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RESUMO

ROCHA, Tito Henrique Noronha. Administracdo sistémica de teriparatida aumenta a osteointegracao de
enxertos desvitalizados em defeitos criticos femorais em modelo murino. Rio de Janeiro, 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2016.

Os defeitos segmentares em ossos longos, secundarios a ressec¢do tumoral, traumas e desbridamento
apo6s infeccdo sdo tratados frequentemente com aloenxertos macicos desvitalizados. Entretanto, a
baixa capacidade de formacdo e de remodelacdo 6ssea dos aloenxertos resulta em altas taxas de
faléncia clinica, acarretando em pseudoartrose e fratura tardia do enxerto. A exposicdo intermitente

ao PTH, ,, (teriparatida) tem efeito anabodlico no tecido 6sseo, aumentando a massa Ossea e a

resisténcia do osso cortical e esponjoso. Um conjunto crescente de evidéncias favorecem a hipétese de
que o PTH, ,, acelera a consolidagdo de fraturas, podendo ser utilizado como terapia adjuvante

sistémica para aumentar a osteointegracio nas reconstru¢des macicas com aloenxertos. Assim, esse
estudo teve como objetivo investigar em um modelo murino de defeito ésseo critico segmentar se a

administracdo sistémica e intermitente de PTH, ., acelera a consolidacdo de aloenxertos. Vinte e sete

camundongos C57BL/6 machos com 15 semanas, foram submetidos a ostectomia médio-diafisaria
femoral para criacdo de um defeito critico. Ap6s a exposi¢do do fémur, foi posicionada sobre a sua
superficie uma placa de titdnio com seis furos fixada com parafusos de fixagdo bloqueados. Os orificios
correspondentes as posi¢cdes centrais permaneceram sem parafusos e foram utilizados como
referéncia para criacio de um defeito com 2,5-3,0 mm na porc¢do médio-diafisaria do fémur. Os
defeitos foram preenchidos com um segmento femoral acelular alogénico e os animais foram alocados
em trés grupos (n=9 por grupo) de acordo com a dose (30 ou 40 pg/kg/dia) do tratamento por duas

semanas com PTH, ,, ou com salina (grupo controle). Os animais foram mantidos sem tratamento

durante sete dias e submetidos a eutanasia ao final da terceira semana apds a cirurgia. A consolidacao
do enxerto foi monitorada com exame radiografico semanal e as amostras do fémur foram submetidas

a analise histologica. Para investigar o efeito das duas doses utilizadas do PTH, ,, células estromais da

medula 6ssea foram obtidas de tibias e fémures de camundongos tratados por sete dias com inje¢des
subcutdneas diarias de 30, 40 pg/kg PTH, ,, ou salina. O ensaio de eficiéncia em formagdo de colonias

(CFE) foi utilizado para quantificar a frequéncia de progenitores mesenquimais. O tamanho do defeito
foi similar entre os grupos PTH 30 (2,7 + 0,4 mm), PTH 40 (3,1 + 0,5 mm) e salina (2,5 + 0,4 mm). As
superficies endosteal e periosteal, na avaliacio da terceira semana, contribuiram para a
osteointegracdo do aloenxerto resultando em taxa de consolidagcdo similar entre os grupos.
Comparado ao grupo salina, o grupo PTH 30 apresentou maior neoformacdo éssea no interior do
enxerto (13,7 + 4,6% vs. 7 + 3,7, p=0,03) e na interface entre o aloenxerto com o osso hospedeiro (0,06
+ 0,02 mm3vs. 0,043 £ 0,015 mm3no grupo salina e 0,045 + 0,02 mm3no grupo PTH40, p=0,007). Os
resultados in vitro mostraram nao haver diferenca significativa do didmetro das colénias e o niimero
de CFE entre os grupos. Em conclusdo, o conjunto dos resultados do presente estudo mostra que 30
pug/Kg PTHi3s administrado durante duas semanas potencializa o reparo e a osteointegracdo de
aloenxertos em um modelo murino de reconstrucdo de defeito femoral critico. Esses resultados
preliminares podem vir a alicergar estudos em animais de grande porte e esclarecer os mecanismos
responsaveis pela acdo anabdlica do PTHi3s visando a ampliacdo do seu uso clinico com essa
indicacao.

Palavras chave: Paratormonio. Teriparatida. Defeito dsseo critico. Enxerto 6sseo desvitalizado.
Consolidagdo 6ssea. Osteointegracdo 6ssea.
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ABSTRACT

ROCHA, Tito Henrique Noronha. Systemic administration of teriparatide enhances
osteointegration of devitalized bone grafts in critical-sized femoral defects in a murine model.
Master Thesis. (Master’s Degree in Science Applied to the Musculoskeletal System) — National
Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, 2016.

Segmental defects in long bones, secondary to tumor resection, trauma, and debridement after
infection are frequently treated with devitalized massive allografts. However, limited new bone
formation and lack of remodeling in decellularized allografts are associated with high rates of clinical
healing failure, such as non-union and late graft fracture. The intermittent exposure to PTH{_34

(teriparatide) has an anabolic effect on bone enhancing mass and strength of both cancellous and
cortical bone. A growing body of evidence also supports that PTH{_34 accelerates fracture healing

and, therefore, could be used as a systemic adjuvant therapy to improve osseointegration in massive
allograft reconstruction. A growing body of evidence support the hypothesis that the PTH1-34
accelerate fracture healing and can be used as an systemic adjuvant therapy to increase
osteointegration in massive allograft reconstructions. Thus, this study aimed to investigate if systemic
intermittent administration of PTH{_34 would accelerate massive allograft healing in a murine model

of segmental bone defect. Twenty-seven, 15-week-old male C57BL/6 mice underwent a mid-
diaphyseal femoral ostectomy for the establishment of a segmental bone defect. Briefly, after a
longitudinal cutaneous incision along the femur, a titanium microlocking plate was applied on the
anterior femoral side. Self-tapping locking screws were inserted and locked to secure the plate. Using
the two central holes of the plate as reference, a 2.5-3.0 mm long mid-diaphyseal femoral ostectomy
was performed. The defects were filled with an acellular femoral segment from an allogeneic strain
and the animals were then randomly assigned to three groups according to PTH{_34 dosing regimens.

Daily doses of human PTH{_34 (30 and 40 ug/kg/day) or saline were administered to the mice (n=9

per group) during two weeks. The mice were maintained without therapy for 7 days, and then
euthanized 3 weeks post-surgery. Allograft healing was monitored by weekly X-rays, and the grafted
femurs were harvested and used for histological analyses. To assign the differential effects of PTH{_34

doses, primary bone marrow derived cells were harvested from tibias and femurs of mice treated daily
with subcutaneous injections of 30, 40 ug/kg PTH{_34 or saline for 7 days. Colony forming efficiency

(CFE) assay was used to quantify the approximate frequency of stromal cell progenitors. The defect
size was uniform between PTHq.34 30 pg/kg (2.7 = 0.4 mm), PTH{_34 40 pg/kg (3.1 £ 0.5 mm) and

saline (2.5 * 0.4 mm) groups. At the 3-week endpoint, both periosteal and endosteal surfaces
contributed to allograft osteointegration, and the union ratio was similar within the groups. Compared
to saline group, the 30 PTH group showed greater bone formation within the graft (13.7 + 4.6% vs. 7
3.7, p = 0.03) and at the interface between host bone and allograft (mm3 vs. 0.06 + 0.02 0.043 £ 0.015
mm3 in the saline group, and 0.045 + 0.02 mm3 in the PTH group 40, p = 0.007. In vitro results showed
no significant difference in the diameter of the colonies and the number of CFE between groups. In
conclusion, the present study ensemble results shows that 30 pg/Kg PTH1.3: administered for two
weeks enhances the repair and osteointegration of allografts in a murine model of critical femoral
defect reconstruction. These preliminary results may substantiate studies in large animals and clarify
the mechanisms responsible for the anabolic action of PTH1-34 aiming to expand its clinical use for
this indication

Keywords:

Parathormone. Teriparatide. Bone segmental defect. Bone critical-sized defect. Bone devitalized graft.
Bone consolidation. Bone osteointegration
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1 Introducao

1.1 Perdas dsseas

Os traumas nos membros inferiores sdo a principal causa de internacdes
hospitalares em adolescentes e adultos jovens (idade entre 18 e 54 anos),
correspondendo a 250.000 admissdes hospitalares por ano nos EUA. Mais da metade
desses sdo causados por traumas graves, envolvendo fraturas expostas, lesdes por
esmagamento ou lesdes tegumentares extensas resultantes de acidentes
automobilisticos, quedas de grande altura e acidentes industriais. Tradicionalmente,
pacientes com lesdes provocadas por traumas de alta energia, que resultam em
fraturas complexas com grande perda 6ssea e lesGes musculares e tegumentares
extensas, eram tratados com a amputacdo do segmento. No entanto, o manejo das
lesdes Osseas traumaticas agudas passou por uma grande transformagdo nas ultimas
décadas (MACKENZIE e BOSSE, 2006).

As perdas 6sseas podem ocorrer por extrusdo do fragmento no momento do
trauma ou durante o procedimento de desbridamento cirdrgico de uma fratura
exposta, quando um segmento é removido resultando um defeito 6sseo. Quando o
defeito 6sseo é maior do que dois centimetros, é denominado de defeito segmentar ou
critico e tem como principal caracteristica a incapacidade de reparo e regeneracao
espontaneas (SCHMITZ e HOLLINGER, 1986). Entretanto, defeitos segmentares
envolvendo uma darea de seccdo Odssea transversa maior que 50%, mas com
preservacdo do contato entre os fragmentos 6sseos principais, apresentam potencial

de consolidacdo. Contudo, sempre havera necessidade da instalacdo de tratamento

12



adicional para que o volume e resisténcia dssea as forgas fisioldgicas retornem aos

parametros normais (KEATING et al, 2005) .

1.2 Tipos de tratamentos dos defeitos criticos

Segundo OBREMSKEY et al. (2014) ndo existe até o momento um algoritmo
validado para o tratamento dos defeitos segmentares com perdas 6sseas graves. Os
principios atuais do tratamento cirurgico das fraturas se baseiam na obtenc¢do de um
grau de estabilidade suficiente com minima agressdo ao suprimento vascular dsseo.
Desta forma, a revascularizacdo dos fragmentos fraturados e a mobilizagdo do
segmento lesionado acarretam melhor prognoéstico dos pacientes vitimas de lesdes
traumaticas. Além disso, os avancos tecnolégicos no desenho e metalurgia dos
implantes possibilitam reconstru¢des da anatomia funcional éssea nas mais diversas
situagoes.

