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REesumo

A reparacgdo Ossea, principalmente em decorréncia dos im-
plantes osseintegrados, tem sido objeto de estudos em dife-
rentes condi¢des como, por exemplo, as alteragdes hormo-
nais decorrentes do climatério. Neste trabalho foi estudado a
acdo da calcitonina no processo de reparagdo 6ssea em tibias
de ratas ovariectomizadas. Doze ratas com aproximadamente
sessenta dias foram ovariectomizadas e, um més apds esta
cirurgia, um defeito 6sseo na tibia foi realizado, através de
processo cirtdrgico utilizando broca esférica n.° 6, sob irriga-
cdo constante de soro fisioldgico. Imediatamente apds a ci-
rurgia, iniciou-se a administragdo de calcitonina 2 Ul/kg, i.m.,
trés vezes por semana em nove animais. Estes foram sacrifi-
cados apds sete, 14 e 21 dias, sendo sua tibias removidas e
encaminhadas para preparacgio histolégica de rotina. As ratas
do grupo controle (3) foram submetidas ao mesmo procedi-
mento, recebendo apenas soro fisioldgico. Todos os espéci-
mes foram analisados histolégicamente.
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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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INTRODUCAO

O osso € considerado como a mais importante
aquisicao na evolugdo dos tecidos de suporte. Re-
vela um potencial dnico de regeneracgao, sendo ca-
paz de curar uma fratura ou danos locais com teci-
do de reparacdo mantendo a mesma organizagao
estrutural, sem deixar cicatriz +">.

Essa acdo € regulada sistemicamente por hor-
monios circulantes, fatores de crescimento e cito-
cinas sendo a remodelacdo 6ssea um processo de
equilibrio constante entre a reabsor¢do e a forma-
¢do Gssea*!.

As taxas e proporcdes de tecido 6sseo perma-
necem constantes apds a massa dssea maxima ser
atingida. Entretanto nas mulheres, ap6s a meno-
pausa, a taxa de perda ssea pode encontrar-se au-
mentada, sugerindo que os estrogénios desempe-
nham importante fun¢do na prevengdo de perda
Gssea>®.

A osteoporose estd relacionada a perda progres-
siva de massa dssea, geralmente assintomadtica, até
a ocorréncia de fraturas. Varias formas de corre-
cdo deste fendmeno podem ser utilizadas como a
administragdo de estrogénio ou de drogas que exer-
cam um efeito hipocalcémico, tais como a calcito-
ninal3,15,24,25‘

Este trabalho tem por objetivo avaliar histolo-
gicamente a a¢do da calcitonina, administrada sis-
temicamente, sobre a reparagdo de defeitos §s-
seos circunscritos em tibias de ratas, na auséncia
de hormonios ovarianos.

MaTteriaL E METoDO

Para este estudo utilizaram-se 12 ratas féme-
as adultas (Rattus norvegicus, var. albinus, Wis-
tar) com sessenta dias de idade, peso de aproxi-
madamente 200g, mantidas em gaiolas individuais
com 4gua e ra¢do ad libitum, fornecidas pelo Bio-
tério da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP. Foram divididas aleatoria-
mente em dois grupos: ovariectomizadas sem tra-
tamento (OVM) e ovariectomizadas tratadas
(OVM + CALCQC)). Posteriormente foram subdivi-
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didas em trés grupos, de acordo com o periodo
de sacrificio sete, 14 e 21 dias.

Os animais dos grupos OVM e OVM + CALC
foram submetidos a duas sessoes cirtirgicas. A primei-
ra com a finalidade de retirar os ovérios e a segunda
para realizacdo do defeito dsseo cirdrgico na tibia.

Na primeira inervengdo cirdrgica todos as ani-
mais foram anestesiados e, apds tricotomia da re-
gido abdominal lateral, a pele e musculatura foram
incisadas com bisturi, sendo o ovario identificado,
seus vasos amarrados e o mesmo retirado. Esse
procedimento foi realizado bilateralmente.

