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RESUMO

Os efeitos do estrégeno no metabolismo Gsseo e seu papel protetivo na osteoporose
estdo bem definidos. No entanto, sua eficacia na consolidagdo de fraturas
osteoporoéticas ndo estd clara. A utilizacdo de estrogeno topico para estimular a
formacdo de calo 6sseo é uma estratégia para se evitar os efeitos colaterais desse
horménio, e sua administragdo em nanocapsulas parece ser efetiva nesse proposito.
O objetivo desse estudo foi avaliar o papel do estrogeno administrado por via topica
por meio de duas diferentes formulagdes na consolidacdo de fraturas de fémur em
ratas osteoporaticas. Utilizou-se como amostra do estudo, 45 ratas Wistar que foram
ooforectomizadas e 40 semanas apds, submetidas a fratura da diafise do fémur d. As
ratas foram divididas em trés grupos: grupo controle (G1), tratamento com estrégeno
convencional (G2) e tratamento com nanocapsulas de estrégeno (G3). No D15 e D30
metade de cada grupo foi eutanasiado e seus fémures retirados para avaliacéo
radiografica e histologica. Os resultados radiograficos apontaram um calo 6sseo maior
no grupo 3 com 15 dias de tratamento em comparagdo com o grupo controle (G1). A
analise histoldgica evidenciou uma aceleracdo no processo de consolida¢do apés 30
dias nas ratas tratadas com estrogeno nanoencapsulado em relacdo ao grupo
controle. Pode-se concluir que a aplicacdo topica de nanoparticulas de estrégeno
acelerou o processo consolidacao da fratura de ratas osteoporéticas.

Palavras chave: Estrogeno topico. Consolidacdo de fratura. Osteoporose.
Nanoparticulas.



ABSTRACT

The role of estrogen on the bone metabolism and osteoporosis is well know. Their
effects on the osteoporotic bone healing remain controversial. Topic estrogen to
enhance bone healing could avoid side effects of systemic treatment, and
nanotechnology seems to be an effective form to delivery the drug. The aim of this
study was to investigate the effect of local administration of estrogen by two different
formulations on the osteoporotic fracture healing. Standartized femoral fractures were
created in 45 ovariectomized rats. Animals were divided into three groups. Group A
control, group B received conventional estrogen and group C received estrogen by
nanocapsules. Fracture healing was assessed at 15 and 30 days post fracture by
radiographic analysis. Group C had significantly higher callus formation than control
group at D15 and histology demonstrated a higher callus formaton in grup ¢ at d30.
Our results showed that topic nanocapsules of estrogen may enhance the callus
formation of osteoporotic femoral fractures in rats.

Keywords: Topic estrogen. Fracture healing. Osteoporosis. Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de fraturas em pacientes com osteoporose vem aumentando
significativamente nos ultimos anos (RAJFER et al., 2019). A maioria das estratégias
de tratamento visa a prevenc¢ao da ocorréncia dessas fraturas, através do aumento da
massa 0ssea e da prevencdo de acidentes, porém pouca énfase tem se dado ao
processo de consolidacdo do osso osteoporotico (LILL et al., 2003).

A consolidacdo de fraturas osteoporéticas € um desafio para o cirurgido
ortopédico (HUNGRIA NETO; DIAS; ALMEIDA, 2011). Esse processo envolve
diversos fatores, tanto locais quanto sistémicos e a deficiéncia do estrégeno,
relacionada com a perda de massa 0ssea e aumento da osteoclastogénese (HUGHES
et al.,, 1996) tem um importante papel para o atraso da consolidacdo das fraturas,
aumentando assim o indice de complicacdes mecanicas e falhas do tratamento.

O papel do estrégeno no metabolismo 6sseo e seu fator protetivo na densidade
mineral 6ssea s&o bem conhecidos (SOZEN; OZISIK; BASARAN, 2017), porém seu
efeito na consolidacdo das fraturas ainda nao esta claro. Poucos estudos na literatura
se dedicaram a avaliar o papel desse hormoénio no processo de consolidacdo de
fraturas osteopordticas pdés menopausa (EINHORN, 2005; TAHAMI, 2016;
NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001).

A reducéo dos niveis de 17-B-estradiol (E2) esta diretamente relacionada com
o desequilibrio na neoformacdo Ossea, devido ao aumento da apoptose dos
osteoblastos e a supressdo do mecanismo de apoptose dos osteoclastos e esse
desequilibrio pode influenciar no processo de consolidacdo em pacientes com essa
doenca (AMADEI et al., 2006; SUDA et al., 1995).

A utilizacdo do estrogeno para a reposicdo hormonal e tratamento da
osteoporose é amplamente difundida e seu uso tdpico evita 0 metabolismo hepatico
de primeira passagem, reduzindo assim a concentracdo necessaria e seus efeitos
colaterais (BOTELHO et al., 2015). A utilizacdo de nanotecnologia para a formulacéo
desse farmaco permite uma via de administracdo mais efetiva que a formulacéo
convencional, aumentando a efetividade local.

