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RESUMO

FERNANDES, F. Analise do colo femoral de ratas adultas e senis tratadas com
ocitocina. 2016. 74 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2016.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar e comparar a acdo da ocitocina (OT) no
metabolismo d&ésseo de ratas Wistar ciclicas (12 meses) e aciclicas (18
meses/periodo de periestropausa). Os animais foram distribuidos em quatro grupos:
(1) animais com 12 meses que receberam injecdo com veiculo NaCl (Veh/12); (2)
animais com 12 meses que receberam injecdo de OT (Ot / 12); (3) animais com 18
meses que receberam injecdo com veiculo NaCl (Veh/18); (4) animais com 18
meses que receberam injecdo de OT (Ot / 18). Cada grupo foi composto por 8
animais. Os animais receberam duas injecfes intraperitoneais de NaCl (0,15 M —
grupo controle) ou OT (134 ug / kg — grupo tratado) com 12 horas de intervalo.
Forca, microarquitetura e biomarcadores 6sseos [fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP)] foram analisados. Imunoistoquimica foi
realizada para fator de transcrigcdo relacionado com o Runt 2 (RUNX2), osterix
(OSX), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), proteina éssea morfogenética 2 e 4
(BMP-2/4), periostina (PER), esclerostina (ESC) e TRAP. Os animais que receberam
OT demonstraram melhora significante na dosagem plasmatica: aumento na FAL
dos animais de 12 meses (p < 0,0001) e 18 meses (p = 0,0138); diminuicdo na
TRAP dos animais de Ot/ 12 (p = 0,0465) e Ot/ 18 (p = 0,0045). Houve melhora nos
parametros biomecanicos: forca méaxima (N) do grupo Ot / 18 (p = 0,0003); rigidez
6ssea (x103N/mm) do grupo Ot / 12 (p = 0,0223) e Ot / 18 (p = 0,0145);
microarquitetura éssea cortical do grupo Ot / 18 para Ct.Ar (mm?) (p = 0,0416) e
Ct.Po (%) (p = 0,0102); microarquitetura ossea trabecular para Tbh.N (1/mm) (p =
0,0016) e Th.Sp (p = 0,00010); todos os grupos foram comparados ao seus
respectivos controles (Veh/12; Veh/18). Em resumo, os resultados demonstraram
que a administracdo de OT foi eficaz para prevenir a perda de massa 6ssea em
ratas Wistar velhas com hipoestrogenismo, reforcando este agente anabdlico como
forte alternativa terapéutica para prevencdo e tratamento da osteoporose (OP),
reduzindo os indices da doenca e fraturas osteoporaoticas.

Palavras-chave: ocitocina, envelhecimento, o0sso e 0ss0s, doencas Osseas
metabolicas



ABSTRACT

FERNANDES, F. Analysis of the femoral neck in adults and old rats after
treatment with oxytocin. 2016. 74 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2016.

ABSTRACT

This study aimed to analyze and compare the acting of oxytocin (OT) on bone
metabolism of cyclic (12 months) and acyclic Wistar rats (18 months/peri-estropause
period). Animals were allocated to four groups: (1) animals with 12 months that
received vehicle injection NaCl (Veh/12); (2) animals with 12 months that received
OT injection (Ot / 12); (3) animals with 18 months that received vehicle (Veh/18) and
(4) animals with 18 months that received OT injection (Ot / 18). Eight animals
composed each group. The animals received two intraperitoneal injections of NaCl
(0.15 M - control group) or OT (134 ug / kg - treated groups) with 12 hours apart.
Bone strength, microarchitecture, and biomarkers [alkaline phosphatase (ALP) and
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)] were assessed. Immunohistochemistry
was performed for runt-related transcription factor 2 (RUNX2), osterix (OSX),
osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN), bone morphogenetic protein 2 and 4 (BMP-
2/4), periostin (PER), sclerostin (ESC) and TRAP. Animals that received OT showed
significant improvements at plasma assay: increase in the ALP from the animals with
12 months (p < 0.0001) and 18 months (p = 0.0138); decrease in the TRAP from the
Ot / 12 (p = 0.0465) and Ot / 18 (p = 0.0045). There was improvements at
biomechanical parameters: maximum load (N) from the Ot / 18 (p = 0.0003); bone
stiffness (x103N/mm) from the Ot / 12 (p = 0.0223) and Ot / 18 (p = 0.0145); cortical
bone microarchitecture from the Ot / 18 to Ct.Ar (mm?) (p = 0.0416) and Ct.Po (%) (p
= 0.0102); trabecular bone microarchitecture to Th.N (1/mm) (p = 0.0016) and Tb.Sp.
(p = 0.00010); all groups compared to its respective controls (Veh/12; Veh/18). In
summary, the results showed the OT administration was effective to prevent the
bone loss in old Wistar rats with hypoestrogenism, reforcing this anabolic agent as
powerful therapeutic alternative to prevention and treatment for osteoporosis (OP), to
reduce the rates of disease and osteoporotic fractures.

Keywords: oxytocin, aging, bone and bones, metabolic bone diseases
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1. INTRODUCAO

Frente aos avancos cientificos e tecnoldgicos e as transformacdes sociais, é

cada vez mais notavel o aumento na populacéo idosa. Dados do Instituto Brasileiro

de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que no ano de 2.000 a populacdo com 65

anos ou mais no Brasil era de 5,61% e, em suas projecbes para 2.030 esta

porcentagem eleva-se para 13,44% - aumento de 7,83% desta populacédo (Figura 1).

Em contraste, o indice da populacdo jovem (10 a 14 anos) passara de 30,04% para

17,59% e as taxas de natalidade apresentardo diminuicdo de 20,86% para 10,92%

(Figura 2) neste mesmo periodo, ilustrando assim, o cenario do envelhecimento

populacional.
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Figura 2. Taxas Brutas de Natalidade (TBN) e Mortalidade (TBM) de @ 2.000 a ® 2.030 com enfoque para TBN

segundo o IBGE

Entretanto, 0 aumento na longevidade nao tem garantido qualidade de vida, ja

gue com 0 aumento da expectativa de vida, cresce o numero de doencas crbnico-

degenerativas. Tendo em vista a persisténcia e permanéncia destas doencas,
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observa-se impacto grande na demanda financeira dos sistemas de saude publica, o
que decorre do tratamento da doenca, bem como da diminuicdo da capacidade
funcional, perda da produtividade e, ainda assim, elevado numero de Obitos. No
arsenal de doencas crénico-degenerativas, entre as mais graves, esta a osteoporose
(OP), doenca que eleva os indices de morbidade, mortalidade e diminui qualidade
de vida dos portadores. Estudos apontam que 200 milhdes de pessoas ao redor do
mundo tem OP e esta estimativa aumenta junto ao crescente envelhecimento
populacional. Os custos para o0 setor da saude ja sdo consideraveis, no entanto, ja
se pode prever que estes dupliquem até 2050. Neste contexto eleva-se a
necessidade de implementacdo de diretrizes para o diagndstico, prevencdo e
tratamento da osteoporose (REGINSTER et al., 2006; DEXTER et al., 2010).

Em se tratando do nimero de idosos, a populagdo feminina encontra-se em
maior proporcao. Mulheres entre 65 e 69 anos representavam 1,09% da populagcéao
no ano de 2.000, e em 2.030, projecbes do IBGE indicam que esta porcentagem
sera de 2,72%, fato este que pode ser justificado pelo maior suporte de carga de
doencas e de declinio funcional por parte das mulheres, hipoteticamente
relacionados a carga genética, diferencas hormonais e sociais. Porém, por razdes
intrinsecas ao organismo feminino, nota-se maior acometimento de alguns sistemas
corporais, como, por exemplo, o sistema 0Osseo (Figura 3). O envelhecimento
feminino € marcado pela menopausa, fendmeno que caracteriza o término da vida
reprodutiva em decorréncia da diminuicdo na concentracdo de estrogeno (E2),
horménio que age de forma a proteger o organismo feminino. Estas modificaces
podem, entdo, resultar em diminuicdo da massa 0ssea — osteopenia, e subsequente
OP. A diminuicdo nas concentracfes de estrégeno contribui para o aumento do
turnover 6sseo, com taxa de reabsorcao superior a de formacédo 6ssea, ja que este
horménio € um dos responsaveis por inibir formacéo de citocinas pré-reabsorcao e
aumentar producdo de fatores antirreabsortivos (PINHEIRO et al., 2009 e 2010;
BAYLISS et al., 2012).
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Figura 3. Piramide etaria de @ 2.000 a ® 2.030 no Brasil com enfoque para a populagdo feminina segundo o
IBGE

ApOs atingir o pico de massa 0ssea por volta dos 30 anos, os individuos
iniciam perda que varia de 0,3% a 0,5% de sua massa 0ssea a cada ano. Em
mulheres na pds-menopausa, porém, a diminuicdo acelerada da massa 6ssea apos
a Ultima menstruacdo pode ser até 10 vezes maior que a observada no periodo de
pré-menopausa. Nos primeiros 5 a 10 anos que seguem a Ultima menstruacao essa
perda pode ser de 2% a 4% ao ano para 0sso trabecular e de 1% ao ano para 0Sso
cortical (RADOMINSKI, et al., 2004; AMADEI et al., 2006).

