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O objetivo deste trabalho foi avaliar, histolégica ¢ radiograficamente,
o efeito da calcitonina de salmfo sobre a cicatrizagiio de defeitos Gsseos
circunscritos, criados cirurgicamente em f8mur de coelhos saudaveis. Estes
foram divididos aleatoriamente em dots grupos: controle (n=12) e tratado
{n=12). O grupo controle nfio recebeu qualquer substincia durante o
gxperimento, enquanto que no grupo tratado foi aplicada dose diaria de 2
Ulkg de calcitonina por via intramuscular. Os animais foram sacrificados
nos periodos de 7, 14, 21 ou 28 dias apds a criaglio dos defeitos dsseos. As
areas radiolicidas destes foram medidas, em mum’, através de um programa
de computador denominado Auto-Cad, demonstrando que estas, em média,
foram menores no grupo tratado, mas estatisticamente significantes apenas
nos periodos intermedidrios de 14 e 21 duas.

Histologicamente, aos 7 dias, os defeitos Osseos do grupo tratado
apresentaram uma maior neoformagfio dssea. Aos 28 dias, houve a
formacgdo de um 0sso menos compacto no grupo controle. No entanto, aos
i4 e 21 dias, os resultados foram semelhantes entre os dois grupos. Os
resultados obtidos neste trabalho possibilitaram inferir que a caleitonina de
salmio acelerou o processo de cicatrizag@io 6ssea em defeitos circunscritos,

baseados nas analises radiograficas e histologicas realizadas.

Palavras-chaves: ossos-defeitos - coetho como animal de laboratério -

calcitonina de salmio - 0ssos-regeneragéo






O objetive 1deal da teraputica periodontal € a regeneracfio das estruturas

perdidas pela doenga periodontal, preconizando formacglo de novo cemento, novo

Hgamento e novo osso atveolar™ ™.

Tém sido preconizadas para o tratamento local das perdas 6sseas as seguintes

terapluticas pertodontais: curetagem dos defeitos, descontammnagfio radicular e

13,2148 14.71,58

enxertos 0sseos associados ou ndo ao uso de membranas e utilizacio de

biomateriais, como hidroxiapatita, tricalcio fosfato e cerfimicas™. Mas, devido a

resultados controvertidos sobre a eficicia dessas téenicas reconstrutivas ' '°

, Outros
recursos vém sendo utilizados para aumentar a capacidade indutora dos tecidos de
suporte, acelerando a proliferacio celular e sintese de matriz dssea, como os fatores
de crescimento, difosfanatos e calcitonina™ "™,

A calcitonina, conhecida ha mais de trinta anos, consiste em um horménio
polipeptidico secretado pelas células parafoliculares tiroideanas em  mamiferos,
que causa hipofosfatemia e hipocalcemia™ ™' E utilizada no tratamento de
distirbios associados 4 grande reabsor¢fio Ossea, como a doenca de Paget,
osteoporose pos-menopausa e hipercalcemia maligna®'®>""™ | A calcitonina pode
ser natural ou sintética e os seus meios de aplicacfio podem ser subcuténeo, retal,
nasal ¢ intramuscular, sendo estes dois {iltimos os mais efetivog'> 8028102

Sua a¢do consiste na unifio aos receptores dos osteoclastos, alterando suas
estruturas responsaveis diretamente pela reabsorco 0ssea, as zonas clara ¢ de borda
em escova . Seu efeito hipocalcdmico esta relacionado a redugfo do nimero de
osteoclastos € as alteraghes funcionais nas células clasticas, como reduglo da
motilidade plasmatica e interferéneia nos processos de endocitose, enocitose ¢

8,72.7%

mterdigitaciio celular . Alguns autores também relataram um efeito anabdlico

da calcitonina, relacionado ao aumento da atividade osteoblastica ¢ da

: o : (o y BI87497,115
mineralizagdo do tecido ostedide™ " .
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Em vista disto, alguns estudos "in vivo" foram realizados com o objetive de
se avaliar o efeito da calcttonina sobre defeitos 0sseos circunscritos, apresentando
resultados conflitantes. ZIEGLER & DELLING (1969)'"* observaram aumento da
osteogénese apoés aplicagdo sistémica de caleitonina, concordando com os achados
de outros autores oMY Por outre lado, outros autores como FOSTER &
KRONMAN (1974, Mc DAVID et al. (1977)°, UBIOS et al. (199" ¢ mais
recentemente NOCITI Jr. (1997)%, ndo encontraram efeitos significantes quando da
utilizacio do hormdnio.

Pelos resultados controversos apresentados na lteratura em relaglo ao
potencial osteogénico da calcitonina e pela possibilidade da utilizagdo clinica deste
hormdnio no tratamento periodontal regenerativo, este trabalho objetiva vertficar o

efeito anabélico da calcitonina em defeitos 6sseos circunscrifos.






it

Este capitulo tem por objetivo descrever, inicialmente, os fendmenos biologicos
da remodelaglo oOssea. Os ualtimos trés topicos abordam as caracteristicas
farmacoldégicas do medicamento e a sua a¢fo no metabolismo Gsseo, através de uma

revisfic de estudos em humanos e laboratoriais “in vitro™e “in vivo”,

HREMODELACAO OSSEA
Apesar de sua aparente forma sélida e inerte, o osso € provavelmente o mais

dindmico ¢ complexo dos tecidos conjuntivos do corpo, possuindo, junto com a
cartilagem, trés fungdes bdsicas: suporte mecinico e muscular para locomogio,
protegdo para érglos vitais ¢ medula 6ssea, e reserva metabdlica de ions calcio e
fosforo para o organismo’.

Cerca de 80% da massa esquelética consiste de osso cortical ¢ 20% de osso
trabecular ou medular, tendo este uma area de superficie cinco vezes maior, o que €
importante caso se considerem a dindmica do calcio e a renovagdo do osso. A parte
organica do tecido 6sseo € constituida de coldgeno tipe 1, proteoglicanos, sialoproteina,
fosfatase alcalina, osteonectinga ¢ osteocalcina, sendo o componente inorgénico
formado principalmente pela hidroxiapatita™®.

Em cortes histologicos do osso, identificam-se trés tipos principais de células:
ostecblastos, ostedeitos ¢ osteoclastos. Os dois primeiros surgem de células primitivas
no  mierior do  tecido conjuntivo do  mesénquima, denominadas células
osteoprogenitoras e os osteoclastos sdo formados a partir de células da medula
hematopoiética, 0s mesmos precursores dos mondcitos e macréfagos”™

Durante toda a vida, a massa Ossea sofre renovagfio continua por processos
celulares bem regulados de formaglio e reabsor¢lio, realizados em unidades

microscopicas individuais, os Osteons. Num certo tempo, estes processos cessam

simultancamente e a condigdo do tecido 6sseo representa o resultado de um balango
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entre eles. Este fendmeno ¢ chamado de “coupling” (emparelhamento) de formagcio e

reabsorgio™®°!,

A reabsorcBo € a remogfio dos componentes minerais € orgdnicos da matriz
extracelular pela aglo direta dos osteoclastos, reguladas por mediadores fisiolagicos,
patol6gicos ou farmacologicos, envolvendo basicamente quatro etapas™ ™.

Iormagdio de osteoclastos progenitores no tecido hematopoiético, disseminagéo
vascular destas células ¢ geraglio de pré-osteoclastos restantes e osteoclastos no tecido
O5580.

Jyativagdio dos osteoclastos na superficie do osso mineralizado. Embora os
osteoclastos sejam as principais células reabsortivas, € o osteoblasto que contém os
receplores para os principais agentes de reabsorgéo (paratorménio, eicosandides, 1,25
dihidroxivitamina D5 ¢ citoquinas), factlitando o acesso dos osteoclastos na superficie
ossea, sintetizando colagenase e plasminogénio que atuam na exposicdo da matriz
mineralizada, ¢ degradando a matriz desmineralizada quando exposta pelos
psteoclastos.

Hosteoclastos ativados reabsorvendo o 0sso € criando cavidades, as lacunas de
HOWSHIP, por mecanismos moleculares e bioquimicos complexos, como polarizagio
celular, desenvolvimento de proje¢Ses da membrana celular (borda em escova) ¢
produgdio de enzimas proteoliticas.

$idesativacio dos osteoclastos, O periodo de reabsorcdo osteoclastica leva cerca
de 10 dias. Entdo, os osteoclastos desaparecem das lacunas, que sfio ocupadas por
células mononucleares, originadas de suas fissdes. Os mecanismos responsaveis pela
desativaciio englobam a liberagfio de fatores de crescimento e fons célcio e fosfato.

A formagfio do osso € um processo prolongado que leva meses para ser efetuado
através de eventos celulares, incluindo proliferagdo de precursores dos osteoblastos,
ativaglio gquimiotatica dos osteoblastos para os sitios do defeito e sintese de coldgeno e

outras proteinas. As fibrilas de coldgeno dispOem-se regularmente e produzem uma
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matriz organica, denominada tecido ostedide, no interior da qual deposifam-se massas
amorfas de fosfato de célcio. Posteriormente, os ions hidroxido e bicarbonato sio
acrescidos & fase mineral, formando cristais maduros de hidroxiapatita. A medida que
o 0350 completamente mineralizado acumula-se ¢ envolve o osteoblasto, este diminui
sua atividade ¢ transforma-se em ostedcito. Portanto, a atividade osteoblastica ¢ apenas
ohservada ao longo das superficies do osso, sejam elas lamelas concéntricas de osso
cortical ou lamelas lineares das trabéculas inferiores™' .

A formaglo Ossea pode ocorrer por ossificacdio mntramembranosa, através do
desenvolvimento direto do osso de células mesenquimais ou por ossificagio
endocondral, através da proliferagfio de células mesenquimais, condrocitos, hipertrofia
e calcificaciio; a cartilagem calcificada € reposta por osso, que €, entdo, remodelado.
Porém, os tecidos Osseos resultantes sfo semelthantes, independente do mecanismo de

formagao®',

INCALCITONINA - COMPORTAMENTO QUIMICO-BIOLOGICO

Em 1958, foi evidenciado um hormdnio que controlava a hipercalcemia. No
entanto, a existéncia da calcitonina foi reconhecida somente em 1962, quando Copp et
al. demonstraram a liberagio de uma substincia que diminuia o nivel plasmatico de
calcio apos perfusBio das glindulas paratireoideanas de cdo com  sangue
hipercalcémico'”.

A calcitonina € um hormdnio polipeptidico circulante secretado a partir de um
pré-pro-hormdnio de 17.000 daltons nas células parafoliculares ou “C” da tiredide dos
mamiferos ¢ nas glindulas ultimobranquiais de pequenos veriebrados. De cadeia
simples, a calcitonina é constituida de 32 aminodcidos ¢ tem peso molecular de 3300
déltons. Sua configuraglio bioguimica consiste de um anel dissulfeto no N-termmal ¢

. . 1 1,9,32,58,79.103, 100
prolincamida no C-terminal ,
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A parte biologicamente ativa da molécula provavelmente reside na sua porco
central, embora evidéneias indiquem a necessidade de toda a cadeia peptidica™”. A
estrutura molecular da atividade da calcitonina ainda nio & completamente
compreendida, mas parece que a conformacgho de o-hélix e flexibilidade
conformacional sfo importantes para a atividade do horménio®’.

