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RESUMO

BASSIT, A.C.F. Acao de fracao do horménio paratiredideo no metabolismo
o6sseo: estudo experimental em ratos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2010.

O horménio da paratiredide (PTH) tem sido utilizado como um agente
anabdlico 6sseo para o tratamento de condigdes de osteopenia / osteoporose,
prevencdo e consolidacdo de fraturas. O papel do fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF-1), como um potencial mediador dos efeitos
anabdlicos do PTH, é controverso. O rato dwarf pode ser adequado para o
estudo dessas interagdes in vivo, uma vez que a 0s niveis séricos de horménio
do crescimento (GH) encontram-se reduzidos a cerca de 6% dos valores
normais em fémeas e os niveis séricos de IGF-I, a cerca de 10% dos valores
normais, mas estes animais sao saudaveis e sem malformacdes esqueléticas.
Os objetivos deste estudo foram: 1 - Avaliar o rato dwarf (dw/dw’) como um
modelo animal para o estudo dos efeitos da deficiéncia do GH e do IGF-I sobre
0 esqueleto e o metabolismo ésseo; 2 - Comparar os efeitos do tratamento com
PTH sobre o esqueleto e formagéao éssea em ratos dwarf e em ratos Lewis, sua
linhagem de origem. A partir de 9 semanas de idade, ratas Lewis e dwarf
receberam injecbes por via subcutanea, diariamente, por duas semanas, com
medicamento placebo ou fragmento de horménio paratiredideo humano, hPTH

1-34, na dose de 50 pg / kg de peso corpéreo (N = 7-13/grupo). Foram



realizadas avaliacbes do peso corpdéreo semanalmente e, por ocasido da
eutanasia, na 112 semana, foram coletadas amostras de sangue para
realizacdo de dosagens séricas de IGF-I (ELISA). As vértebras lombares e as
metafises proximais das tibias foram avaliadas por meio de histomorfometria
0ssea. Os fémures direitos foram mensurados e analisados por tomografia
quantitativa periférica computadorizada (pQCT). Os niveis séricos de IGF-I
mostraram-se trés vezes menores nas ratas dwarf quando comparados aos
observados nas ratas Lewis, a despeito do tratamento com PTH, que néo
provocou aumento de IGF-I em nenhum dos dois grupos. No entanto, o PTH
aumentou significativamente o volume ésseo trabecular em ambos os grupos,
dwarf (p<0.003) e Lewis (p < 0.0001) comparados aos seus respectivos grupos
controle, efeito associado ao aumento da espessura e da distancia
trabeculares. As ratas dwarf tratadas com PTH também exibiram aumentos de 7
a 13 vezes na superficie de mineralizacdo e na taxa de formacao Ossea
respectivamente, quando comparadas as ratas dwarf tratadas com placebo,
enquanto as ratas Lewis tratadas com PTH mostraram aumentos de 3 e 4
vezes quando comparadas as ratas Lewis tratadas com placebo. A taxa de
aposi¢ao mineral, indicativa de atividade osteoblastica, estava aumentada nas
ratas dwarf e Lewis tratadas com PTH (p<0.0001) comparadas aos seus
respectivos grupos controle. As analises pela pQCT das metéafises femorais
distais revelaram que todos os parametros estruturais do osso trabecular (BMC
total, BMD total, BMC trabecular e BMD trabecular) também apresentaram

valores significativamente aumentados nas ratas, Lewis e dwarf, tratadas com



PTH, quando comparadas as ratas tratadas com placebo (p<0.0001). Ao se
considerar os parametros para o 0sso cortical, praticamente todos os valores
obtidos nas diafises femorais (BMC total, BMD total, BMC cortical, BMD cortical,
area cortical, espessura cortical, circunferéncia periosteal e endosteal) nao
mostraram qualquer efeito do tratamento com PTH nos dois grupos. Em
conclusdo, o PTH induziu efeitos anabdlicos altamente significativos no tecido
0sseo trabecular das tibias e vértebras lombares, a despeito dos baixos niveis
circulantes de IGF-I em animais da linhagem dwarf. A resposta positiva ao
tratamento com PTH confirma a sua utilizacao terapéutica como potente agente

anabolico 6sseo mesmo em face a deficiéncia no eixo GH/IGF-I.



SUMMARY

BASSIT, A.C.F. Effect of human parathyroid hormone fragment on bone
metabolism: experimental study in rats [thesis]. Sdo Paulo: University of Sao

Paulo, College of Medicine, 2010.

The parathyroid hormone (PTH) has been used as a bone anabolic agent
to treat osteopenic/osteoporotic conditions, prevention and healing of fractures.
The role of insulin-like growth factor | (IGF-I) as a potential mediator for the bone
anabolic effects of PTH is controversial. The dwarf rat (dw/dw’) may be suitable
to study these interactions in vivo, since GH synthesis is selectively reduced to
about 6% of normal in females, and serum IGF-| levels are about 10% of
normal, but these animals are healthy without skeletal malformations. The
objectives of this study were: 1- Evaluate the dwarf rat (dw/dw’) as an animal
model for studies of the effects of GH and IGF-I deficiency on the skeleton and
bone metabolism; 2- Compare the skeletal effects of PTH treatment in dwarf rats
and their background strain, Lewis rats. At 9 weeks of age, female Lewis and
dwarf rats were injected SC daily for 2 weeks with vehicle or human parathyroid
hormone fragment, hPTH 1-34, at a dose of 50 pg/kg body weight (N=7-
13/group). The body weight was evaluated weekly and at the time of

euthanasia, at 11 weeks, blood samples were collected. Serum IGF-I was



measured by ELISA, and cancellous bone histomorphometry was performed in
the lumbar vertebral body and tibial proximal metaphysis. The right femurs were
measured, scanned and analyzed by peripheral quantitative computed
tomography (pQCT). Serum levels of IGF-I were nearly 3-fold lower in dwarf rats
compared with Lewis rats regardless of treatment, but PTH treatment did not
increase serum IGF-| in either Lewis or dwarf rats. However, PTH significantly
increased cancellous bone volume in both dwarf (P<0.003) and Lewis rats
(P<0.0001) when compared to vehicle-treated rats, which was associated with
increased trabecular width and decreased trabecular separation. PTH-treated
dwarf rats also exhibited 7- and 13-fold increases in mineralizing surface and
bone formation rate respectively, compared to vehicle-treated dwarf rats, while
PTH-treated Lewis rats showed 3- and 4-fold increases when compared to
vehicle-treated Lewis rats. Mineral apposition rate, an index of osteoblast
activity, was increased in PTH-treated dwarf rats (P<0.0001) and in Lewis rats
(P<0.0001) compared to their respective control groups. The pQCT analyses of
the distal femoral metaphysis revealed that cancellous bone structural
parameters (total BMC, total BMD, trabecular BMC, and trabecular BMD) also
presented significantly higher values in PTH-treated dwarf and Lewis rats, when
compared to vehicle treated rats (P<0.0001). When considering cortical bone
parameters, almost all the values obtained at the femoral shafts (total BMC, total
BMD, cortical BMC, cortical area, cortical thickness, periosteal and endocortical
circumferences) did not show any PTH treatment effect in either groups. In

conclusion, PTH induced highly significant anabolic effects in vertebral and tibial



cancellous bone despite low circulating levels of IGF-1 in dwarf rats. The positive
response to PTH treatment confirms its therapeutic use as a potent bone

anabolic agent, even in the face of GH/IGF-I deficiency.



1. INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

As enfermidades do sistema muasculo esquelético, particularmente a
osteoporose, oneram 0s sistemas de saude, devido aos elevados custos com seu
tratamento e reabilitacdo. Trata-se de uma enfermidade de carater sistémico,
caracterizada pela diminuicdo da densidade mineral 6ssea (BMD), ruptura da
microarquitetura do tecido Osseo, comprometimento da resisténcia déssea e
consequente aumento no risco de fraturas, como resultado do desequilibrio entre
os processos de formacdo e de reabsorcao éssea. De acordo com estudo,
baseado em evidéncias, publicado em 2010, pela Sociedade Norte Americana de
Menopausa (The North American Menopause Society — NAMS), a osteoporose
afeta principalmente os idosos, em patrticular individuos do sexo feminino, sendo
responsavel por cerca de 90% das fraturas de quadril e coluna em mulheres
americanas, brancas, com idade entre 65 e 84 anos. Em 2005, somente nos
Estados Unidos, foram gastos cerca de US$ 17 bilhbes com custos da
osteoporose e fraturas relacionadas, segundo relatério publicado pela “National
Osteoporosis Foundation” - Washington, DC. (“Clinician Guide to Prevention and
Treatment of Osteoporosis”, 2008) .

Vale lembrar que, a osteopenia, ou densidade mineral 6ssea diminuida, nao
€ encontrada somente em mulheres no periodo de p6s menopausa, mas também
em outras condicdes onde ha perda éssea por deficiéncia de estrogenos, como
em pacientes com anorexia nervosa e amenorréia hipotalamica, na osteoporose

juvenil (Grinspoon et al., 1999; Giustina et al. , 2008) e na diabete do tipo |



(Bereket et al, 1995). Pacientes oncolégicos submetidos a tratamento
quimioterapico também devem ser considerados, uma vez que a quimioterapia
causa reacoes adversas no metabolismo 6sseo (Davies et al., 2002).