Entretanto, apesar do avanco na defini¢do de conceitos, na abordagem clinica
e na evolugdo tecnolodgica, a reconstrucdo de perdas 6sseas extensas continua sendo
um grande desafio para o cirurgido ortopédico. A meta a ser atingida é a obtencao de
uma extremidade funcional de forma eficaz. Porém a maioria das técnicas de
reconstrucdo é de dificil reproducdo em larga escala, tém indices de consolidacao
pouco preditivos, os métodos de tratamento nao sao bem tolerados pelos pacientes e,
por essas razdes, frequentemente se associam com tempo muito longo para que
ocorra o reparo completo da lesdo e recuperacdo funcional integral do paciente

(COURT-BROWN et al, 2012).
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Na diafise dos ossos longos, os defeitos criticos ndo tem um tratamento
padrdao. Usualmente a estabilizagdo mecanica 6ssea pode variar entre uma
osteossintese provisoria ou definitiva, dependendo do tipo de trauma inicial e do
segmento lesado. O tratamento definitivo é realizado preferencialmente com um
sistema de estabilizacdo interno do tipo placa e parafusos ou haste intramedular e
parafusos. Contudo, a estabilidade mecanica é apenas parte da equacao que leva a
consolidacdo dos defeitos criticos diafisarios. Nos defeitos que medem entre seis a
quinze centimetros, usualmente a fixacdo interna é associada com enxerto dsseo
autodlogo, que pelas suas caracteristicas de prover osteogénese, osteoconducao e
osteoinducdo, favorecem a consolidacdo dssea (TZIOUPIS e GIANNOUDIS, 2007).
Porém, o uso de enxerto 6sseo autdlogo na tentativa de favorecer a biologia local e
obter a consolidacao é um procedimento cirdrgico que apresenta limitacdes. Além de
apresentar taxas de complicacdes elevadas no sitio doador, tais como infecgao,
formacdo de seroma, hematoma, dor croénica, instabilidade pélvica e hérnias em até
21,8% dos pacientes, existe a questdao da disponibilidade limitada para obtencdo de
tecido 6sseo e do tempo de cirurgia longo. A auséncia de vascularizacao é um fator
limitador, uma vez que o processo de osteointegracao resulta da substituicao dssea e a
difusdo de oxigénio e nutrientes é inversamente proporcional a distancia do tecido
sadio (MAHENDRA e MACLEAN, 2007; MICLAU et al, 2007).

Outra opg¢do para o tratamento definitivo dos defeitos 6sseos criticos é o
transporte 6sseo com fixadores externos, também chamada de osteogénese por
distracdo. Este procedimento foi desenvolvido por Ilizarov, que ao contrario de

conceitos predecessores, utilizou o fixador externo circular e com fios finos e pré-

14



tencionados como método de estabilizagdo, permitindo uma fung¢do satisfatdria
durante o processo de transporte 6sseo (ILIZAROV, 1990). A osteogénese por
distracdo dispensa o uso maci¢co de enxerto 4sseo, permite a funcdo de suporte do
peso no segmento lesionado e estimula a angiogénese. As desvantagens deste método
incluem a dificuldade na colocagdo do fixador, o alto custo e longa duracdo do
tratamento, que muitas vezes leva a rigidez articular. Para o sucesso do método é
fundamental o comprometimento e a adesdo do paciente para a correta manutengao e
ajuste do aparelho de fixacdo externa (ARONSON, 1994).

O enxerto micro cirurgico vascularizado tem sido utilizado recentemente em
centros especializados de cirurgia reconstrutora, tem a grande vantagem de prover
um aporte sanguineo através da anastomose vascular, fazendo com que exista um
processo de consolidacao semelhante ao da fratura aguda (SCHEUFLER et al, 2008).
Entretanto, na pratica clinica o processo de consolidacdo do osso transplantado ao
osso nativo do paciente ndo é confiavel, sendo necessario em muitas vezes a utilizacao
suplementar de enxerto autélogo. Outra questdo levantada é a morbidade no local da
retirada do enxerto, assim como a grande dificuldade técnica do procedimento, que
necessita de especialista com formacao especifica (PERRY, 1999). Cabe ressaltar que
muitas vezes existe uma discrepancia entre a capacidade estrutural do enxerto e as
necessidades locais onde ele sera utilizado, o que pode levar a fraturas por estresse

em até 25% das reconstrugdes (MORAN et al, 2006) (Figura 1-1).
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Figura 1-1. Representacdo esquematica das op¢des de tratamento de defeito critico
segmentar. (A) Defeito segmentar diafisario. (B) Enxertia 6ssea autéloga. (C) Transporte
6sseo com fixacdo externa. (D) Enxerto 6sseo vascularizado. Adaptado de RUEDI et al,, 2008.

A utilizacdo de aloenxerto dsseo foi introduzida para superar o problema da
morbidade do sitio doador, assim como a questao da disponibilidade e da capacidade
de suporte estrutural. A sua aplicacdo ndo demanda técnica especial e pode estar
disponivel em diferentes apresentacdes. As desvantagens do método sdo a auséncia de
capacidade osteogénica e osteoindutora, a dificuldade de manuten¢do de uma
estrutura de banco de tecidos e assim como no enxerto autdélogo, os aloenxertos sao
ndo vascularizados e tem limitagdes em relagdo a integracdo com o osso hospedeiro.
A infecgdo, a pseudoartrose e a fratura sdo complicagdes ligadas a natureza avascular

deste tipo de enxerto (MAHENDRA e MACLEAN, 2007).
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1.3 Consolidacdo 6ssea

O osso tem uma capacidade Unica de regeneracao apos danificado, resultando
em tecido da mesma qualidade, estrutura e arquitetura. O trauma de alta energia, a
resseccao tumoral, a cirurgia de revisao e a infec¢do osteoarticular podem levar a uma
quantidade significante de perda 6ssea e grandes defeitos com um potencial de reparo
limitado. Esses defeitos 6sseos impdem um grande problema socioeconémico, uma
vez que tém um grande impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes, causado
por repetidas cirurgias e tempo prolongado de internacdo. Existem aproximadamente
6,3 milhdes de fraturas cada ano nos EUA, com mais de 500.000 procedimentos de
enxertia 6ssea, com custo em torno de $2,5 bilides de délares (PNEUMATICOS et al,
2010).

Diversas outras abordagens bioldgicas e biofisicas foram desenvolvidas para
superar os problemas que envolvem as técnicas de enxertia 6ssea, tais como terapia
genética, utilizacdo de biomateriais osteocondutores associados ou ndo a fatores de
crescimento, aspirados de medula dssea, células osteoprogenitoras, terapias de onda
de choque dentre outras . Porém, as evidéncias clinicas da eficacia dessas modalidades
de tratamento ndo sdo claramente definidas, assim como a forma de acdo, as
indicagcdes clinicas, o tempo e a dose terapéutica (CANALIS, 1993). A maioria dos
estudos que analisam esse assunto sdo séries de casos, sem critérios de inclusdo ou
exclusao claros, que envolvem populagdes de pacientes heterogéneos, o que aumenta
a dificuldade das avaliagdes (COOK et al., 1994).

Apesar do avango tecnoldgico e de novas técnicas cirurgicas que permitem a

modulacdo do processo bioldgico que leva a consolidagdo 6ssea, pouco se avangou em
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situagdes onde o envelope de partes moles e a vasculariza¢do sofreram uma agressao
de grande intensidade (SWIONTKOSKI et al, 2006). Neste cenario, o ambiente
bioldgico é arido e pouco capaz de dar suporte aos fen6menos naturais que evoluem
para o reparo tecidual. Neste contexto, é importante salientar que nao basta
reconstruir o ambiente mecanico, através da obtencdo de estabilidade com os
métodos contemporaneos de osteossintese. E necessirio garantir que
simultaneamente haja a restituicdo da capacidade biolégica local que resulte na
regeneracdao tecidual. Esta deve ser a meta do tratamento moderno das lesdes
complexas dos membros, que envolvam grandes perdas ésseas segmentares (WU et
al.,2003).

Os modelos animais podem ser uma opg¢do para reproduzir a situacdao de
defeito critico diafisario (SENKOYLU et al, 2005). Muitas vezes os modelos animais
apresentam como limitacdo o tipo de estabiliza¢cdo 6ssea, que nao confere estabilidade
mecanica e nem o padrdo de reprodutibilidade necessaria aos ensaios laboratoriais.
Mas apesar disso é possivel reproduzir e padronizar em modelos animais a destrui¢ao
do suprimento vascular, a lesio do envoltério muscular e a fragmentagdo 6ssea
irregular, que sdo aspectos importantes para o desfecho clinico (WEINREB et al.,
1999).

Durante as ultimas duas décadas, o conhecimento sobre dos processos
biolégicos que levam a consolidacdo 6ssea evoluiram rapidamente. O osso é um dos
poucos tecidos com capacidade de regenerar completamente o tecido lesado, sem
formacdo de cicatriz fibrosa residual. Sendo assim, a consolidacdo de uma fratura

recapitula o desenvolvimento ésseo e pode ser considerada uma forma de
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regeneracdo tecidual total. Porém, a despeito da capacidade regenerativa do tecido
0sseo, esse processo bioldgico algumas vezes é falho, sobretudo quando o ambiente
bioldégico é desfavoravel, como nos traumas de alta energia que resultam em defeitos
0sseos criticos que, com certa frequéncia evoluem para situagdes caracterizadas por
auséncia de consolidacdo (PENG et al., 2005).

A consolidacao das fraturas pode ocorrer de forma direta ou indireta . A
forma indireta é mais comum e ocorre através do processo de ossificacdo
endocondral, tipicamente em situagdes onde existe certo grau de movimento dos
fragmentos d6sseos no foco de fratura. Imediatamente apés o trauma no local da
fratura ha a formacao do hematoma, que é seguido de resposta inflamatéria. Esta
etapa é necessdaria para o progresso da consolidacdo, e é mantido através da secrecao
local de moléculas pré-inflamatérias que estimulam a angiogénese e,
simultaneamente, a diferenciacdo e a atividade dos osteoblastos e osteoclastos. A
chave para o processo de consolidacao indireta é a formagdo de um calo cartilaginoso,
que posteriormente sofrera mineralizacdo, reabsor¢ao e substituicio por o0sso
neoformado que ird originar o calo rigido que, em tltima andlise, confere estabilidade
as estruturas anatémicas (MARSELL e EINHORN, 2011).

A evolucao do processo de consolidagdo através desses estagios depende
diretamente de fatores sistémicos e locais responsaveis pelo recrutamento de
osteoprogenitores da medular éssea, do envoltério de tecidos moles e do peridsteo
(BESSA et al.. 2008).

No outro extremo do espectro, a consolidacao direta ou per-prima depende

diretamente da reducdo anatomica e da fixacao estavel dos fragmentos 6sseos. Neste
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tipo de consolidagdo, ocorre remodelagdo direta de osso lamelar e reestabelecimento
da organizacdo haversiana entre os fragmentos fraturarios, sem a formacao

intermediaria do calo 6sseo (MARSELL e EINHORN, 2011).

