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RESUMO

PECANHA, Gustavo Cesar de Almeida. Efeito da teriparatida na fusdo ¢ssea pés artrodese de
coluna vertebral em biomodelo de osteoporose, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2019

Nos altimos 20 anos, houve um aumento no numero de pacientes com osteoporose
submetidos a cirurgias de coluna. O tratamento com teriparatida, um medicamento com agéo
osteoanabdlica, pode reduzir as taxas de falha desses procedimentos, entretanto, ndo ha
consenso quanto ao tempo de uso dessa terapia, nem quanto ao melhor momento para que ela
seja iniciada. O objetivo deste estudo é avaliar o efeito modulador da terapia com teriparatida
nas etapas iniciais e tardias do processo de formacgédo da massa de fusédo, visando identificar o
melhor momento para inicio deste tratamento em pacientes osteoporoticos submetidos a
cirurgia de fusdo vertebral. Para isso, realizamos um estudo com 27 ratas osteoporéticas
submetidas a cirurgia de artrodese lombar. Os animais foram alocados em 4 grupos
experimentais: grupo PTH 1-15, tratados com doses diarias de 30ug/kg de teriparatida do dia
1 ao dia 15 pos cirurgia; PTH 16-30, que recebeu teriparatida do dia 16 ao dia 30 p0s cirurgia;
grupo PTH 30, tratados com teriparatida por 30 dias ap0s a cirurgia de fusdo; e o grupo
controle, ndo tratado. A eutanasia ocorreu cinco semanas apos a cirurgia de fusao vertebral. O
grupo controle apresentou 80% de fusdo, o grupo PTH 1-15, 62,5%; o grupo PTH 16-30,
100% e o grupo PTH 30, 75% de taxa de fusdo, avaliada por palpacdo manual da
peca anatbmica e andlise radiografica. A avaliagdo por microtomografia revelou que a massa
de fusdo dos animais dos grupos PTH 16-30 e PTH30 apresentavam aspecto mais
compactado, indicando remodelamento e amadurecimento da mesma. A massa de fusdo dos
animais do grupo PTH 1-15 apresentou caracteristicas microestruturais semelhantes a do
grupo controle. A conclusdo deste estudo demonstra que a terapia de curto prazo com
teriparatida nas fases iniciais é dispensavel e melhores resultados sdo alcancados quando
iniciado nas fases mais tardias do processo de formacdo da artrodese em biomodelo de
osteoporose.

Palavras-chave: Osteoporose, Teriparatida, Fusdo Vertebral



ABSTRACT

PECANHA, Gustavo Cesar de Almeida. Effect of teriparatide in bone fusion after arthrodese
of vertebral column in osteoporosis biomodelo. Rio de Janeiro, 2019. Master Thesis -
National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, 20109.
Over the past 20 years, there has been an increase in the number of osteoporotic
patients undergoing spinal surgery. Treatment with teriparatide (PTH), an osteoanabolic drug,
may reduce the failure rates of these procedures; however, there is no consensus regarding the
lenght of treatment nor as to the best time to initiate it. The aim of this study is to evaluate the
modulating effect of teriparatide in the initial and late stages of the fusion process, in order to
identify the best time to start this treatment in osteoporotic patients submitted to vertebral
fusion surgery. To address this issue, we performed a study with 27 osteoporotic rats
submitted to lumbar arthrodesis surgery. The animals were allocated in 4 experimental
groups: group PTH 1-15, treated with daily doses of 30ug / kg of teriparatide from day 1 to
day 15 post surgery; PTH 16-30, who received teriparatide from day 16 to day 30 post
surgery; PTH 30 group, treated with teriparatide for 30 days post fusion surgery; and the
untreated control group. Euthanasia was performed 5 weeks after spinal fusion surgery. The
control group had 80% of fusion, the group PTH 1-15, 62.5%; the PTH 16-30 group, 100%
and the PTH 30 group, 75% of fusion rate, evaluated by manual palpation of the lumbar
segment and radiographic analysis. The microtomography evaluation revealed that the bone
mass fusion of the animals of the PTH-16-30 and PTH 30 groups showed a higher degree of
compaction, indicating its remodeling and maturation. The bone mass of animals of PTH 1-15
group presented microstructural characteristics similar to that of the control group. The
conclusion of this study demonstrates that short-term therapy with teriparatide in the early
stages of bone mass fusion is dispensable and better results are achieved when started at later

stages of the arthrodesis consolidation process.

Keywords: Osteoporosis, Teriparatide, Spine Fusion
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1. INTRODUCAO

1.1 Cirurgia de artrodese da coluna vertebral

A coluna vertebral, também chamada de espinha dorsal, compde-se de 0ss0s,
chamados vértebras, e um grande nimero de articulacdes, as quais estdo sobrepostas em
forma de uma coluna, dai o termo coluna vertebral. Sua principal funcdo é proteger a medula
espinhal e fornecer um eixo de sustentacdo corporal, permitindo a realizagcdo de movimentos.

Uma vértebra tipica é constituida por duas partes essenciais: uma massa cilindrica com
padrdo de osso trabecular (ou esponjoso), chamada de corpo vertebral e o arco vertebral
posterior formado por lamina, pediculos e processos laterais e posteriores com padrdo mais

cortical (NETTER, 2015) (Figura 1).

A B

_0ss0
cortical

Osso cortical

CONPO =i

vertebral Hponwn
Drocesso pediculo
transverso

processo
articular
foramen

Idmina
s vertebral Osso esponjoso

processo
espinhoso

Figura 1: Caracteristicas gerais de uma veértebra. Representacdo de uma vertebra lombar,
demostrando: (A) relacdo do corpo vertebral e elementos posteriores; ldmina, processo espinhoso,
processo articular, pediculo e processo transverso e (B) distribui¢do de osso cortical e esponjoso nas
diferentes regides da vértebra. Adaptado de Netter, 2015.
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Diversos fatores como doencas degenerativas, fraturas ou deformidades, podem alterar
a estrutura da coluna vertebral, danificando as vértebras ou os tecidos adjacentes. Estas
alteracOes estdo, frequentemente, associadas a dor intensa, limitacdo do movimento, sintomas
neuroldgicos e reducdo da qualidade de vida (CLOYD et al., 2008).

Nesse sentido, os procedimentos de artrodese da coluna vertebral (ACV), ou fuséo
vertebral, sdo considerados o padrdo ouro para o tratamento de doencas degenerativas,
tumorais, traumaticas, infecciosas e deformidades, sendo muito utilizados na existéncia de
instabilidade segmentar patoldgica ou pds-descompressdo neurolégica (BODEN, 2000,
MARTIN et al.,, 2007). A realizacdo deste tipo de procedimento vem aumentando
significativamente nos ultimos anos. Deyo e colaboradores (2005) observaram um aumento
de cerca de 220% na realizacdo de cirurgias de artrodese vertebral entre os anos de 1990 e
2001 (DEYO et al., 2005; MARTIN et al., 2007).

O procedimento de artrodese vertebral consiste em induzir a fusdo de duas ou mais
vértebras, de modo a impedir a movimentacdo entre elas. Biologicamente, a fusdo segmentar
é definida como a formacédo de uma ponte dssea entre vértebras adjacentes (Figura 2). Isso é
possivel, cirurgicamente, através da criacdo de um leito 0sseo e utilizacdo de enxerto. Este
processo desencadeia diversos eventos biologicos, como reabsorcéo e neoformacao 6ssea, que
permitem a integracdo deste enxerto e formacdo de uma ponte 0ssea unindo 0s dois 0SS0S
adjacentes (BODEN, 1998; MORONE et al., 1998; BLUMSOHN et al., 2011).

A cirurgia de fusdo posterolateral se inicia com a disseccdo subperiosteal dos
segmentos escolhidos. Segue-se a remocdo da camada superficial do osso cortical
(decorticacdo) dos processos transversos das vertebras a serem fundidas. Posteriormente,
aplica-se o enxerto 0sseo unindo esses processos transversos bilateralmente (CAMPBELL et

al., 2015).
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2- Sitio de fusio coberto
com fragmentos de
enxerto 6sseo.

1-Preparo do sitio de fusio:
decorticagio dos
transversos, laminas e
facetas articulares

Figura 2 : Procedimento cirtrgico de artrodese da coluna vertebral. (A) Figura esquematica
demostrando as etapas de decorticacdo, seguido da colocacdo do enxerto 6sseo entre 0S processos
transversos das vértebras. Reconstrucfes da coluna de ratos sem (B) e com (C) artrodese vertebral,
respectivamente. Adaptado de Reid et al., 2011.

1.1.1  Aspectos biologicos da fusdo segmentar

O processo de artrodese posterolateral da coluna é diferente do processo de
consolidacdo 6ssea de fraturas, ainda que apresentem semelhancas em diversos aspectos
(BODEN, 1998; BODEN et al., 2002; MORONE et al., 1998). O processo bioldgico de
formacdo da artrodese vertebral requer a integracdo do enxerto, envolvendo os processos de
reabsorcdo deste enxerto, neoformacdo e remodelamento 6sseo. A avaliacdo deste processo
em um contexto clinico é dificultada pela falta de metodologias adequadas (BRODSKY et al.,
1991). Dessa forma, os complexos eventos bioldgicos envolvidos na fusdo ossea vertebral sao
mais bem estudados em modelos animais. Boden e colaboradores (2002), usando um modelo
de coelhos, dividiram o processo de fusdo em cinco fases (BODEN et al., 2002).

1 - Inflamagdo: Logo apds a cirurgia, hd a formagdo de um hematoma rico em células
inflamatdrias e contendo restos celulares resultantes do trauma cirdrgico. Este ambiente
inflamatorio, rico em citocinas e fatores de crescimento, permite a migracdo de fibroblastos
que sequencialmente formam um estroma fibrovascular que desempenha importante papel na

organizacdo e nutricdo do enxerto. A importancia desta etapa para o processo de integracéo
12



do enxerto é evidenciada por estudos que mostram que 0 uso de medicamentos anti-
inflamatorios no periodo pré-operatério esta associado a reducdo das taxas de fusdo (RIEW et
al., 2003; THALLER et al., 2005).

2 - Vascularizagdo: A formacéo vascular tem inicio, sendo caracterizada pelo surgimento de
brotos vasculares. Observa-se também a predominéncia de ossificacdo intramembranosa
préximo aos processos transversos decorticados, com poucas areas de formacéo cartilaginosa
e ossificacdo endocondral. Na regido central do enxerto, nota-se pequena quantidade de
cartilagem.

3 - Osteoinducdo: Esta fase e caracterizada pela intensa diferenciacdo de osteoblastos.
Observa-se também o aumento do numero de condroblastos, da vascularizagdo e intensa
reabsorcdo das areas necrdticas do enxerto (por¢do central). A neoformacgéo 0ssea, iniciada
proximo aos processos transversos, caminha para a por¢éo central do enxerto.

4 — Osteoconducdo: Predomina o processo de ossificacdo endocondral na por¢éo mais central,
unindo a porcao superior a por¢do inferior da massa de fusdo. Simultaneamente, tem-se a acéo
dos osteoclastos e osteoblastos, reabsorvendo e formando 0sso, respectivamente.

5 - Remodelacdo: A massa de fusdo amadurece através do remodelamento 06sseo,
apresentando aspecto mais compactado. A formacdo do padrdo cortical da periferia e
trabecular, na porcao central do 0sso, se completam.