A calcitonina endégena circula no plasma em concentragdes de 10 a 100 pg/ml e
aumenta de 2 a 10 vezes apds elevaclio aguda de apenas lmg/dl do nivel sérico de
célcio. Sua meia-vida € de menos de 1 hora, sendo degradada e depurada pelo rim e
excretada via urina’,

O papel preciso da calcitonina endégena no metabolismo Gsseo ainda ndo é

estabelecido™

. Apesar das incertezas a respeito do seu papel no ser humano, ¢la €
provavelmente um importante regulador do célcio plasmatico nos animais inferiores
aq&étis:osg, Nos vertebrados inferiores e nos mamiferos, € possivel que a calcitonina
desempenhe papel em diversos processos relacionados ao calcio, como lactacdo,
produgiio de cascas de ovos ¢ protegiio do esqueleto contra a reducdio de calcio
ocasionada pela gravidez. Portanto, nfo se pode desprezar a possibilidade da
calcitonina participar sigoificantemente da homeostase esquelética, através da
regulacfio do processo de remodelagdio Ossea, estabilizando ou anmentando o conteddo
mineral no osso cortical e medular™™'" . A elevaciio dos niveis plasmaticos de célcio ¢
¢ principal estimulo para a secregio da calcitoning, no entanto, o grau de resposta
ohservado em diferentes egspécies estd relacionado 4 sua necessidade de evitar o
deserrvolvimento de hipercalcemia’.

A massa ossea diminui em pacientes com defici€ncia de calcitonina congénita
ou adquirida, sugerindo uma participacio do horménio na conservagdo ossea. A
calcitonina endogena torna-se importante quando o esqueleto € exposto a fatores que
aumentam a reabsorgdo oOssea, ftais como excesso de paratormbnic  no

hiperparatireoidismo _priméri()wg; dai, conclui-se que a calcitonina é um antagonista
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fisiologico do paratorménio em relagdo ao calcio, pois causa hipocalcemia. No
entanto, em relaglo ao fosfato, possui o mesmo efeito hipofosfatémico, independente
da queda de cdlcio. O fosfato que abandona o liquido extracelular provavelmente

penetra no osso” 0%

. Estes efertos sfio devidos a inibigdo 6ssea osteoclastica ¢
influéneia na fungo renal, causando natrivria, fosfattria ¢ calcinria®™.

A calcitonina fem sido encontrada em mais de 15 espécies de animais, mas
somente quatro tipos € um andlogo s#o usados clinicamente: tireoideanas (porcina e
humana), sintetizadas em 1968; salmdo, sintetizada em 1969; enguia ¢ um anglogo,
sintetizado e 19757, Em cada espécie ocorre variagio consideravel da estrutura
conformacional, embora a extensdo peptidica seja semelhante™. A calcitonina de
salmdo ¢ a forma mais largamente uttlizada na terapéutica por ser de 50 a 100 vezes
mais potente que a dos mamiferos e por ser ativa no homem™ ", A alta efetividade
da calcitonina de salméo em relagfio a do mamifero ocorre por sua meia-vida longa e
resisténeia a degradacio pelo plasma ¢ a alta afinidade aparente da calcitonina de
salmdo para receptores teciduais especificos deve contribuir importantemente para a
alta poténcia do hormodnio “in vivo™*, Apds injeclio intramuscular ou subcuténea, a
biodisponibitidade da calcitonina de salmfio ¢ cerca de 70% ¢ as concentracdes
plasmaticas méaximas sfio obtidas em uma hora. A meia-vida de eliminagfio ¢ de 70 a
90 minutos, sendo seus metabélitos excretados até 95% via renal’.

Aprovada como urn agente antiresorptivo pela FDA, em 1985, a calcitonina de
salmio possui uma sequéncia de aminoacidos diferente em relaglio & porcina e a
hurnana, portanto anticorpos especificos desenvolvem-se em proporgio significante de
pacientes tratados. Mas controvérsias permanecem na importncia funcional destes;
alguns autores acreditam que possam causdr resisténcia a calcitonina, enquanto Qutros
afirmam que nflo ha esta relagfo, pois a resisténeia & calcitonina ocorre também em

) o . . A x GBTE
pacientes tratados com a calcitonina humana, que ndo € antigénica™ .
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Por ser rapidamente degradada pelos sucos gastricos, a calcitonina é usualmente
3,67

administrada por via parenteral, como subcutfinea, endovenosa ¢ intramuscular
Estas vias podem propiciar ¢ surgimento de efeitos adversos como nauseas, alergia,
ruborizaco, polifivia, calafrios, reagbes de hipersensibilidade, taquicardia, hipotensio
e colapso apds administragdo a longo prazo e repetidamente. Segundo O’DOHERTY
et al. (19903, estes efeitos desagradaveis, mas suaves e passageiros, aparcceram em
77% dos pacientes, sendo severos o suficente para interromper o tratamento apenas em
15% deles. Mas, segundo WALLACH (1994)" exceto pela ocorréncia rara de
urticaria oun reacfio anafilatica, nenhuma toxicidade orgénica de qualquer espécie de
calcitonina tem sido relatada,

O surgimento desses efeitos adversos tem limitado o uso da calcitonina por
longo tempo, surgindo, portanto, vias alternativas como supositorio retal e spray nasal.
Como vantagens desta uUltima, temos: a eliminacfo do desconforto de repetidas
mjegdes, menores reacles adversas, efeito analgésico, menor tempo de repouso e
manutencéio do potencial terapéutico. Alguns autores relataram que a administragfio

. A s . 1
nasal methora consideravelmente a tolerincia e aceitacio da droga'™"™"

, apesar de
WIMALAWANSA (1993)'* afirmar que o grau de absorcio pela mucosa nasal para a
circulagio ¢ variavel e o beneficic pequeno. No entanto, REGINSTER (1993)%
demonstrou a geragfio de anticorpos anti-calcitonina de salmo no plasma e aumentos
significantes nos niveis plasmaticos do hormdnio apds o spray nasal, comprovando sua
absorgfio.

O efeito hipocalcémico aparece, em média, seis horas ap6s a administragfio da
droga, mas dosagens continuadas diminuem seu efeito, tornando a utilidade clinica da
calcitonina limitada porque os pacientes tornam-se refratirios ao horménio apds
muitos dias, caracterizado pela perda de efetividade da droga. Este fato tem sido
denominado “fendmeno de escape” e € atribuido ao hiperparatireoidismo secundario e

. . . . . £ . N
formagiio de anticorpos, que neutralizariam a calcitonina™””; outra atribuigio a este
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fendmeno esta relacionada a saturagfio dos sitios de ligaciio da calcitonina na superficie
dos osteoclastos, pela diminuigdo do nlimero ¢ sensitividade destes receptores™ . Com
frequéncia, observa-se este “fendmeno de escape™ apés 12 horas de administracfio da
droga e uma resisténcia ao horménio deve ocorrer apos 12-18 meses de tratamento
continuado’. Para atrasar ou evitar esta resisténcia, foram instituidos esquemas de
administracdo ciclica ou descontinuada™, onde os dias subsequentes da néo aplicagfo
da droga devem ser suficientes para recuperar a sensibilidade dos receptores a
calcitoning’®.

A calcitonina age principalmente na prevencdo da reabsorclo 6ssea, mas a
descoberta da presenga de calcitonina em vérios locais do corpo, como hipotdlamo e
em células derivadas da crista neural, que contém aminas neurotransmissoras, levanton
a possibilidade dela possuir propriedades analgésicas independentes dos efeitos
periféricos no osso 2%, Estudos afirmam que a calcitonina aumenta os niveis de p-
endorfina no plasma, agindo a nivel hipotaldmico e/ou pituitario, mas nem sempre esta
liberaco de endortina ¢ observada, parecendo haver uma implicagdo de sexo e/ou dose
%:mpregadaﬁ,

O principal fator relatado com a atividade hipocalcémica da calcifonina esta
diretamente relacionado a sua capacidade de se umir aos receptores localizados na
superficie das células reabsortivas, 0s osteoclastos’*,

A lgag8o da caleitonina aos receptores na membrana plasmética ¢ seguida por
clevacho do nivel intracelular de AMPe, o qual funcionaria como 2° mensageiro,
iniciando wma parte da agio da calcitonina. Os processos intracelulares subsequentes
permanecem obscuros, mas parece que o seqliestro de calcio nas mitocdndrias com
conseqitente reducdo de sua concentragdio no citoplasma age como mecanismo para
reduzir o efluxo de cilcio das células Gsseas para o liquido extracelular’. Isto sugere
que o AMPc e o calcio intracelular agem como segundos mensageiros por mibigfo

funcional induzida pela calcitonina™*®.
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A acho da calcitoning nos osteoclastos refere-se a alteragles morfolégicas,
quimiotaticas e funcionais. Segundo REGINSTER (1991)°, apdés 30 minutos de
administragfo da droga, a calcitonina, agindo sobre as projegles citoplasmadticas
denominadas de bordas em escova e secundariamente na zona clara, faz com que os
osteaciastos movam-se em direcio coniraria ¢ distante da superficie dssea.

A calcitonina possut dois efeitos no comportamenio dos osteoclastos, que sfio
distintos e mediados por ativagdo de sitios separados na membrana dos osteoclastos:
efeito “Q7 ¢ efeito “R”. O efeito "Q”, chamado guiescente, dura em média 15 minutos
e causa diminuiciio gradual da motilidade citoplasmatica (endocitose, enocitose
enzimatica e interdigitacdo celular), enrugamentc da margem, migragfo celular ¢
diminuigfio da biberacdo de enzimas pelo movimento granular. O efeito "R", com
tempo médio de aglo de 27 mmutos, causa retragdio gradual dos pseudépodes, gerando
uma reducfio absoluta da superficie da area para 60% da original, minimizando a
superficie de contato entre a célula osteoclastica e o osso'"*"*'®!!! Segundo ZAIDI et
al. (1990 a motilidade e preservagio da drea de contato sdo essenciais para a
reabsorglo ossea.

A calcitonina também reduz o nimero de osteoclastos por bloqueto da fuséio de
células mononucleares da medula, progenitoras dos osteoclastos” ¢ causa fissdo dos
osteoclastos, transformando-0s em células mononucleares™. No entanto, algumas

q Eurl L4 B d
19 ¢ aredugfio do nimero de osteoclastos ndo

cétulas mononucleares séio reabsortivas
necessariamente corresponde a diminuig8o do nivel de reabsorclo Ossea, pois oufros
potentes inibidores da reabsorcfio Gssea, como os bifosfanatos, aumentam o nimero
destas celulas, mas estas ndo sdo ativas ~.

Como consequéneia dessas alteragdes, possivelmente ocorre interrupglio da
reabsorgfio 6ssea, podendo ocasionar algoma remineralizaco da superficie exposta,

. . ’ - a 236 £
surgindo um osso mais denso com menor namero de cavidades de reabsorglio™. Além
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da aglic sobre os osteoclastos, a calcitonina parece também estimular a atividade

osteoblastica e aumentar a remineralizacdo do tecido ostedide”™ .

HNDHCALCITONINA - ESTUDOS EM HUMANOS

Administrada primeiramente em humanos no ano de 1966, a caleitonina, por
suas propriedades antiosteocldsticas, antiinflamatorias e analgésicas, tem sido
amplamente empregada nestes Gltimos trinta anos para tratamento de distrbios
clinicos ¢ bioldgicos caracterizados por excessiva remodelacio Ossea, como
osteoporose pos-menopausa, doenga de Paget e hipercalcemia maligna®!7#"¢778.7%83.86,
" Também ¢ um agente ideal para tratamento de outras doencas metabdlicas, como
mieloma multiplo, perda dssea provocada por imobilizago, distirbios neurodistréficos
¢ pancreatite aguda™", melhorando as anormalidades bioguimicas e
histopatologicas”.

Dentro do complexo de reabsorgiio dssea, a caleitonina contrapde-se 3 ostedlise,
mas muitos dos achados do mecanismo de acfo foram observados em alto “turnover”
dsseo, on seja, com alto grau de remodelagdio dssea’ ™. Realmente, segundo GENNARI
et al. (1994)”, a calcitonina age mais eficazmente em pacientes com alto “turnover”,
correspondendo a mais ou menos 30% das pessoas tratadas, ocasionando aumento da
massa dssea por 1,5 a 2 anos. Mas, em pacientes sauddveis, onde o “turnover” &
balanceado com igual quantidade de formacdo e reabsorglio, estimou-se aumento de
o350 de 9,1 mg/UI nas primeiras 24 horas, apés administragfo de uma dose Gmuca de
50 UI de caleitonina de salmao™ . Resultado ndo compartilhado por THAMSBORG et
al. (1993 que, utilizando dose finica de 200 U1 de calcitonina de salméo, via nasal,
nido observaram alteragdes positivas na formacio 6ssea.

