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RESUMO

Introducdo: O reparo 0sseo exige varias abordagens de tratamento inclusive com uso de
material ndo absorvivel . E necessaria maior compreensdo em regeneracio 0ssea, tratamento
de fraturas e osteogénese. Células do sistema imunoldgico e 6sseo tém uma interacao
dindmica de tal modo que cada sistema influencia o percurso e funcionalidade um do outro.
Materiais e métodos: Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Experimentacéo
Animal em 11/04/2014, parecer N° 304. Foram utilizados 36 camundongos, machos,
isogénicos, com 2 meses de idade. Foram realizados dois procedimentos cirurgicos no mesmo
animal: um com ablacdo de medula 6ssea (GC-grupo controle) e outro com ablagdo de
medula 6ssea e implante de material ndo absorvivel (GE-grupo experimento). Vinte e seis
camundongos foram eutanasiados em 3, 7, 15 e 30 dias para estudo morfoldgico — volume
6sseo neoformado e fibras colagenas. Dez camundongos foram eutanasiados em 15 e 30 dias
para estudo RT— gPCR. Resultados: Os camundongos do GC apresentaram volume 0sseo
(Vv%) significativamente maior que o grupo experimento (GE) principalmente no 15° dia de
pos operatorio (DPO). O GE apresentou maior volume 6sseo no 30° DPO, com diferencas
significativas, em relacdo ao terceiro e sétimo dia. Para a anélise de fibras colagenas, o GE
apresentou maior porcentagem de fibras colagenas em relacdo ao GC, principalmente no 7°
DPO em relagio ao 3°. O GC mostrou maior porcentagem no 7° DPO mas com diminuicéo a
niveis proximos do normal no 30° DPO.O RT-gPCR mostrou maior expressdo de TNFa para
0 GE no 15°,30° DPO e no GC no 30°DPO. A IL-10 mostrou maior expressio em 15° DPO
no GC e GE em relacdo ao GC e GE do 30° DPO. IL-33 apresentou maior expressio de
MRNA nos GC de 15 e 30 DPO em relacdo ao GE no mesmo tempo. INF-y, IL-4 e IL-17A,
ndo apresentaram expressdo para 15 e 30 DPO nos GC e GE. Conclusdo: H& um atraso na
formacdo d6ssea do GE, maior porcentagem de colageno nesse grupo e aumento da expressao
do TNF-a, causado pela reacéo de corpo estranho.

Palavras chave: osteogénese, células gigantes de corpo estranho, regeneracdo Ossea,
macrofagos.
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ABSTRACT

Introduction: Bone repair requires several treatment approaches including the use of material
ndo absorvivel s. Further understanding is needed in bone regeneration, fracture treatment and
osteogenesis. Cells of the immune and bone system have a dynamic interaction in such a way
that each system influences the path and functionality of each other. Materials and methods:
Study approved by the Ethics Committee on Research and Animal Experimentation on
04/11/2014, opinion No. 304. Thirty-six male, isogenic mice, 2 months old, were used. Two
surgical procedures were performed in the same animal: one with bone marrow ablation (GC-
control group) and one with bone marrow ablation and implantation of non-absorbable
material (GE-experimental group). Twenty-six mice were euthanized at 3, 7, 15 and 30 days
for morphological study - neoformed bone volume and collagen fibers. Ten mice were
euthanized at 15 and 30 days for RT-qPCR study. Results: The CG mice presented
significantly higher bone volume (V%) than the experimental group (SG), mainly on the 150
postoperative day (DPO). The SG presented higher bone volume in the 300 DPO, with
significant differences in relation to the third and seventh day. For the analysis of collagen
fibers, the GE showed a higher percentage of collagen fibers in relation to the CG, mainly in
the 70 DPO in relation to the 30. The GC showed a higher percentage in the 70 DPO but with
a decrease in near-normal levels in the 300 DPO.O RT-qPCR showed higher TNFa
expression for GE in 150,300 DPO and in GC in 300DPO. IL-10 showed higher expression in
150 DPO in GC and GE compared to GC and GE of 300 DPO. IL-33 showed higher mRNA
expression in the GCs of 15 and 30 DPO relative to GE at the same time. INFy, IL-4 and IL-
17A, had no expression for 15 and 30 DPO in GC and GE. Conclusion: There is a delay in
EG bone formation, a higher percentage of collagen in this group and an increase in TNF-a
expression caused by foreign body reaction.

Keywords: Giant Cells, Foreign-Body, osteogenesis, bone regeneration, macrophages.
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INTRODUCAO

1.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo mineralizado com funcdo de sustentacdo e
protecdo do corpo humano, que tem em sua matriz extracelular constituintes organicos e
inorganicos. A parte inorganica do 0sso, que constitui cerca de 70% de seu peso, € composta
principalmente por calcio e fdsforo juntamente com outros componentes, incluindo
bicarbonato, citrato, magnésio, sddio e potassio. O calcio e o fosforo existem basicamente sob
a forma de cristais de hidroxiapatita ([Ca3(P0O4)2]Ca(OH)2), mas o fosfato de calcio também
esta presente sob a forma amorfa.

O componente organico da matriz éssea, que constitui aproximadamente 30% do peso
do osso, é composto principalmente por colageno do tipo | (GARTNER, 2007) e por células
osteogénicas que estdo presentes nas superficies interna e externa dos 0ssos, constituindo o
enddsteo e o peridsteo, respectivamente. As células osteoprogenitoras localizam-se na camada
celular interna do peridsteo, revestindo os canais de Havers e no enddsteo. Estas células sdo
mais ativas durante o periodo de crescimento ésseo. Os canais de Havers contém vasos
sanguineos, vasos linfaticos, nervos e tecido conjuntivo. Distribuidos por toda matriz 66ssea
existem mindsculos espacos chamados osteoplastos contendo ostedcitos (DATTA et al.,
2008). Os ostedcitos sdo células reguladoras do metabolismo mineral que coordenam a
atividade de osteoblastos e osteoclastos em resposta a estimulos mecanicos (LOI et al., 2016).
As células osteoprogenitoras sdo provenientes de células tronco mesenquimais (MSCs) (DA
SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006; LOI et al., 2016). Os osteoblastos,
provenientes das células osteoprogenitoras, sdo células cubodides organizadas em camada
continua sobre o enddsteo e peridsteo e sdo responsaveis pela osteogénese, secretando a
matriz 0ssea organica e induzem a mineralizacdo (HARADA; RODAN, 2003). As células
priméarias da linhagem dos osteoblastos demonstram produzir além de Fator de Necrose

Tumoral Alfa (TNF-a), fator de estimulacdo das colbnias de granulécitos (G-CSF) e
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monocitica (MCSF), GM-CSF, IL-1, IL-6, linfotoxina, TGF-B, fator inibidor da leucemia
(LIF) e fator de células-tronco (SCF), que desempenham papel na hematopoese e no
desenvolvimento de osteoclastos (JAL, 2008; ZUPAN; JERAS; MARC, 2013). Fatores de
transcrigdo como (Runx2) e osterix (Osx) sdo necessarios para a diferenciacao de osteoblastos
(NAKASHIMA, K. et al., 2002). Durante a fase final de remodelacdo dssea, os osteoblastos
sofrem apoptose ou sdo incorporados a matriz 6éssea como ostedcitos (MARIE; KASSEM,
2011). Quando estas células ficam envoltas pela matriz, elas se tornam quiescentes e séo
denominadas oste6citos (GARTNER, 2007).

Os osteoclastos sdo células de origem hematopoiética e reabsorvem a matriz 6ssea
através de dissolucdo e descalcificacdo acida proteolitica (BOYLE; SIMONET; LACEY,
2003). Os progenitores mieldides para osteoclastos também podem se diferenciar em células
dendriticas (CD) e macréfagos, sugerindo a estreita relacdo de osteoclastos com as células do
sistema imune inato (CHARLES et al., 2012; JACOME-GALARZA et al., 2013). Estimulos
classicos para células imunes inatas também regulam diretamente a diferenciacdo dos
osteoclastos. Por exemplo, os padrGes moleculares associados a patogenos (PAMPS) podem
regular os osteoclastos dependendo do estagio de diferenciacdo destes, através de receptores
toll Like (TLR) aumentando a sobrevivéncia de osteoclastos maduros. Os osteoclastos sdo
regulados por varios outros receptores imunes inatos e sdo capazes de iniciar a remodelacédo e
mobilizacdo de calcio do o0sso em resposta a sinais microambientais. Assim, pode-se
argumentar que os osteoclastos sdo células imunes inatas do osso (WU, Y.; HUMPHREY;
NAKAMURA, 2008). O remodelamento &ésseo ocorre continuamente para se adaptar as

mudangas na carga e para substituir o osso danificado (CHARLES; NAKAMURA, 2014).

1.2 Sinalizag@o molecular na osteogénese:

O osso €é gerado por dois processos distintos durante a fase embrionaria e pos-natal: a

ossificagdo endocondral e a intramembranosa. No processo de ossificagdo endocondral, um
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arcabouco cartilaginoso é formado pela condensagdo de células tronco mesenquimais
(MSCs), que se diferencia em condrdcitos. Os condrécitos sofrem maturacdo, atrofia e
apoptose através de um mecanismo organizado. Seguindo a apoptose dos condrdcitos,
condroclastos irdo invadir a matriz cartilaginosa para sua reabsorcdo (KRONENBERG,
2003). Na ossificacdo intramembranosa, as MSCs formardo condensagOes que irdo
mineralizar a matriz de colageno sem precisar do intermediério cartilaginoso (HALL;
MIYAKE, 1992). A progressao e diferenciacdo das MSCs sdo guiadas por vias de sinalizacéo,
que s@o relevantes para a cura da fratura. Ossificagdo endocondral e intramembranosa
compartilham os mesmos fatores de transcri¢do, vias de sinalizagdo molecular e fatores de
crescimento, incluindo fator de transcricdo Runx2, Wingless (Wnt), Indian hedgehog (lhh) e

proteina morfogenética do osso (BMP) (RUNYAN; GABRICK, 2017).

O fator de transcricdo pro-osteogénico (Runx2) é expresso em pré-osteoblastos e nas
condensacoes de células mesenquimais e na cartilagem imatura (DUCY; KARSENTY, 1998;
RUNYAN; GABRICK, 2017) e em osteoblastos. Os ratos que ndo expressam Runx2 nado
apresentam osteoblastos e também exibem anormalidades da maturacdo de condrocitos
(KOMORI et al., 1997; KRONENBERG, 2003; OTTO et al., 1997). Sox9 (SRY [regido
determinante do sexo Y]), importante fator de transcricdo condrogénico, é essencial para o
desenvolvimento da cartilagem. Juntos Runx2 e Sox9 sdo fatores de transcricdo reguladores
especificos da osteogénese e condrogénese, respectivamente. Os efeitos pro-osteogénicos do
Runx2 no osso intramembranoso sdo mediados pela sinalizacdo Wnt. A ativacdo da via
Wingless (Wnt) promove a especificidade da linhagem osteogénica e reprime a linhagem
condrogénica (GOODNOUGH et al., 2014; ISHII et al., 2015; RUNYAN; GABRICK,
2017; TRAN etal., 2010).

Sox9 é um fator de transcricdo que promove a expressdo de genes que produzem
colageno Coll II, Coll IX, Coll XI, que gera matriz extracelular (RUNYAN; GABRICK,

2017). E expresso em condensacdes de células mesenquimais e em condrdcitos proliferantes,
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mas ndo em condrocitos hipertroficos. Em células cultivadas, Sox9 estimula a transcricdo de
genes da matriz de cartilagem, incluindo Col2al, Collla2 e aggrecan (KRONENBERG,
2003). Dentro da cartilagem imatura, condrdcitos dividem-se rapidamente e permanece
indiferenciado. O estimulo para a proliferacdo de condrocitos sdo as proteinas morfogenéticas
Osseas (BMP) 2 e 4. Dentro da cartilagem Sox9 estimula fatores pré condrogénicos Sox5, e
Sox6, que, em conjunto, evitam que os condrocitos amadurecam e sofram hipertrofia. A
maturacdo de condrocitos pre-hipertroficos para hipertroficos, aléem de invasdo vascular e

ativacdo de marcadores 0sseos, requer sinalizacdo Hedgehog.

O gene Hedgehog é conservado evolutivamente em mamiferos e seus homdlogos
incluem Sonic, Desert e Indian hedgehog (Ihh). E expresso por condrdcitos pré hipertroficos
acelerando sua hipertrofia e promovendo diferenciacdo dos osteoblastos (KRONENBERG,
2003); ativando fatores de transcricdo Runx2, que entdo ativa Osterix; para formar o 0sso.
Indian hedgehog (Ihh) diminui a atividade de BMP2, o que leva a diminuicdo da expressao de
Sox5, Sox6, Sox9 e Coll Il (RUNYAN; GABRICK, 2017). Nas ossificacdes
intramembranosas lhh é expresso na borda do 0sso em crescimento, promovendo formacéo
Ossea via BMP-2 e BMP-4 por diferenciacdo osteogénica direta ao invés de proliferacdo. Sua

perda resulta em formacédo de osso diminuida (RUNYAN; GABRICK, 2017).

A sinalizagdo da proteina morfogenética do osso BMP, também chamadas de fatores
de crescimento e diferenciacdo (GDF), tém multiplos papéis durante a formacdo Ossea. As
BMPs sdo importantes durante os estagios de desenvolvimento da cartilagem. BMP 2, -3, -4, -
5 e -7 sdo expressos em pericondrio, BMP 2 e -6 séo expressos em condrocitos hipertroficos e
BMP7 é expressa em condrocitos em proliferacdo. BMP 2 atrasa a diferenciacdo terminal de
condracitos hipertréficos, como indicado pela expressdo da osteopontina. As BMPs se opdem
aos efeitos da sinalizacdo do fator de crescimento fibroblasto (FGF) para diminuir a

proliferacdo de condrocitos e diminuir a expressao Indian hedgehog (Ihh) (KRONENBERG,
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2003). A falta de sinalizagdo BMP dentro das condensagfes mesenquimais no
desenvolvimento de ossos por ossificacdo intramembranosa é comum para formagdo de
osteoblastos, mas em fases posteriores a sinalizacdo BMP ¢é essencial para formacao 6ssea. A
baixa expresséo da BMP-6 ocorre na transicdo da ossificagdo endocondral para
intramembranoso, 0 que prediz suas contribuicbes para formacdo de osso endocondral

(RUNYAN; GABRICK, 2017).