O o0sso é Orgdo ativo constituido por matriz extracelular organica, composto
por colageno tipo | (COL 1), proteoglicanas e proteinas ndo colagenosas como
fosfatase alcalina (FAL), osteocalcina (OCN), sialoproteina 6ssea (BSP),
osteonectina, osteopontina (OPN) e proteina 6ssea morfogenética (BMP). Também
é composto por matriz inorganica, rica em ions célcio (Ca?*) e fosfato (PO4%) que se
depositam como cristais de hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2), além de fatores de
crescimento e citocinas importantes para a regulacdo do remodelamento 6sseo.
(COMPSTON et al., 2001; YOUNG, 2003; BOSKEY, 2006; VIGUET-CARRIN et al.,
2006).

7z

A integridade funcional e estrutural éssea no esqueleto adulto é moldada
continuamente através do processo de remodelacdo Ossea. Este processo é
complexo e regulado, principalmente, por células do tecido 0sseo: osteoclastos que
reabsorvem 0 0SSO e osteoblastos que depositam matriz 6ssea em lacunas de
reabsorgéo. A atividade destas células € rigorosamente regulada para garantir que a

homeostase 0ssea seja mantida e os ostedcitos, células mais abundantes do tecido



29

0sseo (95% de todas as células O6sseas), sdo responsaveis por emitirem sinais a
estes tipos celulares. O conjunto destas células, juntamente ao suprimento dos
vasos sanguineos é chamado de Unidade Ossea Multicelular (BMUs) (Figura 4)
(BOYLE et al., 2003; TERPOS et al., 2015; PRIDEAUX et al., 2016).
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Figura 4. Imagem ilustrativa da Unidade Multicelular Ossea (BMUs) compostas por células Osseas
osteoclasticas, osteoblasticas e ostedcitos e processo de remodelamento 6sseo que consiste @ recrutamento de
precursores de células osteoclasticas e reabsor¢cdo Ossea realizada por osteoclastos maduros, @® fase de
reversdo desempenhada por células do sistema imunoldgico (macrofagos), ©® recrutamento de Células-Tronco
Mesenquimais (CTMs), diferenciacdo de osteoblastos, sintese de matriz osteoide e mineralizacdo da matriz
Ossea, @ fase de quiescéncia com células de revestimento 0sseo encerrando o ciclo de remodelamento
(ADAPTADO de Servier Medical Art)

Estudos demonstram que o processo de remodelagdo ocorre quando,
fisiologicamente, a carga mecanica provoca microfissuras na matriz éssea
mineralizada (LEMAIRE et al., 2008; ROSA et al.,, 2015). Os ostedcitos, células
numerosas e que possuem complexa organizagdo e disposicdo, sdo responsaveis

por captar estas alteracbes da matriz 6éssea e, num processo chamado de
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mecanostransducdo (mecanismo que converte sinais mecanicos em resposta
bioguimica), enviam sinais as células da superficie Ossea, osteoclastos e

osteoblastos, desencadeando o processo de remodelacéo (LIU et al., 2016).

A remodelacdo 0ssea inicia-se com a reabsorcdo do tecido ésseo, a qual
depende do recrutamento de precursores de osteoclastos (osteoclastogénese). Os
osteoclastos séo células moveis, arredondadas, gigantes, multinucleadas, de origem
hematopoiética e que possuem quantidade grande de lisossomas. A sua maturacao
e ativacdo sao mediadas por citocinas que estimulam a diferenciacdo e a
proliferacdo dos osteoclastos através do contato com as células precursoras e da
liberacdo de fator estimulante da colénia de mondcito (M-CSF), que aumenta a
capacidade de sobrevivéncia dos precursores de osteoclastos, e do ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL), que induz, em conjunto com M-
CSF, a expressao de genes que tipificam a linhagem osteoclastica: fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), catepsina K (CATK), receptor de calcitonina (CTR),
anidrase carbonica 2 (CA2) e integrinas da classe 3. Outros fatores intervém na
massa 6ssea, tais como horménios sistémicos e fatores de crescimento. Apés
periodo de reabsorcdo, osteoclastos entram em apoptose em decorréncia da
liberacdo de fatores que estimulam também a formacdo O6ssea pelos osteoblastos
(MANOLAGAS, 2000; KULAR et al., 2012).

Os osteoblastos derivados de células tronco mesenquimais (CTMs) que se
originam do estroma da medula 6ssea, sdo células mononucleares, com reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem desenvolvido, que se dispdem
lado a lado na superficie 6ssea em formato cuboide quando muito ativas ou
ligeiramente achatadas quando inativas. A formacéo O6ssea é desencadeada pela
presenca de fatores que recrutam e diferenciam células osteoprogenitoras (Figura
5), como o fator de transcricdo relacionado com o Runt 2 (RUNX2), que
comprometem células tronco mesenquimais com a linhagem d&ssea, e osterix que
diferenciam pré-osteoblastos em osteoblastos maduros. Além destes, a
osteoblastogénese é influenciada por fatores de crescimento como a proteina
morfogenética O6ssea (BMP) da superfamilia de fatores transformadores de
crescimento B (TGF-B), que estimula a diferenciagdo dos precursores de
osteoblastos e induzem células ndo-osteogénicas a diferenciarem-se em células da

linhagem de osteoblastos, fator de crescimento insulinico (IGF), 1,25- hidroxivitamina
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D, paratormoénio (PTH), E2 e a via de transdugcdo de sinal Wnt/B-Catenina.
Osteoblastos diferenciados na lacuna de reabsorgédo sintetizam matriz organica
chamada de matriz osteoide e controlam sua mineralizacdo pela sintese dos
componentes organicos (COL1, FAL, BSP e OCN) e inorganicos (cristais de
hidroxiapatita) na matriz extracelular, os quais sdo marcadores fenotipicos
caracteristicos deste tipo celular. Portanto, a diferenciacdo dos osteoblastos passa
por trés fases: proliferacao (varias proteinas da matriz extracelular sdo sintetizadas —
TGF-B e pré-colageno), maturacéo (pico de FAL, essencial para a mineralizacédo) e
mineralizacdo (expressao de proteinas como OCN, OPN, BSP). No final da atividade
osteoformadora, o0s osteoblastos envoltos por matriz calcificada, tornam-se
ostedcitos, diferenciam-se em células de revestimento ou sofrem apoptose
(MANOLAGAS, 2000; KINI et al., 2012; KULAR et al., 2012).

l

Mesenchymal Stem  Preosteoblast Osteoblast  Osteoid Osteoblast  Mineralizing Osteocyte
Cell Osteocyte
RUNX2
coL1
OCN
Alk Phos

Figura 5. Imagem ilustrativa do processo de recrutamento de Células-Tronco Mesenquimais (CTMs),
diferenciacdo em células osteoblasticas, presenca de proteinas que participam da diferenciagdo, formagéo e
mineralizacdo da matriz osteoide, culminando com a formacédo de lacunas de ostedcitos (ADAPTADO de
Compton, 2014)

Os ostedcitos encontrados no interior da matriz éssea (Figura 5), ocupam
lacunas das quais partem os canaliculos que se interconectam com outros
ostedcitos, estabelecendo contato através de jungbes comunicantes, por onde
passam pequenas moléculas e ions de um ostedcito para outro, permitindo assim, a
transducdo do sinal mecéanico em sinal bioquimico (mecanotransducgéo). Este

acoplamento celular é altamente regulado por fatores locais e sistémicos que
ajudam a manter a homeostase 0ssea (RAGGATT et al., 2010; KULAR et al., 2012).
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Uma proteina envolvida com a resposta aos sinais mecéanicos e que tem sido vista
como mediador estrutural importante, equilibrando adaptacdo do tecido ésseo em
resposta a estes estimulos, é a periostina (PER), produzida preferencialmente por
osteoblastos e ostedcitos (CONWAY et al., 2014). Outra proteina que responde a
carga mecanica € a esclerostina (ESC), liberada por osteécitos e que inibe a
formacéo éssea pela via de sinalizagcdo Wnt/B-catenina (DUROSIER et al., 2013).
Estudo tem demonstrado interacdo destas proteinas, de forma que PER regula ESC
pela supressdo da expressdo do gene SOST, que codifica ESC, contribuindo assim,

para o anabolismo 6sseo (BONNET et al., 2012).

Deste modo, ao longo da vida, o tecido 6sseo é constantemente renovado
através do remodelamento 0sseo, o0 qual é caracterizado pela sequéncia de eventos
ativacao-reabsorcdo-formacédo (Figura 4) que envolve mecanismos regulatorios
intracelulares, influéncia hormonal, fatores locais e sistémicos. Desequilibrios nestes
fatores propiciam a osteopenia e OP, principalmente pelo fato do processo de

formacdo ocorrer de forma mais lenta que o de reabsorcédo (KULAR et al., 2012).

