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Resumo

A deteriorizacdo do tecido Osseo representa um dos efeitos colaterais da
irradiacdo ionizante nas estruturas adjacentes as regides irradiadas. O PTH
(hormonio da paratiredide) € um hormonio vital na homeostase, de forma que € o
principal regulador do metabolismo do fon célcio. A administragdo intermitente
deste hormoénio pode induzir aumentos acentuados na formacdo de osso.
Considerando a necessidade da regularizagdo aos danos provocados ao tecido
dsseo pela irradiagc@o, o objeto deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo
intermitente de PTH no tecido ésseo de ratos submetidos a irradiacdo de corpo
inteiro. Foram utilizados 27 ratos divididos 3 grupos de 9 animais cada: Grupo
Controle (CONT), Grupo Irradiado (RAD) e Grupo Irradiado+PTH (RAD+PTH).
Apo6s irradiagdo do corpo inteiro, com dose unica, ndo letal de 8 Gy, foi
administrado PTH de forma intermitente (dia sim/dia ndo) por 24 dias.
Transcorridos os 24 dias de tratamento intermitente com PTH, os animais foram
sacrificados e as tibias, hemimandibulas e fémures removidos. Foi realizada a
pesagem da tibia e hemimandibula direita, depois foram congeladas a -20°C para
posterior andlise em microtomografia computadorizada (uCT). Na tibia e
hemimandibula esquerda, foi realizada a andlise histolégica morfométrica da area
O0ssea, ndmero de ostedcitos e osteoclastos; os fémures foram submetidos aos
ensaios mecanicos de microdureza Knnop, resisténcia a compressao e flexao. Os
resultados mostraram que o Grupo CONT apresentou maior drea 6ssea da cortical
lingual do segundo molar que o Grupo RAD e RAD+PTH, e maior nimero de
osteoclastos e drea dssea da regido de furca do primeiro molar em comparacao ao
Grupo RAD. Em uma andlise histolégica qualitativa da tibia, o Grupo RAD e
RAD+PTH apresentaram tecido adiposo em meio ao tecido medular. Grupo
RAD+PTH apresentou melhor resposta no ensaio de resisténcia a compressao,
necessitando de uma maior for¢a (Newton) para causar a deformac¢do no fémur em
comparacdo ao Grupo CONT e Grupo RAD. Na pesagem (grama) das pecas, as
tibias apresentaram-se mais pesadas no RAD+PTH em relacdo ao RAD e CONT.

Entretanto, houve uma queda acentuada no nimero de animais somente no Grupo
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RAD+PTH durante o tratamento com PTH, ocorrendo a morte de 6 dos 9 animais
iniciais. Na andlise por pCT, os animais do Grupo RAD+PTH apresentaram maior
volume 6sseo da tibia que os dos demais grupos. Estes resultados mostram que o
PTH promove melhora nas propriedades Osseas pds-irradiacdo, entretanto a
associacdo da administracdo de PTH com a irradiacdo de corpo inteiro pode ser
letal.

Palavras chaves: teriparatida, osso e 0ssos, irradiacdo corporal total.



Abstract

The deterioration of bone tissue adjacent to the irradiated regions is a common
effect of ionizing radiation. PTH is the main regulator of the metabolism of
calcium ion. The intermittent administration of this hormone can induce marked
increases in bone formation. Considering the necessity of settling the damage
caused by radiation to bone, the object of this study was to evaluate the effect of
intermittent PTH administration on bone tissue quality of rats subjected to whole
body irradiation. It was used 27 rats which were assigned in 3 groups of 9
animals: a Control group (CONT), Irradiantion Group (RAD) and
Irradiantion+PTH Group (RAD+PTH). After whole body irradiation of single-
dose non-lethal of 8 Gy, during 24 days it was administered PTH intermittently
(one time per 48hs) to the RAD+PTH group, and placebo was administered to the
other groups (CONT and RAD). After 24 day of treatment, the animals were
sacrificed and tibias, femurs and mandible removed. Were weighed righ
hemimandible and tibia, then were frozen at -20 ° C for further analysis in
computed microtomography (LCT). Lefts tibias and hemimandibles were prepared
to morphometric analysis of bone area, number of osteocytes and osteoclasts.
Both femurs were submitted to mechanical tests: Knnop microhardness,
compressive and bending test. The results showed that the CONT group showed
greater cortical bone area in the hemimandibles and the RAD Group and
RAD+PTH and increased number of osteoclasts and bone area of the furcation
region of the first molar in compared to the RAD Group. In a qualitative
histological analysis, RAD and RAD+PTH group showed that medullar tissue is
replaced by adipose tissue. RAD+PTH group showed a better response in the
compressive test, requiring more force (Newton) to cause deformation in the
femur compared to the CONT and RAD Group. When the weighing (g) of the
parts, the tibia showed up in the heavier RAD+PTH compared to RAD and CONT
group. However, there was a large decrease in the number of animals only at

RAD+PTH group during treatment with PTH, occurring 6 deaths of the 9 initial
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animals. The analysis by uCT, animals of Group RAD+PTH had higher bone
volume of the tibia that of other groups. These results show that PTH promotes
improvement in bone quality after irradiation. However the association of PTH
administration with whole body irradiation can be lethal.

Keywords: teriparatide, bone and bones, whole-body irradiation
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1 Introducao

A irrradiacdo ionizante é frequentemente utilizada no tratamento de
doencas como o cancer de mama, linfomas, sarcomas e carcinomas, € comumente
€ possivel observar efeitos colaterais em decorréncia deste tipo de tratamento.
Dentre os efeitos colaterais ja relatados em estruturas adjacentes as regides
irradiadas, tem-se a deterioracdo Ossea, a qual pode resultar em fraturas por
estresse, fragmentacdo Ossea, e degeneracdo articular (Costantino et al.,, 1995;
Jegoux et al., 2010). De fato, os dados disponiveis sobre a irradiacdo ionizante e
tecido Osseo indicam que ela tem potencial para causar efeitos adversos
significativos sobre o esqueleto, incluindo também atrasos na cicatrizacdo Ossea
(Brown et al. 1991), danos a placa de crescimento (Damron et al., 2003),
osteonecrose (Jereczek-Fossa et al., 2002), e, em casos raros, neoplasia (Shaheen
et al., 20006).

Virias mudancas histolégicas ocorrem apds irradiacdo incluindo perda de
ostedcitos, auséncia de osteoblastos na superficie Ossea, fibrose vascular e
substituicdo de medula 6ssea por tecido adiposo (Arnold et al., 1995). Entretanto,
ndo ha prevencdo ou tratamentos bem definidos para injirias induzidas pela
radiacao no tecido osso (Caoa et al., 2011).