O fator de crescimento transformante (TGF-B) é produzido por muitos tipos de
células, incluindo células de medula 6ssea, matriz 6ssea, osteoblastos, macrofagos e células
estromais e é segregado em uma forma latente (MASSAGUE, 1990; MORI et al., 2013).
TGF-4 promove a proliferacdo dos osteoblastos, na ossificacdo intramembranosa, a0 mesmo
tempo em que suprime sua maturacdo, atrasando sua diferenciacdo (RUNYAN; GABRICK,
2017); bloqueia a apoptose e recrutam precursores osteoblasticos produtores de matriz através
de atracdo quimiotatica. A producao de proteina de matriz 6ssea extracelular por osteoblastos
nos estagios iniciais da diferenciacdo é estimulada por TGF-B (MAEDA et al., 2004). Os
estagios posteriores sao regulados por proteinas da matriz 6ssea (BMP). Estudos indicam que
o fator de transcricdo Runx2 é regulado por TGF-p e BMP-2. Na fase inicial de diferenciacéo
osteoblastica (diferenciacdo de células troncos mesenquimais para células progenitoras de
osteoblastos) Runx2 inibe a diferenciacdo de células troncos mesenquimais em outros tipos de
celulas diferentes de osteoblastos, em agdo coordenada entre Runx2 e Smad5 induzido por
BMP2. Na segunda fase de sua diferenciacdo (de células progenitoras de osteoblastos para
osteoblastos), TGF-B induz a expressdo de Runx2, que troca sinais com a sinalizacdo beta
catenina para promover diferenciagcdo. Contudo, nos osteoblastos maduros, TGF-3 se opGe a
acoes de BMP-2. Smad3, ativado por TGF-p, interage fisicamente com Runx2 e suprime sua
expressdo. (MORI et al., 2013; SPINELLA-JAEGLE et al., 2001).

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF), composta por 22 genes distintos e

quatro genes receptores, € expresso em condensacfes de células mesenquimais circundantes
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(RUNYAN; GABRICK, 2017). O papel da sinalizacdo do FGF, na ossificagdo endocondral,
em fase inicial é estimular a expressdo SOX9 em células mesenquimatosas. Os condrocitos
proliferantes expressam FGFR3, condrdcitos pré hipertréficos / hipertréficos expressam
FGFR1 e células pericondrais expressam FGFR2. Estudos in vitro, nos quais os niveis de Ihh
e PTHrP podem ser regulados de forma independente, apoiam a ideia de que parte dos efeitos
da sinalizacdo do FGF é mediada pela supressdo da expressdo Ihh. Fator de crescimento
derivado da insulina-1 (IGF) e FGF-2 promovem a diferenciagéo dos osteoblastos antes da
diminuicdo de sua expressdo durante a consolidacdo (RUNYAN; GABRICK, 2017). FGF18 é
essencial na formag&o de OB maduro (MORI et al., 2013).
A triade molecular RANK / RANKL / osteoprotegerina (OPG) e caracterizacao do seu
papel na interacdo entre células imunes e Osseas, contribui para a osteoimunologia. O
RANKL, um membro da superfamilia do TNF, é um potente estimulador da formacéo de
osteoclastos e a sua atividade de reabsorcdo 0ssea. Apos a ligacdo com seu receptor, RANK
localizado em osteoclastos, a sinalizacdo RANKL aumenta a diferenciacdo e a ativacdo dos
osteoclastos resultando na expressdo de moléculas especificas de osteoclastos. Embora tenha
sido proposto por um longo periodo de tempo que a principal fonte de RANKL sdo células
estromais e osteoblasticas, estudo recente de Nakashima et al. (NAKASHIMA, T. et al.,
2011) provou que o principal local de producdo de RANKL reside nos ostedcitos. OPG é um
membro da superfamilia do receptor de TNF. E produzido por uma variedade de células,
incluindo células do estroma, linfécitos B e células dendriticas. Os ratos knockout RANK ou
RANKL tém uma osteopetrose significativa. Em contraste, 0s animais que ndo possuem OPG
desenvolvem osteoporose severa devido ao aumento da osteoclastogénese. Fatores
osteoclastogénicos, incluindo hormdnios, citocinas e fatores de crescimento, que sdo
produzidos fisiologicamente ou na inflamacdo, exercem sua atividade primaria em
osteoclastos, modulando o Eixo RANK / RANKL / OPG. Apds a ativacdo, as células T

produzem as citocinas RANKL e influenciam a osteoclastogénese (ZUPAN et al., 2013). O
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sistema RANKL / OPG é um o regulador-chave para a renovagdo 6ssea equilibrada na cura de
fraturas. Na cicatrizacdo de fratura, uma alta expresséo de RANKL / OPG promove
osteoclastogénese. Na ossificagdo intramembranosa, RANKL / OPG aumentam
gradativamente durante o inicio da fratura e alcanca picos de maior expresséo em 3 a 4
semanas na fase de consolidacdo. A ativacdo de osteoclastos pelo TNF-a ocorre durante a
remodelagdo da fratura; no entanto, ndo é expresso na fase inicial da ossificacdo
intramembranosa. Os niveis de osteocalcina aumentam gradativamente na fase inicial de
ossificacdo intramembranosa até atingir niveis normais no final da consolidacdo. A
osteocalcina € expressa por osteoblastos maduros e promove a mineralizacdo (RUNYAN;

GABRICK, 2017).

Entre os membros da familia do fator de crescimento endotelial e vascular, VEGF A,
B, C, D, apenas o VEGF-A, neuropilina (um Receptor VEGF) e HIF-1la mostram alta
expressao na ossificacdo intramembranosa em comparagdo com a cura da fratura. O fator de
crescimento endotelial vascular-D é brevemente expresso durante o periodo inicial da fratura.
O VEGF-A é expresso em osteoblastos e osteoclastos amadurecidos, guiando a angiogénese
na regido de ossificacdo. Bloqueio parcial da sinalizacdo de VEGF em um modelo tibial
resultou no bloqueio da ossificagdo intramembranosa, mas permite a condrogénese, enquanto
0 bloqueio completo da sinalizagdo VEGF inibe a osteogénese e a condrogénese. Morgan et
al. (MORGAN et al., 2012) mostraram que periodos de angiogénese e osteogénese intensa
sdo simultaneos (RUNYAN; GABRICK, 2017). Na cura das fraturas, a formacdo de novos
vasos ocorre junto com o calo externo e esta associado a transi¢do cartilagem-0sso. Na
ossificagdo intramembranosa, a formacdo de novos vasos sdo intra medulares (RUNYAN,;

GABRICK, 2017).

A regeneracdo Ossea pds trauma é um processo pos-natal que recapitula eventos

celulares e moleculares do desenvolvimento esquelético embrionario. Esses processos fazem
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com que a fratura cicatrize e regenere, restaurando a composic¢do, estrutura e funcdo
biomecénica do 6rgdo esquelético danificado. Todas as vias morfogenéticas primérias que séo
ativas durante o desenvolvimento esquelético embrionario sdo expressas no processo de
reparo da fratura (EINHORN; GERSTENFELD, 2015). Portanto, as vias de osteogénese,
tanto endocondral quanto intramembranosa sdo parte integrante do reparo de defeitos 6sseos,
osteogénese de distracdo, reparo de fraturas e fixacdo de implante (FORRIOL et al., 2010;
GRIMES et al., 2011). Mesmo no reparo 6sseo, que é caracterizada pela formacdo Ossea
endochondral, o osso intramembranoso se forma logo apo6s a lesdo inicial e é uma parte

essencial para a formacdo do calo 6sseo (MARSELL; EINHORN, 2011).

Logo apds a lesdo, um hematoma é formado e serd infiltrado por células inflamatdrias
gracas a secrecdo de citocinas e fatores de crescimento (XIE et al., 2008). Em modelos
murinos, fator de necrose tumoral a e IL-6 sdo produzidos no local de fratura dentro de 24
horas ap6s a lesdo e estdo implicados no recrutamento e diferenciacdo de células
mesenguimais progenitoras para promover a cicatrizacdo 6ssea (GLASS et al., 2011; YANG,
X. et al.,, 2007). A inflamacdo deve ser rigorosamente controlada, um papel fundamental para
citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 (KANG et al.,, 2007). No campo da
osteoimunologia, 0s sistemas imunes inato e o adaptativo demonstram regular o tecido 6sseo,
e existe uma intensa troca entre células 6sseas e imunes (DANKS; TAKAYANAGI, 2013).
Na auséncia de linfécitos, a cicatrizacdo da fratura é acelerada. Os macréfagos tem um papel
vital na regulacéo da inflamacéo e formacéo 6ssea (GUIHARD et al., 2015). Os macrofagos
sdo um dos primeiros tipos de células que invadem no hematoma e estdo presentes ao longo
do processo de cura (ALEXANDER et al., 2011; ONO; TAKAYANAGI, 2017; WU, A. C.
et al., 2013). A lesdo Ossea provoca uma resposta inflamatéria aguda benéfica quando
regulada por fatores pro-inflamatorios e anti-inflamatdrias cursando para a resolucdo da
inflamacdo. No entanto, quando esses fatores sdo suprimidos e ou desregulados, tornam-se

crénicos e podem ser prejudiciais para a cura (LOI et al., 2016).
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A cura da fratura ocorre atraves de estagios distintos: inflamacdo, formacdo do calo

0sseo, remodelacdo, e envolve formacgdo Gssea através de vias de ossificacdo endocondral e
intramembranosa (PERREN, 2002; SHAPIRO, 1988) (LOI et al., 2016). Os papéis de células
imunes e suas moléculas efetoras estdo envolvidos na regulacdo do processo de cicatrizagéo.
Muitos tipos de células imunes, incluindo macrofagos e células T e B, infiltram-se no local da
lesdo e regulam a regeneracdo dssea. Citocinas como a interleucina (IL-6), fator de necrose
tumoral (TNF-a) e IL-17A sdo moléculas que regulam o processo de cicatrizagdo. A cura
tardia e a ndo unido das fraturas sdo graves problemas clinicos (ONO; TAKAYANAGI,

2017).

1.3 Mediadores inflamatorios e osteogénese

As interleucinas 17 A-F sdo expressas por um tipo de célula T helper humana (Th17)
(WILSON et al., 2007). Posteriormente, demonstrou-se que essa citocina também é produzida
por células TCD8*, células Tyd, células tipo | ou invariantes células T assassinas naturais
(iNKT), células assassinas naturais (NK), células do indutor de tecido linfatico (LTi), células
B e células mesenquimais. As células Tyd sdo conhecidas por produzir IL-17A em resposta a
IL-1B, IL-23, TLR e complemento (ONO; TAKAYANAGI, 2017). As células Thl7
aumentam em resposta a expressao das citocinas TGF-p, IL-1 e IL-6 e sofrem expansdo e
ativacdo na resposta a IL-23 (GOSWAMI et al., 2009). A sinalizacdo 1L-23 é crucial para a
diferenciacdo, expansdo e manutencdo de células Th17. A sinalizacdo de IL-6 pode induzir a
expressdo de IL-23R. Isso leva a ativagdo do STAT3. Translocagdo de dimeros STAT3
fosforilados para o nucleo resulta na indugdo de genes relacionados a Th17, como Rorc, I1L17
e também 1L23r. A inducdo de Rorc (codificando RORyt) é indispensavel para o
desenvolvimento de células Th17. RORyt é o mestre regulador de transcrigdo de células Th17
(BROCKMANN et al., 2017). A expressao de IL1B e IL23p19 é aumentada logo apds a

fratura. O eixo CCL20-CCR6 é conhecido como um quimioatrativo para células T produtoras
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de IL-17A. Estudos recentes indicaram que CCL2-CCR2 é outro sistema quimioatrativo que
podem recrutar Tyd para tumores e artrite (ONO; TAKAYANAGI, 2017). A IL-17A ¢
induzida na fase inicial na cura da fratura 6ssea. Recentemente, as células Tyd mostraram ser
a principal fonte de IL-17A no processo de cicatrizacdo 0ssea. IL-17A promove a proliferacéo
de células mesenquimais no tecido lesado e sua subsequente diferenciacdo em osteoblastos.
Em ratos Knockout IL-17A" /-, a formagdo Gssea osteoblastica é prejudicada atrasando a
cicatrizacdo Gssea, mas a reabsorcdo dssea osteoclastica ndo ¢é afetada. A IL-17A € capaz de
exercer efeitos positivos e negativos na osteoblastogénese, dependendo dos tipos de células
alvo: efeitos positivos sobre células mesenquimais imaturas, incluindo MSCs, mioblastos e
células mesenquimais no local da lesdo Ossea; efeitos negativos em pré-osteoblastos na
calvéaria. Considerando o fato de que IL-17A ¢ altamente induzida no periodo imediatamente
apos fratura, esta citocina regula positivamente a fase inicial da osteoblastogénese (ONO;
TAKAYANAGI, 2017). As células Th17 promovem a osteoclastogénese através da producao
de IL-17, que, atua sobre os precursores de OC para induzir RANK e a expressdo de RANKL
em ceélulas de estroma e Osteoblastos. A IL-17 facilita a inflamacdo local recrutando e
ativando células imunes, o que leva a uma abundéancia de citocinas inflamatdrias, como TNF-
a e IL-1 que aumentam a expressdao de RANKL em células osteoclastogénicas e ativam as
celulas precursoras de OC (MORI et al., 2013). IL-17A desempenha um papel crucial na
protecdo contra bactérias e infecgbes flngicas, estimulando a producdo de peptideos
antimicrobianos e recrutando neutrofilos. Contudo, a exposic¢éo excessiva ou prolongada a IL-
17A induz a destruicdo do tecido, como é observada em encefalite e artrite (ONO;
TAKAYANAGI, 2017). As células Th17 que produzem IFN-y séo frequentemente ligadas a

doenca auto-imune, como a esclerose multipla (BROCKMANN et al., 2017).

O TNF-a é produzido principalmente por macrofagos, células NK, mastocitos e
linfécitos B e T (ZUPAN et al., 2013). Liga-se ao receptor TNFR1 (p55, codificado pelo gene

Tnfrsfla) sinalizando a ativacdo da caspase-8, fator nuclear (NF-kB), e as proteinas cinases
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ativadas por mitdgenos (MAPKSs), promovendo apoptose e inflamacdo. TNFR2 (p75,
codificado pelo gene Tnfrsflb) é expressa por células imunes e sua sinaliza¢éo ativa NF-kB e
MAPKs (ONO; TAKAYANAGI, 2017). Esta envolvido na inflamacdo e na perda dssea
induzida por cancer, tanto sisttmica como localmente. O aumento do TNF poderia ser um dos
mecanismos responsaveis pela perda dssea pds-menopausa (MORI et al., 2013). O TNF-a e
IL-1B podem ativar as células apresentadoras de antigeno (APCs), como células dendriticas
(DCs), iniciando a resposta imune adaptativa. TNF-o e IL-1p estimulam as células imunes a
se diferenciarem em osteoclastos. Células dendriticas podem se diferenciar em osteoclastos in
vitro durante o inicio do estagio de desenvolvimento. Este processo € inibido na presenca de
IFN-o (ALNAEELI; PENNINGER; TENG, 2006; BOEHLER; GRAHAM; SHEA, 2011;
SPEZIANI et al., 2007). A capacidade do TNF para aumentar a atividade osteoclastogénica
do RANKL ¢é devido a interacbes sinérgicas ao nivel da sinalizacdo NF-kB e AP-1.
(CHARATCHAROENWITTHAYA et al., 2007). O TNF-a induz um inibidor da sinalizacéo
Whnt, DKKZ1, em fibroblastos sinoviais, de modo a suprimir a formacdo 6ssea na articulacédo
artritica (ONO; TAKAYANAGI, 2017). Na cura da fratura 6ssea, demonstrou-se que TNF-a
promove a regeneracio 0ssea. A regeneracio 6ssea é atrasada em ratos knockout Tnfrsfla /-
Tnfrsflb /-, apresentando mais cartilagem no calo e um menor nimero de osteoclastos. A
injecdo local de TNF-a recombinante acelera a cicatrizagdo 6ssea aumentando a capacidade
de resposta das células mesenquimais para quimiocinas e melhora da mineralizacdo do calo
(ONO; TAKAYANAGI, 2017). TNF-a e responsavel pela apoptose de macrofagos aderentes

ao material ndo absorvivel (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008).