1.4 Paratormoénio

O paratormoénio (PTH) é um hormoénio polipeptidico com 84 aminodacidos (1-84),
sintetizado pelas glandulas paratireoides e liberado através de uma dindmica
circadiana ou em pulsos aleatérios. Através da acao nos principais 6rgaos alvos ossos
e rins e indiretamente no trato digestivo, facilitando a ativacdo da vitamina D, o PTH
mantem os niveis séricos de calcio na faixa de normalidade (SILVA et al, 2011). Este
controle é feito através de um mecanismo de feedback negativo, onde a secrecdo e
liberacdo de PTH pelas paratireoides é controlada pelos niveis séricos de [CaZ*]
(BROWN et al, 1993). Em resposta a um estimulo hipocalcémico, ocorre aumento na
sintese e liberacdo de PTH que, por sua vez, promove elevagdo da concentracdo de
calcio sérico através do aumento da reabsor¢do Ossea pelos osteoclastos e pelo
aumento da reabsorc¢do renal e gastrointestinal de calcio(Figura 1-2) (HANLEY et al,

2008).
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Figura 1-2. Mecanismo de agdo do PTH sobre os niveis de cdlcio. A queda dos niveis de calcio
extracelular acarreta na redu¢do da ativacdo dos receptores sensiveis ao calcio (CaSR)
localizados na glandula paratireoide (1) e aumento na liberacdo de PTH (2), que estimula a
conversdo da forma inativa da vitamina D (25-vitamina D3) na forma ativa (1,25-vitamina D3)
Esta, por sua vez, promove o aumento da absorc¢do intestinal de calcio (3), elevando a
concentracdo de calcio no meio extracelular [Ca2*]e. O aumento da secrecdo de PTH promove
aumento da reabsorcado renal de Ca2* (4) que resulta em aumento dos niveis de [Ca2+]e (5) e
também promove aumento da remodelacdo dssea (6). Esses efeitos resultam no aumento da
reabsorcdo 6ssea (inicialmente do osso compacto da cortical) e liberacdo de Ca?* que resulta
no aumento dos niveis de [Ca2+]e (7). A elevacdo dos niveis de [Ca2*]e estimulam os CaSR
localizados no tecido 6sseo que, por sua vez, aumentam a remodelacdo dssea favorecendo a
reabsorcdo. O aumento cumulativo dos niveis de [Ca2Z*]e ativa os CaSR localizados na
paratireoide (8) inibindo a liberacdo de PTH. Os niveis elevados de [CaZ*]e ativam os CaSR
localizados no rim (9) aumentando a excregdo renal de calcio ([Ca2*]u). [Ca2Z+]e: Ca2* no liquido
extracelular; [Ca2+]u: Ca?* urindrio; CaSR (calcium-sensing receptor): Receptor sensivel ao
calcio, PTH: paratorménio. Adaptado de GOLTZMAN e HENDY (2015).

A acao do PTH sobre os 6rgdos alvos é dada pela interacdo com o receptor
PTH1R expresso pelos osteoblastos no osso e pelas células tubulares no rim (DATTA e

ABOU-SAMRA, 2009). O efeito catabdlico maximo do PTH é expresso no

21



hiperparatireoidismo primario, quando ha exposicdo continuada a niveis elevados. O
principal mecanismo desta a¢do catabdlica é o aumento da reabsorcdo oéssea,
resultante da ativacao indireta dos osteoclastos, através da a¢cdo do PTH sobre os
osteoblastos (CHAMBERS et al, 1985; McSHEEHY e CHAMBERS, 1986).

A primeira observacdo de que, em certas circunstancias o PTH poderia se
portar como um agente anabdlico, foi feita por DOBNIG e TURNER (1997). Neste
estudo, ratos tratados doses baixas diarias de PTH resultou em importante efeito
anabdlico sobre o osso. Neste experimento, a exposicdo continua confirmou o efeito
catabolico do PTH.

Os principais mecanismos relacionados com a agdo osteoanabodlica do PTH
sdo o aumento da populacio de osteoblastos, decorrente do aumento da
osteoblastogénese e/ou pela diminuicdo dos indices de apoptose osteoblastica (JILKA,
2007; KOUSTENI e BILEZIKIAN, 2008). O aumento da osteoblastogénese, por sua vez,
resulta do aumento da diferenciacdo osteoblastica e, em menor propor¢ao, do
aumento da proliferacdo celular. Desta forma, a acdo anabdlica do PTH se daria
através do controle da progressdo dos osteoblastos no ciclo celular, que seriam
desviados para ingressar na via de diferenciacio para a aquisicdo do fenotipo
osteogénico diferenciado. Independente da agdo sobre o ciclo celular, o PTH também

estimula diretamente a diferenciacao osteoblastica (WANG et al,, 2007) (Figura 1-3).
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Figura 1-3. Acdo osteoanabdlica do PTH. A teriparatida, quando administrada de forma
intermitente, induz a expressdo de RUNX2 pelos osteoblastos que resulta no seu aumento
numeérico e funcional. 0 PTH também induz a diferenciacdo de progenitores comprometidos
com a linhagem osteoblastica, inibe a apoptose resultando no aumento da sobrevida dos
osteoblastos, estimula a diferenciacdo de células inativas em osteoblastos e inibe a producao
de esclerostina (inibidor da formacdo 6ssea). OSX: osterix; PPARy2: receptor ativado por
proliferadores de peroxisoma; PTH: paratorm6nio; RUNX2: fator de transcri¢do relacionado
ao Runt 2. Adaptado de KRAENZLIN e MEIER (2011).

O outro mecanismo atribuido ao PTH, relacionado diretamente com o seu
efeito anabolico, é a acdo inibitéria sobre a apoptose osteoblastica, resultando no
aumento numérico das células. BELLIDO e colaboradores (2003) demonstraram
experimentalmente, em camundongos tratados com injecoes diarias de PTH, que os
indices de apoptose se relacionavam inversamente com os niveis séricos de
osteocalcina e com o nimero de osteoblastos, sugerindo que o efeito protetor do PTH
sobre a sobrevivéncia celular é em parte responsavel pelo seu efeito anabdlico sobre o
0SS0.

Relatos de estudos in vitro e in vivo demostraram que o PTH aumenta a

expressdao de genes que sinalizam a formag¢do 6ssea como o fator de transcricao
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especifico de osteblastos RUNXZ, fosfatase alcalina (CHEN et al,, 2002), colageno tipo I
alfa 1 (COL1A1) e osteocalcina (ISHIZUYA et al, 1997; KRISHNAN et al, 2003;
LOCKLIN et al, 2003; ONYIA et al, 2005). A inducdo da expressao dos genes osterix e
Runx2 resulta no direcionamento da diferenciagdo de precursores mesenquimais em
osteoprogenitores (KABACK et al, 2008).

Estudos in vitro realizados com células estromais derivadas da medula 6ssea
(BMSC) tratadas com porc¢do biologicamente ativa do PTH de forma intermitente
resultaram no aumento de unidades formadoras de colonias fibroblastoides (CFU-F) e
de colonias positivas para fosfatase alcalina (NISHIDA et al, 1994). Esses resultados
favorecem a hipétese de que a teriparatida atua sobre a diferenciagdo das BMSC uma
vez que foi observada reducdo da diferenciacio dessas células em adipdcitos
(RICKARD et al, 2006) e potencializacdo da sua diferenciacdo em osteoblastos
(KABACK et al, 2008, YANG et al, 2009), sem atuar, contudo, sobre o seu potencial
proliferativo (YANG et al, 2009).

Adicionalmente, foi observado que o perfil da expressao génica se altera em
condi¢des de exposicdo intermitente ou continua ao PTH, tanto in vitro como in vivo,
sugerindo que a forma de administracao regula diferentes grupos de genes, alguns
favorecendo a formacdo e outros favorecendo a reabsorcao éssea (LOCKLIN et al,

2003; ONYIA et al, 2005).

1.5 Teriparatida e osteoporose

A teriparatida (PTHq{_-34) é a forma recombinante da molécula de

paratormoénio humano constituida pela por¢do biologicamente ativa (cadeia N-
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terminal de aminoacidos na posicdo 1-34), com uso clinico aprovado para o
tratamento da osteoporose. Na osteoporose a teriparatida funciona como um agente
anabdlico aumentando a taxa de formacdao éssea que, ao predominar sobre a
reabsor¢do, gera um balanco positivo a favor da formacgao dssea e, consequentemente,
aumento da massa 6ssea (JILKA et al, 1999; BUKATA et al, 2010; RYDER et al,, 2010).

No relato clinico pioneiro sobre as propriedades osteoanabdlicas do
paratormonio, NEER e colaboradores (2001) relatam os resultados da administragdo
intermitente de teriparatida a 1637 mulheres com osteoporose pds-menopausa e

colapso vertebral. PTHq_34 foi administrado durante 24 meses, por via subcutanea na

dose diaria total de 20 ou 40 pg e os resultados foram comparados com pacientes
tratadas com placebo. Em 14% das pacientes tratadas com placebo e em 5 e 4% das

pacientes tratadas com 20 ou 40 pug PTH1_34, respectivamente, foram diagnosticadas

novas fraturas vertebrais. Fraturas nao vertebrais, ocasionadas por trauma de baixa
intensidade, ocorreram em 6% do grupo placebo e em 3% das pacientes tratadas com

PTH{1_34. O tratamento também induziu um ganho de massa 6ssea entre 9-13% na

coluna lombar e de 3-6% no colo do fémur.
Entretanto, alguns anos antes deste relato clinico, que universalizou o uso da
teriparatida no tratamento da osteoporose, ANDREASSEN e colaboradores (1999)

relataram a eficacia da administragdo intermitente de PTH{_34 sobre a consolidagao
de fraturas na tibia de ratos. Os autores demonstraram que o PTH{_34 atuava sobre a

remodelagdo dssea e sobre a modelacdo da osteogénese e da condrogénese durante a

regeneracado 0ssea, resultando em melhores indices de consolidagao.
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1.6 Teriparatida e reparo 6sseo

Com o avango no conhecimento das propriedades anabolicas do PTHq_34, 0s

tratamentos sistémicos de diversas condi¢cdes ortopédicas e, particularmente, em
situagdes em que o processo de reparo dsseo é falho, estdo sendo cada vez mais
utilizados (EINHORN et al, 2003; TIYAPATANAPUTI et al, 2004; REYNOLDS et al,
2011).