O hormonio da paratiredide (PTH) é um hormoénio vital na homeostase, de
forma que € o principal regulador do metabolismo do fon cédlcio (Aspenberg et
al., 2010; Bashutski et al., 2010). A exposi¢do continua de PTH promove no
organismo reabsor¢do 6ssea, enquanto que a administra¢do pulsatil do horménio
pode induzir aumentos acentuados na formacdo de osso (Andreassen et al.,
1999). Atualmente o PTH € o tnico agente anabdlico permitido pelo FDA para
uso clinico no tratamento da osteoporose (Neer et al. 2001; Aspenberg et al.,
2010; Bashutski ez al., 2010). Seu uso € intensamente investigado ndo apenas na
prevencdo de fraturas (Andreassen et al., 1999), mas também, no tratamento de
defeitos Osseos localizados, tais como fraturas e defeitos craniofaciais

(Aspenberg et al., 2010; Bashutski ef al., 2010; Seebach et al., 2004), distracao
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osteogénica (Skripitz et al., 2005), fixacao de implante (Wu et al., 2010) e mais
atualmente trabalhos mostram uma melhora através da administracdo de PTH no
tecido dsseo afetado pelos efeitos adversos da irradiacdo (Arrington et al., 2010;
Koh et al., 2011).
Durante condi¢des fisiologicas normais, o PTH estimula a formacdo 6ssea
e reabsor¢do dssea, € em pacientes com hiperparatiroidismo primério, a perda
Ossea é frequente. No entanto, o desenvolvimento da medida bioquimica da
molécula de PTH na década de 1980 levou-nos a compreender a regulacdo da
secrecdo de PTH e o metabolismo do cdlcio, que em seguida preparou o caminho
para a utilizacdo de PTH como um tratamento anabdlico da osteoporose quando
administrado de forma intermitente, tendo forte efeito na formacgdo de tecido
dsseo. Isso ndo poderia ter acontecido sem o conhecimento basico alcancado pelas
medi¢des bioquimicas do PTH. Os efeitos anabdlicos do PTH na formagado dssea
podem ser explicados pela assim chamada "janela anabdlica", a qual significa que
durante o tratamento com PTH, a formacdo dssea € superior a reabsorcdo Ossea
durante os primeiros 6-18 meses. Isto se deve aos seguintes mecanismos: o PTH
regula a expressdo de c-fos em células 6sseas; o IGF é essencial para o efeito
anabdlico de PTH; as células de revestimento Osseo sdo direcionadas a se
diferenciarem em osteoblastos; ha um aumento da adesdo das células tronco
mesenquimais a superficie 6ssea; o PTH tem um efeito anti-apoptético direto em
osteoblastos e o PTH também diminui os niveis da proteina esclerostina,
removendo assim a inibi¢ao da sinalizacdo Wnt, o qual é necessario para as agcoes
anabdlicas do PTH (Kramer ef al., 2010; Bellido et al., 2012).
Assim, os efeitos do tratamento intermitente com PTH emergem através de
uma complexa rede de vias. Em resumo, os efeitos do PTH na remodelacdo 6ssea

sao dependentes do modo de administragdo e da dose (Aslan et al., 2012).



2 Revisao da Literatura

2.1 PTH - Fisioldgico

O PTH ¢ secretado pelas células principais das glandulas
paratiredides como um polipeptideo contendo 84 aminodcidos. Atua aumentando
a concentracdo de cdlcio (Ca ) no sangue, enquanto que a calcitonina, um
hormonio produzido pelas células parafoliculares (células C) da glandula tiréide,
atua de modo a diminuir a concentragdo de cdlcio. PTH aumenta a concentracio
de célcio no sangue, agindo sobre o receptor do hormoénio da paratiride
1 (relacionado a niveis elevados de célcio nos ossos e rins) e do receptor do
hormdnio da paratiréide 2 (niveis elevados no sistema nervoso central, no
pancreas, testiculos e placenta). A meia vida plasmatica do PTH € de cerca de 4
minutos (Bieglmayer et al., 2002).

A funcdo geral do PTH end6geno € manter os niveis extracelulares
normais de célcio por aumentar a absor¢do gastrointestinal deste fon, a reabsor¢ao
nos rins de cdlcio e fosfato e a reabsor¢ao dssea osteocléstica, levando a libera¢ao
de célcio do esqueleto (Quattrochi & Kourlas, 2004).

O PTH regula o calcio sérico através dos seus efeitos sobre alguns tecidos
(Coetzee et al., 2004). No tecido 6sseo, aumenta a liberacao de calcio a partir do
grande reservatdrio contido nos 0ssos. A reabsor¢do 6ssea € a destrui¢do normal
do osso pelos osteoclastos, os quais sdo indiretamente estimulados pelo PTH. A
estimulagdo € indireta, pois os osteoclastos ndo possuem um receptor para o PTH,
sendo assim, o PTH se liga aos osteoblastos, células responsdveis pela formagao
de tecido 6sseo. Esta ligac@o estimula os osteoblastos a aumentar a sua expressao
de RANKL (receptor ativador do fator nuclear kB ligante) e inibe a expressao de
osteoprotegerina (OPG). A OPG se liga a RANKL e bloqueia sua interagdo com
receptor RANK. A ligacio do RANKL ao RANK, facilitada pela redug¢do da
quantidade de OPG, estimula estes precursores de osteoclastos a se unirem,
formando novos osteoclastos, o que, em ultima andlise aumenta a reabsorcao

Ossea (Poole & Reeve, 2005; Lee & Partridge, 2009).
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No rim, o PTH aumenta a reabsorcdo ativa de cdlcio e magnésio nos
tdbulos distais e no espesso ramo ascendente. Como o osso € degradado, ambos,
calcio e fosfato sao liberados. Ele também diminui a reabsor¢do de fosfato, com
uma perda liquida na sua concentra¢ao plasmatica. H4 um aumento proporcional
de fosfato, mas o cdlcio estd livre na circulagdo (Poole et al. 2005; Lee et al.
2009). No intestino, o PTH aumenta a absorcdo de célcio através do aumento da
producdo da vitamina D ativada. A ativagdo da vitamina D ocorre no rim e esta
forma ativa aumenta a absor¢do de cdlcio pela via calbindina no intestino

(Coetzee et al., 2004).

2.2 PTH - Anabodlico

O PTH funciona como um mediador importante na remodelacdao dssea e
um regulador essencial da homeostase do calcio. Além dos efeitos catabdlicos ja
bem estabelecidos do PTH, mais recentemente foi reconhecido que sua
administracdo intermitente tem efeitos anabdlicos, promovendo a formacdo de
tecido 6sseo (Liu et al., 2009).

O efeito anabdlico do PTH tem sido de considerdvel interesse nos ultimos
anos. A administracdo intermitente de PTH mostrou aumentar a densidade mineral
O0ssea em mulheres com osteoporose (Neer et al, 2001) e em ratos
ovariectomizados (Andersson et al., 2001), a resisténcia de ossos longos a fratura
(Komrakova et al., 2010) e acelerar o reparo de fraturas 6sseas (Nakajima et al.,
2002). Estudos investigando o efeito de aplicacdes intermitentes de PTH na
mandibula mostraram que o PTH estimulou a formacdo dssea em mandibulas de
ratos idosos e ovariectomizados (Miller et al., 1997), e foi capaz de inibir perda
Ossea em ratos com periodontite experimentalmente induzida, mesmo quando a
periodontite foi induzida em ratas osteoporoéticas (Barros et al, 2003; Marques et
al, 2005). Devido ao comprovado efeito anabdlico do PTH no auxilio ao
tratamento da osteoporose (Neer er al., 2001), atualmente € a unica droga
anabdlica 6ssea permitida para uso em humanos (Food And Drug Administration

- FDA, 2000).
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Este hormdnio tem recebido muita aten¢do nos ultimos anos, devido a
constatacdo de que o tratamento intermitente (injecao didria) causa um aumento
significativo na massa 6ssea (Compston, 2005; Hodsman et al.,, 2005; Rubin &
Bilezikian, 2005). A forma intacta do hormoénio PTH (1-84) e o seu fragmento N-
terminal (1-34) tem sido desenvolvidos para o tratamento da osteoporose ja
estabelecida. No entanto, apesar do PTH ser um agente bem reconhecido na
formacdo dssea, os mecanismos celulares continuam sendo largamente estudados
(Qin et al., 2004; Jilka, 2007).

O PTH pode gerar tanto efeitos anabdlicos, como catabdlicos sobre a
massa e a densidade Ossea. A aplicacdo intermitente aumenta a massa 0ssea,
aumentando predominantemente a formacdo de 0sso, ao passo que o tratamento
continuo estimula uma alta remodelacdo Ossea pelos osteoclastos e osteoblastos,
resultando em perda ésse (Qin et al., 2004; Poole & Reeve, 2005; Jilka, 2007). O
PTH promove sua agdo ao se ligar ao receptor de PTH relacionado ao peptideo
tipo 1 (PTHIR), que € o receptor acoplado a proteina G (Luck et al, 1999;
Grauschopf et al., 2000). O AMP ciclico (cAMP) tem sido implicado como a
principal via de sinalizacdo pela qual as respostas anabdlicas do PTH sdo
efetuadas (Civitelli ef al., 1990).

