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Resumo:

Além de vitaminas, carboidratos e fibras, o milho presente em nossa dieta, oferece
variedades proteicas tais como a zeina. Essa proteina, apds o contato com o sistema
imunolégico via trato gastrointestinal, é capaz de induzir a toler&ncia imunoldgica
antigénica. Trabalhos vém demonstrando que a reexposi¢céo pela via intraperitoneal
de proteinas previamente ingeridas pode melhorar o reparo de feridas cutaneas, com
diminuicdo de granulomas, entre outros efeitos sistémicos. Contudo, ainda ndo ha
registros dos efeitos tolerogénicos sistematicos da tolerancia oral no reparo do tecido
0sseo pos lesdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos sistémicos
da proteina zeina tolerizada e reexposta por via parenteral no processo de reparo
0sseo (28 e 45 dias) pOs osteotomia em tibias de ratos. Foram utilizados 120 ratos
Wistar machos, com 12 semanas de idade, sendo divididos em trés grupos
experimentais, com aplicacdo via i.p. de: Salina (GS), Adjuvante (Al(OH)s) (GA) e
Zeina associada ao adjuvante (GZ). Realizou-se osteotomia de 2mm nas tibias
direitas, e nos tempos experimentais de 28 e 45 dias pos defeito analises
histomorfométricas, densitometria mineral 6ssea (DMO) e testes biomecanicos foram
executados. O monitoramento de peso tanto ponderal como das tibias osteomizadas
ndo demonstrou alteracdo entre os grupos. Ja na analise da DMO observamos
diferencas significativas entre os grupos GS e GA. Ja entre 0os tempos experimentais
do GZ nao houve diferenca, sugerindo que em 28° dia pos defeito a mineralizacéo
0ssea € maior. O ensaio biomecéanico de cisalhamento realizado nas tibias direitas
apontou diferenca significativa, apenas na variavel forca maxima do GZ, indicando
gue em 45 dias pos defeito o tecido tornou-se mais resistente a forcas mecanicas
externas. Na avaliacao histolégica observamos aceleracdo no processo de reparo no
GZ em relacdo aos demais grupos no periodo de 28 dias p6s defeito e similaridade
entre todos os grupos no periodo de 45 dias pos defeito. Os resultados do presente
trabalho demonstram a acéo benéfica e sistémica da tolerancia oral, pés imunizacéo
por proteina previamente ingerida, nas fases de ossificagdo e remodelamento 0sseo,
sendo necessario mais estudos a fim de elucidar os mecanismos envolvidos e geracéo

de novas formas terapéuticas futuras.

Palavras-Chaves: Reparo 6sseo, tolerancia oral, zeina, biomecanica.



Abstract:

Besides vitamins, carbohydrates and fiber, maize in our diet provides a variety of
proteins such as zeine. This protein, after contact with the immune system through the
gastrointestinal tract, has the ability to induce antigenic immune tolerance. Studies
have shown that the re-exposure of previously ingested proteins can improve the repair
of skin wounds, with reduced granuloma and other systemic effects .However, data
on the systematic tolerative effects of oral tolerance in bone tissue repair following
injury are not yet available.Therefore, the objective of this study was to evaluate the
systemic effects of the tolerized and parenterally re-exposed zeine protein in the bone
repair process (28 and 45 days) after osteotomy in tibias of rats. Have been used 120
male Wistar rats, 12 weeks old, were divided into three test groups, with i.p. application
of: Saline (GS), Adjuvant (AlI(OH)3) (GA) and Adjuvant Zeine (GZ). A Osteotomy of
2mm was carried out in the right tibias, and in experimental time of 28 and 45 days
after histomorphometric fault analyses, bone densitometry (BMD) and biomechanical
tests were conducted. Weight monitoring of both weight and osteomized tibias showed
no change between groups. In the BMD analysis, we observed significant differences
between the GS and GA groups. Weight monitoring of both weight and osteomized
tibias showed no change between groups. In the BMD analysis, we observed
significant differences between the GS and GA groups. Between the experimental time
of GZ there was no difference, suggesting that on the 28th day after defect bone
mineralization is higher. The biomechanical shear test performed on the right tibias
showed a significant difference, only in the variable maximum force of GZ, indicating
that in 45 days after defect the tissue became more resistant to external mechanical
forces. In the histological evaluation we observed acceleration in the repair process in
GZ in relation to the other groups in the period of 28 days post defect and similarity

between all groups in the period of 45 days post defect.

Keywords: bone repair, oral tolerance, zein, biomechanics



1. INTRODUCAO:

As caracteristicas alimentares e nutricionais, representam desde o periodo pré-
historico, fortes tracos da relacdo harmdnica da vida humana com o ambiente.
Essa sinergia simbiotica, garante ciclos de trocas com o meio fisico e o social,
transgredindo pela corrente evolucdo humana (BATISTA FILHO, 2010). Além do
traco cultural, a atividade alimentar relaciona-se diretamente com a vitalidade de
cada organismo, a fim de suprir as demandas energéticas, mantendo o ciclo
biolégico homeostatico (SOUZA LIMA et al., 2015).

A variedade alimentar e a escolha da ingestao de cada grupo alimenticio, estao
intimamente correlacionadas a localizacdo geografica associada aos habitos
culturais (MACIEL, 2012). O Brasil, um pais de dimensdes continentais,
influenciado pela variedade de tradi¢des, fruto dos nossos povos antepassados e
colonizadores, oferece uma extensa variedade de produtos e subprodutos
alimentares (MARTINELLI; CAVALLI, 2019).

Entre toda variedade ofertada, destacam-se majoritariamente grdos como soja
e o milho. Ambos cereais, testemunharam de forma relevante a expansédo do
territério destinado ao agronegocio, associado principalmente a adocao e difusédo
de avancos técnico-cientificos (BORLACHENCO; BARBOSA GONCALVES,
2017). Desde entao, estes graos passaram a integrar a base da dieta cotidiana de
uma consistente parcela da populacao, além de fornecer matéria prima basica
para fabricacdo de profusa variedade alimenticia associadas a outras bases
nutricionais (FAGEER; EL TINAY, 2004).

Entre os gréos supracitados, o destaque fica a favor do milho. O grdo oferece
abundante quantidade e variedade de nutrientes, oriundos de farelos, 6leos,
amido, amilose, além de uma potente e ainda pouco explorada proteina
denominada zeina (MU-FORSTER; WASSERMAN, 1998; PAPALIA, 2015).

A zeina é caracterizada como uma das proteinas provenientes do endosperma
dos gréaos de milho, classificada dentro do grupo das prolaminas que contém um
extenso teor de aminoacidos em cadeias apolares e estruturas moleculares
hidrofébicas (SHUKLA; CHERYAN, 2001). Em percentuais, em um unico gréao de

milho, a zeina pode ocupar cerca de 60% do total das demais proteinas
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presentes e atualmente vem se destacando como excipiente matéria prima base
para producdo de tintas, adesivos, revestimentos plasticos, além de uma

importante fonte protéica para a organismo humano (LI et al., 2020).

O processo de digestéo proteica inicia-se na boca, com acéo da alfa-amilase,
resultando em quebra de particulas em diminutas por¢des peptidicas iniciando um
complexo processo bioguimico (COSTANZO, 2018). Posteriormente, as por¢des
peptidicas sdo direcionadas ao estbmago para desnaturacdo polipeptidica pela
acao do acido cloridrico (HCL) e hidrolizagcéo pela enzima pepsina rompendo as
ligacdes existentes entre os aminoacidos. No ramo intestinal, ocorre a clivagem
das cadeias mais complexas juntamente com catalise da pré-enzima pancreética
(tripsinogénio) em tripsina mediada pela liberagcdo da enteroquinase, produzida
pelas células do duodeno (GUYTON; HALL, 2017).

Embora essa orquestra metabdlica seja eficiente, algumas particulas proteicas
séo degradadas de forma parcial e absorvidas por vilosidades que se prolongam
profundamente na mucosa formando criptas e interagindo com células do sistema
imune inato. Anatomicamente, essas células estéo localizadas na submucosa do
intestino delgado, reunindo agregados de nddulos linféides denominados de
placas de Peyer (PP), um importante componente do tecido linféide associado ao
trato digestivo (TORDESILLAS; BERIN, 2018; WAKABAYASHI et al., 2006).

A cinética que corresponde ao processo de exposi¢do antigénica dietética ao
trato gastrointestinal (TGI) e por consequéncia a absorcéo particulada, induz a
tolerancia imunoldgica contra o antigeno correspondente (MOWAT et al., 1982).
Essa cascata de eventos, deriva na diminuicdo da reatividade imunoldgica
associada a producédo de anticorpos e € classicamente registrada pela literatura
como tolerancia oral (FARIA; WEINER, 1999; VAZ et al.,, 1977; WAMBRE;
JEONG, 2018)

Estudos recentes apresentam de maneira satisfatoria a influéncia dos efeitos
da tolerancia oral nos mecanismos de reparo em diversos tecidos (PAIATTO et
al., 2017; RAMOS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006). Costa et al., (2016)
concluiram melhoras significativas no processo de reparo de feridas excisionais

de pele em camundongos, tolerizados oralmente com a proteina ovalbumina
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(OVA). Os resultados apontaram reducéo do processo inflamatério na area da
lesédo e melhoria do padréo de deposicao de colageno, tornando o tecido préximo
ao padréo inicial. Um ano mais tarde, Cantaruti et al., (2017), utilizaram outra fonte
proteica antigénica (zeina) e seus resultados também apontaram para importante
melhora no reparo de feridas excisionais de pele em camundongos em relagcéo
aos grupos controles. Recentemente, Franco-Valencia et al., (2022), concluiram
ainda que os efeitos sistémicos da tolerancia oral, podem melhorar a cicatrizacao
de feridas cutaneas, quando a mesma ocorre dentro de um intervalo de 5 dias
apo6s a injecdo subcutdnea da proteina zeina em animais previamente

tolerizados.

A literatura aponta evidéncias da relacdo benéfica dos efeitos indiretos da
tolerancia oral nos mecanismos de reparo dos tecidos pela modulacdo do sistema
imune e intercessdo nos processos inflamatorios iniciais (CARVALHO et al., 2002;
RAMOS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006). Essa fase, torna-se um ponto de
intercomunicacao direta do sistema imunolégico com os tecidos subjacentes, a
fim de restabelecer a homeostasia dinamica tecidual (LOI et al.,, 2016;
MARUYAMA et al., 2020).

7

O processo de reparo 6sseo poés-traumatico € codependente da etapa
inflamatoria de modo que, alteracBes como exacerbacfes ou supressao dessas
fases pode alterar significativamente a cinética de recuperacdo do tecido
(BAHNEY et al., 2019; GIBON et al., 2017; GOODMAN et al., 2019). Contudo, 0
vasto universo que envolve o tecido 0sseo, esse nicho torna-se praticamente
inexplorado no contexto da intercomunicacdo sistémica relativa aos efeitos da

tolerancia oral.

Rocha et al., (2018), ressaltaram o gradual aumento da expectativa de vida da
populacdo brasileira ao longo das ultimas décadas, com crescimento de 25
milhdes de idosos no ano de 2020. Segundo a projecao apontada no estudo, em
2050 a expectativa de vida brasileira sera em média de 81,29 anos de idade. O
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE) associa este aumento de

expectativa de vida aos avangos nas areas clinicas da saude (IBGE, 2020).
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Em contrapartida, idosos séo frequentemente acometidos por quedas
acompanhadas de fraturas, principalmente em decorréncia da diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (DMO), perda de minerais essenciais como o célcio
(Ca?"), fésforo (P) e enfraquecimento das propriedades biomecanicas 6sseas,
impactando na curva ascendente de expectativa de vida e alavancando
potencialmente os custos aos cofres publicos (BURR, 2019; LOPES et al., 2018).
Em paralelo, traumas automobilisticos e quedas entre adultos jovens ocasionam
graves fraturas Osseas, retardando a retomada das atividades funcionais e
laborais e refletindo ao montante final de custos para a saude publica
(SENEFONTE et al., 2012).

Empenhados em desenvolver terapias que auxiliem no processo de reparo
0sseo, pesquisadores de diversas areas vém debrucando seus esforcos para
evidenciar formas de melhoria da qualidade e cinética de recuperacdo destes
distarbios. Destaca-se por exemplo, o uso da bioengenharia aliada as células
tronco (ABE et al., 2012), o uso da eletroterapia como a estimulagdo ao reparo
0sseo (LEPPIK et al., 2018) e o ultrassom pulsado de baixa intensidade (RUBIN
et al., 2001).

Entretanto, ainda se faz necessario explorar diferentes areas de
conhecimentos, oferecendo como base de pesquisas meios minimamente
invasivos e de custo acessivel para todas as classes sociais. Uma possivel
alternativa, seria o meio dietético através da tolerizacdo pela proteina zeina, visto
que toda a populacédo tem acesso ao milho ou a produtos derivados.

Os resultados da relacdo entre a tolerancia oral e o processo de reparo do
tecido 6sseo vém sendo estudados de forma pioneira pelo nosso grupo de
pesquisa, apontando fortes evidéncias na correlacdo da acdo da proteina zeina
no processo de reparo do tecido 0sseo nas fases inflamatorias e remodelamento
0sseo (COSTA, 2021). A area de investigacdo de nossa pesquisa, oferece
grandes expectativas para resultados robustos, sendo um amplo, inovador e

promissor campo de estudos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1- Morfologia do tecido 0sseo:

Os 0sso0s séo constituidos por tecido conectivo especializado, que opostamente
relacionado as variaveis formas de tecido conjuntivo, apresenta componentes
extracelulares em formas mineralizadas (MURSHED, 2018). Essa caracteristica,
confere propriedades biomecéanicas essenciais para protecdo de 6rgaos vitais e
locomocédo de organismos vertebrados (WEATHERHOLT et al., 2012).

O processo cinético de formacao e desenvolvimento 6sseo é realizado por duas
vias distintas: a ossificagcdo intramembranosa e a ossificacdo endocondral.
Morfologicamente esses mecanismos responsaveis pela osteogénese diferem
pela auséncia ou presenca da fase cartilaginosa (HU; OLSEN, 2016).

A ossificacdo intramembranosa esta relacionada com a formacdo de 0ssos
chatos localizados principalmente no cranio (JIN; SIM; KIM, 2016). Entretanto,
essa via contribui de forma sinérgica para o crescimento longitudinal e espessura
de ossos longos pela acao das células tronco mesenquimais (MSCs) localizadas
no tecido conjuntivo de revestimento, que diferenciarem em células
osteoprogenitoras e mais tarde em células osteoblasticas secretoras de matriz
O0ssea. Em contrapartida, a ossificacdo endocondral tem por base a formacéo de
0ss0s longos (exemplo: umero, fémur tibia), a partir de um modelo de cartilagem
hialina que se expande longitudinalmente, em concomitancia com a hipertrofia
condrocitica e posteriores apoptoses (YUAN; CHAI, 2019). As cavidades oriundas
dos condrécitos apoptéticos, permanecem expostas na matriz e sao invadidas por
capilares sanguineos e células osteoprogenitoras que assim como na ossificacao
intramembranosa, diferenciam-se em osteoblastos sintetizando matriz 0ssea
(YANG et al., 2014 a; YUAN; CHAI, 2019).

Estruturalmente, o tecido 0sseo é caracterizado como um dos mais resistentes
e rigidos tecidos do corpo humano, possui fungdes primordiais como protecéo de
orgaos internos, apoio ao sistema musculoesquelético, formando alavancas
assistentes ao movimento e exceléncia capacidade de manutencdo da

homeostase mineral, armazenando diferentes minerais, principalmente Ca?* e P
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(LOPES et al., 2018). Participa ainda, de forma ativa, do processo hematopoiético
por alojar em sua regidao medular nicho celular de linhagem progenitora de células
hematopoiéticas e mesenquimais (denominada medula 6ssea vermelha), além de
armazenar triglicerideos (TG) formando a denominada medula 6ssea amarela,
sendo uma importante reserva energética e bioquimica (HADJIDAKIS;
ANDROULAKIS, 2006).

A matriz 6ssea, esta envolta por uma densa camada de tecido conjuntivo
denominada periosteo. O periosteo é constituido por uma camada externa,
chamada de camada fibrosa e uma intima camada interna, chamada de
osteogénica (DWEK, 2010; LIN et al., 2014). Revestindo as superficies internas
dos 0ssos encontra-se o endosteo, que € constituido por pouco tecido conjuntivo
e uma delgada camada de células osteogénicas de morfologia achatada. Assim
como o peridsteo, a principal funcdo do enddsteo € a nutricdo e abastecimento de

células da linhagem osteoblastica ao tecido (FIGURA 1) (BAHNEY et al., 2019).
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FIGURA 1: Corte transversal corado em hematoxilina & eosina (H & E) da diafise de tibia de
rato Wistar. Regido externa circundada pelo periésteo. Ampliacédo delimitando a camada fibrosa
e a camada osteogénica. Regido interna, intima a medula éssea circundada pelo endosteo. Fonte:

O proprio autor.
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Ainda ao nivel macroscépico, encontramos dois tipos distintos de tecidos
0sseos: O 0sso cortical ou compacto e 0sso trabecular ou esponjoso (FIGURA 2)
(BIRD; KIVELL; SKINNER, 2021). Externamente, logo abaixo do peridsteo, 0 0Sso
apresenta uma densa camada de depdsito de matriz extracelular, com poucos
espacos e de aspecto biomecanico resistente, o tecido cortical ou compacto
(DWEK, 2010; LIN et al., 2014).

Esse tecido € composto por inUmeras unidades estruturais, conhecidas como
osteons. Cada osteon, apresenta lamelas formadas por matriz extracelular
calcificada, que estdo dispostas em formas concéntricas, distribuidas em torno de
um canal, o canal de Havers. Esse canal é abastecido por uma rede vascular e
uma rede de terminaces nervosas (LEFEVRE et al., 2019). Pela disposicdo
anatdbmica das lamelas, lacunas séo formadas e ostedcitos que estdo englobadas
pela matriz calcificada, se comunicam entre si e com outras células do tecido,
atraves dos canaliculos abundantes em liquidos extracelulares (FIGURA 2) (LAD;
MCGRAW:; DAEGLING, 2019; MAGGIANO et al., 2016).