O objetivo da abordagem sistémica é tornar o ambiente do hospedeiro mais
favoravel para promover a regeneracdo 6ssea (DHILLON e SCHWARTZ, 2011). Os
fatores de crescimento de uso local, como as proteinas morfogénicas ésseas 2 e 7
(BMP-2 e BMP-7) sdo utilizadas como terapia adjuvante na regeneracdo 6ssea mas
necessitam ser implantadas cirurgicamente e tem efeito fugaz pelo curto periodo de
bioatividade in vivo (EINHORN, 2003). Ja o PTH1.34 pode ser uma op¢do ndo cirurgica
para o tratamento de qualquer tipo de lesdo Ossea, independentemente da sua
localizagdo e, além disso a sua administracdo pode ser controlada tanto em relacao a
dose quanto a duragao do tratamento (DHILLON e SCHWARTZ, 2011).

ALKHIARY e colaboradores (2005), em um modelo experimental em ratos
com fratura fechada de fémur, associaram por 35 dias o tratamento com 5 pg/kg ou

30 pug/kg PTH1_34. Ap6s 21 dias de tratamento, os animais tratados com 30 pg/kg

apresentaram aumento da rigidez e da resisténcia torsional, da densidade mineral
6ssea e do volume do calo cartilaginoso em relagdo aos animais do grupo controle.
Nao foi observado aumento do numero de osteoclastos nas amostras teciduais,

sugerindo que o tratamento com PTH{_34 aumenta a formacdo 6ssea sem acarretar
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aumento simultaneo dos indices de reabsor¢do. Os autores concluiram que a

administracdo sistémica diaria de PTH{_34 produz um efeito anabdlico que se

sustenta durante toda a fase de modelagdo da consolidagdo da fratura.
Em modelo murino de fraturas fechadas, KAKAR e colaboradores (2007)

observaram que o PTHi-32 teve uma acdo preferencial sobre a condrogénese,

acarretando na formacao de calo cartilaginoso exuberante na fase inicial do processo

de consolidacdo. Ja a acdo do PTHi-34 nas fases mais tardias da consolidagao,

particularmente na remodelacdo do calo dsseo, foi dada pela maior velocidade de
transformacao do osso imaturo em osso lamelar, maior rapidez na mineralizacdo e na
contracao do calo de fratura, que resultou em restituicio mais rapida da forma e da
funcao do osso (KOMATSUBARA et al,, 2005).

KABACK e colaboradores (2008) também utilizaram modelo de fratura em

ratos tratados com PTHi-34 e mostraram que a expressao de osterix e de outros

marcadores da diferenciacdo osteoblastica (osteocalcina e colageno tipo I) estavam
aumentadas no local da fratura. Esses achados sugerem que o tratamento sistémico

com PTH{_34 exerca uma ac¢do direta sobre os precursores mesenquimais e sobre a

expressao de genes relacionados com a diferenciagdo osteoblastica.
TAKAHADA e colaboradores (2012) observaram em modelo murino de
defeito segmentar no fémur, preenchidos com enxerto 6sseo desvitalizado, que o

tratamento com PTHi-34 acarretou em maiores indices de consolidacdo,

particularmente devido a menor quantidade de tecido fibroso na interface entre o

enxerto e o 0sso hospedeiro, em relacdo aos animais do grupo controle.
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1.7 Uso off-label da teriparatida em trauma ortopédico
Além da sua ac¢do ja estabelecida sobre a remodelacdo 6ssea na osteoporose,
algumas evidéncias conferem a teriparatida a¢do local como fator de crescimento que

favoreceria a consolidacdo 6ssea. Uma das primeiras utilizagdes off-label do PTH1-34

foi como terapia adjuvante por cinco semanas em pacientes com fraturas da pelve,
resultando em 20% de aumento do volume do calo ésseo (PUZAS et al, 2006). Em
outro relato de um paciente com pseudartrose de tibia, o tratamento com injeg¢des

subcutaneas diirias de PTH1-3¢4 durante oito semanas resultou em aumento de 278%

na area de contato (unido) no foco de fratura (REYNOLDS et al, 2009). Resultados
semelhantes foram obtidos em portadores de pseudartrose de esterno
(CHINTAMANENI et al, 2010) e tmero (OTEO-ALVARO et al, 2010). RESMINI e
IOLASCON (2007) relataram o caso de uma paciente com 79 anos em tratamento de
osteoporose com teriparatida e fratura do ter¢o proximal do imero que evoluiu com
consolidacdo em 25 dias. RUBERY e BUKATA (2010) relataram uma série de trés
pacientes com pseudoartrose do processo odontdéide que consolidou apéds

tratatamento com PTH1-34. PEICHL e HOLZER (2011) relataram reduc¢do do tempo de

consolidacdo de fraturas do ramo pubiano de doze para oito semanas em cinco idosos

tratados com PTH1-34. Outro estudo de caso clinico em paciente com afrouxamento

asséptico de protese de quadril, submetido a duas revisdes, houve resposta clinica e
densitométrica ao tratamento durante oito meses com teriparatida (ZATI et al, 2011).
Além de relatos de casos isolados, resultados favoraveis foram observados em

estudo clinico randomizado, duplo cego, controlado realizado em 102 mulheres em

28



menopausa, com fratura do tergo distal do radio com fratura do tergo distal do radio
tratadas conservadoramente, nas quais foi administrado placebo, 20 pg ou 40 pg

PTH1-34 diariamente durante oito semanas, a partir do décimo dia pés fratura

(ASPENBERG et al, 2010; ASPENBERG e JOHANSSON, 2010). A mediana de tempo
entre a ocorréncia da fratura e evidéncia de ponte 6ssea em trés das quatro corticais
foi de 9,1, 7,4 e 8,8 semanas nos trés grupos, respectivamente. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa quanto a consolida¢do entre as duas doses de

PTH1-34 porém o tempo de consolidacdo foi menor no grupo tratado com 20 pg em

relacdo ao grupo placebo. A principal conclusdo do estudo foi que a consolidacao de
fraturas do terco proximal do radio pode ser acelerada com doses diarias de 20 pg

PTH1-34. Em outro estudo randomizado prospectivo controlado foi avaliada a resposta

ao tratamento com 100 pg de PTH1.s4 sobre a consolidagdo de fraturas da pelve em
mulheres pés-menopausa (CANALIS, 2007). O tempo de consolidacdo das fraturas nas
pacientes tratadas com PTH1.g4 foi significativamente menor (7,8 semanas) em relagdo
ao grupo de pacientes tratadas com salina (12,6 semanas).

Apesar do beneficio relatado da terapia adjuvante com PTHi-32 na

consolidacdo de fraturas e na incorporagao de enxertos dsseos estruturais, ainda nao
ha consenso sobre a dose e o tempo de tratamento que devem ser utilizados com esta
finalidade(LOU et al,2016). A dose aprovada para uso clinico no tratamento de
osteoporose é 20 pg/dia (0,25 - 0,4 pg/kg/ dia para um individuo com 50-80kg
respectivamente). Em geral, nos modelos murinos utilizados para avaliar a janela

anabdlica do PTH1-34 sdo feitas doses diarias de 40 pg/kg que, se transportada para a

situagdo clinica, representa uma dose aproximadamente 100 vezes mais alta. Esta
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discrepancia entre o ambiente clinico e experimental pode ser explicada pela maior
atividade metabdlica dos pequenos roedores que, consequentemente, necessitariam

de maiores doses para expressar o efeito anabdlico do PTH1-34 (TAKAHADA et al,

2012).

1.8 Justificativa

A etiologia dos defeitos 6sseos é multifatorial, incluindo, traumas graves,
pseudoartroses, osteomielites cronicas e tumores 6sseos. Seu tratamento continua
sendo um desafio tanto para o cirurgido quanto para o paciente e, apesar dos avangos
recentes das técnicas ortopédicas de reconstrucdo 6ssea, a amputagdo em nosso meio
ainda é uma solucio final para casos recalcitrantes. O atual Sistema Unico de Satide
(SUS) do Brasil possui uma grande lista de pacientes com este tipo de sequela que
aguardam por uma soluc¢do, sendo que na maioria sdo jovens em sua melhor fase
produtiva de trabalho, determinando altos gastos para a sociedade. A maior parte
destes pacientes é submetida ao emprego da fixacdo externa para a resolugdo do
problema, o que determina um tempo enorme de afastamento do trabalho e
representa um método associado a varias complicacdes locais. O problema existe e,
nesse sentido, a proposta de um estudo através do modelo animal visando a
possibilidade do emprego do aloenxerto 6sseo associado a um adjuvante da
regeneracdo 0ssea, ird responder a algumas perguntas que hoje o Ortopedista que lida
com estes casos, necessita de respostas, ou mesmo de um direcionamento para

melhorar o atendimento do nosso paciente do SUS.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da administracdo intermitente de teriparatida (PTH1.34) sobre a
consolidacdo de aloenxertos na reconstrucdo de defeitos segmentares em modelo

murino.

2.2 Objetivos Especificos

. Estabelecer modelo murino de falha segmentar éssea de tamanho critico;

. Avaliar através de anadlise histologica o processo de consolidagdo de enxertos
alogénicos empregados na reconstrucao de defeitos segmentares associado
ao tratamento com teriparatida nas doses diarias de 30 e 40 ug/kg;

. Quantificar a neoformacdo dssea na interface entre o enxerto e o 0sso
hospedeiro em animais tratados com teriparatida nas doses didrias de 30 e 40
ug/kg/dia;

. Avaliar a neoformacao éssea no interior do aloenxerto em animais tratados
com teriparatida nas doses diarias de 30 e 40 ug/kg;

. Avaliar a frequéncia de células osteoprogenitoras na medula 6ssea de animais

tratados com teriparatida nas doses diarias de 30 e 40 ug/kg.

31



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados no presente estudo trinta e cinco camundongos machos
C57BL/6 com idade entre 13-16 semanas, obtidos do biotério Granja R.G. (Suzano,
SP). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad no Rio de

Janeiro (INTO/MS) sob o registro n° 002_2014.

3.2 Modelo in vivo

Para o modelo in vivo foram utilizados 27 animais. As etapas do desenho

experimental do estudo in vivo estdo descritas em sequéncia temporal na Figura 3-1.

Inicio do tratamento com
teriparatida injetavel por
via subcutinea nas doses

de 30ug/Kg , 40ug/Kg ou salina Eutanisia ) Avaliacdo radiografica
e histolégica do fémur
Dia 0 Dia 14 T
[*] O—
‘ Dia 1 l Dia 22
Criagdo do defeito Final do tratamento com
diafisario no femur e teriparatida e controle
realizagdo de controle radiografico
radiografico

Figura 3-1: Linha temporal do desenho experimental in vivo.
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3.2.1 Procedimento cirtirgico: anestesia e analgesia

Os camundongos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
quetamina (Dopalen, CEVA, 100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (Anasedan, CEVA, 10
mg/kg). A analgesia foi realizada com 2 mg/kg de cetoprofeno 1% (Vencofarma) por
via subcutanea no periodo pré-operatério e mantido por dois dias consecutivos no
pos-operatorio. A antibioticoterapia profilatica foi realizada com 50 mg/kg de
clindamicina em dose Unica por via subcutanea. Os animais foram mantidos

anestesiados durante todo o procedimento cirurgico.