O receptor PTHIR € expresso em células da linhagem osteobléstica, em
células da medula Ossea, linfocitos e outros tipos de células, indicando uma
complexa rede regulatéria que envolve vdrios tipos de células e interacdes
moleculares (Grauschopf et al., 2000). A acao anabdlica do PTH no osso €
atribuida a sua capacidade de aumentar o nimero de osteoblastos, por promover a
proliferacdo de precursores osteobldsticos (Pettway et al., 2008), a sobrevivéncia
de osteoblastos, e, possivelmente, a reativacao de células de revestimento 6sseos
quiescentes, as quais sao de origem osteobldstica (Qin et al., 2004; Poole &
Reeve, 2005; Jilka, 2007).

Ao longo dos ultimos anos, varias moléculas tém sido identificadas como
importantes reguladoras dos efeitos 0sseos mediados pelo PTH com base em
abordagens genéticas em ratos, e a lista de novos efetores de PTH é cada vez

maior (Kramer et al., 2010; Bellido et al., 2012). Alguns trabalhos t€m mostrado
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um papel critico da via de sinalizacdo Wnt no efeito anabdlico induzido pelo PTH
(Bodine et al., 2007; Kramer et al., 2010). A via de sinalizagdo Wnt, assim como
as proteinas morfogenéticas sseas (BMPs) sdo criticas para a osteoblastogénese,
porque elas fornecem o estimulo inicial para o comprometimento de progenitores
mesenquimais em direcdo a linhagem osteobldstica. A expressdao do gene Sost
resulta na produgdo da proteina esclerostina pelos ostedcitos e esta proteina € um
potente antagonista de BMPs e da via de sinalizagdo Wnt. PTH parece reduzir a
expressao de Sost em ostedcitos, e estimular desta forma os efeitos pro-
osteoblastogénicos (Bellido et al., 2005).

O fator de crescimento tipo insulina (IGF) parece ser também requerido
para o efeito anabdlico do PTH na formagdo 6ssea. Um estudo mostrou que um
anticorpo neutralizante de IGF-1 bloqueou os efeitos do PTH na sintese de
coldgeno em calvéria de fetos de ratos cultivada e implicou IGF-1 como um
mediador dos efeitos do PTH em osteoblastos (Canalis et al., 1989). Em adicao,
camundongos knockout para IGF-1 falham em mostrar aumentada formagao dssea
em resposta ao PTH (Miyakoshi et al., 2001).

O aumento induzido por PTH na formacgdo ¢ssea ¢ também parcialmente
relacionado com a reabsor¢do dssea osteoclastica (Martin & Sims, 2005; Li et al.,
2007a; Li et al., 2007b). Apesar de sua acdo anabdlica Ossea, a administracao
intermitente de PTH resulta, ao longo do tempo, em aumento da reabsor¢do dssea,
refletida nos humanos pelo seu aumento no sangue € nos biomarcadores 6sseos
urinarios (Dobnig et al., 2005; McClung et al., 2005; Bauer et al., 2006). O
aparecimento de elevada reabsorcdo 6ssea induzida por PTH e, consequentemente
o turnover 0sseo, ndo estd apenas ligado a duracdo da exposicdo ao PTH, mas
também ao aumento proporcional do hormodnio através das doses aplicadas. As
fases iniciais de anabolismo 6sseo induzido por PTH sdao marcadas pela ativa¢io
de células quiescentes da superficie 6ssea, o que resulta na expansdo relativa da
superficie dssea, enquanto que eventos posteriores dependem mais da freqiiéncia
da estimulagdo das unidades de remodelamento dsseo existentes (Hodsman et al.,

2005; Martin & Sims, 2005).
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O tratamento continuo com PTH para manter niveis elevados do hormdnio
aumenta o numero e a atividade dos osteoclastos, causando uma maior
remodelagdo éssea e, consequentemente, perda dssea. Este efeito € indiretamente
mediado por células da medula 6ssea e células da linhagem osteobldstica. Todas
estas células expressam PTHIR e respondem a estimulacio por PTH com
mudangas na expressdo de citocina e fator de crescimento, as quais afetam a
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e de suas células precursoras. Portanto, o
tratamento continuo com PTH resulta na ativacdo de varios genes envolvidos na
reabsor¢do 6ssea (Qin et al., 2004; Poole & Reeve, 2005).

Ele eleva a expressdao do fator de necrose tumoral (TNF), um membro da
familia ligado ao RANKL, enquanto que a expressdo do receptor RANKL
osteoprotegerina (OPG) ndo € alterado no esqueleto em ratos em crescimento (Li
et al., 2007a), mas é regulado positivamente em ratos com esqueleto maduro
(Onyia et al., 2005). Juntas, essas mudangas revelam o persistente aumento da
relacio RANKL / OPG, interacdo que favorece a sinalizacio de RANKL ao seu
receptor RANK, que é expresso em precursores de osteoclastos e osteoclastos
maduros, conduzindo assim a maior osteoclastogénese e reabsorcdo Ossea.
Curiosamente, o tratamento intermitente com PTH também provoca um aumento
transitorio na expressao de RANKL, que € seguido de um aumento na expressao
de OPG, permitindo assim um breve estimulo transitério da atividade dos
osteoclastos (Li et al., 2007b). Devido a ligacao da atividade entre osteoclastos e
dos osteoblastos, é considerado um aumento temporario da acdo dos osteoclastos
para desencadear a ativacdo dos osteoblastos, portanto contribuindo para a bem
conhecida capacidade de PTH ativar remodelacdo esquelética (Kramer et al.,
2010; Bellido et al., 2012).

Em resumo, os resultados positivos ou negativos da administracao de PTH
sobre o tecido dsseo dependem da forma de exposicdo, da duracdo do tratamento e
da dose aplicada de PTH. Todos estes fatores afetam a relativa capacidade e
intensidade do PTH ativar a modelagem esquelética em relagdo a remodelacao, e a

N

formacdo Ossea osteobldstica a reabsor¢do Ossea osteocldstica. Apenas nas
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situacOes em que a formacdo excede a reabsor¢do Ossea, pode-se alcangar um

ganho real de tecido 6sseo (Kramer et al., 2010).

2.3 Irradiacao e PTH

A radioterapia é muitas vezes um tratamento util para varios tipos de
carcinomas, em combinacdo com o tratamento cirirgico. (Yao & Terris, 1999) No
entanto, os tecidos intactos dentro do campo da radiagdo podem sofrer danos
irrecuperaveis dependendo da quantidade de irradiacdo ionizante utilizada. As
sequelas da radioterapia surgem de lesdes agudas que resultam na morte de
células de divisdo rdpida e de injdrias cronicas que sdo causadas nas células
parenquimatosas de divisdo lenta e na microvascularizacdo (Marx, 1983). Os
efeitos da radiagdo necrosante no tecido Osseo sdo conhecidos como
osteorradionecrose. Esta é uma das complicacOes mais graves e imprevisiveis da
irradiacdo para tratamento de cancer de cabeca e pesco¢o. A maioria dos
problemas 6sseos aparece nos primeiros 3-12 meses ap0s a irradiacdo, mas, apos
este periodo, o risco ainda permanece por muitos anos, especialmente se o
paciente for submetido a extracio dentdria em algum momento no futuro (Million
etal., 1989; Yao & Terris, 1999; Silverman, 1999).