A regido trabecular do tecido 6sseo, pode ser classificada como um material
heterogéneo, anisotropico e de peso estrutural leve (OFTADEH et al., 2015).
Encontrada nas epifises e metafises dos 0ssos longos e também nos corpos
vertebrais, essa rede trabecular forma uma estrutura rigida e ductil que fornece
estrutura para a medula 6ssea, tanto a medula vermelha, produtora de células
sanguineas, quando a medula 6éssea e amarela (tecido adiposo) e esta sempre
recoberto pela parte compacta do tecido (FIGURA 2) (TURUNEN et al., 2020;
WARZECHA et al., 2018).
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CANAL DE HAVERS

0SS0 CORTICAL 0SSO TRABECULAR

FIGURA 2: Representacdo esquematica das partes corticais e esponjosas de um 0Sso0
longo. Na parte cortical ha a presenca de lamelas concéntricas formando os osteons e o canal da
Havers ao centro. Presenca de ostedcitos englobados pela matriz 6ssea calcificada e suas
intercomunica¢gBes canaliculares. Fonte: Adaptado de LOPES et al.,, 2018. Imagens:

https://smart.servier.com.

2.2- Células do tecido 6sseo:

Diferentes tipos celulares sao responsaveis pela manutencao de toda essa rede
funcional e da homeostase do tecido ésseo, sendo as principais: células

osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (HU et al., 2019).

Derivadas das MSCs (FIGURA 3 A) as células osteoprogenitoras, apresentam-
se morfologicamente em formato achatado, com nucleos alongados ou ovoides e
a presenca bem delimitada de organelas citoplasmaticas como o reticulo
endoplasmatico rugoso, ribossomos e diminutas areas de complexo de golgi
(FIGURA 3 B). Essas caracteristicas morfologicas, sdo condizentes de células que
apos a expressao de fatores de transcrigdo, como por exemplo o fator de

transcricdo chave para diferenciagdo osteoblastica (RUNX2), se diferenciam em
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pré-osteoblastos (FIGURA 3 C) e posteriormente em osteoblastos, células mais
ativas e secretoras (ANSARI, 2019; BEU et al., 2017).

Morfologicamente, as células osteoblasticas apresentam formato cuboide, com
o citoplasma basofilo, permanecendo agrupadas ao longo da superficie 6ssea e
funcionalmente sdo destinadas principalmente a sintese da matriz 6ssea organica,
constituida basicamente de coldgeno do tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas
(FIGURA 3 D) (LEE et al., 2017). Essas células, podem ser classificadas em dois
subgrupos funcionais: células osteoblasticas mesenquimais e células
osteoblasticas de superficie. Sob a matriz 6ssea MSCs diferenciam-se em
osteoblastos mesenquimais, secretando colageno por toda a extensdo matricial.
Posteriormente, os osteoblastos de superficie sintetizam fibrilas colagénicas de
maneira perpendicular e orientada a estrutura Ossea, originando estruturas
lamelares conferindo a capacidade de flexibilidade e resisténcia ao tecido (LOPES
et al., 2018; SALHOTRA et al., 2020).

A osteonectina é uma glicoproteina responsavel pela interacdo quimica do Ca?*
da matriz 6ssea, associada a liberacdo da fosfatase alcalina (ALP) pelas células
osteoblasticas. Essa enzima promove a liberacdo de grupamentos fosfato
realizando intera¢gBes bioquimicas do coldgeno com célcio sérico, formando os
cristais de hidroxiapatita (Ca(P0O4)s(OH)2) (MURPHY et al., 2017; PIVONKA ;
DUNSTAN, 2012; ROSSET ; BRADSHAW, 2016). A osteocalcina que também é
produto da sintese dos osteoblastos, por sua vez, esta relacionada ao controle e
ao processo de regulacao da maturacédo 6ssea pela capacidade de concentracao
de fosfato de calcio (Cas(POa4)2) (KOMORI, 2020).

Os ostedcitos séo células abundantes, que fazem parte do repertério de 90 a
95% do total de células 6sseas que foram envolvidas pela prépria matriz 6ssea
depositada, quando ainda estavam na fase ativa osteoblastica (HUANG et al.,
2020). A regiao do corpo celular esta localizando na lacuna mineral, cercado por

fluidos capazes de oferecer oxigénio e nutrientes, mantendo a viabilidade celular.

O processo de conversdo de osteoblastos para ostedcitos € denominado
osteocitogénese, no qual a chave para diferenciacdo € a proteina e sua interacao

com outras proteinas como a CD44. Essa cascata interativa forma um complexo
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gue ativa a organizacéo de filamentos de actina e miosina do citoesqueleto em
regides da célula nas quais o0s processos dendriticos serdo formados.
(TRESGUERRES et al., 2020).

Morfologicamente, séo células com estruturas elipticas, menos volumosas que
0s osteoblastos e que sofrem mudancas organizacionais em organelas e em
proteinas do citoesqueleto como a tubulina e a actina. Apresentam projecdes
citoplasmaticas mediadas pela expressdo da E11, iniciando seu crescimento
antes mesmo da mineralizacdo 0ssea (FIGURA 3 E). Essas proje¢cdes encontram-
se envolvidas por uma rede canalicular, ofertada pela acdo da metaloproteinase-
14 (MMP-14) que degrada a matriz extracelular a fim de realizar
intercomunicagdes celulares (LOPES et al.,, 2018; SALHOTRA et al., 2020;
TRESGUERRES et al., 2020).

Funcionalmente, sdo responsaveis pelo controle do metabolismo 6sseo diario
e manutencdo da matriz organica, sintetizando proteinas como a osteopontina
(OPN), osteocalcina (OCN), proteina 1 da matriz de dentina (DMP1) e
proteoglicanos (BONEWALD, 2011). Sao ativados pela via Wnt/Bcatenina de
forma paracrina e pela secrecéo da proteina esclerotina, controlando expressdes
génicas de fatores como Runx2 e Osterix, importantes para a proliferacao e
maturacdo de células osteoblastica (FRANZ-ODENDAAL; HALL; WITTEN, 2006;
RUTKOVSKIY; STENSLZKKEN; VAAGE, 2016).

Por fim, desempenham a importante funcdo mecanorreceptora, transduzindo
sinais mecanicos captados pela superficie 6ssea em reacdes bioquimicas
(AMBROSI; LONGAKER; CHAN, 2019; HEMMATIAN et al., 2017; ROSA et al.,
2015). Essas células que estdo imersas em fluidos pericelular, ao serem
submetidas a esforcos biomecanicos externos, promovem movimentacdo de
fluido nos canaliculos, promovendo forcas de arrasto nos ostedcitos
desencadeando respostas fisiologicas especificas para manutencdo tecidual
(VAN TOL et al., 2020).

O processo de reabsor¢cdo da matriz 0ssea ocorre pela acdo de células
osteoclasticas (ONO; NAKASHIMA, 2018). Estas células sédo caracterizadas por

terem origem da linhagem hematopoiética (FIGURA 3 G, F), com a proliferacao
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dos precursores osteoclasticos através da expressdo do fator estimulador de
colonia de macréfagos (M-CSI) e diferenciagcdo em osteoclastos ativos através da
expressdo de RANKL (LOPES et al., 2018).

Morfologicamente, células osteoclasticas apresentam pregueamento em
formato de escova, amplificando sua superficie de contato entre a célula e a zona
que serd degradada (DRISSI; SANJAY, 2016). Essa estrutura torna-se
responsavel por criar uma zona de adesdo, denominada zona clara ou zona
selada, entre o corpo celular e a matriz a ser degradada. Concomitantemente, ha
secrecdes locais de H* e proteases, como a catepsina K, a metaloproteinase da
matriz 9 (MMP-9) e a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), que realizam
em conjunto um intenso processo bioquimico resultando na degradacéo da matriz
0ssea (FIGURA 3 H) (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; KODAMA, 2020;
SHIRAKAWA et al., 2019).

Sendo assim, a acdo conjunta destas células no microambiente 06sseo,
garantem o sincicio entre acdo de sintese matricial pelas células osteoblasticas e

absorcao pelas osteoclasticas mediadas principalmente pelos ostedcitos.
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FIGURA 3. Representacdo esquematica do microambiente ésseo. A) MSCs B) Célula
osteoprogenitora derivada de MSCs C) Célula pré osteoblastica D) Osteoblastos ativos E)
Ostedcitos F) Mondcito G) Pré - Osteoclasto H) Osteoclastos em atividade. Fonte: Adaptado de

LOPES et al., 2018. Fonte das Imagens https://smart.servier.com.
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2.3 - Biomecanica Ossea:

Biomecanicamente o tecido ésseo pode ser descrito como um material bifasico,
com estruturas compostas por sais minerais inorganicos e matriz organica (HART
et al., 2017). O fosfato de calcio confere a rigidez ao tecido e sdo responsaveis
pela resisténcia a forcas de compressdao. O colageno confere a propriedade
biofisica de elasticidade e juntamente com a agua contribui para a resisténcia a
tracdo ao tecido 6sseo (TEMIYASATHIT; JACOBS, 2010).

Em fisica basica, o conceito de forca é tido como um vetor que provoca
aceleracdo em um determinado corpo em movimento ou, Se 0 corpo estiver
estatico, 0 mesmo vetor de forca realiza deformacédo. A forca iminente de cada
tecido, esta relacionada a sua capacidade de resistir a cargas ou sobrecargas
impostas (MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN, 2018). Um conjunto de forcas
externas que age nos tecidos biolégicos, conceitualmente, é definido como forgas
biomecanicas (RADASCH, 1999). Funcionalmente, no tecido 6sseo, essas for¢cas
sdo definidas como compresséo, tracdo, cisalhamento, flexdo e torcdo e a

combinacédo entre elas.

A forca de compresséo pode ser observada quando a forca € aplicada de forma
a reduzir a dimensdo do material longitudinalmente, reduzindo seu volume, ou
seja, aumentando seu diametro (FIGURA 4 A) (BEAUPIED; LESPESSAILLES;
BENHAMOU, 2007; CORDEY, 2000; DEL C. CATELLO et al., 2017). A tensao
(tracdo) ocorre quando a forca é aplicada de forma perpendicular a superficie do
material de forma a aumentar seu comprimento axial e em consequéncia, reduzir
seu diametro (FIGURA 4 B) (HART et al., 2017; TURNER; BURR, 1993). Quando
cargas externas sdo aplicadas de formas tangenciais a superficie do material,
impondo um deslizamento em relagdo a sua adjacente, denomina-se
cisalhamento (FIGURA 4 C) (BIEWENER, 1991; DALMOLIN et al., 2013). A flexao
ocorre quando cargas externas tendem a flexionar a regido longitudinal
provocando a compressdo em uma face e a tracao na face antagbénica (FIGURA
4 D) (CORDEY, 2000; DALMOLIN et al., 2013). Por fim, a tor¢éo é caracterizada
pela agdo conjunta de forgas externas que tendem a girar o material em torno do
seu eixo longitudinal, estando com suas extremidades fixas (FIGURA 4 E)
(FRANKEL; KAPLAN; EGOL, 2016; LILL et al., 2003; YANG et al., 2014b).
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FIGURA 4: Representagao esquematica das propriedades biomecanicas do tecido 6sseo.

A) Compresséo B) Tensédo/tracdo C) Deslizamento ou cisalhamento D) Flexdo E) Tor¢céo. Fonte:
Adaptado MARGARETA; FRANKEL, 2014.

A relacdo entre tensdo versus deformacédo pode ser expressa em um gréfico,
no qual uma curva revela os parametros mecanicos de um determinado material.
No tecido Osseo podemos identificar duas caracteristicas funcionais de
deformacg@es, sendo a capacidade elastica e a capacidade plastica (FIGURA 5)
(HART et al., 2017; ROE, 2020).

A capacidade elastica é a capacidade do tecido retomar a forma original ap6s
a remocao da carga imposta, sem a ocorréncia de micro danos processuais
(EINHORN, 1992). Quando essa mesma estrutura ndo mais retoma a sua
dimensédo original (pés remocdo da carga) e essa deformacdo residual
permanece, nomeia-se de comportamento plastico. Ao ultrapassar o limiar
plastico, mesmo ao cessar a for¢ca aplicada, o tecido mantém uma deformacéo
residual e ndo retoma suas caracteristicas fisiolégicas basais (AHN;
GRODZINSKY, 2009; PEARSON; LIEBERMAN, 2004).

Ap6s atingir o ponto maximo da regido plastica e a carga externa permanecer
exercendo a forca mecanica, o material enfraquece e atinge o ponto de falha
(FRASSICA et al., 1997; HART et al., 2017). Esse ponto de falha indica que a
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capacidade suportada pelo tecido ultrapassou o ponto de resisténcia, gerando
danos teciduais em forma de microfissuras (BURR, 2011; COLE; VAN DER
MEULEN, 2011; ZIMMERMANN et al., 2014).
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FIGURA 5: Representacdo grafica do comportamento de tensdo versus deformacgdo do
tecido 6sseo, mediante cargas externas impostas. Fase elastica: Ao cessar a carga, o material
retoma suas caracteristicas basais escapando de micro danos processuais. Fase Plastica: A
estrutura ndo retoma mais suas caracteristicas iniciais. Falha 6éssea: Ponto em que o tecido ndo
suporta mais carga e sofre o rompimento gerando danos em forma de microfissuras. Fonte: O

préprio autor.

A quantificacdo da porcdo mineral associada primariamente com a densidade
de porosidade 6ssea determina, de maneira consistente, a qualidade do material
0sseo e suas respostas mecanicas frente a cargas externas (DAVISON et al.,
2006; ZEBAZE et al., 2010). Essas caracteristicas influenciam na capacidade do
tecido de resistir a deformacoes, absorver tensdes (elasticidade) e energias antes

de atingir a falha mecénica (resisténcia maxima) (HART et al., 2017).

O comportamento gerado pela tensdo versus deformacéo 6ssea difere entre a
base micro estrutural em resposta a bioarquitetura subjacente do tecido
(BEAUPIED; LESPESSAILLES; BENHAMOU, 2007; SZABO et al., 2011). A area

cortical apresenta-se de forma mais rigida que a area trabecular, conferindo maior
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suporte de estresse e menor tensdo antes do tecido atingir a falha mecanica
(FIGURA 6). Ja tecidos com morfologia porosa, como a regido trabecular,
fornecem maior elasticidade, suportando niveis mais modestos de estresses e
niveis tensionais maiores antes da falha mecanica (FIGURA 6) (CURREY, 2003;
HART et al., 2017).
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FIGURA 6: Representacdo grafica das caracteristicas mecénicas do tecido 6ésseo
macroscoépico. Osso cortical € mais rigido com alta resisténcia ao estresse e baixa resisténcia a
deformacéo. Osso trabecular € morfologicamente poroso com baixa resisténcia ao estresse e alta

resisténcia a deformacéo. Fonte: Adaptado de HART et al., 2017.

As caracteristicas estruturais, morfolégicas e orgéanicas, juntamente com a
associacao dos cristais de hidroxiapatita, se acoplam de maneiras dindmicas as
caracteristicas biofisicas do tecido que, sob uma a¢do mecéanica externa, sofre
modificacdes espaciais estruturais, produzindo a polarizacéo elétrica pelos efeitos
da piezoeletricidade (LIND; BUNGER, 2001).

Em contexto seméantico, a palavra piezoeletricidade significa “eletricidade de
pressao”. O prefixo piezo deriva-se da palavra grega piezin = pressdo (FUKADA;
YASUDA, 1957). Esse estimulo piezoelétrico ocasiona uma discreta deformacgéao
na matriz 6ssea que atua livremente nas integrinas, induzindo as respostas a nivel
do ndcleo celular (HAUGH; VAUGHAN; MCNAMARA, 2015). Em resposta a
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estimulos mecéanicos e gracas a estruturas morfolégicas compativeis, as
integrinas presentes no tecido 0sseo sofre gradientes pressoricos exercendo
forcas de arrasto (compresséao e tracdo) no interior do sistema lacunocanalicular,
resultando em movimentacdo do fluido nos processos citoplasmaticos dos
ostedcitos. As areas compressivas resultam em acumulos de cargas elétricas
negativas e a regiao que sofre tracionamento resulta em cargas elétricas positivas,

ambas capazes de modular a resposta celular (SCOTT et al., 2008).

Esse conjunto de eventos provoca ativacdo de canais idnicos (Ca?*, K*), com
modulacao celular eletrofisioldgica, resultando em alteracédo do potencial elétrico
de membranas para hiperpolarizacdo (estimulo osteogénico) ou despolarizacéo
(estimulo de reabsorcdo) da membrana plasmatica (BUTCHER et al., 2008;
YOKOTA; TANAKA, 2005).

Esses processos metabdlicos alteram moléculas de sinalizacdo, tais como
WNTs, proteinas morfogenéticas oOsseas (BMPs), RANKL, osteoprotegerina
(OPG) resultando em transcricdes, expressfes de proteinas e receptores
especificos que modulam, recrutam e diferenciam a atividade osteoblastica e
osteoclastica no tecido (KLEIN-NULEND et al., 2015).

A capacidade do tecido ésseo de remodelar-se é proporcional ao tipo e
intensidade de estimulos oferecidos pelo meio (KLEIN-NULEND; BACABAC;
BAKKER, 2012). A base inicial dessa ideia foi descrita em 1892 por Julius Wolff,
objetivando ressaltar a forma em que o tecido 6sseo se adapta perante a cargas
externas (LINDBERG et al., 2015).

Em paralelo a Lei de Woff, estabelecida por Julius Woff (1984), o principio
bioquimico da mecanotransducéo realiza a conversao de estimulos mecanicos
em respostas bioldgicas. Essas reagcfes ocorrem em cadeias, atuando em niveis
celulares, causando inibicdo da apoptose, proliferacdo celular e alteracdes no
proprio direcionamento da migracédo de células, entre outros efeitos (LIEDERT et
al., 2006).

Compreender as propriedades mecanicas do tecido 6sseo permite uma melhor
avaliacdo da qualidade da estrutura Ossea, por meio de seus parametros

biomecanicos, sendo de extrema relevancia para estudos clinicos que buscam
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meios de adaptacbes e regeneracOes durante processos de fraturas Osseas
(MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN, 2018).

Os eventos inflamatérios que ocorrem durante o processo de reparo de uma
lesé&o 0ssea também devem ser associados e relacionados de maneira direta com
as caracteristicas biomecanicas do tecido (MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN,
2018). Assim, torna-se possivel esclarecer se eventos de niveis celulares e
moleculares interferem na qualidade 6ssea, fornecendo maior confiabilidade nas

futuras intervencdes terapéuticas.