InteracBes sistémicas, realizadas pelo sistema enddcrino, ocorrem por meio
da liberacdo de diversos hormoénios, entre eles o PTH, calcitonina, insulina,
horménio do crescimento (GH), hormbnios esteroides e da tireoide, bem como de
fatores locais como o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), a
interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento fibroblastico (FGF), TGF a e 3 e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (YOUNG, 2003; AMADEI et al., 2006). Células
osteoblasticas possuem receptores para diversos fatores, como o PTH,
glicocorticoides, GH, IL-1, TNF-a, prostaglandinas e horménios sexuais. Dentre eles,
0os horménios sexuais tem funcdo importante no crescimento ésseo e na
manutencdo do pico de massa 6ssea. Amadei e seus colaboradores (2006) afirmam
gue a diminuicdo de estrégenos contribui para a progressiva reducdo da massa
0ssea, e assim, com a ooforectomia em jovens, ou na menopausa precoce, pode-se

observar acelerada perda 60ssea com instalacdo mais rapida do quadro de OP.

Eriksen e colaboradores (1988) descreveram a presenca de receptores
estrogénicos em osteoblastos ou em células de linhagem osteoblastica e detectaram
receptores funcionais de estrogeno em células ésseas humanas. Komm e
colaboradores (1988) encontraram diversos locais de ligagdo do estrbgeno em

ndacleos de células de ratas. Ambos relataram a presenca de RNA mensageiro
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(RNAm) estrogénico em cada populacdo de células 6ssea estudadas. Embora os
receptores de estrégeno estejam predominantemente em osteoblastos, ha maior
evidéncia da atuacdo desse horménio € na reabsorcédo 6ssea. Amadei et al. (2006)
afirma que a ligacdo de citocinas nos receptores osteoblasticos provoca a liberagcéao
de fatores que agem sobre a linhagem osteoclastica estimulando sua atividade. E
possivel que a ligacdo do estrogeno ou de seus analogos aos receptores dos
osteoblastos iniba a liberacdo de fatores estimuladores dos osteoclastos ou aumente
a atividade dos fatores inibidores dos mesmos. Estudos sugerem que os estrogenos
podem prevenir perda 0ssea excessiva antes e apés a menopausa pela inducdo da
apoptose dos osteoclastos. Entretanto, os mecanismos de atuacdo do estrégeno
nao estdo plenamente esclarecidos, sabe-se que envolve a interacdo de molécula
ligante e seu receptor (HUGHES et al., 1996; SAXON et al., 2012).

Kular e colaboradores (2012) descreveram a ligacdo de RANK, presente nas
células precursoras de osteoclastos, com seu ligante RANKL, presente nas células
osteoblasticas, células T e células endoteliais, como fatores essenciais na
osteoclastogénese. A ligacdo RANK e RANKL resulta na estimulacdo da
diferenciacdo de osteoclastos e ativacdo dessas células que resultam na reabsor¢cao
O0ssea. Descrevem também a presenca do receptor osteoprotegerina (OPG) como
antagbnico da reabsorcdo Ossea, ja que este, ligando-se ao RANKL, inibe a
reabsorcdo 6ssea, mantendo a integridade da mesma (SUZUKI et al., 2003; LITTLE,
2011). Steeve e colaboradores (2004) afirmaram que tanto os estrégenos quanto o
TGF-B aumentam a producdo de OPG, diminuindo, consequentemente, a
diferenciacdo e a ativacdo dos osteoclastos, bem como induzindo a apoptose
dessas células. Além disto, por direta influéncia da queda na concentracédo
estrogénica no periodo de poés-menopausa, através da relacdo RANK/RANKL/OPG,
nota-se diminuicdo na expressdo RANKL, aumento na formacdo, funcdo e
sobrevivéncia osteoclastica, o que predispdbe a perda de massa O0ssea,

enfraquecimento da microarquitetura e fraturas 0sseas.

A OP, doenca crbnica progressiva, incapacitadora irreversivel, & caracterizada
por diminuicdo da massa 0ssea (LANYON et al., 2009) e por deterioragdo da
microarquitetura 0ssea, conduzindo a fragilidade 0ssea e aumento da suscetibilidade
a fraturas (MANOLAGAS, 2000). Esta pode ser causada por hiperparatireoidismo,

hipercortisolismo, hipogonadismo, abuso ou mal uso de alguns medicamentos, baixa
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concentracdo de estrégeno e célcio e falta de carga mecanica sobre o 0sso que
acompanha o estilo de vida sedentario (PINHEIRO et al., 2010). Entre os
tratamentos para OP estdo as terapias hormonais e antirreabsortivas: Terapia de
Reposicdo Hormonal (TRH), Moduladores Seletivos de Receptores de Estrogeno
(SERMSs), Bifosfonatos, Calcitonina, Calcio, Vitamina D, Fluoretos e PTH. Além
destes, alternativa que estd sendo estudada como promessa terapéutica é a
ocitocina (OT), demonstrado a interferéncia de controle central na formacédo Ossea.
(BAYLINK et al., 1999; LEITE, 1999; LOPEZ, 2000; RADOMINSKI et al., 2004;
COLLI et al., 2012; QUIROS-GONZALEZ, 2014; COSMAN et al., 2014).

A OT é hormdnio peptidico sintetizado em nucleos hipotalamicos e
armazenado na neurohipofise, classicamente envolvido com a gravidez (contracao
uterina) e lactacéo (ejecéo do leite). Pouco se sabe sobre sua acdo no metabolismo
0sseo, porém, pesquisas ja evidenciaram a importante acdo da OT na sinalizacédo
intracelular de varios tecidos. Além de seus efeitos classicos, os receptores de OT
estdo também expressos na pituitaria, rim, ovario, testiculo, timo, coracao, endotélio
vascular, mioblastos, células de pancreaticas, adipdcitos, células cancerosas e no
tecido 6sseo em osteoblastos e osteoclastos humanos, indicando assim, efeitos da
OT na remodelacdo e controle da homeostase 6ssea (COPLAND et al.,, 1999;
COLUCCI et al., 2002; TAMMA et al., 2009, COLAIANNI et al., 2013).

Estudos descreveram a acdo direta da OT sobre o esqueleto através da
estimulacdo na formacdo de osteoblastos e modulacdo na formacdo e funcao de
osteoclastos (COLAIANNI et al., 2013). Em células osteoblasticas, OT estimula a
diferenciacéo para fenotipo mineralizante pela up-regulation de BMP-2, que controla
a expressao de Schnurri-2 e 3, Osterix e ATF-4 (Activating transcription factor 4). Em
células osteoclasticas, porém, OT exerce efeito dual. Estimula formacdo de
osteoclastos de forma direta pela estimulacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e
sinalizacdo MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) e de forma indireta por up-
regulation de RANK-L e down-regulation de OPG. Por outro lado, OT inibe a
reabsorcdo 6ssea por osteoclastos maduros pelo aumento do Ca?* citosélico e
sintese de 6xido nitrico (NO) (Figura 6) (COLAIANNI, 2014).
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Figura 6. Imagem ilustrativa da presenca de receptores de OT (Oxtr) e da modulagdo da OT em células @
osteoclasticas e @ osteoblasticas (ADAPTADO de Tamma, 2009)

A regulacdo da sintese de OT e de seu receptor (Oxtr) é mediada pala acéo
estrogénica e também de forma autocrina. O estrégeno é hormoénio que controla a
atividade osteoblastica, cujas células sdo capazes de sintetizar OT. Desta forma,
pesquisas tem demonstrado que o estrogeno pode agir através de dois mecanismos
distintos sobre a regulacédo da OT e seu receptor: via ndo-genémica e gendmica.
Quando o estrégeno liga-se ao seu receptor na membrana citoplasmatica de células
osteoblasticas, ocorre o desencadeamento de sinais e estimulacao da transcricao e
sintese de OT no nucleo destas células. Sendo assim, OT sai da célula osteoblastica
para exercer seus efeitos de forma autdcrina e paracrina (sobre outros
osteoblastos), estimulando a formacdo dos mesmos, 0 que caracteriza 0 mecanismo
de acdo via ndo-gendmica. Por outro lado, o estrégeno pode ligar-se ao seu receptor
no citoplasma e, desta forma, estimular a transcricdo e sintese de Oxtr em
osteoblastos, caracterizando a via de agdo genomica (Figura 7) (COLAIANNI et al.,
2014).
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Figura 7. Imagem ilustrativa das vias de agdo estrogénica @ gendmica e ® ndo-gendmica sobre a estimulacédo
da sintese de OT e seu receptor (Oxtr) (ADAPTADO de Colaianni, 2014)

Assim como o estrégeno age mediando a sintese de OT e seu receptor, 0
inverso também parece acontecer. Estudos mostraram que em camundongos Oxtr”,
a acdo do estrogeno no metabolismo 6sseo é atenuada, sugerindo que sua acao €,
em partes, dependente do receptor de OT intacto (COLAIANNI et al., 2014).