A medula 6ssea humana contém células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e
os compartimentos de células estromais, estas tltimas compreendem varios tipos
de células, incluindo as células-tronco mesenquimais (CTMs) (Prockop, 1997;
Gerson, 1999). As células mesenquimais (MSCs) derivadas da medula 6ssea de
adultos sdo pluripotentes e podem diferenciar-se em coracdo, pulmao, intestino e
epitélio do animal (Jiang et al., 2002; Kawada et al., 2004; Lee et al., 2004). O
repovoamento com MSCs derivadas da medula 6ssea pode levar a diferenciagdo
em tipos celulares diferentes, incluindo osteoblastos, adipdcitos, condrécitos e
fibroblastos (Prockop, 1997). O microambiente da medula 6ssea € compreendido
pelo nicho vascular e o nicho de células do estroma, incluindo osteoblastos para a
auto renovacdo e diferenciacdo das células tronco (Yin & Li, 2006; Garrett &

Emerson, 2009). A medula 6ssea é extremamente vulnerdvel a citotoxicidade
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causada por terapia com radiacdo (Mauch et al., 1995). Em contraste com as
HSCs, poucos dados foram publicados sobre a radiossensibilidade de CTMs.

Virios estudos recentes relataram que as MSCs exibem o perfil completo
do seu hospedeiro apds irradiacdo de corpo todo e transplante de medula 6ssea,
enquanto que cé€lulas diferenciadas a partir de HSCs sdo originadas pelo doador
(Dickhut et al., 2005; Rieger et al, 2005). No entanto, os mecanismos
moleculares e celulares que representam tal tolerancia em MSCs sido ainda
elusivos. A irradiacdo gera radicais livres e espécies reativas de oxigénio, os quais
causam danos a alvos celulares vitais, como no DNA e nas membranas, e afetam
os nichos de células tronco (Greenberger & Epperly, 2009). Ambos, HSCs e
MSCs, estdo implicados na reparagdo de danos promovidos pela irradiagdo aos
tecidos epiteliais distantes através da sua mobilizacdo pela circulacdo (Epperly et
al., 2004; Greenberger & Epperly, 2007; Krause et al., 2001).

A cerca de cinquenta anos atrds o PTH em uma injecao do velho extrato de
paratiredide bovina de Lilly (PTE) foi encontrado para aumentar a sobrevida, por
até 30 dias, de ratos submetidos a varias exposi¢Oes a irradiagdo por raios-X,
quando administrado a partir de 18 horas antes até 3h apds a irradiacdo. Esta foi a
primeira indicagdo de que o PTH poderia estimular a hematopoiese (Rixon et al.,
1958; Rixon & Whitfield, 1961). A relacdo entre o PTH e a hematopoiese foi
confirmada, ao mostrar que hPTH-(1-34) OH aumenta o tamanho do pool de
células tronco hematopoiéticas em camundongos. O peptideo opera através de
uma explosdo de AMP ciclico mediada por Jagged 1 na producdo de células
osteoblasticas de revestimentos e nos nichos de células tronco nas superficies
Osseas trabeculares. O Jagged 1 das células osteobldsticas aumenta o pool de
células-tronco hematopoéticas, ativando receptores Notch ligados as células-
tronco. A sinalizacdo de AMP ciclico provocada pelo PTH, também pode
estimular diretamente a proliferacio das células tronco hematopoiéticas. (Calvi et
al., 2003).

No entanto, a inje¢do Unica de PTH em experiéncias iniciais utilizando
PTE provavelmente aumentou a sobrevivéncia de ratos irradiados principalmente

evitando o inicio da apoptose celular durante as primeiras 5 horas apds a
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irradiacdo e danos irreversiveis aos progenitores hematopoiéticos (Vavrova et al.,
2002; Bertho et al., 2004).

Também foi demonstrado que injecdes didrias de hPTH (1-34) OH
permitiria a sobrevivéncia de camundongos, letalmente irradiados, por estimular
o crescimento de células normais transplantadas da medula 6ssea. (Calvi et al.,
2003).

Atualmente o PTH € o unico agente anabdlico liberado pela FDA para o
tratamento da osteoporose, baseando-se em estudos que demonstraram sua acao
benéfica no tratamento desta patologia (Neer et al., 2001). O PTH também tem a
funcdo de conduzir a hematopoiese com potencial de se tornar uma ferramenta
importante na redu¢do do dano infligido na medula 6ssea por drogas citotoxicas,
quimioterdpicos e irradia¢do ionizante utilizados nos tratamento contra o cancer.
(Whitfield, 2005). Recentes estudos relatam e reforcam os beneficios na
administracdo de PTH p6s irradiagdo (Arrington et al., 2010; Koh et al., 2011),

justificando as hipéteses anteriormente abordadas por outros autores.
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3 Proposicao

O presente estudo visou avaliar a qualidade 6ssea apds a administragao
intermitente de PTH em ratos submetidos a irradiacdo prévia de corpo inteiro.
Para atingir este propdsito, foi realizada andlise morfologica, morfométrica,

ensaios mecanicos e microtomografia computadorizada.

11



4 Material e Métodos

4.1 Experimento

Apds a aprovacdo no comité de ética (CEEA — Unicamp, protocolo n°
2788-1), 27 ratos (Wistar) de aproximadamente 350 gramas foram distribuidos em
3 grupos de 9 animais cada. Todos os ratos foram anestesiados com Ketamina-
25mg/kg (Avenco Inc., Fort Dodge, IA) e Xilazina-10mg/kg (Mobay Corp.,
Shawnee, KS) e apenas 18 foram irradiados. A dose unica de irradiacdo foi
de 8 Gy- 0,75Gy/min (Hosokawa Y et al., 2007; Hosokawa Y et al., 2010),
sendo realizada no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) -
Laboratoério de Irradiagdo de Alimentos e Radioentomologia. Apds cerca de 1h
do procedimento de irradiacdo, foi iniciada a administracdo
(subcutinea) intermitente (dia sim/dia ndo) de PTH por 24 dias (12
aplicacdes).
Os animais foram divididos em 3 grupos:
1. Controle (CONT): administrado veiculo (0,08 mL de acido acético a
0,01%)

2. Irradiado (RAD): administrado veiculo (0,08 mL de 4cido acético a
0,01%)

3. Irradiado + PTH (RAD+PTH): 0,08 mL de hPTH(1-34) (40ug/Kg) em
acido acético a 0,015%.

4.1.1Processamento Histologico

Ap6s o periodo de 24 dias pos-irradiagdo, os animais foram sacrificados, a
tibia e hemimandibula direita congeladas para posterior pesagem e andlise de
parametros referentes a qualidade Ossea através de microtomografia
computadorizada (uCT) (Bouxsein et al, 2010), enquanto que a tibia e
hemimandibula esquerda foram fixadas em solu¢do de Karnovsck, descalcificadas
em EDTA 4,13%. A hemimandibula foi seccionada entre o 1° e 2° molar para
posterior inclusdo em parafina (Paraplast). Em um bloco foi realizada a inclusao

do 2° molar no sentido mesio-distal para andlise da cortical dssea lingual. Neste

mesmo bloco foi inclusa a tibia, a qual foi reduzida, medindo 1cm da regido da

12



WMaterial ¢ Wetodes

epifise superior em dire¢do a didfise. Foram realizados cortes semi seriados de
6um, aderidos as laminas de vidro e corados com Hematoxilina & Eosina (H&E).
Estes cortes corados com H&E foram utilizados para andlise morfométrica (Fig.
1A e 1C).

Também foi feita a inclusdo do primeiro molar esquerdo no sentido
vestibulo-lingual para realizar a andlise da regido de furca, entre as raizes
medianas. Foram realizados cortes semi seriados de 6um. Alguns cortes aderidos
as laminas de vidro referentes a regido de furca foram corados em H&E (Fig. 1B),
enquanto em outros para a evidenciacdo de osteoclastos foi utilizada a reacdo
histoquimica da fosfatase 4cida resistente ao tartarato — TRAP (Fig. 1D)
(Feitosa et al., 2009).