Ap6s trinta dias da ovariectomia, as ratas foram
novamente anestesiadas, realizou-se tricotomia na re-
gido da tibia, a pele e a musculatura foram incisadas
com bisturi, sendo criado um defeito ésseo nessa re-
gido, utilizando-se uma broca esférica n°6, com motor
de baixa rotagdo, sob irriga¢do continua com soro fisio-
16gico estéril (NaCl 0,9%). Em seguida a lesdo foi re-
coberta com o peridsteo, a camada muscular sutura-
da com catgut e a pele com fio de nylon. n° 4.

Os animais do grupo OVM + CALC (nove ani-
mais) receberam doses em dias alternados de 2 Ul/
kg de calcitonina de salmao*, sendo a primeira
dose administrada imediatamente apds a realiza-
cdo do defeito 6sseo.

O grupo OVM (trés animais) recebeu apenas
solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%), em intervalos se-
melhantes aos dos grupos tratados.

Um animal do grupo controle e trés do grupo tra-
tado foram sacrificados por inalacdo de éter sulftrico
aos sete, 14 e 21 dias. As tibias foram removidas, dis-
secadas e mantidas em frascos com formol a 10%
durante 24 horas, submetidas posteriormente a descal-
cificagdo e aos procedimentos laboratoriais de rotina.
Cortes semi-seriados dos espécimes, com Sm de es-
pessura, foram obtidos, corados com hematoxilina e
eosina. E submetidos a andlise em microscopia de luz.

REsuLTADOS

A andlise histoldgica dos espécimes dos gru-
pos controle e tratados apresentou as seguintes ca-
racteristicas:
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a) sete dias - Controle: a loja cirdrgica estava

parcialmente preenchida por rede de fibrina
contendo hemdcias e leucécitos, além da pre-
senca de remanescentes de medula dssea.
Préximo as bordas do defeito cirtirgico no-
tava-se tecido de granulagdo e algumas 4reas
de tecido necrosado (Figura 2);

Tratado: o interior da loja cirdrgica encon-
trava-se parcialmente preenchido por trabé-
culas ésseas imaturas, com grandes espagos
medulares ocupados por tecido conjuntivo
ricamente celularizado, ndo lamelar, com os-
teoblastos localizados ao redor das partes mi-
neralizadas. Na drea subjacente ao enddsteo
nota-se tecido de granulacdo formando-se a
partir das corticais dsseas internas. Nao exis-
te a formagdo de calo 6sseo (Figuras 1 e 3);

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

Tratado: a loja cirdrgica apresentava-se
quase totalmente preenchida por trabéculas
dsseas espessas e bem definidas, estando ape-
nas a por¢do proxima ao defeito cirdrgico
com pequena drea nio reparada. A medula
Ossea apresentava algumas células de teci-
do adiposo;

¢) 21 dias - Controle: também apresentou te-

cido 6sseo formado a partir do enddsteo e
caracteristicas semelhantes as observadas nos
animais tratados com calcitonina aos 14 dias
(Figura 4);

Tratado: a loja cirdrgica encontrava-se em
sua quase totalidade preenchida por trabécu-
las 6sseas espessas € bem definidas. Na su-
perficie do local do defeito cirtirgico obser-
vava-se uma depressdo em sua porgdo
externa, indicando que o preenchimento da
loja cirudrgica teria origem em formacao 6s-
sea a partir do endésteo. O canal medular en-
contrava-se remodelado apresentando nume-
rosas células de tecido adiposo (Figura 5).

FIGURA 1 - Visdo panoramica do defeito cirtirgico. Area da lesdo FIGURA 2 - Detalhe da fig. 1 mostrando em maior aumento as tra-
parcialmente preenchida por trabéculas 6sseas imaturas (calci- béculas 6sseas imaturas (calcitonina, 7 dias , 100x).
tonina, 7 dias, 25x).
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FIGURA 3 - Area do defeito cirdrgico apresentando rede de fibrina
e tecido de granulagdo (controle, 7 dias, 100x).