Embora haja muitos estudos envolvendo a fisiopatologia, as formas de
prevencdo e tratamento para OP, ainda é necessario desenvolver pesquisas que
busquem alternativas para a prevencéao e tratamento da doenca. A elucidacéo sobre
0S mecanismos da agado da OT faz dela uma das promessas, principalmente neste
periodo de envelhecimento do organismo feminino que expressam alteracdo na
secrecdo de hormonios ovarianos. Estudo de nosso laboratério realizado com ratas
velhas (24 meses) tratadas com OT para analise da formacgéo 6ssea apds exodontia
demonstrou atuacéo estimuladora da OT no reparo, pois 0S animais apresentaram
melhora nos parametros de formacgdo e diminuicdo na reabsorcédo 6ssea durante o
processo de reparacdo alveolar (COLLI et al., 2012). Diante destes achados,
ressalta-se a importancia da realizacdo de estudos para elucidar a atuacdo da OT
em tecidos que ndo estdo em processo de reparacao, principalmente em fémures de

ratas adultas e na pré-estropausa para prevencgao e tratamento da OP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento com OT no remodelamento 6sseo do colo

femoral de ratas Wistar adultas e senis.

2.2. Objetivos especificos

Com base nas evidéncias obtidas na revisdo de literatura sistematica e
resultados preliminares, algumas hipoteses foram formuladas com o objetivo de
estabelecer e melhor compreender a acdo da OT no metabolismo 6sseo durante o
periodo de envelhecimento:

o Testar a hipotese de que, in vivo, & semelhanca do que ocorre em
humanos, a estrutura 6ssea cortical e trabecular na regido do colo femoral de
ratas ciclicas apresentam maior area, melhores propriedades biomecéanicas e
indices dos marcadores de remodelamento O6sseo em relacdo as ratas
aciclicas.

o Testar a hipotese de que a OT proporciona melhora da qualidade
Ossea trabecular e cortical em ratas aciclicas, diminuindo os riscos de

osteopenia e osteoporose primaria.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizadas 32 ratas da linhagem Wistar com 12 e 18 meses. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais, com oito animais cada: 1 -
animais de 12 meses que receberam veiculo (NaCl; Veh/12), 2 - animais de 12
meses que receberam ocitocina (Ot/12), 3 - animais de 18 meses que receberam
veiculo (Veh/18) e 4 - animais de 18 meses que receberam OT (Ot/18). As ratas
foram mantidas em gaiolas coletivas (4 animais/caixa) em ambiente com
temperatura (22 + 2°C), ciclo de luz (12/12h) e umidade (55 + 10%) controlados e
acesso livre a agua e racéo (Figura 8). O protocolo experimental foi aprovado (2014-
01379) pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba (FOA/UNESP).

Figura 8. @ Biotério com gaiolas devidamente identificadas ® Gaiola contendo 4 animais com acesso livre a
agua e racdo

3.2. Ciclo Estral

O esfregaco vaginal foi colhido para verificacdo do ciclo estral, segundo a
técnica de Long & Evans (1922), e analisado a fresco ao microscépio optico antes e
apos periodo de tratamento para divisdo e acompanhamento dos grupos
experimentais. Como critério de inclusdo somente foi utilizado nesse estudo ratas de
12 meses com ciclo estral regular (apresentando as fases diestro, proestro, estro,
metaestro) e ratas de 18 meses com irregularidade do ciclo estral (aciclicidade).
ApoOs a confirmacado da regularidade (12 meses) e irregularidade (18 meses) do ciclo
estral, os animais foram submetidos aos tratamentos com veiculo (Veh) ou OT
(Figura 9).
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3.3.  Administragao de Ocitocina e Veiculo

Trinta e cinco dias antes de completarem suas respectivas idades (12 e 18
meses), 0S animais receberam 2 injecdes intraperitoneais com 12 horas de intervalo
(7h — 19h) de solucéo fisioldgica (0,9%; Veh/12 e 18) ou OT (134 ug/kg - Ot/ 12 e 18
meses) (Sigma Aldrich, Munich, Germany) (Tamma et al., 2009; Colli et al., 2012)
(Figura 9).

2 Injecdes IP
Inicio ciclo estral (OT ou Veh) Experimentacao

l 1 |

e
| 15 dias | 35 dias I

Analise do ciclo estral

Animais com 11 meses (adultas)
Animais com 17 meses (senis)

Animais com 12 meses (adultas)
Animais com 18 meses (senis)

Analises ex vivo

Analise Bioquimica
DEXA
Micro-CT
Ensaio Mecanico
Histomarfometria
Imunoistoquimica

Figura 9. Diagrama esquematico do experimento animal

3.4. Coletadas Amostras

ApoOs este periodo, os animais foram decapitados e a coleta sanguinea foi
realizada. O sangue foi centrifugado (soro: 2.500 RPM; 15 min; 20°C) e armazenado
para dosagem sorolégica de marcadores de atividade celular do metabolismo 6sseo.
Logo apds a coleta sanguinea, foi realizada a retirada asséptica dos fémures. Os
fémures direitos foram armazenados em solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%) e em
seguida em freezer -20°C para analise de densitometria, microarquitetura 6ssea e
ensaio mecanico. Os fémures esquerdos foram imediatamente processados para
analise histoldgica. Apds coleta sanguinea e 6ssea, o Utero foi retirado e seu peso
foi registrado. O peso corporal dos animais foi registrado antes e apos o periodo de

tratamento.
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3.5. Ensaios de Marcadores Bioquimicos de Remodelagio Ossea

A atividade da Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) (U/L) no soro
foi determinada por ensaio colorimétrico utilizando o protocolo adaptado de
GRANJEIRO et al. (1997) e JANCKILA et al. (2006) (Figura 10). Resumidamente,
aliquota de 25 pL de soro foi submetida ao ensaio em 0,5 mL de mistura reacional
que consiste em fosfato de p-nitrofenilo 10mM (pNPP), acetato de s6dio 100mM, pH
5,8, tartarato de sédio 50 mM e p-hidroxi benzoato de mercario 1 mM (pHMB), este
atua por inibicdo das fosfatases de baixo peso molecular (LAIDLER et al., 1982). A
reacao foi iniciada por adicdo do substrato e prosseguiu durante 1h, mantido
em banho a 37°C. O ensaio foi terminado por adicdo de 0,25mL de NaOH 1M, e a
absorvancia a 405 nm determinada para especificar a quantidade de p-nitrofenolato
(pNP) formada durante a reacdo. Os controles sem enzima foram incluidos em cada
ensaio para ajustar a hidrélise ndo-enzimatica de pNPP. Unidade de atividade de
enzima é definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolizar 1umol de
pNPP por min a 37°C.

O marcador plasmatico de formacéo 6ssea, fosfatase alcalina (FAL) (U/L), foi
determinado utilizando ensaio colorimétrico que dosa a formacdo dependente do
tempo de p-nitrofenilo (pNP) a partir de pNPP em conformidade com o protocolo
adaptado de CHAVES NETO e colaboradores (2011). O protocolo usado 25uL de
soro num volume total de 0,5 mL contendo 2,5 mM de pNPP, cloreto de magnésio
(MgClz2) 2 mM, tampéo glicina 25mM, pH 9,4. A reacao foi iniciada por adicdo do
substrato, e procedeu-se durante 30 min, mantido em banho a 37°C. O ensaio foi
terminado pela adicdo de 0,25 mL de solu¢cdo 1M de hidroxido de sédio (NaOH), e a
absorbancia a 405 nm determinada para determinar a quantidade de pNP formado
durante a reacdo. Unidade de atividade de enzima € definida como a quantidade de

enzima que € necessaria para hidrolizar 1umol de pNPP por min a 37°C.
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Figura 10. @ Dosagem soroldgica para ensaio de marcadores bioquimicos de remodelacdo 6ssea (TRAP e FAL)

3.6. Densitometria Ossea

O contetdo mineral 6sseo (CMO; g) e a area 6ssea (cm?) foram analisados
nos fémures direitos dos animais, utilizando o DEXA (dual-energy x-ray
absorptiometry), densittmetro modelo DPX-ALPHA, com software especial para
pequenos animais (Figura 11). Esses dados foram utilizados para a determinagéao da

densidade mineral 6ssea areal (DMOa; g/cm?) de todos 0s animais experimentais.

1

Figura 11. @ Densitdbmetro DPX-ALPHA para analise de densitometria 6ssea @® Software de analise para
pequenos animais

3.7. Microtomografia Ossea

Realizada com microtomégrafo computadorizado Skyscan 1272 (Skyscan,
Aartselaar, Beélgica), utilizado para avaliagdo tridimensional ndo destrutiva da
arquitetura 6ssea (Figura 12). O fémur foi posicionado craniocaudalmente para
obtencdo de “slices” com resolugdo de 12x12x12 pum (TATSUMI et al., 2008). A
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regido de interesse de 0sso esponjoso e cortical foi manualmente interpolada para
andlise de 30 slices (fatias) na regido do colo femoral, 2 mm abaixo da primeira
imagem Ossea escaneada. Os parametros analisados no osso trabeculado incluem:
Porcentagem do Volume Osseo (BV/TV) (%), Espessura das Trabéculas (Tb.Th)
(mm), Numero de Trabéculas (Th.N), Separacdo das Trabéculas (Th.Sp) (mm), Grau
de Anisotropia (DA). Na andlise do osso cortical foi analisado: Area Ossea Cortical
(Ct.Ar) (mm?), Espessura Cortical Média (Ct.Th) (mm), Porcentagem da Porosidade
Cortical (Ct. Po) (%).