Os fémures foram congelados a - 20°C para realizacdo dos ensaios

mecanicos de flexdo, compressao e microdureza Knoop.
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Fig. 1: Fot‘omicrografias doé cortes das regides utilizadas para andlises morfométricas.
Fig. 1A — corte histolégico do 2° molar, furca(F), dentina (D), polpa (P), cortical lingual
(CP) e cortical vestibular (CV). H&E 25X. Fig. 1B —regido de furca do 1° molar, dentina
(D), polpa (P) e tecido 6sseo da furca (OF). H&E 50x. Fig. 1C — regido de epifise da tibia
(parte superior), tecido dsseo (TO), tecido adiposo (TA), tecido medular (M). H&E 100X.
Fig. 1D — regido de furca do 1° molar, tecido dsseo (TO), osteoclastos (setas). TRAP
100X.
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4.2 Forma de Analise

4.2.1 Analise morfométrica - H&E

As imagens foram capturadas e através do software Image Pro Plus 4.5
(Media Cybernetic Inc, USA) (Viola et al., 2012) foi aplicada uma malha
quadriculada de 236.800 pmz na regido da cortical lingual do 2° molar. Através da
marcacdo das intersec¢des dos quadrantes na mascara foi quantificada a drea 6ssea
desta regido utilizando 2 cortes por animal por grupo.

Nos cortes referentes a tibia, foi aplicada uma malha de 814.050 um?, para
quantificar a drea de tecido 6sseo marcando as interseccdes dos quadrantes na
médscara e o niimero de osteécitos/ pm?. Foram utilizados 3 cortes por animal por
grupo. Nestes cortes também foi realizada uma andlise histoldgica qualitativa da
presenca de tecido adiposo na regiao medular.

Uma malha 2.219.200 pum?® foi aplicada na regido de furca dos cortes
relacionados ao 1° molar, sendo dois cortes por animal de cada grupo, para
quantificar a drea Ossea desta regido através das intersec¢Oes dos quadrantes na
mascara utilizada.

4.2.2 Analise morfométrica - TRAP
Para realizagdo deste método foram selecionados cortes semi seriados da

regido de furca do 1° molar adjacentes aqueles corados com HE. Inicialmente foi
preparada uma solu¢cdo de 4 mg de naphtol AS-BI phosphate substrate (Sigma-
aldrich, USA) em 0,25 mL de N,N dimetil formamida, e em seguida foram
adicionados 25 mL de tampao acetato 0,2 M (pH 5,0), 35 mg de Fast RED Violet
LB (Sigma-aldrich, USA) e 60 uL de MgCl a 10%. Logo apds, a solugdo foi
filtrada, aquecida a 37°C e 50 mM de L(+) 4cido tartarico (Sigma-aldrich, USA)
foi adicionado. As laminas contendo os cortes foram incubadas por 90 minutos a
37°C. Apés a incubacdo, as laminas foram lavadas por 30 minutos em 4gua
corrente, contracoradas com Fast Green por 1 minuto e montadas com laminulas
utilizando Entellan® (Merck). Nestes cortes da regido de furca submetidos a
reacdo TRAP foi feita uma anélise quantitativa de osteoclastos/pmz, considerando
apenas as marcagdes de células com dois ou mais nicleos verificadas através da

ampliacdo (Zoom) das imagens no programa Image Pro Plus.
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4.2.3 Ensaios mecanicos

Através da mdquina de teste de materiais universal Instron, a qual avalia
propriedades mecanicas dos materiais, foram realizados os ensaios mecanicos:

e Resisténcia a compressdo: resultado da aplicacio de uma forca de
compressao a um material, resultando em uma redugdo em seu volume,
ocorre quando a forca axial (Newton) aplicada estiver atuando com o
sentido dirigido para o interior da peca.

O fémur esquerdo foi posicionado no sentido vertical, sendo a porcao
inferior apoiada ao suporte de metal com cera utilidade, com célula de carga de
5000N, sendo feito o calculo a partir do momento em que ela toca o fémur com
uma forca de 5N (Fig. 2a).

e Resisténcia a flexdo em trés pontos: utiliza uma barra bi apoiada com
aplicacdo de carga no centro da distancia entre os apoios, ou seja, existe
trés pontos de carga (Newton).

O fémur direito foi posicionado horizontalmente na barra, com uma
distancia de 20mm entre os apoios (Fig.2b), sendo obtido um gréfico referente a

cada peca analisada.

Force '
proximal .
4 antenor distal
t 1
n

Ve \
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20mm
- -
(a) (o)

Fig. 2: Esquema dos ensaios mecanicos. (a)compressdo; (b) flexdo em tr€s pontos.

Fonte: Rossi et al., 2010.

No ensaio de microdureza Knoop foram utilizados os fragmentos
inferiores do fémur direito utilizados no ensaio de flexdo. O fragmento foi
reduzido, medindo 1 cm a partir da epifise femural em dire¢do ao centro. A regido
da epifise também foi seccionada em 0,5cm para tornar a regido plana para ser

apoiada na mdquina. A sec¢do foi feita com disco de aco e para remogao das

16



WMaterial ¢ Wetodes

irregularidades foram lixadas (Lixa 1200) as extremidades da peca por 5 segundos
na lixadeira com hidratacdo constante (Politris) para promover um melhor
polimento da superficie, posteriormente foi feita uma lavagem rdpida em 4gua
corrente.

O ntimero de dureza Knoop (KHN) obtido € a razdo entre a carga aplicada
no edentador P (kgf) (100g de forga) e a drea projetada ndo recuperada A (mm?).
O edentador Knoop ¢ um diamante em forma piramidal que produz uma
endentacdo em forma de piramide. Para a determinacdo da dureza Knoop,
somente a diagonal maior da endentaciao é medida e usada para o cdlculo da KHN
(Fig. 3) .

Foram realizadas 3 edentacdes, a primeira na regido central da peca e as

demais, 0,5mm para direita e 0,5mm para esquerda partindo da edentacdo central.

Piramide

Fig.3: Edentador Knoop piramidal.
Fonte:http://www.cimm.com.br/portal/material_didatico/6560-teste-da
microdureza# URL6jB2M53E

Ap6s a obtengdo de todos os dados das andlises realizadas, estes foram

submetidos a andlise estatistica (Anova e Teste de Tukey).
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4.2.4 Microtomografia computadorizada

A tibia e hemimandibula direita foram escaneadas no microtomégrafo
SkyScan 1176 da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP,
posteriormente, foi realizada a reconstru¢io das pecas no programa NRecon. Apos
a reconstrucdo, através do programa CTanalyser, foi selecionada a regido de
interesse em cada peca (Fig. 4) e realizada a andlise das propriedades do tecido

Osseo (Fig. 5).

=] CTAn Analise Morfométrica - Visualizador de Fotos do Windows =& =]

Fig. 4: Selecao da regido a ser analisada através do programa CTanalyser.
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Fig. 5: Andlise de algumas propriedades ésseas das pecas através do programa

CTanalyser.

Nas mandibulas foram analisados 604 slices (reconstruc¢des analisadas -
Volume de Interesse/VOI) e a Regido de Interesse/ ROI foi uma esfera de 3mm de
raio localizada nos molares (Fig. 1). Nas tibias foram analisados 601 slices (VOI).

Apbs a obtencdo de todos os dados referentes as propriedades dsseas,
alguns destes valores (volume 6sseo, densidade da superficie 6ssea e espessura

das trabéculas) foram submetidos a analise estatistica (ANOVA).
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5 Resultados

Durante os 24 dias de administra¢do intermitente de PTH (p6s-irradiacao),
foi vericada uma queda acentuada (morte) de animais do Grupo RAD + PTH.
Todos os animias deste grupo apresentavam-se muito debilitados no decorrer do
tratamento com PTH. Aos 12 dias de tratamento ocorreu a morte do primeiro
animal, seguida por mais uma morte aos 14 dias, duas aos 18 dias, uma aos 20 e a
ultima aos 24 dias de tratamento com PTH.