2.4- Reparo Osseo:

Quando acometido por lesdes, o tecido 6sseo possui exceléncia no mecanismo
de auto regeneracao (GHIASI et al., 2017). Podemos dividir, em carater fisiologico,
processos distintos que se sobrepdem automaticamente entre essas fases, sendo
elas: Inflamacéo, reparo (formacéo de calo mole e calo duro, respectivamente) e
remodelamento (ONO; TAKAYANAGI, 2017; XIAO et al., 2017) (FIGURA 7).

CALO DURO REMODELAMENTO

FIGURA 7: Representacdo esquematica das fases do processo de reparo 6sseo. Inflamacéo,
reparo (formacdo de calo mole e calo duro) e remodelamento 6sseo. Fonte: O préprio autor.

Imagens: https://smart.servier.com.
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As MSCs, juntamente com as células pertencentes ao sistema imunoldgico
(neutdfilos, macrégafos, linfocitos) realizam crosstalk entre si, modulando os
eventos que permeiam todo conjunto pertencente ao reparo 6sseo (MARUYAMA
et al., 2020). Os eventos regenerativos, assim como a qualidade final do processo,
sdo altamente dependentes da fase inflamatéria inicial, que por sua vez é
dependente das respostas locais e sistémicas ao estimulo lesivo (BAHNEY et al.,
2019; CLAES; RECKNAGEL,; IGNATIUS, 2012b).

2.4.1- Inflamacao:

No tecido désseo, ap6s um evento traumatico ha rupturas da vasculatura
adjacente, além das superficies do enddsteo, peridsteo e demais tecidos moles
(LOI et al., 2016). Ocorre a formacéo de coagulos (hematomas) em geral de 06 a
08 horas pos lesdo, caracterizado por baixo pH, resultando na hipoxemia tecidual
e ativacdo do plasma e das plaguetas expostas ao meio extra vascular. Essa
cascata de coagulacdo sanguinea forma uma matriz proviséria de fibrina e
posteriormente ha a ativacdo de neutrofilos provindos da medula 6ssea e citocinas
pré inflamatdrias pelo sistema imune inato e adaptativo, iniciando o processo
fisiopatolégico da inflamacdo (BRAGDON; BAHNEY, 2018; EINHORN;
GERSTENFELD, 2015; MURPHY et al., 2017).

J& instalados e em quantidades abundantes, neutréfilos e macréfagos iniciam
a mediacao de células pro inflamatdrias e fatores de crescimento (LOI et al., 2016),
secretando quimiocinas, especialmente CCL2 (Ligante de quimiocina 2) para
quimiotaxia de macréfagos de predominancia M1 (pr6 inflamatérios) que por sua
vez secretam citocinas pré-inflamatérias, incluindo interleucina-6 (IL-6), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon- y (IFN-y) (LONGONI et al., 2018; RIOS ;
TOUYZ ; MONTEZANO, 2017). Ainda sob influéncia direta macrofagica, ha
migracao de linfocitos Th17 que contribuem através da secrecéo de IL17 para o
estimulo e maturagéo de osteoblastos (CLAES; RECKNAGEL; IGNATIUS, 2012).
Entretanto, estudos como Nam et al., (2012) e Longoni et al., (2018), ressaltam
que linfécitos TCD8+ podem inibir a formacdo osteogénica pela expresséo de
fatores inflamatérios como TNFa e IFN-y no hematoma da fratura, porém a
expressdo de ambas citocinas sao suprimidas gracas a intensa acédo da IL10
produzida pelo linfécito B IgM+ (FIGURA 8 A) (SUN et al., 2017).
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2.4.2 - Reparo:

Macroéfagos séo conhecidos por serem uma populacao extremamente plastica,
adquirindo polarizacdo da fenotipagem de macrofagos M1 para linha de
macrofagos M2 (anti-inflamatorios) por sinalizagcdes autocrinas e paracrinas de
interleucina 4 (IL-4) o que indica a diminuicdo da fase inflamatéria e progresséo
da fase de reparo tecidual (GIBON et al., 2017).H& a proliferacdo da angiogénese
e liberacdo de fatores essenciais como angiopoetina-1 (ANG -1) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), gracas ao perfil hipdxico do hematoma
(GOERKE et al., 2015; LONGONI et al., 2018).

As MSCs provenientes do periosteo, medula éssea, vasos sanguineos e tecido
muscular adjacente diferenciam-se em condroblastos, iniciando o processo de
secrecdo da fibrocartilagem e consequente formacdo de pecas cartilaginosas
(GIBON et al., 2017; PIVONKA; DUNSTAN, 2012). Os condrdcitos presentes,
expressam o fator de transcricdo SOX9, responsavel no regulamento de genes
para a sinteses da matriz cartilaginosa e formacdo do calo mole (cartilagem
hialina), necessario neste momento para fornecer estabilidade biomecanica a
fratura e moldagem para o processo seguinte (FIGURA 8 B) (CLAES et al., 2012;
GHIASI et al., 2017).

Os condrécitos imaturos inseridos na matriz fibrocartilaginosa sofrem hipertrofia
citoplasmatica, silenciamento do gene SOX9, secrecdo de Ca?* e do gene
Forkhead Box (FOXO1), que se liga a regido promotora do VEGF, estimulando o
crescimento vascular interno (GERSTENFELD et al.,, 2003). Sob a acdo da
hipervascularizacdo local, células osteoprogenitoras diferenciam-se em
osteoblastos e a fibrocartilagem é mineralizada formando as trabéculas 6sseas
(PIVONKA; DUNSTAN, 2012; SALHOTRA et al., 2020). O calo torna-se “duro”
pela deposicdo de Ca?* e P conferindo maior rigidez e estabilidade ao local do
trauma (SHAPIRO, 2008). Os condrocitos inicialmente hipertrofiados sofrem
apoptose, contudo Papachroni et al., (2009), afirmam que alguns condrdcitos sao
capazes de escapar dos processos apoptoticos e transdiferenciar em células
osteoblasticas, auxiliando na deposicdo da matriz e substituindo a regido
trabecular de forma integral pela sinérgica acdo de osteoblastos e osteoclastos
(FIGURA 8 C).
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2.4.3 - Remodelamento:

Findando o processo fisioldgico de auto regeneracdo pos-traumatica, a fase de
remodelamento 0sseo, segue-se 0 processo similar e caracteristico de 0ssos nao
lesionados (CLAES; RECKNAGEL; IGNATIUS, 2012a). Essa fase € marcada pela
expressdo de forma organizada de fatores locais e sistémicos como calcitonina,
hormonios da paratireoide (PTH), estrégeno e vitaminas e diminui¢cdo de fatores
como TGF- (MARUYAMA et al., 2020; MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008; SIDDIQUI;
PARTRIDGE, 2016).

A lacuna da fratura é substituida de forma sistematica pelo osso lamelar. Os
osteoclastos reabsorvem a matriz produzida na formacdo éssea primaria e
também reabsorvem a formacdo éssea secundaria, estd depositada durante a
reabsorcdo cartilaginosa. Este processo de reabsorcdo e producdo de matriz
O0ssea é balanceado pela atividade osteoclastica e a atividade osteoblastica
proporcionando um aspecto 0sseo similar ao anterior a fratura (FIGURA 8 D)
(CLAES et al., 2012; GHIASI et al., 2017; SALHOTRA et al., 2020).

Claes et al., (2012b) e Einhorn (2015), afirmam que em meados a fase de
remodelamento, os niveis metabdlicos sdo completamente normalizados e ocorre
um remodelamento completo dos vasos sanguineos para reducdo das altas taxas
de fluxo vascular ofertados durante a fase de reparo. Tangencialmente, a literatura
aponta evidéncias acerca da funcionalidade de érgaos como o baco frente ao
processo de reparo 0sseo. Xiao et al., (2017; 2018) conduziram estudos
realizando esplenectomia do bagco em camundongos, concluindo atraso no
processo de reparo devido inibicdo sistematica de citocinas inflamatorias,

recrutamento macrofagico e diminuicdo de expressdao de RANKL e OPG.
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FIGURA 8: Representacdo esquemética das fases e seus respectivos eventos durante o
processo de reparo 6sseo pos-traumético. A) Inflamacgéo: formacdo de coagulo e matriz de
fibrina proviséria. Recrutamentos de células fagocitarias com expressdo de citocinas pro
inflamatérias. B) Reparo: formag&o do calo mole, através da agéo condrocitica. C) Formacédo do
calo duro pela deposicdo mineral osteoblastica. D) Remodelamento: Restabelecimento humoral,
hormonal e morfolégico. Fonte: O proprio autor. Imagens obtidas através do site
https://smart.servier.com.

2.5— Mecanismos regulatdrios do remodelamento 6sseo:

A cinética que envolve todas as fases do reparo 6sseo € coordenada por
sinalizacdo de citocinas e proteinas que regulam de maneira direta e efetiva a
proliferacdo de células 6sseas como os osteoblastos e os osteoclastos (KOVACS;
VAJDA; NAGY, 2019). Para que ocorra esse controle, um eixo harmonico,
conhecido como RANK/RANKL/OPG atua de forma eficaz, garantindo o sucesso
fisiologico dos processos, além de sinalizagbes enddocrinas, paracrina e/ou
autocrina (TANAKA et al., 2018).

O sistema RANK/RANKL/OPG, foi descrito primordialmente no final da década
de 1990 como o principal mecanismo composto do processo fisiologico de
remodelamento 6sseo (INFANTE et al., 2019). E amplamente relacionado como

um dos sistemas mais importantes na promocédo da reabsorcdo 6ssea e sua
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regulacdo estad intimamente interligada com a diferenciacdo e ativacéo
osteoclastica (PIVONKA et al., 2010).

O ligante do ativador de receptor do fator nuclear Kappa B (RANKL), pertence
a superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral e € uma proteina
trasmembranar do tipo 2. Desempenha fundamental papel na regulacdo e
diferenciacdo dos osteoclastos e indispensavel sua presenca durante a
osteoclastogénese (HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2015; YASUDA, 2021).
Expressa na membrana dos osteoblastos, ostedcitos e células do estroma em
forma solavel, porém os ostedcitos secretam de forma mais abundante essa
proteina (NAKASHIMA et al., 2011; XIONG et al., 2015).

O ativador de receptor do fator nuclear Kappa B (RANK) é uma proteina do tipo
transmembranar do grupo 1, pertencente a superfamilia de receptores do fator de
necrose tumoral (TNF) (NAGY; PENNINGER, 2015). Em sua constituicdo
bioquimica, apresenta 616 aminoacidos, e peptideos de sinais com um dominio
extracelular ricos em cisteina. Uma caracteristica do RANK é a néo atividade
enzimatica no seu dominio intracelular, necessitando da interagdo quimica do
RANKL para as transducbes de sinais resultante na osteoclastogénese
(MARAHLEH et al., 2019; VAN DAM et al., 2019).

A OPG é uma citocina que faz parte da superfamilia de receptores do TNF, com
sequéncia homéloga ao RANK, projetando uma forte afinidade ao RANKL
(BAUD’HUIN et al., 2013). A terminologia OPG, € proveniente aos seus efeitos
protetores de reabsorcédo no tecido 6sseo (em latim, “0s” é osso e “protegere” é
proteger), inibindo de maneira direta a osteoclastogénese pela ligacdo ao RANKL
(ROCHETTE et al., 2019).

Em condi¢cbes basais, os osteoblastos, osteécitos e as células endoteliais
sintetizam a OPG apds a estimulagao por citocinas inflamatérias como o TNFa e
a Interleucina 18 (IL-1B) alguns horménios e compostos circulantes (CUNHA et
al., 2016; MARAHLEH et al., 2019; ROCHETTE et al., 2019). A literatura traz
robustos resultados de experimentos in vivo, que demonstraram que a OPG pode
ser também sintetizada e liberada por neutréfilos e células tronco (LEE et al., 2019;
MILANOVA; IVANOVSKA; DIMITROVA, 2014; SCHAALAN; MOHAMED, 2017).

A proliferacdo direta da osteoclastogénese pede a ligacdo do ativador RANKL

ao seu receptor RANK expresso e presente majoritariamente nas linhagens
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macrociticas/monociticas provenientes da medula 6ssea, induzindo a fusdo e
diferenciacéo celular (MARAHLEH et al., 2019; TANAKA et al., 2018). Contudo, a
citocina OPG torna-se fundamental no controle exacerbado dessa proliferacao
osteoclastica, atuando como um receptor soluvel inibindo a ligacdo do ativador
RANKL ao receptor RANK junto a membrana monocitica (JURA-POLTORAK et
al., 2021; TONG et al., 2021) (FIGURA 9).

O estudo de Ikebuchi et al., (2018), traz a descoberta do crosstalk realizado
pelo RANK presente na membrana dos osteoclastos ativos, envoltos por vesiculas
e ligando ao RANKL soluvel, preparando os osteoblastos para uma maior e mais
acelerada maturacdo. Um potencial alvo farmacoldgico para evitar a reduzida

formacao 0ssea associada a inibicao das células osteoclasticas (FIGURA 9).
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FIGURA 9: Representacéo esquematica do eixo RANK-RANKL-OPG. Células osteoblastica em
atividade e ostedcitos produzem o receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL) que se liga
ao receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANK) presente na linhagem
mondcitos/macréfagos, induzindo de forma orquestrada a atividade osteoclastica. Entretanto a
citocina OPG, expressa majoritariamente pelos ostedcitos e osteoblastos, inibe a ligacdo do
RANKL ao seu receptor RANK, controlando a osteoclastogénese. Crosstalk entre RANK e RANKL
para osteoblastogénese. Fonte: O proprio autor. Imagens obtidas através do site

https://smart.servier.com.

Estimulos para a osteoblastogénese e/ou osteoclastogénese sofrem

interferéncias diretas de horménios regulatérios como PTH, calcitonina e o
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estrogénio que atuam diretamente no eixo RANK/RANKL/OPG (XIAO et al.,
2015).

O PTH é um horménio que contém uma cadeia de 84 aminoacidos que se liga
aos seus receptores especificos presentes no rim e no tecido 6sseo, pela cadeia
1-34 (WHITFIELD; MORLEY; WILLICK, 1999). Sua cinética envolve
principalmente o aumento da excrecao renal de P e aumento da absorcéo renal
de Ca?* (BRACCO; KAYATH; VIEIRA, 2003).

A membrana plasmética de células paratireoides, apresentam receptores
extremamente sensiveis, que respondem de forma efetiva as flutuacdes de niveis
séricos desse mineral (CENTENO et al., 2019). Em resposta, a reducao dos niveis
circulantes de Ca?* (hipocalcemia), estimula a expressdo de genes responsaveis
pela transcricédo direta do PTH (DELGADO-CALLE et al., 2017).

No tecido ésseo, esse hormoénio atua nas células osteoblasticas, promovendo
a sintese e secrecdo de RANKL estimulando a osteoclastogénese. Portanto, a
reducdo dos niveis séricos de Ca?* aumenta os niveis de reabsorcéo 6ssea pela
cascata ativada do eixo sistémico de RANK/RANKL/OPG (NOTOYA et al., 2004,
TANAKA et al., 2018).

A calcitonina é um horménio polipeptidico, de cadeia simples composto por 32
aminoacidos. E sintetizado pelas células C da glandula tireoide, também
conhecidas como células parafoliculares, que estdo em associacdo com as
células epiteliais em resposta ao aumento da concentracdo sérica de Ca?*
(hipercalcemia) (LEKO et al., 2022; SRINIVASAN; WONG; KARPONIS, 2020).

A acao desse hormdnio frente ao tecido 6sseo, se da no mecanismo fisioldgico
de reabsorcdo dssea promovido pela rede osteoclastica ativa. As bordas
enrugadas secretam hidrolases acidas na zona selada para a degradacdo da
matriz mineralizada. A calcitonina promove a internalizacéo de proteinas presente
na regido anatbmica da borda enrugada em vesiculas intracelulares, impedindo a
liberacdo acida, bloqueando o processo de reabsorcao 6ssea (NAOT; MUSSON;
CORNISH, 2019; SRINIVASAN; WONG; KARPONIS, 2020).

Os horménios esterbides sexuais desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento e manutencéo da arquitetura 6ssea em homens e mulheres e
em diferentes fases da vida. O estrogeno esta entre os principais horménios

reguladores do metabolismo 0sseo e sua sintese ocorre a partir de conversdes
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bioquimicas da testosterona (CAULEY, 2015). Seus efeitos sédo diretos nos
ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos, inibindo a osteoclastogénese pela
supressao da producdo do RANKL pelos osteoblastos e aumento da sintese de
OPG, bloqueando a ac¢éo efetiva do sistema RANK/RANKL (KHOSLA et al., 2002;
KHOSLA; OURSLER; MONROE, 2012).

Estudos recentes sugerem que o estrogeno também regula a producédo de
SOST, que é um inibidor da via Wnt (DRAKE; KHOSLA, 2017). Assim, este
regulador pode inibir a osteoclastogénese e regular positivamente a
osteoblastogénese (KHOSLA; MONROE, 2018).

Além da interacdo direta e sistémica de agentes hormonais descritos acima,
pode-se ressaltar também a presenca de fatores locais que sao mediadores da
diferenciacdo osteogénica como citocinas, proteinas e fatores de crescimento
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006). Diante de todas as formas de correlacdes
entre sistema imunoldgico e sistema esquelético, didaticamente essa area é
nomeada como osteoimunologia (TAKAYANAGI, 2005).

Como supracitado, o sistema imunoldgico apresenta uma gama de citocinas
dentre elas destaca-se o TGFB. Essa citocina € classificada como pleiotrépica,
membro da superfamilia dos fatores de crescimento de transformacao 3 e sédo
encontradas em tecidos cerebrais, tecidos cardiacos, pulmonares, no rim, baco,
figado e nos ossos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006; DEVESCOVI et al.,
2008).

No tecido Osseo, esse fator € secretado em uma forma inativa pelos
osteoblastos, pelas células tronco da medula éssea, condrocitos hipertréficos,
macréfagos e fibroblastos e liga-se a um peptideo associado a laténcia (LAP).
Apods a clivagem de LAP o TGFp é liberado em sua forma madura, atuando na
lacuna de reabsorcdo de forma autdcrina e paracrina (OREFFO et al., 1989;
PANAHIPOUR et al., 2021; ZHANG; BEVAN, 2012).