Dois processos de ossificacdo participam da constituicdo da fusdo posterolateral:
endocondral e intramembranoso. A ossificacdo endocondral € o processo que forma 0s 0ssos
longos, onde a formacdo Gssea é precedida pela formacdo de um molde cartilaginoso. J& no
processo intramembranoso, o 0sso € formado diretamente por osteoblastos sem haver a
formacdo do molde de cartilagem. Estudos que avaliaram o crescimento 6sseo em artrodese
posterolateral da coluna demonstraram que no processo de fusdo vertebral, ha a

predominancia de ossificacdo intramembranosa prOXimo aos processos transversos enquanto a
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ossificacdo endocondral ocorre na por¢do mais central da ponte dssea que estd em formacéo

(CONTI et al., 2006; PARK et al., 2017) (Figura 3).

VB PT
} OSSIFICACAO INTRAMEMBRANOSA
F
u
S
DISCO A OSSIFICACAO ENDOCONDRAL
o
} OSSIFICACAO INTRAMEMBRANOSA

n [0

Figura 3 : Processos de ossificacdo na artrodese vertebral. Esquema mostrando a regido, da massa
de fusdo, onde predominam os diferentes dos tipos de ossificacdo envolvidos na fusdo posterolateral
da coluna. VB: vértebra; PT: processo transverso; Fusdo: massa de fusdo formada (Adaptado de Park
etal., 2017).

Conti (2006) demonstrou que a decorticacdo dos processos transversos pode
influenciar no tipo de ossificacdo e na quantidade de tecido 6sseo neoformado. Esse estudo,
realizado em modelo murino, observou que a exposicdo da porcao trabecular dos processos
transversos levou a predominancia do processo de ossificacdo intramembranoso e maior
quantidade de osso neoformado. Dessa forma, fica evidente que a decorticacdo do processo
transverso tem importante impacto na incorporacdo do enxerto aplicado. A exposicdo do 0sso
subcondral aumenta o contato na interface enxerto-osso, o que favorece a transferéncia
nutricional, de oxigénio e moléculas osteoindutoras, viabilizando uma ossificacdo mais rapida
e mais exuberante (CONTI et al., 2006; REID et al., 2011).

Em seres humanos, o processo de consolidacdo da massa de fusdo dura
aproximadamente 6 meses, enquanto em ratos, a maioria dos trabalhos avalia a fusdo entre 6 e

8 semanas, sendo reportado que este processo dura aproximadamente 4 semanas. Abe e

colaboradores (2007) evidenciaram tal fato ao relatar que a taxa de fusdo se mantinha
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constante em 86% dos casos, ao analisar a fusdo, em ratos, quatro e seis semanas apds a
cirurgia de fusdo (ABE et al., 2007; ISHIDA et al., 2016).

Uma vez que o processo de fusdo depende fortemente do componente bioldgico,
fatores inerentes ao pacientes como idade, diabetes, obesidade, tabagismo, alteracdes
vasculares e osteoporose, entre outros, comprometem biologicamente a capacidade de
estruturacdo dessa ponte Ossea, tornando o insucesso da cirurgia de coluna uma condicdo
especialmente grave (REID et al., 2011; LEVEN et al., 2016). Neste sentido, a osteoporose
tem se tornando um fator de risco particularmente importante, devido ao aumento da sua
prevaléncia e a tendéncia mundial de aumento da expectativa de vida (GLASSMAN et al.,

2009; LEVEN etal., 2016).

1.2 Osteoporose

A osteoporose é um disturbio osteometabdlico de prevaléncia crescente, caracterizada
pela presenca de 0ssos porosos, devido a reducdo da massa 6ssea e perda da microarquitetura
desse tecido. Estas alteracfes levam a reducédo da forca dssea, aumentando o risco de fraturas
(PHETFONG et al., 2016, CHAKRABORTY et al., 2017). O comportamento clinico da
osteoporose € o de uma doenga silenciosa que se manifesta tardiamente com fraturas por
traumas de baixa energia, relacionados a atividades cotidianas (GALI, et al., 2001).

O diagnoéstico da osteoporose e a predicdo do risco de fratura é realizado,
principalmente, pela determinacdo da densidade mineral dssea (DMO), através do exame de
da absortometria de raios-x em duas energias (DXA, do inglés dual energy X-ray
absorptiometry), popularmente conhecido como densitometria éssea. Segundo os critérios da
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), os resultados de densitometria da coluna lombar,
quadril e fémur sdo apresentados em T-scores, que representam a comparagdo com o0 pico de

densidade 6ssea de individuos jovens. Quando o valor se encontra dentro de até 1 desvio
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padrdo (DP) é considerada densitometria normal, entre 1.0 e 2.5 DP, osteopenia e acima de
2.5 DP o diagnostico de osteoporose é estabelecido. A presenca de fraturas tipicas de baixa
energia, também estabelece o diagndstico (WHO, 1994).

Aproximadamente 200 milhdes de mulheres sofrem de osteoporose no mundo
(HERNLUND et al., 2013). Trata-se de uma doenca cronica cuja prevaléncia aumenta de
acordo com o envelhecimento populacional. Esta correlagdo entre osteoporose e
envelhecimento fica evidente ao se relatar que, nos Estados Unidos, 17-20% das mulheres
com mais de 50 anos, 26% das mulheres com mais de 65 anos e 50% das mulheres com mais
de 85 anos apresentam a doenga (CLOYD et al., 2008; PARK et al., 2011; PARK et al.,
2017).

No Brasil, o Estudo Brasileiro de Osteoporose (BRAZOS) através de um inquerito
domiciliar, incluindo 1.695 mulheres de todo pais, relatou prevaléncia de 15,1% desta doenca,
diagnosticadas pela ocorréncia de fraturas por trauma por baixo impacto (PINHEIRO et al.,
2010). Em 2010, o mesmo grupo conduziu um estudo transversal intitulado SAPOS (Séo
Paulo Osteoporosis Study), onde observaram 4.332 mulheres com idade acima de 40 anos e a
prevaléncia de osteoporose, diagnosticada pelo DXA, foi de 33% (PINHEIRO et al., 2010). A
discrepancia encontrada nos diferentes estudos reflete a dificuldade em diagnosticar esta
doenca no Brasil, devido ao seu carater silencioso e a falta de inciativas nacionais de rastreio
da doenca (BACCARO et al., 2015).

O Sistema Unico de Sadde (SUS) gastou cerca de 34 milhdes e o Sistema Suplementar
de Saude gastou R$ 12 milhdes, no periodo entre julho de 2003 e junho de 2004, apenas com
fraturas osteoporoticas do quadril (OLIVEIRA et al., 2004; BACCARO et al., 2015; SOUZA
et al., 2017). Portanto, pode-se afirmar que a osteoporose € uma doenca com alto custo

econémico e social (MORAES et al., 2014).
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1.2.1  Etiologia da osteoporose.

A constituicdo da massa 6ssea de um individuo saudavel se eleva desde a infancia até
25 a 30 anos de idade, quando atinge um pico de acumulacédo e, posteriormente, ocorre uma
queda gradual. Fatores genéticos, raciais, nutricionais, exposic¢do solar, atividades fisicas e,
sobretudo, hormonais regulam esse processo. Durante o envelhecimento, observa-se uma
reducdo progressiva do estoque 6sseo. Em mulheres, a queda hormonal relacionada a
menopausa, acelera o processo e, quando associado a falta de atividade fisica ou a sarcopenia,
aumenta a propensao a fraturas osteoporoticas (SILVA et al., 2006; CHAKRABORTY et al.,
2017).

A osteoporose pode ser classificada em dois tipos: priméaria ou secundéaria. A primaria
é o tipo mais comum, sendo classificada em tipo | ou tipo Il (CLOYD et al., 2008). A
osteoporose primaria do tipo | também pode ser chamada de osteoporose pOs-menopausa.
Mulheres que recentemente entraram na menopausa, apresentam acentuada perda de massa
Ossea, resultante da brusca reducdo nos niveis de estrogénio. Ja o tipo I1, é também conhecido
como osteoporose senil, sendo resultado do processo natural de envelhecimento.

A osteoporose secundaria ocorre como consequéncia de algumas condicfes clinicas,
como hipertireoidismo, hiperparatireoidismo ou doencas inflamatdrias, ou devido ao uso

crénico de certas substancias como corticoides e alcool, entre outros (GALI, 2001).

1.2.2  Fisiopatologia da osteoporose.

O o0sso é um tecido ativo, que sofre uma série de adaptacdes ao longo da vida de um
individuo, de forma a manter sua integridade e regular a homeostasia mineral. Para tanto, é
necessaria uma atividade bioldgica extremamente dindmica de renovagdo 0ssea, mantendo o

esqueleto adequado ao suporte de cargas e novas tensbes. Esse processo € chamado de
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remodelamento &sseo. Varios tipos celulares participam desse processo, sendo o0s dois
principais, o osteoblasto e o osteoclasto (BOSKEY et al., 2017).

Os osteoblastos se originam de células estromais da medula dssea. Sua diferenciacéao e
funcdo sdo estritamente reguladas por fatores locais e sistémicos, incluindo o paratormonio,
uma vez que estas células expressam o receptor de paratorménio em sua membrana (WENG
et al., 2019). Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela formacdo Gssea, através da
sintese das proteinas da matriz extracelular e da mineralizacdo desta matriz. A producdo de
matriz orgénica, formada principalmente por colageno do tipo I, é acompanhada pela
deposicdo de ions de calcio e fosfato, chamada de matriz inorganica do 0sso, ao que se
denomina mineralizagdo primaria. Durante este processo, ha a secrecdo de fosfatase alcalina
que serve como um marcador de formagdo 0ssea (RAGGATT et al., 2010). Espacialmente,
alguns osteoblastos, que participam do processo de mineralizagdo primaria, ficam
encarcerados no centro dessa matriz inorganica, passando a ser chamados de ostedcitos. Essas
células possuem processos celulares longos, formando uma rede extracelular comunicante,
conectando-0os a osteoblastos ativos que estdo na periferia. Os ostedcitos assumem a
importante funcdo de sinalizar mudancas na transmissdo de carga e outras funcbes de
homeostasia 0ssea, orientando adequacdes na formacdo e remodelamento do osso (KULAR et
al., 2012).

Os osteoclastos sdo células gigantes, multinucleadas, de origem hematopoiética. Sua
principal funcdo € degradar a matriz dssea, reabsorvendo o esqueleto e liberando os ions para
a corrente sanguinea. Localizados nas lacunas de reabsorcdo, ou de Howship, essas células
estabelecem um microambiente isolado, na interface das suas bordas em escova com a matriz
6ssea. Nesse compartimento ocorre a liberacdo de enzimas proteoliticas e ions de hidrogénio
que degradam a matriz Ossea, liberando os ions de célcio e fosforo, e o coldgeno que os
conectava. O telopeptideo carboxiterminal do colégeno tipo | (CTX-1) é uma fracdo carboxi-

terminal do colageno tipo I, resultante da degradagdo do colageno durante a reabsorgao 6ssea,
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sendo liberado nesse processo e utilizado como marcador bioquimico do processo de
reabsorcdo 6ssea (RAGGATT et al., 2010; KULAR et al., 2012; CARVALHO et al., 2016).