O interferon gama (IFN-y), nos seres humanos, bloqueia a formagdo de OC imaturos
visando sua maturacdo e induz apresentacdo do antigeno para células T levando a ativagéo,
proliferacdo e producdo de citocinas osteoclastogénicas, tais como RANKL e TNF-a
(ZUPAN et al., 2013). Quando os niveis de IFN-y estdo aumentados in vivo, células T

ativadas produzem fatores pro-osteoclastogénicos e esta atividade supera seu efeito anti
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osteoclastogénico (MORI et al., 2013; SATO et al., 1992). In vitro Takayanagi et al. 2000
(TAKAYANAGI et al., 2000), mostraram protecdo Ossea de IFN-y. Toda vez que nossas
celulas T sdo ativadas, liberam RANKL, a molécula estimulante de osteoclastos induzindo a
reabsorcdo d6ssea. Curiosamente, o IFN-y liga-se ao seu receptor em osteoclastos, degrada a
sinalizacdo RANKL e, assim, inibe a ativacdo de osteoclastos e protege 0s 0ssos de serem
reabsorvidos. Esta citocina é produzida predominantemente por NK e (NKT) células
envolvidas na resposta imune inata, e por linfécitos T CD4*, CD8" e Thl (CTL) efetor de
células T, uma vez desenvolvida a imunidade antigeno-especifica (DELVES; ROITT, 2000;
ZUPAN et al., 2013). Estudos demonstram que MSC podem regular a resposta imune,
especialmente inibindo a resposta Thl (AGGARWAL; PITTENGER, 2005; CHEN et al.,
2010; KRAMPERA et al., 2006). O IFN-y produzido por células T / B / NK podem ativar 0s
efeitos de modulagdo das MSC e inibir a proliferacdo e producdo de IFN-y dessas células
(AGGARWAL; PITTENGER, 2005; KRAMPERA et al., 2006). Em um estudo Yang et al.,
sugerem que altas concentragdes de IFN-y podem ser indutoras de senescéncia em MSC e

citocinas inflamatorias pode causar danos ao MSC (YANG, Z. X. et al., 2017).

IL 10

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina relacionada estruturalmente a intérferons, que esta
na forma de um homodimero, em que cada monémero é uma cadeia polipeptidica que
consiste em 160 residuos de aminoécidos, tomando a estrutura de 6 hélices a interconectadas.
A iniciacdo da IL-10 é possivel através da ligacdo ao receptor IL-10R, que € um heterodimero
composto por subunidades IL-10R1 e IL-10R2 [206, 207]. O primeiro passo de ativacdo do
receptor envolve a ligacdo de IL-10 a subunidade de IL-10R1, que entdo altera a sua
conformacdo de modo a permitir a ligacdo do complexo IL-10 e IL-10R1 a subunidade IL-
10R2. Neste ponto, uma cascata de transmisséo de sinal intracelular é iniciada. Isso leva a

ativacdo da tirosina quinase JAK1 (associada a subunidade IL-10R1) e TYK2 (associada a IL-
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10R2). Isto, por sua vez, implica o envio do sinal celular pelos ativadores da transcri¢do
STATS3, que apos a ligagdo ao SBE (elementos de ligacdo STAT) do nlcleo celular estimulam
a sintese dos produtos dos genes dependentes da IL-10 (WOJDASIEWICZ; PONIATOWSKI,
SZUKIEWICZ, 2014). IL-10 foi inicialmente descrita como um tipo de citocina de perfil T
helper 2 (Th2) mas evidéncias sugeriram que a producdo de IL-10 foi associada a células T
(T) tolerante ou reguladora (Treg). Sabe-se atualmente que a IL-10 é expressa por muitas
células do sistema imune adaptativo, incluindo células Thl, Th2 e subtipos de Thl7, Treg,
células T CD8" e células B. Também ¢é expressa por células do sistema imunolégico inato,
incluindo células dendriticas (DC), macrdfagos, mastdcitos, células assassinas naturais (NK),
eosinofilos e neutrofilos (SARAIVA; O'GARRA, 2010). A producdo de IL-10 por
osteoblastos promove a auto renovacdo de células tronco hematopoiéticas em seus nichos
localizados na medula 6ssea (KANG et al., 2007; ZUPAN et al., 2013) A principal fonte de
IL-10 na cicatrizacdo 6ssea sdo células B de memdria (Ig) M CD27* e a cultura dessas células
com células T suprime a producédo de IFN-y e TNF-a (ONO; TAKAYANAGI, 2017). O papel
da IL-10 na remodelacdo Ossea € inibir a reabsor¢do Ossea e a reducdo da inflamacdo.
Também pode minimizar a sintese de 6xido nitrico, gelatinase e colagenase. A neutralizacédo
especifica da IL-10 resulta na elevagdo da sintese de IL-1 e TNF- a. Essas citocinas podem
atuar diretamente aumentando a proliferacdo e atividade de células da linhagem de
osteoclastos ou afetando indiretamente a producéo de fatores de diferenciacéo de osteoclastos,
como RANKL e OPG via osteoblastos / células estromais. Portanto, a IL-10 também é
considerada como um importante regulador da homeostase dssea e nas condicOes
inflamatdrias. 1L-10 suprime a diferenciacdo osteoclastica através dos varias formas. A
osteoclastogénese aumentada foi observada em culturas de macréfagos de medula dssea
deficientes em producéo de IL-10. O mecanismo molecular desta inibi¢do indicou que a 1L-10
aumentou a expressao de osteoprotegerina (OPG) e dimimuiu a expressdo do ativador do

receptor de NF- kf ligando (RANKL) e fator estimulante de coldnia-1 (CSF-1). Testes in
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vitro mostrou que a IL-10 pode inibir a osteoclastogénese ao reduzir a expressdo do fator
nuclear das células T ativadas NFATcl. A IL-10 diminui a diferenciacdo osteoblastica na
medula Gssea através da inibicdo de fator de crescimento transformante beta 1 (TGF- 1) nos

primeiros estagios da diferenciacdo osteogénica (ZHANG et al., 2014).

IL4

A IL-4 desempenha um papel na formacdo da origem das respostas imunes. A producéo in
vivo de IL-4 origina de eosinofilos, mastocitos e baséfilos e uma subpopulacdo de células T
com marcadores NK, NKT e células T CD4'naive. Apdés a ativacdo, as células
TCD4 * comegcam a sintetizar e secretar citocinas. As células Th do tipo 1 (células Thl)
secretam IL-2, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF), enquanto as células
Th de tipo 2 (células Th2) produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. A IL-4 é um polipeptidio de 15
kD com efeitos pleiotropicos em muitos tipos de células. O seu receptor € um heterodimero
composto por uma subunidade o, com afinidade de ligagdo de IL-4 e a subunidade y comum
que também faz parte de outros receptores de citocinas. A capacidade de resposta a IL-4
requer STAT6 (CHOI; REISER, 1998), fosforilacdo gradual da cascata IL-4Ra / JAK1 /
STAT3/STAT6 (WOJDASIEWICZ et al., 2014), um transdutor de sinal e fator ativador de
transcricdo 6. Nas células T, a ligacdo da IL-4 ao seu receptor induz a proliferacdo e
diferenciacdo em células Th2 (CHOI; REISER, 1998). A inducdo da expressao da citocina IL-
4 aumenta a expressdao de CCL1, CCL17 e CCL22, que recrutam células T reguladoras
(Tregs) para suprimir a resposta inflamatoria. As células dendriticas e os macrofagos séo
capazes de atingir um fenétipo de ativacdo alternativo em resposta a estimulos anti-
inflamatorios, tais como IL-4, I1L-10, fator de crescimento transformante-pl (TGF-B1) e
corticosteroides (dexametasona ou DM, MP) levando a reducdo da produgdo de citocinas
inflamatdrias e respostas toleragénicas. IL-4 e IL-10 sdo citocinas que podem regular 0s
efeitos do TNF-a. A IL-4 promove indiretamente a formagéo 6ssea, aumentando a expressao

da osteoprotegerina (OPG), inibindo a osteoclastogénese (KIDO et al., 2015). A producdo
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excessiva e continua de IL-4 por MSC com extravasamento para a circulacdo sistémica pode
comprometer a formacgdo Gssea, aumenta o risco de infecgdo, induz hiperplasia sinovial, e
reagOes alergénicas (LIN et al., 2017). A IL-4 visa osteoclastos e osteoblastos, inibindo a
remodelagdo Ossea in vivo. Camundongos geneticamente modificados que produzem
excessiva IL-4 desenvolvem osteoporose grave; 0s 0ssos reduzem a rigidez e fratura quando
exposto a cargas mecanicas (MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008). As células B podem melhorar
ou oprimir a osteoclastogénese quando estimulada por citocinas Th2 ou Thl. As citocinas
anti-inflamatorias como interferon IFN-a, B, y, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13 e IL-18, bem
como TGF- e PTH, foram classificados como inibidores de sinalizacio RANKL (AGAS et
al., 2015). A formacdo de célula gigante de corpo estranho (FBGC) induzida por linfocina IL-
4 ¢ altamente dependente da propriedade da superficie material, ocorre em compostos
nitrogenados e oxigenados, mas ndo em poliestirenos fluorados ou revestidos de silicone. A
ativacdo de macrofagos “alternativa” Th2 pela citocina IL-4 (ou IL-13 ou a-tocoferol)
promove a fusdo com formacdo de grandes células gigantes de corpo estranho (FBGC) com
nacleos dispostos aleatoriamente e citoplasma espalhado. A ativacgdo classica IFN-y com IL-3
ou fator de estimulacéo de col6nias de granuldcitos-macréfagos (GM-GSF) resulta em células
gigantes do tipo Langhans. A fusdo de macréfagos induzidos por IL-4 via alternativa,
expressam fortemente, galectina-3, o ligando de galectina-3 e molécula co-estimuladora de
linfocitos CD98 que podem indicar modulacdo descendente de atividades de linfdcitos
(ANDERSON et al., 2008).

IL 33

IL-33, um membro da familia de citocinas IL-1, € uma citocina proinflamatoria que é
expressa em varios tecidos humanos, incluindo adipdcitos, fibroblastos sinoviais e células
endoteliais vasculares, células epiteliais da pele do trato intestinal e pulmao. Osteoblastos,
osteocitos, adipocitos da medula 6ssea sdo também uma fonte de IL-33 (SAIDI; MAGNE,

2011). A IL-33 recombinante tem efeitos em células, principalmente hematopoiéticos
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dependentes de ST2L (PALMER; GABAY, 2011). IL-33 tem como células alvo subconjuntos
de células T CD4", basofilos, mastocitos, eosinofilos, mondcitos, macréfagos, células
linfoides inatas tipo 2 (ILC2), células dendriticas (DC), células assassinas naturais (NK),
células T assassinas naturais invariantes (iNK) e neutrdfilos ativados, em que a IL-33 induz
ativacdo celular, diferenciacdo (PALMER; GABAY, 2011) e producdo de mediadores pro-
inflamatdrios como TNF-q, I1L-1B3, IL-6 e IFN-y (OKRAGLY et al., 2016). A expressdo de
MRNA de IL-33 é aumentada por TNF-a e IL-1B em osteoblastos in vitro. No entanto,
osteoblastos e osteoclastos humanos ndo expressaram ST2L em condigfes basais e nao
respondem a IL-33, sugerindo que a IL-33 ndo age diretamente na remodelacdo dssea (PARK
et al., 2017). A IL-33 exerce a sua fungdo através do receptor Tol-like, que existe como duas
isoformas resultantes do processamento diferencial de mRNA. A primeira isoforma é uma
transmembrana ST2 (ST2L), também conhecido como IL-33Ra, que apos a ligagdo da IL-33
induz a transducéo do sinal apds o recrutamento da proteina acessoria do receptor de IL-1 (IL-
1RACP), levando a ativacdo do fator nuclear — NF-kB e proteinas cinases ativadas por
mitogeno (MAPK). A segunda isoforma ST2 é soltvel (ST2s), que se liga a IL-33 e inibe sua
interacdo ao ST2L e vias de sinalizacdo subsequentes. Além desses efeitos mediados pelo
receptor ST2, 1L-33 é capaz de se deslocar para 0 nlcleo, onde exibe funcdes transcricionais.
IL-33 é uma proteina de alta mobilidade B1 (HMGBL1), exibindo efeitos nucleares e
extracelulares (PALMER; GABAY, 2011). A IL-33 foi localizada primeiramente no nucleo
das células endoteliais, principalmente na heterocromatina e cromossomos mitéticos, onde
pode reprimir a transcrigdo. Posteriormente, a IL-33 foi identificada no ndcleo de células
epiteliais, fibroblastos sinoviais € mondcitos. Finalmente, sugeriu recentemente que a 1L-33
poderia funcionar como " alarmin ", sendo segregados durante a necrose celular, para iniciar
respostas imunes. A 1L-33 é liberada atraveés da necrose celular, via secrecdo ativa
funcionando como um "sinal de perigo endégeno” ou "alarmin" pertencente a grande familia

de danos associados a padroes moleculares (SAIDI; MAGNE, 2011). O papel da IL-33 foi
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predominantemente relacionado com respostas imunes associadas a Th2 porque ST2L é
expresso apenas em células Th2, ndo em células Thl T CD4*. No entanto, estudos recentes
mostram que IL-33 promove respostas celulares Thl especifica a virus por expressdo
transitoria de ST2L. IL-33 é associada a doengas auto-imunes, como esclerose multipla,
doenca inflamatoria intestinal e artrite reumatdide (PARK et al., 2017). O receptor IL-33,
ST2, é expresso em osteoclastos e seus precursores (OKRAGLY et al., 2016). O receptor
soluvel (sST2) foi identificado como uma proteina segregada nos osteoblastos e matriz dssea

nos murinos (SAIDI; MAGNE, 2011).