O o0sso, a despeito de sua aparéncia estatica, € um tecido dinamico,
submetido a constantes processos de modelamento e remodelamento no decorrer
da vida. O propésito destes processos, durante o crescimento, é levar o esqueleto
a atingir o seu pico de forca e resisténcia. Durante a vida adulta, o proposito passa
a ser a manutencdo da resisténcia, removendo tecido Osseo danificado e
preservando a integridade mecanica do esqueleto. No transcorrer destes
processos, osteoblastos e osteoclastos sdo submetidos a acao de uma variedade
enorme de horménios e fatores de crescimento. Em uma complexa cadeia de
reagbes, estas substancias levam a formagéao de tecido ésseo (pelos osteoblastos)
ou a reabsor¢cao 6ssea (pelos osteoclastos) e desempenham um papel importante
na consolidagao de fraturas, na perda 6ssea ligada a menopausa e, também, nas
enfermidades do metabolismo 6sseo.

O fator de crescimento ligado a insulina (IGF-I), o hormbnio do crescimento
(GH) e o horménio da paratiredide (PTH) estdo incluidos neste grupo de
substancias com importante participacdo no metabolismo ésseo. Elas agem como
moléculas sinalizadoras envolvidas no controle da diferenciacao do crescimento
celular.

Atualmente, a maior parte das drogas utilizadas no tratamento da
osteoporose atuam inibindo a reabsorcao 6ssea. Os estrégenos, os bifosfonatos,
os moduladores de receptores seletivos para estrogenos e a calcitonina sao

exemplos de agentes com acéo anti reabsorcéo, que atuam nos osteoclastos para



prevenir a perda éssea. Entretanto, estas drogas ndo tem grande atuagdo na
formagéo de novo tecido ésseo para, efetivamente, promover a restauracao deste
tecido. Uma nova abordagem no tratamento refere-se ao uso de agentes
anabolicos que possam melhorar o remodelamento e a renovagao do tecido 6sseo
como um todo, tanto na formacao quanto na reabsorcao éssea. A evolugao destes
recursos terapéuticos baseia-se, sobretudo, em estudos sobre os fatores de
crescimento envolvidos no metabolismo e na constante renovacdo do tecido
0sseo.

O GH é de fundamental importancia no crescimento 6sseo longitudinal,
na maturagdo do esqueleto e na aquisicdo de massa Ossea (Ohlsson et al.,
1998). O IGF-I, produzido inicialmente no figado, € considerado o principal
mediador dos efeitos do GH no esqueleto. O GH e o IGF-I atuam como
importantes reguladores da homeostase 6ssea também durante a vida adulta
(Giustina et al., 2008), envolvidos no remodelamento 6sseo e seus ciclos
consecutivos de reabsorcdo e formacdo de tecido 6sseo. Durante estes
processos, pre-osteoblastos migram para as lacunas de reabsorgao formadas
pelos osteoclastos e diferenciam-se em osteoblastos, que entéo sintetizam a
matriz 6ssea.

O IGF-I pode estimular a proliferagcdo de osteoblastos e de fibroblastos, e
estimular a produgédo de colageno do tipo | por estas células (Mc Carthy et al.,
1989). Baixos niveis sistémicos de IGF-l estdo relacionados a diminuicdo da

densidade mineral 6ssea, e consequentemente aumento do risco de fraturas.



O PTH tem sido empregado como agente anabdlico no tratamento da
osteopenia/osteoporose, prevencdo e consolidacdo de fraturas (Barnes et al.,
2008). Classicamente, este hormdnio é considerado um agente catabdlico no
tecido 6sseo; no entanto, estudos em animais revelaram que, quando
administrado intermitentemente, e em doses baixas, o PTH estimula a formacao
tanto do osso trabecular como cortical (Morley et al., 2001). Nakajima e cols.
(2002) relataram ainda que a administragdo intermitente de PTH, durante a
cicatrizacao O6ssea experimental, resultava na formagao de um calo ésseo maior,
com melhora na maturacdo do tecido e na resisténcia biomecanica. Os
mecanismos de agéo envolvidos nos efeitos do PTH sobre o esqueleto ainda nao
foram totalmente esclarecidos e o papel do IGF-I como um mediador potencial dos
efeitos anabdlicos 6sseos deste hormdnio também é bastante controverso. Parte
das divergéncias, entre os resultados obtidos nos estudos relacionados a
influéncia do eixo GH/IGF-I sobre o metabolismo 6sseo e atuagao do PTH, deve-
se aos diferentes modelos experimentais utilizados, especialmente modelos
geneticamente modificados. Muitas das linhagens apresentam baixos indices de
sobrevivéncia, deficiéncias de outros horménios que também agem sobre o
metabolismo 0sseo, e estado geral de saude debilitado, complicando a
interpretacao dos dados obtidos.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o papel do IGF-I sistémico na
estrutura e funcao do tecido 6sseo, em condicdes patoldgicas, nas quais os niveis
séricos de IGF-I encontram-se diminuidos, assim como a interferéncia desta
deficiéncia na agao anabdlica 6ssea do PTH. Assim, serdo testadas as seguintes

hipéteses:



1)

Ratos da linhagem dwarf (dw-4/dw-4, autossdbmicos recessivos) podem
ser utilizados como um modelo animal adequado aos estudos sobre a
deficiéncia do IGF-I e seus efeitos na estrutura e metabolismo do tecido
0sseo.

O IGF-1 atua como potencial mediador dos efeitos anabdlicos do PTH, e
consequentemente, sua deficiéncia bloqueia de maneira significativa a

resposta do esqueleto ao tratamento com PTH.



2. REVISAO DA LITERATURA



2 REVISAO DA LITERATURA

O GH ou somatotropina é secretado pelas células da glandula pituitaria
anterior, sob o controle do hormoénio liberador do horménio do crescimento
(GHRH) e da somatostatina, que exercem, respectivamente, acao estimulatéria e
inibitéria. Durante anos o GH foi considerado o principal responsavel pelo
desenvolvimento do esqueleto. Estudos posteriores, no entanto, revelaram que
muitos dos efeitos metabdlicos do GH sdo mediados pelo fatores de crescimento
similares a insulina (IGFs) ou somatomedinas — “hip6tese da somatomedina”, de
acordo com Salmon e Daughaday (1957) apud Daughaday (2000). Segundo esta
hipotese, o GH estimula indiretamente a sintese e secrecao de IGF-I, que age
como principal mediador nas células-alvo do tecido désseo, estimulando a
expansao longitudinal da placa de crescimento de uma maneira endocrina.

Em 1993, Powell-Braxton et al, desenvolveram camundongos
heterozigotos para IGF-l (IGF-I"") e camundongos homozigotos ou “knockout”
(IGF-1"), como modelos de experimentacgéo para investigar o papel deste fator no
desenvolvimento. Os camundongos heterozigotos apresentaram redugéao de 37%
dos niveis séricos de IGF-I quando comparados aos da mesma linhagem, porém
ndao modificados geneticamente. Apesar da marcacao pela tetraciclina néao ter
demonstrado diferenca significativa na placa de crescimento, estes animais
mostraram-se 10 a 20% menores por ocasidao do nascimento e durante as 17
semanas de acompanhamento. Estes heterozigotos, machos e fémeas,
mostraram-se férteis e puderam gerar camundongos homozigotos. Estes animais

apresentaram reducao de 60% do peso corpéreo, distrofia muscular acentuada e



elevada letalidade perinatal (> 95%), demonstrando claramente o impacto
negativo da auséncia de IGF-I .

O IGF-I passou a ser apontado como um dos mais importantes fatores
anabdlicos no crescimento 6sseo por diversos autores (Liu et al., 1993; Ohlsson et
al., 1998; Clemens e Chernausek, 2004; He et al., 2006; Giustina et al., 2008;
Rosen, 2008).

Camundongos “knockout” para IGF-1 também foram utilizados por Bikle et
al. ( 2001) para analizar os efeitos da auséncia de IGF-I sobre o esqueleto, por
meio de histomorfometria &ssea, tomografia déssea quantitativa periférica
computadorizada (pQCT) e tomografia microcomputadorizada (uCT). Houve
acentuado retardo no crescimento e diminuicdo no tamanho dos ossos avaliados
(tibias e vértebras lombares — L1). A taxa de formacao éssea (BFR, do inglés,
bone formation rate) mostrou-se 27% diminuida em relacdo aos animais do grupo
controle e, ao se administrar IGF-I, aumentou cerca de 5 vezes. Os valores
obtidos com a tomografia (pQCT), em sua maior parte, ndo foram considerados
confidveis e a microtomografia (UCT) das tibias e vértebras obteve resultados
contrastantes entre os dois 0ssos avaliados.

Em 1957, quando comecou a buscar um sistema que permitisse estudar os
efeitos anabdlicos do GH em tecidos in vitro, Daughaday escolheu a cartilagem de
ratos, apos ter observado o papel essencial que a cartilagem epifisaria
desempenha no crescimento 6sseo, € também porque a acdo do GH na
cartilagem epifisaria de ratos hipofisectomizados constituiu um dos ensaios

bilolégicos mais sensiveis em seus estudos prévios. A cartilagem epifisaria,
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porém, ndo pode ser facilmente dissecada e ele acabou por conduzir seus estudos
utilizando segmentos de cartilagem costal.