A avaliacdo do estrégeno por via tépica no processo de consolidacdo das
fraturas osteoporéticas ainda ndo esta clara, a utilizacdo de nanotecnologia para a
administracdo desse farmaco permite uma distribuicdo mais efetiva que da forma

convencional, otimizando os efeitos esperados. A aplicacdo topica de compostos em
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escala nanométrica permite maior absorcao de ativos, menor tempo de tratamento,
reducdo dos efeitos colaterais, acédo local, além do baixo custo de obtencdo (LEON;
CHUNG; RINALDI, 2020).

A administracdo de drogas transdérmicas através da utlizacdo de
nanotecnologia vem se tornando uma realidade na medicina, principalmente devido a
facilidade de absorcéo e passagem pela derme (BOTELHO et al., 2015).

A nanotecnologia é uma area direcionada ao desenvolvimento, caracterizacao
e aplicacdo de sistemas nanométricos. As nanoparticulas podem ser obtidas por
diferentes processos e aplicadas em diversas areas (EALIAS; SARAVANAKUMAR,
2017; RADWAN, 2018). A expansao no uso da nanotecnologia deve-se a diversidade
e as caracteristicas fisico-quimicas ajustaveis dos nanocompostos que oferecem
alternativas rapidas e economicamente viaveis de desenvolvimento (JEEVANANDAM
et al., 2018).

Os avancgos em nanotecnologia permitem a manipulacdo de particulas para
criar veiculos de transporte de farmacos em seguranca até o orgao alvo, permitindo
dessa forma uma melhor efetividade no transporte (PATRA et al., 2018). Os beneficios
dos materiais nanoparticulados incluem a maior superficie de contato. Nos sistemas
biologicos, 0 menor tamanho pode ser ideal para absorcéo celular dos ativos (LEON;
CHUNG; RINALDI, 2020). O uso de nanomateriais formados por polimeros e metais
tem despertado o interesse de muitos pesquisadores devido aos beneficios desses
compostos em aplicacdes biomédicas (BHARDWAJ; KAUSHIK, 2017).

Os nanossistemas podem ser Uteis na liberacdo de farmacos, o que permite
melhorar a biodisponibilidade de ativos com baixa solubilidade, diminuir os efeitos
colaterais, liberar o medicamento de maneira controlada e ser administrada em menor
dose (MUKAI K. et al 2019). A utilizacdo de nanotecnologia para a formulacédo do 17-
B-estradiol permite uma via de administracdo mais efetiva que a formulacdo

convencional, aumentando a efetividade local (PATRA et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do estrogénio topico, administrado através de nanocapsulas, na
consolidacao de fraturas de fémur em ratas osteoporoticas pos ooforectomia

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do estrogénio tdépico no processo de consolidacao das fraturas
osteoporéticas
Comparar diferentes veiculos de transporte do estrogénio e suas repercussoes

sistémicas
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento da expectativa de vida da populacdo fez com que a prevaléncia
da osteoporose se tornasse um problema de saude publica. Estima-se que 200
milhdes de mulheres no mundo sejam afetadas por essa doenca e que ocorram 8,9
milhdes de fraturas/ano secundéarias a osteoporose, 1 fratura patolégica a cada 3
segundos. No Brasil 10 milhdes de individuos sédo afetados por essa doenca
(GUARNIERO; OLIVEIRA, 2004).

O impacto da osteoporose na populacao idosa, especialmente em mulheres
pdés menopausa esta aumentando significativamente (LEE et al., 2020). Uma das
principais manifestacées da osteoporose sao as fraturas do fémur proximal, que
apresentam uma grande morbidade e mortalidade, além de um alto custo de
internamento para o sistema de saude (BURGE et al., 2007). A mortalidade desses
pacientes é de 5,5 % durante o internamento; 4,6% ao final de 1 més de seguimento;
11,9% com trés meses; 10,8% com seis meses; 19,2% com um ano e 24,9% apoés
dois anos da cirurgia (SAKAKI et al., 2004).

A osteoporose € caracterizada pelo comprometimento da resisténcia e da
gualidade Ossea e € extremamente prevalente na populacdo acima de 65 anos,
predispondo ao aumento do risco da ocorréncia de fraturas, devido a deterioracéo da
microarquitetura tecidual. Essa doenca também pode ser caracterizada pela reducéo
dos valores da densitometria 6ssea, que mensura a perda de massa 0ssea em
comparacdo a uma populacdo da mesma faixa etaria. Dessa forma ocorrem as
seguintes condicfes: osteopenia: perda de 1 a 2,5 desvios padrdo em relacdo a
populacdo da mesma faixa etaria; osteoporose perda acima de 2,5 desvios padrdo em
relacéo a populacdo da mesma faixa etaria (RAMALHO; CASTRO, 1999).

Riggs e Melton em 1983 propuseram uma subdivisdo na classificacdo da
osteoporose em primaria (quando ndo ha outra condicao clinica que predisponha ao
seu desenvolvimento) e secundaria (quando existe tal condicdo clinica como
anormalidades enddcrinas ou neoplasicas). A osteoporose primaria ainda é
subdividida em: tipo 1 — osteoporose pds menopausa e tipo 2 — osteoporose senil
(RIGGS; MELTON, 1998).