1.4 Tratamento das fraturas

Muitas vezes o tratamento das fraturas, ndo unido das fraturas e defeitos 6sseos de
origem ndo traumatica (infeccdes, tumores, cistos), frequentemente requer uso de material ndo
absorvivel para substituir, aumentar ou reparar as estruturas teciduais danificadas. Destaca-se
nessas situacdes 0 uso de enxertos Gsseos - indutores da osteogénese, e a utilizacdo de
material ndo absorvivel , pelas suas propriedades osteogénicas, biocompatibilidade, além da

facilidade de confeccdo em vista do avan¢o da engenharia de tecidos (SHIRANE et al., 2010).

Os enxertos podem ser quanto a origem, autdgenos - no mesmo individuo,
aloenxertos gque sdo enxertos transplantados entre individuos da mesma espécie e xendgenos

sdo aqueles retirados de uma espécie e transplantados para outra.

Quanto ao comportamento dos tecidos frente aos material ndo absorvivel , estes
podem ser considerados bioinertes, ndo provocam reacdo de corpo estranho no organismo e
estdo em contato direto com o tecido receptor (p. ex., titanio, zirconia e alumina);
biotolerados, que sdo moderadamente aceitos pelo tecido receptor ndo estabelecendo a
osseointegracdo verdadeira, levando a formacao de capsula fibrosa, que € a resposta do tecido
ao material, que estimula as células adjacentes a sintetizar, secretar e manter um tecido

conjuntivo na interface (p. ex., aco inoxidavel, ligas Cr-Co e polimetilmetacrilato (PMMA)).
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Os bioativos, que ndo sé estabelecem osseointegracdo direta, como também interagem com
os tecidos vizinhos de forma a estimular a proliferacdo de células; e os reabsorviveis que sdo
lentamente degradados e substituidos pelos tecidos (FERNANDES-NETO;; MAGALHAES,

2011).

O mecanismo de acdo bioldgico de reparo 0sseo associado aos material nédo
absorvivel ou enxertos 6sseos pode ser classificado como osteogénese, osteoinducéo,
osteoconducdo e osteopromocao. A osteogénese é o processo pelo qual células 6sseas vivas
sdo enxertadas em um leito receptor e permanecem com a capacidade de formacdo de novo
tecido 6sseo (FERNANDES-NETO;; MAGALHAES, 2011). O processo de osteoinducio
envolve a formacdo de novo 0sso na area em crescimento a partir das células
osteoprogenitoras do leito receptor, derivadas das células mesenquimais indiferenciadas, que
se diferenciam sob a influéncia de um ou mais agentes indutores. A osteoconducao se refere
ao crescimento &sseo sobre a superficie do material ndo absorvivel —acomodando-o
(BUSENLECHNER et al., 2008). A osteopromocdao utiliza barreiras mecanicas de protecao,
gue evitam o crescimento de tecido conjuntivo em meio ao defeito 6sseo, permitindo que o

mesmo seja povoado por células (FERNANDES-NETO;; MAGALHAES, 2011)

Os estudos atuais visam a busca dos implantes sintéticos ideais para a osteogénese,
biocompatibilidade e resisténcia biomecénica durante o processo de reparo dos defeitos
0sseos ou regeneracdo das fraturas (BOMBONATO-PRADO et al., 2004; ITOH et al., 2006;
KAWAI et al., 2009; MURATA et al., 1999; PINILLA et al., 2003; RAMMELT et al.,

2004; SCHWARTZ et al., 2008; SHIRANE et al., 2010).
1.5 O mecanismo bioldgico de reparo 0sseo associado aos material ndo absorvivel

Este mecanismo representa uma reagdo de corpo estranho (FBR) aos material nédo
absorvivel . O Dicionario Williams de Material ndo absorvivel define a resposta de corpo

estranho como a "resposta global de um hospedeiro a presenca de um corpo estranho™
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(WILLIAMS, 1999). Reacdo de corpo estranho (FBR) € um processo imune-modulado,
multifatorial e complexo, onde uma serie de células e mediadores esta envolvida, que resulta
na protecdo do material desencadeado pela adsorcédo de proteinas de superficie, ativagdo do
complemento e acumulacdo de uma matriz de fibrina, seguido pelo recrutamento de
granuldcitos, células tronco mesenquimais e mondcitos / macréfagos, sendo que este Gltimo
controla amplamente a resposta a longo prazo, além de se fundir em células gigantes do corpo

estranho (FBGC).

A funcdo clinica do implante € dependente de um equilibrio entre corpo estranho,
reacOes moleculares e celulares, que afetam e controlam a relacdo entre os material ndo
absorvivel e o 0sso. Esse equilibrio se for perturbado, pode levar a deterioracdo da funcéo do
implante, através do processo em que os macrdfagos ativados podem se fundir em FBGC,
resultando em reabsor¢do éssea. Diferentes estimulos — locais e sisttmicos - podem
desencadear a ativacdo, ou mudanca no fenétipo do macrofago, resultando em degradacéo
0ssea, como as citocinas, que podem ser pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8, prostaglandina
E2 (PGE2), RANKL, M-SCF, fator de necrose tumoral (TNF-a) direcionando macréfagos a
um perfil M1 classicamente ativado ou citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-4 e 1L-13)
direcionando a um perfil M2, alternativamente ativado. Os macréfagos M2 anti-inflamatorios
tém varias funcdes, incluindo a manutencdo da tolerancia do implante, reparo tecidual e na
cicatrizacdo de feridas. A infeccdo pode ocorrer como um evento secundario, complicando
ainda mais o cenario clinico, resultando na falha do implante por um aumento nos sinais
inflamatorios e imunologicos em reacéo ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou aumento
de RANKL por fibroblastos sinoviais e linfécitos T ativado, por sua vez envolvido na
diferenciacdo de osteoclastos, resultando em reabsorcdo 6ssea (TRINDADE et al., 2016).
Apos a ativacdo, as celulas T produzem RANKL e as citocinas pré-inflamatorias e isso pode

influenciar a osteoclastogénese atraves do receptor ativador de nuclear fator-kp ligando



Pagina | 35
(HORWOOD et al., 1999; KONG et al.,, 1999), e, portanto, sdo capazes de regular a

diferenciacédo da atividade dos osteoclastos.

Os Osteomacs, macrofagos residentes, (WU, A. C. et al., 2013) ativados por estimulos
pré-inflamatorios incluindo LPS produzem citocinas pro-osteoclastogénicas, como TNF-q,
IL-6 e IL-1 e promovem a diferenciacdo e / ou a funcdo dos osteoclastos. Osteomacs podem
detectar e responder ao dano 6sseo (morte apoptética de osteoblastos e ostedcitos), no inicio
da remodelacdo dssea. Os macrdfagos também podem produzir fatores osteoindutores, tais
como TGF-B, osteopontina, a 1,25-di-hidroxivitamina D3, e 0sso proteina morfogenética 2
sob varias condicBes. Sdo essenciais para a mineralizacdo osteoblastica em resposta ao
estimulo fisiologico pré-anabolico de elevado célcio extracelular. Dado que os osteoblastos
também expressam o receptor de célcio CaR, é possivel a comunicacdo celular bidirecional
entre macréfagos e osteoblastos conduza a mineralizacdo (CHANG et al., 2008). A
participacdo na cicatrizacao 6ssea intramembranosa dos Osteomacs € a deposi¢do de colageno
tipo 1 na matriz 6ssea e aumento na mineralizacdo visto em humanos e ratos (ALEXANDER
et al.,, 2011). Osteomacs expressam o fator transmembranar de crescimento epidermal sete
(EGF-TM7) proteina EMR1/F4/80, que os distingue dos osteoclastos (ALEXANDER et al.,

2011).

1.6 Reparo 6sseo ap6s ablacdo de medula 6ssea

Um modelo conveniente para estudar a regeneragdo éssea intramembranosa é o
modelo mecénico de ablacdo da medula, (BAB, 1995; GERSTENFELD et al., 2003; SUVA
et al., 1993) que reproduz as fases inflamatorias, de reparagédo e remodelacdo (MORAN et al.,
2015). Ele tambem é usado para delinear a sequéncia de eventos moleculares associados ao
processo de formacdo éssea e determinar o efeito inibitorio na formacdo do osso. A
regeneracdo da medula dssea apos a lesdo é completa, com nova medula idéntica ao tecido

original, passando por uma fase de formacédo de osso preenchendo o canal medular. O coagulo
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de sangue que enche a cavidade medular imediatamente apds a remocdo da medula é
organizado pela substituicdo com 0sso esponjoso primério fase correspondente ao tecido de
granulacdo, tipicos dos processos de reparacdo dos tecidos moles. Ao contrario do processo
de consolidagdo de fraturas em ossos longos, a fase cartilaginosa intermediéria ndo ocorre. O
tipo embrionério 6sseo primério, similar na aparéncia ao 0sso esponjoso reativo visto em
certos casos de cicatrizacdo 0ssea, é submetido a reabsorcéo osteoclastica e substituicdo por
tecido de medular. O processo é concluido no prazo de 21 dias. Em animais de sexo e idade
definida, as fases do osteobléstica e osteoclasticas sobrepdem apenas parcialmente, e a sua
época e extensdo sdo altamente reprodutiveis. O modelo avalia a relacdo entre as alteraces
temporais que constituem o processo de cicatrizacdo da medula e demonstra a sua utilidade
para a regeneracdo poés-ablacdo. O modelo pos-ablacdo associados a métodos
histomorfométricos, bem como abordagens moleculares e bioquimicas aplicadas em periodos
de tempo especificos proporciona uma ferramenta eficiente em vivo para avaliar a eficacia de
agentes implantados, bem como seus possiveis efeitos adversos sobre a formagdo 6ssea. Além
disso, 0 modelo pode ser aplicado para estudar a relacéo entre a formacao dssea ou reabsorcao
em diferentes condicGes fisiopatologicas. Quando aplicada a animais transgénicos este
modelo pode ser utilizado para determinar o papel dos genes individuais em formacao de uma

matriz, a mineralizacdo e reabsorcdo (BAB, 1995; SUVA etal., 1993).

Considerando que existe uma interacdo entre 0s mecanismos que regulam a resposta
corpo estranho e a osteogénese, esse projeto visa estabelecer um modelo experimental para o

estudo desses dois fenémenos e possiveis influéncias de um sobre o outro.
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2.0 HIPOTESE
O modelo experimental de osteogénese por ablagdo de medula de 6ssea de camundongos

pode ser utilizado como modelo de interagdo entre a resposta de corpo estranho a material ndo

absorvivel e o processo de osteogénese.
3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Estabelecer um modelo experimental de interacdo entre processo de regeneracdo dssea

e a reacao de corpo estranho a material ndo absorvivel .

3.2 Objetivos especificos:

e Analisar, através de estudo estereoldgico o percentual do volume de 6sseo neoformado
atraves da coloracdo de Hematoxilina e Eosina em camundongos com e sem implante

de material ndo absorvivel no osso da tibia.

e Quantificar de acordo com analise morfométrica, através da coloragdo picrosirius, as
fibras colagenas na tibia de camundongos com implante intramedular ndo absorvivel e

na tibia de camundongos com ablacdo de medula dssea.

e Analisar a expressao de citocinas pré e anti-inflamatorias ao através de RT-qPCR no

modelo experimental proposto.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Abordagem experimental - Animais

Foram utilizados 38 camundongos, nome cientifico Mus musculus, C57BL/6,
machos, adultos jovens com 2 meses, isogénicos provenientes do biotério da Universidade
de S8o Paulo — Campus Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos em biotério com
condigdes controladas de temperatura (22+£5°C), luz (ciclo de doze horas) e umidade —
55+5%. Foram utilizadas caixas medindo 41x34x16cm, incluindo tampa em ago inox, e
bebedouro completo (frasco, rolha e bico), autoclavavel e resistente a acidos. A racéo foi
peletizada, da marca NUVILAB — CR1. A caixa-moradia foi forrada com serragem de

madeira de pinus clara autoclavada. A agua foi filtrada.

4.2 Procedimentos cirurgicos

Os espécimes foram alocados aleatoriamente em 4 grupos experimentais que
receberam o mesmo tratamento, contudo, sacrificados e analisados em tempos diferentes.
Para estudo morfolégico em 3 (n=6), 7(n=6), 15(n=7) e 30(n=7) dias; e para estudo
histolégico RT-gPCR 15(n=5), 30(n=5) dias. Os animais foram anestesiados via
intraperitoneal com uma solugéo constituida por 0,2 mg de cloridrato de xilazina - 5mg/Kg
e 2mg de cetamina - 50mg/Kg. A assepsia na regido a ser incisada foi feita com lugol. Foi
realizada a tricotomia na area de acesso cirargico sobre as duas tibias (esquerda e direita).
As tibias foram acessadas por uma incisdo na pele na face lateral da panturrilha. Musculo e
periésteo foram avulcionados e afastados para expor a face lateral da tibia. O canal medular
foi acessado através de um orificio feito com uma broca odontoldgica 701 em baixa rotagéo.
Uma canula flexivel foi usada para desorganizar e remover a medula 6ssea. O canal medular
foi irrigado com pelo menos 5 ml de solucédo salina estéril. A seguir um fragmento de 0,5

cm comprimento de fio de algoddo Ethicon® - Unidade 2-0 Jonshon e Jonshon® foi
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colocada no interior da tibia esquerda de cada animal. A tibia direita foi utilizada como
controle, passando pelo mesmo procedimento cirdrgico, mas sem receber o implante de fio
de algoddo. A cirurgia foi finalizada com reposicionamento dos tecidos moles e sutura com

fio de seda 3-0 (Ethicon, Johnson & Johnson).

Arquivo pessoal.
Figura 01. Esquema representativo e foto do osso tibial do grupo controle com ablacéo de medula déssea e do
grupo experimento com ablagao de medula éssea e implante de *fio de algodao.

4.3 Cuidados pds-operatorios

Os camundongos foram monitorados até que se recuperem da anestesia, em gaiolas
individuais. A inflamagdo no local do implante, alteracbes comportamentais e outras
reagcBes adversas ao implante foram monitoradas. Os animais foram aquecidos no periodo
pos-anestésico, evitando hipotermia corporal. Dose Unica de tramal intraperitoneal (2mg/kg)
foi administrada para alivio da dor pds-cirargica. Foi efetuada a limpeza da ferida cirdrgica,
para evitar canibalismo entre os animais devido ao odor exalado pelo sangue presente na
ferida cirdrgica. Os olhos dos animais foram mantidos umedecidos com algod&o embebido

em solucdo salina. A dieta e a deambulacdo foram mantidas sem alteracdes.
4.4 Coleta do material:

Decorridos os periodos experimentais de 3, 7, 15 e 30 dias, os animais foram
sacrificados com sobre-dose do anestésico. Os 0ssos coletados foram limpos e fixados em

formol a 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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Os fragmentos de tecido, retirados de 10 animais com 15 e 30 dias de p6s-cirurgico,
foram congelados em nitrogénio liquido -70°C imediatamente apds a remocao para estudo

histologico.
4.5 Processamento do material:

As amostras para estudo morfoldgico, foram submetidas a descalcificagdo com
EDTA (&cido etilenodiaminotetracético, Labsynth®, Diadema, Brasil) dissodico (41.3 g) e
NaOH 4.4g, 1000 ml &gua destilada gsq em temperatura ambiente. O pH final da solucdo
foi corrigido para 7.0 a 7.4 usando NaOH ou &cido acético. O material permaneceu nessa
solugé@o por 30 dias com trocas semanais da solucdo (WARSHAWSKY; MOORE, 1967).
Logo ap6s descalcificacdo o material foi incluido em parafina. As sec¢fes em cortes semi-
seriados foram feitas pelos microtomos: SLEE Mainz cut 4055 e Micro Heidelberg HM
320, Alemanha - com 2 micrémetros (um) de espessura. Logo apds o material, colhido em
ldaminas com pré-tratamento superficial em silano, foi desidratado em cadeias crescentes de
alcool (70 a 100%), diafanizados em banhos de xilol; e receberam a coloragcdo Hematoxilina

e Eosina e Picro Sirius (Merck, Darmstadt, Alemanha).

