ca-
racterísticas:

* Miacalci-Sandoz do Brasil
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a) sete dias - Controle:  a loja cirúrgica estava
parcialmente preenchida por rede de fibrina
contendo hemácias e leucócitos, além da pre-
sença de remanescentes de medula óssea.
Próximo às bordas do defeito cirúrgico no-
tava-se tecido de granulação e algumas áreas
de tecido necrosado (Figura 2);

- Tratado: o interior da loja cirúrgica encon-
trava-se parcialmente preenchido por trabé-
culas ósseas imaturas, com grandes espaços
medulares ocupados por tecido conjuntivo
ricamente celularizado, não lamelar, com os-
teoblastos localizados ao redor das partes mi-
neralizadas. Na área subjacente ao endósteo
nota-se tecido de granulação formando-se a
partir das corticais ósseas internas. Não exis-
te a formação de calo ósseo (Figuras 1 e 3);

b)14 dias - Controle:  o  quadro histológico
mostrava-se semelhante ao observado no tra-
tados com calcitonina  aos sete dias, com
pequena  neoformação óssea a partir da cor-
tical interna;

- Tratado:  a loja cirúrgica apresentava-se
quase totalmente preenchida por trabéculas
ósseas espessas e bem definidas, estando ape-
nas a porção próxima ao defeito cirúrgico
com pequena área não reparada. A  medula
óssea apresentava  algumas células de teci-
do adiposo;

c) 21 dias - Controle:  também apresentou te-
cido ósseo  formado a partir do endósteo e
características semelhantes às observadas nos
animais tratados com calcitonina aos 14 dias
(Figura 4);

- Tratado: a loja cirúrgica encontrava-se em
sua quase totalidade preenchida por trabécu-
las ósseas espessas e bem definidas. Na su-
perfície do local do defeito cirúrgico obser-
vava-se uma depressão em sua porção
externa, indicando que o preenchimento da
loja cirúrgica teria origem em formação ós-
sea a partir do endósteo. O canal medular en-
contrava-se remodelado apresentando nume-
rosas células de tecido adiposo (Figura 5).

FIGURA 1 - Visão panorâmica do defeito cirúrgico. Área da lesão
parcialmente preenchida   por trabéculas ósseas imaturas (calci-
tonina, 7 dias, 25x).

FIGURA 2 - Detalhe da fig. 1 mostrando em maior aumento as trá-
béculas ósseas imaturas (calcitonina, 7 dias , 100x).
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DISCUSSÃO

O reparo das fraturas ósseas segue os mesmos
princípios da reparação no tecido conjuntivo ou em
outros tecidos mesenquimais. Estas são ativadas
pelos hormônios de crescimento, tireóideos e pa-
ratireóideos, e inibidas pela calcitonina e cortiso-
na. Uma interrupção temporária do suprimento san-
güíneo com a associação de desvitalização e
necrose do tecido ósseo resulta na ativação da re-
paração óssea4,15,16,22.

Acredita-se que esta regeneração ocorra basea-
da em dois mecanismos combinados: a indução da
proliferação e diferenciação de células mesenqui-
mais indiferenciadas e, a indução da proliferação
de células osteoprogenitoras pré-formadas.

Existem dois tipos de células osteoprecursoras
ou osteogenéticas: as determinadas e as induzí-
veis11. As células osteogenéticas determinadas são
células do estroma da medula óssea e as induzí-

veis da camada profunda do periósteo e do endós-
teo. Estas células proliferam e diferenciam-se em
osteoblastos após reagirem à indução pela proteí-
na morfogenética16.

As células osteoprecursoras induzíveis são en-
contradas em tecidos distantes do tecido ósseo
como, por exemplo, tecido conjuntivo subcutâneo,
tecido muscular esquelético e fígado sendo seme-
lhantes a fibroblastos, com indução  mais comple-
xa19 e a resposta acontece por neoformação óssea
indireta4.

A osteogênese é mais rápida quando o princí-
pio indutor atua sobre as células osteoprecursoras
determinadas, ocorrendo a neoformação óssea di-
reta ou intramembranosa22.

O tecido ósseo é depositado e reabsorvido con-
tinuamente, entretanto com a idade a taxa de reab-
sorção é maior do que a de deposição. Numerosos
estudos têm sido realizados para tentar elucidar

FIGURA 3 - Área do defeito cirúrgico apresentando rede de fibrina
e tecido de granulação (controle, 7 dias, 100x).

FIGURA 4 - Loja cirúrgica apresentando trabéculas ósseas maturas
(controle, 21 dias, 200x).

FIGURA 5 - Trabéculas ósseas espessas, bem definidas preenchem
grande parte do defeito cirúrgico ( calcitonina, 21 dias, 200x).
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as relações existentes entre a reabsorção, a regene-
ração óssea e os hormônios sexuais femininos24,25,27.

A menopausa é conseqüência da exaustão dos
folículos ovarianos, assim como, na ovariectomia,
a parada no desenvolvimento folicular resulta em
déficit de estrogênio, levando os níveis deste hor-
mônio a praticamente zero8,15,25.

Uma das conseqüências mais comuns desta
perda hormonal é a osteoporose, devido à estreita
ligação existente entre a deficiência do estrogênio
e a patologia. Define-se atualmente a osteoporose
como uma doença esquelética sistêmica caracteri-
zada por baixa massa óssea com deterioração da
microestrutura do tecido.