Em trabalho recente, Hutchinson et al. (2007) utilizaram um modelo bovino
para avaliar a placa de crescimento, acreditando que esta pudesse apresentar
fisiologia mais semelhante a da epifise de uma crianca em crescimento, que o
modelo com camundongos ou ratos. Os condrdcitos foram coletados, corados,
microdissecados e separados nas quatro regides de crescimento (ou fragdes
celulares) da placa epifisaria e entdo expostos ao fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF), ao GH e ao IGF-l. As quatro regides foram
identificadas como: regido 1 ou R — reserva, regidao 2 ou P —proliferativa, regiao 3
ou PH — pre-hipertréfica, regiao 4 ou H - hipertrofica Posteriormente, os
condrdcitos foram utilizados em culturas celulares e na realizagcao de “real-time
RT-PCR” (do inglés, reagcdo em cadeia pela polimerase através de transcrip¢ao
reversa em tempo real). O horménio do crescimento isolado n&o provocou
aumento na proliferacdo de nenhuma das quatro fragdes celulares; a proliferacao
estimulada pelo IGF-I foi observada nas células da fracao 4 (células hipertréficas),
com um aumento de trés vezes em relacdo ao controle; o bFGF isolado nao
estimulou proliferacdo em nenhuma fragdo celular, mas a combinagao de IGF-I
com bFGF levou ao aumento na proliferacao das células das fracdes 1 e 2 (células
de reserva e células proliferativas). A andlise das fracdes celulares pela técnica de
“real-time RT-PCR” demonstrou ndo haver contaminacdo por osteoblastos ou
células do pericéndrio. Estes resultados sugeriram que “0 maior estimulo ao
crescimento em animais de grande porte é o IGF-1 de origem sistémica e nado o

hormonio do crescimento”.
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O IGF-I é sintetizado no figado, onde ocorre sua maior expressédo e €
posteriormente transportado a outros tecidos atuando como um horménio
enddcrino (Ohlsson et al., 1998). No tecido 6sseo, o IGF-I estimula a formacao
O0ssea e a sintese de proteinas, aumenta a replicacdo de células da linhagem
osteoblastica, a proliferacdo de osteoblastos e fibroblastos, a producao de
colageno pelos osteoblastos, a deposicdo de matriz 6ssea e diminui a
degradacado de colageno (Thorngreen et al., 1975; Rajaram et al., 1997; Bou-
Gharios e Crombrugghe, 2008; Rosen, 2008).

Ha que se considerar ainda a producao local de IGF-I em tecidos extra-
hepaticos. Afora o figado, o osso é a fonte importante de IGF-I em mamiferos. O
IGF-I produzido no tecido 6sseo atua como um fator de crescimento local,
exercendo, entao, efeitos paracrinos especificos. Yakar et al. (1999) ressaltaram a
importancia do IGF-I local, ao observar que o o crescimento 6sseo longitudinal ndo
foi afetado em camundongos “knockout” para o IGF-I hepatico, demonstrando que
o IGF-I local e/ou os efeitos diretos do GH podem substituir a acdo do IGF-I
sistémico. O IGF-I € encontrado nas células da linhagem osteoblastica, assim
como nos condroblastos e nos osteoclastos (Molina, 2006; Bou-Gharios e
Crombrugghe, 2008).

Embora ja tenha sido demonstrado, de maneira consistente, que o IGF-I
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e funcdo do esqueleto,
ele também ¢é influenciado pela acdo de outros hormdnios (além do GH) que
atuam no metabolismo ésseo. O PTH, o hormdnio tireoideo (TH), o cortisol,
estrédgenos e andrdégenos, entre outros, sao capazes de alterar os niveis de IGF-I

nas células ésseas, e ainda, como referido por Rosen (2008) em uma das mais
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recentes revisdes sobre este tema, “tanto os IGFs como os outros componentes
deste sistema regulatério estdo sob a influéncia de um grande numero de
determinantes genéticos, ambientais e hormonais”.

A acao bioldgica do IGF-lI encontra-se ainda sob o controle de seis
diferentes proteinas ligantes (IGFBPs), que regulam a disponibilidade do IGF-I ao
seu receptor nos tecidos alvo. In vivo, aproximadamente 99 % dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina do tipo | encontram-se associados a
proteinas de ligacao na circulacao (Baxter et al., 1989; Rechler, 1993). As IGFBPs
(1-6) podem inibir a acdo do IGF-I ao ligar-se competitivamente, impedindo que o
IGF-I ligue-se ao seu receptor; em outras situagdes, podem aumentar a aitvidade
do IGF-I, ou ainda agir de forma independente. Em humanos, cerca de 80% do
IGF-I circulante encontra-se na forma de um complexo ternario, constituido por
uma molécula de IGF-l, uma molécula de IGFBP-3 e uma molécula de proteina
denominada ALS (do inglés, acid-labile subunit). Nesta forma, a IGFBP-3 retém o
IGF-I no sistema vascular, aumentando sua meia-vida e constituindo, assim, um
resevatorio de IGF-I. A disponibilidade bioldégica do IGF-I também ¢é influenciada
pela acao proteolitica de um familia de proteases especiificas, responsaveis pela
clivagem das IGFBPs.

Enquanto o IGF-I sistémico é diretamente dependente do GH, a producao
de IGF-I local no tecido 6sseo nao é tao influenciada pelo GH e também encontra-
se sob o controle de diversos outros hormdnios, incluindo o PTH (Melmed, 1999;
Bikle et al., 2002).

O PTH é um horménio polipeptidico, constituido por 84 aminoacidos, que

tem como principal efeito fisiolégico a manutencdo da homeostase de calcio e
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fosfato no organismo, além de participar da remodelagéao éssea, da excrecao renal
de fosfato e da ativagdo da vitamina D. Para a manutengédo destes processos, a
sintese e a liberacdo de PTH pelas glandulas paratiredides é continua.

As principais respostas fisiolégicas provocadas pelo PTH sdo mediadas
pela sua adesdo a receptores da membrana celular nos orgaos-alvo e por
multiplos mecanismos de sinalizacao celular . Apesar de trés receptores para o
PTH (PTHR) terem sido identificados (PTHR1, PTHR2 e PTHR3), os principais
efeitos fisiolégicos do PTH sdo mediados pelo PTHR1, em especial no sistema
esquelético, onde o PTHR1 é encontrado nos osteoblastos. Desta forma, a
atividade osteoclastica é indiretamente mediada pelos osteoblastos, levando ao
aumento da degradacao éssea e a rapida liberagao de calcio pela matriz éssea.
Os efeitos do PTH sao ainda mediados nos osteoblastos pela sintese ou atividade
de diversas proteinas, incluindo o fator de diferenciacdo osteoclastica (ODF),
também conhecido como ligante do receptor ativador do fator nuclear k B (RANKL)
ou ligante da osteoprotegerina. O PTH estimula a expressédo desta proteina nas
células osteoblasticas, que ao se ligar ao receptor ativador do fator nuclear k B
(RANK) nas células precursoras hemopoiéticas, estimula a diferenciacdo destas
células em osteoclastos funcionais. No tecido 6sseo, o PTH também estimula
genes vitais ao processo de degradacdao da matriz extracelular e remodelacéo
O0ssea (colagenase 3), a estimulagcdo e recrutamento de osteoclastos (Molina,
2006).

Apesar de exercer uma acado catabdlica sobre o tecido 06sseo, ao
restabelecer os niveis séricos de calcio, quando administrado em doses baixas e

de forma intermitente, o PTH apresenta efeitos anabdlicos (Zhou et al., 2001;
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Compston, 2007). Os mecanismos envolvidos ndo estdo ainda totalmente
esclarecidos, sabe-se, porém, que o PTH ao ligar-se a receptores na membrana
de osteoblastos ativa uma cascata de sinalizagdo de enzimas dependentes do
AMP ciclico (ou PKA, do inglés, protein kinase A), que por sua vez, levam a
ativagdo da transcricdo de genes envolvidos na diferenciagdo e atividade dos
osteoblastos, como Runx2, osteocalcin, e ALP, ou ainda genes envolvidos na na
atividade osteoclastica (RANKL).

IGF-I é considerado um mediador essencial para os efeitos anabdlicos
0sseos do PTH in vitro e in vivo por diversos autores (Canalis et al., 1989; Linkhart
e Mohan, 1989; Pfeilschifter et al., 1995; Watson et al., 1995; Bikle et al., 2002;
Yamaguchi et al., 2005). No entanto, o papel desempenhado pelo eixo GH/IGF-I
na mediacdo dos efeitos anabdlicos 6sseos do PTH ainda € controverso. Hock e
Fonseca (1990) consideraram que o efeito anabdlico do PTH encontrava-se
diminuido em ratos hipofisectomizados, enquanto outros estudos revelaram uma
influéncia menor do eixo GH/IGF-I (Gunness e Hock, 1995; Hock e Wood, 1995;
Shmidt et al., 1995). A razdo desta discordancia ainda ndo esta clara, mas os
estudos com ratos hipofisectomizados sao dificeis de serem conduzidos pela
condicao fisica debilitada destes animais e pelas deficiéncias de outros horménios
ativos no tecido 6sseo como o horménio estimulante da tiredide e também
corticosteroides. Mais recentemente, tem-se utilizado o camundongo “knockout”
para IGF-I nos estudos das interacdes esqueléticas entre IGF-1 e PTH.

Wang et al. (2007) examinaram o papel do IGF-1 como mediador das agbes
do PTH. Camundongos com mutacao genética especifica no receptor de IGF-I

foram tratados com PTH (80 ug/kg de peso vivo por duas semanas) e comparados
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a um grupo controle. Tomografia micro-computadorizada, histomorfometria, cultura
celular e provas de avaliagdo genética foram aplicadas as amostras de 0sso
obtidas apo6s a eutanasia. Os resultados revelaram diminuicdo do volume dsseo,
da espesssura da camada cortical, da formacao de periosteo e da mineralizacao,
indicando que “o receptor para IGF-1 (IGF-IR) em osteoblastos maduros estava

envolvido como mediador das acdes anabdlicas do PTH”.