A osteoporose primaria tipo | se desenvolve devido dois fatores:

envelhecimento e hipoestrogenemismo. A deficiéncia de estrogénio promove um
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desequilibrio no processo de remodelacdo Ossea entre osteoblastos, que sdo as
células responsaveis pela formagdo e mineralizacdo da matriz 0ssea e 0s
osteoclastos, responséaveis pela reabsorcdo 6ssea (AMADEI et al., 2006).

A osteoporose tem como sua principal consequéncia o enfraquecimento do
trabeculado 6sseo, facilitando o desenvolvimento de fraturas, principalmente do fémur
proximal, coluna vertebral e radio distal. As fraturas do fémur proximal séo fraturas de
dificil manejo, principalmente devido a dificuldade de fixagdo por implantes em 0ssos
de méa qualidade e pelo grau de cominuicdo e desvio dos fragmentos, fazendo com
gue a taxa de falha da fixag&do, antes da consolidacao seja alta, aumentando assim, a
morbimortalidade, que j& € um problema dessa condi¢do. Além dos fatores locais
inerentes ao 0sso0, as condi¢cdes clinicas dos pacientes, que muitas vezes apresentam
comorbidades sistémicas associadas, dificultam o tratamento dessas fraturas. Estima-
se que apenas 40,5 % dos pacientes tratados estejam totalmente independentes apds
1 ano da fratura (HUNGRIA NETO; DIAS; ALMEIDA, 2011).

A consolidacdo das fraturas por osteoporose continua um desafio para o
cirurgido ortopédico. Existem duas maneiras de melhorar esse processo: primeiro, 0
desenvolvimento de implantes que minimizem a falha mecanica; segundo, a
aceleracdo do processo de consolidacdo e melhora da qualidade do calo 6sseo
formado (STUERMERS et al., 2010).

O E2 é um horménio esterdide, produzido principalmente pelo foliculo
ovariano, que possui importante papel na regulacéo do ciclo reprodutivo, remodelacéo
0ssea, sistema cardiovascular, entre outros. O E2 e seus analogos apresentam
importante papel na expressdo de fatores de crescimento e citocinas sintetizadas e
secretadas tanto por osteoblastos quanto por osteoclastos, como a interleucina-1 (IL-
1), fator de crescimento transformante beta (TGF-B), e sua deficiéncia, aumenta a
liberacdo de radicais livres, que induzem a producédo de citocinas envolvidas na
osteoclastogénese, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a)
(ABDALLA et al., 2011).

O estrogénio tem um importante papel no crescimento e desenvolvimento
0sseo, sua atuacao se da principalmente na inibicdo dos osteoclastos, reduzindo a
reabsorcéo 6ssea. O estrogénio apresenta ainda importante atuacéo na expressao de
fatores de crescimento e de citocinas sintetizadas e secretadas pelos osteoblastos e

osteoclastos. Esses mediadores celulares sédo responsaveis pelo equilibrio funcional
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da matriz 6ssea, determinando controle autécrino e paracrino do processo de
remodelacdo (TURNER; RIGGS; SPELSBERG, 1994).

As células da linhagem osteoblastica apresentam receptores de estrégeno
(ERIKSEN, 1988), porém a principal atuacdo desse horménio se da na reabsorcéo
O0ssea. O E2 tem a capacidade de afetar a funcdo osteoclastica pela inducdo da
apoptose em ratos in vivo (HUGHES et al.,1996). Achados esses que sugerem que 0
estrogeno tem a capacidade de diminuir a perda éssea pela reducao da funcéo
reabsortiva dos osteoclastos.

A regulacdo da atividade osteoclastica sofre influéncia de fatores
estimuladores liberados pelos osteoblastos. A ligacdo do estrdgeno ou de seus
analogos aos receptores dos osteoblastos inibe a liberacédo de fatores estimuladores
da osteoclastogénese e aumenta a atividade dos fatores inibidores dos osteoclastos
(SUDA et al., 1995).

Os estrégenos e seus analogos apresentam importante papel na expressao
de fatores de crescimento e de citocinas sintetizadas e secretadas tanto por
osteoblastos e osteoclastos. Dentre essas citocinas destaca-se a IL-1, que se
encontra aumentada na deficiéncia de estrogeno e possui potente acao indutora da
reabsorcdo O0ssea (HOROWITZ, 1993). O TGF-B é o fator de crescimento mais
influenciado pela acdo estrogénica, tem importante funcdo mitogénica sobre os
osteoblastos, auxiliando na formacao de tecido 0sseo e possui acdo antirreabsortiva,
diminuindo o recrutamento de osteoclastos.

Tanto o estrogeno quanto o TGF-B aumentam a produgdao de
osteoprotegerina (OPG), diminuindo a ativacao e diferenciacdo dos osteoclastos, bem
como induzindo a apoptose dessas células (STEEVE et al., 2004). Estudos concluiram
gue a deficiéncia de estrogénio aumenta os radicais livres, que induzem a producao
de citocinas envolvidas na osteoclastogénese, como a IL-6 e TNF-a. (ABDALLA et al.,
2011).