O interesse clinico pela calcitonina, principalmente a de salmdo, iniciou-se em

1972, quando este peptideo foi mostrado ser efetivo no tratamento da doenga de

'?ageiw. Também denominada osteite deformante, esta doenga é uma condigo
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osteodistréfica comum, caracterizada por ostedlise progressiva, seguida por
cicatrizaclo Gssea desorganizada, classificada radiograficamente como osteoporose
circunscrita. A calcitonina de salméo, utilizada no pré-operatério, pode reduzir a
vascularidade e a atividade da doenca do osso afetado, reduzindo o “turnover” dsseo®
e, durante tratamento crbnico, os pacientes adquirem efeitos benéficos, como alivio da
dor e reversdio de deficiéncias neurolégicas™. No entanto, apos 06 meses, o hormonio
tende a perder sua efetividade em 75% dos pacientes'".

MURPHY & HADDAD (1980)* trataram pacientes com osteite deformante
com doses de 0,5 mg/dia de calcitonina humana por 10 a 45 meses. Analises
radiogralicas ¢ bioquimicas demonstraram eficiéncia do hormbnio na cicatrizago da
fase osteolitica da doenga.

Em 1982, SPINKS et al.™, apos acompanhamento por 05 anos de pacientes com
doenga de Paget tratados com doses didrias de até 10 Ul de calcitonina humana
sintéfica, constataram que nfo houve correlaclio da reducdo do grau de “turnover”
Ossep com o aumento da massa 0ssea.

Pacientes com doenca de Paget foram tratados com doses tnicas de 400 UL via
nasal ¢ 1, 10 ou 1000 Ul via subcutinea. O'DOHERTY et al. (1990)¥ concluiram
que as. pequenas doses tiveram efeitos significantes, principalmente em pacientes com
pequenos graus de "turnover” 0sseo.

NUNZIATA et al. (1993)%, tratando 15 pacientes com doenga de Paget com
calcitonina por frés meses, notaram uma tredugdo de 50% npa excrecio de
hidroxiprolina, um dos marcadores bioguimicos de reabsorcfio Ossea e aumento
significante nos niveis de vitamina D.

Pelo fato da calcitonina plasmatica ser mais baixa na mulher ¢ declinar com a
idade, HEATH & SIZEMORE (1977)” propuseram que este horménio teria papel-
chave na patofisiologia da osteoporose, a qual ¢ estimada ocorrer em 15% das

mulheres na fase pos-menopausa; e em 1985, apds a publicacio de um estudo feito por
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WALLACH et al. (1977)'™, a calcitonina foi aprovada pela FDA, nos Estados
'Efn_idﬁsg como droga efetiva no tratamento da sindrome osteoporotica. Mas foi no ano
de 1992 que houve uma repercussdio favordvel pela calcitonina como agente
teraputico em distarbios Osseos, pois vendas mundiais do produto excederam 900
milhdes de dolares, sendo 85% destinados a tratamento da osteoporose pés-
menopausa .

MAZZUOLI et al. (1986), utilizando injecSes intramusculares didrias de 100
U de caleitonina de salmo no tratarnento de mulheres com osteoporose, observaram
aumento significante no contetido dsseo. Além do efeito inibidor da reabsorgio Gssea,
acreditou-se¢ mna possivel estimulacfio osteoblastica pela calcitonina. REGINSTER
(1991)°, tratando pacientes osteoporéticos com doses maiores de calcitonina diaria
{5000 UI) durante dois anos, notou redugfo da perda d6ssea lombar. No entanto, apesar
da sua propriedade em aumentar ou estabilizar 0 conteido mineral do osso cortical ¢
medular, evitando fraturas vertebrais ¢ de outras regides, o efeito na formacfo dssea
OoOITe temparari_amentes AL 61

OVERGAARD et al. (1993)”, em um estudo duplo-cego, analisaram a resposta
de diferentes doses de calcitonina de salmfio, viaz intra-nasal, em mulheres
osteoporGticas, através de par@metros de massa Ossea ¢ indice de fratura. Houve uma
reduclio deste ¢ também uma resposta dose-dependente relacionada ao hormébnio,
representada por aumento de 1% no conteGdo 0sseo mineral para cada 100 Ul de
calcitonina,

HODSMAN et al. (1993)" nfio encontraram nenhuma alteragio nos marcadores
biogquimicos de formagdio (fosfatase alcalina, osteocalcina e procolageno 1) e somente
uma modesta atenuacgio da reabsorgfio 0ssea em pacientes osteopordticos tratados com

calcitoning na dose diaria de 75 UL
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Tratamento da osteoporose com pequenas doses intermitentes de calcitonina de
salmdo (500 mg/dia) mais célcio durante 36 meses foi preconizado por REGINSTER
et al. (1994)", repercutindo em um aumento da densidade 6ssea mineral.

REGINSTER et al. (1995}, usando doses ciclicas de 100 on 200 UL via retal,
em pacientes osteoporéticas, durante 12 meses, inferiram ue este tipo de tratamento
possibilitou 2 prevengdo da perda 6ssea pos-menopausa. No mesmo ano, RICOY,
comparando pacientes osteopordticos tratados com calcitonina mais célcio ou calcio
somente, durante 12 meses, concluiu, por densitometria Ossea, a efetividade da

calcitonina na remodelag@o Ossea cortical € medular.

IVYCALCITONINA - ESTUDOS LABORATORIAIS “IN VITRO”

O mecanismo da reabsorcéo dssea tem sido extensivamente estudado “in vitro”,
através de métodos de cultura orglnica de osso fetal ¢ embrifio de roedores ou por
metodologia mais especializada de 1solamento de osteoclastos do tecido (’)ssea”; esta
propicia a analise das células clasticas sem a influéneia do microambiente do osso,
tomando-se um modelo experimental apreciavel no estudo da resposta dos osteoclastos
a variados estimmulos® ™.

Neste tipo de preparagdo, 0s osteoclastos permanecem dispersos sobre um
substrato plastico ou dsseo. Com esta téenica, CHAMBERS (1982)"* comprovou uma
acdio direta da calcitonina no osteoclasto, visualizando um efeito agudo do horménio.
A adigio de concentracdes de calcitonina de salmfo em populagbes isoladas de
osteoclastos de ratos foi seguida de uma transformagdio no comportamento e
caracterfsticas morfolégicas destas células. A motilidade cessou, o citoplasma
contraiu-s¢ gradualmente e as células adquiriram uma aparéneia neuronal. Em
osteoclastos humanos, a caleitonina, apés 30 minutos de administracdo, também
causou alteracBes morfoldgicas nos osteoclastos, evidenciadas pela retragfo da borda

s . . v . . 93
em escova, diminugindo a drea de contato das células clasticas com o tecido 0sse0™.
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Outros estudos também comprovaram a agfo da calcitoning sobre a redugfio no

niimero de osteoclastos” >

¢ na motilidade celular, reduzindo a capacidade reabsortiva
destas céhulas® %" No entanto, TAKAHASHI et al. (1995Y° notaram que as
células osteocldsticas recobraram sua motilidade citoplasmatica e fun¢do reabsortiva
apos 4 a 8 horas de administragdo do hormdnio.

Estudos bioquimicos sobre o efeito da calcitonina sobre o microambiente dsseo
tambeém foram realizados, analisando-se  a producgfo de AMPc, o fluxo de célcio ¢
alteracOes enzimaticas. Nesse aspecto, vérios autores comprovaram o aumento da
produclo de AMPe pela acfio da calcitonina, intensificando, assim, a inibigfo do
processo reabsortivo’ 4

O mfluxo de calcio com conseqgiiente aumento de sua concentracdo no interior
dos osteoclastos € responsavel pela retracfio destas células e subseqliente desadaptaciio
da superficie do osso, inibindo o processo de reabsorcio™'™. O calcio extracelular,
provocado pelo efluxo de calcio, também € responsdvel por suprimir a reabsorgdo, ¢
por ativar a entrada de célcio para o mterior das células clasticas através da abertura
dos canais de célcio'™. Sob este enfoque, HARELL & EILAM (1979)" ¢ EILAM et
al. (1980) notaram aumento no influxo de célcio nas células osteocldsticas apds
administracio de calcitonina, reduzindo-se o potencial reabsortivo destas células;
resultado também encontrado por outros autores 120

No compartimento criado entre o tecido 6sseo ¢ as protrusdes da borda em
escova dos osteoclastos ocorrem processos enzimaticos mmprescindivels para a
atividade reabsortiva'"?. Alguns estudos feitos neste sentido notaram a redugfio destas
enzimas pela agiio da calcitonina®™' ",

Como pdde ser observado, hd uma evidéncia comprovada da ag8o inibitéria da
calcitonina sobre a reabsorcfio Gssea, agindo nas células osteoclasticas. Mas, o papel
anabolico da calcitonina é controverse, pois ainda ndo se definiu sua agdo sobre as

células formativas, como os fibroblastos e osteoblastos™. No entanto, RAO et al.
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(1981)” #m reportado que algumas regibes das células osteobldsticas possuem
receptores  especificos para a calcitonina, sugerindo acfio direta parcial nos
osteoblastos. Segundo ITO et al. (1987)", a estimulaghio da formagfo Ossea ocorre
quando a calcitonina € administrada antes do inicio da osteogénese, provocando um
aumento no nimero de células osteobldsticas, que ¢ o determinante primario do grau
de formagfo 6ssea.

Em 1979, EKELAND & ENGESAETER”, analisando a influsncia da
caleitoning de salméo na cicatrizacfio de microfraturas em coelhos, observaram 20% a
mais de formacfo Ossea em relagdo ac grupo controle. Mas em 1984, EKELAND et
al.”* analisando a influéncia da dose didria de 3 Ul/kg de calcitonina de salmdo no
metabolismo do coldgeno da pele em camundongos, notaram  redugfio na sintese de
coldgeno apos 20 dias de agdo do hormdnio.

Em 1987, 1TO et al™ utilizaram calcitonina em linhagens celulares com
capacidade para diferenciarem-se em osteoblastos “in vitre”, obtidas de camundongos
recém-nascidos. A caleitonina causou um aumento na atividade de fosfatase alcalina, o
qual é um marcador enzimético bem conhecido dos osteoblastos, sugerindo que o
hormonio estimulou a diferenciagfo osteobldstica.

FARLEY et al (1989)” analisaram a acdio da calcitonina sobre células
osteoblasticas de camundongos, observando efeitos anabdlicos induzidos pelo
hormonio, como aumento da proliferagfio osteobldstica e da fosfatase alcalina. Em
1991, este mesmo autor e seus colaboradores demonstraram efeitos similares, agora em
células osteoblasticas humanas™.

WALLACH (1990)'®, apoés acfio didria de calcitonina de salmfio sobre
fragmentos 6sseos desmineralizados implantados subcutaneamene em ratos, notou
aumento da quantidade de cartilagem e de tecido dsseo formado, bem como

remineralizagio dos fragmentos desmineralizados.
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BADURSKI et al. (1991)° observaram crescimento de fibroblastos e formacéo
de colageno em coethos, apos doses didrias de 2 Ulkg/dia, similar 4 dose terapéutica
humana (1 a 2 Ul/kg/dia). Resultados semelhantes foram obtidos por LUPULESCU
(1973Y" ¢ LUPULESCU & HABOWSKY (1978)*, com uma concentraco de 64 Ul
de calcitonina agindo sobre fibroblastos ¢ formaclio de coldgeno em coethos, ¢ por
BUCSI & ASHTON (1994)'%, que também constataram estimulaciio fibroblastica pelo
hormonio,

Em sintese, a diminuic@o da reabsor¢do Ossea causada pela calcitonina através
da aclio direta nos osteoclastos causa uma proporcional reducdo na formacgio dssea,
principalmente em regimes didrios prolongados de administracio do horménio™.
Porém, em contraste com estas observages, estudos "in vitro” ¢ "in vivo" relatados
anteriormente t€m mostrado que a calcitonina estimula ¢ crescimento do colageno ¢
dos tecidos cartilaginoso e 0sseo® ' Juntos, estes achados paradoxais sugerem as
seguintes hipoteses. A calcitonina exerce duas categorias de efeitos na formag#io dssea:
uma imbigdo a longo prazo, causada indiretamente pela diminuicfio da reabsor¢do

4ssea & um efeito anabolico direto nas células osteoblasticas”®.