(1)

Figura 12. @ Microtomdgrafo Skyscan 1272 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica) para andlise de microtomografia
Ossea trabecular e cortical ® Imagem representativa do posicionamento cranio-caudal do fémur no
microtomografo ©® Imagem de reconstrugdo cortical do colo femoral @ Imagem de reconstrucédo trabecular do
colo femoral

3.8. Ensaio Mecanico

O teste biomecanico permite conhecer algumas propriedades do tecido 6sseo
através do ensaio de compressdao, como, por exemplo, a forca maxima (N)
sustentada pelo mesmo antes de sofrer fratura, e a rigidez (x103N/m) (DALMOLIN et
al., 2013). O ensaio mecanico deste estudo foi realizado com distancia entre apoio
de 20 mm em superficie e com velocidade de aplicacdo da carga (forca) de 0,25
mm/min, na Maquina de Ensaio Universal EMIC/Mod DL3000 (Figura 13). Os valores
foram registrados em sistemas computacionais do proprio fabricante, que fornece
diretamente os valores de forca maxima admitidos pelo fémur. Na analise
biomecéanica foi avaliada, por meio da curva de for¢ca X deslocamento, a resisténcia

O0ssea, analisando a forca méxima (N) admitida pelo tecido 0sseo e rigidez
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(x103N/m). A distancia do vao de apoio foi de 20 mm, e a célula de carga utilizada de
2000N.

Forca ge‘i\’aog Ponto de ruptura
XN
N) @ o0

Deslocamento (mm)

Figura 13. ® Maquina de Ensaio Universal EMIC/Mod DL3000 ® Ensaio de compressédo da cabeca do fémur ©
Esquema da curva Forca X Deslocamento obtido do ensaio mecénico. Regido elastica compreende a
deformacédo do corpo de prova e retorno do mesmo a sua forma original. Regido plastica compreende a
deformacéo irreversivel do corpo de prova. Ponto de ruptura compreende o primeiro instante apos o registro da
forca méxima (N)

3.9. Processamento histolégico das amostras

Os fémures esquerdos foram fixados em formalina neutra (10%), durante 24
horas, em temperatura ambiente. Apés este periodo, os fémures foram lavados em
agua corrente por 24 horas e descalcificados em solucdo de EDTA (10%). ApGs
descalcificados, foram lavados em agua corrente (24 horas), desidratados,
diafanizados e incluidos em parafina pelo método de rotina. Nos blocos obtidos,
foram efetuados cortes semi-seriados com 3 micrémetros de espessura ao longo do
plano coronal da regido epifisaria proximal do fémur. Os cortes para andlise
histomorfométrica foram colocados em laminas foscas, lapidadas e posteriormente
coradas com hematoxilina e eosina, e os cortes para analise imunoistoquimica para

proteinas do metabolismo 6sseo foram colocados em laminas silanizadas.

3.9.1. Analise Histomorfométrica
As imagens dos cortes histolégicos foram capturadas por camera digital
acoplada a microscépio Optico (Leica DM400 B LED, Wetzlar, Germany) com
aumento original de 200x e salvas em computador. A &rea (853.333.333 um?) da

regido trabecular do colo do fémur (Figura 14) foram analisados com auxilio do
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programa de processamento de imagens baseado em Java (ImagedJ, National
Institutes of Health, versdo 51.52.0.0) com 2.4 de distancia em pixels. Os dados

foram apresentados como percentual de area dssea.

Figura 14. @ Regido de interesse da analise histomorfométrica — tecido dsseo trabecular do colo femoral @
Aumento de x 400 do tecido 6sseo trabeculado da regido do colo femoral

3.9.2. Anélise Imunoistoquimica

No estudo proposto foram realizadas marcacfes imunoistoquimica nos cortes
histol6gicas dos fémures (epifise proximal) dos animais. Foram utilizados anticorpos
primarios (diluicdo 1:100) contra RUNX2 (Goat anti-RUNX2 — SC8566), OSTERIX
(AB22552), OCN (Goat anti-osteocalcin — SC18319), OPN (Goat anti-osteopontin —
SC10593), BMP-2/4 (Goat anti-BMP — SC9003), PER (Goat anti-periostin —
SC67233), ESC (Goat anti-esclerostin — ORB100211) e TRAP (Goat anti-TRAP - SC
30832). Os anticorpos secundarios (1:200) foram anti-coelho biotinilado. A técnica
para imunomarcacao foi adaptada de GARCIA et al. (2014) e apresenta 0s seguintes
passos: recuperacdo do antigeno; bloqueio da peroxidase enddgena; bloqueio de
sitios inespecificos; incubacdo em anticorpo primario; incubagdo em anticorpo
secundario; sistema avidina-biotina para amplificacdo do sinal; evidenciacdo da
imunomarcacao utilizando diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno. A
imunomarcacao foi definida como coloracdo acastanhada presente no nucleo celular
(RUNX2, OSX) ou citoplasma celular (OCN, OPN, BMP-2/4, PER, ESC e TRAP). As
pontuacdes de imunomarcagdo para Runx2, OSX, OPN, BMP-2/4, PER, ESC e
TRAP foram adaptadas de FARIA et al. (2008): escore 3 indica alto padréo, mais de
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8 células imunorreativas (IR) por area; escore 2 indica padrdo moderado, de 3 a 7
células IR por area; escore 1 indica baixo padrédo, menos de 3 células IR por area; e
escore O indica auséncia de imunomarcacdo. Apenas as células TRAP-positivas
multinucleadas perto da superficie 0ssea foram quantificadas. As pontuacdes de
imunomarcacao para OCN foram adaptadas de GARCIA et al. (2014): escore 3
indica alto padréo, aproximadamente 75% de células IR por area; escore 2 indica
padrdao moderado, cerca de 50% de células IR por area; escore 1 indica baixo
padrdo, cerca de 25% de células IR por area; e escore 0 indica auséncia de
imunomarcacédo. Estas pontuacdes de imunomarcacéo foram comparadas entre os
grupos experimentais. A especificidade das marcacdes foi confirmada através da
exclusdo do anticorpo primario em laminas controle. Todas as incubacfes dos

anticorpos foram realizadas em camara umida a temperatura de 25°C (Figura 15).
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Figura 15. @ Etapa de lavagem das laminas silanizadas em PBS durante o procedimento de imunoistoquimica @
Etapa de recuperagdo do antigeno em tampé&o citrato na panela de pressdo durante o procedimento de
imunoistoquimica ® Laminas coradas em hematoxilina (imagem: OCN e TRAP) e em fast green (imagem:
RUNX2)

3.10. Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados através do GraphPad Prism 6.0, expressos
como média = erro padrdo da média (EPM) e considerados estatisticamente
significantes quando p < 0,05. Os dados foram submetidos ao Teste T para verificar
acdo da OT em cada idade (* vs Veh/12; * vs Veh/18) e Andlise de Variancia
(ANOVA) TWO-WAY seguida pelo pés teste de Tukey para verificar acdo da OT ao
longo da idade e interacao OT e tratamento (* interagdo significante de OT e idade).
A analise imunoistoquimica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis néo

paramétrico seguida por pés-teste de Newman-Keuls (* vs Veh/12; * vs Veh/18).
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal e uterino

A analise dos pesos inicial e final dos animais com 12 ou com 18 meses
evidenciou que nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
experimentais. Também verificamos que néo houve interacdo idade e tratamento
com OT para o peso corporal (Tabela 1).

O acompanhamento do ciclo estral das ratas com 18 meses evidenciou as
fases de diestro e metaestro persistente e caracterizou o periodo de periestropausa.
O peso do utero desses animais contribuiu para caracterizar a aciclicidade estral
uma vez que 0s animais de 18 meses apresentaram menor peso uterino (p =
0,0488) e menor volume de liquido em seu interior em comparag¢do com 0s animais
de 12 meses que apresentam ciclo regular e maior concentracdo de liquido.
Quando considerado o tratamento, observamos que este nao foi eficaz em estimular
o tecido endometrial, visto que ndo foram encontradas diferencas significantes entre

0S grupos experimentais.