3.2.2 Fixagdo da placa e criagdo do defeito segmentar

As cirurgias foram realizadas em ambiente estéril, com o animal posicionado
em decubito ventral, sobre cama térmica aquecida a 372C. Apds a tricotomia e
antissepsia do membro posterior esquerdo com alcool 70%, foi realizada incisdo
cutanea longitudinal na face lateral da coxa, se estendendo do grande trocanter até o
condilo lateral do fémur (Figura 3-2A). Apés a incisdo da fascia lata, identificacdo e
isolamento do nervo cidtico, o musculo vasto lateral e biceps femoral foram
divulsionados para exposicdo do fémur em toda a sua extensdo (Figura 3-2B). A
seguir, foi posicionada sobre a superficie anterior do fémur uma placa de titanio com
seis furos microbloqueada (10 mm comprimento e 1,5 mm largura; MouseFix Plate

XL; RISystem AG) com auxilio de uma pin¢a hemostatica reta (Figura 3-2C).
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Figura 3-2: Acesso cirurgico e material de sintese. (A) Acesso cutdneo sobre a face lateral da
coxa. (B) Exposicdo do fémur apos a incisdo da fascia lata e divulsdo dos musculos vasto
lateral e biceps femoral. (C) Material de sintese: parafuso de fixacdo bloqueado e placa de
titdnio com seis furos.

Para a fixacdo da placa no fémur, foram utilizados parafusos de fixacao
bloqueados (2 mm de comprimento, 0,47 mm de didmetro externo e 0,34 mm de
diametro interno; MouseFix Screw 2 mm; RISystem AG) através de tor¢des completas
da haste (Figura 3-2C). Os parafusos foram fixados sempre na mesma ordem,
iniciando nos orificios das extremidades distal e proximal da placa (posicoes 1 e 6,
respectivamente) seguido dos parafusos nas posicdes 2 e 5. Os orificios

correspondentes as posicoes 3 e 4 permaneceram sem parafusos.

3.2.3 Reconstrugdo do defeito com enxerto dsseo alogénico

Uma vez obtida fixacdo da placa com quatro parafusos (posicoes 1, 6, 2 e 5)
(Figura 3-3A) foi realizada ostectomia com o auxilio de serra de Gigli (0,22 mm;
RISystem AG) (Figura 3-3B) utilizando os dois orificios centrais da placa (posi¢cdes 3 e
4) como referéncia para criagcdo do defeito, com cerca de 2,5-3,0 mm de comprimento,
na por¢do central da diafise femoral (Figura 3-3C) . Os segmentos femorais retirados
para a producdo do defeito 6sseo foram processados e utilizados como enxerto

alogénico. O processamento foi feito em condi¢des estéreis imediatamente apds a
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retirada durante o ato cirurgico, e consistiu inicialmente de lavagem com solugao
salina 0,9% até a total remocdo de goticulas de gordura e de hemécias na cavidade
medular. A seguir, todos os tecidos aderidos as superficies dsseas, incluindo o
periosteo e o enddsteo foram completamente retirados. Numa etapa subsequente os
enxertos foram mantidos por 20 minutos em solu¢do 11mg/mL de cloridrato de
vancomicina e em solugao salina a 0,9% por 20 minutos adicionais. A criopreservagao
foi feita a -70° C por no minimo 12 horas e o descongelamento foi feito em solugao
salina 0,9% em temperatura ambiente no momento da utilizacdo no procedimento
cirargico.

Para a reconstrucdo do defeito, os enxertos foram posicionados no local da
lesdo e mantidos na posicao através de uma cerclagem realizada com fio de sutura
absorvivel de poliglactina (Vicryl 4-0, Ethicon) englobando o enxerto e a placa de
titanio ja fixada na superficie do fémur (Figura 3-3D). A seguir foi feito o fechamento
da fascia e do subcutaneo com pontos simples interrompidos com fio absorvivel de
poliglactina (Vicryl 4-0, Ethicon). O fechamento da pele foi feito com pontos simples
interrompidos com fio de nylon 4-0 (NylPoint). Em dois animais foi realizada a
osteosintese sem a reconstrucdo dos defeitos com o enxerto alogénico, para
comprovacao do modelo experimental de defeito 6sseo segmentar, isto é, que nao

ocorreria a consolidagdo espontanea do defeito.
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Fio de sutura

Figura 3-3: Tempos cirargicos para a criacdo e reconstrucdo do defeito 6sseo. (A)
Posicionamento e fixacdo da placa na superficie anterior do fémur com parafusos bloqueados.
(B) Ostectomia realizada com serra de Gigli utilizando como referéncia os orificios da placa
nas posi¢des 3 e 4. (C) Retirada da porgdo central da diafise femoral e criacdo do defeito 6sseo
com 2,5-3 mm. (D) Reconstruc¢do do defeito com enxerto alogénico mantido posicionado
através de cerclagem realizada com fio de sutura reabsorvivel.

3.2.4 Pés-operatdrio

Apbés a cirurgia os animais foram mantidos individualmente em
microisoladores com enriquecimento ambiental e com livre acesso a agua e ragdo
comercial autoclavada (Nuvilab CR1-Nuvital). Os animais foram observados

diariamente para avaliagdo da ferida operatdéria quanto a presenca de secrecgdes,
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deiscéncia de sutura, edema e evolucao do processo de cicatrizacao da pele. Também
foram avaliadas alteracdes comportamentais, qualidade da deambulacdo, aspecto

geral, vocalizagao e perda de apetite.

3.3 Tratamento com teriparatida

Vinte e quatro horas apoés a cirurgia, vinte e sete animais foram distribuidos
aleatoriamente nos trés grupos de tratamento. Nove animais foram tratados com
injecdes subcutaneas didrias de PTH 134 (Fortéo, Lilly, Fergersheim, Franga)! na dose
de 30 pg/kg (PTH 30), nove animais foram tratados com 40 pg/kg (PTH 40) e nove
animais com inje¢des subcutaneas didrias de solugao salina 0,9% (salina). As injecoes

foram realizadas sem interrup¢ao durante quatorze dias.

3.4 Analise radiografica

Imediatamente apds a cirurgia os animais foram submetidos ao primeiro
controle radiografico para avaliar o tamanho do defeito e o posicionamento dos
enxertos na diafise femoral. A analise foi feita em radiografias convencionais nas
incidéncias em perfil e anteroposterior do membro posterior esquerdo. O tamanho do
defeito foi medido utilizando-se o programa de processamento de imagem
radiografica (mDicomViewer, Microdata versdo 3.0). O segundo exame radiografico
foi feito no final do tratamento com a teriparatida (152 dia de pés-operatério) e no dia
da eutandsia, sete dias ap6s o término do tratamento com a teriparatida (222 dia de
pds-operatorio). O exame no 15° dia foi realizado com os animais sob sedacao leve

(xilazina 10mg/kg por via intraperitoneal).

" PTH;.34 ou Fortéo ou teriparatida é derivada de DNA recombinante humano, apresentada sob a forma
de solugdo estéril, isotdnica, contendo 250ug de teriparatida por mL.
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3.5 Analise Histologica

Apés a eutandsia no 22° dia de pds-operatoério, com sobredose de quetamina
associada a xilazina, o membro inferior esquerdo foi desarticulado no quadril e o
féemur esquerdo foi cuidadosamente retirado. Ap6s a remoc¢do dos tecidos moles e
exposicao da face anterior do osso, a placa e os parafusos foram cuidadosamente
retirados de forma a manter inabalada a zona de contato entre o enxerto e o 0sso
hospedeiro. A seguir, o fémur foi fixado por 48 horas em formaldeido tamponado a
10% (pH 7,4), descalcificado em acido nitrico a 5% durante 40 minutos e, em seguida,
lavado em agua corrente por 2 horas. Apos inclusao em parafina, foram obtidos cortes
longitudinais do fémur com 5 pm de espessura, que foram corados pela técnica da
hematoxilina e eosina (H&E).

As laminas contendo as amostras foram escaneadas no sistema Aperio (Leica
Biosystems) para a aquisicdo das imagens histolégicas e digitalizadas no programa de

andlise ImageScope (Leica Biosystems).

3.5.1 Avaliagdo da consolidagdo do enxerto

A consolidacdo 6ssea foi avaliada nas extremidades distal e proximal do osso
hospedeiro com o enxerto, totalizando em cada animal, quatro zonas de contato entre

as corticais (Figura 3-4).
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Figura 3-4: Diagrama ilustrando os pontos de avaliacdo da consolidagdo éssea nas interfaces
entre o 0sso hospedeiro e o enxerto alogénico.

0 diagnéstico de unido foi feito quando havia continuidade éssea diretamente
entre as corticais e/ou unido 4ssea endosteal e/ou periosteal. O diagndstico de nao-
unido foi feito quando nao havia continuidade O6ssea entre as corticais pela
interposicdo de tecido conjuntivo entre elas. Foram excluidas da andlise e descontadas
da contagem geral as interfaces que nao foram identificadas no corte histoloégico e/ou
ndo permitiam o diagnéstico de certeza de consolidacdo por artefatos técnicos no

corte histolégico.

3.5.2 Andlise histomorfométrica

3.5.2.1 Revitalizacao do enxerto

A revitalizacdo do enxerto foi avaliada através da quantificacdo do volume de
osso neoformado na cavidade medular. Em imagens representativas de toda a
extensdo da cavidade medular do enxerto foram quantificadas as areas de
neoformacdo 6ssea utilizando o programa Image ] (Wayne Rasband, NIH, v.1.49). Com
o auxilio da ferramenta straight line, as medi¢coes foram calibradas de acordo com o
tamanho correspondente a barra de escala da microfotografia. Dessa forma, foi
estabelecida a proporc¢ado de pixels em micrometros. A area total da cavidade medular

do enxerto e o volume de osso neoformado foram medidos através da delimitacao
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manual com a ferramenta de sele¢do freehand. O volume total de osso neoformado na
cavidade medular do enxerto foi calculado através da totalizacdo das areas de
neoformacdo éssea e expresso em valor percentual (média + desvio padrao) em

relacdo a drea total da cavidade medular do enxerto.

3.5.2.2 Neoformacio 6ssea nas corticais consolidadas

0 volume de osso neoformado na interface do enxerto com o osso hospedeiro
foi quantificado nas extremidades consolidadas como forma de avaliar, indiretamente,
a atividade celular no processo de consolidagdo. Nesta quantificacdo foi utilizando
como parametro, regides de interesse (region of interest, ROI) definidas a partir da
extremidade da cortical do enxerto. Nas imagens histolégicas foi tracado um
quadrado na regiao de interesse (ROI) com 1 mm? utilizando como referéncia para o
centro do quadrado a borda da cortical do enxerto (Figura 3-5). O volume de osso
neoformado na ROI foi calculado utilizando a metodologia descrita para a avaliacao da

revitalizacdo do enxerto e expresso em mm?3 (média + desvio padrao).