O processo de remodelamento Gsseo se inicia com o recrutamento e a ativagdo dos
osteoclastos que reabsorvem o 0sso, formando a unidade de remodelacdo 6ssea (BRU, do
inglés bone remodeling unit). A seguir, células mononucleares de origem ainda desconhecida,
removem os fragmentos de colageno degradado remanescentes, preparando a superficie 6ssea
para a fase de formacdo Ossea. Terminada a fase de reabsorcdo, 0s osteoclastos sofrem
apoptose e ocorre a proliferacdo de progenitores de osteoblastos que migram para a BRU
onde se diferenciam em osteoblastos ativos. Inicia-se entdo a fase terminal, caracterizada por
osteoformacao, que € a fase mais lenta do processo (Figura 4). Em 0ssos esponjosos este ciclo
dura cerca de 200 dias, enquanto no o0sso cortical o processo dura em média 150 dias

(RAGGATT etal., 2010; KULAR et al., 2012).

Pré osteoclastos Osteoclastos Pré

osteoblastos
ativos Células Osteoblastos
mononucleares Ostedcitos
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Figura 4: Remodelamento 6sseo. Figura esquematica ilustrando as diferentes fases do
remodelamento 6sseo. Os osteoclastos originam-se de células tronco hematopoiéticas e, uma vez
ativados, sdo responsaveis pela reabsor¢do da matriz 6ssea. Apos a reabsorc¢do, células mononucleares
absorvem os restos produzidos por esta degradagdo. A seguir, 0s osteoblastos sdo recrutados para a
unidade de remodelamento dsseo, onde d&o inicio a deposicdo da matriz orgénica e inorgénica. Por
fim, alguns osteoblastos permanecem presos nas matriz 6ssea recém formada, dando origem aos
ostedcitos (Adaptado de www.orthopaedicsone.com).

O remodelamento Gsseo € um processo estritamente coordenado, de forma a manter o
equilibrio entre a reabsorcdo e a formagdo 6ssea. DesregulacGes neste mecanismo levam a

patologias como osteopetrose e osteoporose (RAGGATT et al., 2010).
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Na osteoporose, observa-se um desequilibrio entre os processos de formacdo e
reabsorcdo dssea, predominando, por diversos fatores, o processo de reabsorcdo. Isso leva a
uma reducdo do nimero e espessura de trabéculas, alteracbes da microarquitetura éssea e
reducdo da densidade mineral, resultando em fragilidade 0ssea.

Em seres humanos, a perda 6ssea tem inicio volta dos 40 anos de idade e, entre as
mulheres, essa perda acentua-se entre 5 e 10 anos apds a menopausa (RIGGS et al., 2002;
PARK e CHUNG, 2011; TELLA et al., 2014). No sexo feminino, o estrogénio modula o
crescimento e a diferenciacdo de osteoblastos e osteoclastos. Na presenca de estrégeno, 0s
osteoblastos e seus percussores inibem a ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos. Ainda
assim, a principal influéncia do estrogénio sobre o tecido 0sseo é na inibicdo da reabsorcao
Ossea, através da apoptose dos osteoclastos. Durante a menopausa, com a faléncia ovariana
caracteristica e reducdo drastica nos niveis de estrogénio, observa-se um aumento no nimero
e na atividade dos osteoclastos, resultando em perda de massa 6ssea e maior susceptibilidade
a fraturas (RIGGS et al., 2002; TABATABAEI-MALAZY et al., 2017).

As alteracbes na estrutura Ossea e no remodelamento 0sseo, induzidas pela
osteoporose, influenciam diretamente nos processos de consolidacdo e neoformacdo 0Ossea.
Dessa forma, os procedimentos ortopeédicos realizados nesta populacdo devem levar em
consideracdo tal condicdo, sendo necessarias estratégias para aumentar o sucesso de tais

procedimentos.

1.2.3  Osteoporose e cirurgias de fusdo vertebral

Com o aumento mundial da expectativa de vida da populacao, surge a necessidade de
oferecer recursos medicos que mantenham a populacdo com boa qualidade de vida. Nesse
sentido, novas técnicas cirdrgicas de artrodese vertebral tornam este procedimento mais

confortdvel e aplicdvel a estes pacientes, principalmente para o tratamento de doencas
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degenerativas, traumaticas e tumorais da coluna vertebral. Cabe ressaltar que, entre idosos,
essas patologias frequentemente apresentam maior gravidade e cirurgias mais extensas sao
necessarias (CLOYD et al., 2008; GLASSMAN et al., 2009; CULLER et al., 2017; KYUN et
al., 2018).

Nos ultimos 20 anos, observou-se um aumento no numero de pacientes com
osteopenia ou osteoporose submetidos a cirurgias de coluna. Chin e colaboradores (2007)
encontraram que a prevaléncia de osteoporose entre pacientes com mais de 50 anos
submetidos a ACV foi de 14,5% para homens e 51,3% para mulheres (CHIN et al., 2007).
Outro estudo, também considerando mulheres com mais de 50 anos submetidas a cirurgias de
fusdo, reportou que 46% apresentavam osteopenia e 31% apresentavam osteoporose (CZYZ
etal., 2017).

Sabe-se que, a coluna vertebral, sobretudo na transicdo toracolombar, é o local mais
frequente de fraturas osteoporoéticas. A baixa DMO esta relacionada ao mal resultado
cirurgico de pacientes submetidos a procedimentos de fusdo da coluna com instrumentacéo.
Soltura de implantes, doenca do nivel adjacente a montagem e novas fraturas vertebrais, sao
complicac@es frequentes nesse grupo de pacientes (SKRIPITZ et al., 2001; CHAUDHARY et
al., 2017). Nesse sentido, a utilizacdo de mdaltiplos pontos de fixa¢do, montagens hibridas e
cimentacdo de implantes, sdo recursos utilizados para otimizacdo biomecanica da massa de
fusdo dssea que ira se formar (BOGUSZEWSKI et al., 2011; CLOYD et al., 2008; KYUN et
al., 2018; PONNUSAMY et al., 2011).

Ainda assim, pacientes osteopordticos tem menor capacidade bioldgica na formacao
de massa de artrodeses. 1sso se deve a pobre vascularizacdo do leito de fusdo, menor
disponibilidade de enxerto autélogo e a osteoblastos menos eficientes na formacdo de 0sso
novo. Esses fatores contribuem para maiores taxas de atraso de consolidagéo, fadiga de
implantes e pseudartrose, tornando o sucesso da ACV um desafio ao cirurgido

(KAMMERLANDER et al., 2016; CHAUDHARY et al., 2017).
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Park e colaboradores (2017) avaliaram o processo de artrodese vertebral em ratas
osteopordticas e ndo osteoporoticas, e observaram que a osteoporose resultava em atraso na
formacgdo da massa de fusdo. A avaliacdo temporal dessa massa de fusdo sugeriu que 0s
animais osteoporéticos apresentavam prejuizo em diversas etapas da consolidagdo 6ssea, com
comprometimento da ossificagdo intramembranosa, endocondral e da maturacdo @ssea,
principalmente (PARK et al., 2017).

Diversas publicacGes apontam que as alteracGes celulares resultantes da deplecdo de
estrogénio, levam a reducéo da atividade dos osteoblastos e da osteoblastogénese, assim como
ao aumento da atividade dos osteoclastos e da osteoclastogénese, influenciando
negativamente o processo de formacdo da massa de fusdo apds procedimento de artrodese
vertebral. Nesse sentido, estratégias que estimulem os estagios iniciais e intermediarios da
fusdo Gssea em individuos osteoporoticos podem evitar falha biologicas neste processo
(SILVA et al, 2006; CHAUDHARY et al., 2017; PARK et al., 2017).

Ainda que ndo haja clara evidéncia de que a consolidacdo mais precoce da artrodese
represente um beneficio clinico e funcional real na populacdo geral, quando se considera a
populacdo idosa, onde se observa maior incidéncia de eventuais quedas, osteoporose e
sarcopenia, a aceleracdo da consolidacdo pode representar a reducdo da necessidade de
reoperacdes (PARK et al., 2017)

Objetivando potencializar os aspectos biologicos relacionados a fusdo vertebral,
medidas terapéuticas como 0 uso topico de proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs, do inglés
bone morphogenic proteins) e a utilizacdo de medicacbes, como as utilizadas no tratamento
de osteoporose, foram avaliadas (MORIMOTO et al., 2015; LIU et al., 2018). As BMPs
foram amplamente estudadas e apresentam diversas limitacfes a sua ampla utilizacdo, entre
elas o alto custo. Nesse cenério, a terapia com administracdo intermitente de teriparatida, que
ja ¢ mundialmente utilizada como droga de segunda linha no tratamento de osteoporose grave,

parece uma opg¢do mais vidvel (CAMPBELL et al., 2015; KALIYA-PERUMAL et al., 2017).
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1.3 Teriparatida

O paratormbnio é o hormdnio produzido pelas glandulas paratiredides que age
fisiologicamente na regulacdo dos niveis de célcio plasmatico. Trata-se de um polipeptideo
contendo 84 aminoécidos, cuja meia vida plasmética dura apenas 4 minutos. Seu mecanismo
de acdo envolve o0 aumento da absorcao gastrointestinal e da reabsor¢do renal de célcio (QIN
et al., 2004; ASPENBERG et al., 2010). No tecido 6sseo, niveis mantidos de PTH estimulam
a expressao do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa p (RANKL) e a formacao
de novos osteoclastos, ativando a degradacdo 0ssea e mobilizando os estoques 0sseos de
calcio (POOLE et al., 2005; LEE et al., 2009).

A Teriparatida (PTH 1-34rh, referido neste trabalho como PTH) é um polipeptidio
sintético, que contém os 34 aminoacidos responsaveis pela acdo do paratorménio humano.
Em relacdo ao seu efeito no tecido 0sseo, a teriparatida apresenta um mecanismo de agéo
singular: sua administragdo continua esta associada a efeitos osteocatabélicos, levando a uma
reducdo do volume 0sseo; enquanto a administracdo intermitente provoca efeitos
osteoanabolicos, caracterizados pelo aumento na formacdo de o0sso trabecular
(CHAUDHARY et al., 2017). Uma vez que o tratamento intermitente leva ao aumento da
massa 6ssea e reduz o risco de fraturas osteopordticas, este farmaco foi aprovado para
tratamento de osteoporose grave. E importante ressaltar, que o PTH é o medicamento
osteoanabdlico mais amplamente utilizado para tratamento da osteoporose (CHAUDHARY et
al., 2017).

Desde 1976, quando foi utilizado clinicamente pela primeira vez, o PTH vem
apresentando boa seguranca clinica (REEVE et al., 1976; POOLE et al., 2005). A terapia
intermitente com PTH provoca aumento da massa Ossea global e restauracdo da
microarquitetura 6ssea. S8o descritos importantes ganhos na DMO, sobretudo na coluna

vertebral e fémur proximal e, consequentemente, prevencdo de fraturas vertebrais em
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pacientes osteoporéticos (ASPENBERG et al.,, 2010; CAPRIANI et al., 2012;
KLEEREKOPER et al., 2014).

A dose recomendada em humanos € de 20-40 pg/dia, para a terapia intermitente, tendo
pico de acdo em 30 minutos e se tornando indetectavel no plasma apos cerca de trés horas de
sua aplicacdo, ndo havendo acimulo com o tratamento (BLUMSOHN et al., 2011,
BOUILLON et al., 2015). Assim como a forma intacta da molécula de paratorménio, sua a¢do
principal, em terapia intermitente, é aumentar o numero, a atividade e o tempo de vida de
osteoblastos, sobretudo no osso trabecular (SKRIPITZ et al., 2000; CAMPBELL et al., 2015).