Dois animais, sendo um do Grupo CONT e o outro do RAD, morreram
durante o procedimento de anestesia previamente a irradiacdo. Finalizando o
experimento com:

e Grupo RAD+PTH: 3 animais
e Grupo RAD: 8 animais
e Grupo CONT: 8 animais

Todos os aniamais do Grupo RAD+PTH apresentavam as mesmas
caracteristicas: apatia (ficavam quietos, sonolentos em um canto da gaiola),
palidos, olhos esbranquigcados, pelo ericado e musculatura contraida, nariz com
pequenos pontos de sangramento, ndo comiam e nem bebiam &dgua, além de
apresentarem um odor caracteristico de infec¢do.

Em relagdo as médias dos pesos dos animais, os valores obtidos durante a
pesagem no inicio do tratamento com PTH foram: Grupo CONT - 432¢g (9
animais), Grupo RAD - 408g (9 animais), Grupo RAD+PTH — 415g (9 animais).
Valores da pesagem no meio do tratamento com PTH: Grupo CONT - 438¢g (8
animais), Grupo RAD - 361¢g (8 animais), Grupo RAD+PTH — 392¢g (9 animais).
E os valores ao final do experimento, antes de realizar o sacrificio dos animais
foram: Grupo CONT - 490g (8 animais), Grupo RAD - 411g (8 animais), Grupo
RAD+PTH —473g (3 animais) (Fig. 6).
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Fig. 6: Grafico representativo das médias + do peso dos animais durante o experimento (p

<0,05).

Nas andlises morfométricas dos cortes em H&E, foi possivel verificar a

presenca de alteracdes significativas nos grupos irradiados em comparacdo ao

Grupo CONT, através da analise da area da cortical Ossea lingual do 2° molar

(Fig.7), a qual se apresentou maior no Grupo CONT (Fig.8). O Grupo CONT em

comparacdo ao Grupo RAD apresentou maior drea dssea e nimero de osteoclastos

na regidao de furca do 1° molar respectivamente (Fig. 9,10,11,12), além de maior

drea dssea na tibia (Fig. 13).

i Ao, i A

Cortical- CONT

Cortical- RAD

LR
Cortical- RA

Fig. 7: Fotomicrografias obtidas dos trés diferentes grupos dos cortes da cortical palatina

do 2° molar, furca(F), dentina (D), polpa (P), cortical palatina (CP) e cortical vestibular

(CV). H&E 25X.

21




Resuttades

1400000
1200000
1000000

~ 800000

£

3 500000
400000
200000

0

Area Cortical Palatina
a

CONT RAD

RAD + PTH

Fig. 8: Grifico representativo das médias + desvio padrdo da area dssea da drea da

cortical lingual do 2° molar (p < 0,01).
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Fig. 9: Fotomicrografias obtidas dos trés diferentes grupos dos cortes da regido de furca
do 1° molar. Dentina (D), polpa (P) e tecido ésseo da furca (OF), ligamento periodontal
(LP). H&E 50x.
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Fig. 10: Grifico representativo das médias + desvio padrdo da drea éssea na regido de

furca do 1° molar (p < 0,05).
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Fig. 11: Fotomicrografias obtidas dos trés diferentes grupos dos cortes da regido de furca

do 1° molar, tecido 6sseo (TO), osteoclastos (setas). TRAP 100X.
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Histoquimica para TRAP
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Fig. 12: Grafico representativo das médias + desvio padrao da contagem de osteoclastos/

pmz (TRAP) na regido de furca do 1° molar (p < 0,01).
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Fig. 13: Gréfico representativo das médias + desvio padrao da drea dssea nos cortes da

tibia (p < 0,05).

Nao houve diferencas significantes na contagem de ostedcitos na tibia
entre os diferentes grupos (Fig. 14), assim como nao houve diferencas entre a drea
Ossea da tibia do Grupo CONT e Grupo RAD+PTH (Fig.13). Entretanto, em uma

andlise histoldgica qualitativa pode-se perceber a presenca expressiva de tecido
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adiposo, nos espagos medulares dos Grupos RAD e RAD+PTH em relacdo ao

Grupo CONT (Fig.15).
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Fig.14: Grifico representativo das médias + desvio padrio do nimero de ostecitos/ pm®

nos cortes da tibia (p <0,

05).
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Fig.15: Fotomicrografias de cortes da tibia (epifise superior), os quais foram corados com
H&E. CONT - tecido 6sseo (TO), presenca de ostedcitos (O) e espacos medulares
contendo apenas tecido medular (M). 100X. RAD - tecido dsseo (TO) presenca de
ostedcitos (O) nas trabéculas dsseas, contendo muito tecido adiposo (asteriscos) em meio
a pouco tecido medular (M). 100X. RAD+PTH - tecido 6sseo (TO), com a presenca de
vérios ostedcitos (O), constituido por espacos medulares com pouco tecido medular (M) e

muito tecido adiposo (asteriscos). 100X.
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Nas andlises estatisticas referentes aos pesos das pecas, mandibula (hemi)

e tibia, foi observado diferencas apenas em relagdo ao peso da tibia, o qual foi

maior no Grupo RAD+PTH em compara¢do ao RAD (Fig. 16). Enquanto que na

pesagem da mandibula ndo houve diferencas entre os grupos (Fig. 17).
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Fig. 16: Grifico representativo das médias + desvio padrdo da pesagem das tibias (p <

0,05).
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Fig. 17: Griéfico representativo das médias + desvio padrio da pesagem das

mandibulas (p < 0,05).
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Nas andlises referentes aos ensaios mecanicos, s6 houve diferenca no
ensaio de resisténcia a compressdo, sendo a maior resisténcia apresentada pelo
Grupo RAD+PTH em comparacdo aos demais grupos (Fig. 18). Nos demais
ensaios resisténcia a flexao (Fig.19) e microdureza Knoop (Fig.20) nao houve

diferenca entre os grupos.
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Fig. 18: Grifico representativo das médias + desvio dos valores refrentes ao ensaio de

resisténcia a compressao (p < 0,05 e p < 0,01).
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Fig. 19: Grifico representativo das médias + desvio padrio referentes aos valores do

ensaio de resisténcia a flexao (p < 0,05).
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Microdureza Knoop

CONT RAD RAD + PTH

Fig. 20: Gréfico representativo das médias + desvio padrao referentes aos valores do

ensaio de microdureza Knoop (p < 0,05).

Na anélise referente ao volume Osseo, densidade da superficie Ossea e
espessura das trabéculas da mandibula ndo houve diferenca entre os grupos, sendo
amostra A (grupo RAD+PTH), amostra B (Grupo RAD) e amostra C (Grupo
CONT) (Fig. 21, 22 e 23).
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Volume 6sseo da mandibula (mm®)

Intervalo de Confianga

A g A A 3 B Amo
Fig. 21: Gréfico representativo das médias e intervalo de confianca referente aos valores

do volume 6sseo da mandibula (mm?) (p>0,05).
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Densidade da superficie 6ssea da mandibula (superficie
ossea/volume total — 1/mm)

Intervalo de Confianga

Amostra A Amostra B Amostra C

Fig. 22: Grifico representativo das médias e intervalo de confianca referente a densidade

da superficie dssea (p>0,05).
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Espessura das trabéculas da mandibula (mm)

Intervalo de Confianga

0,43 0,47 0,45

Amostra A Amostra B Amostra C

Fig. 23: Grifico representativo das médias e intervalo de confianca referente aos valores

do didmetro das trabéculas ésseas (mm) (p>0,05).

