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Neste estudo avaliou-se histometricamente a acdo local da calcitonina de salmao em defeitos 6sseos provocados cirur-
gicamente em fémur de ratos. As avaliacoes foram feitas aos 7, 14 e 21 dias apods o ato cirurgico. Nao se observou dife-
rencas estatisticas aos 7 dias, entretanto no periodo de 14 dias houve diferencas com maior formacéao 6ssea no grupo
tratado. No periodo de 21 dias, em ambos os grupos, nao foi possivel diferenciar o tecido 6sseo neoformado e o adjacen-
te. Os resultados demonstraram, que o efeito da calcitonina foi observado somente no inicio do processo de reparo dos

defeitos 6sseos criados cirurgicamente.

UNITERMOS: Calcitonina; Regeneracao ossea.

INTRODUCAO

A calcitonina consiste em um hormoénio poli-
peptidico secretado pelas células parafoliculares ti-
reoideanas em mamiferos, que causa hipofosfate-
mia e hipocalcemia'*"*. Devido as suas
propriedades antiosteoclasticas, antiiflamatoria e
analgésica, tem sido amplamente empregada no
tratamento de disturbios clinicos e biologicos ca-
racterizados por excessiva remodelacdo Ossea,
como osteoporose pés-menopausa, doenca de Paget
e hipercalcemia maligna®'*'*'°. A acao da calcitoni-
na consiste na alteracdo das estruturas responsa-
veis diretamente pela reabsorcao ossea, zona clara
e de bordadura em escova, dos osteoclastos®. Seu
efeito hipocalcémico esta relacionado a reducéo do
numero de osteoclastos e as alteracdes funcionais
nas células clasticas''. Alguns autores também
relatam efeito anabélico da calcitonina, relacionado
ao aumento da atividade osteoblastica e da minera-
lizacéo do tecido ostebide'®?!, além de reduzir o nu-
mero de osteoclastos por bloqueio da fusao de célu-
las mononucleares da medula". Alguns estudos

tém avaliado o efeito da aplicacéo local da calcitoni-
na no reparo de defeitos 6sseos®'>*. Entretanto, os
resultados tém sido controversos. Desta forma, di-
ante de resultados nao conclusivos e da possibilida-
de de utilizacao clinica da calcitonina no tratamen-
to periodontal, este trabalho teve como objetivo
verificar o efeito local deste hormoénio no processo
de reparo 6sseo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quinze ratas Wistar adultas,
apresentando 250 a 300 gramas. Esses animais
foram mantidos em gaiolas comunitarias, com ra-
cao e agua ad libitum. Os animais foram anestesia-
dos através de injecdo intramuscular na regido ex-
terna da coxa do animal com uma solucao de
0,8 ml/kg de Francotar” (Virbac do Brasil Ind.
Com. Ltda.) e 0,3 ml/kg de Virbaxyl" 2% (Virbac do
Brasil Ind. Com. Ltda.). A regiao femoral de ambos
os lados foi aberta cirurgicamente, a superficie do
fémur do animal exposta e foram realizadas duas
perfuracoes até a cavidade medular com uma dis-
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tancia de 5 mm entre elas. Foi empregada broca de
aco esférica nimero 8 montada em motor elétrico
de baixa rotacao (1.500 rpm) e irrigada com soro fi-
siologico. As perfuracdes foram escolhidas aleato-
riamente para receber ou nédo 0,01 ml de solucao
de calcitonina 100 UI/ml (Miacalcic®, Laboratério
Sandoz S. A.), constituindo assim os grupos testes
e controle, respectivamente. Apos este procedi-
mento, os tecidos foram suturados com fio de algo-
dao através de sutura interrompida simples. Os
animais foram sacrificados nos periodos de 7, 14 e
21 dias ap0s o procedimento cirtirgico. Foram obti-
dos portanto, trés grupos com cinco animais cada.
Decorridos os periodos experimentais, as amos-
tras foram removidas seccionando as articulacoes
do joelho e quadril, dissecadas e fixadas em formol
a 10% durante 24 horas.