Existe um consenso no papel da osteoporose no atraso do processo de
consolidacdo Ossea. Estudos prévios em animais comprovam uma alteracdo na
consolidacdo 6ssea em modelos osteoporéticos (CHEUNG et al., 2016). A reducéo
dos niveis de estrogénio esta diretamente relacionada com o desequilibrio da
neoformacéo 0ssea, devido ao aumento da apoptose dos osteoblastos e a supresséo

do mecanismo de apoptose dos osteoclastos.
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A utilizacdo de estrogénio tdpico para o tratamento da menopausa ja €
amplamente difundida, porém a sua resposta no processo de consolida¢éo de fraturas
osteoporoéticas ainda ndo esta bem clara. A via topica apresenta como principal
vantagem o ndo metabolismo hepético de primeira passagem, reduzindo a
concentracdo necessaria desse farmaco e seus efeitos colaterais (BOTELHO et al.,
2013).

A utilizacdo de nanocapsulas na formulacdo de farmacos permite que mais
droga seja entregue na circulagdo sistémica, reduzindo assim a concentracao
necessaria dessa droga na formulacdo (LENGERT et al.,, 2020). A administracdo
topica de medicacgdes foi desenvolvida para transportar a droga através da pele até a
circulacao sistémica. A nanotecnologia permite que esse transporte seja mais efetivo,
aumentando a penetracdo através da pele e evitando o primeiro metabolismo
hepatico. Esses fatores permitem uma administracdo em doses menores, evitando

possiveis efeitos colaterais (ZHENG et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

Os farmacos foram desenvolvidos no Laboratério de produgcdo e
desenvolvimento de farmacos e medicamentos. Tanto na nanocapsulas quanto a

formulacdo convencional apresentavam a concentracao de 0,06% de 17-f estradiol.

4.1.1 Obtencéo das Nanocépsulas Poliméricas contendo 17-B-estradiol

Suspensdes de nanocapsulas foram obtidas utilizando a PCL (100 mg)
dissolvido em acetona (30 mL) na presenca de Span® 80 (0,077g), 17-B-estradiol (50
mg) e triglicerideos de cadeia média (0,33 g). A solucao foi mantida sob agitacéo por
10 minutos. A fase aquosa foi preparada utilizando Tween 80® (0,077 g) e agua
destilada (53 mL). Em seguida, a fase organica foi adicionada lentamente a fase
aquosa sob agitacdo magnética constante a 40°C. A nanoemulséo resultante dessa
mistura foi mantida sob agitacdo por 10 minutos. Em seguida, o solvente organico foi
removido por evaporacao sob pressao reduzida a 40°C, resultando em uma amostra

concentrada (10 mL).

4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA POR EMISSAO DE CAMPO
(FIELD EMISSION GUN SCANNING ELECTRON MICROSCOPY — FEG-SEM)

A avaliacdo morfologica e de superficie da nanoparticula e da forma
convencional foi realizada em microscopio eletrbnico de varredura por emissédo de
campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram
submetidas a metalizacdo com ouro em metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU,
Quioto, Japao). Para obtencdo das eletromicrografias, foi empregada voltagem de

aceleracéo de 15 kV e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.2.1 Espalhamento de Luz Dinamico e Microeletroforese Laser Doppler

O tamanho de particula e potencial zeta das nanoparticulas (E2, PCLN e ZnON)

foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer Nano series ZS90 (MALVERN
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INSTRUMENTS, Worcestershire, Reino Unido), ap6s o preparo das amostras (1:500

V/V) em &gua ultrapura. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3 ENSAIO ANIMAL

4.3.1 Planejamento Amostral

O numero da amostra foi calculado com um nivel de significancia de a=0,05,
para 03 grupos divididos em: G1 (15 e 30 dias PGs-operatdrio), G2 (15 e 30 dias Pos-
operatério), G3 (15 e 30 dias PdOs-Operatorio). Cada grupo foi composto por 07
animais na fase D15 e 08 animais na fase D30, totalizando quinze animais em G1,
quinze animais em G2, quinze animais em G3. Os calculos foram realizados com base
na média e desvio padrdo, estabelecendo um poder de teste em 95%, usando o
programa GPower 3.1.9.2. baseado nos resultados encontrados por Stuermers et al.
(2014).

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), processo sob o
numero 0122368/2019 (Anexo A).

Foram utilizados 45 ratos Wistar fémeas, pesando aproximadamente 250 g,
mantidos em gaiolas de plastico e alimentados com racdo (Nutival®) e Agua ad libitum,
temperatura (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas controlados automaticamente.

Os animais foram divididos em grupos conforme o Quadro 1:

Quadro 1 — Grupos de animais

Grupo Tratamento

G1 (n15) Animais ooforectomizados e que néo receberam tratamento nas fraturas

G2 (n15) Animais ooforectomizados que receberam tratamento tépico nas fraturas
com 17-B-estradiol convencional

G3 (n15) Animais ooforectomizados que receberam tratamento tépico nas fraturas
com 17-B-estradiol nanoestuturado

Fonte: O autor (2021).
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4.3.2 Técnica Operatéria

4.3.2.1 Ooforectomia e Fraturas

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a jejum hidrico
por 2 horas e alimentar de 4 horas. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (40mg/kg) e cloridrato de xilazina (5mg/kg) por via intraperitoneal. A
retiradas das gonadas foram feitas por incisdes de 0,5 cm em cada flanco. O ovério
foi pincado com pinca hemostatica e feita a ligadura da artéria ovariana com fio
absorvivel 4-0.