VICALCITONINA - ESTUDOS LABORATORIAIS “IN VIVO”

Em 1967, WASE et al.’”_ utilizando altas doses diarias de calcitonina, via
subcutdnea, por periodos de tempo relativamente longos (até 25 dias), observaram um
aumento do desenvolvimento do osso cortical em ossos longos de ratos e coelhos
normais, ou seja, sem quaisquer alteragbes sistémicas, ¢ MARX et al.(1972y"
especularam a pc}ssibiiidade de estimulacfio osteobldstica por este horménio. Outra
explicaclio mais detalhada for dada por BARON & SAFFAR (1977) apés analisarem
a acio da calcitonina sistémica nas doses de 5 Ul/kg/dia em hamsters adultos normais.
Constataram, histologicamente, diminuic#io do niimeros de lacunas de reabsorgio nédo

scupadas pelos osteoclastos, o que caracteriza a chamada fase reversa, transitoria entre
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a reabsorcdio e a formagio ativa. Conseglientemente, com a reducdo desta fase, o
periodo de formagdio Ossea iniciaria mais rapidamente.

A vpartir destes trabalhos iniciais, varios outros foram conduzidos com o
propdstto de elucidar a agfio da calcitonina no tecido 6sseo. Para tal, utilizou-se de
diferentes modelos animais e diferentes metodologias: indugfo de fraturas,
imobilizagdio ¢ confecglo de defeitos ou aglo indireta, por indugfio de alteragGes
hormonais ¢ medicamentosas® 1

Como o presente trabalho baseia-se no estudo da agfio da calcitonina sobre
defeito dsseo provocado, a revisdo deste tdpico serd enfatizada por investigacies desta
natureza.

BOURNE (1944)"” ¢ MELCHER & IRVING (1964)° foram os primeiros
autores a introduzirem a metodologia de perfuragdes dsseas definidas para o estudo da
reparacio dssea. BOURNE (1944)" estudou o reparo de um defeito de 1 mm que
abrangia a cavidade medular. A seqiiéncia histolégica durante os 14 dias de
cicatrizacdo fot marcada pela presenca de hemorragia, organizacio do coagulo,
deposicdo de coldgeno, trabeculado ostebide na camada proliferativa do peridsteo,
fechamento periosteal do defeito e preenchimento deste com osso frabecular,

MELCHER & IRVING (1964)” descreveram um modelo de reparo de um
defeito dsseo de 1-2 mm de profundidade, gue se comunicava com a cavidade
medular. As observagdes histologicas incluiram a formago de calo subperiosteal, nova
formagfo dssea, calo endosteal para selar o defeito no lado medular, preenchimento do
defeito com calo fibroso. O calo subperiosteal foi remodelado e transformado em osso
compacto. Os autores nfo delimitaram o tempo em que estes fendmenos ocorreram.

PALLASCH (1968)"" ja afirmava que este modelo de defeito circunscrito era
ideal para ¢ estudo de diferentes substincias no cursoe da cicatrizagBo 0ssea, pois
glimina a interferéncia de fatores mecénicos, como o deslocamento de fragmentos

¢sseos. Para tal, este autor provocou um defeito de 2,5 mm de profundidade ¢ 1 mm de
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largura pela mtroducfio de uma broca tronco de cone invertido na diafise da face lateral
do fémur de ratos, até atingir a cavidade medular. Os cortes histologicos analisados
microscopicamente demonstraram o preenchimento completo do defeito com calo
fibrose no perfodo de 7-14 dias. Este, aos 21 dias, transformou-se em um pegueno ¢
discreto foco de tecido mole. Na 3* semana o foco coalesceu para formar 2 ou 3 focos
largos. No periodo entre a 6° ¢ a 12° semana, os focos transformaram-se em uma
cavidade localizada centralmente preenchida com tecide mole e delimitada por um
periosteo espesso e uma fina camada endosteal. O reparo ainda € incompleto apos 12
semanas, quando se mnicia a deposiciio de osso lamelar.

ZIEGLER & DELLING (1969 induziram defeitos 6sseos de 0,8 mm de
difmetro no fémur de ratos tratados com 50 Ul de calcitonina, sistemicamente, durante
& semanas. Os resultados histologicos demonstraram aumento do processe de
osteogénese.

MANTZAVINOS & LISTGARTEN (1970)* estudaram o efeito do implante de
1,5 mg/ml (7.2 Ul/ml) de calcitonina impregnada com 5% de gelatina. A proposta
desta ¢ possibilitar uma hiberagdo lenta do hormdnio, estendendo sua acdo por um
tempo mais longo. Este implante foi colocado na calvaria de ratos normais. Os animais
foram sacrificados aos 7, 14, 30 e 60 dias pés-operatorio. A analise histolégica infermu
transformacoes significantes no grupo tratado, baseadas na formacfio de novoe 0sso,
depositado sobre o osso lamelar pré-existente ¢ separado deste por uma linha
aposicional basofilica distinta. O novo osso apresentava estrutura mais irregular,
porém altamente celularizada. Aos 7 dias, numerosos osteoblastos alinhavam-se sobre
# superficie 6ssea, principalmente na regifo imediatamente abaixo do implante. Aos 14
dias, a atividade osteoblastica aumentada persistiu, resultando, nos periodos finais de
30 e 60 dias, em uma quantidade maior de osso formado no grupo tratado com

implante. Como resultado geral, os autores concluiram que a aplicacdo toépica de
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calcitoning possibilitou a estimulaglio do crescimento dsseo “in vivo”, principalmente
na periferia do implante.

DELLING & GLUECKSELIG (1971)* analisaram o potencial osteogénico de
100 Ul de calcitonina porcina, via subcutfnea, injetada diariamente, no reparo de
defeitos Gsseos circunscritos de 1,5 mm de difmetro na tibia de ratos. Os aspectos
histologicos demonstraram uma aceleraciio da regeneracfio dos defeitos corticais,
representado pela formagfio de osso trabecular na primeira semana e diminuigSo dos
osteoclastos na superficie periosteal do calo neoformado. Na tercetra semana, 76,2%
do defeito estava preenchido com calo 6sseo no grupo tratado com calcitonmma. Apds 6
semanas havia 0sso neoformado nos grupos tratado € controle,

ZIEGLER & DELLING (1972)'", utilizando-se de uma broca dental,
confeccionaram defeitos dsseos circunscritos de 1,8 mm de dimetro na tibia de ratos,
até atingir-se a por¢do medular, Apos administracdo subcutdnea diaria de 100 Ul de
calcitonina porcina, notou-se, histologicamente, que no periodo de trés semanas o
preenchimento com calo 0sseo (0sso esponjoso) foi duas vezes maior em relagfio ao
grupo controle, No periodo fmal de seis semanas, o calo 6sseo reduziu nos grupos
tratado ¢ controle, nfio havendo diferenga histologica entre eles, concluindo que o
efeito da calcitonina somente & observada no periodo critico de 3-4 semanas.

FOSTER & KRONMAN (1974 foram os primeiros estadiosos a analisarem o
potencial de reparo da calcitonina tépica em alvéolos pds-extragfio, verificando se o
hormdnio promoveria ou nfio uma formago 6ssea mais acelerada. Para tal, utilizaram
lojas cirGirgicas das regides dos terceiros pré-molares extraidos, em clies, como sitios
teste. Estes foram preenchidos com esponja de coldgeno embebida em calcitonina (0,8
mg/mi-7,.2U0/ml). Cada animal serviu como seu proprio controle, sendo a regido do
quarto pré-molar designada para tal. Os espécimes foram removidos aos 30 e 60 dias
para andlise microscopica. Histologicamente, no 30° dia o sitio controle demonstrou

presenca maior de 0850 mais maduro e estruturas mais organizadas e numa visdo mais
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detalhada, osteoblastos e ostedcitos e quantidade consideravel de tecido ostedide foram
observadas. O grapo tratado exibiu proliferacfo acelerada de osso imature com a
presenga de wm munero maior de oélulas, porém menos diferenciadas em relagiio ao
grupo controle. Aos 60 dias, os sitios experimentais apresentaram-se altamente
trabeculados, fracamente organizados e com mais coldgeno em relagfio ao controle.
Portanto, nos sitios teste houve proliferacio 6ssea, mas os sitios controle demonstraram
mator quantidade de tecido ostedide ¢ aprecidvel grau de organizagéo.

Me DAVID et al. (1977)” avaliaram o efeito da calcitonina aplicada localmente
em defeitos dsseos provocados na tibia de ratos com brocas montadas em alta rotagfo.
Qs defeitos, estendidos até a porclio medular, foram preenchidos com esponjas de
gelfoam embebidas em 0,4 Ul de calcitonina de salmfio. Apos sacrificio aos 2, 4, 8 ¢
12 semanas, a anslise histolégica ndo demonstrou efeito aprecidvel na cicatrizacdo
ossea quando da utilizagfio do horménio.

GURKAN et al. (1983 observaram a acio de injecdes diarias de 0,5 Ulke de
calcitonina de salm#io, aplicadas subcutaneamente durante 14 e 28 dias, no processo de
reparo de alvéolos pos-extracdo em ratos. As lojas cirtrgicas cicatrizaram-se em 4
semanas nos grupos tratado ¢ controle, ndo demonstrando participacdo do horménio na
aceleracéio do grau de mineralizagio.

UBIOS et al. (1991)'%, também em alvéolos pés-extracio de ratos, estudaram
os efertos da aplicacdo intraperitoneal didria de 0,14 Ul/100g durante 14 dias, sendo a
primeira dose dada logo apds a cirurgia. Apds o perfodo experimental, as mandibulas
foram analisadas radiograficamente, observando-se uma radiopacidade de quase todo o
alvéolo nos grupos tratado e controle. OUs defeitos Osseos no grupo tratade com
calcitonina foram ocupados por osso trabecular, mas em menor grau em relaglo ao
controle. Este autor concluiu, por parmetros mais sofisticados, que apesar da
calcitondna ndo estimular a formacAo 6ssea, acelerou o processo de cicatrizacdo por

estimular a remodelacio do tecido 0sseo.
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NOCITI Jr. (1997) avaliou, histomorfometricamente, o efeito da calcitonina de
salmiio no processo de reparo de defeitos dsseos provocados em fémur de coelhos,
apos a colocacfo de um implante dental de titnio. Os resultados histolégicos foram
semelhantes entre os grupos controle e tratado em todos os periodos analisados (7, 14,
21, 28 ¢ 42 dias). Por outro lado, os dados histométricos de neoformaciio ossea foram
significantes para o grupo controle nos periodos de 7 ¢ 14 dias (p<0,01) e aos 42 dias
para ¢ grupo tratado (p<0,01).

A periodontite € caracterizada por aumento na reabsorgio dssea e decréscimo na
formacio do tecido 6sseo, por estender a duragfo da fase reversa, que € a intermediaria
entre a reabsorgfio e formacfio, inibindo ou blogueando a atividade osteoblastica® .
Partindo-se deste principio, surgiram, praticamente no final dos anos 70 e inicio dos
anos 80, alguns trabalhos com a finalidade de se estudar a agfo da calcitonina na
doenga periodontal, uma vez que foi postulado que este hormdnio poderia retardar a
perda 6ssea, diminuindo a fase reversa’,

EL-KAFRAWY & MITCHEL (1976)” avaliaram a ac¢do de doses de 0,8 Ulkg
de calcitonina porcina em ratos com doenga periodontal induzida. As doses foram
aplicadas durante um més, sendo injetadas subcutaneamente apenas durante cinco dias
consecutivos de uma mesma semana, preservando, entdo, um intervalo de dois dias
entre cada periodo. A analise histologica ndio demonstrou qualquer efeito significante
do hormdnio na histomorfologia dos tecidos periodontais ¢ nfo interferiu
positivamente 1o progresso da doenga periodontal, apesar de constatagfio de seu efeito
hipocalcémico.