ROI

Osso hospedeiro Enxerto

Figura 3-5: Esquema ilustrativo da regido de interesse (ROI). O volume de osso neoformado
(pontilhado) entre as corticais do enxerto e do osso hospedeiro foi quantificado na ROI (quadrado
cinza) utilizando como referéncia para definir o centro do quadrado a extremidade da cortical do
enxerto (ponto vermelho) e expresso em mm3. Apenas o 0sso neoformado foi incluido na medicao.
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3.6 Modelo in vitro

Para o modelo in vitro foram utilizados seis animais. As etapas do desenho

experimental do estudo in vitro estdo descritas em sequéncia temporal na Figura 3-6.

Inicio do tratamento com
teriparatida injetavel por
via subcutanea nas doses

de 30ug/Kg, 40ug/Kg ou salina Ensaio de CFE
Dia 7
o. - 34 3 3 3 ¥ ¥ 7 79 O% °
Dia 0 Dia 21

Eutanasia e isolamento de BMSC
(flushing da medula 6ssea)

Figura 3-6: Linha temporal do desenho experimental in vitro.

3.6.1 Isolamento de células estromais da medula dssea e ensaio de eficiéncia de

formagdo de colénias (CFE)

Para avaliar a acdo da teriparatida sobre a frequéncia de progenitores
estromais na medula 6ssea, dois animais foram tratados com inje¢des subcutaneas
didrias de teriparatida na dose de 30 pg/kg (PTH 30), dois animais foram tratados
com 40 pg/kg (PTH 40) e dois animais com injecdes subcutaneas didrias de solugao
salina 0,9% (salina). Apds o tratamento por sete dias sem interrup¢do, os animais
foram eutanasiados com sobredose de quetamina e xilazina. As condi¢cdes de
acondicionamento, acesso e tipo de alimentacdo foram as mesmas dos animais do

modelo in vivo.
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Em ambiente estéril, as células estromais (bone marrow stromal cells, BMSC)
foram isoladas da medula éssea por lavagens sucessivas (flushing) da cavidade
medular de ambos os fémures com a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB,
Gibco, Grand Island, NY, EUA). Ap6s centrifugacdo (200 g por 5 min) e diluicdo em
solucdo de Turk (&cido acético a 2%) o quantitativo total de células nucleadas foi
determinado em camara de Neubauer em microscépio 6ptico invertido (Nikon
TS100). A seguir as células nucleadas foram plaqueadas na densidade de 2 x 10°
células/cm? em frascos de cultura de 25cm? em 5 mL de a-MEM suplementado com
10% de SFB e 10 pg/mL de ciprofloxacina (Fresenius Kabi, Barueri, SP, Brasil),
durante 3 dias, em incubadora de CO; a 5% e a 37°C. Apés este periodo, as células
hematopoéticas ndo aderentes foram removidas mediante lavagem em solucdo salina
tamponada (PBS, phosphate buffer saline), com troca do meio de cultivo. As culturas
foram mantidas durante mais onze dias quando, entdo, as colénias foram fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS e coradas com solugdo aquosa saturada de cristal
violeta (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Apoés secagem a temperatura ambiente,
foi realizada a contagem manual das colonias e a medicdo dos seus didmetros
(expresso em milimetros). O nimero de células de cada colonia foi contado em
microscépio 6ptico invertido (Nikon, TS 100) e na quantificagdo final foram incluidas

apenas as colénias com mais de 50 células.
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3.7 Analise Estatistica

Todos os valores numéricos foram expressos como média + desvio padrao. As
comparagdes entre os grupos salina, PTH 30 e PTH 40 foram realizadas por One-Way
ANOVA seguido por pos-teste de Tukey. Os resultados categéricos foram expressos
sob a forma de frequéncia e percentual e avaliados pelo teste exato de Fisher. O
intervalo de confianca de 95% foi considerado como estatisticamente significativo. A
andlise de significancia estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad

Prism 7.
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4 RESULTADOS

4.1 Modelo in vivo
4.1.1 Aspectos intra e peri-operatdrios

0 procedimento cirurgico, da indugdo anestésica ao fechamento da ferida
operatoria, em geral teve a duracdo de 45 a 60 minutos. A osteosintese foi realizada
com auxilio de lupa e as principais complica¢gdes intra e peri-operatérias foram
relacionadas com o procedimento anestésico (parada cardio-respiratéria), fratura do
fémur durante a manipulacdo para a relizagdo da osteosintese e hipotermia, apesar do
uso da cama térmica.

Na andlise radiografica realizada imediatamente apds o término da cirugia foi
confirmado, que em todos os animais, a placa e os parafusos foram posicionados
corretamente e que os enxertos estavam alinhados anatomicamente na por¢ao medial

da diafise do fémur.

4.1.2 Evolucgdo clinica

Todos os animais deambularam livremente ap6s o despertar da anestesia. Nos
primeiros dias de pos-operatério apresentavam alguma dificuldade em utilizar o
membro operado. Apés uma semana a marcha se normalizou e o desempenho passou
a ser o mesmo observado antes da cirurgia. Alguns animais apresentaram deiscéncia
de sutura, que além de retardar em alguns dias a cicatrizacdo da ferida, ndo interferiu
no procedimento ortopédico e ndo necessitou de cuidados adicionais. Trés animais
(11%) evoluiram para o 6bito (dois no grupo controle e um no grupo PTH 40),

provavelmente por causas relacionadas com o estresse cirtrgico que resultaram em
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queda acentuada do estado geral. Nenhum animal apresentou reagdes locais ou

sistémicas relacionadas com o tratamento com teriparatida por via subcutdnea nas

doses de 30 e 40 ug/kg/dia.

4.1.3 Avaliagdo radiogrdfica do defeito

O tamanho médio do defeito diafisdrio foi similar entre os grupos
experimentais PTH 30 (2,7 + 0,4 mm), PTH40 (3,1 £ 0,5 mm) e controle (2,5 + 0,4

mm) (Figura 4-1).
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Figura 4-1: Tamanho do defeito na porc¢do central da diafise femoral. Dados representados
como média * desvio padrao. p=0,9.

Os dois animais que ndo utilizaram enxerto na reconstrucao da falha dssea
permaneceram com o local do defeito sem evidéncia de formagdo 6ssea até o final do

experimento (Figura 4-2).
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Figura 4-2: Radiografias simples do fémur esquerdo 21 dias ap6s a ostectomia sem enxertia.

Incidéncias em (A) anteroposterior e (B) perfil confirmando a auséncia consolidacao
espontanea e permanéncia do defeito vazio.

Na avaliacdo feita no pds-operatério imediato, todos os animais incluidos no
estudo apresentavam fixacao estavel do implante e alinhamento anatémico do enxerto
na porc¢ao central da diafise femoral. As interfaces do enxerto com o osso hospedeiro

foram identificadas por linhas radiotransparentes (gaps) (Figura 4-3).

Figura 4-3: Radiografia do fémur esquerdo realizada no pos-operatério imediato. A placa e os
parafusos estdo corretamente posicionados ¢ o enxerto esta alinhado no defeito. Presenga de linhas
radiotransparentes (gaps) nas interfaces do enxerto com o osso hospedeiro (setas).
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Na avaliacdo intermediaria realizada no 14° dia de pds-operatério e na
avaliac¢do final no dia da eutanasia, os achados radiograficos foram similares entre os
animais dos trés grupos. A fixacdo dos implantes se manteve estavel em todos os
animais e os enxertos mostravam continuidade com o osso hospedeiro (Figura 4-4).

Um animal do grupo controle (salina) apesentou reabsor¢ao completa do enxerto.

Figura 4-4: Radiografias simples mostrando consolidacdo do enxerto. Incidéncias em (A)
perfil e (B) anteroposterior do fémur esquerdo. As setas indicam as interfaces do osso
hospedeiro com o enxerto.

4.1.4 Avaliagdo histolégica da consolidagdo do enxerto

A amostra inicial constituida por 27 animais (nove em cada grupo) foi reduzida
para 23 animais pelas perdas por 6bito durante o poés-operatério (dois animais do
grupo salina e um animal do grupo PTH 40) e pela reabsor¢do do enxerto em um
animal do grupo salina.

A avaliagdo histolégica da consolidacdo do enxerto revelou que no grupo
experimental PTH 30 (n=9), 67% (16/24) das corticais estavam consolidadas. No

grupo PTH 40 (n=8) o diagndstico de uniao foi feito em 43% (13/30) das corticais e
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no grupo controle tratado com salina (n=6) em 72% (13/18). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na comparacao entre os grupos dos percentuais de

consolidacdo dos enxertos (Tabela 1).

Tabela 1. Indices de consolidagio dos enxertos nos trés grupos experimentais.

Tratamento

Salina 72% (13/18) Salina vs PTH 30: 0,74
PTH 30 67% (16/24) Salina vs PTH 40: 0,07
PTH 40 43% (13/30) PTH 30 vs PTH 40: 0,10

* Teste exato de Fisher

4.1.5 Avaliagdo histomorfométrica da revitalizagdo do enxerto

A revitalizagdo dos enxertos alogénicos, avaliada através do percentual da
extensdo da cavidade medular ocupada por osso mineralizado neoformado, foi maior
nos animais PTH 30 (13,7+4,6%) em relacdo aos animais do grupo controle (7+3,7%)
Nos animais PTH 40 nao houve diferenca estatisticamente significativa do percentual

de formacao 6ssea (8,7+4,8%) em relacdo ao grupo controle (Figura 4-5).
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Figura 4-5: Neoformacgdo 6ssea na cavidade medular do enxerto. Dados representados como
média + desvio padrao. * p= 0,03.

Nos animais PTH 30, a neoformacdo éssea no interior do enxerto, além de
promover o preenchimento da cavidade medular, reproduziu a microarquitetura
normal do osso esponjoso com o padrdo de traves oésseas interconectadas

relacionadas com medula 6ssea hematopoética (Figura 4-6).

Figura 4-6: Porcdo central da cavidade medular de enxerto de animal do grupo PTH 30. (A)
Neoformacdo 6ssea promoveu o preenchimento completo do enxerto. (B) Osso neoformado
reproduz morfologia do osso esponjoso, com traves dsseas interconectadas (*) relacionadas
com medula 6ssea hematopoética (h). A regido assinalada no inset na figura A estd ilustrada
em detalhe nas figuras B. e=enxerto.
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Nos animais PTH 40, a neoformacao 6ssea foi menor do que nos animais PTH
30 e insuficiente para promover a integracdo completa do enxerto com o 0sso

hospedeiro (Figura 4-7).