Em 2004, um estudo toxicolégico conduzido por Vahle e colaboradores (2004),
utilizando modelo de ratos, demonstrou 0 aumento do numero de casos de osteossarcoma
associado ao uso de PTH. A revisdo desses dados apontou que as doses e o tempo de
exposicdo aplicados eram muito elevados e ndo poderiam ser extrapolados para seres
humanos (VAHLE et al., 2004). Além disso, na condicdo clinica de hiperparatirecidismo
primario, onde ocorre elevacdo sustentada dos niveis plasmaticos de paratorménio, ndo ha
associagdo com o surgimento de osteossarcoma. Posteriormente, estudos realizados em
macacos e a ampla utilizacdo clinica deste medicamento, ndo revelaram associacdo com a
formacdo tumoral (VAHLE et al., 2008; CAPRIANI et al., 2012). Ainda assim, outros
trabalhos apontam que a exposi¢do mais limitada é a medida mais segura (HARPER, 2007).

Mais de um milhdo de individuos ja fizeram uso do PTH. Ha também um robusto
corpo de publicacbes avaliando seu efeito osteoanabolico como adjuvante ao tratamento de
fraturas e em cirurgias que envolvam a formacdo dssea. Alguns trabalhos avaliaram a
aplicacdo do PTH na cirurgia de fusdo vertebral, osteonecrose de mandibular, artroplastias e
no tratamento de doencas como osteogénese imperfecta (ASPENBERG et al., 2010;

CAPRIANI et al., 2012; KLEEREKOPER et al., 2014, LIU et al., 2018).
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1.3.1  Uso nas cirurgias de fusdo

Os efeitos anabolicos do PTH fornecem o racional para uso deste medicamento como
adjuvante em situacbes que envolvam neoformacdo Ossea. Os beneficios a microarquitetura
Gssea e a capacidade regenerativa do 0sso levaram alguns pesquisadores a avaliar o impacto
da utilizagdo de PTH, de forma intermitente, nas cirurgias de fusdo vertebral (LIU et al.,
2018).

A literatura é unanime em evidenciar que, tanto em modelos animais, quanto em
pacientes, 0 PTH acelera o processo de artrodese, assim como leva a formacgédo de massas de
fusdo mais robustas e estruturalmente melhores (LAWRENCE et al., 2006; ABE et al., 2007;
FISCHER et al., 2016; MARTIN-FERNANDEZ et al., 2018).

Lawrence e colaboradores (2006) foram pioneiros em avaliar o impacto da terapia
intermitente com PTH sobre a massa de fusdo vertebral, utilizando o modelo de artrodese
posterolateral em ratos. Neste estudo, foi demonstrado que doses diarias de 10 pg / kg / dia,
por 6 semanas, aumentavam a taxa de fusdo (LAWRENCE et al., 2006).

Abe e colaboradores (2007) utilizando um modelo com ratos machos nédo
osteoporaticos, realizaram uma importante avaliacdo de diversos aspectos biologicos da
formacdo da massa de fusdo vertebral. Observaram que, assim como outros trabalhos que
avaliavam o reparo de fraturas, o efeito da terapia com PTH, de forma intermitente, acelerava
0 processo de formacdo da massa de fusdo. O grupo de estudo utilizou a dose de 40 pg / kg /
dia e aos 14 dias ja apresentava taxas de fusdo superiores ao controle (57% vs 14%), com
massas de fusdo mais volumosas e densas e com maior reabsorcdo do enxerto aplicado, um
fator essencial para a remodelacdo 6ssea e a consolidacédo final. Dessa forma, apontaram que a
terapia com PTH poderia ser uma importante ferramenta para otimizar artrodeses em 0Ss0s

osteoporaticos (ABE et al., 2007).
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O’Loughlin e colaboradores (2009) avaliaram a utilizacdo de 10 pg / kg / dia, em
coelhos machos saudaveis e documentaram o aumento da taxa de fusdo e o predominio do
processo de formacdo dssea endocondral no grupo tratado. Esse trabalho propds que a terapia
com PTH fosse avaliada em paciente com alto risco de pseudoartrose, como fumantes,
diabéticos e usuérios de glicocorticdides (O’LOUGHLIN et al., 2009).

Ming e colaboradores (2012) avaliaram o efeito do PTH sobre a massa de fusdo. A
comparacdo entre ratos submetidos a ACV, tratados com altas doses (23 ug / kg / dia) ou
baixas doses (4 ug / kg / dia) de PTH, revelou que o tratamento com doses mais elevadas
resultava em maior taxa de fusdo e maior taxa de deposicdo mineral no sitio de fuséo,
indicando um efeito dose dependente (MING et al., 2012).

Recentemente, dois trabalhos que utilizaram o modelo de fusdo vertebral com ratas
osteoporaticas, sugeriram que o PTH otimizava a taxa de deposicdo mineral e a formacdo da
camada cortical no sitio de fusdo (QIU et al., 2013; YISHAKE et al., 2018).

Alguns estudos clinicos prospectivos e retrospectivos foram conduzidos avaliando o
impacto da terapia intermitente com PTH em humanos. Verificou-se importantes beneficios a
microarquitetura 0ssea, reduzindo a taxa de soltura de implantes e pseudoartrose. Esses
trabalhos confirmam a reducdo da taxa de reoperacdo e fratura de nivel adjacente e a
otimizacdo da recuperacdo funcional pos-operatéria. No entanto, ainda ndo ha consenso
guanto a duracao e quanto ao melhor momento para inicio esta terapia (OHTORI et al., 2012;
OHTORI et al., 2015; LIU et al., 2018).

E importante ressaltar, que em todos os estudos realizados utilizando a terapia com PTH
para otimizar a fusdo vertebral, tanto em modelos animais quanto em pacientes, o tratamento
foi iniciado imediatamente apds o procedimento cirurgico. Uma vez que o tratamento com
PTH pode modular diferencialmente as diversas etapas do processo de fusdo, a literatura
ainda carece de estudos que avaliem a duracéo ideal e o melhor momento para inicio do

tratamento.
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1.4 Modelos animais em ortopedia

1.4.1  Modelo de osteoporose induzida por ooforectomia

O uso de modelos animais tem sido amplamente aplicado nos diversos ramos da
medicina, auxiliando na compreensdo de mecanismos béasicos e caracteristicas clinicas das
mais diversas doengas (SCHIMANDLE et al., 1994). Devido a sua alta prevaléncia e custos,
tanto social quanto financeiro, uma maior compreensao da osteoporose se torna imperativa.
Neste sentido, o uso de modelos experimentais animais permite, ndo so a elucidacdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos desta doenga, como tambeém o estudo de agentes farmacologicos
para tratamento da doenca (LELOVAS et al., 2008).

O modelo animal de osteoporose em ratas induzido por ooforectomia (remocao dos
ovarios) € um modelo consolidado, reprodutivel e amplamente estudado, sendo o modelo
animal de osteoporose mais frequentemente utilizado (TURNER, 2001; LASOTA et al.,
2004; PARK et al., 2017). Este modelo mimetiza o efeito da privacdo do estrogénio sobre o
tecido Gsseo, reproduzindo as alteragcdes 0sseas observadas na menopausa e na ooforectomia
em mulheres. Tal modelo utiliza ratas com maturidade sexual e esquelética que respondem de
forma adequada a deplecéo de estrogénio, causada pela remocédo dos ovarios, manifestando as
alteracdes Osseas decorrentes desta deplecdo em aproximadamente 1 més (BONUCCI et al,
2014).

A ooforectomia provoca nas ratas intensa reabsorcdo ¢ssea e distarbios de
mineralizacdo por mecanismos patoldgicos similares aos da osteoporose primaria tipo 1.
Efeitos como ganho de massa corporal e reducao da absorcdo intestinal de calcio também séo
comuns entre a doenga em humanos e o modelo experimental (TURNER, 2001; DRESPE et

al., 2005).
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A partir da remocgéo dos ovarios, observa-se uma rapida perda de osso trabecular e de
massa 0ssea, que sdo mensurados atraves da avaliacdo da fracdo de volume 6sseo (BV/TV) na
porcdo trabecular dos o0ssos. A perda Gssea é caracterizada pela reducdo no numero de
trabéculas (Th.N) e aumento do espacamento entre trabéculas (Tb.Sp) devido ao aumento da
atividade osteoclastica (YOON et al., 2012). Entretanto, este modelo murino de osteoporose,
ndo reproduz naturalmente a fragilidade Gssea observada em seres humanos. Portanto, a
avaliacdo do efeito da ooforectomia sobre a forca Ossea deve ser realizada através de testes
biomecénicos (BONUCCI et al, 2014).

A perda Ossea ndo ocorre de forma homogénea ao longo do esqueleto, ocorrendo
inicialmente na tibia, seguido da vertebra e fémur. Indiretamente, as alteragcbes 0Osseas
observadas nos diferentes modelos de osteoporose podem ser medidas através da mensuracao
dos niveis plasmaticos de marcadores de reabsorcdo 0ssea, como CTX-1, um produto da
degradacdo do coladgeno. O acompanhamento da variacdo dos niveis de tais marcadores
também permite avaliar a resposta a tratamentos para a osteoporose (YOON et al., 2012;

BONUCCI e BALLANTI, 2014; KOMORI, 2015; SHETTY etal., 2016).

1.4.2  Modelos de fuséo posterolateral

Modelos animais de fusdo vertebral fornecem importantes informacbes biologicas,
radiologicas e histolégicas sobre o processo de formacdo da massa de fusdo (PARK et al.,
2017). Ainda que tais modelos apresentem como limitacdo o fato de ndo reproduzirem o0s
aspectos biomecanicos observados em seres humanos, eles tém sido amplamente utilizados
por permitirem a avaliacdo de diferentes estratégias para potencializar a fusdo Gssea e a
influéncia de diferentes fatores na formacdo da massa de fusdo (ABE et al., 2007; PARK e

CHUNG, 2011).
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J& foram descritos modelos utilizando camundongos, ratos, coelhos, cachorros, porcos,
ovelhas e cabras. Estudos pré-clinicos para “prova de conceito” e avaliagdo de aplicabilidade
e eficacia de novos implantes ou abordagens farmacoldgicas para aumentar a taxa de fuséo,
séo geralmente realizados em modelos com animais menores, progredindo para animais
maiores de acordo com as evidéncias e resultados alcangados. O uso destes modelos permite a
utilizacdo de diferentes abordagens para a avaliagdo qualitativa e quantitativa da massa de
fusdo, podendo esta ser avaliada por ensaios mais simples como a avaliagdo manual da fusao
e avaliacOes radiograficas e por ensaios mais apurados e especificos como histologia,
microtomografia, biomecanica e analises moleculares (MORONE et al., 1998; DRESPE et al.,
2005).

Os diferentes modelos apresentam suas peculiaridades e o procedimento deve ser
muito bem controlado para evitar conclusdes equivocadas. Um exemplo é o0 uso de enxerto
autologo, uma vez que ja foi demostrada uma relacdo dose dependente entre a quantidade de
enxerto e a formacdo da massa de fusdo. Dessa forma, torna-se um requisito imprescindivel a
padronizacdo da quantidade e fonte de enxerto utilizada, o0 mesmo sendo observado em
relacdo aos diversos outros fatores que influenciam na formacgdo da massa de fusdo como
tempo de avaliagdo, alimentacdo dos animais, controle dos fatores de estresse animal (ABE et
al., 2007; ISHIDA et al., 2016; MORRIS et al., 2018).