A ativacao dos receptores especificos de TGFB induz a fosforilacdo de
proteinas estruturalmente semelhantes que séo as principais transdutoras de
sinais para receptores da superfamilia do TGFB as SMADS 2 e 3 (FENG;
DERYNCK, 2005). O TGFp, ao interagir com receptores serina/treonina quinase
tipo | iniciam a fosforilacdo das SMADS que formam complexos entre si e migram

para o nucleo celular ativando a transcri¢cao de fatores de transcricdo importantes

39



para a osteoblastogénese como RUNX2 e osterix (CHEN; DENG,; LI, 2012; LEE;
HONG; BAE, 2002).

As BMPs, séo fatores de crescimento multifuncionais membros da superfamilia
do TGFpB e exercem fundamentais papéis na diferenciacdo osteoblastica além da
organogénese, embriogénese crescimento, diferenciacao, quimiotaxia e apoptose
celular (OLIVEIRA et al., 2017; SCHMIDT-BLEEK et al., 2016). Estas moléculas
atuam de forma parécrina, ligando aos seus receptores (BMPR) presentes na
superficie celular, fosforilando e ativando uma via sinalizatéria por meio de
SMADS que equaliza na ativacao da transcricdo do fator RUNX2 levando, por
conseguinte ao  processo de  osteoblastogénese (RUTKOVSKIY;
STENSL@KKEN; VAAGE, 2016).

O fator de crescimento fibroblastico (FGF) é um horménio sintetizado e
excretado por osteoblastos e ostedcitos, elevando a biologia do tecido ésseo néao
apenas como a principal fonte de reserva de Ca?* e P, mas como um 6rgéo
enddcrino que atua de maneira orquestrada e sistémica na homeostase mineral
do organismo (MARTIN; DAVID; DARRYL QUARLES, 2012).

O equilibrio fisiolégico de Ca?* e P é de grande importancia biolégica para
formacao e manutencao da qualidade mineral 6ssea (MURSHED, 2018b). O FGF,
afeta diretamente o metabolismo 6sseo, assim como as funcdes celulares e o
processo gradual de mineralizacdo (BRANDAO; VIEIRA, 1999).
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2.6 — Tolerancia Oral:

A Tolerancia Oral (TO) foi descrita de maneira contundente e sistematizada no
inicio do século XX, mais especificamente no ano de 1911, como forma de
prevencao da anafilaxia sistémica, por meio da ingestao prévia da proteina do ovo
de galinha e em um outro estudo, pela imuniza¢do com inje¢cdes de uma proteina
do milho (zeina) em cobaias que com habito dietético a mesma proteina (WELLS,
1911; WELLS; OSBORNE, 1911). Contudo no ano de 1829, Dakin ja havia
descrito 0 processo empirico de indigenas americanos, sobre a ingestdo de uma
planta sensibilizante para prevencdo de dermatite alérgica e mais tardiamente,
Chase (1946) concluiu que a dermatite de contato poderia ser bloqueada pela
administracdo oral de dinitroclorobenzeno, um produto quimico utilizado no
processo manual de revelagdes fotograficas (BUENO; PACHECO-SILVA, 1999;
LIMA, 2007).

A partir da década de 70 vérias linhas de pesquisas relacionadas a TO
passaram a ser objeto de discussdes, utilizando-se altas doses de antigenos
externos, principalmente a ovalbumina (OVA). O conceito passou a ser de TO
frente a supresséo da resposta celular e humoral, pela administracéo oral prévia
do antigeno principalmente pela paridade aos efeitos naturais que o organismo
desenvolve durante o processo tolerogénico (THOMAS; PARROTT, 1974; VAZ et
al., 1977).

O conceito de TO passou a ser caracterizado como diferenca da resposta
iimune sistémica induzida especificamente pela proteina fornecida oralmente ao
organismo (CANTARUTI et al., 2019; FRANCO-VALENCIA et al.,, 2022,
REZENDE; WEINER, 2017). Todavia, Carvalho et al.,, 2002, afirmam que o
conceito deve incluir de maneira sistematizada que o processo tolerogénico é
regulatorio, ocasionando reatividade imunolédgica estavel e especifica ap6s a
imunizagdo com antigeno previamente administrado por via oral. Esses
mecanismos vem sendo objeto de estudo no desenvolvimento de terapéuticas
principalmente para doengas autoimunes e alergias alimentares (RODRIGUEZ-
CASTRO et al., 2018; RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020; SAMPSON et al.,
2018).
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2.6.1 — O TGI como barreira seletiva:

Juntamente com a pele, o intestino de seres vertebrados, sdo os maiores
orgdos de contato com o0 ambiente externo e interno, respectivamente
(REZENDE; WEINER, 2018). A mucosa intestinal humana, tem uma area
aproximada de 300 m?, constituidos de vilosidades e por microvilosidades,
conectando todo o meio interno ao externo, que € abundantemente banhado por
uma camada de muco (mucina) e € considerado um sitio organico densamente
povoado por microorganismos comensais, simbidticos e moléculas derivadas de
alimentos ingeridos (MOWAT; AGACE, 2014).

A grande maioria da populagdo bacteriana que constituem a microbiota
intestinal, ndo faz parte da classificacdo patogénica e estdo diretamente
relacionadas ao processo homeostéatico do organismo. Entretanto, ha um pequeno
percentual com caracteristicas potencialmente patogénicas e a dieta torna-se um
fator determinante para essa distingdo entre a colonizagéo intestinal (DE
MORAES et al., 2014).

O TGI é exposto diariamente a uma vasta quantidade e variedade de antigenos,
por meio da ingestédo de proteinas exdgenas provindas da dieta (TORDESILLAS;
BERIN, 2018). Esse complexo sistema, tem a tarefa desafiadora de tolerar
nutrientes estranhos e o microbioma comensal, enquanto exclui ou elimina
patogenos ingeridos (ESTERHAZY et al., 2019).

Especificamente o intestino delgado, apresenta projecbes (vilosidades) e
depressdes (criptas de Lieberkuhn) em sua estrutura, responsaveis pelo aumento
da superficie de contato com o bolo alimentar e producdo de enzimas,
responsaveis pela clivagem de proteinas (antigenos), que fazem parte da cadeia
dietética em particulas menores (aminoacidos) para uma melhor eficacia de
absorcao junto a mucosa intestinal (SHEVACH, 2009; TORDESILLAS; BERIN,
2018; UNTERSMAYR et al., 2005). Entretanto, uma determinada fracdo de
proteinas, pode, de maneira regular, alcancar o sistema imunoldgico adjacente ao
TGI de forma inalterada, realizando a interagdo com células apresentadoras de
antigenos (APCs) (TORDESILLAS; BERIN, 2018; UNTERSMAYR et al., 2005;
WAKABAYASHI et al., 2006).
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Ao longo do epitélio intestinal, o antigeno e suas particulas, podem ser
transportados por quatro vias distintas de absorcdo, na auséncia especifica de
ruptura da barreira epitelial: pelas células microfold (células M), pelas células
caliciformes (GAPSs), por via paracelular (entre células) e pelas células dendriticas
(DCs). A forma de transporte de antigenos, depende principalmente de
caracteristicas como solubilidade, propriedades bioquimicas e diametro de cada
particula (FIGURA 10) (KNOOP; MILLER; NEWBERRY, 2013; SPAHN et al.,
2001).
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FIGURA 10: Vias de entrega de antigenos transepitelial. Incorporagdo de antigenos em
diferentes localidades. Fonte: Adaptado de KNOOP; MILLER; NEWBERRY, 2013.

Uma vez que o0s antigenos séo absorvidos ao longo do intestino delgado, sabe-
se gue anatomicamente na porcédo ileal ha estruturas denominadas Placas de
Peyer (PP), sendo constituidas por aglomerado de células linfaticas
(MACPHERSON et al., 2008; SHEVACH, 2009). As PP, apresentam formatos
ovais e desempenham um complexo sistema de ativacdo de respostas
imunologicas sistémicas (DOS et al., 2019). Essas estruturas, apresentam ceélulas
linfaticas do tipo B, responsaveis pela protegcdo do organismo de infeccdes e
células linfaticas T CD8 reguladoras, com uma ampla variedade funcional, como

por exemplo estimulacdo ou retardamento de outras células de defesa, geradas
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pos processo de tolerizacdo apos processo de secrecédo de TGF-B (MILLER et al.,
1992; SPAHN et al., 2001).

As células Microfold (M) comumente encontradas no epitélio associado ao
foliculo que recobre as PP, utilizam de pinocitose, macropinocitose e endocitose
mediada por receptores especificos para transporte de diminutas particulas
sollveis a bactérias intactas, que interagem com DCs que anatomicamente estao
dispostas sob o epitélio, na cupula subepitelial do tecido linféide ou na lamina
propria (LP) das vilosidades (KNOOP; MILLER; NEWBERRY, 2013).

O conjunto de antigenos que sao parcialmente degradados, interagem com as
DCs, que capturam as particulas por meio de seus prolongamentos vilosos e
migram para os linfonodos mesentéricos, gracas a facilitacéo do receptor fetal (Fc)
e sdo transportados por vesiculas bidirecionais de imunoglobulina G (IgG) ou
complexos de antigenos induzindo as possiveis diferenciacées (JAENSSON et
al., 2008; UNTERSMAYR et al., 2005). Essa classe celular (DCs) induzem de
maneira expressiva a producao de imunoglobulina A (IgA), um tipo de anticorpo
secretado de forma abundante no Iimen intestinal. Esse anticorpo € sintetizado
em resposta a uma grande variabilidade de antigenos que realizam a transcitose
via células M em condi¢cbes homeostaticas (KOBAYASHI et al., 2019; MABBOTT
et al., 2013; MACPHERSON et al., 2008).

Mcdole et al., (2012), investigaram, uma nova rota de transporte dos antigenos
no intestino delgado e observaram a complexa cascata de eventos relacionadas
a transcitose de pequenos antigenos soluveis, derivados da porc¢ao dietética diaria
na via GAPs e a manifestacéo eficiente de respostas de células T reguladores
(TRegs).

As TRegs sao conhecidas como mediadoras de supressao, gracas a acao do
ambiente tolerogénico intestinal (HARRISON; POWRIE, 2013; JAENSSON et al.,
2008). Sao classificadas dentro do sistema imune adaptativo, como células CD4+
(T-Helper) e atuam limitando a ativacdo excessiva dos linfocitos T, reduzindo
expressivamente a producao de citocinas pro inflamatorias expressando TGF-3 e
interferon gama (IFN-y) que exercem fungdes regulatérias e fazem a supressao
de células Thl, mas ndo Th2 (CHEN et al., 2009; WHITESIDE, 2012). Dessa

maneira, as respostas a antigenos tolerantes no trato gastrointestinal, séo
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principalmente de um perfil Th2 e Th3, com producéo de TGFB (JABRI; ABADIE,
2015; WHITESIDE, 2012).

Morfologicamente, o epitélio intestinal é caracterizado como uma barreira
extensa, bastante permeavel e seletiva, permitindo a passagem de ions, agua,
soluto e diminutas moléculas. Essa caracteristica, impede a passagem de maneira
passiva de proteinas de maiores densidades para a lamina prépria (NESI;
FRANCO; CAPEL, 2020), principalmente pela acao das proteinas de adesao do
tipo claudinas que impedem a passagem de moléculas maiores que quatro
angstroms. Porém, a via paracelular pode ser ativada quando poros de maiores
diametros se fundem em razdo da expressdo de diferentes tipos de proteinas
claudinas, permitindo o infiltrado de macromoléculas de carboidratos e proteinas
pelo epitélio basal até a lamina propria. Os antigenos que realizam a transcitose
via paracelular, sdo capturados pelas células dendriticas residentes na lamina
prépria iniciando as respostas pela acdo direta da Tregs (KNOOP; MILLER;
NEWBERRY, 2013; TURNER, 2009).

As DCs sdo células cujas as principais funcbes sdo a fagocitose e a
apresentacao de antigenos versateis e potentes, atingindo excelente capacidade
migratoria para dar partida a respostas imunes do tipo inflamatorias e
tolerogénicas protetoras ao organismo através da expressao de altos niveis de
complexo principal de histocompatibilidade classe || (MHC-II) aos linfécitos TCD4+
(helper). E ativada pela detecgéo de sinais ambientais, através de receptores de
reconhecimento de padrbes intracelulares e receptores de superficie
(TAKENAKA; QUINTANA, 2017; WORBS; HAMMERSCHMIDT; FORSTER,
2017). Ao longo do intestino delgado, duas populagdes distintas de DCs colonizam
o ambiente: DC103+ que recebem particulas antigénicas das GAPs e estdo mais
relacionadas a tolerancia e as DC11+ que através de projecdes dendriticas
transepiteliais, sdo capazes de realizarem a captura de antigenos através do
epitélio intestinal e realizar a sua apresentacdo para as células TRegs com
extenso potencial inflamatério (MCDOLE et al., 2012; SATITSUKSANOA et al.,
2018; SUTTI et al., 2015).

Em assisténcia ao GALT, os linfonodos mesentéricos (MLN), sdo as maiores
estruturas participantes do complexo linfonodos do organismo (PABST; MOWAT,

2012). Induzem primariamente as respostas imunologicas adaptativas inatas,
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juntamente com os linfocitos intraepiteliais (IELS), que sdo de grande maioria
células CD8+ e expressam sistematicamente receptor a8, adquiridos ao longo do
mecanismo da tolerancia oral (FARIA; WEINER, 2005; JABRI; ABADIE, 2015;
PABST; MOWAT, 2012).

Desse modo, as respostas bioquimicas e imunoldgicas celulares sao ativadas
no trato gastrointestinal, com maior evidéncia no intestino delgado, apos o contato
de antigenos provindo de agentes dietéticos e o organismo pode inclusive, realizar
modificagdes e organizac¢des estruturais da mucosa intestinal e também do tecido
linféide que esté interligada a essa mucosa (DA SILVA MENEZES et al., 2003).
Contudo, as consequéncias causadas pela acéo proteica ao organismo, ndo se
restringe somente a mucosa intestinal. Esse conjunto de eventos, oferece

repercussoes de maneira sistematizada ao organismo.

2.6.2 —Inducédo da TO:

Alguns fatores estdo diretamente ligados ao sucesso ou ao fracasso do
processo tolerogénico. A literatura traz principalmente fatores como: natureza,
dose antigénica, tipo de ingestao (voluntaria ou por gavagem) e idade cronoldgica
animal (FARIA et al., 1998; FARIA; WEINER, 1999; STROBEL; MOWAT, 1998).

Quanto a natureza antigénica frente ao processo de tolerancia Strobel e Mowat
1998, descrevem que todos os antigenos sollveis sdo de classificagdo timo-
dependentes e consequentemente, sdo capazes de induzirem a TO. A dosagem,
assim como a forma de ingestéo torna-se importante pelo fato de que o consumo
voluntario de doses consecutivas ocorre no padrdo dietético normal. Dessa
maneira, esse processo torna-se mais eficaz frente a gavagem, provavelmente
pelo contato intrinseco do antigeno a regides linféides das tonsilas palatinas
durante a degluticdo (FARIA; WEINER, 1999). Por fim, Vaz et al., (1997), reportam
gue o processo de TO em camundongos neonatos e/ou senis é mais dificilmente
alcancado, o que veio a ser confirmado mais tardiamente por Faria e Weiner,
1999.

Pabst e Mowat em 2012, defendem a importancia de diferenciar os efeitos da
tolerancia a bactérias e a tolerancia as proteinas alimentares, uma vez que, ambos

processos tolerogénicos estdo relacionados a absorcdo no TGI. Os autores

46



descrevem que enquanto a tolerancia a proteina alimentar resulta em
repercussoes locais e sistémicas, a tolerancia a bactérias comensais, ndo chegam

a realizarem interferéncias sistémicas.

2.6.3 — Mecanismos de TO:

Diversas linhas de pesquisas aparecem empenhadas em esclarecer fielmente
0s mecanismos envolvidos na cinética da TO. A dosagem antigénica ofertada ao
sistema imunoldgico é considerada um dos principais mecanismos envolvidos
(CHEN; WEINER, 1996; COMMINS, 2015; MOWAT, 2003). Nesse aspecto,
menores doses estdo relacionadas com a ativacdo de TRegs, induzindo uma
supressdo da resposta imune através de citocinas secretadas e ligadas a
superficie celular como IL4, IL10 e TGFB. Ao passo que doses mais elevadas
favorecem mecanismos que resultam na diminuicdo ou inexisténcia de reacfes
de defesa (anergia) e dele¢cédo clonal (FIGURA 11) (FARIA; WEINER, 2005;
FRIEDMAN; WEINER, 1994; TORDESILLAS; BERIN, 2018). Entretanto, vale
ressaltar que esses mecanismos nao sao Unicos, principalmente quando se trata
de dosagens maiores (COMMINS, 2015).

47



ANTIGENC DOSE DEPENDENTE

- * :..

BAIXAS DOSES ALTAS DOSES

ANERGIA, DELECED CLOMAL

! }
INEXATIDAD MA

SINAP.SE APOPTOSE
INMLIMOLOGICA

ATIVACEO DE TREGs

!
IL4, 1L10, TGF

FIGURA 11: Mecanismos de tolerancia imunolégica. Antigeno proveniente da dieta, torna-se
dose dependente para inducdo da tolerancia. Baixas doses ingeridas estdo relacionadas com
ativacdo de TRegs, secrecao de acido retindico, TGF. Altas doses ingeridas estao relacionadas
com anergia e delecdo clonal. Fonte: O préprio autor. Imagens: obtidas através do site

https://smart.servier.com.

Mucida et al., (2007), concluiram que DCs presentes ao longo do intestino
delgado, em contato com baixas doses de antigenos, acionam TRegs em uma
via de mao dupla com a producao de acido retindico que juntamente com o TGF3
induzem a diferenciacdo de células T virgens em células TRegs, inibindo
respostas inflamatorias de outras células T, confirmando a hip6tese de que todas
as classes de TRegs podem ser induzidas e em resultado, ativadas por
antigenos provenientes da dieta oral (CHEN et al., 1994, COMMINS, 2015;
TSUJI ; MIZUMACHI ; KURISAKI, 2001).