A osteoporose é conseqüência de um desarran-
jo no metabolismo ósseo caracterizado por uma
reabsorção óssea patológica e progressiva, acom-
panhada por uma osteogênese reduzida. Esta baixa
massa óssea é atribuída à deficiência de estrogê-
nio e a diminuição da densidade óssea com a idade
pode ser explicada, pelo menos parcialmente, pelo
aumento de secreção do hormônio paratireóideo
5,10,29 resultante da deficiência da vitamina D e da
baixa absorção de cálcio.

Fatores hormonais, nutricionais e ambientais
interferem no seu desenvolvimento tais como a ati-
vidade física adequada, anorexia nervosa, fumo,
dieta e o estado geral de saúde, entretanto, a falta
de estrogênio parece exercer um papel fundamen-
tal. Mulheres que tiveram menopausa precoce por
causas naturais ou por ovariectomia desenvolvem
precocemente a osteoporose25.

A calcitonina é um hormônio tireóidiano hi-
pocalcêmico6, secretado nas células parafoliculares
da glândula tireóide dos mamíferos e participa ati-
vamente da homeostase esquelética, pois normaliza
a concentração dos íons cálcio no plasma. É um pep-
tídeo de cadeia simples sendo sua  biossíntese e se-
creção reguladas pela concentração de cálcio no plas-
ma6. Os efeitos hipocalcêmicos e hipofosfatêmicos
da calcitonina são causados, predominantemente,
pela inibição direta da reabsorção osteoclástica do
osso e por influência na função renal 9,15,17,19,23.

Por suas propriedades anti-osteoclásticas, anti-
inflamatórias e analgésica a calcitonina é utilizada
no tratamento de doenças caracterizadas por ex-
cessiva remodelação óssea como a osteoporose.

Estudos em animais experimentais simulando
a osteoporose são importantes, já que, se esta con-
dição constitui um fator de risco com relação ao
aumento de fraturas, a administração sistêmica de
um medicamento pode favorecer a regeneração
mais rápida de um defeito ósseo25,28-9. A calcitoni-
na derivada do salmão é mais potente que a huma-
na , tanto in vivo quanto in vitro, em parte porque é
excretada mais lentamente da circulação15.

Estudos in vitro e in vivo têm mostrado que a cal-
citonina favorece a osteogênese por inibir a reabsor-
ção óssea mediada pelos osteoclastos, além de pos-
suir um leve efeito analgésico, relativa segurança e
efeitos colaterais mínimos2, 21,25. Neste estudo utili-
zou-se a calcitonina administrada via parenteral, de-
vido a sua degradação pelos sucos gástricos19. A via
intramuscular foi escolhida pela facilidade de aplica-
ção e pelo melhor controle da dosagem, sendo que  a
dose e o intervalo de administração seguiram os pro-
tocolos utilizados terapeuticamente em humanos30.

Um aumento nítido tanto na quantidade de te-
cido ósseo neoformado, como na densidade das tra-
béculas ósseas dos animais tratados foi observado
ao compararmos os resultados histológicos entre
os grupos controle e tratado sete e 14 dias, resulta-
dos semelhantes aos obtidos por Delling & Glue-
ckselig8 e Pereira et al.20 Uma explicação para este
fato seria a possível inibição da fase de reabsorção
óssea, realizada pelos osteoclastos, com simultâ-
nea aceleração da fase formativa, segundo hipóte-
se proposta por Baron & Saffar3.

Os resultados  histológicos observados  nos
animais tratados após 21 dias apresentavam um tra-
beculado ósseo espesso e organizado, compatível
com o descrito por Pereira20, que relataram preen-
chimento total do defeito ósseo no grupo tratado.

A maior densidade óssea encontrada no grupo
tratado poderia ser explicada por ser a calcitonina
uma substância que favorece a formação óssea com
uma menor quantidade de lacunas de reabsorção12.

A perda óssea que ocorre nos ossos longos e
vértebras em animais ovariectomizados deve-se,
provavelmente,  à aceleração do turnover ósseo,
no qual o aumentoda reabsorção óssea excede a
quantidade de neoformação9,26. Este fenômeno pode
ser interpretado mais como uma supressão da ação
osteosclerótica  do que como perda óssea.
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Nossos resultados indicam que a administração
de calcitonina, em animais ovariectomizados, ime-
diatamente após a realização de um defeito ósseo,
pode exercer um efeito anabólico direta ou indire-
tamente sobre esse tecido, já  que estudos anterio-
res demonstraram  sua ação sobre os osteoclas-
tos14,18,24 e, em grau menor, sobre os osteoblastos18.

Estudos citoquímicos, histológicos  e densito-
métricos posteriores são necessários para um en-
tendimento mais detalhado dos mecanismos envol-

vidos na reparação óssea quando a osteoporose está
presente.

CONCLUSÃO

A administração de calcitonina em ratas ovari-
ectomizadas, imediatamente após a realização de
um defeito ósseo cirúrgico circunscrito, apresenta,
histologicamente, uma maior neoformação óssea
após o período de sete e 14 dias dias em relação
aos animais não tratados.
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