4.6 Analise

4.6.1 Histomorfoldgica

A andlise foi realizada nos ossos da tibia esquerda e direita (experimento e controle)
seccionadas longitudinalmente, com a area da lesdo 0ssea voltada para o examinador. Foram
analisadas as imagens do canal intramedular, ao longo da diafise 6ssea, sem considerar a area
de crescimento das epifises. Para esta analise as ldminas foram coradas pelo HE e analisadas
pelo sistema interativo de imagens Leica QWin® (Wetzlar, Germany) em aumento de 20x de
acordo com o0s seguintes parametros: processo inflamatorio, tecido necrotico, material ndo

absorvivel , vascularizacéo, fibras colagenas, formacéo de células multinucleadas ao redor do
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implante intramedular, formacdo de celulas multinucleadas ao redor do osso neoformado,
atividade osteoblastica e neoformagéo dssea.

Para a analise de fibras colagenas, as imagens foram colhidas em aumento de 20x pelo
sistema interativo de imagens Leica QWin®. Foram consideradas as areas do canal
intramedular, sem considerar as epifises 6sseas. Apds padronizacdo do microscépio, as
imagens passaram por uma correcdo (background) feitas pelo software Imaged, onde
evidenciou a coloracdo sobre o depdsito de colageno e a medida automatica dessas areas
coradas em Picro sirius foram feitas pelo software ImageJ (Center for Information

Technology National Institutes of Health Bethesda, Maryland, USA ).

4.6.2 Volume 0sseo

A quantificacdo do osso neoformado foi realizada através da estereologia de acordo com o
principio de Delesse (Mandarim-de-Lacerda, 1999). Usou-se a seguinte formula VV=PP/PT
(%), onde:

VV = densidade de volume ou volume relativo;

PP = gquantidade de pontos (intersec¢éo de linhas) sobre o0 0sso neoformado;

PT = numero total de pontos do sistema.

Através de um reticulo quadrilatero de 100 pontos e acoplado na ocular do microscopio de
luz Carl Zeiss, calculou-se a densidade do volume 6sseo neoformado na area do implante e
a partir da extremidade do fragmento da fibula. Esta andlise foi feita com a objetiva do

microscopio de luz padronizada em aumento de 20x (SHIRANE et al., 2010).

4.6.3 RT gPCR em tempo real.

Extracdo do RNA total das células cultivadas.

O RNA total das células foi extraido utilizando-se kit de extragdo de RNA (PROMEGA,

EUA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Dessa forma, as células anteriormente
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armazenadas em RNA later foram centrifugadas por 10 minutos a 500xg, seu sobrenadante
descartado e as células foram resuspensas em 175uL de tampéo de lise e 350uL de tampdo
de diluicdo foram adicionados. As amostras foram levadas a banho-maria (70°C) por 3
minutos e posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 13000xg (4°C). Ao sobrenadante
foram adicionados 200uL de etanol 95%. O material foi entdo transferido para o conjunto
de separagdo do kit e centrifugado por 1 minuto a 13000xg (4°C), o RNA restante na
membrana de separacdo do kit foi lavado por centrifugagdo em 600uL de tampdo. Para
eliminacdo de DNA contaminante, as amostras foram tratadas com DNase. Ap0s
tratamento, o material foi lavado por duas vezes (1 minuto a 13000xg). O RNA resultante
na membrana separadora foi entdo eluido em 30uL de agua deionizada e livre de nucleases,

para posterior confec¢do do cDNA.

Confeccdo do cDNA a partir do RNA extraido

Para a confec¢do do cDNA, utilizou-se 10uL do RNA total anteriormente extraido, a este
foram adicionados: 10uL de MIX (2uL de tampdo 10X RT Buffer, 0,8 uL de dNTP
Mix(25X), 2 pL de RT Random Primers (10X), 1uL de enzima MultiScribeTM Reverse
Transcriptase e 4,2uL de agua livre de nucleasse (LIFE, EUA). O material foi entdo
colocado em Termociclador — PTC 100 (MJ Research, Inc — EUA), programado para
transcricdo reversa em ciclos de 10 minutos a 25°C, de 120 minutos a 37°C e de 5 minutos a
85°C. Apds confeccdo do cDNA, as amostras foram quantificadas e armazenadas a 4°C para

posterior analise em RT-qPCR.

PCR em tempo real para analise da expressdo de moléculas de superficie e citocinas.

As amostras anteriormente armazenadas foram submetidas a PCR em tempo real
(gPCR) para analise da expressao quantitativa do RNAm dos genes I1L10, IFN-y, I1L4, IL17-
A, 11-33 e TNF-q, utilizando-se Beta actina como gene referéncia. Os cDNAs foram

utilizados com reagente TagMan (LIFE, EUA), como determinado pelo fabricante. Foram
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utilizados 4,5uL de cDNA diluidos em &gua deionizada, 5uL de Master Mix e 0,5uL de
primer TagMan. O material foi plaqueado e colocado em aparelho StepOnePlus (APPLIED
BIOSYSTEMS, EUA). Para descartar eventuais contaminacfes, todos os alvos foram
submetidos a ciclos de amplificacdes na auséncia de cDNA. O ciclo de amplificagdo
compreendeu 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C. Os resultados adquiridos através da amplificacdo foram analisados a partir
do valor de CT (cycle threshold — ou ciclo limiar). Utilizou-se o método do CT comparativo
(AACT), formulado por 2-(Ct do gene alvo — Ct gene referéncia) para obtencdo dos

resultados da quantificacdo relativa de mRNA.
4.7 Anélise estatistica

Para a analise estatistica os dados coletados foram organizados no software
Microsoft Excell® e as informacGes foram analisadas utilizando-se o Graphpad Prism
versdo 7.0. Os testes foram avaliados de acordo com sua normalidade e para isso foi
utilizado e teste de Kolmogorov Smirnov. Para andlise entre trés ou mais grupos, nos casos
de distribuicdo normal e variancias semelhantes, foi utilizado o teste One Way ANOVA (F)
seguido do teste de Tukey. Quando a distribuicdo ndo foi normal, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis (H) seguido pelo teste de Dunn, quando necessario. Foi utilizado T test para
analise de dois grupos em distribuicdo normal e Mann-Whitney para distribuicdo nao
normal. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferencas em que a
probabilidade (p) foi menor que 5% (p<0,05). Os resultados foram expressos em média *

desvio padrao (M = DP).
4.8 Aspectos éticos

O presente estudo foi encaminhado & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, e aprovado sob protocolo nimero 304 (Anexo

A).
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5.0 RESULTADOS

5.1 Analise histomorfoldgica

Sec0es histologicas representativas de todos os grupos sao apresentadas na Figura 01 e
02.

3° dia

Trés dias apos a cirurgia, avaliacdo histoldgica do GC revelou que a &rea do defeito 6sseo
estava preenchida por uma grande hemorragia e exibia &rea concéntrica de formacdo de
fibrina, apresentacdo de um grande numero de hemécias no canal medular com células
inflamatorias e megacariocitos (Fig.1 e 2A). Em GE, poucas células inflamatorias ao redor
das particulas do implante sdo observadas, também é observado um coagulo rico em fibrina.
(Fig.1e 2B).

7° dia

O defeito 6sseo do grupo controle foi preenchido principalmente por tecido de
granulacdo, acompanhado de células inflamatérias (Fig.1 e 2C). Além disso, 0 0ss0 recém-
formado foi observado na periferia do defeito assim como aumento da espessura do 0SSO
cortical para dentro do canal medular e em alguns casos apresentando “debri” em seu interior,
poucos megacaridcitos e hemécias em locais especificos indicando formagdo de vasos (Fig.
le 2C). Para GE, nos espagos ocupados pelo material, ha um processo de células
multinucleadas envolvendo o material e tecido de granulagdo que caracteriza a continuidade
do processo inflamatorio. H& grande formacdo de fibras colagenas caracterizado por um
material fibrotico (deposicdo de matriz extracelular fibrotica imatura) visto principalmente ao
redor do material implantado. O osso recém-formado é pouco quando comparado ao grupo

controle e foi notado na area de contato entre as bordas do defeito 6sseo (Fig.1le 2D)
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3 Dias

7 Dias

15 Dias

30 Dias

‘!Ehﬂ \ '/l S B —
Figura 01. Fotomicrografia do aspecto histolégico do osso tibial no grupo controle com ablagdo de medula
6ssea e no grupo experimento com ablacdo de medula 6ssea e implante de fio de algoddo com 3, 7, 15 e 30 dias
apos a cirurgia. Osso recentemente formado (O), infiltracdo de células inflamatdrias (*), adipécitos (seta dupla),
cortex (colchete), fio de algoddo (A), osteoblasto (cabega da seta), debri (A), vascularizagdo (V), tecido de
granulacdo (TG), megacaridcitos (M), osteoclasto (OC), codgulo (H). A seta na figura F e H indicam células
gigantes de corpo estranho. Barra representa 100 pm. Colora¢do Hematoxilina e eosina.
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15° dia

Para GC, grande quantidade de tecido 6sseo neoformado dentro da medula Gssea e na
area de defeito 6sseo. Ha formacéo de novos vasos sanguineos dentro do canal da medula
Ossea. Algumas células inflamatdrias podem ser observadas dentro dos vasos sanguineos (Fig.
le 2E). O osso formado foi observado na area do defeito, principalmente na periferia,
mostrando um espessamento da area cortical para dentro do canal medular estreitando esse
espaco, com presenca de osteoblastos e células multinucleadas ao redor do 0sso recém
formado caracteristico de células de osteoclastos. Grande nimero de vasos sanguineos sdo
localizados entremeados a esse novo 0sso intra medular (Fig.1 e 2E). Nenhum ou pouco
“debri” é observado, assim como megacariocitos e adipécitos. No GE, a englobamento do
material implantado continuou, permitindo o aumento de células gigantes caracterizando
reacdo de corpo estranho, adipdcitos e megacariécitos. O aumento da espessura do 0sso
cortical para dentro da medula Ossea apresenta fragmentos do material implantado. Ha
também nichos do material implantado ocupando o centro do canal medular, envolto por um
material fibroso, células do sistema imune, vasos sanguineos cheios de hemaécias e 0sso

neoformado onde ndo h& a presencga do material ndo absorvivel (Fig.le 2F).

30° dia

Apo6s 30 dias de implantagdo, para ambos os grupos, o defeito 6sseo foi preenchido com
0sso recém-formado (Fig.1 e 2G e H). No GC, o interior da medula Gssea apresenta
homogeneidade entre as populacGes eritrocitarias e granulociticas, megacariocitos e
adipocitos, cenério caracteristico da medula 6ssea normal. No GE, O material implantado
ainda pode ser notado na medula 6ssea, principalmente no centro da medula dssea com
células gigantes envolvendo o material (Fig.1 e 2H). H& também fragmentos do material
implantado no osso cortical espessado. Células do sistema imune, adipocitos e megacariocitos

e grande quantidade de osso neoformado ao redor do material ndo absorvivel.
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5.2 Na formacdo do volume 0¢sseo intramedular, o controle apresenta maior

formacé&o 6ssea do que no grupo experimento.

A formacéo do volume 6sseo dentro da medula 6ssea foi maior no grupo controle quando
comparado com o grupo experimento, aumentando sua percentagem no 15° dia e mostrando
diferenca significativa entre o0 3° dia e 0 30° dia. No 30° dia, 0 grupo controle mostrou um
percentual proximo ao normal (Figura 3A). No grupo experimento o percentual de volume
6sseo formado dentro da medula 6ssea foi menor em relacdo ao grupo controle e seu maior
percentual foi expresso no 30° dia pos-operatdrio mostrando diferenca significativa entre o 3°
e 0 7° dia de pos-operatério (Figura 3B). Esses dados mostram a relagdo entre a formacgéo de
corpo estranho e a alteracdo no reparo e regeneracao 0ssea no que diz respeito a tempo de
finalizacdo do processo que € alterado na presenca do implante intra medular visto no grupo
experimento (Figura 3C).

5.3 A expressao de colageno foi maior no grupo experimento em relacé@o ao controle.

No grupo controle (Figura 3D) a expressao de colageno foi maior no 7° dia de pds-
operatorio, com diferencas significativas quando comparado ao 3° e o 30°dia. Ha relevancia
significativa entre o 15%ia em relagdo ao 3°dia que mostra o inicio da diminuicdo das fibras
colagenas a niveis proximos aos normais no 30° dia. No grupo experimento (Figura 3E), o
aumento de fibras colagenas é visto no 7° dia de pds-operatorio e tem diferenca significativa
comparado ao 3°dia. Porém, apds aumento de sua expressao, ndao mostra diminuicdo e se
mantém até o 30° dia de poOs-operatdrio mostrando interferéncia do implante em relacdo a

regeneracdo oOssea (Figura 3F).
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Figura 03. Anélise do volume 6sseo neoformado apés coloragdo em hematoxilina/eosina representadas pelas
figuras A, B e C realizada através da estereologia de acordo com o principio de Delesse; e Coloragdo Picro
Sirius para tecido conectivo coldgeno em D, E e F. GC ablacdo de medula. Ablacdo de medula 6ssea com
implante de fio de algoddo em GE. VVv% = percentual 6sseo neoformado, % de &rea = porcentagem da area de
fibras colagenas. Em A e E, Kruskal Wallis teste seguido de Dunn mdltiplas comparaces. Em B e D Anova
seguido de tukey. T test em C e F. DPO = dias p6s-operatério. *Nivel de significancia, p<0.05. M£SD.
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Figura 04. Expressdo relativa mRNA de citocinas em medula 6ssea de camundongos machos de dois meses de
idade, livre de patégenos externos, para grupo controle com ablacdo de medula dssea e para grupo experimento
com ablacdo de medula éssea e implante de fio de algoddo intramedular. Mann Whitney test. *Nivel de
significancia, p<0.05. M£SD.
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5.4 As citocinas mostraram uma expressao fenotipica pré ou anti-inflamatoria?