A anergia que se relaciona com as células TRegs € o mecanismo pelo qual a
tolerancia resulta em linfécitos auto reativos, induzindo a TO por altas doses
antigénica (BUENO; PACHECO-SILVA, 1999; MAYER; SHAO, 2004). As células
T tolerizadas, agregam-se as APCs, na cinética natural, porém, apresentam
inexatiddo na formacédo das sinapses imunoldgicas, diminuindo a secre¢do de
IL-2 e consequentemente a proliferacédo celular (ISE et al., 2005; MIRENDA et
al., 2005).
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Similar a anergia, a delecéo clonal ocorre também quando as concentracdes
antigénicas se encontram altas e as mesmas dirigem especificamente para as
células T, induzindo apoptose de linfocitos (FARIA; WEINER, 2005).

Cabe ressaltar, que a inducdo da TO ndo é restrita apenas a componentes
pertencentes ao TGI, podendo ser induzida por outras vias como por exemplo a
pele e vias aéreas (BROERE et al., 2008; DUNKIN; BERIN; MAYER, 2011;
KELLER et al., 2006; VAN DEN BERG et al., 2010).

2.6.4 - Adjuvantes:

Desde a década de 20, estudos demonstram que a associacdo de adjuvantes
como o Hidroxido de Aluminio (AI(OH)3) a antigenos, gera consideraveis
amplificacGes da producédo de anticorpos (MAYER ; SHAO, 2004).

Um dos mecanismos que resultam nessa expansao em decorréncia dos efeitos
associativos dos adjuvantes, estdo intrinsecamente correlacionados com a
maturacdo e migracdo de APCs frente a suas funcdes imunolégicas de
apresentacao de antigenos para ativacao de linfocitos T, com posterior conducéo
antigénica em direcdo aos linfonodos pela drenagem linfatica aumentando a
producao pelos linfocitos B. Outro mecanismo proposto é a formacao de depdsitos
protetivos em que o adjuvante “encoberta” o antigeno de diluigdo, degradagao e
eliminagdo instantdnea pelo organismo, resultando em maiores niveis de
producao de anticorpos (MCKEE et al., 2005).

Adjuvantes em associagcdo com antigenos protéicos dentro dos efeitos
sistémicos da TO, mostraram-se promissores em experimentos com reparo de
feridas incisionais na pele de camundongos tolerizados com ovalbumina (OVA) e
posteriormente imunizados com OVA+AI(OH)s por via parenteral imediatamente
antes da lesdo. Os resultados apontaram diminui¢do do processo inflamatorio na
area da lesé@o e melhora da deposicao de colageno, tornando-o mais préximo da
pele intacta (COSTA et al., 2016). Usando um formato distinto de antigeno
proteico, Cantaruti et al., 2017 utilizaram a proteina zeina, para tolerizar
camundongos machos, associada também ao adjuvante Al(OH)s3, em um modelo

de feridas excisionais no dorso animal. Os resultados apontaram melhora na
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cicatrizacdo da pele, aumento do nimero de leucocitos ativos, bem como aumento

significativo de linfocitos T.

2.6.5 — Efeitos Indiretos:

Classicamente, dentro dos estudos imunoldgicos referente a TO, ela é
classificada como evento especifico, onde a resposta a ingestao de determinado
antigeno, suprime a sintese de anticorpos apenas para o antigeno em questédo e
nao interfere na cinética tolerogénica de antigenos adversos (STROBEL;
MOWAT, 1998).

Entretanto, os estudos de Carvalho et al.,, de 1994 e 1997, afirmam que ao
injetar uma proteina via parenteral em animais tolerantes, associado ao adjuvante,
a resposta obtida € a reducdo da responsividade imunolégica também para
proteinas distintas ofertadas simultaneamente. Esses episddios sé&o
classicamente chamados de efeitos indiretos da tolerancia oral (CARVALHO;
VERDOLIN; VAZ, 1997).

A supressao imunologica para antigenos ndo especificos mantém correlagéo
intima com a proteina que foi previamente tolerada e essa situacdo se da com
uma apresentacdo antigénica 72h antes do outro antigeno, por vias de
apresentacoes distintas e o resultado imunizante permanece secundariamente,
mesmo sem o antigeno tolerado, isso se, a imunizacdo primaria for realizada na
presenca prévia do antigeno tolerado (CARVALHO et al.,, 1994; CARVALHO;
VAZ, 1996; CARVALHO; VERDOLIN; VAZ, 1997).

Clinicamente, a tolerancia oral pode auxiliar na prevencdo de alergias e
doencas autoimunes, reduzindo de maneira sistémica os processos inflamatérios
recrutando e ativando células do sistema imune e citocinas especificas (FARIA;
WEINER, 2006; HOSTMANN et al., 2015).

No estudo de Baek et al., (2017), foi demonstrado que a tolerancia oral pode
prevenir dermatites atopicas. O mesmo fenbmeno foi demonstrado de forma
experimental em humanos, quando HOSTMANN et al., (2015) usou uma proteina

por via oral, apds os voluntarios terem sido previamente sensibilizados.

Varios estudos apontam a efetiva e concisa interferéncia dos efeitos indiretos

da TO, na cinética inflamatéria e reparo em diversos tecidos estudados. No

50



trabalho de Rodrigues et al., (2006), foi observado que a injecdo de OVA em
animais previamente tolerados pela mesma proteina, bloqueia a cinética
migratéria de células para locais com presenca de sinais flogisticos. Rodrigues et
al., (2006), observaram que a injecdo concomitante de OVA e hemoglobina em
animais tolerantes a OVA, impediu a peritonite e a producéo de eosinofilos pela
medula ¢6ssea. Mais tarde, Costa et al.,, (2011), avaliaram a cinética anti-
inflamatdria no reparo de les@es incisionais na pele do dorso de camundongos
tolerantes a OVA, e imunizados com OVA+AI(OH)s. Observaram redugao do
tecido de granulacdo e de miofibroblastos além da similaridade das fibras de
colageno | e lll com a pele intacta. E em um elegante estudo de Cantaruti et al.,
(2017), foi utilizado como antigeno a proteina zeina associada ao adjuvante
Al(OH)s em feridas excisionais no dorso de camundongos machos. Concluiram
gue a administracdo da proteina zeina reduz a infiltracdo leucocitaria e aumenta
0 numero de células T e a expressao do fator de crescimento transformador — B3
na epiderme recém-formada, resultando na reducgéo de cicatrizes cutaneas.

Esse conjunto de resultados, sugerem que os efeitos indiretos da tolerancia oral
desencadeada pela injecdo parenteral de componentes dietéticos regulares
ocorrem de forma sistematica e podem ser explorados como uma forma
alternativa de promover a cicatrizacao de feridas.

Os importantes eventos inflamatérios durante as fases de reparo ésseo para o
sucesso da acao, abrem lacunas e questionamentos em relacao a (s) hipétese (s)
da (s) interferéncia (s) dos efeitos sistémicos da TO especificamente nesse tecido.
Até o presente momento, ndo ha relatos da correlacéo entre os efeitos sistémicos
da TO frente ao tecido 6sseo. Elaboramos este estudo, em funcao da necessidade
social em ter aceso a terapias efetivas no tratamento de lesbes Osseas

principalmente no que se diz respeito a terapias dietéticas.
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3 OBETIVOS:
3.1 - Objetivo Geral:
Avaliar os efeitos sistémicos da tolerancia oral induzida ap6s imunizagéo i.p.
por zeina no processo de remodelamento 6sseo tardio em tibias de ratos Wistar
machos pos defeito 6sseo nao-critico induzido.

3.2 - Objetivos Especificos:

L)

o,

» Avaliar histomorfometricamente os efeitos da tolerancia oral no reparo 0sseo

28 e 45 dias ap0s realizacdo de defeito 6sseo nao critico.

% Quantificar a espessura de osso neoformado, nimero de ostedcitos por campo

e a formacéo trabecular na medula 6ssea no 28° e 45° dia pos-defeito.

« Analisar os efeitos da tolerancia oral nas propriedades mecéanicas dos 0Ss0s

osteotomizados.

% Auvaliar a mineralizacéo do tecido 6ésseo reparado aos 28 e 45 dias pés-defeito.
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4. MATERIAL E METODOS:

4.1 - Animais e ética experimental:

Foram utilizados 120 ratos machos da raca Rattus Norvegicus Albinus, da
variedade Wistar com 12 semanas de idade, obtidos com 3 semanas de vida do
Biotério Central da Universidade Federal de S&o Jodo del Rei (UFSJ),
transportados em gaiolas beira mar (3 animais por gaiola) em carro particular, com
controle de temperatura para o Centro de Bioterismo do Campus Dom Bosco da
UFSJ. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de ética na utilizacdo de animais
(CEUA) da UFSJ sob numero de protocolo 9802240321 (ANEXO ).

4.2 - Alojamento e alimentagéo:

No biotério setorial de animais em experimentacado, os animais foram mantidos
em gaiolas coletivas, ambiente calmo (FIGURA 12) e em condi¢cdes de
temperatura controladas através de termémetro digital Wester®, que foi acionado
a partir do décimo dia experimental e manteve-se média geral de 20,53°C = DP
1,13° (FIGURA 13) e ciclo 12h (claro/escuro), e se alimentaram integralmente com
racao padrao para ratos (Nuvilab CR-1, Nuvital Nutrientes S/A, Sao Paulo, Brasil)
e agua ad libitum.

Todos os procedimentos seguiram as recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e o International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals (CIOMS, 1985).
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FIGURA 12: Alojamento das gaiolas no biotério setorial. Ambiente calmo, higienizado

frequentemente, com monitoramento de temperatura (°C) e ciclo de 12 h (claro/escuro). As gaiolas

eram reposicionadas de forma aleatdria 3 vezes por semana objetivando manter a maior

linearidade amostral. Fonte: O proprio autor.

Temperatura
(C°)
3

16 T T T T T T T 1

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias Experimentais

FIGURA 13: Monitoramento da temperatura ambiente. Média geral de 20,53°C DP+ 1,13°.
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Uma caracteristica fisiol6gica importante dos roedores € a homeotermia, ou
seja, controlam a temperatura corporal independentemente da variacao
térmica do ambiente, influenciando de maneira direta na sua taxa metabdlica
basal (POLITI et al., 2008). Variacbes bruscas de temperaturas podem
desencadear estresse e quadros susceptiveis a varios tipos de infec¢des
respiratorias (BALCOMBE, 2006; MIRANDA et al., 2017).

A partir dessa caracteristica fisiolégica, somada a chegada da intensa
frente fria na macrorregido do Campos das Vertentes no periodo
experimental, foi instalado aquecedor ambiente, no trigésimo quarto dia,
estabilizando a temperatura em torno de 22°C objetivando evitar constricdes
capilares superficiais, piloerecdo, postura enrodilhada e todos os demais
fatores que poderiam impactar no bem-estar animal e no processo de reparo

6sseo a ser analisado nesse estudo.

4.3 - Bem-estar animal:

O isolamento de animais de habitos sociaveis associado a protocolos
experimentais também pode ser considerado um fator significativo de estresse
moderado perante todo o percurso experimental (RASMUSSEN et al., 2020).

Objetivando minimizar ao maximo os fatores correlacionados a diminuicéao
da qualidade de vida animal, oferecemos para todos 0s grupos experimentais
0 enriquecimento ambiental. Foi colocado no interior de cada gaiola, materiais
como tubos de plastico PVC, rolos de papéis higiénicos, rolhas inteiricas da
prépria racdo e tampas de garrafas pet (FIGURA 14), uma oportunidade dos
animais do estudo demonstrarem seus comportamentos naturais (OLSSON;
DAHLBORN, 2002). Isso nos possibilita uma maior confiabilidade dos dados
obtidos uma vez que a replicabilidade do habitat natural dos roedores esta
sendo padronizada nos grupos. Vale ressaltar que animais criados em
ambientes enriquecidos apresentam uma menor taxa de alteracdes
comportamentais e fisiolégicas causadas por variacdes que podem ocorrem

no interior do biotério e durante 0 manejo experimental (GARNER, 2005).

55



FIGURA 14: Materiais utilizados para enriquecimento ambiental. A) Imagem representativa
de tubo de PVC adaptado. B) Imagem representativa da interacdo dos animais com o material.

Fonte: O préprio autor.

4.4- Delineamento experimental para utilizagdo dos animais:

Dos 120 animais utilizados, 48 ratos foram destinados para analises
histomorfométricas (8 animais para cada grupo experimental para ambos
periodos de tempo) (QUADRO 1) e 72 ratos para 0s ensaios biomecéanicos (12
animais para cada grupo experimental para ambos periodos de tempo)
(QUADRO 2).

56



Quadro 1: Delineamento para analises histolégicas (N = 48 para ambos tempos

experimentais).

HISTOLOGIA (N=48)
Tempo
experimental Zeina Al(OH)3 Salina
28 dias 8 animais 8 animais 8 animais
45 dias 8 animais 8 animais 8 animais
Subtotal 16 animais 16 animais 16 animais
Total 48 animais

Quadro 2: Delineamento para analises biomecénicas (N= 72 para ambos tempos

experimentais).

ENSAIO MECANICO E DMO (N= 72)

Tempo
experimental Zeina Al(OH)3 Salina
28 dias 12 animais 12 animais 12 animais
45 dias 12 animais 12 animais 12 animais
Subtotal 24 animais 24 animais 24 animais
Total 72 animais
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4.5 - Inducéo datolerancia oral a proteina Zeina:

A racdo NUVILAB fornecida para a alimentacdo dos animais, continha a
proteina zeina em sua composi¢ao base e todo niumero experimental consumiu a
formula de forma padronizada. Imediatamente antes do procedimento de
osteotomia das tibias direitas, os animais foram divididos em trés grupos
experimentais e imunizados via i.p. com a proteina zeina diluida no adjuvante
Al(OH)z (0,50 ml de 60ug zeina acrescido 9,6 mg de Al(OH)3s) somente com o
diluente AI(OH)s (9,6 mg) e finalmente com uma soluc¢do fisiolégica isotdnica de
NaCl 0,9% em &agua destilada (solugéo salina) (9,6 mg). Os grupos de trabalhos e
a dosagem oferecida a cada animal experimental, foram configurados da seguinte
forma: (FIGURA 15).

1
0,50 mi= B0ug
o FEIMA + 5,6 mg
| i de ANCH]) 2

S Nl 9,8 mg de AOH) ;
@ '

3,6 mg de solucdo
SALINA

FIGURA 15: Grupos experimentais trabalhados e respectivas doses de imunizagdes via
intraperitoneal. Grupo zeina, grupo Al(OH)s e grupo salina. Fonte: O préprio autor. Imagens

obtidas através do site https://biorender.com.

As eutanasias ocorreram 28 e 45 dias p6s procedimento cirdrgico como
demonstrado na FIGURA 16.
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FIGURA 16: Delineamento dos periodos experimentais. 21 dias: Recebimentos dos animais no
Centro de Bioterismo da UFSJ. 84 dias: Imunizacao via i.p. + osteotomia das tibias direitas. 112
dias: eutanasia do grupo experimental de 28 dias (p6s defeito). 129 dias: eutanasia do grupo
experimental de 45 dias (pés defeito). Fonte: O préprio autor. Imagens obtidas através do site

https://biorender.com.

4.6— Osteotomia da Tibia direita (Defeito 6sseo):

Momentos apés a imunizacgao foi iniciado o protocolo cirargico. Todos animais
foram anestesiados com uma associacao farmacoldgica de Xilazina (0,10mg/kg)
e Ketamina (0,10mg/kg) via i.p. (FIGURA 17 A), e monitorados de maneira
constante a funcao respiratéria para evitar depressao acentuada.

Posteriormente, realizamos a tricotomia e assepsia da regiao cirargica com
solucéo antisséptica de lodopovidine (FIGURA 17 B).

Para o procedimento incisional, os animais foram mantidos na posi¢ao supina,
com o membro posterior direito em rotagdo externa de quadril e triplice flexao
(quadril/joelho/tornozelo). Em seguida, foi determinado o terco médio da tibia
direita. Marcada a linha média, foi realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 1 cm e afastamento da pele para posicionamento com auxilio
de afastadores (FIGURA 17 C).
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Com 0 0sso0 exposto, realizou-se a osteotomia parcial de aproximadamente 2,0
mm de profundidade com 2,0 mm de diametro utilizando-se uma broca Trefina
cilindrica cortante (0,34 mm (PM 699, Jet® Carbide Burs), acoplada a um motor
de baixa rotacdo (MicroMotor 210/ 105L, Strong®), usado na Odontologia,
(FIGURA 17 D/E/F). Esse procedimento foi realizado com irrigacdo constante de
soro fisiolégico estéril para neutralizar o aguecimento do 0sso na area de corte
(FIGURA 17 D). Apos produzido o defeito 6sseo, suturou-se com fio nao
absorvivel - Nylon 4.0 (FIGURA 20G).

Ao término dos procedimentos cirargicos, todos 0s animais receberam injecéo
subcutédnea do antibiotico enrofloxacina diluido em solucdo salina de NacCl
(0,2ml/animal). Ainda para evitar proliferacdo bacteriana e possiveis quadros
infecciosos, os animais receberam por trés dias 5ml/0,5L de enrofloxacina na 4gua
dos bebedouros. Foi administrado também, durante trés dias, uma gota de
analgésico (dipirona) /animal/dia (FIGURA 17 H). Todos os procedimentos foram
baseados em trabalhos como: (ANDRADE et al., 2017; DAYNA et al., 2010).
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FIGURA 17: Etapas dos procedimentos pré e pés cirargicos. A) Anestesia; B) Tricotomia; C)
Incisdo longitudinal de aproximadamente 1 cm na pele, na regido do terco médio da tibia direita;
D) Realizagdo da osteotomia parcial logo abaixo da tuberosidade da tibia, de aproximadamente 2
mm, com irrigacdo constante de soro fisiologico estéril; E) Verificagdo completa da osteotomia; F)
Avaliacdo do comprimento do fragmento 0sseo; G) Sutura da pele com fio Nylon 0.4; H)
Administracdo de analgésico durante trés dias consecutivos pés procedimentos cirargicos. Fonte:

O préprio autor.