Em modelos de rato, a principal técnica utilizada € a posterolateral. Uma metanalise de
Ishida e colaboradores (2016) identificou que neste modelo, fatores como idade, peso, sexo,
tipo e quantidade de enxerto influenciam diretamente nas taxas de fusdo (ISHIDA et al.,
2016).

A maioria dos trabalhos que utilizam o modelo de fusdo posterolateral em ratos,
avaliam a fusdo entre 6 e 8 semanas apds a realizagdo da cirurgia. Contudo, ja foi

demonstrado que se a fusdo ndo ocorrer até a quarta semana ap0s a cirurgia, ndo sao
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observados aumentos na taxa de consolidacdo em tempos maiores (PARK e CHUNG, 2011,
PARK et al., 2016, PARK et al., 2017).

Outro aspecto interessante, € a possibilidade de combinacdo de diferentes modelos.
Neste sentido é possivel, por exemplo, estudar o impacto de doengas de base, como diabetes
ou osteoporose, no processo de fusdo vertebral, assim como investigar abordagens que
venham a aumentar as taxas de sucesso deste procedimento que possam futuramente ser

aplicadas em pacientes (PARK et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A formacdo da massa de fusdo é um processo biologicamente complexo e bastante
regulado. As caracteristicas intrinsecas dos pacientes influenciam diretamente neste processo.
Dessa forma, o crescente aumento da prevaléncia da osteoporose, torna a aplicacdo das
cirurgias de artrodese nesta populacdo um desafio. Medidas osteoanabdlicas como o uso de
teriparatida de forma intermitente, podem reduzir as taxas de falha desses procedimentos.
Entretanto, ndo ha consenso quanto ao tempo de uso dessa terapia, nem quanto ao melhor
momento para que ela seja iniciada. Levando em consideragdo questdes relacionadas ao uso
seguro deste medicamento, custos e adesdo ao tratamento, que requer injecdes subcutaneas
diarias, identificar o momento ideal para inicio desta terapia, assim como avaliar terapias de
curto prazo, que mantenham o efeito benéfico desta terapia, sdo desejados. Portanto, este
projeto pretende investigar o efeito modulador da terapia intermitente com PTH nas etapas
iniciais e tardias do processo de formacdo da massa de fusdo, a fim de identificar o melhor
momento para o inicio deste tratamento em pacientes osteopordéticos submetidos a cirurgia de
artrodese da coluna vertebral. Através de um estudo em modelo pré-clinico, pretendemos
avaliar, conceitualmente, qual a forma mais eficaz da utilizacdo da terapia PTH aplicavel ao

poOs-operatdrio de artrodese da coluna osteoporotica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com teriparatida, de inicio precoce ou tardio, sobre 0s

aspectos bioldgicos da fusdo vertebral induzida em biomodelo de osteoporose.

3.2 Objetivos especificos

1.

Induzir a osteoporose em ratas Sprague Dawley através da realizacdo de
ooforectomiga;

Realizar a cirurgia de fusdo vertebral em ratas osteoporoticas

Determinar, atraves do ensaio de palpacdo manual, a taxa de fusdo nos diferentes
grupos;

Avaliar, por radiografia , a formacéo de fusdo dssea estavel,

Avaliar, por microtomografia, aspectos qualitativos e quantitativos da massa de

fuséo nos diferentes grupos.

32



4. METODOLOGIA

4.1 Desenho experimental
Este protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da

instituicdo. Parecer 007/2018 (Anexo I).

Foram utilizadas 27 ratas da linhagem Sprague-Dawley obtidas do biotério da UERJ.
Aos sessenta dias de vida, todas as ratas foram submetidas ao procedimento de ooforectomia,
para remocao dos ovarios e consequente indugdo da osteoporose. Seis semanas apds a cirurgia
de ooforectomia, as ratas foram submetidas a cirurgia de artrodese lombar, sendo entdo
alocadas nos seguintes grupos experimentais: grupo controle, composto por 5 ratas, que nao
foram tratadas com teriparatida (Eli Lilly, S&o Paulo, SP, Brasil); grupo PTH 1-15, contendo 8
ratas, que receberam 30 pg / kg de teriparatida, uma vez ao dia, por via subcutanea, pela
manhd, do dia 1 ao dia 15 pds cirurgia de fusdo; grupo PTH 16-30, composto por 6 ratas que
receberam 30 pg / kg de teriparatida do dia 16 ao dia 30 pdés cirurgia de fusdo e, por fim, o
grupo PTH 30, no qual 8 ratas foram tratadas com 30 ug / kg teriparatida do dia 1 ao dia 30
apos a cirurgia de artrodese lombar. Todos os animais foram eutanasiados cinco semanas ap0s

a cirurgia de artrodese lombar (Figura 5).

4.2 Manutencdo dos animais

Os animais foram mantidos em estantes ventiladas (Alesco®) em Biotério de
Experimentacdo exclusivo para a espécie, sendo submetidos a ciclo de fotoperiodo de 12 horas
de luz artificial, seguidas de 12 horas de escuro com temperatura entre 20° C e 22° C e com

50% de umidade relativa. Todos os animais tiveram acesso a agua filtrada e racdo ad libitum.
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Figura 5 : Desenho experimental do estudo. Os animais foram submetidos a ooforectomia
com sessenta dias de vida (tempo 0). Apos seis semanas, as ratas foram submetidas a cirurgia
de fusdo vertebral, sendo alocadas em quatro grupo: grupo controle, que nédo foi tratado com
teriparatida; grupo PTH 1-15, que recebeu 30ug/kg de teriparatida, do dia 1 ao dia 15 pds
cirurgia de fuséo; grupo PTH 16-30, que recebeu 30ug/kg de teriparatida do dia 16 ao dia 30
pos cirurgia de fuséo e o grupo PTH 30, que recebeu 30ug/kg de teriparatida do dia 1 ao dia
30 apbs a cirurgia de fusdo vertebral. Apds cinco semanas, todos os animais foram
eutanasiados e avaliados quando a formacédo da massa de fusao.

4.3 Cirurgia de ooforectomia

A inducdo anestésica foi realizada em camara de indu¢do com concentracdo alveolar
minima de isoflurano de 5,0% (CAMS50) e a manutencdo foi realizada com 2,0% através de
mascara facial. Foi utilizado o vaporizador calibrado (Insight Ltda).

Antes do inicio da cirurgia, os animais receberam 50 mg / kg de cefazolina sodica
(Fazolon®, Blau Farmacéutica) administrada por via intraperitoneal e 3 mg / kg de
cetoprofeno (Ketoprofeno 1%, Vencofarma) associado a 5 mg / kg de cloridrato de tramadol
(Hipolabor) pela via subcutanea, para profilaxia da infeccdo e controle da dor pds-operatoria,
respectivamente.

Ap0s inducdo anestésica, foi realizada tricotomia bilateral na regido proxima a ultima
costela. A seguir, foi feita incisdo na pele com cerca de 1 cm, por via de acesso lateral, através
da qual foi identificada uma massa gordurosa branca localizada abaixo da musculatura

abdominal, na regido dos flancos. O ovario estd localizado nesta massa e, ap0s sua
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identificacdo, ele foi isolado e puxado para fora da cavidade abdominal. Com o auxilio de uma
pinca hemostatica, o ovario e as trompas foram tracionados, sendo realizada sutura da trompa,
seguido de remocao do ovario. Por fim, foi realizada a sutura da parede abdominal. O mesmo
procedimento foi repetido no outro lado, para remogéo do segundo ovario.

Cerca de seis semanas ap0s a cirurgia, foi realizada coleta de sangue da veia da cauda
das ratas ooforectomizadas, para quantificacdo dos niveis plasmaticos de CTX, como forma de
avaliar o estabelecimento da osteoporose. Como controle, foram usadas ratas nao

ooforectomizadas, pareadas em relacéo a idade.

4.4 Cirurgia de fusdo posterolateral da coluna vertebral

Apos o plano anestésico, foi realizada a tricotomia da regido dorsal distal, sequido de
assepsia da cauda e regido lombar distal. A seguir, foi realizado o procedimento de remocéo
da cauda para obtencéo das vertebras caudais que foram utilizadas para preparo dos enxertos
exclusivamente 0sseos. As veértebras foram fragmentadas mecanicamente com auxilio de
pinca goiva e entdo maceradas com um alicate, sendo preparados dois enxertos de 150ug

cada.

A

Figura 6: Preparo do enxerto 6sseo autologo obtido a partir de vértebras caudais. (A) A porcao
final da cauda (aproximadamente 10 cm) foi coletada, com posterior remocéo do tecido cuténeo. (B)
As partes moles foram removidas, com o auxilio de um bisturi, seguido de dissecgdo das veértebras. (C)
Vértebras fragmentadas com auxilio de goiva e maceradas com o auxilio de um alicate de presséo.

Sequencialmente, foi realizada uma incisdo de pele, com cerca de 4 c¢cm, na linha

média dorsal, seguida de duas incisdes paramedianas no plano submuscular através das quais
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0S processos transversais de L4 e L5 foram expostos. Os processos transversais foram
descorticalizados com auxilio de pin¢a goiva e cureta até que o sangramento fosse observado.
Posteriormente, o enxerto previamente preparado foi posicionado no sitio de fusdo, entre os
processos transversos de L4 e L5 bilateralmente. A sutura foi realizada por planos. Os
procedimentos foram realizados pelo mesmo cirurgiéo.

Os animais foram observados no periodo pds-operatoério imediato, durante 20 minutos,
e nos dois dias subsequentes. Foram observados aspectos como mobilidade, aspectos do pelo
e postura. Para o controle da dor pds-operatoria a mesma dose de cetoprofeno associado a

tramadol foi mantida por mais trés dias.

45 Coleta de amostras

45.1 Coleta de sangue e obtencdo de plasma

Ap0és a cirurgia, com periodicidade semanal, foi realizada coleta de sangue através
puncdo da veia caudal, utilizando solucdo de heparina como anticoagulante. Para tal, apos
inducdo da anestesia com isoflurano, a veia caudal foi canulada, utilizando catéter intravenoso
periférico (Becton Dickinson) e o sangue foi imediatamente transferido para tubos eppendorf
contendo heparina. Para obtencdo do plasma, os tubos contendo sangue foram centrifugados a
3500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante obtido foi aliquotado e armazenado a -80° Celsius

para as analises de ELISA.

45.2 Coleta da amostra tecidual

Cinco semanas apo6s a cirurgia de fusdo espinhal sob plano anestésico profundo (5%
isoflurano por via inalatéria) os animais foram eutanasiados através de administracdo

intravenosa de solugdo saturada de cloreto de potassio (KCI), sob anestesia inalatéria. Apos a
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eutandsia, a coluna vertebral foi cuidadosamente dissecada e o segmento lombar coletado e
utilizado imediatamente para analise manual da fusdo. Posteriormente foram fixados em
solucdo de paraformaldeido a 4% (PFA 4%) para as analises de microtomografia

computadorizada (uCT).