Grupo Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso do utero (g)
Veh /12 367.5+7.13 367.5+11.10 0.733 £ 0.032
Ot/ 12 357.5+11.84 351.25+13.12 0.711 £ 0.040
Veh /18 390.5 £ 11.35 386.4 + 12.38 0.629 £ 0.034+
Ot/ 18 415.7 £ 18.37 406.4 £ 17.82 0.699 + 0.069

Tabela 1. Peso corporal inicial (11 e 17 meses) e final (12 e 18 meses) e peso uterino/100g de peso corporal de
animais Wistar adultas e senis apés a administragdo de solucao fisiologica (Veh) ou OT. Os valores representam
a média £ EPM. Abreviaturas e simbolos: Veh/12= animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12= animais
de 12 meses que receberam OT; Veh/18= animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais de 18
meses que receberam OT; * vs Veh/12 (p = 0,0488)

4.2. Marcadores de remodelacdo 6ssea

Com a finalidade de verificar se OT exerce acdo na remodelacdo 0ssea, foi
realizada a determinacdo sérica de marcador de formacdo (FAL) e de reabsorcéo
(TRAP) 6ssea. Quando comparados 0s animais com 12 e 18 meses do grupo
veiculo, foi verificado diminuig&o (p = 0,0066) de FAL nos animais mais velhos. Apos

35 dias do tratamento com OT foi verificado aumento na FAL sérica dos animais com
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12 meses (p<0,0001) e 18 meses (p=0,0138) quando comparados aos Seus
respectivos veiculos. A TRAP foi significantemente maior nos animais com 18
meses quando comparados com animais com 12 meses (p = 0,0057). Entretanto,
verificou-se que ap6s a administracdo de OT ocorreu diminuicdo na TRAP sérica
nos animais com 12 meses (p=0,0465) e 18 meses (p=0,0045), quando comparados
com o0s seus veiculos. A analise em two-way ANOVA demonstrou ndo haver
diferenca estatistica significante na interacdo do tratamento com OT e a idade em
relacdo aos biomarcadores 6sseos, mostrando que o tratamento e a idade afetam

estes parametros de maneira independente. Estes resultados estdo expressos na

Figura 16.
(1) 100, OT'idade: p=0,8143 (2] ,s. OT'idade: p = 0,1060
. +
804 . 204 T
— el j
| + —~ L
5 60 T S 151 - .
o
I 401 < 101
v =
20~ 5+
O ] L] O 1 L]
Veh/12 Ot/ 12 Veh/18 Ot/ 18 Veh/12 Ot/12 Veh/18 Ot/18

Figura 16. Marcadores sorolégicos de remodelagdo 6ssea em ratas Wistar adultas e senis apds a administragdo
de solugo fisioldgica (Veh) ou OT. Concentracéo soroldgica de @ Fosfatase Alcalina (FAL) e @ Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP). Cada coluna representa a média * erro padrdo da média (EPM). A analise
estatistica foi realizada com Teste T e ANOVA two-way, seguido pelo pés-teste de Tukey (p < 0,05) para analisar
o efeito do tratamento OT em cada idade e ao longo do envelhecimento, e quaisquer interacdes (OT*idade).
Abreviaturas e simbolos: Veh/12= animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12= animais de 12 meses
que receberam OT; Veh/18= animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais de 18 meses que
receberam OT; * interacdo significante de OT e idade, * vs Veh/12; * vs Veh/18

4.3. Densitometria 6ssea

Ap6s 35 dias do tratamento com OT foi verificado aumento na DMOa dos
animais que receberam OT de 12 meses (p= 0,0036) e de 18 meses (p= 0,0556)
guando comparados aos seus respectivos veiculos. Quando comparados com 0s
animais do grupo Veh/12, os animais Veh/18 (p < 0,0001) apresentaram aumento da
DMO. A analise two-way ANOVA demonstrou interagdo significante entre o
tratamento com OT e a idade (p = 0,0004).

Para o parametro de CMO, os animais de 12 meses nao apresentaram

diferenca estatistica apds tratamento com OT, enquanto que os animais Veh/18
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apresentaram aumento do CMO quando comparada ao seu respectivo veiculo (p =
0,0556). A anélise two-way ANOVA ndo demonstrou interacdo significante entre o
tratamento com OT e a idade. E para o parametro de area O0ssea ndo houve

diferencas estatisticamente significantes. Estes dados estdo demonstrados na

Figura 17.
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Figura 17. Parametros biomecanicos de @ Contetdo Mineral Osseo (CMO), ® Area e ©® Densidade Mineral
Ossea areal (DMOa) de ratas Wistar adultas e senis apds a administracdo de solugao fisioldgica (Veh) ou OT.
Cada coluna representa a média * erro padrédo da média (EPM). A analise estatistica foi realizada com Teste T e
ANOVA two-way, seguido pelo pos-teste de Tukey (p < 0,05) para analisar o efeito do tratamento OT em cada
idade e ao longo do envelhecimento e quaisquer interagcdes (OT*idade). Abreviaturas e simbolos: Veh/12 =
animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12= animais de 12 meses que receberam OT; Veh/18 = animais
de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais de 18 meses que receberam OT; * interacdo significante de
OT e idade, * vs Veh/12; * vs Veh/18

4.4. Microarquitetura 6ssea

A reconstrucdo 3D das imagens da microtomografia O6ssea cortical e
trabecular do colo femoral dos animais experimentais obtidas através da
microtomografia 0ssea esta demonstrada nas Figura 18 e 19.

Os resultados da microtomografia 6ssea da cortical do colo femoral
evidenciam que ndo houve diferenca para os parametros analisados Ct.Ar e Ct.Po

no grupo Ot/12 quando comparado aos grupo Veh/12. Para os grupos de animais
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de 18 meses observamos que Ct.Ar foi maior (p = 0,0416) e Ct.Po foi menor no
grupo Ot/18 (p = 0,0102) quando comparados com Veh/18. Quando se compara o
grupo Veh/18 ao Veh/12 néo foi observado diferenca para Ct.Ar, porém, houve
aumento significante de Ct.Po (p = 0,0015). A analise two-way ANOVA demonstrou
que Ct.Ar e Ct.Po apresentaram interagéo entre o tratamento com OT e a idade (p =
0,0774 e p = 0,0022) (Figura 18).
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Figura 18. Parametros de microarquitetura 6ssea cortical para @ Area Ossea Cortical (Ct. Ar) e ® Porcentagem
de Poros Corticais (Ct. Po) de ratas Wistar adultas e senis apds a administra¢do de solucao fisiol6gica (Veh) ou
OT. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média (EPM). A andlise estatistica foi realizada com Teste
T e ANOVA two-way, seguido pelo pos-teste de Tukey (p < 0,05) para analisar o efeito do tratamento OT em
cada idade e ao longo do envelhecimento, e quaisquer interagdes (OT*idade). Abreviaturas e simbolos: Veh/12 =
animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12= animais de 12 meses que receberam OT; Veh/18 = animais
de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais de 18 meses que receberam OT; * interacdo significante de
OT e idade, * vs Veh/12, *vs Veh/18

Os resultados da microtomografia 6ssea do trabeculado do colo femoral
evidenciam que para os parametros BV/TV, Tb.Th e DA n&o foram observadas
diferencas significantes. Os parametros Th.N e Th.Sp néo foram significantemente
diferentes entre os grupos Veh e Ot de 12 meses. Porém, nos animais com 18
meses observamos que Th.N foi menor e Th.Sp foi maior no grupo de animais Ot /
18 (p = 0,0016 e p = 0,00010, respectivamente) quando comparado com Veh/18.

Quando comparado ao Veh/12, os animais do grupo Veh/18 (p= 0,0006)
demostraram significante aumento no Th. N e diminuicdo de Tb.Sp (p= 0,0096). A
analise two-way ANOVA demonstrou nao haver interacéo significante do tratamento
com OT e a idade para Th.N, porém foi significante entre tratamento com OT e idade
para Th.Sp (p= 0,0002) (Figura 19).
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Figura 19. Parametros de microarquitetura 6ssea trabecular para @ Razao entre o volume ésseo da amostra e o
volume da amostra (BV/TV); @ Numero de Trabéculas (Tb.N); © Espessura das Trabéculas (Tb.Th) @
Separagdo das Trabéculas (Th.Sp) e © Grau de Anisotropia (DA) de ratas Wistar adultas e senis ap0s a
administracdo de solucao fisioldgica (Veh) ou OT. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média
(EPM). A andlise estatistica foi realizada com Teste T e ANOVA two-way, seguido pelo pos-teste de Tukey (p <
0,05) para analisar o efeito do tratamento OT em cada idade e ao longo do envelhecimento, e quaisquer
interacBes (OT*idade). Abreviaturas e simbolos: Veh/12= animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12=
animais de 12 meses que receberam OT; Veh/18= animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais
de 18 meses que receberam OT; * interacdo significante de OT e idade, * vs Veh/12; * vs Veh/18

4.5. Forgaerigidez 6ssea

Nos dados de ensaio mecanico, os animais do grupo Ot/12 ndo apresentaram
maior resisténcia 6ssea a forca (N) aplicada quando comparados ao grupo Veh/12.
Entretanto, os animais do grupo Ot/18 (p = 0,0003) apresentaram melhora
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extremamente significante neste parametro quando comparados ao grupo Veh/18. A
andlise two-way ANOVA demonstrou interacdo extremamente significante no
tratamento com OT e a idade para o parametro de forca maxima (p = 0,0007),
demonstrando que o tratamento com OT é influenciado pela idade do animal.