Figura 4-7: Porcdo central da cavidade medular de enxerto de animal do grupo PTH 40. (A)
Neoformacdo éssea originada das bordas corticais da osteotomia (seta), ndo preenche o
enxerto completamente. (B) A porc¢ado central da cavidade medular do enxerto estd preenchida
por tecido conjuntivo frouxo nao osteogénico. A regido assinalada no inset na figura A esta
ilustrada em detalhe nas figuras B. e=enxerto.

Nos animais do grupo controle a semelhanca dos animais PTH40, além da
menor neoformacao 6ssea em relacdo aos animais PTH 30, a por¢do interna dos
enxertos é preenchida em quase sua totalidade por tecido conjuntivo frouxo

vascularizado sem evidéncias de potencial osteogénico.

T R
32 -H )‘/” P et

} v

Figura 4-8: Por¢ao central da cavidade medular de enxerto de animal do grupo salina. (A)
Auséncia de neoformacdo 6ssea na cavidade medular do enxerto. (B) A porg¢do central do
enxerto estd completamente preenchida por tecido conjuntivo frouxo ndo osteogénico. A
regido assinalada no inset na figura A estd ilustrada em detalhe nas figuras B. e=enxerto.
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4.1.6 Avaliagdo histomorfométrica das interfaces consolidadas

0 volume de osso neoformado nas interfaces enxerto-hospedeiro nas corticais
consolidadas foi maior nos animais PTH 30 (0,06+0,02 mm3) tanto em relagdo aos
animais do grupo controle (0,043+0,015 mm3) como em relacdo aos animais PTH 40
(0,045+0,02 mm?3). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre o volume
de osso neoformado nas corticais consolidadas dos animais PTH 40 e controle

(Figuras 4-9 e 4-10).
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Figura 4-9: Neoformacgao 6ssea nas corticais consolidadas. Dados representados como média
+ desvio padrao. * *p=0,007.

Apesar dos indices de consolidacdo ser semelhante entre os trés grupos de
animais, no grupo PTH 30 a integracdao das corticais consolidadas envolvia maior
volume de osso neoformado que, quase sempre apresentava extensdo endosteal e/ou
periosteal (Figura 4-10 A). Por outro lado, nos animais dos grupos PTH 40 e salina a
formacdo dssea é menor e mais restrita a zona de contato entre as corticais (Figura 4-

10 B e C).
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Figura 4-10: Quantificagdo da neoformacdo oOssea nas interfaces consolidadas. (A)
Consolidacdo em animal PTH 30 com extensao da formacgao éssea para regido endosteal (*) e
periosteal (p). (B) Consolidagcdo em animal PTH 40 com pequena extensdo da formacdo éssea
para a cavidade medular através da superficie endosteal (*). (C) Consolidacdo em animal do
grupo controle (salina) com aspecto semelhante ao animal PTH 40 (menor formagdo 6ssea,
mais restrita a zona de contato entre as duas corticais). h= osso hospedeiro; e= enxerto
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4.2 Modelo in vitro

4.2.1 Frequéncia de progenitores estromais da medula dssea em animais tratados com

teriparatida

A morfologia das células aderentes com caracteristica fibroblastéide, o
diametro das colonias (salina: 19,5 + 7,8; PTH 30: 29 + 10 e PTH 40: 7 + 2,8, p=0,13) e
o numero de colonias (salina: 0,16 + 0,04; PTH 30: 0,19 + 0,03 e PTH 40: 0,18 + 0,02
mm, p=0,5) foram similares nos trés grupos de animais, indicando nao haver
diferencas em relacdo ao potencial clonogénico dos progenitores mesenquimais

isolados dos grupos experimentais e do grupo controle (Figura 4-11).
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Figura 4-11. Ensaio de eficiéncia de formacdo de colonias fibroblastéides (CFE) em animais
tratados com teriparatida ou salina. A exposicdo ao PTH1-34 ndao aumentou a frequéncia de
células estromais derivadas da medula éssea. As barras representam a média do nimero de
colonias + desvio padrdo em cada grupo animal. p=0,13 para nimero de col6nias; p=0,5 para
o didmetro das colonias.
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5 DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento e validacio do modelo murino de defeito 6sseo segmentar
critico

A maioria dos modelos animais pré-clinicos publicados sdo pouco definidos ou
pobremente descritos. Em 2008 o Journal of Bone and Joint Surgery publicou alguns
artigos de revisdo sobre modelos animais para o estudo da consolidagdao dssea, porém
apenas informagdo rudimentar em como estabelecer um moelo de falha segmentar foi
apresentado (O’LOUGHLIN et al., 2008).

Para reproduzir um modelo experimental que tenha como objetivo avaliar
medidas terapéuticas para potencializar a consolidacdo e incorporacdo de enxertos
6sseos alogénicos em defeitos segmentares é necessario que este modelo preencha
alguns requisitos. Inicialmente é necessario que o enxerto seja mantido em condicoes
de estabilidade biomecanica durante todo o processo de reparo 6sseo (GARRIDO et al,
2011). Nosso modelo de falha 6ssea foi criado para reproduzir experimentalmente as
dificuldades que encontramos na pratica clinica ao lidar com esse tipo de condigao.
Einhorn, em 1999, postulou que uma lesao traumatica experimental, criada para o estudo da
consolidagdao Ossea necessita ter uma dimensdo tal que impega a cicatrizagdo espontanea.
Dessa forma o termo “critico” transmite a ideia de um limiar ndo regeneravel para defeitos
Osseos criados em ambiente experimental. Outra caracteristica que o modelo deve
apresentar, para confirmar a situacdo de defeito de tamanho critico, é auséncia de
formacdo de calo e de consolidacio espontianea nos defeitos que ndo sado

reconstituidos (SCHWEIBERER et al., 1999; CHOI et al, 2004; OETGEN et al, 2008).
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Em murinos, o fémur é o local de escolha para a realizacdo dos defeitos
segmentares tanto pela sua geometria tubular uniforme (didmetro de 1,5 mm) como
pela sua dimensdo (12 mm). Nesta localizagdo é possivel realizar um defeito com
cerca de 25% do comprimento do fémur e duas vezes o tamanho do didmetro da
diafise. Da mesma forma como na situagdo clinica, a osteossintese com placa
bloqueada em camundongos fornece estabilizacdo adequada a reconstrucao de
defeitos 6sseos segmentares em osso submetido a carga (MANASSERO et al, 2013).

A escolha e adequacdo do modelo aos objetivos do estudo foram confirmadas
pela reprodutibilidade dos nossos resultados. O material de sintese utilizado permitiu
0 posicionamento da placa com precisdo possibilitando a criacdo de defeitos com o
mesmo tamanho. Outro ponto positivo deste tipo de implante foi a estabilidade da
fixacdo. Se considerarmos que a formagdo de calo endocondral é uma forma indireta
de avaliar movimento interfragmentdrio, a auséncia de cartilagem nas amostras que
foram analisadas confirma que este tipo de sintese reproduz uma fixacao estavel.

Uma opg¢do para a osteossintese com placa e parafusos é a fixacdo com haste
intramedular. As principais vantagens do uso da haste sdo a maior facilidade técnica
para sua colocacdo e a menor agressividade do procedimento cirturgico. Por outro
lado, a fixacdo com placa evita lesdes iatrogénicas da cartilagem articular que pode
acarretar em claudicacao e dificuldade para sustentar carga (TIYAPATANAPUTI et
al, 2004; GARCIA etal, 2011).

A nossa opgao pela fixacdo com placa e parafusos teve como principal
motivacdo a preservacdo da medula éssea, que permitiu a analise da extensao da

revitalizacdo do enxerto alogénico através da quantificagio do volume de osso
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neoformado no canal medular. Além disso, a fixacdo estavel garantiu, em todos os
animais, as mesmas condicdes biomecanicas para que ocorresse consolidacao,
eliminando variaveis como formacdo de calo endocondral de diferentes tamanhos e
com diferentes tempos de maturagdo. Nenhum dos animais durante o experimento
evoluiu com falha da sintese.

Outra vantagem da fixacdo estavel foi a manutencao do enxerto posicionado no
defeito durante todo o periodo experimental. Na nossa experiéncia com o modelo, a
inclusdo na técnica cirdrgica original (MANASSERO et al, 2013) de uma cerclagem
com fio de sutura englobando a placa e o enxerto, auxiliou na permanéncia dos
enxertos posicionados anatomicamente no local do defeito. Por fim, essa estabilizacao
6ssea permitiu que os animais fossem submetidos a manipulagdo diaria durante duas
semanas sem que isso acarretasse em afrouxamento dos parafusos e nem
deslocamento dos enxertos.

Excluindo os trés animais que evoluiram para o 6bito no pds-operatorio, de
causas relacionadas possivelmente com o estresse cirurgico, os demais animais se
recuperaram rapidamente, sem intercorréncias. Este percentual de mortalidade
(11%) estd proximo os indices considerados aceitaveis (5% a 10%) para

experimentos em animais de pequeno porte com modelos de doencas ortopédicas

(AUER et al, 2007).

5.2 A¢des do PTH1.34 sobre a incorporacao de aloenxertos estruturais
Em humanos, a teriparatida (PTHi-34) promove aumento da massa Ossea e

reducdo dos indices de fraturas em ossos osteopordticos e, por esta acdo, é indicada
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para o tratamento de osteoporose (NEER et al, 2001). Na ultima década, um niimero
crescente de relatos propde ampliar o uso do PTH1.32 como terapia adjuvante para
acelerar a consolidacdo de fraturas. A maior parte dessas propostas se baseia em
resultados de séries e de relatos de casos em pacientes com fraturas recentes ou com
retarde de consolidacdo que, em resposta ao tratamento com PTHji-34, evoluiram com
formacdo de maior calo 6sseo, aumento do conteddo mineral ésseo e maiores indices
de consolidacdo. Entretanto, poucas evidéncias sdo baseadas em estudos clinicos
randomizados controlados a fim de assegurar os beneficios do tratamento com PTH1.
3410 contexto do trauma ortopédico (BHANDARI et al, 2016)

Apesar das limitagdes para reproduzir em modelo animal de pequeno porte o
tamanho de um defeito segmentar e a biomecanica humana, a comprovacao da agdo
osteoanabdlica do PTH1-34 em humanos ainda é altamente dependente de resultados
obtidos em modelos animais, em particular os mecanismos celulares e moleculares
que regulam a consolidagdo éssea (HISTING et al,, 2011).

Os relatos pioneiros de ANDREASSEN e colaboradores (1999) e HOLZER e
colaboradores (1999) mostraram em um modelo de fratura em tibia de ratos que o
PTH1.34 proporcionava aumento da formacdo 6ssea e da qualidade do calo para
resistir a carga. Entretanto, variaveis como o momento ideal para iniciar a
administracdo de PTH1-34, a duracdo e a dose do tratamento favorecendo a janela
anabdlica, ainda permanecem indefinidas na literatura.