Processamento histologico

A descalcificacao foi realizada em solucao de ci-
trato de sodio a 20% e acido formico a 50% em par-
tes iguais'' e incluidas em parafina rotineiramen-
te. Seccoes transversais seriadas com 6 um de
espessura foram obtidas e coradas por hematoxili-
na e eosina. Para a analise histométrica foram se-
lecionadas cinco laminas, numa distancia de apro-
ximadamente 30 um entre elas. As avaliacoes
histométricas foram realizadas através da utiliza-
cao de um microscopio de luz Zeiss — objetiva de
4/0 - 10 — com uma camera de video CCD-IRIS/
RGB, ambos adaptados a um microcomputador
166 acoplado a um software analisador de ima-
gens KS 400 - versao 2.0. Este equipamento foi
utilizado com a finalidade de quantificar area de
tecido 6sseo neoformado na cavidade 6ssea criada
cirurgicamente.

| < i BT e R T
FIGURA 1 - Aspecto histolégico do defeito 6sseo provo-
cado. Observa-se o defeito preenchido por tecido de gra-
nulacao com infiltrado inflamatoério — 7 dias (grupo con-
trole).
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Analise estatistica

Os resultados obtidos foram comparados esta-
tisticamente através do teste ¢t de Student nao pa-
reado (o = 1%) entre os animais do mesmo periodo.

RESULTADOS
Microscopia de luz
Periodo de 7 dias

No periodo experimental de 7 dias, observou-se
claramente as delimitacoes do ato cirurgico (Figu-
ra 1). A cortical 6ssea proxima a area cirurgica
manteve sua organizacao tecidual inicial. O espaco
produzido pelo ato cirtirgico na superficie 6ssea do
fémur apresentou-se preenchido por tecido 6sseo
desorganizado, espacos medulares preenchidos
por tecido conjuntivo frouxo, e trabéculas 6sseas
contendo osteodcitos no interior da matriz (Figu-
ra 2). Na periferia das trabéculas ésseas, obser-
vou-se uma camada celular composta principal-
mente por osteoblastos.

Periodo de 14 dias

Neste periodo ainda se observou nitidamente o
contorno da area ossea cirurgica. Entretanto, o te-
cido que preenchia a perfuracao nos animais do
grupo teste, apresentou-se de maneira mais orga-
nizada e compacta (Figura 4). Para o grupo contro-
le (Figura 3), da mesma forma que para o grupo ex-
perimental, observaram-se trabéculas 6sseas com
numerosos osteocitos e circundadas por osteo-
blastos, porém, estas apresentaram-se menos or-
ganizadas e compactas em relacao ao grupo expe-
rimental. Histologicamente, observou-se quadro
inflamatério composto principalmente por células

e e : :
FIGURA 2 - Fotomicrografia ilustrando o defeito 6sseo
preenchido por tecido de granulacéo e infiltrado de célu-
las inflamatoérias — 7 dias (grupo experimental).
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FIGURA 3- Fotom1crograﬁa do defeito 6sseo 11ustrando
a substituicao parcial do tecido de granulacao por trabé-
culas de tecido 6sseo neoformado — 14 dias (grupo con-
trole).

FIGURAS - Fotomlcrograﬁa que 11ustra o fechamento do
defeito 6sseo na sua porcao cortical — 21 dias (grupo
controle).

FIGURA 4 - Fotomicrografia do defeito 6sseo ilustrando
a substituicédo parcial do tecido de granulacao por trabé-
culas de tecido 6sseo neoformado — 14 dias (grupo expe-
rimental).

mononucleares. Em ambos os grupos, porém de
maneira mais evidente no grupo experimental, ob-
servou-se a obliteracdo parcial da entrada da per-
furacéo cirurgica por tecido 6sseo imaturo prove-
niente do peridsteo.

Periodo de 21 dias

Vinte e um dias apos a confeccdo da cirurgia,
observou-se a obliteracao da area operada em am-
bos os grupos (Figuras 5 e 6). O tecido 6sseo apre-
sentou-se mais organizado que no periodo ante-
rior. O aspecto histoloégico mostrou a presenca de
tecido completamente maduro. Na maioria dos es-
pécimes examinados, como consequiéncia da neo-
formacao 6ssea local, nao se observou as delimita-
coes entre o tecido 6sseo normal. O tecido medular
revelou a presenca de um infiltrado difuso de célu-

FIGURA 6 - Fotomlcrograﬁa que ilustra o fechamento do
defeito 6sseo na sua porcao cortical — 21 dias (grupo ex-
perimental).

las inflamatorias rica em células mononucleares.
Trabéculas 6sseas foram observadas nesta regiao.