A rigidez dssea foi significantemente maior nos animais dos grupos Ot /12 (p
= 0,0223) e Ot/18 (p = 0,0145) quando comparados aos seus controles Veh/12 e
Veh/18. Houve diminuicdo da rigidez no grupo Veh/18 (p = 0,0030) quando
comparado ao Veh/12. A anélise two-way ANOVA demonstrou que a interacdo no
tratamento com OT e a idade n&o foi significante.

Os dados de forca méxima e rigidez 6ssea estédo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Pardmetros biomecénicos de @ forca maxima e @ rigidez de ratas Wistar adultas e senis apés a
administracdo de solucao fisioldgica (Veh) ou OT. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média
(EPM). A andlise estatistica foi realizada com Teste T e ANOVA two-way, seguido pelo pos-teste de Tukey (p <
0,05) para analisar o efeito do tratamento OT em cada idade e ao longo do envelhecimento, e quaisquer
interacdes (OT*idade). Abreviaturas e simbolos: Veh/12 = animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12=
animais de 12 meses que receberam OT; Veh/18 = animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais
de 18 meses que receberam OT; * interag&o significante de OT e idade, * vs Veh/12; * vs Veh/18

4.6. Histomorfometria do colo femoral

Para a histomorfometria do colo femoral de ratas Wistar (12 e 18 meses)
tratadas com OT (Figura 21), os resultados demonstraram que ndo houve efeito
significante da OT ou da idade para este parametro. A interacdo de ambos também
nao apresentou resultado significante, mostrando que o tratamento com OT
independentemente da idade néo altera a porcentagem na area é6ssea do colo
femoral em ratas Wistar.
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Figura 21. Fotomicrografia com coloragdo Hematoxilina e Eosina (H&E) demostrando a @ morfologia 6ssea e o
@ grafico demonstrando a area éssea da regido de interesse (colo femoral) de ratas Wistar adultas e senis apds
a administragdo de solucao fisiolégica (Veh) ou OT. Cada coluna representa a média + erro padrdo da média
(EPM). A andlise estatistica foi realizada com Teste T e ANOVA two-way, seguido pelo pos-teste de Tukey (p <
0,05) para analisar o efeito do tratamento OT em cada idade e ao longo do envelhecimento, e quaisquer
interacdes (OT*idade). Abreviaturas e simbolos: Veh/12 = animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12=
animais de 12 meses que receberam OT; Veh/18 = animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais
de 18 meses que receberam OT; * interacdo significante de OT e idade

4.7. Imunoistoquimica

Os resultados obtidos (Figura 22 e 23) na analise da técnica de
imunoistoquimica ndo apresentaram diferenca estatistica para RUNX2, OSX, OCN,
OPN, ESC e TRAP nos grupos experimentais. Porém, houve diferencas
estatisticamente significantes em BMP-2/4 e PER quando comparados o0s seus
grupos controle (Veh/12 e 18), demonstrando diminuigdo destas proteinas com o

decorrer da idade.
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Figura 22. Gréficos que mostram o padrdo de imunorreatividade para @ Fator de transcri¢céo relacionado com o
runt 2 (RUNX2), ® Osterix (OSX), ® Osteocalcina (OCN), @ Osteopontina (OPN), @ Proteina Ossea
Morfogenética 2 e 4 (BMP-2/4), ® Periostina (PER), @ Esclerostina (ESC) e @ Fosfatase Acida Resistente ao
Tartarato (TRAP) de ratas Wistar adultas e senis ap0s a administracdo de solucao fisiolégica (Veh) ou OT. A
andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrica seguida por pos-teste de Newman-
Keuls. Abreviaturas: Veh/12 = animais de 12 meses que receberam veiculo; Ot/12= animais de 12 meses que
receberam OT; Veh/18 = animais de 18 meses que receberam veiculo; Ot/18= animais de 18 meses que
receberam OT
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Figura 23. Fotomicrografias que mostram o padrdo de imunorreatividade para @ Fator de transcricdo
relacionado com o runt 2 (RUNX2), ® Osterix (OSX), ® Osteocalcina (OCN), @ Osteopontina (OPN), © Proteina
Ossea Morfogenética 2 e 4 (BMP-2/4), ® Periostina (PER), @ Esclerostina (ESC) e ® Fosfatase Acida
Resistente ao Tartarato (TRAP) de ratas Wistar adultas e senis apds a administragdo de solugéo fisiolégica (Veh)
ou OT. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrica seguida por pos- teste de
Newman-Keuls. Contracoloragcdo com fast-green para RUNX2 e OSX. Contracoloragdo com hematoxilina para
OCN, OPN, BMP-2/4, PER, ESC e TRAP. Barras de escala: 20um. Ampliagdo original: x 400 e x 800
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelam atuacéo positiva da OT no metabolismo 6sseo
de fémeas Wistar, demonstrados pela diminuigdo na porcentagem de poros na
regido cortical do colo femoral bem como em melhores parametros biomecanicos
(forca maxima e rigidez 6ssea), principalmente durante o periodo de periestropausa
(18 meses), diminuindo o risco de fraturas.

A osteoporose primaria € associada a diferentes fatores (ALMEIDA, 2012),
porém, muitos estudos demonstraram que a diminui¢do na concentracdo plasméatica
do esteroide sexual feminino, estrogeno, contribui significativamente para o aumento
na taxa de remodelamento, danos aos parametros de microarquitetura e diminuicédo
da forca 6ssea, o que resulta em aumento no risco de fraturas (JULIET e
COMPSTON, 2001; AMADEI et al., 2006). Dados de nosso laboratério evidenciaram
gue em ratas Wistar, o periodo de alteracdes na regularidade do ciclo estral ocorre
entre 17 e 18 meses, com diminuicdo na concentracdo estrogénica, caracterizando o
inicio da senescéncia reprodutiva nestes animais, sendo denominado de
periestropausa (FERREIRA et al., 2015; NICOLA et al., 2016). Este periodo nas
ratas corresponde ao periodo de perimenopausa em mulheres. Portanto, com a
finalidade de estudarmos a atuacdo da OT como agente anabdlico e possivel
ferramenta na prevencdo para evitar a ocorréncia de osteoporose, determinamos
protocolo experimental para andlises na regido do colo femoral de fémeas no
periodo de periestropausa. Os animais experimentais com 12 meses apresentaram
ciclo estral regular, sugerindo sincronismo no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas.
Este eixo neuroenddcrino integra informacdes de tecidos especificos e determina
acOes e respostas coordenadas para o organismo. Alteracdes no eixo geram efeitos
anabdlicos diretos e indiretos sob o metabolismo 6ésseo promovendo aumento na
formacdo de matriz 6ssea (COMPSTON, 2001). Exemplo destas respostas é a
influéncia no ciclo de remodelamento ésseo, sensivel a concentracdo plasmatica de
estradiol. Mediante o0 exposto, faz-se necessario relatar que a concentracdo
plasmatica de E2 em ratas com 12 meses é menor (150 pg/mL; COLLI, 2012)
guando comparado com ratas de 4 meses (340 pg/mL; FERREIRA et al., 2015). Nos
animais utilizados neste estudo, com 18 meses, a concentracdo plasmatica de

estradiol detectada foi de 29,2 pg/mL e a irregularidade nas fases do ciclo estral bem
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caracterizada. Possivelmente, a diminuigdo na secre¢ao plasmatica bem como a ndo
ocorréncia de ritmicidade na secrecdo do esterdide contribuiram significantemente
para acdo da OT sobre os parametros o6sseos de ratas no periodo do
envelhecimento (18 meses).

E de conhecimento que a qualidade oOssea resulta da composi¢éo
heterogénea do tecido 6sseo bem como da mineralizacdo, morfologia,
microarquitetura e presenca de microfissuras (BOSKEY, 2006; 2013). Destacamos
também a influéncia significante da regido cortical na rigidez e resisténcia 6ssea em
relacdo a regido trabecular (SCHAFFLER et al., 1988; AUGAT et al., 2006). Com
base nestes estudos, pode-se afirmar que a rigidez do osso e a forgca maxima que
suporta sado determinadas, em grande parte, pela integridade do osso cortical. Esta
integridade € comprometida no periodo do envelhecimento pelo aumento no nimero
de poros, como evidenciado neste estudo. Nossos resultados corroboram com o0s
obtidos com mulheres na p6s-menopausa, em quem a porosidade cortical do fémur
proximal foi associada a fraturas nao vertebrais (AHMED et al., 2015). Além disto,
estudo in vitro demonstrou que aumento de 4 % da porosidade cortical aumenta em
84 % a propagacéao de fissuras (VILAYPHIOU et al., 2016). Neste estudo verificamos
que o tratamento com OT foi eficaz na redugcéo da porosidade e consequentemente
contribuiu para melhora de parametros biomecéanicos no periodo de envelhecimento
das fémeas.