3. METODOS
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3 METODOS

3.1 Desenho experimental

O projeto de pesquisa foi formulado com o objetivo de testar as seguintes

hipotéses:

1) Ratos da linhagem dwarf (dw-4/dw-4) fornecem um modelo animal
adequado aos estudos sobre a deficiéncia do eixo GH/IGF-I e seus

efeitos na estrutura e fungao do tecido ésseo.

2) A deficiéncia no eixo GH/IGF-I ndo bloqueia significantemente a

resposta do esqueleto ao tratamento com PTH.

O desenho experimental seguiu os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), da American Veterinary Medical Association
(AVMA) e do Institute of Animal Care And Use Comitee (IACUC), no que se refere
a manutencdo dos animais, protocolos de anestesia, analgesia e eutandsia.
Pesquisador responsavel (Principal Investigator - University of Florida) e
pesquisador executante foram credenciados pelo IACUC para atuar em
experimentos com modelos animais no Animal Care Services (ACS) - University of
Florida, sendo que o projeto foi submetido e aprovado pelo mesmo Comité. O

projeto também foi avaliado e aprovado pela Comissao de Analise de Projetos de
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Pesquisa — CAPPesq — do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

3.2 Modelo animal

O rato (Ratus norvegicus) foi selecionado como animal de experimentacao

nesta pesquisa, uma vez que tem demonstrado ser um modelo bastante Gtil nos
estudos envolvendo disturbios 6sseos e agentes anti-reabsorcdo 6ssea, como
estrégenos e bifosfonatos. Os resultados obtidos nesta espécie animal tém se
mostrado consistentes e transponiveis para a aplicacdo em seres em humanos.
Foram utilizados ratos da linhagem Lewis e dwarf (dw-4/dw-4), ambos
provenientes do Laboratorio Harlan (UK). Ratos da linhagem dwarf (linhagem
mutante and, dw-4/dw-4) sdo animais autossémicos recessivos para o gene dw-4,
descritos por Hedrich (1990). Sao resultantes de mutagao ocorrida em coldnias de
ratos da linhagem Lewis e foram avaliados quanto a sua utilizagdo como modelo
animal em pesquisas para estudar os efeitos da deficiéncia do eixo GH/IGF-I
sobre o tecido 6sseo. Nestes animais mutantes, a sintese de GH encontra-se
seletivamente reduzida a cerca de 6% dos niveis normais em fémeas, e 0s niveis
de IGF-I a cerca de 10% do normal. O crescimento apresenta-se retardado, com
indices 40 a 50% menores. As concentragdes de outros hormdnios tréficos, como
hormonio luteinizante (LH), hormbnio estimulante da tiredide (TSH), prolactina

(PRL) e hormbnio adrenocorticotrofico (ACTH ), ndo se apresentam alteradas.
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3.3 Grupos experimentais

Os animais foram recebidos com 5 semanas de idade e mantidos sob as
mesmas condi¢gdes nutricionais e de manejo, acondicionados aos pares em
gaiolas e estantes com sistema de filtragem e exaustdo de ar, fornecimento
automatizado de agua, sob condigcdes de manutencao laboratorial padronizadas
com ciclo de 13 horas de luz e 11 horas de escuridao, temperatura de 25°C e
umidade de 48%. Em seguida, foram submetidos a periodo de aclimatacao
durante um més, tendo sido avaliados diariamente quanto as condicbes gerais de
saude. O peso corpéreo foi aferido semanalmente, habituando-se os animais ao
manuseio pelos pesquisadores.

Os animais foram divididos em quatro grupos para avaliacao das alterag¢des
nos tecidos 6sseos da linhagem mutante e, posteriormente, comparagdo da
resposta ao tratamento com PTH nas duas linhagens. A distribuicdo dos grupos

procedeu-se da seguinte forma:

Grupo 1 - Ratas da linhagem Lewis com padrdao de desenvolvimento
normal, que receberam medicagdo placebo a partir de 9 semanas de idade,

injetada por via subcutanea, diariamente por 2 semanas, (N=13);

Grupo 2 - Ratas da linhagem mutante dwarf, que receberam medicacao
placebo a partir de 9 semanas de idade, injetada por via subcutanea, diariamente

por 2 semanas, (N=13);
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Grupo 3 — Ratas da linhagem Lewis com padrdo de desenvolvimento
normal, que receberam hPTH 1-34, a partir de 9 semanas de idade, injetada por

via subcutanea, diariamente por 2 semanas, (N=10);

Grupo 4 - Ratas da linhagem mutante dwarf, que receberam fragmento de
horménio paratire6ideo humano, hPTH 1-34, a partir de 9 semanas de idade,

injetado por via subcutanea, diariamente por 2 semanas, (N=7);

3.4 Tratamentos

De acordo com o protocolo anteriormente proposto, todos os tratamentos
foram iniciados no momento em que os animais atingiram 9 semanas de idade,
utilizando-se as mesmas vias de aplicagdo, duracdo e volumes administrados,

conforme descrigéo a seguir.

3.4.1 Tratamento placebo

A solucao placebo foi preparada a partir da dissolu¢do de 0,1 ml de acido
hidrocloridrico (HCI) em 1000 ml de agua destilada apirogénica. Esta solugao
acida, foi posteriormente adicionada a 97,9 ml de solugao salina estéril e filtrada
(filtro 0,22u millipore para adesao de proteinas de baixo peso molecular).

Ao atingir nove semanas de idade, os ratos dos grupos 1 e 2 receberam
injecdes diarias da solucao placebo, na dose de 0,1 ml/kg de peso corpdéreo, por

via subcutanea, durante duas semanas.
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3.4.2 Tratamento com PTH

Por ocasido da eutanasia dos animais pertencentes aos grupos 1 e 2
(também utilizados como grupos controle para os grupos 3 e 4), foram obtidas
amostras de soro. As amostras de sangue, coletadas através da artéria aorta
abdominal, foram mantidas em temperatura ambiente para coagulacéo, durante 20
minutos e entdo centrifugadas por 15 minutos a 2000 rpm. Em seguida, foram
acondicionadas em tubos de ensaio fechados e mantidas em banho-maria por 1
hora, a temperatura de 50 °C, distribuidas em aliquotas de 2 ml em tubos
Eppendorf e estocadas a temperatura de -80 °C até a sua utilizacao. Especial
cuidado foi observado na individualizacdo das amostras. As amostras de soro
obtidas de ratos Lewis foram utilizadas somente no preparo de solugbes para
ratos Lewis e, da mesma forma, as amostras de soro provenientes de ratos dwarf,
utilizadas em solugdes para animais da mesma linhagem.

Fragmentos de PTH com terminal amino tém sido utilizados como potentes
agentes anabdlicos no tratamento de osteoporose (Fraher, 1999). Neste estudo,
foi utilizado o fragmento de PTH humano, hPTH (1-34) sintético, proveniente do
Laboratério Bachem Inc. (Torrance, CA), diluido no veiculo de solucdo salina
acida, ao qual se adicionou 2 ml soro inativado por calor, de acordo com a
linhagem de procedéncia, Lewis ou dwarf.

Desta forma, as ratas pertencentes aos grupos 3 e 4, receberam injecoes
diarias de hPTH (1-34), na dose de de 50 ug/kg de peso corpéreo, por via

subcutanea, durante duas semanas.
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3.4.3 Marcadores histoldgicos

Compostos de fluorocromo, declomicina e calceina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO), foram administrados como marcadores da formacao de tecido
0sseo nas analises histomorfométricas. As administracbes foram realizadas por
via subcutanea, na dose de 15 mg/kg, no 102 e 3° dias antecedentes a eutanasia,
respectivamente, de forma a marcar as superficies com formacgao ativa de tecido

0sseo.

3.5 Eutanasia

Ao término do experimento, foi realizada eutanasia, segundo os critérios
estabelecidos pela Associagdo Americana de Medicina Veterinaria — American
Veterinary Medical Association - AVMA Guidelines on Euthanasia - em 2007, e
aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Comitee (IAACUC). Os animais
foram submetidos a anestesia geral com quetamina (Ketaset® — Fort Dodge
Laboratories, Fort Dodge, IA) e xilazina (AnaSed® - Lloyd Laboratories,
Shenandoah, IA), nas doses de 50 e 10 mg/kg, respectivamente.

Ap6s constatacdo de adequado plano anestésico, foi realizada
exsanguinacdo e coleta de sangue através da artéria aorta abdominal para
obtencao de valores de hematocrito e andlises séricas de IGF-I, seguida de

deslocamento tronco-cerebral para confirmacao de 6bito.
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3.6 Exame necroscopico e anatomopatologico

Foi realizado exame necroscépico para identificacdo de possiveis
alteragdes patoldgicas, previamente a retirada de tecidos para andlise. A amostra
de sangue obtida foi utilizada para realizacdo de hamatécrito logo apds a
eutanasia, com aparelho de microhematécrito (Clay Adams, Parsippany, NJ), e
também para obtencado de aliquotas de soro, mantidas a temperatura de -80°C,

para posteriores analises bioquimicas e biomoleculares.

3.6.1 Distribuicao de tecidos e amostras por ocasiao da necropsia

Foram coletadas ambas as tibias, fémures direitos, as extremidades
proximais dos fémures esquerdos, as primeiras e segundas vértebras lombares, e
as quintas e sextas vértebras caudais de cada animal. Estas amostras tiveram
todo tecido musculo-esquelético removido e os espécimes de 0sso destinados a
realizacao de exame histomorfométrico (tibias e vértebras), foram acondicionados
em recipientes com solugédo de formalina tamponada com fosfato (pH= 7,4) por 24
horas, transferidos para recipientes com etanol 70 % e, posteriormente,
submetidos a processo de descalcificacdo. Os fémures direitos foram mantidos em
solucao de formalina até obtencado dos valores de comprimento do 0sso em seu
eixo longitudinal e realizacdo da tomografia Ossea quantitativa periférica
computadorizada (pQCT). As extremidades proximais dos fémures esquerdos,

assim como fragmentos de lobos hepaticos, foram acondicionados em tubos de
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ensaio e mantidos em recipiente contendo nitrogénio liquido, até posterior

manutencao em freezer a temperatura de -80 °C.