Para analgesia no pds operatorio imediato, os animais receberam citrato de
fentanila (2 mg/kg) intraperitoneal logo apds o procedimento e retorno anestésico. As

fraturas foram realizadas 40 semanas ap0s as ooforectomia.

4.3.2.2 Producéo das Fraturas

Apobs 40 semanas da ooforectomia, as ratas foram novamente anestesiadas pela
mesma técnica anestésica e submetidas a fratura do fémur direito. Foi realizado
tricotomia e antissepsia com polvidine topico (PVPI). Uma incisdo de 2 cm foi feita na
coxa lateral no membro posterior direito e estendida até o joelho, realizado a dissecc¢ao
por planos e rebatimento da patela com exposicéo dos condilos laterais. Introduziu-se
1 fio de Kirschnner de 1 mm de diametro através dos condilos até o trocanter maior.
Apos a fixacao intramedular do fémur afastou-se o musculo vasto lateral, expondo a
diafise do osso. Realizou-se uma osteotomia transversal na diafise do fémur com
auxilio de oste6tomo de 5 mm. ApGs o procedimento foi realizado sutura da fascia
muscular com fio absorvivel de poligalactina 2-0 e pele com mononylon 3-0.
Radiografias do p6s operatério imediato foram obtidas.

Para analgesia no p6s operatério imediato, os animais receberam citrato de
fentanila (2 mg/kg) intraperitoneal logo apds o procedimento e retorno anestésico. Nao
foi utilizado anti-inflamatérios pois os mesmos poderiam interferir na resposta do
estrégeno no processo de consolidacdo (fase inflamatéria). A propria fixacdo da

fratura ja reduziu o quadro algico do procedimento.
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4.3.2.3 Aplicagdo de Estrégeno

Os grupos 2, 3 receberam aplicacdo diaria de estrégeno de acordo com seus
respectivos grupos (pasta de estrogénio topica na concentracdo de 0,06% ou
nanocapsulas de estrogénio tépica na concentracdo 0,06%) durante 14 dias, ao redor
da ferida operatoria.

4.4 ANALISE RADIOGRAFICA

Um aparelho Lotus 630HF foi utilizado para se obter as radiografias de ambos
os fémures. Utilizou-se software VXvue 1.0.2.6pi (Viewwoks Co. Ltd.) para a
realizacéo das medicOes do calo 6sseo no seu maior diametro e do istmo femoral do
fémur contralateral. Avaliou-se a medida absoluta do calo 6sseo e a razéo entre a

medida do calo e o istmo contralateral.

4.5 ANALISE HISTOLOGICA

Os 0ssos, limpos de tecido muscular foram armazenados em formaldeido 10 %
e posteriormente descalcificados em solucédo de acido etilenodiamino tetra-acético
10% (EDTA) trocado semanalmente durante 2 meses. O segmento fraturado foi
emblocado em parafina, cortado longitudinalmente na espessura de 5 um e corado
por hematoxilina-eosina (HE).

Apés analise e selecdo, as seccfes histologicas foram fotografadas com
microscopio Olympus DP72 utilizando o programa CellSens Standard. Foram
realizadas analises qualitativas e quantitativas das amostras. Aplicou-se a escala
numérica proposta por Huo et al. (1991), de acordo com o estagio de consolidacao

observado em cada lamina, conforme quadro abaixo (Quadro 2).



Quadro 2 — Escala numérica utilizada para avaliagéo histoldgica da consolidacéo das fraturas

Pontuacéo

Achados histoldgicos no local da fratura

Tecido fibroso

Tecido fibroso predominante com pequena guantidade de tecido cartilaginoso

Tecido fibroso e cartilaginoso na mesma propor¢ao

Tecido cartilaginoso predominante com pequena quantidade de tecido fibroso

Tecido cartilaginoso

Tecido cartilaginoso com pequena quantidade de tecido 6sseo imaturo

Tecido cartilaginoso e tecido 6sseo imaturo na mesma propor¢cao

Tecido 6sseo predominante com pequena quantidade de tecido cartilaginoso

O 0N O] A|WIN|F

Fratura consolidada por tecido 6sseo imaturo

=
o

Fratura consolidada por tecido 6sseo maduro

Fonte: Adaptado de Huo et al. (1991).

4.5.1 Tecido Uterino
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Apoés a eutanasia todos os uteros foram coletados e fixados em formol 10%.