Na anélise referente a densidade da superficie dssea e espessura trabecular
da tibia ndo houve diferenca entre os grupos, sendo amostra A (Grupo
RAD+PTH), amostra B (Grupo RAD) e amostra C (Grupo CONT) (Fig. 25 e 26).
Entretanto, o Grupo RAD+PTH (A) apresentou maior volume 0sseo, € apesar de
ndo haver diferencga estatisticamente, houve uma tendéncia do Grupo Controle (C)

apresentar maior volume ésseo em relacao ao Grupo RAD (B) (Fig. 24)
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Volume ésseo da tibia (mm®)

Intervalo de Confianga

Amostra A A 3 B Amo
Fig. 24: Grifico representativo das médias e intervalo de confianga referente aos valores

do volume 6sseo da tibia (mm?) (p>0,05).
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Densidade da superficie 6ssea da tibia (superficie
ossea/volume total — 1/mm)

Intervalo de Confianga

Amostra A Amostra B Amostra C

Fig. 25: Grafico representativo das médias e intervalo de confianga referente a densidade

da superficie 6ssea (p>0,05).
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Espessura trabecular da tibia (mm)

Intervalo de Confianga

A 0,27 A 0,22 A 0,20

Amostra A Amostra B Amostra C

Fig. 26: Grifico representativo das médias e intervalo de confianca referente aos valores

do didmetro das trabéculas ésseas (mm) (p>0,05).
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6 Discussao
No presente estudo, uma combinacdo de parametros morfoldgicos e fisicos

foi utilizada para avaliar o efeito da administracdo intermitente de PTH em
animais submetidos a irradiacdo de corpo inteiro. Alguns dos achados reforcaram
os efeitos anabdlicos do PTH e a acdo prejudicial da irradiacdo no tecido dsseo.
Entretanto, novas evidéncias foram levantadas, sugerindo a hipétese de uma nova
contra indicacao a administracao intermitente de PTH.

O numero acentuado de mortes apresentado pelo Grupo RAD + PTH
levanta a possibilidade de alguma interagdo nociva ou letal provocada pela
associacdo da irradiacdo de corpo inteiro e administra¢do intermitente de PTH.
Apesar da escassez de relatos cientificos, segundo a FDA € contra indicado a
utilizacdo de PTH em pacientes que foram submetidos a radioterapia envolvendo
0s 0ssos pelo maior risco de desenvolver osteossarcoma, incluindo também os que
apresentam a doenca de Paget e aumentos inexplicdveis de fosfatase alcalina
(Miller et al, 2004). Entretanto, diante do modelo de estudo apresentado
(irradiagdo corpo inteiro), do acentuado nimero de mortes de animais e dos
resultados obtidos, pode-se levantar a hipdtese de outros tipos de interacdes
nocivas entre PTH e a irradiacdo. Trabalhos que embasaram este estudo relatam
que a dose de 8 Gy corpo inteiro, por si s6 ndo € letal, mas hd ocorréncia frequente
da degeneracdo da medula éssea em ratos (Fajardo et al., 2001; Hosokawa et al.,
2007; Hosokawa et al., 2010).

Os efeitos da irradiagdo também dependem da porcentagem do organismo
que € exposto. Por exemplo, mais de 6 Gy costumam provocar a morte quando a
irradiacdo se distribui sobre toda a superficie corporal (The Merck Manual-a),
sendo que os resultados deste trabalho em conjunto com o que ji existe na
literatura (Fajardo et al.,, 2001; Hosokawa et al., 2007; Hosokawa et al., 2010)
mostraram que a radiagdo de 8 Gy ndo € letal. No entanto, quando se limita a uma
drea pequena, como acontece na terapia contra o cancer, € possivel aplicar 3 ou 4
vezes esta quantidade sem que se produzam danos graves no organismo. Mas, a
distribuicdo da radiacdo pelo corpo também € importante. Os tecidos constituidos

por células que se multiplicam rapidamente, como o intestino € a medula dssea,
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sd0 mais danificados pela irradiacio do que os tecidos cujas células se
multiplicam mais lentamente, como os musculos e o0s tenddes. Durante a
radioterapia contra o céncer, faz-se todo o possivel para proteger as partes mais
vulnerdveis do organismo, com a finalidade de poder utilizar doses mais elevadas
(The Merck Manual-a).

A distribuicdo da irradiacdo pelo corpo inteiro atua sobre Orgdos e
estruturas vitais, os quais podem vir a ser atingidos também em irradiagcdes
localizadas dependendo da sua proximidade a regido e nos casos em que eles sdo
os proprios alvos (The Merck Manual-a). Vdrias mudangas histoldgicas ocorrem
ap6s a irradiacdo incluindo perda de ostedcitos, auséncia de osteoblastos na
superficie Ossea, fibrose vascular e substituicio de medula 6ssea por tecido
adiposo (Arnold et al., 1995). Estas mudancas na estrutura Ossea interferem
diretamente no processo de remodelacdo Ossea (turnover), através desta via, o
PTH end6geno, na sua funcdo catabdlica, controla o nivel de cdlcio na corrente
sanguinea, ocorrendo uma incapacidade em mobilizar o célcio a partir dos 0ssos
(Bieglmayer et al., 2002; Quattrochi & Kourlas, 2004).

Outra via de acdo do PTH € por meio do intestino, no qual ele aumenta a
absor¢do de célcio através do aumento da producdo da vitamina D ativada. Esta
forma ativada de vitamina D aumenta a absorcdo de cdlcio pela via calbindina do
intestino (proteinas que se ligam ao cdlcio) (Coetzee et al., 2004). Entretanto, a
irradiacdo quanto atinge o intestino pode causar a sindrome aguda
gastrointestinal produzida a partir de doses menores de 4Gy, a qual provoca
grande desidratacdo. Inicialmente, a sindrome € provocada pela morte das células
que revestem o trato gastrointestinal (mucosa). Os sintomas persistem devido ao
desprendimento progressivo do revestimento mucoso e ao desenvolvimento de
infeccdes bacterianas. Finalmente, as células que absorvem nutrientes ficam
completamente destruidas, ocorrendo perda de sangue na zona lesionada, o qual
caminha para o interior do intestino, normalmente em grandes quantidades. Entre
4 e 6 dias depois da exposi¢do a radiacdo podem crescer novas células. Mas,
mesmo que assim seja, as vitimas que sofrem desta sindrome provavelmente

morrerdo em virtude de uma insuficiéncia da medula dssea, entre 2 € 3 semanas
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mais tarde (Paula & Foss, 2003; The Merck Manual-a). Portanto mais uma via de
regulacdo dos niveis sanguineos de cdlcio pelo PTH € atingida. Como neste
estudo, o PTH e a irradiagdao foram distribuidos sistemicamente, esta associa¢ao
tornou-se letal. As mortes no Grupo RAD+PTH, possivelmente, podem ser
explicadas pela ocorréncia de um quadro de hipocalcemia nos animais, causado
pela acdo nociva da irradiagdo ao intestino e ao tecido dsseo, somada ao efeito
anabdlico proporcionado pela administracdo de PTH que estimulou, através da
utilizacdo/incorporacdo de cdlcio, melhoras em algumas propriedades Osseas
encontradas nos resultados deste estudo.

A hipocalcemia pode afetar o cérebro e provocar sintomas neurolégicos
como confusdo, perda da memoria, delirio, depressdo, alucinagdes, apatia e
sonoléncia. Estes sintomas sdo reversiveis caso o cdlcio seja reposto. Uma
concentracdo extremamente baixa de cdlcio pode causar dores musculares e
formigamento nos 14bios, lingua, dedos das maos e pés. Também pode provocar
convulsdes e espasmos dos musculos da garganta (criando dificuldades na
respiracdo), assim como tetania (rigidez geral e espasmos musculares) nos casos
mais graves. Podem verificar-se alteragdes no sistema de condugdo elétrica do
coragdo, visiveis num electrocardiograma (The Merck Manual-b).