3.7 Avaliacao das amostras

Avaliacao do peso corpoéreo e comprimento femoral, tomografia Ossea
quantitativa periférica computadorizada (pQCT), andlise histomorfométrica e
dosagem sérica de IGF-I foram os métodos aplicados para avaliar os efeitos dos
tratamentos sobre a massa e a densidade de osso cortical e esponjoso, a
formacao e a reabsorcao ésseas, e os niveis enddégenos de IGF-I nos diferentes

grupos de experimentacao.

3.7.1 Avaliacao do peso corporeo e comprimento femoral

A avaliagédo do peso corpéreo e do comprimento femoral foi realizada como
uma primeira analise, indicativa dos efeitos da deficiéncia no eixo GH/IGF-I sobre
o desenvolvimento geral e, posteriormente, das diferentes respostas aos
tratamentos aplicados nas duas linhagens distintas consideradas na pesquisa. O
peso corpéreo foi avaliado semanalmente em todos os grupos, utilizando-se a
mesma balanga de precisdo. Os fémures direitos foram mensurados com
paquimetro digital eletrénico (Fisher Scientific), considerando-se toda a extensao,
estipulando-se o trocanter maior e a cabega femoral como limites proximais e as

extremidades dos condilos femorais como limites distais.
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3.7.2 Tomografia 6ssea quantitativa periférica computadorizada (pQCT)

A tomografia Ossea quantitativa periférica computadorizada (peripheral
quantitative computed tomography — pQCT) foi utilizada por ser um método
desenvolvido para medidas do esqueleto apendicular que, além de fornecer amplo
leque de dados, permite avaliar isoladamente o 0sso cortical e o trabecular.

A obtencdo de imagens foi realizada nos fémures direitos, utilizando-se
equipamento Stratec XCT Research M instrument (Norland Medical Systems, Fort
Atkinson, WI), a uma distancia de 5 mm e 4 mm da extremidade distal do fémur,
para medidas estruturais de osso trabecular em ratos das linhagens Lewis e dwarf,
respectivamente. Foi considerada, desta forma a influéncia das diferentes medidas
de comprimento dos fémures sobre a localizacdo das regides de interesse nas
diferentes linhagens de ratos. Semelhantemente, na avaliagdo do osso cortical, as
imagens foram tomadas a uma distancia de 16 mm e 14 mm para ratos Lewis e
dwarf, respectivamente.

Os parametros avaliados na regiao metafisaria dos fémures foram:

- contetdo mineral 6sseo total (total BMC — total bone mineral content, mg/mm);

- densidade 6ssea total (total BMD - total bone mineral density, mg/cm?®);

- contetdo mineral 6sseo trabecular (trabecular BMC - trabecular mineral content,
mg/mm);

- densidade mineral 6ssea trabecular (trabecular BMD - trabecular mineral density,
mg/cm?®);

- area total (total area, mm?);

- &rea trabecular (trabecular area, mm?).
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Na diafise femoral, os valores obtidos para andlise do osso cortical foram:
- conteudo mineral 6sseo total (total BMC - total bone mineral content, mg/mm);
- densidade 6ssea total (total BMD - total bone mineral density, mg/cm?®);
- contetdo mineral 6sseo cortical (cortical content, mg/mm);
- densidade mineral 6ssea cortical (cortical density, mg/cm?®);
- 4rea cortical (cortical area, mm?);
- espessura cortical (cortical thickness, mm);
- circunferéncia periosteal (periosteal circumference, mm);

- circunferéncia endosteal (endosteal circumference, mm).

3.7.3 Analise histomorfomeétrica

A histomorfometria € um método que fornece consistente informacgao
quantitativa sobre a organizacdo microscopica e estrutura do tecido 0sseo
através de andlise assistida por computador das imagens dos cortes
histologicos. Os valores histomorfométricos do tecido 6sseo procedentes dos
segmentos proximais das tibias e as vértebras lombares foram analisados nos
quatro diferentes grupos pertinentes ao estudo.

Os segmentos proximais das tibias e as vértebras lombares passaram por
processo de desidratacdo em solugdes com concentracdes crescentes de etanol a

70 %, 95 % e 100 %. A seguir, foram descalcificadas, embebidas em
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metilmetacrilato modificado e seccionadas longitudinalmente com micrétomos
Jung 2065 e 2165 (Leica Corp., Rockleigh, NJ) nas espessuras de 4 e 8 mm.

Os cortes com 4 mm de espessura foram corados de acordo com o método
de Van Kossa, utilizando-se tetracromo como corante (Polysciences, Warrington,
PA), enquanto os cortes com 8 mm de espessura permaneceram sem coloragao
para posterior obtencdo de dados relativos a marcacdo com fluorocromos sob
analise microscépica com luz ultra-violeta. As medidas do tecido 6sseo foram
realizadas no 0sso esponjoso das metéafises proximais das tibias, iniciando-se a
uma distancia de 1 mm da jungdo da placa de crescimento com a regido
metafisaria, excluindo-se a regiao esponjosa primaria. Nas vértebras lombares, a
regiao de interesse (ROI — region of interest) foi definida na porgcao central dos
corpos vertebrais, a uma distancia de 0.5 mm da juncdo das placas de
crescimento com a regido metafisaria (comprimento maximo de 3 mm) e,
lateralmente, a distdncia de 0.25 mm do osso cortical. Todos os dados foram
obtidos através do sistema Bioquant Bone Morphometry System (R&M Biometrics
Corp., Nashville, TN) e Osteomeasure System (Osteometrics, Inc., Atlanta, GA).
Os indices morfométricos utilizados seguiram a nomenclatura padronizada por
Parfitt (1987) e adotada pelo Comité Cientifico da American Society of Bone and

Mineral Research.

3.7.3.1 Vértebras lombares

Foram avaliados os seguintes parametros histomorfométricos estruturais

nos cortes das vértebras lombares com 4 mm de espessura:
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- Volume trabecular — BV/TV (%): volume de osso trabecular ou esponjoso,
expresso como uma porcentagem do volume total ocupado pela medula e
trabéculas.

- Numero trabecular - Tb.N (n¥mm): numero de traves ou trabéculas 6sseas, por
milimetro de tecido 6sseo, sendo também um indice que expressa a densidade
trabecular.

- Espessura trabecular — Tb.Th (um): e a espessura das traves ou trabéculas
Osseas, expressa em micra.

- Separacdo ou distancia trabecular (um): é a distancia entre as traves ou
trabéculas 6sseas, expressa em micra.

- Volume ostedide — OV/BV (%): volume ocupado pelo osso ostedide (né&o
mineralizado), expresso como porcentagem do volume ocupado pelo 0sso
trabecular total (mineralizado e ndo mineralizado).

- Superficie ostedide - OS/BS (%): porcentagem da superficie trabecular
recoberta por matriz ostedide, em relagéo a superficie trabecular total.

- Superficie osteoblastica — Ob.S/BS (%): porcentagem da superficie trabecular
que apresenta osteoblastos, em relagdo a superficie trabecular total ou perimetro
total de 0sso esponjoso .

- Superficie osteoclastica — Oc. S/BS (%): porcentagem da superficie trabecular

que apresenta osteoclastos, em relacao a superficie trabecular total.

Os parametros dinamicos, indices de formacgao 6ssea, avaliados através da

marcacao com fluorocromo, foram obtidos a partir dos cortes com 8 mm de
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espessura das vértebras lombares ndo corados. Foram mensuradas, através do
sistema Osteomeasure, as porcentagens de superficies de osso trabecular com

dupla marcagao por fluorocromo:

- Taxa de aposicao mineral — MAR (um/dia): espessura do novo 0sso mineralizado
depositado na unidadade de tempo, expressa em micra por dia. E considerada um
indice de atividade osteobléastica.

- Superficie mineralizante - MS/BS (%): é a porcentagem da superficie trabecular
que apresenta dupla marcacéao por fluorocromos.

- Taxa de formacéo 6ssea — BFR/BS (um®/ um?/dia): foi calculada multiplicando-se

a superficie mineralizante (MS/BS) pela taxa de aposi¢cdo mineral (MAR).

3.7.3.2 Tibias

Nos segmentos proximais das tibias (cortes com 4 mm de espessura),
foram avaliados os parametros histomorfométricos estruturais: volume trabecular,
nuamero trabecular, espessura trabecular e distancia trabecular.

Como parametro dinamico, foi avaliado o crescimento 6sseo longitudinal
(um/dia), na area de ossificacdo endocondral, da zona proliferativa até a linha
marcada pelo fluorocromo calceina, administrado no terceiro dia antecedente a
eutanasia, correspondente a transi¢cao da zona esponjosa primaria.

As extremidades das porcdes distais das tibias, por sua vez, foram

desidratadas e tiveram a gordura tecidual removida através de tratamento com
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etanol a 100 % e acetona, sendo posteriormente descalcificadas e embebidas em
estireno monomérico, que se polimeriza em resina de polyester (Tap Plastics, San
Jose, CA). As diafises tibiais foram entdo seccionadas a 1-2 mm proximais a
juncéo tibiofibular, em cortes tranversais com aproximadamente 150 mm de
espessura, utilizando-se uma serra de baixa velocidade (Isomet low-speed saw -
Buehler, Lake Bluff, IL). Estes cortes foram desgastados até atingir a espessura de
50 mm para realizagdo das medidas histomorfométricas do osso cortical, também
com o sistema Osteomeasure, que incluiram paradmetros semelhantes aos

avaliados para o osso trabecular:

- Area de osso cortical (um?): calculada através da subtracdo da area
correspondente a medula éssea da area total de osso cortical.