Em seguida, foi realizado o processamento histologico e a amostra foi seccionada em

micrétomo com espessura de 3 um e corado com HE. As secc¢des histoldgicas foram

fotografadas utilizando microscopio Olympus AX70 (aumento 20x), utilizando o

programa T capture. A espessura das camadas perimétrio, miométrio e endometrio

foram realizadas utilizando o programa Image J apo0s padronizacdo da distancia

conhecida. A média e desvio padrdo foram calculados para posterior analise

estatistica.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statistics

2.0 pela analise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacées, seguido do Teste

de Tukey, com intervalo de confianga em 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 PROCESSO DE PRODUGAO DE NANOCAPSULAS

A avaliacdo do tamanho da nanoparticula de E2 apresentou valor médio de
191,96 + 10,37 nm. O resultado foi préximo ao descrito por Mittal et al. (2009), que
obteve nanoparticulas com 115 + 2,5 nm de poli PLGA e estradiol para avaliar o efeito
em ratas ooforectomizadas e hiperlipidémicas.

A caracterizacdo por microscopia eletrénica de varredura é uma técnica que
permite avaliar a influéncia das condi¢cbes de sintese sobre a morfologia das
nanoparticulas (XIE et al., 2011). Os resultados obtidos por MEV do E2 na forma
convencional apresentou partes grandes e irregulares. A eletromicrografia da
nanoparticula de estradiol mostrou formato esférico com superficie homogénea
(Figura 1).

Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura comparando morfologia do estrégeno nas duas
formulacGes

E2conv

SEM HV: 15,0 kV WD: 14.81 mm 111 MIRA3 TESCANE  SEM HV: 10.0 kV WD: 4.78 mm 111 MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10um SEM MAG: 39.7 kx Det: SE 1pm
View field: 41.5 ym _ Date(m/dly): 01/31/20 Performance in nanospace View field: 5.24 ym _ Date(m/dly): 11/04/19 Performance In nanospace

Fonte: O autor (2021).

A determinacéo da concentracao de farmaco incorporado nas nanocapsulas e
a eficiéncia de encapsulacdo foram realizadas em triplicata utilizando o método
previamente validado. As nanocapsulas obtidas pelo método de precipitacdo do

polimero pré-formado apresentaram rendimento superiores a 99%.
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5.2 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Na avaliacdo aos 15 dias todos os animais ja apresentavam sinais de formacgéo
de calo 6sseo no D15. Apos 30 dias todas as fraturas estavam consolidadas em seu
aspecto radiolégico. Os resultados encontrados para largura do calo 6sseo estdo

consubstanciados na Tabela 1.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo da largura do calo 6sseo e da razéo entre a largura do calo e a
largura do istmo contralateral aos 15 e 30 dias p6s fratura em mm.

Largura 15 dias Razéo 15 dias Largura 30 dias Razéo 30 dias
Gl 7,18 +(0,40)2 2,04+ (0,19) 2 8,3+ (0,97)2 2,40+ (0,36) 2
G2 8,37 * (1,40)% 2,43 +(0,47) 8,51 + (0,90) 2 2,49+ (0,20) 2
G3 8,75 +(0,77)" 2,54 +(0,22)" 8,53 + (1,00)? 2,56+ (0,27)2

Fonte: autor (2021).
Média + (desvio padrdo). Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa p<0,05.

Figura 2 — Avaliacédo radiogréafica D15 (G1, G2, G3)

G1 >
X1 CX 2
4 AZUL 2 AZUL

Fonte: O autor (2021).

Na avaliacao realizada aos 15 dias pos fratura, os animais do grupo tratado
com nanocapsulas de estrégeno (G3) apresentaram maior calo 6sseo que 0s do grupo
controle (G1) (p<0.05), e os animais tratados com estrégeno convencional (G2)

apresentaram calo estatisticamente igual em relacédo ao G1 e G3.
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Gréfico 1 — Largura e razao largura/istmo do calo 6sseo em mm D15 e D30
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Fonte: O autor (2021).

Os resultados para razdo dos tamanhos apresentam o mesmo resultado
estatistico do tamanho do calo 6sseo, demonstrando a consisténcias dos resultados
(Tabela 1). Aos trinta dias nao foi observado diferenca significativa em relacdo ao

tamanho e razdo dos calos 6sseos entre 0S grupos.

Figura 3 — Avaliacdo radiografica D30 (G1, G2, G3).

Gl G2
CX 3 CX 3
3 VERMELHO 3 VERMELHO| 3 VERMELHO

Fonte: O autor (2021).
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5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

A andlise das laminas, conforme o score histoldgico proposto por Huo et al.
(1991) revelou que aos 15 dias toda as ratas apresentavam predominancia de tecido
cartilaginoso, sem diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 — Média do escore histolégico de maturacédo do calo 6sseo conforme proposto por Huo et al.

(1991)
D15 D30
G1 5,28 £(0,75)° 7+(0,78) 2
G2 5,5+ (1,20)2 6,5 +(0,79) 2
G3 5,8 £(1,31)2 7,83 £ (0,71)P

Fonte: autor (2021).
Média + (desvio padrdo). Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa p<0,05.

Figura 4 — Cortes histoldgicos dos grupos G1, G2 e G3 em D15
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Fonte: O autor (2021)

Aos 30 dias o G3 apresentou predominancia de tecido 6ésseo enquanto os
demais grupos ainda apresentavam maior quantidade de tecido cartilaginoso (p<0,05)

conforme observado no Gréfico 2.
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Gréfico 2 — Andlise histoldgica do calo 6sseo em D15 e D30 conforme escala de Huo et al. (1991)
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Fonte: O autor (2021).