Subsequentemente, SHAMASH (19?"7)89 comparcu o grau de nova formacfio
dssea na cicatrizacio de defeitos dsseos apds cirurgia periodontal com ¢ sem a
aplicagho de calcitonina. Para tal, foram criados, cirurgicamente, defeitos 0sseos de
uma parede na regifiv de pré-molares e molares em macacos Rhesus. Apos oiio

semanas, em cada defeito de um guadrante foi implantado colageno microcristalino
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impregnado com solugfio gelatinosa de calcitoning porcina (0,36 UI). Nos outros
quadrantes, os defeifos foram preenchidos com implante sem calcitonina ou ndo
receberam o mplante ou foram controle. Aos 4, 8, 12 ¢ 16 semanas pés-operatério,
for medida a altura do defeito 6sseo, a partir da jungfio cemento-esmalte. Nas 8, 12 ¢
16 semanas, os tecidos foram analisados microscopicamente. O aspecto histologico
demonstrou mator nimero de osteoblastos e formacfio de tecido ostedide nos defeitos
tratados com calcitoning; no entanto, clinicamente, nfio houve diferenga significativa
na altura dos defeitos Osseos entre 0s grupos confrole ¢ tratado com a calcitonina.

J4 em 1984, SAFFAR & LASFARGUESY analisaram o efeito da calcitonina de
salmfo em hamsters, aplicada miraperitonealmente (3,5 Ul/kg) durante seis semanas,
em um modelo de periodontite induzida. A calcitonina néo reduziu significantemente a
extensfo da reabsorcdio dssea, mas diminuiy a extensfio da fase reversa em 75%
{p<0),02), provocando aumento significante na formacgfio do osso em 400% (p<0.03)

em relagfio ao grupo com periodontite nfo tratada e em 90 %, comparando-se com o

grupo controle (NS).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar, histolégica e radiograficamente,
a agdo da calcitonina de salméo sobre a cicatrizagio de defeitos 6sseos

circunscritos, criados cirurgicamente em fémur de coclhos saudaveis.
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DSELECAQO DOS ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados 24 coelhos fmeas adultos jovens Nova
Zelandia, com 4 meses de idade e peso médio de 2500 g, mantidos em gaiolas com
4gua e ragio balanceada a vontade’, em temperatura ambiente. Os animais foram
diferenciados através de demarcagdes numéricas na parte interna da orelha e divididos
aleatoriamente em dois grupos (controle ¢ tratado), sendo cada um deles subdividido
em quatro subgrupos de twés animais, de acordo com o periodo previsio para o
sacrificio (7, 14, 21 e 28 dias).

INHFASE CIRURGICA

Os animais de ambos os grupos foram pesados ¢ de acordo com seus pesos
corporeos, sedados com mnjeciio endovenosa de Urethane* (25%) a 0,8 g/kg. Para tal,
apds pequena tricotomia na regifio dorsal da orelha, aplicou-se xilol topicamente com o
proposito  de dilatacio da veia auricular e, através de um dispositivo asséptico
conectado a uma seringa descartavel, injetou-se lentamente o anestésico.

Apds a sedaciio, procedeu-se A tricotomia da regifio lateral da coxa, antissepsia
com aleool iodado e, com auxilio de um campo fenestrado autoclavado, expds-se a
area a ser operada. Com o auxilio de uma ldmina de bisturi n® 15, fez-se a incisfio de
aproximadamente 5 ¢cm de extensfio no sentido longitudinal do fémur até a exposicio
do tecido muscular gue, divulsionado, expds ¢ tecido 6sseo. Durante todo o ato
cirargico, o musculo foi cuidadosamente afastado para proporcionar livre acesso &

superficie dssea (Fig. 1)

*Purinz - S#o Paule/SP

*Sigma Chemical - MO - USA



Fig. 1. Exposigdo da superficie ossea do fémur, apos divulsdo e afastamento cuidadoso do
tecido muscular.

Utilizando-se de uma broca esférica de ago n° 06 de 1,5 mm de didmetro,
montada em um motor elétrico* de baixa rotagdo programado para 1500 rpm (Fig. 2),
foram realizadas trés perfura¢des em cada fémur até que a ponta ativa da broca
atingisse a cavidade medular (Fig. 3). Durante todo o ato e apos a cirurgia, irrigou-se
abundantemente a regido com soro fisiologico a temperatura ambiente (Fig. 2).

Apos o preenchimento dos defeitos com coagulo, o tecido muscular foi
recolocado sobre a area operada e suturado em massa com fio de algoddo® através de
sutura continua. A incisdo cutdnea foi suturada com pontos interrompidos simples com
o mesmo tipo de fio para, entdo, realizar-se nova antissepsia da area operada com

alcool 10dado.

*Dentec 405 N
‘Sutupark-Ethicon 4-0



Fig. 2. Inicio da criagdo dos defeitos Osseos com broca esférica de ago n” 6, irrigada
diretamente com soro fisiologico.

Fig. 3. Observagdo clinica dos defeitos Osseos circunscritos, apos o preenchimento
natural com coagulo sangiiineo. '



[I)DOSAGEM E APLICACAO DA CALCITONINA

Os coelhos do grupo tratado receberam doses diarias de 2 Ul/kg de calcitonina
de salmdo”, via intramuscular, por até 21 dias, sendo que a primeira dose foi aplicada
logo apos a cirurgia e as doses subseqtientes ministradas preferencialmente no mesmo
horario. Os animais do grupo controle ndo receberam aplicagdo de qualquer
substancia.
IV)OBTENCAO DAS PECAS E FIXACAO

Os animais foram sacrificados por inalacdo de éter sulfurico aos 7, 14, 21 ou 28
dias. Os fémures foram removidos, seccionando-se as articulagdes do joelho e quadril,
dissecados e mantidos em frascos com formol a 10% durante 24 horas.
V)OBTENCAO DAS RADIOGRAFIAS

Apoés o periodo inicial de fixagdo, os espécimes foram radiografados com o
feixe de raios-x* incidindo perpendicularmente aos defeitos, mantendo-se uma
distancia foco-filme' de 15 c¢cm, com tempo de exposi¢do de 0,3 segundos. As
radiografias foram processadas automaticamente.
VI)PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos serem radiografados, os espécimes foram recolocados na solucdo fixadora
por mais 24 horas, descalcificados em um recipiente contendo uma solugdo de
proporgdes iguais de acido formico a 50% e citrato de sodio a 20% durante 2 meses,
trocando-se a solug¢do a cada quatro dias. Efetuados os procedimentos laboratoriais de
rotina, cortes semi-seriados de 6 um de espessura, seguindo-se o longo eixo do defeito
6sseo foram obtidos, corados com H.E. e tricrdmico de Masson para, posteriormente,

serem analisados por microscopia optica comum**, com aumentos de 63 X ¢ 160 X .

"MIACALCIC - Laboratorio Sandoz/SA.
*FUNK RX 10 - 10 mA e 60 KV
YKODAK - ultra-speed

**ZEISS, West Germany
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VII)AVALIACAO HISTOLOGICA

A avaliagfio histologica limitou-se a descrigdo dos eventos ocorridos nos defeitos
0sseos, comparando-se os resultados entre os grupos controle e tratado por periodo de
sacrificio (7, 14, 21 e 28 dias).

VIII)PROCESSAMENTO DAS IMAGENS RADIOGRAFICAS

As radiografias obtidas foram lidas por um scanner’ com adaptador para
transparéncia - 2400 DPI, sendo as imagens devidamente identificadas e arquivadas
em disquete, com uma ampliagdo de 4 vezes.

IX)QUANTIFICACAO DAS IMAGENS RADIOGRAFICAS

As leituras das imagens radiograficas foram feitas em 08 radiografias de cada
grupo (controle e tratado), sendo 02 para cada periodo de sacrificio (7, 14, 21 e 28
dias), num total de 06 defeitos analisados por periodo. Para tal foi utilizado um
computador*, em “software” Auto-Cad’. Em cada imagem foi demarcado um ponto
fixo, aproximadamente no centro do defeito; a partir deste centro, estendeu-se uma
linha reta correspondente ao raio até encontrar uma faixa radiopaca bem definida (Fig.
4). Em seguida, era tragado um circulo, o qual delimitava a drea radiolucida em mm’,
como observado na Figura 3.

As medidas foram realizadas quatro vezes em cada defeito, a partir de um
mesmo ponto fixo pré-determinado, tragcando-se o raio em quatro dire¢des: acima,
abaixo, direita e esquerda. Destas 4 medidas, obteve-se uma média aritmética da area
de cada defeito. Com um total de 06 defeitos medidos para cada periodo, em ambos 0s
grupos, obtivemos, entdo, as médias correspondentes por periodo que foram
comparadas entre os grupos controle e tratado.

X)ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey para

"UMAX UC 1260
*DX4 - 100 Mhz, 16 MB RAM, HARD DISK 850 MB
SR12. for DOS, Cad OVERLAY, GSX 4.1
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comparagdo das médias das leituras radiograficas entre 0s grupos controle ¢ tratado,

verificando-se o nivel de significAncia em 5% (vide apéndice).

SRAATT A | Moor iginORigin OFT>: =Cancel=
Command : _circle 30 ZP/TTR Conter point>: Dlanster/Radius) 0.0941: _

Fig. 4. Tragado do raio lateral direito a partir do centro do defeito até a faixa radiopaca
bem definida.

TRATADO (7 DIAS)
LD3500

" i i - ‘ 2 ; 3 g : ;
Fig. 5. Delimitagdo e quantificagdo (em mm ) da area radiolucida do defeito osseo
circunscrito, realizadas pelo sistema Auto-Cad.



RESULTADOS
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I)ASPECTOS GERAIS
A)Observacdes Clinicas:

Dos 12 animais do grupo controle, 03 morreram antes do periodo de
sacrificio pré-determinado e 01 foi inutilizado por apresentar fratura nos dois
fémures. No grupo tratado, apenas 01 coelho foi sacrificado antes do periodo pré-
determinado, também pela presenga de fratura. Como ndo houve reposi¢do, o
experimento permaneceu com 08 animais no grupo controle e 11 no grupo tratado.
Esta distribuigdo desigual ndo interferiu com andlise estatistica dos dados
radiograficos, uma vez que os defeitos previamente selecionados foram divididos

equitativamente entre os dois grupos.

B)Peso dos animais:

Os valores médios entre os pesos final e inicial dos animais do grupo
controle ndo variou nos periodos de 14 e 28 dias, onde os animais mantiveram seus
pesos corporeos. No entanto, aos 7 e 21 dias, os animais deste grupo apresentaram,
em meédia, perda de peso (Tab. 1). Os animais do grupo tratado, em média,
ganharam peso durante os periodos de 21 e 28 dias, permanecendo inalterados os
pesos no periodo de 7 dias, enquanto no de 14 dias houve uma pequena redugdo
(Tab. 1).

Fazendo-se uma analise comparativa da variacdo meédia de peso entre os
animais dos dois grupos em cada periodo experimental (Graficos 1 ¢ 2), podemos
notar que houve perda de peso consideravel no grupo controle no periodo de 7
dias, diferentemente da invariabilidade ocorrida no grupo tratado. No periodo de
14 dias, o peso manteve-se constante no grupo controle, enquanto que no grupo
tratado, houve redugdo praticamente insignificante do peso corpdreo. Aos 21 dias,
os animais do grupo tratado ganharam peso, contrariamente a queda consideravel
deste observada no grupo controle. Finalmente, no periodo de 28 dias, os animais
do grupo tratado ganharam peso, embora em menor grau em relagdo ao periodo

anterior, ao passo que nos do grupo controle ndo houve variagdo de peso.
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Tab. 1. Valores médios dos pesos inicial e final (em g) dos animais dos grupos

controle e tratado obtidos em cada periodo experimental.