- Espessura da area de osso cortical (um): obtida através da mensuragdo da
distancia entre a superficie periosteal e a superficie endocortical, em quatro locais
equidistantes de cada corte.

- Taxa de aposi¢cao mineral — MAR (um/dia): obtida através da divisdo da distancia
entre as marcagdes por fluorocromo pelo intervalo em dias entre as
administrac6es dos marcadores.

- Superficie mineralizante - MS/BS (%): indice de formacado éssea ativa,
porcentagem da superficie com dupla marcacao por fluorocromos.

- Taxa de formagdo éssea — BFR/BS (um® pm?dia): calculada para ambas as

superficies, periosteal e endocortical, multiplicando-se MS/BS pela MAR.
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3.7.4 Dosagem sérica de IGF-I

O método ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) foi realizado
para se obter os valores dos niveis séricos de IGF-1 em todos 0s animais incluidos
na pesquisa. Foi utilizado o kit Rat/Mouse IGF-1 ELISA, produzido pelo Laboratério
IDS — Immunodiagnostic systems para determinacao quantitativa de IGF-1 em soro
de ratos ou camundongos, através de ensaio imunoenzimométrico (IEMA).

Neste procedimento, as amostras foram incubadas brevemente com o
reagente para inativar as proteinas de ligacao ao IGF-I e obter a diluicdo
adequada para o ensaio. O anticorpo monoclonal purificado anti-IGF-I de ratos
encontra-se revestindo a superficie interna de poliestireno das cubetas da placa
de titulacao (fase sélida ou anticorpo de captura). Diluicbes das amostras foram
entdo incubadas, juntamente com anticorpo policlonal biotinilado de coelho anti
IGF-I de ratos, nas cubetas revestidas com o anticorpo e movimentadas por duas
horas a temperatura ambiente. As cubetas foram entdo lavadas e a enzima
peroxidase, obtida de raiz-forte marcada com avidina, foi adicionada, ligando-se
ao complexo de biotina. Apds lavagem adicional, um componente substrato
cromogénico simples (formulacdo de tetrametil-benzidina) foi adicionado para
promover coloragdo. A absorbancia da reacdo foi avaliada através de leitura da
placa de microtitulagdo, sendo a intensidade da coloracdo desenvolvida
diretamente proporcional a quantidade de IGF-1 de ratos presente na amostra. A

concentracao sérica de IGF-1 foi expressa em ng/mL.
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3.8 Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusao:

- Estado clinico debilitado e indicativo de possiveis interferéncias e/ou
distorcoes nas avaliagcbes a serem realizadas posteriormente (desenvolvimento
geral, niveis séricos e amostras de tecidos);

- Mutilagao entre os animais por comportamento agressivo.

Trés animais, pertencentes ao grupo 4, vieram a 6bito antes do término do
periodo de experimentacdo, sem causa determinada pela necrdpsia e exame
anatomo-patoldgico e, consequentemente, seus dados nao foram incluidos no

estudo.

3.9 Analise estatistica

Os resultados estatisticos descritivos foram aplicados na construgdo de
gréficos representando a média + desvio padrdo para cada grupo, utilizando-se o
sinal asteristico (*) para designar ocorréncia diferenca estatistica significante.

O teste estatistico utilizado na comparacao dos resultados entre os grupos
consistiu de andlise de variancia (ANOVA), seguida de analise post-hoc de
Bonferroni, (SAS Software Institute Inc.). As diferencas foram consideradas

significantes para um valor de p < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao do peso corporeo e comprimento femoral

Os dois primeiros grupos foram utilizados inicialmente na avaliagcao da
linhagem de ratos dwarf como modelo animal para o estudo dos efeitos da
deficiéncia do eixo GH/IGF-I sobre o esqueleto. Diferengas fenotipicas evidentes
puderam ser observadas entre as duas linhagens de ratos, Lewis e dwarf, ja no
periodo de aclimatagao. Os animais da linhagem Lewis exibiram tamanho e peso
corpéreo superiores do que os da linhagem dwarf (Figuras 1 e 2).

Por ocasiao da eutanasia, ao se comparar 0s animais dos grupos 1 e 2,
ambos submetidos a tratamento placebo, pode-se observar que o peso corpéreo
médio dos ratos Lewis era 52,9 % maior que dos ratos dwarf (187,6 £ 10,9 g vs.
122,7 + 5,6 g, p<0,0001) e o comprimento dos fémures esquerdos mostrou-se
14,8 % mais longo (31,32 £ 0.42 mm vs. 27.28 £ 0.32 mm).

No entanto, ao se comparar os valores dos animais pertencentes aos
grupos 3 e 4, observa-se que o tratamento com PTH n&o afetou de forma
significativa o peso corpéreo dos animais, independentemente da linhagem, Lewis

ou dwarf, como pode ser observado no grafico a seguir (gréafico 1).



Fig. 1 Ratas das linhagens Lewis (a dir.) e dwarf (a
esq.) durante avaliagdo semanal do peso corpéreo.

Fig. 2
Animal da
linhagem
dwarf (a
dir.), com
desenvolvi
mento
inferior ao
da
linhagem
Lewis (a
esq.)
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Grafico 1 - Peso corpéreo. Diferenca significativa entre ratos Lewis e dwarf (p <
0,0001), conforme ja observado, mas ndo entre os animais que receberam

tratamento placebo (VEH) e PTH, tanto na linhagem Lewis como dwarf.

Peso corporeo ()

250.00

200.00

150.00 -

100.00 -

50.00 -

Lewis VEH Lewis PTH Dwarf VEH Dwarf

0.00

4.2 Tomografia 6ssea quantitativa periférica computadorizada (pQCT)

Em relacdo aos grupos 1 e 2, as analises realizadas através de pQCT nas
metafises femorais distais (Fig. 3) revelaram que os mais importantes parametros
estruturais do tecido 6sseo trabecular eram significantemente inferiores nos ratos
dwarf quando comparados aos ratos Lewis. O contetdo mineral 6sseo total (total
BMC), a densidade éssea total (total BMD), o conteddo mineral 6sseo trabecular
(trabecular BMC) e a densidade mineral 6ssea trabecular (trabecular BMD)

apresentaram diferencga significativa, com p < 0,0001.
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Considerando-se 0s mesmos parametros estruturais do tecido désseo
trabecular na avaliacdo dos grupos 3 e 4, o0s resultados obtidos nos animais
submetidos ao tratamento com PTH foram superiores aos observados nos grupos
nao tratados, tanto para a linhagem dwarf como para a linhagem Lewis,
apresentando diferenga significativa com valor de p < 0,0001 ( graficos2 a 7). Na
analise post-hoc, os valores da densidade trabecular apresentaram interacao entre
grupo e tratamento, sendo que os animais da linhagem dwarf submetidos ao
tratamento com PTH apresentaram um ganho maior do que o observado nos

animais da linhagem Lewis tratados com PTH.
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Grafico 3
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Grafico 5
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Grafico 6
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Grafico 7
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Quanto ao osso cortical, os valores obtidos nas diafises femorais (Fig. 4)
dos animais dos grupos 1 e 2 também mostraram diferengas significantes entre as
duas linhagens. Os parametros conteudo mineral 6sseo total (total BMC),
densidade éssea total (total BMD), conteudo mineral ésseo cortical (cortical BMC),
area cortical, espessura cortical, circunferéncia endosteal e circunferéncia
periosteal mostraram-se significantemente inferiores nos animais da linhagem
dwarf do que na linhagen Lewis, com excec¢ao da densidade mineral éssea cortical
(cortical BMD) . Ao se considerar os parametros do tecido ésseo cortical nos
grupos 3 e 4, praticamente todos os valores obtidos nas diafises femorais nao
demonstraram efeito algum do tratamento com PTH em nenhum dos grupos, com
excegcao da densidade mineral 6ssea cortical (cortical BMD), que se mostrou

aumentada (p<0,003), como pode-se observar nos graficos 9 a 16.
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Grafico 10
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Grafico 12
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Grafico 14
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Grafico 16
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Fig. 3 - Imagem da regiao
metafisaria do fémur obtida
por pQCT.

Fig. 4 - Imagem da regiao
diafisaria do fémur obtida por
pQCT.
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4.3 Analise histomorfométrica

O volume trabecular mostrou-se notadamente diminuido nos animais da
linhagem dwarf em relagdo aos da linhagem Lewis, ao se comparar 0os animais
dos grupos 1 e 2 (1,2 +£1,4% vs. 18,9 £ 3,3%, p < 0,0001).

O numero de trabéculas e a espessura trabecular também mostraram-se
diminuidos nos ratos dwarf, enquanto a separacao trabecular apresentou-se

aumentada.

Fig. 5 - Imagens das metafises proximais das tibias de animais
dwarf (A) e Lewis (B). Evidente diminuicao do niumero e da
espessura das trabéculas 0sseas (coradas em preto - Van Kossa),
indicando osteopenia trabecular nas ratas dwarf.
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O crescimento 6sseo longitudinal mostrou-se trés vezes superior nos ratos
Lewis em comparacao aos ratos dwarf (72,1 + 4,9 um/d vs. 24,5 + 10,7 um/d, p <
0,0001).