Discussio

O reparo das fraturas 4sseas segue 0s mesmos
principios da reparagdo no tecido conjuntivo ou em
outros tecidos mesenquimais. Estas sdo ativadas
pelos hormonios de crescimento, tiredideos e pa-
ratiredideos, e inibidas pela calcitonina e cortiso-
na. Uma interrupg¢do tempordria do suprimento san-
giifneo com a associacdo de desvitalizacdo e
necrose do tecido dsseo resulta na ativacdo da re-
paracdo Ossea*!3:1622,

Acredita-se que esta regeneracao ocorra basea-
da em dois mecanismos combinados: a indu¢do da
proliferacdo e diferenciacdo de células mesenqui-
mais indiferenciadas e, a indugdo da proliferacdo
de células osteoprogenitoras pré-formadas.

Existem dois tipos de células osteoprecursoras
ou osteogenéticas: as determinadas e as induzi-
veis!!. As células osteogenéticas determinadas sdao
células do estroma da medula 6ssea e as induzi-
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FIGURA 4 - Loja ciriirgica apresentando trabéculas dsseas maturas
(controle, 21 dias, 200x).

FIGURA 5 - Trabéculas ésseas espessas, bem definidas preenchem
grande parte do defeito cirtrgico ( calcitonina, 21 dias, 200x).

veis da camada profunda do peridésteo e do endds-
teo. Estas células proliferam e diferenciam-se em
osteoblastos apds reagirem a indugdo pela protei-
na morfogenética'®.

As células osteoprecursoras induziveis sdo en-
contradas em tecidos distantes do tecido 6sseo
como, por exemplo, tecido conjuntivo subcutineo,
tecido muscular esquelético e figado sendo seme-
lhantes a fibroblastos, com indu¢do mais comple-
xa'’e a resposta acontece por neoformacdo dssea
indireta®.

A osteogénese € mais rdpida quando o princi-
pio indutor atua sobre as células osteoprecursoras
determinadas, ocorrendo a neoformacao 6ssea di-
reta ou intramembranosa®’.

O tecido 6sseo € depositado e reabsorvido con-
tinuamente, entretanto com a idade a taxa de reab-
sor¢cdo é maior do que a de deposicdo. Numerosos
estudos tém sido realizados para tentar elucidar

57



as relagOes existentes entre a reabsor¢do, a regene-
racdo 6ssea e os hormonios sexuais femininos %",

A menopausa é conseqiiéncia da exaustio dos
foliculos ovarianos, assim como, na ovariectomia,
a parada no desenvolvimento folicular resulta em
déficit de estrogénio, levando os niveis deste hor-
monio a praticamente zero®'>.

Uma das conseqiiéncias mais comuns desta
perda hormonal € a osteoporose, devido a estreita
ligacdo existente entre a deficiéncia do estrogénio
e a patologia. Define-se atualmente a osteoporose
como uma doenga esquelética sist€mica caracteri-
zada por baixa massa 6ssea com deterioragdo da
microestrutura do tecido.

A osteoporose é conseqiiéncia de um desarran-
jo no metabolismo dsseo caracterizado por uma
reabsor¢do Ossea patoldgica e progressiva, acom-
panhada por uma osteogénese reduzida. Esta baixa
massa 6ssea € atribuida a deficiéncia de estrogeé-
nio e a diminui¢do da densidade §ssea com a idade
pode ser explicada, pelo menos parcialmente, pelo
aumento de secrecdo do hormonio paratiredideo
51029 resultante da deficiéncia da vitamina D e da
baixa absor¢do de cdlcio.