7 dias 2350 g 2200 g 2733 g 2733 g
14 dias 2350 g 2350 ¢ 2666 g 2633 g
21 dias 2400 g 2250 g 2300 g 2666 o
28 dias 2350 ¢ 2350 g 2650 g 2800 g

Grifico A. Comparacdo entre os valores médios dos pesos
final e inicial (em g) dos animais do grupo controle, durante
o periodo experimental de 28 dias.

peso ()

2400
2350+ |

2300+

2200+
21504

2100 <

7 dias

14 dias 21 dias 28 dias
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Griéfico 2. Comparagio entre os valores médios dos pesos
final e inicial (em g) dos animais do grupo tratado, durante
o periodo experimental de 28 dias.
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IRESULTADOS RADIOGRAFICOS
Fazendo-se uma andlise das médias das areas radiolucidas (em mm?®) dos
grupos controle e tratado (Tab. 2), podemos notar que houve uma redugdo destas
do periodo de 7 para o de 28 dias em ambos os grupos, com picos de érea
radiolucida no periodo intermediario de 14 dias.
Comparando-se os grupos entre si, pdde-se observar que, nos quatro
periodos estudados, as médias aritméticas das areas radiolicidas do grupo tratado
foram sempre menores em relagdo ao grupo controle. No entanto, esta diferenca foi

estatisticamente significante apenas para o periodo de 14 e 21 dias (p<0,05).

Tab. 2. Médias finais das areas radioliucidas (em mmz) dos defeitos
osseos dos animais dos grupos controle e tratado, obtidas
nos quatro periodos experimentais.

_periodo |  grupocontrole | grupo tratado
Tdias | - oos8» b O041*
14 dias 0,0779** 0,0510%*
21 dias 0,0648%% . no3ne
28 dias 0,0401* 0,0234*
*N.S.
#%p<(,05

Visualizando-se o grafico de linhas, relacionando a drea radioliicida
(em mm?) com os periodos de sacrificio, observa-se uma curva de reducdo da area
radioltcida semelhante entre os grupos controle e tratado. No entanto, no periodo
compreendido entre os 7 e 14 dias, a tendéncia de aumento da area radiolucida foi
menor no grupo tratado, configurando uma curva menos acentuada. Por outro lado,
no intervalo compreendido entre os 14 e 21 dias, o grau de redugdo da area
radiolticida foi maior no grupo controle, o qual pode ser visualizado pelo desenho
de uma curva descendente mais acentuada. Esta tendéncia perdurou até o periodo

final de 28 dias.
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Grifico 3. Comparacéo entre as curvas de reducio da drea ra-
dioliicida (em mm?) dos defeitos 6sseos dos animais dos grupos
controle e tratado durante o periodo experimental de 28 dias.
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IIHRESULTADOS HISTOLOGICOS

PERIODO DE 7 DIAS

1)Grupo controle:

A loja cirurgica encontra-se praticamente ocupada por tecido conjuntivo
neoformado bem vascularizado e rico em fibroblastos. Pequenas espiculas 6sseas
neoformadas podem ser observadas ao longo das paredes laterais e fundo da loja
cirargica (Fig. 6), exibindo numerosos osteoblastos em suas bordas (Fig. 7). Nas
areas mais externas, a loja cirirgica mostra tecido conjuntivo sem diferenciagéo

ossea.

2)Grupo tratado:

A totalidade da loja cirurgica encontra-se preenchida por tecido conjuntivo
neoformado. Ao longo de toda a extensdo da loja cirurgica evidenciam-se delgadas
trabéculas 0sseas neoformadas (Fig. 8), exibindo numerosos osteoblastos em suas
bordas (Fig. 9). Em alguns espécimes, podem ser observadas pequenas areas junto

a superficie externa com tecido conjuntivo sem diferencia¢do ¢ssea.
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PERIODO DE 14 DIAS

1)Grupo controle:

A totalidade da loja cirurgica acha-se preenchida por trabéculas Osseas,
geralmente delgadas, deixando amplo espago intertrabecular ocupado por tecido
conjuntivo bem vascularizado e rico em fibroblastos (Fig. 10). As trabéculas 6sseas
mostram em suas bordas numerosos osteoblastos (Fig. 11). Em outros espécimes
observam-se, junto as paredes laterais ou fundo da loja cirargica, trabéculas 6sseas
mais desenvolvidas. Entretanto, em alguns espécimes, ha presen¢a de poucas

espiculas 6sseas junto as paredes laterais da loja cirirgica.

2)Grupo tratado:

Em sua totalidade, a loja cirtrgica encontra-se ocupada por trabéculas Osseas
delgadas, porém mais organizadas em relagdo aquelas observadas no grupo
controle (Figs. 12 e 13). Junto as paredes laterais podem ser observadas, na maioria

dos casos, trabéculas osseas espessas € bem organizadas.

PERIODO DE 21 DIAS

1)Grupo controle:

A loja cirargica encontra-se, na maioria dos casos, totalmente preenchida por
trabéculas Osseas bem organizadas (Figs. 14 e 15). Em alguns espécimes,
trabéculas Osseas delgadas sdo observadas junto a area mais superficial, mostrando

amplo espago intertrabecular ocupado por tecido conjuntivo bem desenvolvido.

2)Grupo tratado:

A totalidade da loja cirtrgica acha-se preenchida por trabéculas o6sseas bem
organizadas (Figs. 16 e 17), mostrando, praticamente, as mesmas caracteristicas
observados no grupo controle. Em alguns casos, no entanto, observam-se ao longo

da loja cirargica, trabéculas dsseas mais espessas com canais medulares reduzidos.
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PERIODO DE 28 DIAS

1)Grupo controle:

A loja cirurgica acha-se, em sua totalidade, preenchida por trabéculas Osseas
espessas e bem definidas (Figs. 18 ¢ 19). Em alguns pontos, no entanto, podem ser
observadas areas ocupadas por tecido conjuntivo sem diferenciacdo Ossea,

notadamente proxima a superficie externa.

2)Grupo tratado:

Em todos os espécimes observam-se as lojas cirurgicas totalmente
preenchidas por trabéculas Osseas bem desenvolvidas € com canais medulares
definidos apresentando, entretanto, aspecto 0sseo mais compacto em relagdo ao

grupo controle (Figs. 20 e 21).
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Fig.6. Grupo Controle. 7 dias. Pequenas espiculas osseas neoformadas (E)
junto a parede lateral (P) da loja cirurgica (H.E. - 63X).

Fig.7. Grupo Controle. 7 dias. Presenga de osteoblastos () nas bordas
das espiculas osseas neoformadas (E). (H.E. - 160X)
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Fig.8. Grupo Tratado. 7 dias. Delgadas trabéculas osseas (T).
derxando amplo espago intertrabecular (I). (H.E. - 63X)

Fig. 9. Grupo Tratado. 7 dias. Trabéculas osseas (T) exibindo em suas
bordas numerosos osteoblastos (O). (H.E. - 160X)



Fig. 10. Grupo Controle. 4 dias. Trabéculas osseas delgadas (T) ¢
presenga de tecido conjuntivo (C) bem vascularizado ¢ rico em
fibroblastos. (H.E. - 63X)

Fig. | 1. Grupo Controle. 14 dias. Trabéculas osseas (T), exibindo numerosos
osteoblastos (O) em suas bordas (H.E. - 160X)



Fig. 12 . Grupo Tratado. 14 dias. Trabeculas osseas delgadas (T),
porém bem organizadas. ocupando a loja cirurgica.(H.E. - 63X)

Fig. 13. Grupo Tratado. [4 dias. Detalhe da figura anterior, mostrando
as trabéculas osseas bem organizadas (T). (H. E. - 160X)



Fig. 14. Grupo Controle. 21 dias. Loja cirurgica ocupada por trabéculas
osseas espessas (T). (H.E. - 63X)

Fig. 15. Grupo Controle. 21 dias. Detalhe da figura anterior, mostrando
as trabéculas oOsseas espessas (T). (H.E. - 160X)
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Fig. 16. Grupo Tratado. 21 dias. Loja cirurgica ocupada por trabéculas
osseas bem organizadas (t). (H.E. - 63X)

Fig. 17. Grupo Tratado. 21 dias. Maior aumento da figura anterior,
mostrando as trabéculas osseas bem organizadas (t). (H.E. - 160X)



Fig. 18. Grupo Controle. 28 dias. Loja cirtirgica. mostrando a presenga
de trabéculas osseas espessas ¢ bem definidas (t). (H.E. - 63X)

Fig. 19. Grupo Controle. 28 dias. Detalhe da figura anterior, mostrando
trabéculas dsseas bem desenvolvidas (t). (H.E. - 160X)
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Fig. 20. Grupo Tratado. 28 dias. Loja cirurgica totalmente preenchida por
tecido osseo bem desenvolvido (W), com canais medulares definidos (m).
(H. E. - 63X)

Fig. 21. Grupo Tratado. 28 dias. Maior aumento da figura anterior,
evidenciando tecido osseo bem desenvolvido (W) e a presenga de
canais medulares definidos (m). (H.E. - 160X)
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A calcitonina € encontrada em diversas espécies, mas a de salmio é a mais
utilizada” devido a algumas caracteristicas que a tornam altamente potente: meia-vida
longa, resisténeia a degradacfio plasmética e grande afinidade para receptores
especificos™ 0L,

As vias e os tempos de administraco da calcitonina, bem como as doses
utilizadas ainda sfio confroversos na literatura.

De acordo com O’DOHERTY et al. (1990), devido 4 degradacdio plasmatica
da calcitonina pela agfio dos sucos géstricos, ela € administrada via parenteral:
subcutinea, endovenosa ou inframuscular, Apesar de efeitos adversos como nduseas,

1% afirma

calafrios, alergia e ruborizagdo terem sido relatados™®’, WALLACH (1994)
que nfio ocorre toxicidade orgdnica apds administrac@io da calcitonina, mas apenas
raras reagbes de hipersensibilidade, que e¢stfio mais diretamente veiculadas a
administragio endovenosa’. Por estas razfes, alguns aufores sugerem o uso da
calcitonina na forma de “spray” nasal, o que melhoraria a tolerfncia orgénica a
droga' "™, apesar de WIMALAWANSA (1993)'”® afirmar que a administracfio nasal
redurz o potencial terapéutico da droga. No presente trabalho esses efeitos adversos nfio
foram notados.

No presente trabatho utilizamos a calcitonina de salmfo, via intramuscular, pela
facilidade de aplicacfio da droga ¢ melhor controle da dosagem, uma vez que a leitora
da mesma era realizada diretamente na seringa para insulina. Outro fator relevanie na
escolha da via de administracio seria a dificuldade de se realizar a aplica¢fo via nasal
eI animais.

Com relagdo 4 dosagem didria de calcitonina administrada em coethos, por via
intramuscular, h4 divergéncias entre os autores. REGINSTER et al. (1992)" fizeram
uso de 1 Ulkg, LUPULESCU (1973)® ¢ LUPULESCU & HABOWSKY (1978)*
administraram 64 Ul/kg, BADURSKI et al. (1991)° e NOCITI Jr. (1997)%° utilizaram a
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dosagem de 2 Ul/kg. No presente trabalho, seguiu-se a dose preconizada por
BADURSKI et al. (1991)° de 2 Ul/kg, via intramuscular, 0 que corresponde a
dosagem terapéutica em humanos.

Com relagdo ao tempo de administragio da droga, alguns autores relataram
perda de efetividade da calcitonina apds dosagens continuadas devido ao chamado

“fendmeno de escape™®”

, causado pelo hiperparatireoidismo secundario, formacdo de
anticorpos’’ ¢ saturagdo dos sitios de ligagdo da calcitonina na superficie dos
osteoclastos™.