4.6 Quantificacdo de CTX-I no plasma

A quantificagdo de CTX-lI no plasma foi realizada através do ensaio de ELISA,
utilizando o kit especifico para CTX-1 de rato (Fine Test). Para isso, foram utilizados os
plasmas obtidos a partir da de sangue dos animais. O ensaio foi realizado de acordo com as
instrucbes do fabricante e apos a leitura da absorbancia os resultados foram calculados
utilizando o programa Excell (Microsoft™, versao 2013), através da interpolacdo dos valores

obtidos com os valores da curva padréo e expressos em ng/mL.

4.7 Avaliacdo manual da fusdo

O teste de avaliagdo manual da fusdo entre os segmentos L4-L5 foi realizado por trés
avaliadores experientes de forma independente e cegada em relacdo aos grupos. Os segmentos
lombares recém-coletados foram avaliados quanto a mobilidade intersegmentar entre L4-L5,
tendo como referéncia a mobilidade encontrada entre os segmentos adjacentes. Considerou-se
como "fusdo”, a auséncia de mobilidade entre L4 e L5, enquanto a detec¢do de qualquer
movimento entre as facetas uni ou bilateralmente ou entre 0s processos transversos L4 - L5 foi
considerada como "ndo fusdo". A classificacdo em "fusdo" ou "ndo fusdo" foi conferida

quando houve concordancia entre os avaliadores.

37



4.8 Analise radiografica

A fuséo dssea entre as vértebras L4 e L5 foi avaliada utilizando as radiografias (Raio-X
XR6000, General Eletric Company) realizadas logo ap6s a eutandsia dos animais, na quinta
semana apos a cirurgia de fusdo. Estas peliculas foram avaliadas de forma cega por trés
observadores independentes. Os avaliadores descreveram os achados radiograficos, como
presenca de fragmentos de enxerto, aspecto e tamanho da massa Gssea formada e presenca de
linha de radiolucéncia. A presenca de linha de radiolucéncia bilateral de tamanho consideravel
e a presenca de grande quantidade de enxerto ndo reabsorvido, foram utilizadas como critério

para a classificagdo dos animais nos grupos “fusao” e "nao fuséo".

4.9 Analise por microtomografia computadorizada (uCT).

Os segmentos lombares fixados em solucdo de PFA 4% foram avaliados por
microtomgrafia. A analise das vértebras foi realizada utilizando o aparelho Bruker SkyScan
1076. Os espécimes foram imersos em agua e digitalizados, individualmente, utilizando
tamanho de voxel de 9 um , sendo estabelecidas as seguintes configuracdes: 65KV, 381UA,
2ms, 2 quadros, 0,3°.

As imagens foram reconstruidas usando o software NRecon com coeficiente de atenuacgéo
de 0,005534; suavizacdo de 3,0; compensacdo de desalinhamento de 2,0; reducéo de artefato de
anel 10 e correcdo de beam hardening de 30%. O software DataViewer foi usado para realinhar
as imagens e 0s parametros quantitativos foram avaliados usando o software CTan. Os voxels
6sseos foram limitados entre 63 e 255 pela média dos limites automaticos em cada arquivo. A
analise quantitativa tridimensional foi feita em diferentes VOIs (volume de interesse, do inglés
volume of interest) para abranger todo a area de 0sso novo. Para a analise da qualidade da

massa 6ssea formada, foi utilizado um VOI com dimensdo de 0,5mm x 0,5mm x 0,1mm,
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posicionado, especificamente, em um local de neoformacdo 6ssea, na regido dos processos
transversos onde mais 0sso foi formado. Para a anélise tridimensional da massa de fusdo, foi
delineado-um VOI global, que incluiu as vértebras usadas no processo de fusdo,a partir do qual
foram analisados o volume total de osso das vértebras, incluindo o enxerto e o0 6sso neoformado
NO Processo transverso.

Os seguintes parametros foram utilizados para a avaliacdo: volume total (BV), superficie
6ssea (BS), separacao das trabéculas dsseas (Tb. Sb), espessura das trabéculas 6sseas (Th.Th),
numero de trabéculas (Th.N), superficie 0ssea especifica (BS/BV) e fracdo de volume 0sseo
(BVITV)

Estas analises foram realizadas através da colaboracéo instituida com o Dr. Rafael Senos

e o Dr. Kurt Hankenson.da Universidade de Michigan , EUA.

4.10 Analise dos dados

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). As
diferencas entre os grupos foram analisadas usando ANOVA, ou teste T, quando aplicavel. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da osteoporose

Para confirmar a inducdo da osteoporose, seis semanas apOs a cirurgia de
ooforectomia, os niveis de plasméaticos do marcador de reabsorcdo 6ssea CTX-I foram
quantificados. Observamos que a quantidade de CTX-I plasmatica foi significativamente
maior no grupo submetido a ooforectomia (0,938 * 0,055) em relacdo a ratas nao
ooforectomizadas, com idade similar a das ratas utilizadas nos experimentos (0,734 +
0,063, P=0,0492), indicando aumento da reabsorcdo 0Ossea, caracteristico da osteoporose

(Figura 7).
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Figura 7: Avaliacdo da inducéo de osteoporose. Seis semanas apds a cirurgia de ooforectomia, foi
realizada a quantificacdo dos niveis plasmaticos de CTX-I através de ensaio de ELISA. Como controle
foram utilizadas ratas ndo ooforectomizadas, pareadas em relagdo a idade. Teste-t, p=0,0492. Grupo
ndo OVX n=4 e grupo OVX n=8.*p< 0,05
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5.2 Avaliago da fusdo Vertebral

Seis semanas ap06s inducdo da osteoporose, as ratas foram submetidas ao
procedimento de fusdo vertebral L4-L5, sendo submetidas aos diferentes protocolos de
tratamento, como anteriormente descrito. Cinco semanas apos a cirurgia, todos o0s animais
foram eutanasiados e 0s segmentos lombares foram analisados.

A avaliacdo manual da fusdo nos segmentos recém-coletados, demonstrou que o0
grupo PTH 16-30 foi o Unico grupo a apresentar taxa de fusdo de 100% (6/6). Nos grupos
controle, PTH 1-15 e PTH 30 o percentual de fuséo foi de 80% (4/5), 62,5% (5/8) e 75%

(6/8), respectivamente (Figura 8).

A B @8 Fuséo
10- [ Néo fuséo

Numero de animais

N3ao fusao

Figura 8: Avaliacdo manual da fusdo. Apds a eutanésia dos animais, cinco semanas apos a cirurgia
de fus@o, o fragmento lombar foi cuidadosamente dissecado e coletado. A avaliagdo de movimentagdo
entre o segmentos L4-L5, foi realizada, levando-se em consideracdo a mobilidade observada entre as
vértebras adjacentes. (A) A presenca de qualquer mobilidade foi classificada como ndo fus&o,
enquanto a identificacdo de rigidez entre estes segmentos indicou a presenga de fusdo 6ssea (adaptado
de Abe et al., 2007) (B) No gréfico, estdo apresentados o nimero de animais de cada grupo que
apresentou (preto) ou ndo (branco) fusdo sélida da artrodese.

Conjuntamente, observamos, através da analise radiografica, percentual de fusdo de
60% no grupo controle, 62,5% no grupo PTH1-15, 100% no grupo PTH 16-30 e 75% no

grupo PTH 30 (Figura 9).
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Figura 9: Avaliacdo radiogréfica da fusdo. Apds a eutandsia dos animais, cinco semanas apos a
cirurgia de fusdo, foram realizadas radiografias do segmento lombar. A avaliacdo da fusdo foi
realizada através da observacdo da presenca de ponte Ossea robusta, escassez ou auséncia de
fragmentos de enxerto e auséncia de linhas de radiolucéncia de tamanho expressivo. (A) exemplo de
radiografia onde se observa fusdo da artrodese; (A") um exemplo de ndo fusdo, devido a presenca de
linhas radiolucéncia (setas) entre os processos transversos e (A") exemplo de ndo fusdo devido a
presenca de grande quantidade de fragmentos de enxerto (asterisco). (B) No gréfico estdo
apresentados o nimero de animais de cada grupo que apresentaram ou ndo fusdo de artrodese de
acordo com os critérios radiograficos.

A avaliacdo radiografica (52 semana) evidenciou gue trés animais do grupo controle
apresentaram fusdo, de acordo com os critérios radioldgicos. Dois animais, no entanto,
foram classificados como nédo fuséo, apresentando uma pronunciada linha radiolucente na
ponte @ssea, indicando que a formacdo Ossea ainda ndo estava completa (Figura 10).
Comparativamente, as massas 6sseas do grupo controle aparentaram se menores que a dos

demais grupos avaliados.
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No grupo PTH 1-15, destacava-se grande numero de fragmentos de enxerto,
evidenciando uma falha ou atraso na reabsor¢do do mesmo. Além disso, de uma forma
geral, a massa Ossea apresentou-se desorganizada e bastante espalhada. Neste grupo,
através desta andlise, trés animais foram classificados como "ndo fusdo". Dos cinco
animais em que a fusdo foi alcancada, dois apresentaram uma linha de radiolucéncia

indicando que a formacédo Ossea ainda estava em andamento (Figura 10).

CONTROLE

Figura 10: Aspectos radioldgicos da massa de fusdo. Imagens representativas dos principais
aspectos radiograficos encontrados nos grupos estudados. Foram apresentados 3 animais por grupo.
No grupo controle, observa-se um padrdo ainda desorganizado, com a maioria dos animais
apresentando linha de radiolucéncia. No grupo PTH 1-15, nota-se o padrdo espiculado da massa de
fusdo, indicando abundéncia de fragmentos do enxerto que ndo foram reabsorvidos. Na imagem do
grupo PTH 16-30, observa-se 0 padrdo organizado da massa de fusdo, com auséncia de fragmentos do
enxerto. No grupo PTH 30, observa-se a auséncia de espiculas 6sseas na massa de fusdo, entretanto,
h& uma linha de radiolucéncia de tamanho considerdvel na porcdo central de ambos os lados da
artrodese na maioria dos animais observados.
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Os animais do grupo PTH 16-30 apresentaram ponte 6ssea bem definida, com
poucos fragmentos de enxerto e aspecto compactado e organizado. Em algumas analises,
observou-se o padréo de corticalizagdo da massa de fusdo, indicando o amadurecimento
desta. Todos os animais deste grupo foram classificados como "fusdo”, apesar de um dos
animais ter apresentado uma ténue linha de radiolucéncia em um dos lados da artrodese
(Figura 10).

Por fim, no grupo PTH 30, foi encontrada uma massa de fuséo organizada, bastante
compacta, com poucas espiculas 0sseas, entretanto, neste grupo, trés animais foram
classificados como “ndo fusdo” sendo encontrada uma linha de radiolucéncia espessa na
porc¢édo central da massa de fusdo, indicando um atraso no processo de ossificacdo (Figura

10).