Histometria

As avaliacoes histométricas revelaram para o
grupo controle, no periodo de 7 dias, uma area mé-
dia de tecido 6sseo neoformado de 7,21 mm® e
6,82 mm® para o grupo controle e experimental,
respectivamente. Quando comparados pelo teste ¢
de Student nédo pareado, os resultados nao foram
estatisticamente significantes (P > 0,01). Em rela-
cao ao periodo de quatorze dias, observou-se uma
area média de tecido o6sseo neoformado de
2,81 mm’ e 3,91 mm? para o grupo controle e expe-
rimental, respectivamente. Quando comparados
pelo teste t de Student nao pareado, os resultados
foram estatisticamente significantes (P < 0,01).
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Para o grupo experimental de 21 dias, em ambos
0S grupos, as areas cirurgicas se encontravam
completamente substituidas por tecido 6ésseo neo-
formado. A quantificacdo do tecido 6sseo neofor-
mado nao foi realizada entre o tecido 6sseo neofor-
mado e a cortical 6ssea preexistente, pois nao se
podia diferenciar os limites entre os tecidos.

DISCUSSAO

A calcitonina é encontrada em diversas espé-
cies, mas a proveniente do salmao é a mais utili-
zada devido a caracteristicas que a tornam alta-
mente potente: meia-vida longa, resisténcia a
degradacao plasmatica e grande afinidade para
receptores especificos"”'"*.

O defeito 6sseo circunferencial tem sido relata-
do como o tipo de defeito ideal para o estudo da
acao de diferentes substancias no processo de ci-
catrizacao 6ssea, pois a manutencao do coagulo
sanguineo no interior do defeito 6sseo torna-se um
parametro confiavel para a comparacio entre os
grupos controle e experimental®.

No presente trabalho, em relacao aos aspectos
morfologicos, se observou que o processo de repa-
racado dos defeitos 6sseos apresentou caracteristi-
cas semelhantes para os grupos controle e experi-
mental, ou seja, formacdo de um tecido de
granulacao infiltrado por células inflamatorias
seguidas pela diferenciacao osteoblastica e a for-
macao de trabéculas 6sseas, as quais foram previ-
amente relatadas>'®'***. Através da analise histo-
métrica observou-se maior quantidade de tecido
O0sseo neoformado para o grupo experimental so-
mente no periodo de 14 dias apos o tratamento do
defeito 6sseo com a aplicacdo da calcitonina
(P <0,01). Em relacdo aos demais periodos avalia-
dos, 7 e 21 dias, nao se observou diferencas esta-
tisticas (P > 0,01). A possibilidade da calcitonina
contribuir para a observacdo de maior atividade
proliferativa, o que resultaria em uma maior quan-
tidade de tecido 6sseo neoformado, tem sido atri-
buida a atividade biologica, ou seja a inibicao da
osteoclasia'*. Tais autores"* relataram ainda que

devido a presenca do hormonio, o tecido 6sseo neo-
formado se apresentaria de uma forma mais den-
sa, fato esse observado no presente trabalho (Figu-
ra 4).

De maneira geral, os trabalhos que avaliam a
utilizacdo da calcitonina no reparo de defeitos 6s-
seos tém apresentado resultados controver-
s0s>**??, Ha relatos de que a calcitonina poderia
participar de maneira positiva, negativa e até mes-
mo nao ter efeito durante a reparacao oOssea.
Entretanto, alguns aspectos devem ser considera-
dos quando compara-se os trabalhos, entre eles
estariam a utilizacao de diferentes modelos ani-
mais (caes, ratos, coelhos, etc.), o tipo de defeito
provocado e a regiao onde o defeito 6sseo foi provo-
cado. Finalmente, outro aspecto que certamente
merece atencdo, é o fato de que os investigadores
tém se utilizado de animais clinicamente saudave-
is em suas avaliacoes, o que poderia influenciar os
efeitos biologicos esperados da calcitonina®. Desta
forma, parece interessante a investigacao de possi-
veis beneficios produzidos pela calcitonina no pro-
cesso de reparacao 6ssea em modelos animais que
apresentem alguma forma de alteracao do metabo-
lismo o6sseo, natural ou induzida (por exemplo a
osteoporose).

CONCLUSAO

Dentro das condicoes experimentais emprega-
das, a calcitonina de salméo exerceu uma acao po-
sitiva no inicio do processo de reparacao 6ssea, o
que, entretanto, nao resultou em beneficios signi-
ficativos no periodo final de experimentacao.
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The purpose of the present study was to histometrically evaluate the effects of salmon calcitonin on the bone healing of
surgically created bone defects in rats. The animals were sacrificed 7, 14 and 21 days after the surgical procedure.
After the 7- and 21-day periods, differences between the experimental and control groups were not observed (P > 0.01).
After the 14-day period, a larger amount of new bone was observed in the experimental group (P < 0.01). Thus, within
the limits of the present study, it can be concluded that although salmon calcitonin positively participated in the initial
phase of bone healing, it did not result in a larger amount of new bone at the end of the experimental period.

UNITERMS: Calcitonin; Bone regeneration.
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