Nos dias subsequentes aos procedimentos cirdrgicos, 0Ss animais
experimentais foram avaliados quanto a variaveis ganho de peso, ingestédo
de racdo, analise da marcha e comportamento social, objetivando evitar
perdas do numero de amostras e diminuicdo ao maximo de sofrimento
animal.

Apés a eutanasia e a dissecacao estrutural das amostras bioldgicas, todo
material foi pesado em balanca de precisdo marte® e as tibias foram medidas em
comprimento e didmetro com auxilio do paquimetro analégico ZAAS-PAQ6®. As
tibias também foram fotografadas por aparelho celular Iphone X, 458 megapixels
(PPI), a uma altura de aproximadamente 20 cm (FIGURA 18).
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FIGURA 18: Imagem fotogréfica representativa da tibia direita de rato wistar apés eutanasia.

Area da les&o apontada pela seta preta. Fonte: O proprio autor.

O conjunto de materiais destinados para o exame de densitometria 6ssea
(DMO) e ensaios biomecanicos foram envoltas em gaze cirtrgicas, embebidas em
solucéo salina e congeladas em -20°C para manter hidratacdo e as caracteristicas
biomecanicas do tecido (HOYER; LIPPERT, 1982). O material destinado para
analises histolbgicas, seguiu 0s processos a seguir:

4.7 — Processamento Histolégico:

Imediatamente apos fotografias, todo material foi submetido ao processo de
fixac&o por formalina de millong modificada pH 7.2 por 24 horas. Esse processo
visa impedir a liberacdo e acdo de enzimas liticas (autdlise) prevenindo a perda
de tecido e/ou biomoléculas de interesse (WEBSTER et al., 2009).

4.7.1 - Descalcificacao 0ssea por acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA):

Foi utilizado 200 g de EDTA sal dissddico (Synth® acido P.A.), formula quimica
Ci10H14N20sNa2.2H20 massa molar 372,24 g/mol, dissolvido em 1,5 litro de agua

deionizada aquecida com auxilio de um agitador acoplado em um aquecedor
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eletromagnético (THELGA®) até 50 °C, com auxilio de um term6émetro analdgico
(INCOTERM L-054/07®). O pH foi corrigido para 7,2. Apés correcao, o volume foi
completado para um total de 2 litros, utilizando a mesma agua deionizada inicial.

Todo material foi submerso na solugéo quelante e o contetdo liquido foi trocado
a cada 3 dias (segundas, quartas e sextas feiras) durante os primeiros 45 dias.
Apos esse periodo, as epifises proximais foram removidas e o material foi
novamente submerso a solugcdo por mais 27 dias, totalizando 72 dias até a
completa descalcificagdo. Utilizamos uma agulha para seringa descartavel (20 x
0,55) para classificacdo da acdo do descalcificador. Apo6s a descalcificacdo
completa, todo material foi lavado em agua deionizada para completa remocao do
EDTA.

4.7.2 — Inclusdo, microtomia e coloracao:

Com o material totalmente descalcificado, lavado e parcialmente seco em papel
toalha, foi feita a desidratacdo em alcool etilico em concentracdes crescentes por
30 minutos cada (70%, 80%, 90%, e 100%). Subsequentemente a diafanizacéo
em 3 banhos de xilol por 20 minutos cada, infiltracdo em 3 banhos de parafina +
xilol em 60°C (em estufa) por 1 hora e inclusdo dos fragmentos em parafina virgem
(60°C) no plano transversal.

Os blocos de parafina foram seccionados em cortes seriados de 5 ym partindo
da borda seccionada da lesdo em direcao ao lado oposto. Em seguida foi realizada

a coloracdo H&E e Tricbmico de Gomori.

4.7.3 - Anédlise morfométrica em microscopia de luz:

As analises morfométrica foram realizadas com auxilio do microscoépio 6ptico
comum (Olympus BX51®) acoplado ao sistema de aquisicdo de imagens
MOTICAM 2000® (2.0 Mpixel) e as mensuracdes para analises quantitativas

foram realizadas por meio do software ImageJ® (https://imagej.nih.gov/ij).

Foram realizadas as seguintes analises:
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e Analises qualitativas, realizadas através de um escore elaborado, utilizando os
parametros definidos no QUADRO 3.

e Contagem de ostedcitos por area pela objetiva de 40x. Foram obtidas 10

imagens de campos aleatérios na area do defeito, padronizados conforme

(FIGURA 19). Posteriormente, calculada a média do nUmero de ostedcitos por

campo, com divisdo pela area total do campo analisado, obtendo o resultado

da densidade de ostedcitos / ym por campo.

e Mensuragdo da é&rea trabecular formada na regido da medula durante os

respectivos periodos experimentais.

e Mensuracdo da espessura do osso neoformado durante o0s respectivos

periodos experimentais.

Quadro 3: Legendado score patolégico paracomparacédo do reparo das lesdes dsseas entre

0S grupos experimentais:

SCORE TECIDO INFILTRADO TECIDO INFILTRADO
DO OSSEO TRABECULAR CONJUNTIVO INFLAMATORIO
REPARO | NEOFORMADO
- Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
+ Minimo Minima Minimo Minimo
++ Pouco Poucas Pouco Pouco
+++ Médio Médias Médio Médio
++++ Elevado Elevadas Elevado Elevado
+++++ Regenerado | Exacerbado Exacerbado Exacerbado
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FIGURA 19: Padronizacéo de &reas para a contagem de ostedcitos. Corte transversal de tibia

de rato Wistar na regiéo do reparo de defeito dsseo corado em H&E. Fonte: O préprio autor.

Para elaboracdo das pranchas histologicas, realizamos scanner digital das
laminas representativas de cada grupo em ambos periodos experimentais, com
apoio e colaboracéo da professora Dr.2 Claudia Rocha Carvalho (UFMG/UFSJ) e
o Centro de Aquisi¢cdo e Processamento de Imagens da Universidade Federal de
Minas Gerais (CAPI/UFMG). Posteriormente, as imagens em seus respectivos
aumentos, foram capturadas através do software de microscopia digital
3DHistech® (https://www.3dhistech.com/).
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4.8 — Analises Mecanicas Osseas:

4.8.1. Densitometria Mineral Ossea (DMO):

Cerca de 24hs antes das andlises experimentais, o material que permanecia
congelado foi transferido para refrigerador convencional (10°C) para degelo
gradual, preservando as caracteristicas fisiologicas do tecido. Posteriormente,
todo material foi deixado por 2 horas (média) em temperatura ambiente para que
pudessem entrar em equilibrio térmico com o meio (HOLANDA; VOLPON;
SHIMANO, 1999).

As analises densitométricas e mecanicas foram realizadas no Laboratério de
Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sédo Paulo (FMRP-USP) em colaboracdo com o professor Dr. Antbnio Carlos
Shimano.

A densitometria foi realizada por meio de um densitdbmetro de dupla emisséo de
raios X (Lunar®, modelo DPX-IQ, USA) (FIGURA 20 A). As tibias direitas foram
acomodadas com o defeito 6sseo voltado para cima e imersas sob profundidade
de 2 cm de solucdo salina em um recipiente plastico (FIGURA 20 B). Para
estabilizar o posicionamento durante o exame, as tibias foram fixadas com cera
ortodontica em sua extremidade distal de modo que as incidéncias dos raios-X
foram padronizadas no sentido medial-lateral.
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FIGURA 20: Analise de Densitometria Ossea. A) Densitdmetro de dupla emissdo de raios X
(Lunar®, modelo DPX-IQ, USA). B) Tibias acomodadas em recipiente plastico e cobertas por 2 cm

de solugao salina. Fonte: O proprio autor.

Usando a ferramenta de sele¢cdo manual, os ossos foram demarcados na regido
de interesse do objeto (ROI), exatamente ao ponto do defeito (FIGURA 21 A), com
area padronizada de 0,074 cm?, colhendo as informacdes de contetido mineral
6sseo/g (CMO) e densidade mineral éssea/g cm? (DMO) (FIGURA 21 B). Todo

protocolo foi realizado conforme Yanagihara et al., (2015).
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FIGURA 21: Interface do software Lunar® utilizado para a densitometria mineral dssea. A)
Regido de interesse (ROI) apontada pela seta vermelha. B) Dados obtidos por meio da analise do

ROI. Fonte: O préprio autor.

4.8.2 — Ensaio de flexdo em trés pontos do tipo cisalhamento:
As tibias direitas (defeito), foram encaminhadas para o ensaio de cisalhamento.

O cisalhamento ocorre quando duas forcas atuam de forma paralelas uma a outra,
porém, em linhas distintas (FIGURA 22) (COLE; VAN DER MEULEN, 2020).
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FIGURA 22: Representacdo esquematica da forca de cisalhamento agindo de forma
paralelas em um corpo de prova, porém em linhas distintas. Fonte: Proprio autor.

Para realizacdo desse experimento, as tibias que permaneceram hidratadas
em solucdo salina, foram incluidas em sua extremidade distal em resina acrilica
polimetilmetacrilato, utilizando pé polimero metil etil metacrilato (AutoCril®, Brasil)
e liguido monémero metil metacrilato autopolimerizante (Jet®, Brasil) (FIGURA 23
A). A inclusdo do material fornece suporte e apoio para a fixacdo na morsa de
bancada, presa na maquina universal de ensaios (SHIMANO; VOLPON, 2009;
SHIMANO et al., 2014). Logo apds, com auxilio de uma lixadeira elétrica,
espiculas adjacentes foram removidas, objetivando a padronizacdo e o melhor
encaixe na morsa (FIGURA 23 B). Novamente, a parte proximal dos agora corpo
de prova, foram enovelados em gaze e umedecidos com solugéo salina (FIGURA
23 C).
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FIGURA 23: Incluséo das tibias direitas (defeito) em resina acrilica de polimetilmetacrilato
para ensaio mecanico de flexdo em trés pontos do tipo cisalhamento. A) Posicionamento das
tibias de forma padronizada. B) Uso de lixadeira elétrica para polimento das regifes espiculares
da resina. C) Resina seca e extremidade proximal das tibias envoltas em gazes embebidas com

solugéo salina para manutengéo da hidratagcdo 6ssea. Fonte: O proprio autor.

Para o ensaio quase estatico de flexdo em trés pontos do tipo cisalhamento, foi
utilizada a Maquina Universal de Ensaios (EMIC®, Modelo DL 10.000, Brasil), com
uma célula de carga com capacidade de 500 N. As tibias foram fixadas pela
extremidade distal na morsa (FIGURA 24 A/D) e a aplicacao da forc¢a foi realizada
na extremidade proximal, distante 8 mm do centro do defeito (FIGURA 24 B). O
ponto de apoio foi posicionado na regido central do defeito, do lado oposto, de
modo que o defeito ficasse voltado para cima (FIGURA 24 C). A forca foi aplicada
na extremidade proximal da tibia, no sentido medial-lateral, com velocidade de 5
mm/min, fazendo com que a face externa do defeito fosse submetida a um
carregamento de tracdo. O tempo de acomodacao foi de 30 s com pré-carga de
10 N.
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FIGURA 24: Tibia incluida em Resina Acrilica Autopolimerizavel posicionada para o ensaio
biomecénico de cisalhamento, no aparelho EMIC, modelo DL/1000. A) Fixacdo na morsa. B)
Acessorio de aplicagéo de for¢a. C) Suporte de apoio. D) Extremidade distal da tibia incluida em

resina acrilica. Fonte: O proéprio autor.

Foi utilizado o programa Tesc® (versao 13.0, EMIC®, Brasil) utilizado para
coletar valores numéricos (FIGURA 25) e gerar graficos de forca versus
deformacédo para cada ensaio e obter as propriedades mecanicas de forca
maxima (N), rigidez relativa (N/mm) e deformacéo (mm) (FIGURA 26).
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FIGURA 25: Relatério numérico do ensaio de flexdo em trés pontos do tipi cisalhamento.

Tibias direitas (defeito), grupo Al(OH)s. N=12.
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FIGURA 26: Relatério grafico do ensaio de flexdo em trés pontos do tipo cisalhamento.

Tibias direitas (defeito), grupo Al(OH)s. N=12.
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4.8.3 — Ensaio de Flexao em trés pontos do tipo bi-apoiado:

A literatura demonstra que a tolerancia oral, reflete seus efeitos de forma
indireta no organismo, modulando respostas imunes que, por sua vez estédo
intimamente correlacionadas com o nicho celular 6sseo e suas respectivas
atividades fisiolégicas (COSTA et al., 2016; TSUKASAKI; TAKAYANAGI, 2019).

Partindo da hipotese que as células 6sseas podem alterar sua cinética de acao,
em decorréncia ao fator sistémico da tolerancia oral, decidimos avaliar
mecanicamente as tibias esquerdas (intactas) dos animais do grupo de 45 dias
pés lesdo utilizando o ensaio biomecéanico de flexdo em trés pontos.

Tecnicamente, esse modelo de ensaio consiste em uma estrutura apoiada em
dois pontos equidistantes, com aplicacdo de carga no centro da distancia entre os
pontos de apoio iniciais (BIALY et al., 2020; YANAGIHARA et al., 2016).

Mecanicamente, essa modalidade de ensaio, provoca a flexdo do corpo de
prova até o seu ponto maximo de ruptura (FIGURA 27), fornecendo dados
guantitativos de deformacédo (mm), forca maxima aplicada (N) e rigidez (%) do
corpo de prova testado (SCHMITT et al., 2018).

)\

FIGURA 27: Representacéo esquematicadas forcas de flexdo agindo em um corpo de prova.

Fonte: Préprio autor.
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Foi utilizado a mesma maquina de ensaios do experimento em flexao biapoiada
com alteracBes estruturais. Dois pontos de apoios foram fixados na base do
aparelho, contendo uma extremidade profunda ao centro do ponto para
posicionamento padronizado do corpo de prova (FIGURA 28 A). As tibias foram
acomodadas de forma que a forca fosse aplicada na diafise central, no sentido
antero posterior em uma velocidade de 1Imm/min. A distancia entre os pontos de
apoio foi de 30 mm e foi adotado um tempo de acomodacédo de 30 segundos
(FIGURA 28 B) (FALCAI et al., 2015; YANAGIHARA et al., 2015).

FIGURA 28: Ensaio de flexdo em trés pontos em tibias esquerdas (intactas). A) Estrutura
contendo pontos de apoio para acomodagdo do corpo de prova. B) Tibia esquerda (intacta)

posicionada para o inicio do ensaio. Fonte: O préprio autor.

Os valores finais de cada tibia testada, sdo capturados pelo mesmo software
do ensaio de cisalhamento bem como o padréo de plotagem de gréficos de forca

(N) versus deslocamento (mm).
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5.0 - Apresentacédo dos dados e estatistica:

Os valores foram expressos como média + erro padrao. Foi realizado o teste
de normalizacdo dos dados. A analise estatistica dos resultados foi determinada
por andlise de variancia- ANOVA seguido pelo pés-teste de Student Newman-
Keuls para multiplas comparagdes, com aceite de significancia para (p< 0,05). Foi

utilizado o software estatistico GraphPad Prism® versao 5.01.
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6.0 - RESULTADOS:

6.1 — Aspectos gerais em relagdo a saude animal:

Para avaliacdo dos possiveis impactos de estresse/dor gerado na saude dos
animais experimentais, assim como a variavel reducéo da mobilidade que poderia
afetar nos resultados, realizamos o ganho ponderal de peso dos animais 1 vez por
semana pela manhd, (FIGURA 29). Foi verificado que mesmo ap0s o
procedimento cirargico (semana 12), os animais permaneceram ganhando peso

nao causando alteracdes nas curvas.
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FIGURA 29: Representacdo grafica do ganho de peso dos animais ao longo de todo periodo
experimental. O protocolo experimental como um todo, ndo afetou o ganho de peso animal.
Média de peso final grupo Al(OH)z 453,079 DP+ 16,159, média peso final grupo zeina 441,83g
DP+ 28,659, média peso final grupo salina 442,60g DP+30,36g.

As caracteristicas nutricionais dos animais, incluindo uma dieta palatavel, que
forneca as demandas nutricionais e comportamentais adequadas podem
influenciar de maneira direta no seu crescimento, nos niveis de bem-estar e

consequentemente em sua longevidade durante todo processo experimental
(MATTARAIA; MOURA, 2012).
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Para verificacdo da correlacdo entre ingestdo alimentar, ganho de peso e
possiveis interferéncias em relacdo ao estresse animal, monitoramos também o
consumo alimentar (FIGURA 30). Foi observado uma similaridade na ingestao
alimentar nos trés grupos experimentais. Esse fato, reforca que n&do houve
estresse/sofrimento animal, assim como interferéncia alimentar apds a
administracdo do antigeno zeina absorvido ao adjuvante Al(OH)s, além da nao
alteracdo do padrédo da locomocédo dos animais na gaiola pés os procedimentos

cirurgicos.
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FIGURA 30: Representacdo grafica da ingestdo alimentar ao longo dos periodos
experimentais. Média de ingestao da ultima semana experimental do grupo Al(OH)s 775,74g DP+
171,54, média de ingestdo da Ultima semana experimental do grupo zeina 677,06g DP+ 174,13g,

média de ingestao da Ultima semana experimental do grupo salina 826,34g DP+187,99g.

A fim de analisar os possiveis efeitos das diferentes imunizagdes na tibia
submetida ao processo de defeito 0sseo, avaliamos o peso das tibias (defeito e

intactas) nos grupos estudados.

Os resultados apontam que a imunizacdo com a proteina zeina e nao interfere
no peso das tibias direitas, quando comparados ambos periodos experimentais
(28 e 45 dias pos defeito) (FIGURA 31 A). Entretanto, houve diferenca significativa

de peso nas tibias esquerdas em todos os grupos pesquisados, comparando 0
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mesmo intervalo de tempo (28 e 45 dias) pos lesédo (GS p< 0,001 GA p< 0,001 e
GZ p< 0,05) (FIGURA 31 B).
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FIGURA 31: Aimunizacdo com zeina absorvida em adjuvante Al(OH)s, ndo interfere no peso
das tibias lesionadas no periodo de 28 e 45 dias apds o defeito 6sseo. A) Tibias direitas
(defeito) com média geral do peso 28 dias: 0.81g, DP+ 0.28g, 45 dias: 0,91g, DP+0.05g B) tibias
esquerdas (intactas) com média geral do peso 28 dias: 0,77g, DP+ 0,08g, 45 dias: 0,92 g DP+
0,05g. Os dados representam a média +SEM, sendo * p< 0,05, *** p< 0,001. Para andlise

estatistica realizada entre 0s grupos experimentais, n= 6 para 28 dias e n = 12 para 45 dias.