A andlise dos parametros na microarquitetura trabecular evidenciou que em
ratas com 18 meses, 0 ndmero de trabéculas € maior, sugerindo que a maior
trabecularizagcdo resulta de acdo ativa dos osteoclastos e menor atividade dos
osteoblastos. Entretanto, a espessura destas trabéculas ndo €é menor
significantemente quando comparadas com ratas ciclicas com 12 meses e que ja
passaram pelo pico de massa 6ssea (9 meses) (LELOVAS et al., 2008). Além disso,
verificamos que 0 numero e a espessura das trabéculas no grupo de animais com 18
meses e que receberam OT é semelhante ao das ratas adultas com 12 meses.
Estudo realizado por Elabd e colaboradores (2008), com animais jovens e tratados
com OT, ndo evidenciou melhoras para estes mesmos parametros. A analise dos
resultados obtidos por Miyakoshi (2004) apés o tratamento com PTH, hormdnio cuja
acdo no metabolismo désseo é anabolica, revelou que PTH néo foi eficaz em
restaurar completamente a estrutura trabecular. Outro grupo de pesquisadores

(BERANGER et al., 2014) demonstrou que o tratamento com OT foi eficaz em
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normalizar os parametros BV/TV, Tb.Sp e Th.N. Porém, o estudo foi realizado em
animais OVX, com dez semanas, ou seja, 0s animais apresentaram diminuicdo da
massa Ossea em decorréncia da diminuicAo na concentracdo plasmatica
estrogénica, mas ndo sofrem as alteracbes em decorréncia do processo natural do
envelhecimento. Além disso, a regido escolhida como analise foi a metéfise distal do
fémur, a qual ndo € comumente afetada em mulheres na menopausa.

A associacdo dos resultados de microestrutura 0ssea cortical e trabecular
com as analises séricas de FAL e TRAP nos permite sugerir acdo anabdlica de OT
no processo de remodelacdo 6ssea de ratas no periodo do envelhecimento. A acao
periférica de OT proporcionou aumento na atividade da FAL, marcador bioquimico
importante que pode estar associado a formacéo 6ssea. Além disso, verificamos que
nos animais tratados com OT, ocorreu diminuicdo de TRAP, a qual pode indicar
atividade reabsortiva em osteoclastos (MINKIN, 1982). Correlacionado a estes
resultados, podemos destacar aumento na DMO areal verificado nas ratas com 18
meses. Estudos realizados por Breuil e colaboradores (2011; 2014) associaram altas
concentracbes de OT com alta DMO bem como concentracdo plasméatica de OT
55% mais baixa em mulheres com osteoporose quando comparado com mulheres
gue ndo apresentaram osteoporose. Estudos experimentais com animais jovens
visando correlacionar hipoestrogenismo com a concentracdo plasmatica de OT
detectaram diminuicdo em 45% da OT plasmatica em camundongos e 35 % em
ratos Wistar, quando comparados grupos OVX e sham (ELABD et al., 2008).
Entretanto, estudo realizado em nosso laboratério com ratas intactas e no periodo
de envelhecimento ndo detectou diminuicdo na concentracdo plasméatica de OT
entre as ratas aciclicas com 18 meses quando comparado com as ratas ciclicas com
12 meses (COLLI, 2012). Portanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem
acao anabolica da OT administrada no periodo da periestropausa.

A massa Ossea é mantida pelo equilibrio entre a formacdo do osso pelos
osteoblastos, que partilham precursor comum mesenquimal com adipdcitos, e a
reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos. Com o0 envelhecimento, a composi¢cdo de
medula Ossea se desloca e favorece a formacdo de adipécitos, aumento da
atividade dos osteoclastos e diminuicéo das fun¢cdes de osteoblastos, resultando em
osteoporose. Sendo o processo de remodelacdo do 0osso controlado, principalmente,
pelo ambiente local e considerando que osteoblastos e osteoclastos expressam o

receptor OT, analisamos a imunorreatividade de proteinas envolvidas com a
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formacdo, maturacdo e reabsor¢cdo da matriz 6ssea. Estudos indicam que BMPs
modulam a diferenciacdo osteogénica por regular a expressdo de fatores de
transcricdo cruciais em prol a osteoblastogénese tal como Runx2 e suprimir a
expressado de fatores de transcricdo em prol da adipogénese, Ppary (LEE et al.,
2010; LIU et al, 2013). Ressaltamos também que BMP2 sdo modulados,
positivamente, em resposta a tensdo mecanica por down-regulation a expressao
génica de Sost e o produto proteico esclerotina (VAN BEZOOIJEN et al., 2007). As
proteinas ndo colagenosas sédo produzidas por osteoblastos e sdo determinantes
para a formacdo, mineralizacdo e reabsorcdo 6ssea, modulando de forma positiva e
negativa o processo de mineralizagdo Ossea. Esta evidenciado que Opn é
necessaria para o inicio da formacdo de cristais e pode impedir a precipitacdo
prematura de cristais de fosfato de calcio que n&o possuem a estrutura bem
coordenada de Caiwo(PO4)s(OH)2. A Ocn atua como quimioatrativo para o
recrutamento e diferenciacdo de células progenitoras de osteoclastos, regulando o
crescimento e o tamanho dos cristais de hidroxiapatita (ROACH, 1994). Os
resultados obtidos evidenciam diminuicdo na expressdo de proteinas envolvidas
com processo de mineralizagdo da matriz extracelular, como a BMP-2/4 e periostina,
nos animais 18 meses quando comparados aos de 12 meses, evidenciando
alteracdo na formacdo e mineralizacdo Ossea ocorrida no periodo do
envelhecimento. Entretanto, a andlise dos resultados obtidos na imunoistoquimica
nao revelou diferenca significante apds o tratamento com OT em ambas as idades
estudadas, evidenciando a necessidade de analises em regides especificas, como a
regiao cortical do colo femoral.

H& escassez na literatura de dados que avaliem o envelhecimento 6sseo
fisiol6gico, pois a maioria dos estudos (ELABD et al., 2008; BERANGER et al., 2014)
apresenta dados de osteoporose induzida em animais extremamente jovens ou
adultos, os quais ndo passaram pelo pico de massa 6ssea (9 meses) (LELOVAS et
al., 2008). Além disso, estes estudos avaliam sitios de remodelamento que
geralmente ndo sofrem fratura espontanea, como tibia e regido distal do fémur
(BERANGER et al., 2014; 2015). Trabalhos que avaliam o colo femoral, regido que
sofre fratura espontadnea em decorréncia de fragilidade 6ssea, sdo escassos na
literatura (STRINGHETTA-GARCIA et al.,, 2015). A fratura de colo femoral é
condicao associada ao aumento da comorbidade e mortalidade devido & submisséo

do individuo a procedimentos cirdrgicos e aos riscos de complicacbes, como
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infeccdo e tromboembolismo, além do risco elevado de recidiva (AHMED et al.,
2013). Estudos revelam que as fraturas de quadril aumentam de 1 a 3% ao ano
como consequéncia do envelhecimento populacional (CUMMINGS et al., 2002), e a
taxa de mortalidade intra-hospitalar em razdo deste tipo de fratura corresponde a
1,6%, enquanto que num periodo de 6 meses, esta taxa aumenta para 13,5%
(HANNAN et al., 2001; HOLROYD et al., 2008). Desta forma, o presente trabalho é
pioneiro em analisar a acdo da OT no colo femoral em ratas que ja atingiram o pico
de massa 0ssea e estrogeno deficientes.

Portanto, nosso estudo demonstrou que com o envelhecimento ha diminuicdo
significante na forca maxima e rigidez 6ssea, bem como aumento no numero de
poros corticais. Porém, o tratamento somente com duas injecdes intraperitoneais de

OT promoveu melhora nestes parametros, além de aumentar a area 6ssea cortical.
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6. CONCLUSAO

Com base nas informacfes descritas até 0 momento, concluimos que animais
adultos apresentam melhor qualidade 6ssea do colo femoral comparadas aos
animais senis, e que a OT ¢é estratégia anabdlica vélida para prevencdo da
osteoporose primaria nos organismos envelhecidos. Ressaltamos ainda, a

importancia destes dados como base para o direcionamento de pesquisas clinicas.
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Parecer de Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba — UNESP

&av UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA G735
U nesp 9ULIO DE MESQUITA FILHO" N
CAMPUS ARACATUBA

FACULDADE DE ODONTOLOGIA .
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Andlise do colo femoral de
ratas senis apés tratamento com ocitocina”, Processo FOA n° 2014-01379, sob
responsabilidade de Rita Cassia Menegati Dornelles apresenta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal e sua
execugao foi aprovada pela CEUA em 16 de Dezembro de 2014.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 31 de Outubro de 2016.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Dezembro de 2016.

CERTIFICATE

We certify that the study entitled “Analysis of femoral neck of senile rats after
treatment with oxytocin”, Protocol FOA n° 2014-01379, under the supervision of
Rita Cassia Menegati Dornelles presents an experimental protocol in accordance
with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its implementation was
approved by CEUA on December 16, 2014.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: October 31, 2016. ’ 'wj
\ DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: December 01, 2016.
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Profa. Dra. Maria Cristina Rosifini Alves Rezende
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Fone (18) 3636-3234 Email CEUA: ceua@foa.unesp.br