REGINSTER et al. (1992)%, utilizando doses diarias de calcitonina em coelhos
durante seis semanas, observaram a produgdo de anticorpos especificos contra a
calcitoning, mas estes ndo diminuiram o efeito do hormdnio. Em nosso estude, como
aplicamos a calcitonina por um perfodo de até 21 dias, como proposto por
LUPULESCU (1973)®, acreditamos que nfio tenha ocorrido resisténcia a droga ou
perda de sua efetividade pela agfio de anticorpos, pois segundo BERNE & LEVY
{ %?9(})9, ¢ssa resisténcia a calcitonina deve ocorrer somente apos 12 a 18 meses de
tratamento continuado.

FREED et al. (1979)” afirmaram que a calcitonina causa perda de apetite
durante 24 horas em animais. E, realmente, para NOCITI Jr. (1997, os coethos que
receberam calcitonina de salmio perderam peso durante o experimento ¢ esta reducgfio
foi estatisticamente significante em relacfio ao grupo controle Entretanto, estes
resultados discordam dos encontrados por EL-KAFRAWY & MITCHEL (1976)" e
GURKAN et al. (1983Y°, que ndo verificaram perda de peso em animais que
receberam a droga e, sim, ganho de peso durante o experimento. Concordando com
estes autores, a maioria dos coelhos tratados com a calcitonina neste estudo, ganharam
peso durante o periodo experimental, sendo observado perda de peso em apenas um
animal. Este fato talvez possa ser explicado pelos efeitos analgésicos da calcitonina,
relatados por alguns autores, como BERNE & LEVY (1990)°, FRANCESCHINI et al.
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(1993)%, BODY (1994)" e KUSHIDA (1994), o que pode ter favorecido a
alimentagdo dos animais, por apresentarem um pds-operatorio mais favoravel.

Esse fato pode ser explicado também a partir dos relatos de FREED et al.
(1979 que, avaliando os efeitos de diferentes intervalos de tempo de administragdio
da calcitonina sobre a alimentagdo, concluiram que 0 ponto maximo de anorexia
pcorria quando as aplicagdes eram dadas de 4 a 8 horas antes da alimentaciio dos
animais. Ou sgja, os hordrios proxumos 4 alimentacdo ndo eram afetados. Neste
trabatho, cremos que nio houve este efeito adverso, uma vez que a ragfo era sempre
complementada duas vezes ao dia e as aplicagbes feitas sempre no mesmo horario.

As limitacBes das imagens radiograficas ndo nos possibilitam afirmar com
exatidio os resultados lustologicos, mas nos ddo 1déias dos fatos histologicamente
correlacionados. Algumas das limitagbes na andlise dos resultados radiograficos
basetam-se na sua caracteristica bidimensional, ndo possibilitando a observacio do
fechamento vertical do defeito criado, limitando-nos a avaliagfio da reducfio horizontal
da area radiolicida.

Outro fato a ser explorado € o método de medigio utilizado. O programa de
computador Auto-Cad possibilita a medigiio de uma drea circular regular ¢ bem
delimitada. No periodo inicial de 7 dias, o defeito ainda apresentava-se radiolicido,
com formato circular ¢ nitidamente demarcado, o que favoreceu uma medigdo mais
precisa. Por outro tado, a partir do 14° dia até o periodo final de 28 dias, as HimitagOes
deste método foram crescentes, uma vez que a area radiolicida tormava-se mais
irregular.

Portanto, para minimizar o erro de medicfio intra-examinador, propusemos
medir quatro vezes cada defeito, tragando-se os raios nos sentidos horizontal (esquerdo
e direito) e vertical (acima e abaixo). O raio era tragado partindo-se do centro do

defeito, previamente estabelecido pelo examinador e seguia uma das diregdes
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antertormente citadas at€ que encontrasse uma faixa radiopaca bem delimitada. Isto
feito, a drea circular radiolicida era determinada pelo computador em mm’.

Incontestavelmente, neste método de medigfio, dreas radiopacas e radioltcidas
eram desprezadas ou incluidas, principalmente nos defeitos mais tardios ¢ irregulares,
onde pontos radiopacos estavam presentes na area central, Acreditamos que as
medigbes com diferentes raios nunimizaram os erros de medida, decorrentes das
limitagGes do sistema utilizado, embora este seja relativamente novo na Odontologia,
nfio havendo, portanto, trabalhos relatados na lLiteratura que possam comprovar a sua
eficiéneia. Mas, com o aperfeigoamento deste programa, ajustando-o ao objetivo da
pesquisa proposta, talvez possibilite uma precisfio maior na mensuragéio da perda Ossea
radiografica, substituindo aparelhos de medicdo mais mecénicos, como o planimetro
polar. Por outro lado, dentro das limitagdes propostas pelo sistema Auto-Cad, pudemos
perceber resultados radiogrificos estatisticos significantes no grupo tratado em relagéo
ao controle, no que diz respeito 4 reduclo da drea radiolicida, nos periodos
intermediarios de 14 ¢ 21 dias.

(Js resultados histoldgicos deste trabalho basearam-se na andlise qualitativa da
cicatrizacfo de um defeito sseo circunscrito provocado, semelhante 4 metodologia
introduzida por BOURNE (1944)? ¢ MELCHER & IRVING (1964, E, segundo
PALLASCH (1968)", este tipo de defeito ¢ ideal para o estudo da acfo de diferentes
substéncias no proceso de cicatrizaglo 0ssea, pois a manutengo do coagulo sangiiineo
torna-se um pardmetro confiavel para a comparagio com 0s grupos teste.

Fm relacdio ao grupo controle, os aspectos histolégicos descritos seguiram as
cargcteristicas normais de cicatrizagfo dssea em defeitos circunscritos, como descrito
por diversos autores, dentre eles BOURNE (1944)", MELCHER & IRVING (1964)",
PALLASCH {1968)°e ZIEGLER & DELIING (1972)'.

Comparando-se os resultados entre os grupos controle e tratado no perjodo de 7

dias, pudemos notar uma diferenga na quantidade de tecido 6sseo neoformado, onde o
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namero de trabéculas dsseas foi maior no grupo que recebeu a calcitonina em relagio
a0 pequeno nimero de espiculas dsseas neoformadas encontradas no grupe controle.
Estes achados estdo de acordo com os relatos de DELLING & GLUECKSELIG
(19713, que demonstraram a formacdo de grandes quantidades de osso trabecular, ja
na primeira semana, em defeitos dsseos circunscritos no fémur de ratos, que receberam
mje¢do diaria de calcitonina. Uma hipdtese para a aceleracfo da neoformacio dssea é
dada por BARON & SAFFAR (1977Y, que relataram ser a inibigfio da fase reversa
pela calcitonina responsavel pelo inicio mais rapido da fase formativa. Por outro lado,
NOCITI Jr. (1997)%, analisando a influéncia da calcitonina de salméo no processo de
reparo de defeitos Osseos, em fémur de coethos, apds a colocacdo de um implante de
itdnio, ndo constatou efeito favoravel do horménio.

Aos 14 dias, os defeitos do grupo controle estavam preenchidos totalmente por
trabeculas Osseas delgadas, porém menos organizadas em relagdo ao grupo tratado,
contradizendo os resultados de UBIOS et al. (1991)'”, onde a quantidade de osso
trabecular foi maior no grupo que nfdo recebeu a calcitonina. Ainda em relagio a este
periodo, os relatos de Me DAVID et al. (1977)°° & de GURKAN et al. (1983)™ ndo
encontraram resultados positivos no grau de cicatrizacio Ossea apds a administraciio
do hormdnio,

J4 no periodo de 21 dias, os resultados histolégicos dos grupos controle e tratado
assemelharam-se, ou seja, ambos apresentaram um frabeculado 0sseo espesso € bem
organizado, preenchendo totalmente a loja cirGrgica. No entanto, para ZIEGLER &
DELLING (1972)'", a administragiio subcutéinea diaria de 100 UI de calcitonina em
ratos ocasionon, ao final de 21 dias, um preenchimento 6sseo do defeito duas vezes
mator em relagfio ao do grupo controle.

No perfodo final de 28 dias, a semelhanga histologica entre os dois grupos foi
evidente, onde toda a loja cirtrgica foi preenchida com um trabeculado 6sseo espesso,
organizado ¢ bem desenvolvido. Entretanto, FOSTER & KRONMAN (1974y"
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observaram que a aphicagfio topica de calcitonina em alvéolos pos-extragdo em cies
resultou, ao final de 30 dias, em um osso imaturo, mais celularizado ¢ menos
organizado, discordando dos relatos de MANTZAVINOS & LISTGARTEN (1970y,
os quass concluiram que a aplicagfo do hormbnio estimulou a formacfo de uma
guantidade maior de tecido ¢sseo.

Ainda com relagdo ao periodo final de 28 dias, vale ressaltar que o grupo tratado
apresentou um tecido 6sseo mais compacto, com menos canais medulares. Esta maior
densidade dssea pode ser explicada pelos relatos de GIDEON & MARTIN (1981)* ¢
BERNE & LEVY (19907, baseando-se no principio de que a agdio inibitoria da
caicitonina sobre osteoclastos concorreria para a formaco de um 0s8so com menos
cavidades de reabsorcio e, consequentemente, mais denso.

Fazendo-se uma andlise da ac8o da calcitonina de salmo sobre os defeitos
Gsseos dentro de fodo o periodo experimental, podemos ressaltar que o efeito do
hormdnio ocorreu principalmente no periodo micial de 7 dias, apresentando uma maior
neoformacio Ossea em relacfo ao grupo controle, possibilitando a formacdo de um
tecido 0sseo mais compacto no perfodo final de 28 dias. Por outro lado, nos periodos
intermedidrios de 14 e 21 dias, praticamente néio houve diferenga qualitativa entre os
grupos. Isto nos leva a crer que a acfio do hormdnio ocorreu na primeira semana, onde
ha maior grau de remodelacio Ossea, concordando com os resultados de diversos
autores, que relataram ser a efetividade do horménio proporcional ao grau de
“turnover” Gsseo™ TR Nog nerfodos miais tardios, a efetividade do horménio
pode ter sido reduzida, corroborando com os resultados de outros autores™ ",

A definiglo sobre a efetividade da calcitonina na cicatrizagio Ossea ¢ limitada
pois os estudos divergem em relaclio & metodologia, variando o modelo experimental,
as doses empregadas, bem como a via e o tempo de administragdo da droga. No
entanto, tomando-se como base os trabalhos “in vitro” ¢ “in vivo” citados

anteriormente, podemos admitir que a calcitonina exerce, por um tempo limitado, um
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efeito anabdlico direta ou indiretamente sobre ¢ tecido Osseo, uma vez que sua acdio

30,38,63.94, 105,113

reside comprovadamente sobre 0s osteoclastos ¢, em menor grau, sobre

os osteoblastos™ """,

Partindo-se desse principio, parece licito afirmar que estudos sobre substéincias
gue estimulem o crescimento do tecido dsseo devem ser testadas cientificamente, pois
parece ser o de menor expectativa de neoformacg@io quando do emprego de técnicas
periodontais regenerativas'"''*. Poucos estudos sobre o agfio da calcitonina em defeitos

. . . 25,8780
periodontais foram realizados™ b7

, ndo propiciando uma conclusdo efetiva. Talvez
estudos mais confrolados do uso da calcitonina associado as técnicas regenerativas que
permitam a manutengBo do coagulo sangiiineo no defeito, possam awmentar as

perspectivas de regeneragiio periodontal.






1YOs defeitos 6sseos dos coethos tratados com a calcitonina apresentaram, em
meédia, nma menor area radiolteida, com resultados estatisticos significantes

nos perfodos de 14 ¢ 21 dias (p<0,05).

2¥0s defeitos 6sseos dos coelhos tratados com a caleitonina demonstraram
uma maior neoformacgdo Ossea no periodo de 7 dias, com semelhanca

histologica entre os grupos nos periodos de 14, 21 e 28 dias.