Compensacdes posturais associadas a alteracbes de marcha, pos
procedimentos cirdrgicos de patas traseiras, podem acarretar uma maior
sobrecarga nas patas dianteiras, alterando por completo a biomecéanica da
marcha do animal (JU et al., 2012; YANAGIHARA et al., 2016).

Frost (2003), prop&e que 0s 0ssos podem apresentar alteracdo de massa 0ssea
como forma de adaptacao a diferentes sobrecargas mecanicas, portanto, podem
ocorrer alteragbes no peso dos membros inferiores e superiores do animal
submetidos a procedimentos cirdrgicos. Sendo assim, foi avaliado o peso de
umeros dos animais e verificar se houve alguma correlagéo entre os periodos de
28 e 45 dias apoOs processo de defeito O6sseo. Encontramos diferencas

significativas entre todos os grupos analisados entre ambos periodos de tempos
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experimentais (Umeros direitos: GS p< 0,05, GA p< 0,01, GZ p< 0,01; Umeros
esquerdos: GS p< 0,001, GA p= 0,001, GZ p=< 0,001) (FIGURA 32 A/B).
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FIGURA 32: Intervenc8es cirlrgicas experimentais ndo alteraram o aumento do peso de
Umeros dos animais dos grupos de 45 dias em relagdo aos animais do grupo de 28 dias. A)
Umeros grupo 28 dias, média geral do peso dos Umeros: 0.45g, DP+ 0.02. B) Umeros grupo 45
dias, média geral do peso dos Umeros: 0,569, DP+ 0,01g. Os dados representam a média +SEM,

sendo * p< 0,05, ** p< 0,01 e *** p< 0,001; Para analise estatistica realizada entre os grupos
experimentais, n= 6 para 28 dias e n= 12 para 45 dias.
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6.2 - Avaliacdo das propriedades mecanicas 6sseas:

O contetudo mineral 6sseo é um fator importante na caracterizacao do processo
de reparo e afeta diretamente as propriedades mecanicas de um 0sso neoformado
(BOVER et al., 2017).

A partir dos resultados finais obtidos no exame de DMO pela selecdo do ROI,
foi identificado diferenca significativa nos niveis de densidade mineral dos grupos
28 dias em relagéo aos grupos 45 dias nos animais salina e nos animais do grupo
Al(OH)s (p< 0,01 e p=< 0,05 respectivamente) (FIGURA 33 A). Esses achados
indicam que animais de ambos 0s grupos ndo findaram por completo o processo
de mineralizacdo O6ssea em 28 dias apOs a realizacdo de defeito Osseo.
Surpreendentemente, os animais do grupo zeina de 28 dias encontram-se
estatisticamente equiparados aos animais de 45 dias do mesmo grupo (FIGURA
33 A). Esse indicativo, alimenta forte evidéncia que a administracdo i.p. da
proteina zeina, associada ao adjuvante Al(OH)s3, pode acelerar o processo de
reparo 0Sseo.

Para andlises das tibias esquerdas (intactas), foi selecionado o ROI ho mesmo
ponto de interesse equivalente as tibias direitas (defeito). Nao foram encontradas

diferencas significativas entre os grupos e periodos analisados (FIGURA 33 B).
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FIGURA 33: Injecdo parenteral de proteina zeina adsorvida em Al(OH)z; aumenta a densidade
mineral 6ssea em 28 dias apds defeito em relagdo aos grupos salina e AI(OH)s. A) DMO tibias
28 dias ap0s defeito, média geral do peso das tibias: 0.12g, DP+ 0.01. B) DMO tibias 45 dias pés
lesdo, média geral do peso das tibias: 0.13g, DP+ 0.02. Os dados representam a média +SEM,
sendo * p< 0,05; ** p < 0,01. Para analise estatistica realizada entre os grupos experimentais, n=

6 para 28 dias e n= 11 para 45 dias.

Quando comparado os resultados dos ensaios de flexdo em trés pontos do tipo
cisalhamento nos periodos de 28 e 45 dias, observamos que no parametro forca

méaxima (N), os animais do grupo zeina, apresentaram melhor desempenho, com

diferenca significativa em relacdo aos demais grupos (p< 0,05) (FIGURA 34 A). A

forca maxima traduz a quantidade maxima de carga que o corpo de prova (tecido
0sse0) suporta antes de atingir a falha mecanica e romper-se (FONSECA et al.,
2014). Esse resultado, corrobora de forma direta com os resultados encontrados
na analise de DMO, mostrando que a proteina zeina adsorvida ao adjuvante
Al(OH)s possivelmente acelera o processo de regeneragao 6ssea, e torna-o mais
resistente a forcas mecénicas externas 45 dias apos o defeito 0sseo instaurado.
Contudo, os parametros de deformacdo (mm) e rigidez relativa (N/mm) néo
apresentaram diferencgas significativas entre os grupos estudados (FIGURA 34

B/C), demonstrando que todos os grupos estudados em ambos periodos
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experimentais absorveram de forma semelhante a tenséo e o estresse proposto

pelo ensaio mecanico.
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FIGURA 34: A injec&o parenteral de zeina adsorvida em hidroxido de aluminio altera a
propriedades mecéanicas de For¢ca Méaxima (N), e ndo interfere em pardmetros como
Deformacdo (mm) e Rigidez Relativa (N/mm) de tibias em ratos Wistar machos com 28 dias
guando comparados com 45 dias p0s defeito 6sseo. Representagdes graficas dos parametros
biomecénicos obtidos no ensaio de cisalhamento. A) Forca Maxima (N) B) Deslocamento (mm) C)
Rigidez Relativa (N/mm). Os dados representam a média +SEM, sendo * p< 0,05 para analise

estatistica realizada entre os grupos experimentais, n= 6 para 28 dias e n=11 para 45 dias.

As tibias esquerdas (intactas) dos animais correspondentes ao grupo de 45
dias, foram encaminhadas para o ensaio de flexdo em trés pontos do tipo bi-
apoiado, com objetivo de avaliar possiveis acentua¢des ou declinios da atividade
celular modulada pelos efeitos sistémicos da tolerancia oral no processo natural

de remodelamento 6sseo.

Os resultados obtidos ao término do ensaio demonstraram que a imunizacéo
i.p de zeina acrescida do adjuvante Al(OH)s, ndo alterou de forma significativa as
variaveis testadas (FIGURA 35). Essa possivel modulacdo celular, pode ocorrer
de formas variaveis assim como em intensidades distintas. Para confirmarmos tal

hipotese realizamos avaliacédo histopatoldgica.
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FIGURA 35: A injecéo parenteral de zeina adsorvida em hidréxido de aluminio ndo altera as
propriedades mecéanicas de tibias intactas em ratos Wistar machos com 45 dias ap6s defeito
O0sseo. Representacdes graficas dos parametros biomecéanicos obtidos no ensaio de flexdo em
trés pontos. A) Forca méaxima (N). B) Deslocamento (mm). C) Rigidez relativa (N/mm). Os dados
representam a média +SEM, sendo p< 0,05 para andlise estatistica realizada entre os grupos

experimentais, n= 11.

6.3 — Avaliacdo Histomorfométrica do processo de reparo 6sseo com 28 e 45

dias pos defeito:

De acordo com o0s parametros mecanicos encontrados nos periodos
experimentais subsequentes, realizamos analises histomorfométricas em cortes
transversais na regido do defeito OGsseo, para confrontarmos os achados
morfolégicos aos achados mecanicos em ambos periodos experimentais.

Como observado na FIGURA 36, aos 28 dias pds defeito 6sseo houve
semelhanca entre 0s grupos experimentais, com uma fina camada de tecido
periosteal recobrindo a area do defeito (FIGURA 36 A-F). Em maior aumento, a
zona cortical nos respectivos grupos demonstra presenca bem definida de
ostedcitos submersos na matriz organica mineralizada (FIGURA 36 G, H, |) fato
também ocorrido na zona medular (FIGURA 36 J, K, L). Entretanto, o grupo salina

exibe caracteristicas compativeis a 0sso primario (OP) na formacao de sua matriz,
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apresentando assimetrias continuas e falta de orientacdo no processo de
deposicdo de matriz organica (FIGURA 36 G). Os grupos Al(OH)s e zeina
respectivamente, demonstram melhor configuracdo na deposicdo da matriz
organica, além da presenca de células osteoblasticas com volume e morfologia
compativeis a reducdo da atividade metabdlica sugestiva com a formacéo 6ssea
secundaria (OS) (FIGURA 36 H, |, K, L).
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FIGURA 36: A injecdo parenteral de proteina zeina absorvida em Al(OH)s; altera os padroes morfolégicos no processo de reparo 6sseo em
tibias de ratos Wistar machos 28 dias p6s defeito 6sseo. Imagens representativas coradas em H&E. (A, B, C) Cortes transversais da regido do
defeito na tibia dos grupos estudados (barra de escala = 200 um, n=5). (D, E, F) Ampliagao da regido do defeito, asterisco (*) correspondente ao osso
compacto (oc) e quadrado corresponde a regido de osso trabecular (ot) a regido do peridsteo (p) € delimitada pela linha tracejada vermelha (barra de
escala = 100 um, n=5). (G, H, I) Regiao 6ssea cortical do defeito, com a presenca de ostedcitos, osteoblastos (barra de escala = 50 ym, n=5). (J, K, L)

Regido medular com a presenca ostedcitos, osteoblastos (barra de escala = 50 um, n=5). Setas azuis indicam ostedcitos, setas amarelas osteoblastos.
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Ao avaliarmos histomorfometricamente a area de defeito 6sseo entre o0s
grupos com 28 dias pos-defeito, encontramos maior espessura de 0SSO
neoformado no grupo zeina em relagéo aos demais grupos (GS p< 0,001 e GA
p< 0,001) (FIGURA 37 A). Verificamos também menor area trabecular infiltrada
na regido da medula no grupo zeina em comparagdo aos demais grupos
analisados (GS p=< 0,01; GA p=< 0,01) (FIGURA 37 B) e o numero de ostedcitos
por campo, mostrou-se também menor no grupo zeina em relacdo ao grupo
salina (GS p=< 0,01), e equivalente entre o grupo Al(OH)s (FIGURA 37 C).
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FIGURA 37: A injecdo parenteral de proteina zeina absorvida em AI(OH); aumenta a
espessura de osso neoformado, reduz a area trabecular e reduz o nUmero de osteécitos
por campo em tibias de ratos Wistar machos 28 dias pds defeito 6sseo. A) Representagdo
gréafica da espessura de osso neoformado na regiéo cortical do defeito B) Representacéo grafica
da area trabecular na regido do defeito. C) Representacéo grafica do ostedcitos por campo na
regido cortical do defeito. Os dados representam a média +SEM, sendo ** p< 0,01 e *** p< 0,001

para analise estatistica realizada entre os grupos experimentais, N= 5.

As seccoes relacionadas ao periodo de 45 dias pés defeito, se assemelham
em todos os grupos estudados (FIGURA 38 A, B, C). Assim como a camada de
osso compacto (oc) (FIGURA 38 D, E, F) a matriz organica se organiza de forma

padrao para formacao lamelar localizado concentricamente ao redor de sistema
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Harvesiano e estruturas sugestivas a vasos sanguineos. Nota-se ainda a
distribuicdo homogénea de ostedcitos e osteoblastos (FIGURA 38 G, H, I). A
regido medular segue o padrao simétrico em todos os grupos (FIGURA 38 J, K,
L).

Ainda foi possivel observar que as fibras colagénicas na area da leséo
apresentam-se organizadas semelhantemente ao osso cortical adjacente,
especialmente no grupo zeina demonstrando a constituicdo de um tecido 6sseo
mais maduro (FIGURA 39).
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FIGURA 38: A injecédo parenteral de proteina zeina absorvida em Al(OH)s; ndo altera os padrdes morfolégicos no processo de reparo 6sseo em
tibias de ratos Wistar machos 45 dias p6s defeito 6sseo. Imagens representativas coradas em H&E. (A, B, C) Cortes transversais da regiao do
defeito na tibia dos grupos estudados (barra de escala = 200 ym, n=5). (D, E, F) Ampliacdo da regido do defeito, asterisco (*) correspondente ao 0sso
compacto (oc) e quadrado corresponde a regido de osso trabecular (ot) (barra de escala = 100 ym, n=5). (G, H, |) Regido éssea cortical do defeito, com
a presenca bem delimitada de osteécitos, osteoblastos com morfologia sugestiva a reducao da atividade, canais de Havers e vasos sanguineos (barra
de escala = 50 ym, n=5). (J, K, L) Regido medular com a presenca bem delimitada de ostedcitos, osteoblastos (barra de escala = 50 um, n=5). Setas

azuis indicam ostedcitos, setas amarelas osteoblastos, setas vermelhas vasos sanguineos e linha tracejada verdes canais de Havers.
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FIGURA 39: Organizacdo semelhante das fibras colagénicas entre todos os grupos no processo de reparo 6sseo em tibias de ratos Wistar machos 45 dias
p6s defeito 6sseo. Imagens representativas coradas em Tricomico de Gomori. (A, B, C) Cortes transversais da regido do defeito na tibia dos grupos estudados (barra
de escala = 200 ym, n=5). (D, E, F) Ampliacédo da regido do defeito, asterisco (*) correspondente ao osso compacto (oc) e quadrado correspondente a regido de 0sso
trabecular (ot) (barra de escala = 100 ym, n=5). (G, H, I) Regido éssea cortical do defeito, com a presenca bem delimitada de ostedcitos e vasos sanguineos (barra de
escala = 50 ym, n=5). (J, K, L) Regido medular com a presenga bem delimitada de ostedcitos, (barra de escala = 50 ym, n=5). Setas azuis indicam ostedcitos, setas

vermelhas vasos sanguineos.
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Quantitativamente, ndo encontramos diferencas significativas nas variaveis
espessura do osso secundario, area trabecular e numero de ostedcitos por

campo em todos os grupos estudados (FIGURA 40 A, B, C).
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FIGURA 40: A injecao parenteral de proteina zeina absorvida em Al(OH); ndo altera a
espessura de 0sso secundario a area trabecular e o niumero de ostedcitos por campo em
tibias de ratos Wistar machos 45 dias pds defeito 6sseo. A) Representacdo grafica da
espessura de osso neoformado na regido cortical do defeito B) Representacéo gréafica da area
trabecular na regido do defeito. C) Representacdo grafica do ostedcitos por campo na regido
cortical do defeito. Os dados representam a média +SEM, sendo p< 0,05 para analise estatistica

realizada entre 0s grupos experimentais, n= 5.

Os parametros morfolégicos analisados qualitativamente em 28 e 45 dias
foram quantificados pelo score histolégico (QUADRO 4) e representados
graficamente (FIGURA 41), de acordo com as seguintes variaveis: Tecido 6sseo
neoformado, infiltrado trabecular, tecido fibrocartilaginoso e infiltrado
inflamatorio. Este ultimo, n&o foi representado graficamente, pelo fato da analise
corresponder a total auséncia de células inflamatérias em todos os grupos e em

ambos periodos experimentais analisados.
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A variavel tecido 6sseo neoformado (FIGURA 41 A), mostrou-se

significativamente maior no grupo zeina quando comparado ao grupo salina e

grupo Al(OH)3 (p <0,001 e p=<0,01) no periodo de 28 dias. Trabéculas medulares

e tecido fibrocartilaginoso (FIGURA 41 B-C), ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos nos periodos de tempo avaliados.

Quadro 4: Resultado do score patoldgico para comparacdo do reparo das lesdes ésseas

entre os diferentes grupos experimentais:

Tecido dsseo Infiltrado Tecido Infiltrado
Periodo Grupos Neoformado Trabecular Conjuntivo Inflamatorio
Experimental
o — ++ +++ + -
+ +++ -
28 dias AIOH) T * *
Zeina ++++ ++ + -
. +++++ +++ + -
45 dins AI[OH); +++++ +++ + -
S +++++ +++ + -
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FIGURA 41: Andalises semi quantitativas representadas graficamente, correspondentes
aos periodos experimentais de 28 e 45 dias po6s defeito 6sseo. A) Representacdo grafica
semi quantitativa de tecido dsseo neoformado. B) Representagdo grafica semi quantitativa de
projecBes trabeculares infiltradas na medula 6ssea. C) Representacao grafica semi quantitativa
do tecido fibrocartilaginoso sobre o defeito 6sseo. Os dados representam a média +SEM, sendo

* p<0,01 e** p<0,001 para andlise estatistica realizada entre os grupos experimentais, N=

5.
Os achados histolégicos, associados aos resultados qualitativos e semi
quantitativos do referido periodo experimental, corroboram com os achados
biomecanicos realizados nas tibias esquerdas (intactas) em que ndo foram
encontradas diferencas entre as variaveis analisadas. Indicando que em 45 dias
pos defeito, o processo de remodelamento encontra-se equiparado e findado em

todos 0s grupos experimentais.
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7.0 — DISCUSSAO:

De acordo com Frank Seibold (2005), o processo cinético da ingestéo proteica
cotidiana expbe o organismo de forma continua e linear a uma grande
variabilidade antigénica. Cabe ao sistema imunoldgico distinguir parametros
nocivos e inofensivos em relacdo as caracteristicas desses antigenos,
prevenindo de maneira sistémica o desencadeamento de respostas auto-imunes
e/ou processos alérgicos (MERESSE et al., 2009; PABST; MOWAT, 2012).

Ramos et al., (2009), concluiram que a tolerancia oral é capaz de bloquear
reacbes mediadas por células T (DTH) e edema da pata por meio de
polissacarideos lineares carragenina, sendo um modelo amplamente utilizado
para investigar a fisiopatologia inflamatéria aguda. Da mesma forma, Carvalho
et al., (2002), observaram o bloqueio do aumento de granulomas pulmonares
induzidos por injecdes intravenosas de ovos de S. mansoni e Costa et al., (2011;
2016) relatam a melhora significativa no aspecto de feridas cutaneas, reforcando

ainda mais os efeitos sistémicos ocasionados pela tolerancia oral.