5.3 Avaliacdo da microarquitetura da massa de fusdo

Os aspectos microestruturais da massa de fusdo, nas diferentes condicbes, foram
avaliados por microtomografia (Figura 11). Através desta analise, podemos observar que
houve um aumento na qualidade dssea nos grupos tratados com PTH, ainda que os resultados
ndo tenham apresentado significancia estatistica. Os parametros espessura das trabéculas
osseas (Th.Th) e fracdo de volume dsseo (BV/TV) foram superiores no grupo PTH 30. A
avaliacdo da separacdo das trabéculas dsseas (Th.Sp) e do nimero de trabéculas 6ssea (Th.N)
da massa de fusdo, demonstraram que a terapia com PTH produziu uma massa 6ssea com
maior numero de trabéculas e com trabéculas mais préximas umas as outras. Esse efeito foi
mais evidente no grupo PTH 30 e de forma mais discreta nos grupos PTH 16-30 e PTH 1-15

(Figura 11).
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Analise da
microarquitetura

3D-micro CT

VOI (0.5mmx 0.5mmx 0.1mm)

Controle PTH 1-15 PTH 16-30 PTH 30 P
BV/TV (%) | 36,03+11,39 | 34,79+ 777 | 40,40 + 10,11 | 4888 +7.87 | 0,643
Tb.Th (um) | 7124 +13,74 | 71,74 +£3,57 | 7149 +6,057 | 7835+5268 | 0,838
Tb.N (1/mm) 424127 | 4,704 £ 0904 | 5260 + 0934 | 6,027+ 0,665 | 0,543
Tb.Sp (um) 945+614 | 88,0+5162 | 8338+721 | 80,64 +4,55 0.4

Figura 11: Avaliacdo dos aspectos qualitativos da massa de fusdo. (A) representacdo da
area da massa de fusdo na qual a analise dos aspectos microestruturais foram analisados
(adaptado de Abe et al., 2007). Apos a eutanasia, os fragmentos lombares foram analisados
por microtomografia computadorizada. Em (B) estdo descritos as médias + DP para cada
parametro avaliado no diferentes grupos.

Realizamos também uma analise tridimensional de toda a massa de fusdo formada,
onde observamos um aumento do volume 6sseo (BV) (p=0,0006) e fracdo de volume 6sseo
(BV/TV) (p=0,0002) no grupo PTH 30 em relacdo aos demais grupos. A avaliacdo da
superficie Ossea especifica (BS/BV) evidenciou que tanto o grupo PTH 30, quanto o grupo
PTH 16-30 produziram um regenerado mais compacto que os demais grupos (p=0.0015).
Esses achados corroboram os encontrados na radiografia simples e indicam um padrdo de

maturidade da massa de fusdo nesses grupos (Figura 12).
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Figura 12: Avaliacdo tridimensional da massa de fusdo por microtomgrafia. (A)
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representacdo do volume de interesse (VOI) analisado por microtomografia. Ap0s a eutanasia,
os fragmentos lombares foram analisados por microtomografia computadorizada, onde foi

delineado um VOI para cada amostra, contendo a massa de fuséo e as vértebras envolvidas no

procedimento de fusdo (adaptado de Abe et al., 2007). (B) Os valores de volume 6sseo (BV),

(C) fracao de volume 6sseo (BV/TV) e (D) superficie dssea especifica (BS/BV) dos animais

de cada grupos estdo apresentados.
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6. DISCUSSAO

Com o aumento mundial da expectativa de vida, houve um aumento na indicacdo de
procedimentos ortopédicos para pacientes da terceira idade, popula¢do na qual a osteoporose
é altamente prevalente (BOSCHITSCH et al., 2017). Dessa forma, a busca por intervencdes
que venham a otimizar o processo de formacdo Ossea nesta populacdo sdo extremamente
necessarias. O uso de farmacos osteoanabdlicos, como a teriparatida, é uma realidade cada
vez mais comum. Além das indicagfes mais formais, como Seu uso em osteoporose grave,
especialmente nos casos de refratariedade ou intolerancia a terapia anti-reabsortiva, muitos
estudos, tanto em modelos animais, quanto em pacientes, apontam outras situacées onde esta
terapia € bem sucedida, como no reparo de fraturas e fusdo Ossea (SKRIPITZ, 2000;
ASPENBERG et al., 2010; CAPRIANI et al., 2012; TAKAHATA et al., 2012; CAMPBELL
et al., 2015; HAAS e LEBOFF, 2018).

Ainda que muitos trabalhos suportem o uso clinico do PTH no pds-operatorio da
artrodese de coluna, essa terapia ainda tem baixa adesdo. A aplicacdo diaria por via
subcutéanea, a ocorréncia de efeitos colaterais, como a hipotensao ortostatica e a hipocalcemia,
além do elevado custo desta medicacao, sdo fatores que limitam uma maior utilizacdo dessa
terapia (CAPRIANI et al., 2012; HAAS e LEBOFF, 2018). Além disso, muitas questdes em
relacdo ao seu uso no contexto das cirurgias de artrodese vertebral permanecem em aberto,
dentre elas a dose, a duracdo do tratamento e o0 momento ideal para inicio do tratamento
(TAKAHATA et al., 2012). O tratamento com PTH modula o processo de formacao da massa
de fusdo, através de sua acdo em diferentes células, em diferentes etapas do processo. Diante
deste cenario, nosso estudo utilizou um modelo pré-clinico para avaliar o melhor momento

para inicio deste tratamento e a aplicabilidade de terapias de curto prazo, visando otimizar o
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processo de formacdo da massa de fusdo apds o procedimento de artrodese vertebral no
contexto da osteoporose.

O modelo murino de osteoporose induzida por ooforectomia vem sendo amplamente
utilizado, por ser um modelo reprodutivel e por refletir diversas alteracdes fisiologicas
observadas em mulheres osteoporéticas (LELOVAS et al., 2008; SOPHOCLEOUS e IDRIS,
2014; BONUCCI e BALLANTI, 2014). Neste modelo, as altera¢cdes no metabolismo ésseo,
caracteristicas da osteoporose, podem ser acessadas através da analise da arquitetura 6ssea, ou
por avaliacdo de marcadores séricos desta doenca (YOON et al., 2012). No nosso trabalho,
para caracterizacdo da osteoporose induzida por ooforectomia, optamos por medir 0s niveis
séricos do marcador de reabsorcdo 0ssea CTX-1. Apesar deste marcador ndo ser comumente
utilizado para diagnostico da osteoporose na pratica clinica, ele pode ser utilizado para prever
0 risco de fraturas e monitorar a resposta as terapias anti-reabsortivas (CARVALHO et al.,
2016). Em modelos animais, a mensuracdo de CTX-l é considerada o padrdo ouro para
caracterizacdo da osteoporose (YOON et al., 2012). Nossos dados indicam que seis semanas
apos a cirurgia de castracdo, ha estabelecimento do estado osteopordético, uma vez que ha
aumento dos niveis deste marcador nas ratas submetidas a ooforectomia em relacéo as ratas
ndo castradas.

Diversas publicacbes, em modelos animais e estudos clinicos, confirmam os
beneficios do uso da terapia com teriparatida iniciada imediatamente apds a cirurgia de fuséo
(LOUGHLIN et al., 2009; MING et al., 2012; OHTORI et al., 2012; SCHMIDT et al., 2018).
De acordo com a sequéncia de eventos bioldgicos envolvidos no processo de formacao de
uma artrodese posterolateral, descrita por Boden (1998), nas fases iniciais, predominam
eventos catabdlicos, tanto para "limpeza" do sitio cirdrgico, quanto para reabsor¢do do
enxerto. Nas fases intermediarias, ocorrem o0s processos de ossificagdo, enquanto na fase

tardia, observamos o remodelamento da massa de osso novo (BODEN, 1998). O estudo de
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Abe e colaboradores (2007), realizado em ratas osteoporoticas, corroborou tais achados, ao
avaliar, através da analise de expressdo génica, eventos que estdo envolvidos nas etapas
iniciais do processo de fusdo. Foi observado que a expressao de proteinas envolvidas na
ativacdo e funcdo de osteoclastos, como a fosfatase acida resistente ao tartrato e RANKL,
comecgava a aumentar entre 4 e 7 dias apds a cirurgia de fusdo, ao passo que a expressao de
proteinas envolvidas na ativacdo e funcdo de osteoblastos, como fosfatase alcalina e
osteocalcina, aumentavam apenas a partir do 14° dia (ABE et al., 2007). Tais estudos foram
fundamentais para o delineamento do desenho experimental do presente trabalho. Uma vez
que o efeito osteoanabdlico da teriparatida reside, principalmente, na sua atuacdo sobre o
numero e funcdo de osteoblastos, optamos por avaliar dois momentos distintos para o inicio
do tratamento: 1) estimulo precoce, fornecido nas fases iniciais, durante a fase "catabdlica”,
representado pelo grupo PTH 1-15; e 2) estimulo tardio, iniciado na fase intermediaria (fase
de ossificacdo), representado pelo grupo PTH 16-30. Os grupos controle e PTH 30 foram
incluidos como controle negativo e positivo, respectivamente.

Vaérios estudos em modelo de artrodese vertebral em ratos mostram que 4 semanas
apos a cirurgia, ja comeca a ser observada a formacdo da massa de fusdo, sendo 0 processo
finalizado em 8 semanas (ISHIDA et al., 2016; PARK et al., 2017). Optamos por realizar a
eutanasia dos animais cinco semanas apos a cirurgia de artrodese, com o objetivo de avaliar a
massa de artrodese ainda em formacéo, objetivando identificar as maiores diferencas entre 0s
grupos.

O primeiro ensaio que utilizamos para avaliar a massa de artrodese foi a avaliacao
manual da fusdo, que é o teste ouro para confirmar a fusdo 6ssea em modelos pré-clinicos
(ISHIDA et al., 2016). Em nosso estudo, o Unico grupo que apresentou 100% de fusao,
através desta analise, foi o grupo PTH 16-30. A taxa de fusdo dos grupos PTH1-15 e PTH 30

foi menor que a observada no grupo controle. A comparagéo entre a taxa de fusao encontrada
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neste estudo e em outros relatos da literatura deve levar em consideracdo o tempo de
avaliacdo e a dose utilizada. Nossos resultados sdo compativeis ao estudo de Qiu e
colaboradores (2013), que utilizou 0 mesmo modelo animal e dose de teriparatida, obtendo
taxa de fusdo de 60% no grupo controle e de cerca de 90% no grupo que usou a teriparatida
por 6 semanas (QIU et al., 2013). Outro estudo, de Abe e colaboradores (2007), encontrou
taxa de fusdo de 86% no grupo controle e 100% no grupo tratado diariamente com PTH,
sendo a avaliacdo realizada 4 semanas ap0Os a cirurgia de fusdo. Tal diferenca pode ser
explicada pela dose de teriparatida utilizada, que foi de 30 pg/kg em nosso estudo vs 40ug/kg,
no estudo em questdo, sendo bem estabelecido que o efeito da teriparatida é dose dependente
(ABE et al., 2007; MING et al., 2012).

Apesar da subjetividade da avaliagdo manual da fuséo, cabe salientar que em nosso
estudo, tal analise foi realizada por pelo menos 5 avaliadores, sendo 2 cirurgides especialistas
em coluna vertebral e pelo menos 2 pesquisadores com experiéncia em modelos animais.
Havendo sempre concordancia entre os avaliadores para confirmacéo ou exclusdo da fusdo
vertebral.

Os resultados da avaliacdo radiografica foram similares aos observados na avaliacdo
manual. Esta avaliacdo permite uma andlise de caracteristicas gerais da massa de fusdo, ainda
que uma limitacdo encontrada tenha sido o fato de que o aparelho utilizado neste estudo nao
permitir a obtencdo de imagens com alta resolucdo. A partir desta avaliacdo, pudemos
observar que a massa de fusdo dos animais tratados com PTH por 30 dias (PTH 30) era maior
que a dos outros grupos. Além disso, foi possivel analisar detalhadamente a massa de fusao de
cada animal e correlacionar com os resultados do teste de palpacdo manual. Logo,
verificamos que os animais do grupo controle e do grupo PTH 1-15 apresentaram grande
quantidade de fragmentos de enxerto na regido da massa de fusé@o, sugerindo que o enxerto

ndo foi completamente absorvido. O resultado observado no grupo controle corrobora os
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resultados de Abe e colaboradores (2007) que descreveram que, 28 dias ap0s a cirurgia de
fuséo, fragmentos de enxerto ainda eram observados na massa de fusdo de ratos néo
osteoporéticos que nao receberam nenhum tipo de tratamento (ABE et al., 2007).