3¥)s defeitos Osseos dos coelhos tratados com a calcitoning, embora
semelhantes aos do grupo controle, mostraram um 0ss¢ mais compacto,
caracterizado pela presenga de canais medulares reduzidos, ao final do

periodo de 28 dias.






Tab. 3. Grupo controle. Distribuicio dos animais
por periodos de sacrificio e valores dos pesos {(em g)
no micie e final do experimento.

n®  identificagBo  grupo peso inicial peso final

C
1 GZ-oresq/dir. 7 dias 2400 g 2100 g
2 G2-or.esy. 7 dias 2300 g 2300 g
3 G2 Iddias  2300g 2500 ¢
4 (G2-ordim 14 dias  2400¢g 2200 ¢
5 Gl-ordir. 21dias 2400 g 2200 g
6 Gl 21 dias 2400 ¢ 2300 g
7 Gleoresq. 28dias  2300¢g 2200 g
& Focinhopreto 28dias 2400 ¢ 2500 ¢

Tah. 4. Grupe tratado. Distribuicio dos animais
por periodos de sacrificio e valores dos pesos (em g}
no inicio e final do experimente.

n° identificagio grupo pesoinicial peso final
C

1 LD 3300 7 dias 2800 2800
2 B 1376 7 dias 2700 2700
3 D 1385 7 dias 2700 2700
4 LD 1616 14 dias 2500 26060
5 LD 1602 14 dias 2500 2500
B B 1402 14 dias 3000 2800
7 LD 1606 21 dias 2400 2900
8 LD 1643 21 dias 2200 2600
g LD 1605 21 dias 2300 2500
16 LD1621 28 dias 2400 2500
11 LDy 085 28 dias 2900 3100

Uit amE §
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AVALIACAO RADIOGRAFICA I - GRUPO CONTROLE

Tab. §, Grupo contrele. Média aritmética das quatro medidas da drea radiolicida,
realizadas nas radiografias do defeito 6sseo n® 1, de dois animais por periodo.

L ANIMAL PERIODO DEFEITO 1 TOTAL ~ MEDIA
Ml M2 M3 M4
G2 - OR.ESQ. (&) 7d 00301 00351 00304 00351 01307 0032675
G2 - OR.ESQ. {e) 7d 00940 00837 00785 00646 03208 00802
G2 14d 00837 0078 00837 00939 03399  0,084975
G2 - OR.DIR. 14d 00887 00692 00602 0078 02967 0074175
Gl 21d 00520 00407 00372 00223 01522 003803
G1 - ORDIR. 21d 00829 0,1091 00710 00710 03340  0,0833
FOCINHOPRETO  28d 00707 00771 00292 00255 02025 0050625
G1 - OR. ESQ, 284 00129 00115 00076 00088 00408 00102

Tab. 6. Grupo controle. Média aritmética das quatro medidas da drea radichicida,
realizadas nas radiografias de defeito 6sseo n° 2, de dois animais por periodo.

_ANIMAL _ PERIODO DEFEITO2 TOTAL  MEDIA
Mi M2 M3 M4
2 - ORESQ. (d) 7d 00326 00304 0,0302 00327 01239 0031475
G2 - OR.ESQ. (&) 74d 0,0786 0,0944 0O,0834 0,0837 0,3401 0,085025
G2 14d 0,078 00790 0,0785 00,0834 0,3195 0,079875
GZ - OR.DIR. 14d 0,0837 0,0837 0,0738 0,0836 0,3248 0,0812
Gl 21d 0,0520 00601 0,0518 0,0443 (,2082 3,05205
&1 - ORDIR. 21d 0,0769 00954 0,0600 0,1020 0,3343 0,083575
FOCINHO PRETO 28d 0,0767 0,08%4 0,08%0 0,0709 40,3260 0,0815
G1-OR.ESQ. 284 00161 00236 00161 (0130 0,0658 0,0172

Tab. 7. Grupo coutrole. Média aritmética das quatro medidas da drea radichicida,
realizadas nas radiografias do defeito 6sseo n® 3, de dois animais por periode.

_ANIMAL __ PERIODO DEFEITO 3 TOTAL _ MEDIA

M1 M2 M3 M4
G2 - ORESQ. (d) 7d 0,0304 00351 0,0325  0,0302 0,1282 0,032053

G2 - ORESQ. (¢} 7d 0,0837 0,0944 00,0887 0,0837 0,3505 (087625
G2 144 0,0740 00790 0,0837 00738 0,3105 0,077625
G2 - OR.DIR, 14 4 00602 00786 00,0646 0,0738 02772 £,0693
Gt 21d 0,0441  0,0562 0,0560 10,0441 0,2004 0,0501
G -OR.DIR. 21d 60,0957 00829 00709 00769 0,3264 0,0816

FOCINHO PRETO 28d 00771 0,0825 0,0500 0,0601 0,2697 0,067425
Gl - OR, ESQ. 28d 00162 00161 00129 00101 00,0553 0,013823
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Tab. 8. Grupo tratado. Média aritmética das quatro medidas da drea radioldcida,
realizadas nas radiografias do defeito dsseo n° 1, de dois animais por periodo.

ANIMAL PERIODO DEFEITO 1 TOTAL MEDIA
ML M2 M3 M4
LD 3500 7d 00579 00712 00579 0,0497 002367 0,059175
D 1385 7d 00259 00257 00238 00216 0097 002425
B 1402 14d  0,0418 00421 00351 00537 0,1727 0043175
LD 1602 14d 00548 00603 0,0502 0,0549 02202  0,0550%
LD 1606 (e) 21d  0,0092 0,0137 00114 00163 00506  0,01265
LD 1606 (d) 21d 00604 00713 0,0550 00549 02416  0,0604
LD 085 (e) 284 0,0338 0,0444 00339 0,0339 0,146 00365
LD 085 (d) 284 00161 00197 00130 00145 00633 0015825

Tab. 9. Grupo tratade. Média aritmética das quairo medidas da drea radiolicida,
realizadas nas radiografias do defeito dsseo n° 2, de dois animais por periodo.

_ANIMAL  PERIODO DEFEITO2 _TOTAL _ MEDIA
Ml M2 M3 M4
LIy 3300 7d 0,0671 00379 0,06537 00667 02454 006135
D 1385 Td 0,0178 00216 (0216 00216 00826 002065
B 1402 i4d 0,0535 0,0579 0,0457 0,0537 02108 0,0527
LD 1602 14d 0,0548 00603 0,0549 0,0707 0,2407 0060175
LD 1606 () 2id 0,0139 00191 90,0092 00137 0,055% 0013975
LD 1606 {(d) 21 d 0,0653 00712 00653 00349 02567 0,064175
LD 085 (e} 28d 00222 00373 00249 00407 01251 Q031275
LD 085(d) 28 d 00120 00161 00115 00145 0,035 0,01375

Tab. 10, Grupo tratado. Média aritmética das quatro medidas da drea radiolicida,
realizadas nas radiografias do defeito 6sseo n” 3, de dois animais por periodo,

. ANIMAL PERIODO _ __ DEFEITO3 TOTAL MEDIA
ML M2 M3 M4
LD 3500 7d 00538 0,0667 00625 00669 02499 0,062475
D 1385 7d 00259 00280 0,0197 00259 0,0995 0,024875
B 1402 1d 0,045 00538 00286 00420 01703  0,042575
LD 1602 14d 00500 00552 00454 00599 02105 0052625
LD 1606 (e) 21d 00191 00327 00290 00222 0,103 002575
LD 1606 (d) 21d 0,0552 00653 00409 00328 01942 004855
LD 085 (e) 28d 00250 00373 00222 00339 01184 0,029
LD 085 (d) 28d 00146 00161 00115 00115 00537 0013425
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Tab. 11, Grupo controle. Média aritmética da soma das médias obtidas em cada
perfado apds a avaliacfo radiografica L.

______ ._ PERIODO
DEFEITO 7d 14d 21d 284
1 04,0327 03,0850 0,0380 0,0506
1 06,0802 0,0742 0,0835 0,0102
2 0,0315 0,0799 0,0520 (,0815
2 0,08350 0,0812 0,0836 0,0172
3 0,0320 00,0776 0.0501 0,0674
3 0,0876 0.0693 0,0816 0,0138
TOTAL 0,3490 0.4672 0,3888 0,2407
MEDIA 0,0582 5.0779 0,0648 0,0401
GRUPO TRATADO

Tab. 12, Grupe tratado. Média aritmética da soma das médias obtidas em cada
periodo apds a avaliacfo radiografica L

PERIODO
DEFEITO 7d 14d 21d 28d
1 0,0592 0,0432 0,0126 0,0365
1 0,0242 0,0550 0,0604 0,0158
2 0,0613 0,0527 0,0134 0,0313
2 0,0206 0,0602 0,0642 0,0137
3 0,0625 0,0426 0,0257 0,0296
3 0,0249 0,0526 0,0485 0.0134
TOTAL 0,2527 0,3063 0,2243 0,1403
MEDIA 0,0421 0,0510 0.0375 00234
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CAUSAS DA G.L. S.Q. QM. VALORF PROB>F
VARIACAD

TRATAMENTO 1 8,0056681 0,0056681 13,6184 0,00097
TEMPO 3 0,0065019 00021673 52073 0,00424
TRATXTEMPO 3 0,0003435  0,0001145  0,2751 0,84423
RESIDUO 40 0,0166482  0,0004162

TOTAL 47 0,0166482

MEDIA GERAL = 0,049371
COEFICIENTE DE VARIACAO = 41,322%

TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE TRATAMENTO
DENTRO DE 7 DIAS DO FATOR TEMPO

NUM. NUM. NOME NUM. MEDIAS MEDIAS 3% 1%
ORDEM  TRAT. REPET. ORIGINAIS
1 1 CONTROLE 6 0,058167  0,058167 a A
2 2 TRATADO 6 0,042117  6,042117 a A
TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE TRATAMENTO
DENTRO DE 14 DIAS DO FATOR TEMPO
NUM., NOM. NOME NUM. MEDIAS MEDIAS 5% 1%
ORDEM  TRAT. REPET. ORIGINAIS
i 1 CONTROLF, 6 0,077867  0,077867 a A
2 2 TRATADO 6 0,051050  0,051050 b A
TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE TRATAMENTO
DENTRO DE 21 DIAS DO FATOR TEMPO
NUM, NUM. NOME NUM. MEDIAS MEDIAS 5% 1%
ORDEM  TRAT. REPET. ORIGINAIS
| 1 CONTROLE 6 0,064800  0,064800 a A
2 2 TRATADO 6 0,037467  0,037467 b A
TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE TRATAMENTO
DENTRO DE 28 DIAS DO FATOR TEMPO
NUM., NUM. NOME NUM. MEDIAS MEDIAS 5% 1%
ORDEM  TRAT. REPET. ORIGINAIS
i i CONTROLE 3 0,040117  0,040117 a A
2 2 TRATADO 6 0,623383  6,023383 a A

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AC
NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO
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The purpose of this study was to evaluate, in healthy animals,
the role of salmon calcitonin in the bone healing process of
circumscribed bone defects, surgically created, in the twenty-four (24)
young adults rabbits femur. Twelve {12) animals were randomized to
be the control and test groups (salmon calcitonm - 2 U/kg during 21
days). The rabbits were sacrificed 7, 14, 21 and 28 days after the
surgical procedures. The radiolucids areas of the bone defects was
measured, in mm’, by Auto-Cad software. The results showed
statistical differences (p<0,05) at 14 and 21 days, favoring the test
group.

At 7-day, the bone defecis of the test group showed more bone
regeneration. Nevertheless, at 14 and 21-days, the results was similar
among two groups, with the new bone more compact m the test group
than control group at 28-days. Thus, this study did demonstrate the
positive role of salmon calcitonin in the bone healing process of
circumseribed bone defects in healthy rabbits, considering the

radioagraphic and histological analysis.

Key-werds: circumscribed bone defects - salmon calcitonin - bone

healing process
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