A expressdo da citocina 33 (IL-33) mostra aumento da expressao nos grupos controles de
15° e 30° dias de pds-operatorio. No grupo controle de 30 DPO, a expressdo mostra diferenca
significativa com relagéo ao grupo experimento de 30 DPO e grupo controle de 15 DPO. A
pouca expressdo no grupo experimento em 15 e 30 DPO contrasta com os resultados da
expressao da citocina TNFa, que mostra nesses mesmos grupos uma alta expressao,
principalmente em 30 DPO. No grupo controle o TNF-a mostra diferenca significativa e
maior expressdo em 30 DPO quando comparado a 15 DPO. A citocina IL-10 mostrou maior
expressao no grupo de 15 DPO controle e experimento em relagéo ao grupo 30 DPO controle
e experimento. As diferencas significativas foram observadas quando comparados 0s grupos
controle de 15 DPO, com maior expressdo, em relacdo ao grupo controle de 30 DPO e grupo
experimento de 15 DPO, com maior expressao quando comparado a 30 DPO experimento.
Nota-se uma diminuicdo da IL-10 no grupo controle e experimento no 30° DPO e aumento de

TNF-a no mesmo grupo em 30 DPO.

6.0 DISCUSSAO

Processos imunes tanto inatos quanto adaptativos sdo essenciais durante as fases
anabdlica e catabdlica da cicatrizacdo de fraturas (EINHORN; GERSTENFELD, 2015). Na
osteoimunologia, citocinas comuns, receptores, moléculas de sinalizacdo e fatores de
transcricdo devido a origem compartilhada permitem uma ampla gama de conversas
dindmicas entre células das linhagens de mondcito-macrofago-osteoclastos e MSC-
osteoblastos (LOI et al., 2016).

A implantacdo de um material ndo absorvivel e a regeneracdo 0ssea, tanto por lesdes
mecanicas quanto quimicas ou por reacdo de corpo estranho estimulam uma resposta
inflamatéria. (HANSON; D'SOUZA; HEMATTI, 2014). Além da importancia da

biocompatibilidade e capacidade osteocondutora dos implantes no processo de regeneragéo
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Ossea, também é fundamental o tipo de ossificacdo embrioldgica do osso (SHIRANE et al.,
2010).

No presente estudo, a utilizacdo de camundongos livres de patdgenos externos e com
implante de fio ndo absorvivel ap6s ablacdo de medula dssea mostrou ser um modelo que
caracterizou as fases de regeneracdo Ossea com formacgdo de corpo estranho e atuagdo do
sistema imune inato representados pela presenca de macrdfagos e citocinas respectivamente.
No decorrer da ossificacdo intramembranosa o volume 6sseo intramedular e as fibras
coldgenas, no grupo controle, aumentaram apo6s ablacdo de medula Gssea e retornaram a
valores préximos do normal. Esse mesmo grupo mostrou uma alta expressdo de 1L-33 e 1L-10
sendo que a IL-33 mostrou maior expressdo em 30 dias p6s-operatorios. O TNF-a aumentou
sua expressdo, no grupo experimento, em 30 dias pos-operatérios. O grupo experimento
mostrou um aspecto histomorfologico durante a regeneracdo 6ssea com aumento de fibras
colagenas e diminuicdo do volume dsseo intramedular. Os mediadores inflamatorios foram
influenciados pela presenca do macrofago, através da reacdo de corpo estranho. A IL-10
mostra alta expressdo em quinze dias pos-operatérios, mas diminui no decorrer dos dias. A
IL-33 ndo apresenta grande expressdo mostrando pouca relacdo com a reagdo de corpo
estranho.

A presenca de fagocitose frustrada € vista no grupo experimento de 7 dias pds-
operatorio. Dentre as células do sistema imune, os macréfagos, sdo importantes moduladores
vitais da inflamacdo (LOI et al., 2016). O material estranho é reconhecido de forma néo
especifica pelos macrofagos que se fundem para formar fagocitos maiores. No entanto, a
presenca de um material estranho estimula a inflamag&o continua por macréfagos de tecidos.
"Fagocitose frustrada" ocorre quando os macrofagos sdo incapazes de fagocitar o corpo
estranho e ocorre no local do material ndo absorvivel ou dispositivo implantado e pode levar

a reabsorcdo ou falha além de trauma ao proprio tecido local (HANSON et al., 2014).
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O aumento da expressdo da citocina TNF-o esta presente nos grupos experimento de
15 e 30 dias de pos-operatorio, e é relacionado com o perfil fenotipico do macréfago. Os
macrofagos tém um papel vital na imunidade inata e adaptativa, cicatrizacdo e remodelagéo e
exibem um fenotipo heterogéneo. Macrofagos "M1" associados a um aumento das citocinas
inflamatorias IL-1, IL-12, TNF-a, possuem marcadores de superficie, como CD80, CD86 e
MHC de classe Il e estdo envolvidos em remogéo de detritos, continuagéo inflamacao e leséo
tecidual. Os macrdfagos alternativamente ativados "M2" sdo associados a um aumento das
citocinas anti-inflamatérias 1L-10, 1L-6, TGF-B, producdo de matriz extracelular e tecido
remodelagdo (HANSON et al., 2014). Macrofagos M2 diferenciam-se em resposta a
interleucina-4 (IL-4) ou IL-13 e exibem respostas imunes com perfil Th2, como protecdo
contra parasitas e cura de feridas. Eles sdo tipicamente definido pela expressao de arginase 1,
a receptor de manose, CD206 e a cadeia a do receptor IL-4, e eles podem produzir grandes
quantidades de IL-10 (LIEW; GIRARD; TURNQUIST, 2016).

O “debri” estimula a producdo de TNF-a. As citocinas associadas ao macrofago M1
liberadas apos contato com restos de desgaste incluem IL-1 a, IL-1 B, IL-6, IL-10, IL-11, IL-
15, TNF-a, TGF-a, GM-CSF, fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF), fator de
crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento epidérmico (HALLAB; JACOBS,
2017). TNF-a, é uma importante citocina pro-inflamatoria, desempenhando um papel
fundamental durante a inflamacdo e posterior cura de feridas. As duas formas de TNF-q,
solivel e transmembrana, participam do processo inflamatorio. Além disso, 0 TNF-a
promove a cicatrizagdo intestinal da ferida, protegendo contra a apoptose epitelial através da
ativacdo da via ErbB. Os efeitos induzidos por TNF-o dependem da concentracdo e duragéo
de exposicdo. Especificamente, baixos niveis de TNF-a promovem a inflamagdo e estimulam
a producdo de fatores de crescimento derivados de macrofagos facilitando a cicatrizacdo de
feridas. No entanto, longa exposi¢do a niveis elevados de TNF-a pode ter um impacto

negativo na cura, pois TNF-a pode levar a uma producgéo reduzida de componentes da matriz
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extracelular, promovendo a sintese de metaloproteinases (BROCKMANN et al., 2017). O
TNF-a afeta o bloqueio da sintese de condrocitos de componentes de proteoglicanos,
proteoglicanos que protegem proteinas e colageno tipo Il. Condrdcitos ativados também
produzem metaloproteinases. Conforme descrito anteriormente, ha uma inducéo de morte de
condrdcitos e uma desordem na migracao de células progenitoras condrogénicas (CPCs), que
tira a cartilagem de qualquer possibilidade de regeneracdo. Foi também observado um
impacto claro de TNFa e IL-1f na reducdo da eficiéncia da cadeia respiratoéria, e, portanto, a
diminuicdo da ATP produzida nas mitocondrias localizadas em condrécitos. O TNF-a ¢
responsavel pelo aumento da sintese de, por exemplo, IL-6, IL-8, RANTES e VEGF. Além
disso, como descrito acima, IL-1p e TNF-a induzem a produgdo de iNOS, COX-2 e PGE2
sintase, aumentando assim as quantidades de seus produtos (WOJDASIEWICZ et al., 2014).
O aumento da expressdo de TNF-a por ativacdo de macréfagos aderidos ao fio de
algoddo culmina em uma ativacdo das células T, estas por sua vez, aumentam ainda mais a
expressdo de TNF-a. Devido ao efeito de citocinas, nos processos patoldgicos e na cura de
fraturas, as citocinas podem ser divididas em inflamatorias: TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-15, IL-17
e IL-18 e anti-inflamatdrias: IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B (WOJDASIEWICZ et al., 2014). Os
linfocitos T podem ser ativados por citocinas tais como IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-6, IL-15 e IL-
18. Os linfocitos T ativados induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias IL-1, TNF-ao e
IL-6, e as quimiocinas IL-8, MCP-1 e MIP-1 a partir de mondcitos / macréfagos de maneira
dependente do contato. O aumento dos niveis de TNF-a, mostrou que influencia a maturacéo
e a funcédo dos osteoclastos. Os receptores das citocinas pro-inflamatérias 1L-1, IL-6 € TNF-a
estdo presentes em células precursoras de osteoclastos e osteoclastos maduros, regulando a
proliferacdo e a difusdo de pré-octeoclastos mononucleares em progenitores de osteoclastos e
fusdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos multinucleados. Estudos in vitro e in vivo
mostraram que citocinas formadas durante a inflamagéo, TNF-a e IL-1, estdo envolvidas na

diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos, regulando a producdo de RANKL / OPG. O
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receptor ativador do fator nuclear k ligando (RANKL) é secretado por ostedcitos vivos,
promovendo a osteoclastogénese. A osteoprotegerina (OPG) funciona como um receptor
solivel para RANKL blogueando a interagdo RANK com o seu receptor RANKL. Além
disso, TNF-a e IL-1 promovem a atividade de reabsorcdo de osteoclastos aumentando o fator
estimulador de col6nia de macrofagos (M-CSF), que ao se ligar ao seu receptor c-fms,
promove diferenciacdo em células precursoras para osteoclastos através das acfes de RANKL
(ZHANG et al., 2014).

No nosso estudo a citocina IL-4 ndo mostra expresséo, 0 que pode ser a causa da nao
desativacdo do TNF-a. O TNF-a é um fator envolvido na inflamacéo sistémica e é produzido
principalmente por macrofagos ativados (KIDO et al.,, 2015). A producdo de IL-4 pode
ocorrer muito cedo apds a lesdo, e a literatura mais recente sobre a diferenciacdo de Th2
confirmou que, fontes inatas de IL-4 podem vir de neutréfilos, mastécitos, eosinofilos, células
natural Killers invariante T (iNKT) e baséfilos. No entanto, nenhum desses tipos de células
foi verificado como essencial para a diferenciacdo de Th2 induzida por IL-4, 0 que pode
significar sinergia entre eles coletivamente (CHUNG et al., 2017).

Através de secrecdo de TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y, os macréfagos promovem ou ndo a
atividade dos osteoclastos (LOI et al., 2016). TNF-a induz a apoptose de macrofagos em
superficies de material ndo absorvivel através de mecanismos mediados por TNF-a e a
inibicdo desses mecanismos € feito pela linfocina IL-4 (ANDERSON et al., 2008). IL-4 e IL-
10 sdo citocinas anti-inflamatorias que podem regular os efeitos do TNF-a. A IL-4 promove
indiretamente a formacao 6ssea, aumentando a expressao da osteoprotegerina (OPG), inibindo
a osteoclastogénese (KIDO et al., 2015). A secre¢do da IL-4 é limitada aos periodos da fase
de inflamagdo. Sua producdo excessiva na circulacdo sistémica destroi o tecido 0sseo,
aumenta o risco de infeccdo, induz de hiperplasia sinovial e reagdes alergénicas. A IL-4 tem
efeitos sobre a modulagéo da polarizagcdo de macrdofagos (LIN et al., 2017), em macrofagos

M2 (LOI et al., 2016). Entre 1 e 20 ng / mL de IL4 é suficiente para a imunomodulacdo da
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imunidade adaptativa e inducdo da apoptose de linfocitos T por MSCs . Recentes estudos
demonstraram que os MSCs pode também modular a resposta imune inata, através de
macrofagos (LIN et al., 2017). MSC medeia a polarizagdo de macréfagos M2 e producéo de
IL-10 para os mecanismos de protecdo contra choque séptica em um modelo murino in vivo
(LIN et al., 2017).

A IL-4 pode induzir uma regulacdo positiva da expressao de receptores de TNF, tais
como TNF-R1 e TNF-R2. TNF-a interage através de dois receptores: TNF-R1 (TNFRSF1A)
e TNF-R2 (TNFRSF1B). A sinalizacdo de TNF-o /TNF-R1 medeia a producdo de moléculas
inflamatorias, regula sobrevivéncia celular, proliferacdo e morte, e afeta a cicatrizacdo de
feridas epiteliais. A cicatrizacdo de feridas é uma processo envolvendo a sinalizacdo TNF-a. /
TNF-R2 (WOJDASIEWICZ et al., 2014).

A producdo de IL-4 é determinada principalmente por células T (Th2). Em varios
estudos, verificou-se que a IL-4 tem um efeito inibidor na degradacdo de proteoglicanos na
cartilagem articular, inibindo a secrecdo de metaloproteinases de MMPs, bem como
reduzindo a variacdo na producdo de proteoglicanos. A IL-4 sozinha ou em combinacdo com
IL-10, hd uma diminuicéo da sintese de citocinas inflamatorias, como IL-1B, TNF-a e IL-6 e
uma diminuicdo na secrecdo de outros mediadores inflamatérios como PGE2, COX-2, PLA2
e INOS. Os resultados observados parecem confirmar o efeito positivo de IL-4 e GM-CSF em
restaurar o equilibrio entre a secrecdo de fatores pré-inflamatorios e anti-inflamatorios nas
células imunes em camundongos com CIA (artrite induzida por colageno) (WOJDASIEWICZ
et al., 2014). As células NK sdo ativadas por interacdes diretas receptor / ligando, e também
indiretamente por citocinas, para produzir IFN-y, sdo fontes potenciais de 1L-4 e/ou IL-13,
promovendo a reacdo do corpo estranho induzindo a fusdo de macréfagos para formar FBGCs
(ANDERSON et al., 2008).