Figura 5 — Cortes histologicos dos grupos G1, G2 e G3 em D30

Fonte: O autor (2021).

Na avaliacdo do tecido uterino foi observado que aos 15 dias nao existiu
diferenca entre os grupos G2 e G3, sendo que estes foram significativamente maiores
gue o G1 tanto na avaliacdo do endométrio como miométrio. Quando da comparacéao
dos grupos aos 30 dias, o0 G3 apresentou uma reducéo da espessura do endomeétrio
em comparacéo ao G2.

Os resultados das medidas de espessura do endométrio e miométrio

encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Avaliagéo da espessura do tecido uterino em pm.

Miométrio Miométrio Endométrio Endométrio
D15 D30 D15 D30
G1 382096 +(75017,84)2 298256+(53430)2 427311 £ (97735) 394883+ (79977)2

G2 458528 + (105627,8)° 440251 £(58007)° 783537 * (192171)® 623729+ (101592)°
G3 697511 £(98439,72)° 390452 * (76422)° 739547+ (131672)° 510073 (54705,11)°

Fonte: O autor (2021).
Média + (desvio padrdo). Letras diferentes nas colunas denotam diferenca significativa p<0,05.



Gréfico 3 — Espessura do endométrio e miométrio em um D15 e D30
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Fonte: O autor (2021).

Espessura miométrio D30 (um)

Espessura endométrio D30 (um)
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6 DISCUSSAO

A utilizacédo de ratos como modelo de osteoporose ja esta consagrada. Esses
animais desenvolvem osteoporose apés seis semanas da ooforectomia (CAO et al.,
2002). A ooforectomia pelo periodo realizado nesse experimento (40 semanas) foi
suficiente para produzir um modelo de osteoporose e consequentemente alterar a
formacao do calo 6sseo.

Lill et al. (2003) j& indicaram que a osteoporose diminui a formacéo do calo
0sseo nos estagios iniciais da consolidacdo e a mineralizacao do calo nos estagios
finais, sendo que ratas osteoporoticas apresentavam um calo 40 % menor que 0 grupo
controle. Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com os dados
observados por esses autores.

A deficiéncia do estrégeno induz a expressao de citocinas pré-inflamatérias
como a IL-6 nas fases iniciais do processo de consolidacéo, o que reduz a capacidade
osteogénica nas primeiras fases da formacao do calo 6sseo e com isso, atrasando o
processo de consolidacdo (CAO et al.,, 2018). Uma das acbes do estrégeno &
aumentar a liberacdo de TGF-8, que uma vez liberado no local da fratura estimula a
producéo de colageno e proteoglicanos pelas células mesenquimais e osteoblastos,
além de estimular a producéo de fibronectina no tecido ésseo (ATCI et al., 2021).

Beil et al. (2011) analisaram o efeito do estrogeno na fratura de ratas
osteopordticas e encontraram um aumento da formacédo de condrécitos nas fases
iniciais do processo de consolidacdo nas ratas tratadas com pérolas de E2 o que
demonstra que esse hormdnio tem efeito na estimulacao condral. No presente estudo
a administracdo de estrogeno em forma de nanocapsulas induziu uma producédo de
um maior calo 6sseo aos 15 dias, conforme observado nas medicOes realizadas.
Existe uma regulacéo positiva da funcdo e maturacdo dos condrdcitos influenciadas
pelo estrégeno em culturas desse tecido, na superficie articular e em epifises de
crescimento (RICHMOND et al., 2000). Essa observacdo encontrada pelos autores
supracitados, se reforca, dado que o tamanho do calo 6sseo era maior nos grupos
tratados com estrogeno, sendo significativamente maior que o controle o grupo G3,
gue foi igual ao G2.

Sabe-se que quanto antes se ultrapassa a fase inflamatéria e se inicia o

processo de formacgé&o condral, antes teremos a mineralizagéo desse tecido e o reparo
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da fratura. O papel do estrégeno vai além da estimulacdo da condrogénese em
estagios iniciais. Ele também influencia o processo de consolidacéo periosteal nas
fases finais da formacdo do calo ésseo (BEIL et al., 2011). Os autores ainda
encontraram altos indices de calceina, um marcador da atividade osteoblastica, em
ratas osteoporéticas tratadas com E2. Embora esse estudo ndo avaliou este
marcador, podemos inferir que o resultado encontrado macroscopicamente foi devido
a uma melhor atuacgéo celular por efeito do estrogénio.

O resultado de uma maior formacédo de calo ésseo encontrado no G2 e G3,
mostrou uma aceleragdo do processo atribuido ao estrégeno, com um resultado
estatisticamente melhor para o grupo tratado com as nanocapsulas, sendo este
resultado atribuido a uma melhor acao local do farmaco. O uso de nanocapsulas de
estrogeno melhora acédo local aos 15 dias, ja que o grupo tratado com as
nanocapsulas apresentou maior calo 6sseo. Segundo Salimi e Mohammadipanah
(2021), a utilizacéo do estrogeno na forma nanoparticulada pode permitir o controle
na taxa de liberacao do ativo, prolongando o efeito farmacolégico no local da leséo.