No presente estudo, o tratamento com 30 ug/kg PTHi34 iniciado no dia
seguinte da cirurgia e mantido ininterruptamente durante 14 dias resultou em

expressiva neoformac¢do 6ssea no canal medular do enxerto. Considerando que no
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cenario clinico a revitalizacdo do enxerto estd necessariamente associada ao sucesso
do tratamento de falhas segmentares com enxertia alogénica, nossos resultados
favorecem a hipétese de que, nessas circunstancias, o PTH1-34 atue favoravelmente
sobre a osteogénese resultando na revitalizacdo precoce de enxertos &sseos
desvitalizados.

A acdo potencializadora do PTH1-32 sobre a osteogénese foi comprovada em
outras situacoes ortopédicas tais como na osteointegracdo de componentes protéticos
(DAUGAARD et al, 2012), na fixacdo de implantes (DAUGAARD et al, 2011) e sobre o
volume de osso formado na superficie (FAHLGREN et al, 2013) ou no interior
(JACOBSON et al, 2011) de implantes. Se confirmados em humanos, esses resultados
passam a ter importante significado clinico, por resultarem na integracao precoce de
enxertos e implantes em geral.

Apesar de os enxertos estruturais serem a principal op¢do para reconstruir
grandes perdas 6sseas, a sua utilizacao esta relacionada com altas taxas de ndo unido
(27-34%) e fratura (24-27%) (BRIGMAN et al,, 2004; WHEELER e ENNEKING, 2005).
A auséncia de potencial osteogénico responde, em parte, pela baixa capacidade de
consolidacdo e revitalizacdo de enxertos alogénicos, que resulta nos altos indices de
complicacbes. Estratégias utilizando tratamentos sistémicos, particularmente com
PTH1.34, podem reduzir as limitagdes biolégicas dos enxertos desvitalizados. Os bons
resultados do uso clinico off-label de PTHi32 em pacientes com pseudartrose
estimulou seu emprego com a finalidade de acelerar a consolidacao de fraturas
(PUZAS et al, 2006; ASPENBERG etal, 2010)

Em modelo murino de defeito segmentar femoral, REYNOLDS e colaboradores
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(2011) demonstraram que o tratamento durante quatro semanas com 40 ug/kg/dia
PTH1.34 iniciado imediatamente ap6s a reconstrucao de defeito femoral com enxerto
alogénico, resultou na formagao de maior calo ésseo e alto percentual de consolidagdo
e integracdo do enxerto na sexta semana de poés-operatorio. Em um estudo
subsequente, o mesmo grupo de autores (TAKAHATA et al, 2012) avaliou, no mesmo
modelo experimental, se doses 10 e 100 vezes menores (0,4 e 4 pg/kg/dia,
respectivamente) teriam a mesma eficacia de doses mais altas (40 pg/kg/dia). Os
resultados mostraram que apenas na dose de 40 ug/kg/dia, apds nove semanas de
tratamento, foi observada melhor resposta sobre a osteointegracdo e sobre a
biomecanica do calo. Exceto pela maior resisténcia do calo ésseo, o tratamento com 40
ug/kg/dia PTH1.34 por cinco semanas, iniciado uma semana apos a cirurgia, resultou
numa resposta osteogénica semelhante ao tratamento por nove semanas.

Embora nao tenha sido objetivo do presente estudo definir a janela terapéutica
ideal e nem a melhor dose-resposta ao tratamento com PTH1-34, nossos resultados
demonstraram que a administracdo diaria de 30 ug/kg durante duas semanas,
iniciado no dia seguinte a cirurgia, resultou em alto percentual de revitalizagdo dos
enxertos e melhor “qualidade biolégica” dos sitios de consolidacdo das corticais nas
interfaces do enxerto com o osso hospedeiro. A maior neoformagdo dssea no canal
medular e nas interfaces do enxerto é um fator importante considerando a
restauragdo 6ssea em estrutura e forca mecanica.

Em relacdo ao percentual de consolidacdo, nossos resultados nao podem ser
comparados com o de outros autores, devido a diferengcas biomecanicas entre a

fixacdo estavel com placa que utilizamos e a fixagdo com haste intramedular utilizada
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pela maior parte dos autores (KABACK et al., 2008; JACOBSON et al, 2011; REYNOLDS
etal, 2011; TAKAHATA et al, 2012). Na literatura nao existem relatos sobre o papel
do PTH1.34 na reconstrucdo de defeitos 6sseos criticos em murinos com enxertos
estruturais fixados com placa e parafusos bloqueados.

Nossa opg¢do por utilizar 30 e 40 ug/kg/dia PTH1-34 foi baseada em relatos da
literatura que apontavam para maior eficacia do tratamento adjuvante nessas doses
na consolidacdo 6ssea (REYNOLDS et al,, 2011; TAKAHATA et al, 2012). Em roedores
ndo existe unanimidade quanto a dose de PTH1-32 que mais se aproximaria da situacao
clinica. Em modelos murinos, o PTH1-34 é utilizado em uma ampla faixa de variacao
(2,5 a 200 ug/kg/dia), que corresponde a uma dose 10 a 1000 vezes maior do que a
dose recomendada para o tratamento de osteoporose em humanos (dose Unica de 20
ug/dia que corresponde em um individuo com 50-80 kg a 0,25-0,4 ug/kg/dia).

A auséncia de resposta em murinos ao tratamento com doses baixas de PTH1.34
foi demonstrada em estudos que tiveram como objetivo avaliar os efeitos dose-
dependente do PTH134 (NAKAZAWA et al, 2005; KOMATSU et al, 2009) e foram
atribuidos a diferencas entre as espécies no metabolismo e no clearance hormonal
(BARNES et al, 2008). Outra caracteristica desses estudos, que pode ter influenciado
nos resultados, é o fato de que foram realizados com modelos de fraturas que podem
consolidar espontaneamente independentemente do tratamento adjuvante com PTHj.
34 € da dose em que é administrado.

Outra questdo que permanece indefinida é a escolha da melhor janela
terapéutica do tratamento com PTHi.34. Dependendo do momento em que o

tratamento € iniciado, diferentes populac¢des celulares que respondem ao fadrmaco sdo
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ativadas, determinando em uma escala de prioridades a intensidade dos eventos
relacionados com as diferentes etapas do processo de reparo dsseo.

Alguns genes relacionados diretamente com a formag¢do 6ssea como Osterix e
Runx2, ativados durante a exposicdo das BMSC ao PTHi-32 estdo diretamente
relacionados com a consolidacdo de fraturas em modelos animais (KABACK et al,
2008). Em condi¢des experimentais in vitro, PTH1.32 atua sobre a diferenciagcdo das
BMSC potencializando a diferenciagdo em osteoblastos (KABACK et al,, 2008, YANG et
al, 2009) sem interferir no potencial proliferativo (YANG et al, 2009). Recentemente
YANG e colaboradores (2016) demonstraram que PTHi.34 utilizado de forma
intermitente in vitro aumenta o potencial proliferativo e a diferenciacdo osteogénica
de BMSC isoladas de ratos.

Nossos resultados mostraram que o tratamento in vivo com PTH1.34 por duas
semanas ndo influenciou na capacidade proliferativa in vitro de BMSC, ja que o
potencial clonogénico foi semelhante entre os grupos experimentais e o grupo
controle tratado apenas com inje¢des didrias de salina. Através da andlise de CFE, que
fornece uma estimativa da frequéncia de células estromais da medula 6ssea humana
(KUSNETSOV et al, 2009), verificamos uma tendéncia do tratamento com 30
ug/kg/dia PTHi.32 em aumentar essa frequéncia em relacdo ao tratamento com 40
ug/kg/dia PTH1-34 e solucdo salina. Contudo, ainda ndo podemos justificar o melhor
desempenho da dose de 30 ug/kg com esses resultados.

Uma possibilidade é que o PTHi.34 nessa dose seja capaz de estimular a
expressao de genes osteogénicos de forma mais precoce do que na dose de 40 ug/kg.

KABACK e colaboradores (2008) mostraram que BMSC derivadas de camundongos
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tratados com PTH1.34 na dose 40 ug/kg por sete dias apresentam maior expressao dos
genes Osterix, Runx2, COL1A1, Osteocalcin e ALP quando diferenciadas in vitro em
relacdo as células derivadas de animais tratados com solugao salina.

Esse estudo teve como pontos fortes a utilizacdo de um modelo altamente
reproduzivel de defeito segmentar critico reconstruido com enxertos estruturais
alogénicos, estabilizados com placa e parafusos bloqueados. Identificamos como
principais limitacdes a falta de comprovacdo da qualidade da consolidagdo por testes
biomecanicos e a avaliacdo da acdo do PTH1-34 sobre a incorporacdo dos enxertos em
um Unico ponto de observacdo. Para ambas as situagdes o principal fator limitante foi
o custo elevado dos implantes para inclusao de mais animais que permitisse ampliar
as ferramentas de andlise e habilidade técnica para realizar o procedimento cirturgico.
Em resumo, o conjunto dos resultados do presente estudo mostrou que PTHi-34
administrado por via subcutdnea durante duas semanas potencializa o reparo e a
integracao de aloenxertos com o o0sso hospedeiro em um modelo murino de
reconstrucdo de defeito femoral critico. Esses resultados podem vir a alicercar
estudos em animais de grande porte visando o futuro uso clinico do PTH1-32 com essa

indicacao.
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6 CONCLUSOES

1. O modelo experimental utilizado neste estudo é uma ferramenta
extremamente Util para avaliar o papel de tratamentos sistémicos sobre a
consolidacao e a incorporagdo de aloenxertos;

2. A estabilizacdo com placa e parafusos de defeito 6sseo segmentar critico do
fémur de camundongos resulta em fixacao estavel e reprodutivel;

3. Devido ao tipo de sintese utilizado que acarretou em baixa mobilidade da
interface do enxerto com o osso hospedeiro, a consolidacao do enxerto ocorreu
de forma independente do tratamento adjuvante com PTH 1.34;

4. A qualidade biolégica da consolidacao éssea avaliada nas interfaces do enxerto
com o0 0sso hospedeiro em resposta ao tratamento com PTHji.34, foi melhor no
grupo de animais tratados com a dose de 30 ug/kg;

5. A administracao didria de 30 ug/kg de PTH1-34 durante duas semanas resulta
na revitalizacdo precoce de enxertos 6sseos alogénicos em um modelo de
reconstrucdo femoral em camundongos;

6. O tratamento in vivo com PTH1-34 por um curto periodo de tempo nao altera a

frequéncia e nem o potencial clonogénico de progenitores mesenquimais.
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