Os animais do grupo RAD+PTH apresentavam alguns dos sintomas
descritos como: desidratagcdo, apatia, sonoléncia e rigidez muscular, além de um
odor caracteristico de infec¢do, os quais sedimentam a hipétese da ocorréncia de
hipocalcemia, a qual justifica de maneira elusiva a morte destes animais e contra
indica a admistracdo de PTH apoés irradiacdo de corpo inteiro e até mesmo em
irradiacOes localizadas adjacentes a determinados 6rgdos, como o intestino. Este
resultado € de extrema importancia, pois existem muitas perspectivas com relacao
a este hormodnio, pois tem sido mostrado que o PTH aumenta a massa 6ssea sem
causar severos efeitos colaterais (Neer et al., 2001).

A viabilidade do modelo de estudo utilizado no presente projeto foi
confirmada por alguns parametros avaliados, nos quais foi possivel verificar a
presenca de alteracdes significativas entre o tecido dsseo do Grupo CONT em

comparag¢do ao Grupo RAD, com menor drea 6ssea em todas as regides analisadas
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e menor ndmero de osteoclastos, o qual pode estar relacionado a uma redu¢do na
remodelagdo dssea, confirmando os relatos descritos na literatura das alteracdes
histolégicas adversas que ocorrem no tecido dsseo pos irradiacdo (Marx 1983;
Arnold et al., 1995). Entretanto, as diferencas na sobrevida dos animais do Grupo
RAD em relagdo ao Grupo RAD + PTH mostram que a dose de irradiacdo (8 Gy)
administrada por si sé ndo foi letal, sendo compativel com outros relatos
encontrados na literatura (Hosokawa et al., 2007; Hosokawa et al., 2010).

Apesar de haver diferenca na area Ossea da tibia apenas entre o Grupo
CONT e RAD, foi possivel verificar através de uma anélise histolégica qualitativa
a presenga de tecido adiposo nos espacos medulares apenas nos Grupos que foram
irradiados. Tal fato ja havia sido documentado anteriormente através de estudos
que mostram as alteracdes histoldgicas promovidas pela irradiacdo (Kiyohara et
al., 2003).

O PTH tem acgdo direta em osteoblastos e seus precursores 0s quais
contem receptores para este hormonio, estimulando proliferacao, diferenciacio e
sobrevivéncia destas células (Dean et al., 2005; Jilka, 2007; Aggarwal & Zavras,
2012), podendo explicar o maior peso das tibias apresentado pelo Grupo
RAD+PTH em relagdao ao Grupo RAD. A ac@o do PTH em osteoblastos tem sido
alvo de diversos estudos que mostram uma complexidade de vias de sinalizacdo
reguladas por este hormonio, culminando ou ndo em anabolismo 6sseo (Swarthout
et al., 2002; Ferrandon er al., 2009; Datta & Abou-Samra, 2009). Embora o PTH
exerca efeito anabdlico em vdrias espécies e modelos experimentais, a
sensitividade de ossos de diferentes partes do esqueleto a este hormonio parece
variar, pois tem sido mostrado que mandibulas sdo menos sensiveis as agdes
anabdlicas do PTH do que os ossos longos (Hunziker et al., 2000; Liu et al.,
2009). Muito da atual informacdo sobre os efeitos do PTH nos ossos craniofaciais
deve ser obtida de estudos de outros o0ssos, o que explica as melhoras dsseas
apresentadas pela administracdo de PTH, apenas no peso da tibia e no ensaio de
compressao do fémur, sem evidenciar resultados significantes no osso mandibular

(regido da cortical e da furca).

41



Désewssac

Os dados obtidos através da uCT novamente sedimentam as informacdes
j& descritas na literatura sobre a maior sensibilidade ao PTH pelo ossos longos
(Hunziker et al., 2000; Liu et al., 2009). O maior volume ésseo da tibia
encontrado no Grupo RAD+PTH, evidencia o efeito anabdlico do PTH nestes
ossos. Este resultado pode justificar em parte o maior peso também encontrado
neste osso durante a pesagem das pecas (tibia e hemimandibula), além de explicar
a ndo ocorréncia de diferengas na drea Ossea da tibia no Grupo RAD+PTH em
relagdo aos outros grupos, pois o volume se refere a uma andlise tridimensional,
enquanto a area € apenas bidimensional.

O melhor resultado apresentado no ensaio de resisténcia a compressao pelo
Grupo RAD+PTH € mais um fator que ressalta a maior sensibilidade de ossos
longos ao PTH. Outro fator relevante deste resultado estd nas suas implicagdes,
pelo fato da compressdo produzir quantidades considerdveis de stress e tensdo.
Um exemplo caracteristico de objeto submetido a esforcos de compressao sio as
colunas dos prédios, que recebem, na mesma dire¢do de seu eixo, as cargas acima
delas. Portanto, este exemplo pode ser transposto para o fémur, osso longo, o qual
também recebe forcas na mesma direcdo de seu eixo das cargas presentes acima
dele, tanto quando uma pessoa ou animal encontra-se na posi¢do vertical, como
também durante os movimentos de caminhada e corridas.

Trabalhos mostram que administracdo intermitente de PTH além de
aumentar a densidade mineral 6ssea em mulheres com osteoporose (Neer et al.,
2001) e em ratos ovariectomizados (Andersson et al., 2001), aumentou também a
resisténcia de ossos longos a fratura (Komrakova et al., 2010). Nakajima e
colaboradores (2002) verificaram que a dose diaria de 10pg/kg significantemente
aumentou a resisténcia mecanica de calos de fratura em fémures de ratos,
enquanto a dose de 2ug/kg nao teve efeito significante.

Virios estudos direcionam-se em entender o mecanismo anabdlico do PTH
no tecido 6sseo. Este hormoénio parece ter um efeito amplo, alterando diretamente
ou indiretamente a expressdao de diversos genes e por diferentes vias, por este
motivo o PTH tem sido o alvo de vérias pesquisas. Alguns trabalhos tém mostrado

um papel critico da via de sinalizagcdo Wnt no efeito anabdlico induzido pelo PTH
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(Bodine et al., 2007; Kramer et al., 2010). A via de sinalizagdo Wnt, assim como
as proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) sdo criticas para a osteoblastogénese,
porque elas fornecem o estimulo inicial para o comprometimento de progenitores
mesenquimais em direcdo a linhagem osteobldstica. A expressdo do gene Sost
resulta na producdo da proteina Esclerostina pelos ostedcitos e esta proteina € um
potente antagonista de BMPs e da via de sinalizacdo Wnt. PTH parece reduzir a
expressao de Sost em ostedcitos, e estimular desta forma os efeitos pro-
osteoblastogénicos (Bellido et al., 2005).

Portanto, existem muitas perspectivas com relacdo a este hormodnio, o qual
até o momento, aumenta a massa 0ssea sem causar severos efeitos colaterais, ou
seja, sem grandes contra indicagdes. Portanto, novas investigagdes sobre o efeito e
mecanismo de a¢do do PTH no tecido 6sseo sadio e irradiado sdo importantes.
Ademais, este trabalho promove um novo direcionamento em relagdo aos
possiveis efeitos adversos da associacdo de PTH e irradiacdo de corpo inteiro, ou
acometendo Orgdos vitais, sendo necessdrios novos e aprofundados estudos para

determinar de forma definitiva o tipo de interacdo nociva ocorrida.
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7 Conclusao

No modelo experimental utilizado neste trabalho, foi possivel concluir que:
» A administracdo intermitente de PTH apds irradiagdo de corpo inteiro é
capaz de melhorar alguns parametros referentes a qualidade 6ssea;
» O uso de PTH em ratos sumetidos a irradiacdo de corpo inteiro pode ser

letal.
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