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

A calcitonina € um hormonio tiredidiano hi-
pocalcémico®, secretado nas células parafoliculares
da glandula tiredide dos mamiferos e participa ati-
vamente da homeostase esquelética, pois normaliza
a concentragio dos fons célcio no plasma. E um pep-
tideo de cadeia simples sendo sua biossintese e se-
cregdo reguladas pela concentragdo de célcio no plas-
ma®. Os efeitos hipocalcémicos e hipofosfatémicos
da calcitonina sdo causados, predominantemente,
pela inibi¢do direta da reabsor¢do osteocldstica do
osso e por influéncia na fungio renal *'>!7:19-3,

Por suas propriedades anti-osteocldsticas, anti-
inflamatodrias e analgésica a calcitonina € utilizada
no tratamento de doengas caracterizadas por ex-
cessiva remodelacdo dssea como a osteoporose.
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Estudos em animais experimentais simulando
a osteoporose sdo importantes, ja que, se esta con-
di¢do constitui um fator de risco com relagido ao
aumento de fraturas, a administragcdo sist€émica de
um medicamento pode favorecer a regeneragdo
mais rapida de um defeito 6sseo®**°. A calcitoni-
na derivada do salmao ¢ mais potente que a huma-
na, tanto in vivo quanto in vitro, em parte porque é
excretada mais lentamente da circulagdo's.

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que a cal-
citonina favorece a osteogénese por inibir a reabsor-
cdo 6ssea mediada pelos osteoclastos, além de pos-
suir um leve efeito analgésico, relativa seguranca e
efeitos colaterais minimos* >'**. Neste estudo utili-
zou-se a calcitonina administrada via parenteral, de-
vido a sua degradacio pelos sucos gastricos'. A via
intramuscular foi escolhida pela facilidade de aplica-
¢do e pelo melhor controle da dosagem, sendo que a
dose e o intervalo de administracdo seguiram os pro-
tocolos utilizados terapeuticamente em humanos®.

Um aumento nitido tanto na quantidade de te-
cido 6sseo neoformado, como na densidade das tra-
béculas 6sseas dos animais tratados foi observado
ao compararmos os resultados histolégicos entre
os grupos controle e tratado sete e 14 dias, resulta-
dos semelhantes aos obtidos por Delling & Glue-
ckselig® e Pereira et al.”* Uma explicagdo para este
fato seria a possivel inibicdo da fase de reabsorgdo
Ossea, realizada pelos osteoclastos, com simulta-
nea aceleracdo da fase formativa, segundo hipéte-
se proposta por Baron & Saffar?.

Os resultados histologicos observados nos
animais tratados ap6s 21 dias apresentavam um tra-
beculado 6sseo espesso e organizado, compativel
com o descrito por Pereira®, que relataram preen-
chimento total do defeito 6sseo no grupo tratado.

A maior densidade 6ssea encontrada no grupo
tratado poderia ser explicada por ser a calcitonina
uma substincia que favorece a formacio 6ssea com
uma menor quantidade de lacunas de reabsor¢ao!?.

A perda 6ssea que ocorre nos 0ssos longos e
vértebras em animais ovariectomizados deve-se,
provavelmente, a aceleracdo do turnover 4sseo,
no qual o aumentoda reabsorcdo Ossea excede a
quantidade de neoformagio®?®. Este fendmeno pode
ser interpretado mais como uma supressdo da acdo
osteosclerdtica do que como perda dssea.
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Nossos resultados indicam que a administra¢ao
de calcitonina, em animais ovariectomizados, ime-
diatamente apés a realizagdo de um defeito dsseo,
pode exercer um efeito anabdlico direta ou indire-
tamente sobre esse tecido, j4 que estudos anterio-
res demonstraram sua a¢do sobre os osteoclas-
tos!#1824 ¢ em grau menor, sobre os osteoblastos!s.

Estudos citoquimicos, histolégicos e densito-
métricos posteriores sdo necessdrios para um en-
tendimento mais detalhado dos mecanismos envol-
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