Ao se considerar os parametros de superficie 6ssea trabecular, ndo houve
diferenca significativa entre os valores médios de superficie ostedide, superficie
osteoblastica e superficie osteoclastica entre os grupos 1 e 2.

No entanto, a taxa de aposicao mineral (MAR) no osso trabecular, um
indice de atividade osteoblastica, mostrou-se significantemente diminuida nos
animais da linhagem dwarf em comparagéo aos da linhagem Lewis (0,9 + 0,2 pm/d
vs. 1,5 £ 0,3 um/d, p < 0,0005).

A area cortical estava marcadamente diminuida nos ratos dwarf em relagao
aos ratos Lewis (1,9 + 0,1 mm? vs. 3,2 + 0,2 mm?, p < 0,0001), da mesma forma
que a espessura cortical (488,9 + 19,7 um vs. 682,6 £ 35,4 um, p < 0,0001).
indices de crescimento do osso cortical, como taxas de aposicdo mineral
endocortical e periosteal, e taxas de formagéo 6ssea endocortical e periosteal,
também apresentaram valores significantemente mais baixos.

O tratamento com PTH provocou aumento significativo no volume
trabecular nas vértebras lombares dos ratos da linhagem Lewis (26,4 + 6,4 % vs.
37,0 + 6,4%, p < 0,0001) e dwarf (15,9 + 4,4 % vs. 25,146,7%, p < 0,003),
pertencentes aos grupos 3 e 4 respectivamente, quando comparado ao tratamento
placebo. Provocou ainda aumento na espessura trabecular e diminuicdo na

separacao trabecular nestas mesmas estruturas (graficos 17 a 20).
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O mesmo efeito foi observado no volume trabecular tibial (grafico 21) , em

ratos Lewis (19,4 £ 2,8 % vs. 24,6 £ 4,3 %, p < 0,0001) e dwarf (2,8 £ 1,8 % vs. 8,8

t+ 2,8 %, p < 0,0001), assim como aumento no numero trabecular (grafico 22),

(figuras 6 e 7).

Fig. 6 - Metafise proximal da
tibia de animal dwarf que
recebeu medicamento
placebo. Osteopenia
caracterizada por diminuicao
do numero de trabéculas
osseas e também da
espessura trabecular.

Fig. 7 - Metafise proximal da
tibia de animal dwarf que foi
tratado com PTH. Evidente
aumento do numero e da
espessura trabecular. Nota-
se ainda aumento da regiao
da placa de crescimento.
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O crescimento longitudinal tibial (grafico 23) foi significantemente maior nos
animais submetidos ao tratamento com PTH, tanto no grupo 3 - Lewis (70,9 = 5,6
um/d vs. 8,3 + 12,7 um/d, p < 0,0001), como no grupo 4 — dwarf (27,3 + 8,7 um/d
vs. 72,8 = 6,1 um/d, p < 0.0001). A analise post hoc (grafico 24) revelou interacao
entre os efeitos de grupo e tratamento para este pardmetro, obsevando-se que o
acréscimo no crescimento longitudinal nos ratos dwarf foi maior do que o

observado nos ratos Lewis.
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Grafico 24

Interaction Line Plot for Longitudinal bone growth
Effect: Treatment * Group
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Os ratos dwarf tratados com PTH exibiram ainda um aumento de 7 e 13
vezes na superficie de mineralizagdo e taxa de formacédo Ossea das vértebras
lombares respectivamente, quando comparados aos ratos dwarf tratados com
placebo (graficos 25 e 26). Os ratos Lewis tratados com PTH mostraram aumento
de 3 e 4 vezes na superficie de mineralizacao e taxa de formacdo 6ssea das
vértebras lombares respectivamente, quando comparados aos ratos Lewis

tratados com placebo.
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Grafico 25
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A taxa de aposicdo mineral do osso trabecular vertebral também mostrou-

se aumentada nos ratos Lewis submetidos ao tratamento com PTH (1,07 £ 0,12
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pum vs. 1,35 £ 0,08 um, p < 0,0001) e nos ratos dwarf tratados com PTH (0,88 +
0,09 um vs. 1,25 = 0,14 um, p < 0,0001), quando comparados aos seus

respectivos grupos controle (gréafico 27).

Grafico 27
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4.4 Dosagem sérica de IGF-I
Os niveis séricos de IGF — | nos ratos dwarf foram cerca de trés

vezes menores quando comparados aos valores observados nos ratos Lewis, a

despeito do tratamento realizado, placebo ou com PTH (grafico 28).
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5 DISCUSSAO

Na analise fenotipica, os animais da linhagem dwarf apresentaram peso
corpéreo médio 52,9 % inferior que os da linhagem Lewis e comprimento femoral
14,8 % menor. A taxa de crescimento longitudinal, acompanhando este padrio,
mostrou-se também trés vezes menor nos ratos dwarf, quando comparados aos
ratos Lewis (72,1 £ 4,9 um/d vs. 24,5 + 10,7 um/d, p < 0,0001).

A diferenga significativa no tamanho destes animais, dwarf e Lewis, pode
ser comparada a observada nos camundongos knockout, com peso corpéreo
médio 60 % inferior ao do grupo controle (sem alteracao genética para o IGF-I),
conforme observado por Powell-Braxton et al. (1993) ao desenvolver esta
linhagem. Os ratos da linhagem dwarf, apesar de terem apresentado crescimento
retardado, mostraram-se higidos e ndo foram observados disturbios graves pos-
nascimento, malformagdes no sistema musculo-esquelético e mortalidade
elevada, comumente vistas em animais “knockout”. Os animais da linhagem
Lewis, por sua vez, foram considerados como o grupo controle ideal ou linhagem
de referéncia (“background strain”) , uma vez que a linhagem dwarf, conforme
previamente citado, originou-se de uma colbénia de ratos Lewis (Charlton et al.,
1998).

Os ratos dwarf apresentam vantagens também sobre ratos
hipofisectomizados, bastante utilizados em pesquisas sobre o0s efeitos da
deficiéncia de GH e IGF-I sobre o crescimento longitudinal (Thorngreen e

Hansson, 1975; Thorngreen e Hansson, 1977; Thorngreen et al., 1977).; Schoenle
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et al, 1982). Estes animais, porém, apresentam maior susceptibilidade a
infecgcdes, diminuigdo da eritropoiese e estado geral debilitado.

Yeh et al. (1995) ao realizarem avaliagdo histomorfométrica de ratos
hipofisectomizados, observaram que a deficiéncia de GH resultou em perda de
tecido 6sseo trabecular, além de interrupgao no crescimento ésseo, diminuicdo do
ganho de peso corpéreo e do metabolismo 6sseo. Relacionaram esta perda 6ssea
primariamente a supressao do crescimento 6sseo longitudinal e também a inibicao
do remodelamento ésseo, com diminuicdo taxa de formacao éssea em relacao a
reabsorcdo. lwamoto et al. (2007) também observaram que a hipofisectomia
levava a cessacgao do crescimento 6sseo e osteopenia trabecular em ratos
jovens.

No entanto, a hipofisectomia leva a deficiéncia, ndo somente do horménio
do crescimento, mas também a deficiéncia de outros horménios pituitarios,
incluindo o horménio estimulante da tiredide, hormdnio adrenocorticotrofico e
hormdnio foliculo estimulante, que também atuam no metabolismo do tecido
0sseo, dificultando a interpretagdo dos dados obtidos.

Os efeitos da hipofisectomia estdo também relacionados a idade por
ocasido da cirurgia e, ainda, se esta foi completa, uma vez que os parametros de
crescimento longitudinal puderam ser correlacionados por Thorngreen et al. (1980)
com o exame microscépico de cortes em série da sella turcica.

A haploinsuficiéncia de IGF-I leva a reducdo dos valores de densidade
mineral 6ssea (Mohan e Baylink, 2005) sem os altos indices de mortalidade até

entdo observados, porém a diminuicdo dos niveis séricos de IGF-l nestes
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heterozigotos é de apenas 20 a 30%, enquanto nos ratos dwarf eles se mostraram
trés vezes mais baixos quando comparados aos observados nos ratos Lewis (p <
0,0001). O método ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) foi aplicado
para obtengcdo dos niveis séricos de IGF-I, utilizando-se o kit Rat/Mouse IGF-I
ELISA, produzido pelo Laboratério IDS — Immunodiagnostic systems. Na selegcao
deste método, levou-se em consideracdo o fato de que o IGF-I de ratos e
camundongos difere do IGF-I humano. Sao observadas trés substituicbes nas
posicoes de aminoacidos (posicoes 20, 35 e 67)

A histomorfometria permite avaliar de forma direta e precisa, o0s
mecanismos celulares e teciduais da formacao e remodelagdo do tecido ésseo,
através da analise quantitativa dos componentes da morfologia éssea, como
volume, area, perimetro, etc., além de fornecer dados acerca de sua
microarquitetura e conectividade da malha trabecular (Carvalho et al., 2000).

Na avaliagdo histomorfométrica realizada, o volume trabecular mostrou-se
acentuadamente diminuido nos ratos dwarf em relacdo aos ratos Lewis (1,2 *
1,4% vs. 18,9 £ 3,3%, p < 0.0001), e esta osteopenia estava associada a redugao
do nuamero de trabéculas e aumento da separagao trabecular. Embora os valores
para a superficie ostedide e superficie osteoblastica ndo tenham se mostrado
significativamete diferentes entre os dois grupos, a taxa de aposi¢cdo mineral do
osso trabecular, considerada como uma indicacdo de atividade osteoblastica,
apresentou valores inferiores significativos nos ratos dwarf. A superficie
osteoclastica tampouco apresentou diferencas significativas entre os dois grupos.