Caruso e colaboradores (1991), demonstraram que o PTH tem efeito supressor em
processos inflamatorios deflagrados por diferentes estimulos (CARUSO et al., 1991). Uma
vez que o0 processo de consolidacdo se inicia com uma fase inflamatdria, acreditamos que o
tratamento precoce leva a uma supressao desta resposta inflamatoria, prejudicando as etapas
subsequentes do processo de formacdo da massa de fusdo e levando a reducédo da taxa de
fuséo, como observado no grupo PTH 1-15.

Outro aspecto importante observado através desta analise, foi 0 grande namero de
animais do grupo PTH 30 com linhas de radiolucéncia na porgéo central da massa de fuséo.
Uma analise mais detalhada deste material € uma perspectiva deste estudo, uma vez que esta
linha de radiolucéncia tanto pode ser formada por tecido cartilaginoso, ainda ndo ossificado,
indicando que o processo formacdo de 0sso novo ainda esta acontecendo, quanto pode ser
formada por tecido fibroso, significando um processo de pseudoartrose, indicando falha no
processo de fusdo (REID et al., 2011). Como nossa analise foi realizada apenas cinco semanas
apos a cirurgia, tempo insuficiente para a finalizacdo do processo de formacdo da massa de
fusdo, acreditamos que estas linhas radiolucentes reflitam a presenca de tecido cartilaginoso
indicando que uma fusdo estavel ainda ird acontecer. Além disso, como 0 processo de
ossificacdo se inicia proXimo aos processos transversos e, com o passar do tempo, migra para
a porcdo central da massa de fusdo, a localizacdo destas linhas de radiolucéncia, também
indicam que o processo ainda este em formacdo (BODEN et al., 2002).

O estudo de O’Loughlin e colaboradores (2009), utilizando coelhos submetidos ao
procedimento de artrodese vertebral, observou que, seis semanas ap0s a cirurgia, 0s animais

tratados com PTH apresentavam maior taxa de fusdo e a massa de fusdo formada era maior
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que a observada nos animais controle (O’LOUGHLIN et al., 2009). A anélise histoldgica da
massa de fusdo destes animais revelou que o percentual de cartilagem na massa de fusédo dos
animais que foram tratados com PTH era significativamente maior que a dos animais controle
(26,6 £ 2,7 % vs 2,7 £ 3,5 %, respectivamente). Takahata e colaboradores (2013), ao
estudarem o efeito do tratamento precoce com PTH na consolidacdo 6ssea em defeitos de
tamanho critico, através da analise da expressdo génica, evidenciou aumento na expressao de
genes relacionados a condrogénese, associando tal fato a um prejuizo no processo de
ossificacdo endocondral (TAKAHATA et al.,, 2012). Além disso, diversos estudos ja
demonstraram que o tratamento com PTH nas fases iniciais do processo de consolidacéo de
fraturas estimula a condrogénese, levando a formacgdo de calos 6sseos maiores devido ao
aumento na quantidade de tecido cartilaginoso (NAKAZAWA et al., 2005; YOKOYAMA et
al., 2006).

Por fim, avaliamos a massa de fusdo por microtomografia computadorizada. Foram
realizadas duas estratégias de analise: 1) analise da microarquitetura, onde, a partir da
delimitacdo de uma regido de interesse de tamanho constante para todos os grupos, foram
mensurados aspectos relacionados a qualidade déssea da massa de fusdo e 2) avaliacdo
tridimensional da massa de fusdo, onde foram mensurados aspectos macroestruturais da
massa de fusdo, sendo o tamanho da regido de interesse ajustado ao tamanho do conjunto
vertebra + massa de fusdo avaliada (YASEN et al.,, 2015). A partir da andlise da
microarquitetura da massa de fusdo, nao foi possivel observar diferencas significativas entre
0s grupos, ainda que haja uma tendéncia de melhora destes parametros no grupo PTH 30 em
relacdo ao grupo controle. Diversos fatores podem ter contribuido para ndo termos encontrado
diferengas estatisticas nestas anélises. O primeiro deles é o fato de termos realizado a anélise
apenas cinco semanas apds a cirurgia de artrodese, sendo que na maioria dos estudos, esta

analise é feita entre 6 e 8 semanas ap0s a cirurgia e inicio do tratamento com PTH. Além

52



disso, nosso estudo perde poder estatistico uma vez que o desenho experimental é
desbalanceado, ou seja, com numero diferente de animais por grupo. Portanto, temos dois
cenarios possiveis: 1) os grupos de fato ndo sdo diferentes entre si, 0 que pode indicar que a
microarquitetura da massa de fusdo ndo € alterada pelo tratamento com PTH e 2) os grupos
apresentam diferencas sutis na microarquitetura da massa de fuséo, sendo tal efeito melhor
evidenciado, se tivéssemos um maior nimero de animais por grupo, ou uma analise temporal
da amostra.

A andlise tridimensional da massa de fusdo, por outro lado, revelou importantes
diferencas entre os grupos. Em relacdo ao volume ésseo, observamos que, de fato, a massa de
fusdo dos animais do grupo PTH 30 era maior que a dos animais dos outros grupos,
corroborando os resultados da avaliacdo radiografica. O mesmo padrdo foi observado em
relacdo a fracdo de volume Osseo. Apesar do maior tamanho da massa de fusdo, nédo
observamos aumento na taxa de fusdo no grupo PTH 30. Achado semelhante ja foi descrito
por Takahata e colaboradores (2013), que estudaram o efeito do PTH no processo de
consolidacdo de defeitos Osseos de tamanho critico, associado ao uso de aloenxertos
desvitalizados. De acordo com este estudo, ainda que o calo 6sseo dos animais tratados com
PTH fosse mais exuberante, as taxas de consolidacdo ndo eram relacionadas ao tamanho do
calo formado (TAKAHATA et al., 2012).

De forma interessante, entretanto, ao analisarmos a superficie Ossea especifica,
observamos que ndo havia diferenca neste parametro entre os grupos PTH 30 e PTH 16-30 e
que estes grupos apresentaram menor superficie 0ssea que 0s outros grupos. A superficie
Ossea especifica mede a relacdo entre a superficie da amostra e seu volume, refletindo, em
altima instancia, o grau de compactacdo da amostra. Consequentemente, quanto menor o
valor deste parametro, mais compactada estara a amostra. Park e colaboradores, ao estudarem

0 processo de formacdo de massa de fusdo em ratos normais e osteopénicos, encontrou que a
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principal diferenca entre estes grupos residia justamente na superficie 6ssea especifica. Estes
pesquisadores mostraram que os valores de BS/BV reduziam significativamente nos animais
controle a partir da quarta semana pos-cirurgia, enquanto se mantinha constantemente elevada
nos animais osteopénicos. Este autor correlacionou a superficie Ossea especifica a maior
maturacdo da amostra, indicando que o processo de remodelamento Gsseo da massa estava em
andamento (PARK et al., 2017). Com base nestes achados, podemos propor que tanto o
tratamento tardio (PTH16-30), quanto o tratamento realizado durante todo o periodo pés-
operatorio (PTH 30) levam a formacéo de massas de fusdo mais maduras em menor tempo.

De forma geral, nossos achados indicam que a terapia de curto prazo com PTH,
iniciada imediatamente ap0s a cirurgia leva a um atraso no processo de formacéo da massa de
fuséo, provavelmente por inibir a fase inflamatoria. Dessa forma, aléem da baixa taxa de fuséo,
este grupo apresenta também massa de fusdo com grande quantidade de fragmentos de
enxerto, apresentando baixo grau de maturacdo, revelado pela alta superficie 6ssea especifica
encontrada. Ja a terapia de curto prazo iniciada mais tardiamente, leva a formacdo de massa
de fusdo de tamanho moderado, altas taxas de fusdo e alto grau de compactacéo, indicando
uma massa de fusdo solida e madura. Por outro lado, o tratamento com PTH iniciado
imediatamente apds a cirurgia e mantido até a quarta semana, ainda que leve a formacéo de
massas de fusdo exuberantes, apresenta menor taxa de fusdo e linhas da radiolucéncia,
indicando uma exacerbacdo na condrogénese induzida pelo tratamento com este
medicamento.

Nosso estudo extrapola os achados de Takahata (2012), evidenciando que na fusdo
vertebral, assim como na consolidacdo de fraturas de tamanho critico, o tratamento com PTH
iniciado mais tardiamente, aumenta a taxa de fusdo, levando a formagédo de massas dsseas de

tamanho modesto porém mais maduras (TAKAHATA et al., 2012).
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Uma importante limitagdo deste estudo foi a auséncia de ensaios biomecanicos,
andlise temporal e avaliacdo histoldgica, que representariam um grande ganho conceitual,
permitindo explorar 0s mecanismos envolvidos nos fendmenos observados. Por fim,
ressaltamos a necessidade de estudos clinicos, para avaliagdo da seguranca e eficacia da
terapia de curto prazo com PTH iniciada nas fases intermediarias e tardias da consolidacdo de
cirurgias de fusdo vertebral e que venham a validar os resultados relatados por este estudo, em

seres humanos.
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7. CONCLUSAO

Diante dos dados descritos nesse estudo, verificamos que a terapia de curto prazo
com teriparatida, iniciada precocemente apds a cirurgia de fusao vertebral, é dispensavel, uma
vez que ndo resulta em melhorias no processo de formacéo da massa de fusdo. Por outro lado,
as terapias iniciadas mais tardiamente apresentam beneficios tanto em relacdo a formacéo de
uma massa mais estdvel em menos tempo, quanto em relagdo a menores custos € menor

exposi¢cdo ao medicamento.
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ANEXO A. Licenca da Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA/INTO)

MINISTERIO DA SAUDE
INT¥:y)  SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
* INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

COORDENACAO DE ENSINO E PESQUISA DO INTO

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Avaliagdo do efeito do regime de tratamento com
Teriparatida sobre a fusdo 6ssea em ratas osteoporéticas” protocolado sob o
numero 007/2018, utilizando 32 (trinta e dois) ratos Sprague Dawley, sob a
responsabilidade do pesquisador Gustavo Pecanha, estd de acordo com os
principios éticos de experimentag&o animal da Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia e foi aprovado na
reunido da Comissao em 24 de janeiro de 2018.

(We certify that the research “Effect of the treatment onset with Teriparatide on
bone fusion in osteoporotic rats”, protocol number 007/2018, utilizing 32 (thirty
two) Sprague Dawley rats, under the responsibility of the researcher Gustavo
Peganha, agree with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Ethic Commission on Animal Use of the National Institute of Traumatology and
Orthopedics, and was approved at the first meeting of the Commission on
January 24, 2018).

Rio de Janeiro, 2%eﬁ;%18.
Assinatura: // Liifo Fo ﬂ’—
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Diego Pinheirq Aguiar

Coordenador da Comissédo

64