A avaliacdo da consolidacdo da fratura € realizada de forma radiografica
(TAHAMI et al., 2016). Aos trinta dias de avaliacdo radiografica, todos os grupos
apresentavam estatisticamente iguais em relacdo ao tamanho do calo 6sseo p>0,05.

Embora o G3 apresentasse um maior calo 6sseo aos 15 dias, no aspecto
microscopico nédo foi observado diferenca entre o estagio de maturacao de calos entre
0s grupos. Na avaliacdo histologica aos 30 dias o grupo G3 apresentou melhor
maturacdo. Embora todos os grupos apresentassem o mesmo tamanho de calo aos
30 dias, a qualidade foi diferente. Essa resposta se justifica pela melhor fase inicial
estimulada pelas nanocapsulas de estrégeno, uma vez que o E2 aumenta a populacao
de células osteocondrogénicas na fase inicial da formacdo do calo Gsseo
(NEGULESCO; EGLITIS, 1975).

Uma melhor formacéo de calo 6sseo foi observada no grupo G3 em relagéo
aos demais. Um maior calo 6sseo aos 15 dias com melhor qualidade aos 30 dias. O
resultado é atribuido por uma melhor acdo e permeacao do farmaco. Kaur e Ajitha
(2019) avaliaram a utilizacdo de uma formulacdo de fluvastatina através de
nanocapsulas por via transdérmica e encontraram uma permeabilidade superior a
formulacdo convencional no tratamento de ratas osteoporéticas. As nanocapsulas

atingiram a circulacdo sanguinea com mais facilidade que a apresentacao
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convencional e promoveram melhora da microarquitetura 0ssea e resisténcia a
cargas. Esses achados corroboram com os resultados encontrados em nosso
trabalho, pois a aplicacdo de estrégeno através da nanotecnologia apresentou um
resultado significativamente melhor quando comparado a G1 e G2. A difusao desse
farmaco até o local da fratura foi mais efetiva através de nanocapsulas.

A avaliacdo do uUtero como Orgdo sentinela nesse trabalho, serviu para
acompanhar o efeito dos tratamentos no tecido endometrial. Em ambos os grupos
tratados aos 15 dias foi observado aumento do tecido endometrial e miometrial em
relacdo ao nédo tratado, contudo aos 30 dias houve um menor tamanho do endométrio
no G3 em relagdo ao G2. A observacado reforca os resultados encontrados no
processo de formacao do calo 6sseo. Farmacos nanoencapsulados chegam melhor
ao sitio de acdo e assim resta uma quantidade menor para efeitos sisttmicos. No
entanto, Silva et al. (2017) ndo observaram efeitos sistémicos do tratamento topico

com estroégeno, discordando do encontrado nesse trabalho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados desse estudo, o E2 acelerou o processo de
consolidacdo das fraturas em ratas osteoporoéticas, principalmente acelerando o
processo de formacado do calo 6sseo na fase condral e culminando com uma matriz
0ssea de melhor qualidade aos trinta dias.

A administracdo de estrégeno em nanocapsulas obteve um resultado melhor
gue a administracdo convencional. Parece haver um espaco para a utilizacdo de
estrogeno local em nanocapsulas para o tratamento das fraturas osteoporoticas pés
menopausa. Uma concentracao de estrégeno no local da fratura estimula e acelera o
processo de formacao do calo 0sseo, evitando dessa forma complicacdes inerentes a
esse tipo de fratura. A dose ministrada, bem como a reducdo das repercussoes

sistémicas devem ser melhor analisadas por estudos posteriores.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
Av. General Carlos Cavalcanti, 4748 - Bairro Uvaranas - CEP 84030-900 - Ponta Grossa - PR - https://uepg.br

CARTA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CARTA DE APROVACAO
Processof Process CEUA: 0122368/2019
Protocolo UEPG: 19.000005671-7
Titulo: Avaliagio da consolidagdo 6ssea em fraturas de fémur de ratas dticas tratadas com estrogénio topico através de dois diferentes veiculos

Interessado: Dr. Leandro Cavalcanti Lipinski
e-mail: leandrolipinski@yahoo.com.br

Data de Entrada: 13/06/2019
Resultado: Aprovado

Consideragdes

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-UEPG) certifica que os procedimentos utilizando animais no
projeto de pesquisa acima especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos (DBCA), estabelecida pelo Conselho Nacional para fins de Experimentagio Animal (CONCEA) e com as normas internacionais para a
experimentagdo animal. Dessa forma, fica autorizada a utilizagdo de 90 ratas Wistar com peso aproximado de 350g obtidos do Biotério da Universidade

lof2 05/12/2019 11:31

SEI/UEPG - 0122368 - Carta https://sei.uepg.t i lador.php?: d _imprimir_web& _origem=arvore_visual...

Estadual de Ponta Grossa no inicio dos experimentos para a execugdo desse projeto.

Ponta Grossa, 04 de dezembro de 2019

Profa. Dra. Cheila Roberta Lehnen
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