A andlise das metafises femorais pela tomografia computadorizada (pQCT)

revelou que os parametros estruturais do osso trabecular apresentaram-se
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significantemente mais baixos nos ratos dwarf, comparados aos dos ratos Lewis (p
< 0,0001). Todos os valores do osso cortical obtidos na na diafise femoral (com
excecdo da densidade mineral 6ssea cortical) também se encontraram diminuidos
nos animais da linhagem dwarf. A tomografia computadorizada pode avaliar a
medida da verdadeira densidade mineral volumétrica, por sua caracteristica
tridimensional (com valores expressos em mg/cm® para densidade), eliminando
interferéncias nos resultados em funcdo do tamanho do osso. Mostra-se, desta
forma, superior as primeiras avaliagdes ndo invasivas através de métodos lineares
como SPA (Single-energy Photon Absorptiometry - absorciometria simples) e
posteriormente Dexa (Dual x-ray absorptiometry — absorciometria de dupla
emissao radiol6gica), expressas como densidade mineral 6ssea por area
(mg/cm?). A realizacdo de pQCT, tanto nos ratos Lewis como dwarf, ndo
apresentou as dificuldades observadas por Bikle et al. (2001) ao utilizarem
camundongos “knockout”, fornecendo dados consistentes e consonantes com os
obtidos pela andlise histomorfométrica. Os camundongos “knockout”
apresentaram ainda outros resultados divergentes dos obtidos com os ratos dwarf;
Bikle e cols. (2001) notaram também diminuicdo do tamanho e da taxa de
formacdo dssea das tibias, porém obtiveram valores aumentados para o volume
trabecular e numero de trabéculas. Os ossos destes animais foram entao
considerados menores, porém mais compactos, apesar de nao terem sido
observadas alteracdes semelhantes nas vértebras lombares.

Os camundongos deficientes em IGF-I produzido pelo figado (LID, do inglés
liver IGF-I deficient) apresentam ablagdo da expressao do gene IGF-I no figado,

com niveis sistémicos de IGF-1 notadamente reduzidos, porém sem alteragdes na
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produgao local de IGF-I no tecido ésseo (Yakar et al., 1999) O indice de
sobrevivéncia destes animais é superior ao observado em camundongos knockout
e os niveis séricos de IGF-1 encontram-se reduzidos em 75 %, valores inferiores
aos observados nos ratos dwarf. Curiosamente, porém, eles ndo exibem efeitos
negativos sobre o crescimento e desenvolvimento geral; exibem reducao na area
e espessura corticais, com diminuicdo da resisténcia 0ssea, enquanto a
arquitetura do osso trabecular ndo é afetada. O aumento nos niveis séricos de
IGF-I podem também inibir a liberacdo de GH, como resposta a estimulacao do
receptor do GH, em um classico mecanismo de “feedback” negativo de controle
hormonal. Este mesmo mecanismo poderia levar ao aumento do GH em resposta
aos baixos niveis de IGF-I na circulagdo, mantendo o crescimento, como foi
observado nestes animais.

Existem ainda diversas outras linhagens de animais transgénicos
disponiveis, criados com o intuito de investigar de forma isolada diferentes etapas
ou fatores de crescimento, hormbnios e mecanismos de sinalizagdo celular
envolvidos no metabolismo 6sseo.

Em resumo, os ratos dwarf apresentaram diminuicao dos niveis séricos de
IGF-I, do indice de crescimento, do tamanho e peso corporeo, além de alteragcbes
dos parametros estruturais 0sseos reveladas pela histomorfometria e pQCT,
caracterizando uma situacao de osteopenia. Com base nestes dados, a linhagem
dwarf revelou-se como um modelo animal promissor, capaz de mimetizar
condicdes clinicas de osteopenia ligadas a deficiéncia do eixo GH/IGF-I, nas quais

os niveis de GH/IGF-I encontram-se diminuidos, porém nao abolidos. Podem ser
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Uteis na avaliagdo da importdncia do IGF-I sobre a eficacia de agentes
farmacologicos que possam estimular a formagéo de tecido 6sseo.

A administragdo intermitente de PTH apresenta efeitos anabdlicos no
esqueleto e reduz o risco de fraturas em mulheres com osteoporose pos
menopausa (Zhou et al.,, 2001; Swarthout et al. 2002). Em 1999, Jilka et al.
consideraram que a acao anabolica do PTH se devia a um efeito anti-apoptotico,
exercido sobre os osteoblastos, e observado em estudos in vitro. Em 2007, em
um trabalho de revisdo sobre os mecanismos celulares e moleculares
responsaveis pelo efeitos anabdlico do PTH, Jilka voltou a considerar que o
aumento de osteoblastos ocorria devido a nado apoptose e maior tempo de
sobrevivéncia destas células. Em trabalho recente, porém, Jilka et al. (2009), ao
estudar os efeitos do PTH sobre o peridsteo, observaram aumento na
diferenciacado dos osteoblastos.

O papel do IGF-I como possivel mediador dos efeitos anabdlicos do PTH
também tem sido considerado controverso. Diversos autores consideram o IGF-I
como um mediador essencial para os efeitos anabdlicos ésseos do PTH in vitro e
in vivo (Canalis et al., 1989; Linkhart e Mohan, 1989; Pfeilschifter et al., 1995;
Watson et al., 1995; Bikle et al., 2002; Yamaguchi et al., 2005). Os resultados das
pesquisas realizadas com ratos hipofisectomizados mostraram-se conflitantes.
Hock e Fonseca (1990) consideraram o eixo GH/IGF-I essencial para as acoes do
PTH sobre o tecido 6sseo. Em contraste, Schmidt et al. (1995), realizaram estudo
semelhante e concluiram que o GH e IGF-l ndo eram necessarios para induzir a
formacado Ossea estimulada pelo PTH. Gunness e Hock (1995) relataram que o

aumento de massa 6ssea induzido pelo PTH n&o respondia a suplementagédo com
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GH ou IGF-l. Miyakoshi et al. (2001), utilizando camundongos “knockout” para
IGF-I, sugeriram que este fator era fundamental para que o PTH pudesse
manifestar efeitos anabdlicos 6sseos.

Os resultados obtidos com o tratamento com PTH, nos grupos 3 e 4, foram
contrastantes com o0s observados na literatura, em sua maior parte. Apesar de
apresentarem niveis séricos de IGF-I comprovadamente diminuidos, os ratos
dwarf submetidos ao tratamento com PTH ndo apresentaram diferenca
significativa quanto ao peso corpéreo, quando comparados aos ratos dwaf
tratados com placebo (grupos 1 e 2 utilizados como controle). O tratamento com
PTH também ndo aumentou os niveis séricos de IGF-I na linhagem Lewis ou
dwarf. No entanto, o tratamento com PTH provocou aumento do volume trabecular
vertebral e do volume trabecular tibial de ratos Lewis e dwarf, quando comparados
aos respectivos grupos placebo, fato associado ao aumento na espessura
trabecular e diminuicdo da separagao trabecular.

Os ratos dwarf tratados com PTH exibiram aumento de 7 e 13 vezes
respectivamente, na superficie de mineralizagdo e taxa de formagdo dssea
quando comparados aos ratos dwarf tratados com placebo. Os ratos Lewis
apresentaram valores 3 e 4 vezes maiores para estes mesmos parametros
quando comparados aos ratos Lewis tratados com placebo. A taxa de aposicao
mineral do osso trabecular, um indice de atividade osteoblastica, e o crescimento
tibial longitudinal estavam aumentados nos animais tratados com PTH, tanto dos
grupos dwarf como Lewis.

As andlises por pQCT das metéafises femorais revelaram valores

significantemente superiores para os parametros estruturais nos dois grupos
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tratados com PTH, quando comparados aos animais tratados com placebo.
Observou-se ainda interagdo grupo-tratamento quanto a densidade trabecular,
sendo que os ratos dwarf tratados com PTH mostraram aumento mais acentuado
do que o observado nos ratos Lewis submetidos ao mesmo tratamento. Os valores
para o0 0sso cortical, avaliados nas diafises femorais ndo apresentaram diferencas
significativas, com excecdo da densidade mineral cortical, que se mostrou
aumentada, possivelmente porque o tecido ésseo cortical necessitaria de um
tratamento mais prolongado para que efeitos anabdlicos pudessem ser
observados com a mesma intensidade.

Elis et al. em recente publicacdo (setembro, 2010), utilizaram animais
transgénicos com modificagdes para o IGF-I enddcrino ou autdcrino/paracrino,
concluindo que niveis séricos elevados de IGF-I sinergizam a agdo do PTH sobre
0 esqueleto apenas quando o IGF-I do tecido 6sseo permanece intacto

Certamente, muitas pequisas ainda serao realizadas até serem elucidados
os multiplos fatores de crescimento, horménios, receptores e moléculas
sinalizadoras que atuam sobre os efeitos do GH, do IGF-1 e do PTH sobre o
metabolismo 6sseo. No entanto, a resposta positiva ao tratamento com PTH nos
animais da linhagem dwarf, permite confirmar a sua indicagdo terapéutica como
um potente agente anabdlico 6sseo, ainda que em condi¢des de deficiéncia de

GH/IGF-I sistemico.
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6 CONCLUSOES

1- A deficiéncia do eixo GH/IGF-I teve efeitos negativos sobre o crescimento e
formacao de tecido Osseo trabecular e cortical nos animais da linhagem

dwarf.

2- O tratamento com PTH provocou efeitos anabdlicos 6sseos, a despeito dos

baixos indices de IGF-I circulantes.
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