Até o momento ndo ha publicacdes relacionando os efeitos sistémicos da
tolerancia oral relacionado a eventos no tecido 6sseo, sendo que nNnosso grupo
de pesquisa é pioneiro no que se compete aos efeitos sistémicos da tolerancia
no processo de reparo 0sseo. O trabalho de Costa, B. H. (2021), realizado por
Nosso grupo de pesquisa, foi o primeiro a evidenciar efeitos da tolerancia oral no
tecido 6sseo. Foi demonstrado que a injecao i.p da proteina zeina associada ao
adjuvante AI(OH)3 em animais tolerizados a essa proteina melhora
significativamente o processo de reparo 6sseo nos periodos de 7 e 14 dias poés-
defeito. Em sequéncia, o presente trabalho reforca que os efeitos sistémicos da
tolerancia oral no reparo do tecido 6sseo perduram nas fases de reparo e
remodelamento impactando positivamente nas qualidades morfologica e

biomecanica no 0sso osteotomizado.

Para Ju et al., (2012) e Yanagihara et al., (2016), 0os processos traumaticos
e/ou cirargicos em patas traseiras em modelos animais podem acarretar
compensacgdes posturais associadas a alteracdes de marcha com significativa
diminuicdo da mobilidade e em consequéncia reducédo na ingestéo alimentar.

Submetemos nossos animais ao processo de osteotomia, com defeito 6sseo de
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2 mm de didmetro no ter¢o proximal da tibia direita, caracterizando defeito néo-

critico.

Avaliamos o ganho de peso semanal dos espécimes e relacionamos de
maneira direta com a ingestéo de racao para verificarmos a saude geral animal.
Nossos resultados apontaram uma curva ascendente de ganho de peso em
todos os grupos experimentais, assim como a ingestao de racao ao longo de
todo periodo experimental, demonstrando que 0s animais permaneceram
higidos em todos os grupos experimentais. Ademais, Curi et al., (1984), afirmam
que ha uma tendéncia de estabilidade assintdtica da relacdo ganho de peso
versus consumo alimentar ao longo do periodo de vida do animal, o que

podemos observar claramente nos periodos finais do nosso experimento.

Em 1987 Frost, H. M., propfe que a massa 0ssea pode sofrer alteracdes em
resposta a cargas biomecanicas externas impostas sob o tecido 6sseo.
Procurando responder o questionamento de uma possivel adaptacdo O6ssea
referente ao processo cirlrgico experimental, avaliamos o peso das tibias com
defeito e intactas comparando-as em ambos os periodos experimentais. Além
disso, avaliamos da mesma maneira o peso dos umeros de forma bilateral. Em
relacdo ao peso das tibias submetidas ao defeito 6sseo, ndo encontramos
diferengas significativas entre os periodos analisados e as tibias intactas e
umeros, apresentaram diferencas significativas entre ambos periodos

experimentais.

Esses achados, podem ser explicados pelo fato da submissao equivalente da
osteotomia nas tibias direitas em ambos periodos experimentais, apontando
para uma similaridade de organizacbes morfolégicas de estruturas como
endodsteo, periosteo e formacdo de osso cortical. Gosain et al., (2000), Pereira
et al., (2007) e Prado et al., (2006) justificam toda essa estruturagdo em modelos

de fraturas em ratos Wistar em um periodo médio de 20 a 25 dias p6s defeito.

O peso das tibias esquerdas (intactas), assim como dos umeros, responderam
de forma esperada, visto que as diferencas de pardmetros como idade
cronoldgica e peso dos animais do grupo 45 dias (17 dias mais velhos)
influenciaram de forma sistematica, o que corrobora, de forma direta, com as

curvas ascendentes de ganho de peso e consumo alimenticio. Ainda, por se
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tratarem de varidveis higidas apresentando caracteristicas morfolégicas como
maior conteudo mineral organico e possivelmente aumento do conteudo

medular.

Somado aos aspectos experimentais fisioldgicos, as avaliacbes dessas
variaveis tornaram-se fundamentais como forma de avaliar o impacto de estresse
gerado na saude animal, uma vez que o processo experimental como um todo
poderia gerar impactos algicos, diminuicdo da mobilidade associado ao estresse,
levando ao déficit na ingestédo de alimentar (SANTOS et al., 2010).

O grande astrdnomo, fisico e engenheiro florentino Galileu Galilei (1564 —
1642), postulou que a base da arquitetura 6ssea era a soma da tensdo mecéanica
associada principalmente pela sua funcionalidade e, somente a partir do século
XIX, essa relacdo entre estrutura versus funcdo, passou a ser amplamente
conhecida pela lei de Wolff (1892), que argumenta o conceito de que ha uma
correlacdo entre os padrdes de alinhamento trabecular e as dire¢bes de forcas
tensionais, mantendo proporcionalidade com a funcdo (PESSAN ; VOLPON ;
SHIMANO, 1996).

Para uma boa efetividade na funcdo basica de suporte, associada a
dissipacdo de cargas externas e reconhecimento de estimulos mecéanicos, o
tecido 6sseo necessita de uma estruturacdo morfoldégica organizada e
estruturada com sincronia entre os componentes celulares e correta formacéo
de canalicular, para dissipacdo energética para todo campo adjacente
(MORGAN; UNNIKRISNAN; HUSSEIN, 2018; GUSMAO; BELANGERO, 2009).
Todavia, um processo de reparo 0sseo, se ocorrendo de forma acelerada, pode
comprometer as caracteristicas biomecénicas, tornando-os mais suscetiveis a
fragmentacdes secundarias (J.W, 1993; SARTORI et al., 2008).

Segundo Miller (2017) uma forma de avaliar o grau de mineralizagdo de um
osso € utilizando o exame de DMO, sendo este um potente recurso frente ao
diagnoéstico de fragilidades associadas ao sistema osteomuscular. Partindo
deste principio, realizamos o exame de DMO nas tibias (defeito e intactas) nos
respectivos periodos experimentais.

N&o encontramos diferengas significativasnos resultados comparativos de

ambos os periodos experimentais no grupo zeina. Esse achado, reforca a
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hipotese de que a administracdo i.p. da proteina zeina adsorvida ao Al(OH)s
pode acelerar o processo de reparo 6sseo, aumentando a qualidade da
deposicdo de materiais inorganicos como por exemplo, os cristais de
hidroxiapatita. Os demais grupos indicam um retardo no processo de
mineralizacdo, mostrando diferencas significativas entre o0s periodos
experimentais.

Ainda se tratando do aumento de indices de DMO, Fonseca et al., (2012)
afirmam que maiores escores de DMO mantém uma correlagdo direta e
proporcional com a capacidade de resisténcia 6ssea. Portanto, submetemos as
tibias direitas ao teste biomecénico de cisalhamento, e, assim, como nas
analises de DMO, mantivemos o0 comparativo entre os tempos experimentais de
28 e 45 dias.

Observamos que no parametro forca méaxima (N), o grupo zeina em 45 dias
pos defeito apontou diferenca significativa em relacdo ao seu correspondente
grupo de 28 dias, apresentando maior capacidade de suporte a cargas,
sugerindo que a imunizagdo por zeina torna-o mais resistente a estresses
mecanicos 45 dias pos defeito ésseo instaurado. As demais variaveis analisadas
(deformacao e rigidez relativa) ndo apresentaram diferencas significativas nos
periodos estabelecidos.

Os resultados encontrados nos ensaios biomecanicos corroboram com
estudos de diferentes tratamentos para regeneracdo 0ssea em modelos de
fratura em ratos que associaram o aumento da DMO em conjunto com aumento
dos médulos de forca maxima como um indicativo de melhora da qualidade
Ossea (CUIl et al., 2018; LIU et al., 2019).

Hernandez e Van Der Meulen (2017), afirmam que a qualidade da deposi¢cao
mineral éssea melhora de forma subsequente e efetiva o suporte de cargas
biomecanicas externas. Em um estudo recente, Mariolani et al., (2021),
avaliaram, por meio do ensaio mecénico de cisalhamento, tibias de ratos machos
submetidas a defeitos de 3,2 mm de didmetro e 1,5 mm de profundidade, em
tempos distintos, incluindo o periodo de 28 dias, como forma de validar o modelo
de teste para estudos sistémicos e/ou locais em regeneragéo 6ssea. Concluiram,
de forma sistematica, que o processo de reparo 0sseo na regiao do defeito péde
ser quantificado por meio do teste de cisalhamento até o periodo de 21 dias.

ApOs esse periodo, ndo encontraram diferencas significativas entre as variaveis
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analisadas. Estes achados indicam que, apés o preenchimento do defeito 6sseo
com areas trabeculares, ocorre pequena ou auséncia de mudancas no tecido
regenerado no quesito biomecanico.

Para investigar uma possivel modulacgdo tolerogénica da proteina zeina nas
tibias esquerdas (intactas), submetemos as mesmas ao teste biomecéanico de
flexdo em trés pontos. Durante a execucdo dessa modalidade de ensaio, a
deformacéo na qual a forca e o deslocamento mantém uma proporcionalidade
integral, resulta em um fornecimento linear sob a curva (fase elastica). Essa
deformacdo ndo é permanente, o que significa que o material retorna a sua forma
original. A partir desse ponto, com a continuidade constante da forca maxima
sendo aplicada, ocorre a deformacédo permanente (fase plastica) que, por uma
perspectiva morfologica, corresponde a micro rompimentos trabeculares,
levando a lesBes estruturais permanentes e, por consequéncia, a fratura 6ssea
(SHIMANO et al., 2014).

Nossos resultados ndo mostram diferencas entre 0s grupos nos parametros
analisados. Refor¢ca-se como investigacado futura, o uso de técnicas histoldgicas
com marcacdes celulares especificos para associacéo e melhor validacdo desse
resultado e debates mais profundos dentro da literatura, visto que, os efeitos
sistémicos da tolerancia oral no tecido 0sseo ainda se encontram em fase inicial
de estudos.

Einhorn, (2005) afirma que em um modelo de fratura transversal em fémures
de ratos, nos primeiros 7 a 10 dias esta envolvido o processo de condrogénese,
com formacado de cartilagem adjacente ao local do defeito. Aos 14 dias pés
defeito, ha presenca cartilogénica e liberacdo de fosfatases e proteases pelos
condrdcitos para formacao de cartilagem calcificada. No periodo de 28 a 35 dias,
ha uma combinacado de cartilagem calcificada e osso recém-formado capaz de
suportar cargas mecanicas. Para tanto, Pivonka e Dunstan (2012) postulam que
a qualidade do reparo 0sseo esta diretamente relacionada com a cinética
intrinseca dos eventos fisiologicos de inflamacéo, formacdo de calosidade e
remodelamento.

Para estabelecer uma conexéo direta com essas afirmativas, avaliamos os
aspectos morfolégicos do defeito, como forma de monitorar todo processo final
de reparo 6sseo associado aos eventos oriundos do processo tolerogénico. Ao

analisarmos cautelosamente os dados histomorfométricos, observamos que em
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28 dias poOs processo de defeito 0sseo, houve aumento na mineralizagdo
intramedular no grupo salina e Al(OH)3 em relagé@o ao zeina, possivelmente pela
presenca de trabéculas 6sseas ainda ndo absorvidas de forma completa. Este
resultado pode ser confirmado pela analise quantitativa na qual verificamos
maior area de tecido mineralizado na regido medular dos respectivos grupos em
relacdo ao grupo zeina.

Ainda, segundo Einhorn, (2005), a reabsor¢ao do calo 6sseo mineralizado na
regido da medula e restabelecimento da estrutura medular original marcam o
estagio final do processo de remodelamento ésseo. Reafirmando a aceleragédo
do processo, observamos significativamente, maior espessura de 0SSO
neoformado no grupo zeina em relacéo aos demais grupos estudados.

Os resultados qualitativos, por sua vez, evidenciaram uma maior area de
tecido neoformado, com diminutas infiltracdes trabeculares, auséncia de tecido
fibrocartilaginoso e infiltrado inflamato6rio no grupo zeina, ao passo que essas
variaveis encontram-se de forma simetricamente opostas nos grupos salina e
Al(OH)s.

Corroborando de forma similar com estudo de Song et al., (2006), que analisou
a expressao temporal de proteoglicanos durante o processo cicatricial 6sseo de
tibias de ratos machos Wistar, e observaram a completa restauracdo do 0sso
cortical no periodo de 28 dias poés defeito e com estudos de Vidotto et al., (2017)
que avaliariam de forma quantitativa e histoldgica o processo de regeneracdo
Ossea pos defeito também em tibias de ratos Wistar submetidas a defeitos de
3,2 mm, observando padrao uniforme de osteogénese, completa absorcdo de
tecido de granulacdo e diferenciacdo de osso cortical e canal medular
remodelado. Portanto, nossos resultados efetivam a hipétese de aceleracao do
processo de reparo 6sseo, associado a injecdo i.p. da proteina zeina, absorvida
em adjuvante AI(OH)s pés defeito em tibias de ratos Wistar no respectivo
periodo.

Em sequéncia aos 45 dias pos defeito, encontramos padrdes de similaridade
morfologicas equivalentes entre os trés grupos pré-estabelecidos, com presenca
de osso secundario bem formado, melhor alinhamento de fibras colagénicas e
atividades equivalentes de todas as células pertencentes ao nicho celular 6sseo.
Esses achados, corroboram de maneira equiparada com o estudo de Oliveira et

al., (2021) em que foi avaliado o efeito de diferentes protocolos de irradiagéo de
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terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) na osteointegracdode implantes
colocados em areas enxertadas em ratos machos Wistar submetidos a
osteotomia de tibias direitas de 4 mm de comprimento e 1,5 mm de largura e
seis grupos de 14 espécimes cada. Observaram, dentre outros parametros, que
em 45 dias pos defeito instaurado, ndo houve diferenca no aspecto morfolégico
caracterizado entre o grupo controle e os demais grupos analisados que por sua
vez, apresentaram marcante presenca de 0SS0 secundario com associagao
completa de canais Haversianos aos ostedcitos e estrutura lamelar bem
estabelecida.

Prado et al., (2006) investigaram a cinética do processo de reparo em ratos
machos da variedade Wistar submetidos ao processo de defeito 6sseo na
extensdo latero medial do terco médio de tibias direitas em trés diferentes
didmetros (2mm, 3mm e 3,5 mm) no em distintos periodos experimentais,
incluindo 45 dias. Especificamente em 45 pds defeito, observaram o fechamento
de forma linear, com formacédo de tecido cortical espesso, intensa organizacao
de periésteo e enddsteo, além de organizacdo lamelar estrutural.

Roslindo et al., (2007) por sua vez, investigaram os efeitos da fibrina e da
gelatina reabsorvivel no reparo de defeito 6sseo em tibias de ratos Wistar,
submetidos ao defeito de 5mm distal ao tubérculo medial da tibia, a fim de
verificar principalmente a eficacia desses materiais no controle de hemorragias
e estimulos osteogénicos. Os espécimes foram divididos em grupo controle que
foram submetidos ao mesmo processo cirdrgico e a cavidade do defeito irrigada
com solucdo salina estéril e dois grupos experimentais submetidos aos
compostos  tratados. Subsequentemente, analisaram de forma
histomorfométricas os periodos de 07, 14, 30 e 45 dias pos defeito. Mais uma
vez, corroborando com nossos resultados, os defeitos 6sseos foram
completamente reparados com o0sso compacto, lamelar e periosteo bem
desenvolvido no periodo de 45 dias. Esses achados reafirmam a hipotese da
completa reestruturacdo morfologica dentro desse periodo experimental.

De modo geral, nossos resultados reforgcam os achados de Costa et al., (2011;
2016) e Cantaruti et al., (2017), que conjuntamente, afirmam que os efeitos
sistémicos da tolerancia oral, alteram o processo de cicatrizagdo diminuindo a
formacdo cicatricial em feridas incisionais e excisionais em peles de

camundongos. Entretanto, ainda necessita-se de maiores estudos para elucidar
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0s mecanismos envolvidos no processo de reparo ésseo apds a imuniza¢cdo com
a proteina zeina absorvida ao adjuvante Al(OH)a.

Dentre a infinidade de caminhos percorridos pelos efeitos sistémicos da
tolerancia oral, j& ha indicativos que h4 uma maior ativacao de células Tregs e,
em consequéncia, uma maior secrecéo de TGF-g (REZENDE; WEINER, 2018).
Li et al., (2018), apontam para a atuacdo das células Tregs frente a inibicdo
osteoclastica pelo eixo RANK/RANKL/OPG e o aumento da secregcéo de TGFf
influenciando de forma fisioldgica no aumento da expressao de OPG, suprimindo
a acao do RANKL e de M-CSF. Essa cascata de eventos resulta na reducao de
osteoclastos ativos, impactando de maneira sincrona a reabsorcdo mineral
0ssea. Contudo, outras cadeias cinéticas percorridas pelos efeitos da tolerancia
oral provavelmente estdo envolvidas no processo de reparo 6sseo, reafirmando
a necessidade de mais estudos a fim de embasar cientificamente toda a cinética

de aceleracéo de reparo mediada pelos efeitos sistémicos da tolerancia oral.
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8.0 - CONCLUSOES:

Com este trabalho podemos concluir que a imunizacéo i.p. da proteina zeina
associada ao adjuvante Al(OH)s em animais previamente tolerizados oralmente,
melhora o processo de reparo de defeito ésseo ndo critico, conferindo maior
densidade mineral 6ssea e melhor qualidade de forca maxima 28 e 45 dias pos
defeito. Esses achados apontam para mais um efeito sistémico e benéfico da
tolerancia oral, abrindo um leque de possibilidades para estudos que busquem

futuras intervencgdes terapéuticas relacionadas a osteoimunologia.

9.0 - PERSPECTIVAS:

e Realizar marcacdes especificas para células do tecido 6&sseo
(osteoblastos/osteoclastos) pelas técnicas de imunohistoquimica na area
do defeito 0sseo;

e Realizar marcacbes especificas para células do tecido 06sseo
(osteoblastos/osteoclastos) pelas técnicas de imunohistoquimica nas
tibias esquerdas (intacta);

e Realizar o exame de microtomografia (CT) nas tibias esquerdas (defeito).
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12. ANEXO 2 (Ensaio de flexdo em trés pontos do tipo Cisalhamento):
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13. ANEXO 3 (Ensaio de flexdo em trés pontos do tipo bi-apoiado):

Laboratério de Bioengenharia
Ensaio de flexdo em trés pontos
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Laboratorio de Bioengenharia

Ensaio de flexiio em trés pontos
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