No nosso estudo, a IL-10 mostrou uma maior expressdo nos grupos controle e

experimento de 15 dias pds-operatorio em relagdo ao grupo controle e experimento de 30 dias
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pos-operatdrio. A sinalizagdo de IL-10 é um fator importante para atenuar as respostas
inflamatorias. A deficiéncia de IL-10 leva a doencas inflamatérias graves em seres humanos.
As células Th17 expressam o receptor IL-10 e podem ser diretamente controlado via I1L-10
liberado por células T reguladoras. Outro efeito da sinalizacdo de IL-10 é o refor¢o da
estabilidade das células T reguladoras. Um ambiente com alta expressao de IL-10 inibe ou
termina uma resposta imune celular Th17 e aumenta as células T anti-inflamatorias
(BROCKMANN et al., 2017). A producdo de IL-10 por osteoblastos também promove a auto
renovacdo do HSC em seus nichos localizados na medula 6ssea (ZUPAN et al., 2013). A IL-
10 é responsavel por inibir a producdo de MMPs metaloproteinases, inibe a apoptose dos
condrdcitos atraves da estimulagdo da sintese de antagonista de IL-1f, que é IL-1Ra e inibidor
de tecido de metaloproteinases-1 (TIMP-1), bem como fatores de crescimento. A IL-10 ativa
a via quinase SMAD1 / SMADS5 / SMADS8 e ERK1 / 2 MAP e induz a expressdo de proteinas
morfogenéticas 6sseas 2 e 6 (BMP-2, BMP-6) favorecendo a osteogénese. A IL-10 reduz o
efeito do TNF-a nos fibroblastos sinoviais reduzindo a expressao dos receptores de TNF-a e,
portanto, a sua capacidade de se ligar a superficie dos fibroblastos. O exercicio fisico leva a
uma secrecdo aumentada de IL-10 nas articulacbes afetadas pela AO, devido ao efeito
indutivo do aumento da presséo intra-articular sobre a secrecéo celular (WOJDASIEWICZ et
al., 2014). IL-10 é uma citocina capaz de inibir células T CD4". A exposicdo cronica ao TNF-
a leva a célula T a hipo-responsividade por desregulacdo na célula do receptor/CD3
(ANDERSON et al., 2008). Além disso, a IL-10 produzida por células B mostram uma baixa
expressdo nas fraturas ndo consolidadas e nos casos de retardo da cura de fraturas, onde
correlaciona alta frequéncia de TCD8", uma célula com alto potencial para
estimulacao/secrecdo de TNF-a e INF-y (SUN et al., 2017; YANG, S. et al., 2015).

A IL-17 ndo apresenta expressao nesse estudo. Nossos achados sdo compativeis com o
estudo de Ono et. al, 2016, que verificou que ndo houve aumento significativo na expressao

de INF-y , IL-4 , IL-17f ou IL-22 na medula éssea ou no tecido de reparagdo; no entanto, a
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expressao de IL-17A no tecido de reparo, ndo na medula dssea, foi significativamente alto em
2 dias apds a lesdo. O numero de células produtoras de IL-17A no tecido de reparagdo foi
muito pequeno na fase tardia quando ocorreu osteoclastogénese. Estes resultados sugerem que
IL-17A desempenha um papel no processo de regeneracdo 0ssea apos lesdo. A fonte de IL-
17A, apoés lesdo Ossea, foi de 2 até 7 dias no tecido 6sseo e foi pouco detectada na medula
6ssea e no musculo. As células T Vy6'yd é a principal fonte de IL-17A no processo de
regeneracdo Ossea. As células T, que expressam a cadeia invariante Vy6, residem
principalmente em tecidos epiteliais e promovem a regeneracdo do epitélio. As células Tyd
sdo divididas em subconjuntos que expressam cadeias TCR-Vy distintas, cada subconjunto
com sua propria distribuicdo de tecido caracteristica e padrdo de producdo de citocinas.
Aproximadamente 70% das células T yd no tecido de reparagdo apds a lesdo expressada Vy6.
Mais de 80% das células T de IL-17A*yd foram células Vy6*. As células T Vy6'yd exibiram
um aumento notavel no segundo dia apods a lesdo. As células Vy6 + Tyd desempenham um
papel fundamental na producdo de IL-17A no tecido musculoesquelético, para promover a
regeneracdo 0ssea apos lesdo. As células Tyd produzem IL-17A quando estimuladas por IL-
1b e IL-23, que sdo expressos rapidamente apoOs a lesdo, constituem uma resposta efetiva a
fratura e regeneracdo Ossea. IL-17A promove formacdo éssea através de células
mesenguimais associadas a lesdes por estimulacdo da proliferacdo e diferenciacdo dos
osteoblastos, independente das BMP-2. A expressdo de Runx2 e Sp7, os fatores essenciais de
transcrigdo para osteoblastogénese, permaneceram inalterados. Apesar da IL-6 e 0 TNF-a,
induzidas por IL-17A, conhecidas por promover a cicatrizacdo da fratura 6ssea, ndo
apresentaram expressdao indicando que a IL-17A promove a formacdo Ossea
independentemente dessas citocinas. A IL-17A pode, indiretamente, promover a diferenciagdo
osteoblastica através, FGF2, PDGFa, PDGFc e TGF-f1 . IL-17A também desempenha um
papel importante na regulagdo do metabolismo 0sseo no contexto da reabsorcdo 0ssea em

artrite auto-imune: a IL-17A derivada de células Th17 em tecido sinovial inflamado estimula
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o ativador do receptor do fator nuclear - expresséo de ligando de kB (RANKL) em
fibroblastos sinoviais, resultando em reabsorcdo Ossea osteoclastica exagerada. Por outro
lado, demonstrou-se que a IL-17A exerce efeitos positivos sobre células mesenquimatosas
imaturas, incluindo MSCs e mioblastos. Progenitores osteogénicos, ndo osteoblastos maduros,
sdo a principal fonte de osteoblastos que participam da regeneracdo dssea. A ligacdo da IL-
17A com o receptor IL-17R resulta no recrutamento de Actl e fator associado ao receptor de
TNF (TRAF) 2/4/5/6, que ativa o fator nuclear kB, proteina cinases ativadas por mitogénio e
C/EBPB/y. A especificidade das vias de sinalizagdo é determinada pela interacdo de Actl com
diferentes moléculas de TRAF. Um estudo recente revelou que a cascata TRAF4 - ERKS5 é
necessaria para a proliferacdo de células epidérmicas induzidas por IL-17A e é uma via
dominante no tumor da pele devido a elevada expressdo de TRAF4 (ONO et al., 2016).
A IL-33 ndo mostrou aumento da expressdo nos grupos experimento de 15 e 30 dias
de pds-operatorio. A expressdo endotelial de IL-33 € diminuida durante angiogénese e
inflamacdo vista na cicatrizacdo de feridas e no crescimento tumoral, quando expostas a
citocinas pré-inflamatorias IL- 1 ou TNF-a (PALMER; GABAY, 2011). IL-33 ndo afeta a
expressdo de outras citocinas mieldides, como TGF-B, IL-10 e INF-y (PARK et al., 2017). A
expressao de ST2 soltuvel é aumentada em macréfagos em resposta a LPS e citocinas pro-
inflamatdrias tais como TNF, IL-1 e IL -6. A I1L-33 promove a expressdo dos componentes do
receptor LPS, como MD2, TLR4, CD14 soltuvel e MyD88. Os macrofagos naive peritoneais
induzidos por tioglicol produzem IL-33 apo6s a estimulacdo LPS, sugerindo que a 1L-33
derivada de macrofagos pode aumentar de forma autdcrina a ativacdo de macréfagos mediada
por LPS. A producdo de citocinas mediada por LPS, como IL-1, IL-6, IL-12 e/ou TNF, por
macrofagos cultivados de células da medula 6ssea de rato ou macréfagos alveolares de ratos é
inibida pela adicdo de proteina soluvel ST2-Fc (OBOKI et al., 2010). A IL-13 aumenta a
expressao de ST2 em macrofagos cultivados com células de medula 6ssea de rato e a I1L-33

amplifica a polarizagcdo de M2a contribuindo para a inducdo de respostas imunes do tipo Th2.
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Os macrdfagos apresentam trés populagdes por estimulacdo in vitro com fatores distintos:
M2a estimulado por IL-4, IL-13, M2b estimulado por IL-1 ou por LPS e M2c estimulado por
IL-10, TGF-B ou glucocorticoide (também chamado de desativado M ¢). Os M1 sdo gerados
em resposta a IFN-y e LPS (ou TNF induzidos por componentes bacterianos) e estdo
envolvidos em respostas imunes de tipo Thl, como defesa do hospedeiro contra virus e
infecces bacterianas e rejeicdo tumoral pela producdo de IL-12, IL-23 e Oxido nitrico
(OBOKI et al., 2010). Os macrdfagos sdo células que estdo presentes em todo o processo de
formacao cicatrizacdo nesse estudo e sdo, em parte, responsaveis pela baixa expressao da IL-
33 no grupo experimento. Apesar disso, é visto nesse mesmo grupo um aumento de colégeno
e diminuicdo de volume 6sseo que pode ser influéncia dessa citocina nos fibroblastos. Além
das células epiteliais e endoteliais, células fibroblasticas e miofibroblastos séo fontes de 1L-33
durante reparacao da ferida. A 1L-33 foi identificada também no nucleo de mondcitos 1L-33 e
em adipdcitos humanos diferenciados de células tronco da medula 6ssea. Na tendinopatia, a
IL-33 liberada pelas células do tenddo lesionado, reprime a expressao de miRNA29a, e isso
provoca uma producdo aumentada de colageno tipo 3, o que reduz a resisténcia a tracdo
(LIEW et al., 2016). A IL-33 exerce efeitos paracrinos em fibroblastos cardiacos em um
modelo de hipertrofia cardiaca secundaria ao aumento de pressdo arterial. O receptor ST2s
diminui o coldgeno em artrite reumatoide. A IL-33 exerce efeito no aumento da fibrose no
figado sendo os hepatocitos sua principal fonte (PALMER; GABAY, 2011). Em um estudo
(MANDELIN et al., 2005) observou que os fibroblastos sdo capazes de produzir RANKL,
OPG e catepsina K. Os resultados indicam que os fibroblastos podem ter potencial para
controlar a osteoclastogénese. Fibroblastos sinoviais em artrite reumat6ide mostraram
favorecer osteoclastogénese, um contato celular direto entre os fibroblastos ou osteoblastos,
favorecendo a producdo RANKL, pré-requisito para a fusdo pré-osteoclastica, que é resultado
da inflamacéo cronica mediada por particulas. O mesmo estudo indica que 0 RANKL soluvel

estd presente em fluidos pseudo-sinoviais em pacientes com afrouxamento de proéteses
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assépticas. O efeito de IL-1b e TNF-a na osteoclastogénese ndo é necessariamente mediados
por seu efeito sobre a producdo de RANKL em fibroblastos. Eles tém um efeito sobre os
macrofagos e osteoclastos diretamente. Os fibroblastos de tecido ndo inflamatorio e
inflamatorio produzem e liberam catepsina K. Embora o papel de outras proteinases, como as
metaloproteinases de matriz, ndo pode ser descartada, a produgdo de catepsina K pode ser
especialmente importante no tecido em que o pH baixo favorece sua atividade. 1a, 25- (OH) 2
vitamina D 3 aumentou os niveis de RNAm de catepsina K (HOU et al., 2001). A producao
de catepsina K em fibroblastos sinoviais reumatdide € elevada por estimulagdo TNF-a e IL-
1b. Os fibroblastos de tecido de interface podem ter potencial para controlar a
osteoclastogénese durante o afrouxamento das proteses totais de substituicdo do quadril
(MANDELIN et al., 2005). Os linfocitos NKT também estdo envolvidos no processo da
progressao da fibrose. A participacdo deste linfocito no encapsulamento fibroso de materiais
implantados atraves da estimulacdo de macrofagos via IL-13 para produzir fator de
crescimento transformador TGF-p é outro problema critico. Um exemplo € encontrado no
afrouxamento asséptico de proteses de artroplastia total, onde a resposta fibrética separa o
0sso da protese. A formacdo de capsulas fibrosas nesta area leva a micro movimentos que
provoca 0 afrouxamento asseptico da prétese. Assim, a proliferacdo de fibroblastos e a
formacdo aumentada de matriz extracelular sdo uma grande falha na variedade de materiais
implantados (ANDERSON et al., 2008).

A maior expressdo de 1L-33 € vista no grupo controle de 15 e 30 dias pds-operatdrio,
na regeneracdo 0ssea apds ablacdo de medula dssea. A lesdo tecidual apos ablacdo na medula
Ossea pode ter ocasionado aumento da expressdo da IL-33 por lesdo celular. A I1L-33 funciona
como " alarmin”, liberada durante a necrose celular, para iniciar respostas imunes. Varios
experimentos mostraram que a IL-33 esta localizada no ndcleo das células endoteliais,
epiteliais e de fibroblastos podendo exercer uma atividade transcricional. Além disso, dados

recentes sugerem que a IL-33 ndo pode ser segregada em condi¢des fisiologicas, mas pode ser
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liberado durante a necrose celular. Durante a apoptose, 1L-33 pode ser inativada apés
clivagem por caspase-3 e / ou caspase-7. Assim como a IL-1a e HMGBL1, a IL-33 pode ser
liberada ap6s trauma ou infeccdo do tecido e recrutar e ativar Células Th2. Embora a IL-33
possa ser expressa no 0sso nas células endoteliais, adipdcitos e osteoblastos (Figs. 1 e 2) e
por células humanas estromais tratadas ou ndo com TNF-a e IL-1B , ndo pode ser liberada, a
menos que 0 0sso esteja seriamente danificado (SAIDI; MAGNE, 2011).

No grupo controle, existe um balanco positivo entre deposicdo e reabsor¢do 0ssea
vista ao final do processo de regeneracdo. As células T e os macr6fagos maduros tem papel
significativo no metabolismo 06sseo, através da I1L-33 para inibir osteoclastos. A medula 6ssea
contém poucas células T sugerindo que os macréfagos maduros sdo uma populacdo que
media a acdo da IL-33. Em vivo, os macr6fagos maduros estdo presentes ndo apenas na
medula dssea e macrdéfagos osteais intimamente associados a osteoblastos na superficie 0ssea.
No entanto, a inducdo de IL-33 poderia potencialmente exercer acdes dependentes de sua
localizagdo intracelular, seja autocrino ou como um alarme gerado apds a morte celular
(SALEH et al., 2011). Esta descoberta estad de acordo com estudos recentemente publicados
demonstrando uma influéncia positiva da IL-33 na geracdo de eosindéfilos, basofilos e
macrofagos alternativamente ativados. O efeito anti-osteoclastogénico da IL-33 € mediado
indiretamente através de citocinas expressas por esses tipos de células. SCHULZE et al.,
2011, usou macréfagos RAW?264.7 para demonstrar o efeito negativo direto da IL-33 na
geragdo de osteoclastos multinucleados, observado pela influéncia na expressdo de Nfatcl
(fator de transcricdo da osteoclastogénese) que regula a expressdo de genes (Ctsk, Acpb5,
Atp6v0d2 e Tm7sf4), que codificam a proteina transmembrana DCSTAMP, essencial para a
fusdo do precursor de osteoclastos. Todos esses genes foram encontrados expressos em taxas
mais baixas em células RAW?264.7 tratadas com IL-33. A IL-33 reduz a expressdo de genes
dependentes de Nfatcl em células precursoras de osteoclastos, prejudicando assim a sua

capacidade de fusdo. Isso implica que a regulacdo da reabsorcdo 6ssea € uma das principais
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funcOes da interacdo IL-33 / ST2 e que a ativagdo deste sistema pode ser uma abordagem
terapéutica para o tratamento de distdrbios da perda ¢ssea (SCHULZE et al., 2011). Joshi et
al. (JOSHI et al., 2010) recentemente mostrou que subpopula¢des distintas de macrofagos
humanos respondem de forma diferente a IL-33. Os macréfagos nativos respondem a IL-33
através da elaboragdo de quimiocinas M1, mas em condi¢des de polarizagdo M1 ou M2, 1L-33
favorece a expressdo de marcadores de quimiocinas M2 (SAIDI; MAGNE, 2011). A IL-33
esta relacionada a IL-1 e a IL-18, que influenciam o metabolismo dsseo, IL-18 em particular
inibindo a formagdo de osteoclastos e contribuindo para agdes anabolizantes dsseas da PTH.
A 1L-33 e seu receptor sdo expressos em células 6sseas, notadamente osteoblastos, e que a IL-
33 aumenta a deposicdo mineral da matriz mediada por osteoblastos e reduz a formacgédo de
osteoclastos. Como um inibidor dos sinais canonicos de Wnt, a esclerostina é um potente fator
catabdlico no o0sso. Além dos membros da familia PTH e IL-6, apenas o descarga mecanica
mostrou suprimir a esclerostina, de modo que a descoberta de IL-33 com potencial para atuar
como um fator osteoblastico paracrino para reduzir a esclerostina acrescenta conhecimento
deste importante fator. A IL-33 que inibe a formacdo de osteoclastos dependente da dose
provocada pela estimulacdo RANKL / M-CSF. Nas populagGes de medula 6ssea e bago,
ambas populacdes heterogéneas contendo progenitores hematopoiéticos, a IL-33 inibe a
formacéo de osteoclastos dependente da dose RANKL / M-CSF. Em co-culturas osteoblastos,
a IL-33 também inibe fortemente a formacdo de osteoclastos e é possivel que outras células
relacionadas (como células de estroma de medula 6ssea) possam mediar essas agdes de I1L-33.
Como oncostatin M (OSM € uma citocina pleiotrépica que pertence ao grupo IL-6) e PTH,
IL-33 melhora (embora de forma fraca) a expressdo de RANKL em osteoblastos (SALEH et
al., 2011).

A expressdo de INF-y ndo mostrou expressao nesse estudo para os grupos de 15 dias
de pos-operatorio e 30 dias pds-operatorio. De acordo com os estudos de Ono et al. 2017,

INF-y e IL-4, citocinas de perfil Thl e Th2, respectivamente, ndo aumentam na fase inicial de
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cura (ONO; TAKAYANAGI, 2017). Em resposta a lesdes Osseas, 0s niveis de IFN-y
aumentam e permanecem elevados durante a maior parte da cicatrizacdo d6ssea, retornando a
linha de base ao final da fase de remodelacdo (MOUNTZIARIS; MIKOS, 2008). O interferon
gama é uma citocina produzida localmente no microambiente 6sseo por células de origem
imune (UTSAL et al., 2014). A estimulacdo de MSCs por citocinas inflamatdrias promove a
osteogénese através de um mediador pardcrino. As MSCs pré-estimuladas com os mediadores
inflamatorios IFN-y e TNF-a, elevaram os niveis de secrecdo de IL-6, HGF, VEGF e TGF-p.
No entanto, a producdo de IL-2, IL-4 e IL-10 ndo foram alteradas (L1 et al., 2016). A citocina
pleiotropica IFN-y exerce efeitos anti-osteoclastogénicos na remodelagdo 6ssea fisioldgica,
pela ligacao a receptores de OC especificos e induzindo degradacéo proteossémica de TRAF6
com consequente inibicdo do sinal de transducdo mediado por RANKL (AGAS et al., 2015;
GINALDI; DE MARTINIS, 2016). No entanto, na osteoporose pds-menopausa, inflamacao
ou infeccdes, o efeito final de IFN-y é distorcido para a reabsorcéo 6ssea atraves do linfocito
T ativado e expresséo RANKL. Na verdade, o IFN-y é um estimulador do complexo de
histocompatibilidade classe 11 (MHCII) em APC, com consequente aumento da estimulacdo
das células T atraves de seu receptor especifico de antigeno (TCR), induzindo ainda mais
ativacdo imune e producdo de citocinas pro-inflamatorias osteoclastogénicas (GINALDI; DE
MARTINIS, 2016). Assim, o IFN-y suprimi a osteoclastogénese diminuindo a formacéo de
osteoclastos agindo diretamente nos seus precursores e indiretamente estimulando formacao
de osteoclastos quando produzida por células T dependente de ativacdo antigeno celular.
Camundongos knockout para receptor de IFN-y exibiram uma redugdo no volume dsseo e
significativo mudancas na estrutura Ossea cortical e trabecular tipicas para fendtipo
osteopordtico, com volume ésseo baixo e diminuicdo da formacdo Ossea. Além disso, a
administracdo de IFN-y a camundongos ovariectomizados melhorou significativamente a
microarquitetura e massa 0Ossea. Estudos em humanos mostraram que células CD4 de

mulheres com fraturas osteoporoticas segregaram menos IFN-y do que as mulheres sem
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fraturas. A producdo de IFN-y no sangue também foram menores na doenca de Crohn e
correlacionado negativamente com a razdo de reabsor¢do / deposicdo Gssea, ou seja, maior
producdo de IFN-y foi relacionada ao aumento formacgédo Ossea. Assim, esta literatura apoia
que IFN-y desempenha um papel central na estimulacdo do turnover 0sseo e massa Gssea
(UTSAL et al., 2014). INF-y participam da fusdo de macréfagos em células gigantes tipo
corpo estranho e da atividade osteoclastica. Assim, através da secrecdo de TNF-a, IL-1, IL-6
e IFN-vy, os macrofagos promovem ou ndo a atividade dos osteoclastos. Os macrofagos podem
regular a osteoclastogénese induzidos por RANKL. A expresséo RANKL € estimulada por
fatores osteoclastogénicos, incluindo 1,25-dihidroxivitamina D3, hormonio paratiredide
(PTH), prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas pro-inflamatérias 1L-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11,
IL-17, e TNF-a, caracterizados como moderadores pro-inflamatorios levando a
osteoclastogénese patoldgica via expressaio RANKL (AGAS et al., 2015; LOI et al., 2016).
Além de IL-4, IL-13 ou a-tocoferol promoverem a formacdo de células gigantes
multinucleadas de corpo estranho, o IFN-y em conjunto com IL-3 ou fator estimulante de
col6nias de granuldcitos e macrofagos também induz a fusdo de macrofagos. O resultante sao
as células gigantes multinucleadas que sdo as morfologicamente distintas células gigantes do
tipo Langhans, que ndo sdo encontradas aderentes aos material ndo absorvivel . As células NK
sdo ativadas por interacbes diretas receptor / ligando e indiretamente por citocinas, por
exemplo, para produzir IFN-y. NK/ NKT podem produzir IL-4 / IL-13 que s&o relevantes para
FBGC. Além disso, IL-13 produzido por linfécitos NKT tem sido implicado na progressédo da
fibrose. A producéo de IFN-y é dependente do tipo de superficie do material implantando e do

modelo experimental usado (ANDERSON; MCNALLY, 2011).
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7.0 CONCLUSAO

Mostramos a importancia de elaborar um protocolo de experimentacdo padronizado,
com qualidades biologicas, parametros mecanicos, tipo de ossificacdo embrioldgica,
biocompatibilidade e capacidade osteocondutora dos implantes definidas, pois estes alteram
fatores sistémicos e locais que influenciam os osteoblastos e osteoclastos e sua capacidade de

deposicao e reabsorcdo Gssea no processo de regeneracdo dssea.

Os camundongos com implante de algoddo ndo absorvivel apresentaram reacdo de
corpo estranho, mostrando celulas multinucleadas ao redor do fio. Anélise morfométrica das
fibras colagenas na tibia de camundongos com implante intramedular ndo absorvivel
apresentou aumento gradativo e ndo houve diminuicdo desse depdsito ao final da regeneracéao
6ssea. O volume osseo neoformado intramedular diminuiu, mostrando influéncia da reacao de
corpo na ossificagdo intramembranosa, alterando a quantidade de osso neoformado e

aumentando o tempo do processo de regeneracdo 0ssea.

Ao analisar a expressédo de citocinas, encontramos a expressao de TNF-a, IL-33 e IL-
10. A IL-4 ndo apresentou expresséo e 0 mesmo ocorrem com a IL-17 A e INF-y. O aumento
de TNF-a por ativagdo dos macrdfagos induz a osteoclastogénese. A I1L-10 mostra diminuigdo
da expressdo em casos de cicatrizacdo prolongada, 0 que ocorre no grupo experimento de 30
DPO. A baixa expressdo de IL-33 nos grupos experimento é devido a diminuicdo de sua
expressao em contato com TNF-a, e pelos macréfagos, capazes de produzir 1L-33 de forma
autocrina e ST2 soluvel via LPS em resposta a TNF-a. A IL-33 aumenta o colageno visto no
grupo experimento e reabsorcdo Ossea. Ja a lesdo tecidual leva a liberacdo de IL-33,

influenciando o metabolismo 6sseo.
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9.0 ANEXOS

Anexo A: parecer do CEUA

. o ‘Ai H\jLJ
- Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Pro-Reiloria de Pesquisa e Pos-Graduagao - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO COM FMMW AlIS

L IDENTIFICAGAO
TiITULO DO PROJETO: Interagdo entre reagio de corpo estranho e mecanismo de osteogenese
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Prof. Dr. Lenaldo Branco Rocha
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 27/11/2013
PROTOCOLO CEUA/UFTM: 304

SUMARIO DO PROJETO

1. OBJETIVOS (GERALE ESPECIFICOS) .
Objetivos gerais: avaliar organizagdo do tecido 6sseo apos injlria por ablagdo de medula ossea
frente a resposta inflamatoria causada pelo implante de material sintético
Objetivos especificos: analisar interagdo entre processo de reparo dsseo;quantificar as 'le'sﬁes
causadas pela resposta inflamatoria; quantificar a expressdo de citocinas pro e anti-inflamatorias €
fatores de crescimento 0sseo, neoformagao vascular e ossificagdo.

2 JUSTIFICATIVA
E o animal modelo para uso no estudo de biocompatibilidade de polimeros € compositos.

3. MATERIAL E METODOS
3.1)Animais:

Serdo utilizados 44 Camundongos da linhagem CS7BL6, machos, idade de 7 semanas, procedentes

do Biotério da USP — Ribeirdo Preto. Os animais serdo alojados no biotério dos CEFORES -
UFTMem caixas 4lcm x 34cm X 16cm, sendo 2 animais por caixa, cama de maravalha. A
temperatura ambiente sera controlada de 22 + 2°C, umidade relativa de 55 + 15% e com ciclo de

luminosidade claro e escuro de 12 horas. Os animais receberdo ragdo comercial (Nuvilab) e dgua a
vontade.

3.2) Procedimentos com animais e demais procedimentos:

Para o procedimento cirargico, os animais serdo anestesiados pela associagdo de cloridato de
quetamina — 50 mg/Kg e xilazina- Smg/ Kg, administrada via IP . A area de acesso cirargico sobre
as duas tibias (esquerda e direita) serd tricotomizada e a assepsia sera feita com clorexidina 2%.Para

acessar o canal medular através da diéfise, os muasculos sio deslocados e um orificio seré feito ao
nivel da borda distal da metafise com uma broca dentdria em baixa rota¢do.O orificio de acesso é

suf‘lciemememe pequeno para permitir o controle da hemorragia somente pela sobreposi¢do dos
masculos e fechamento da incisdo na pele.Uma malha de nylon seré introduzida no canal medular
enrolada Igngitudinalmente, dentro de uma agulha estéril calibre 16. Em seguida sera realizad :
sutura da incisdo com fio de seda 3-0. Os animais serdo mantidos com analgesia (Cloridratoadz
}ramadol - 2mg/kg a cada l2_h) por 2 dias. Decorridos os periodos experimentais de 3, 7, 15 e 30
ias, os animais serdio eutanasiados com sobredose do anestésico em grupo de 5 ( cinco ;1ni’m i
grupo). Os fragmentos de tecido serdo fixados em formoldeido 10% imediatamente ap6s a rerz:\lcsng(c)yr

Rua Madre Maria José, n°122 — Uni inistrati .
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e IDENTIFICACAO

Il‘:fl“.‘lll"() F)() l'R()JIi'l'Q: Interag@io entre reaglo de corpo estranho e mecanismo de osteogenese
‘Q .!lﬂh'\DQR(‘\) RESPONSAVEL: Prof. Dr. Lenaldo Branco Rocha

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA:UFTM

DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 27/11/2013

PROTOCOLO CEUA/UFTM: 304

N A : P AT : PIRE AGE izaca ~acdo de
Como parametros histologicos serdo observados: infiltrado inflamatorio, vascularizagdo, reagac

S G ; : i & L e 1enhlastica € agdo
corpo estranho (RCE), tecido conjuntivo fibroso (TCF), atividade osteoblastica e neoformac
Ossea.

3. DESCRICAO DOS DESCON FORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO

DAS RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO

NECESSARIO N -

Os animais sentem algum desconforto no p()s—opcrat()rio, sera utilizado o uso de anz\lgeglco no pos-
operatorio como minimizagao do desconforto da cirurgia. Os desconfortos ou rscos serdo
minimizados para 0s animais uma vez que todos os procedimentos que possam causar grandg dor
a0s mesmos serdo realizados sob anestesia. Quanto 4 eutandsia, a mesma sera realizada atraves da
administragdo de dose excessiva de anestésico. Todos 0s procedimentos realizados no presente
estudo seguem 0s principios &ticos do uso de animais em experimentagao

4. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS
NA PESQUISA

O risco envolve a manipulagdo descuidada dos animais quando conscientes € 0 mesmo para O

instrumental cirargico. Alunos envolvidos no experimento serdo acompanhados € treinados pelo

docente responsével e liberados para fazer os experimentos sem assisténcia quando julgados aptos.

Os equipamentos de protegdo individual utilizados serdo: Luvas de procedimento, 6culos de

prote¢do, avental de manga longa, touca, sapatos fechados.

COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO
Este protocolo obedece aos principios éticos para a experimentagio animal.
PARECER DA CEUA: Aprovado em 11/04/2014

(O relatério anual ou final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apds o inicio do
processo).

Prof*. Dr". Rosangela Soares Chriguer
Coordenadora da CEUA/UFTM
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To: lenaldo uftim@cutiook.com
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This message was sent automatically. Please do not reply.

Ref: EMP_2018_104
Title: Foreign body reaction and its influence in the osteogenesis process: an experimental model
Journal: Experimental and Molecular Pathology

Dear Dr. Rocha,
Thank you for submitting your manuscript for consideration for publication in Experimental and

Molecular Pathology. Your submission was received in good order.

To track the status of your manuscript, please log into EVISE= at:
http:/fveww.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController jspx?JRNL ACR=EMP and locate
your submission under the header 'My Submissions with Journal' on your 'My Author Tasks' view.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,
Experimental and Molecular Pathology
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