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RESUMO

Introdugao: A osteoartrite (OA) é doenga multifatorial com varios mecanismos
complexos interagindo para provocar o dano articular. Nao ha cura para a OA,
porém ha controle na sua progressao. Varios sdo os farmacos que atuam na
diminuicdo das manifestacbes da AO, como o ranelato de estroncio (RnSr),
porém sua acao preventiva nas lesdes articulares ainda nao foi demonstrado.
Objetivo: Avaliar o efeito profilatico do RnSr em modelo experimental de
osteoartrite em joelhos de ratos. Métodos: Os animais foram divididos em 3
grupos, chamados de Profilatico, Controle e Naive, com 6 ratos cada. O grupo
Profilatico recebeu RnSr na dose de 250 mg/kg, por via oral, durante 07 dias até
indugao da OA; o grupo Controle recebeu solugao salina a 0,9% também por via
oral e pelo mesmo periodo, sendo submetido a indugao da OA; e o grupo Naive
teve apenas alimentagao padrao, ndo sendo submetido a OA. Apdés um periodo
de 29 dias da indugdo da OA os animais foram eutanasiados, sendo realizada a
radiografia do joelho, coleta da cartilagem articular do joelho e da membrana
sinovial. Resultados: Na avaliagdo das imagens radiograficas as maiores
alteragdes foram observadas no grupo Controle, com significAncia estatistica
(p<0,05). A cartilagem articular ndo apresentou alteragdo condral no grupo
Naive, porém houve alteragdo importante no grupo Controle em relagdo ao
Profilatico (p<0,05). A membrana sinovial nédo foi afetada pelo tratamento, pois
os resultados foram semelhantes em todos os grupos (p>0,05). Conclusao: Os
resultados indicam que o RnSr é um farmaco com potencial efeito profilatico
para OA, diminui as alteragdes na cartilagem articular e o padrdo degenerativo
das articulagdes do joelho.

Palavras-chave: Profilaxia, Ranelato de Estréncio, Osteoartrite



ABSTRACT

Introduction: Osteoarthritis (OA) is a multifactorial disease as a result of several
and complex mechanisms interacting to cause joint damage. There is no cure for
OA, but progression can be controlled. Many drugs can act to decrease
manifestations of OA, such as strontium ranelate (RnSr), but its preventive effect
on joint injuries has not yet been demonstrated. Aim: To evaluate the
prophylactic effect of RnSr in an experimental model of osteoarthritis in rats'
knees. Methods: The animals were divided into 3 groups, called Prophylactic,
Control and Naive, with 6 mice each. Prophylactic group received RnSr at the
dose of 250 mg/kg orally for 07 days until OA induction; Control group received
0.9% saline solution also orally and for the same period, being submitted to OA
induction; and Naive group had only standard feeding, not submitted to OA
induction. Twenty-nine days after OA induction animals were euthanized, knee X-
ray was performed, knee joint cartilage and synovial membrane were collected.
Results: Radiographic images showed the greatest changes in Control group,
with statistical significance (p<0.05). Regarding to articular cartilage changes no
alteration were found in Naive group, however, there was a significant change in
Control group comparing to Prophylactic group (p<0.05). Synovial membrane
was not affected by the treatment, since the results were similar in all groups
(p>0.005) In the evaluation of the synovial membrane, no statistical difference
was observed between the study groups (p>0.05). Conclusion: Results indicate
that RnSr is a drug with potential prophylactic effect on OA, decreases changes
in the articular cartilage and the degenerative pattern of knee joints.

Key-words: Prophylaxis, Strontium Ranelate, Osteoarthritis
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1. INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) € uma doenga multifatorial, onde a genética, o padrao
hormonal, os fatores metabdlicos e mecéanicos, além do envelhecimento
interagem por meio de mecanismos moleculares complexos regulando a biologia
dos tecidos articulares (HERRERO-BEAUMONT et al., 2017). Ao considerarmos
todos os principais fatores de risco conhecidos para a OA podemos listar idade
acima de 60 ou 65 anos, obesidade, trauma articular prévio, cirurgia prévia,
histérico familiar de artroplastias, fatores genéticos, deficiéncia de estrégeno,
densidade mineral déssea baixa, deficiéncias nutricionais, mal alinhamento
articular, sobrecarga articular, esportes de alta demanda, hipotrofia ou fraqueza
muscular (GOUTTEBARGE et al.,, 2015; JOHNSON et al., 2014; LEE et al.,
2015).

A dor é o sintoma mais comum de apresentacdo clinica sendo
exacerbada por atividade fisica e melhorada com repouso, porém a persisténcia
da dor em repouso afeta consideravelmente qualidade de vida e as atividades de
vida diaria (HEIDARI; HAJIAN-TILAKI; BABAEI, 2016).

Na patogénese da OA encontramos causas multifatoriais, que afetam a
cartilagem hialina e depois toda a estrutura articular envolvendo o o0sso
subcondral, ligamentos, capsula, membrana sinovial e musculos periarticulares
(SULZBACHER, 2013). A matriz cartilaginosa passa a apresentar importantes
alteracbes na estrutura e composicio, resultando em fibrilacdes superficiais e,
com a progressao da doenga, em fissuras profundas, com posterior delaminagao
e exposicdo do osso subcondral (EL-TAWIL; ARENDT; PARKER, 2016;
MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Diversas substancias sdo conhecidas como responsaveis pela ativacao
ou sensibilizacdo dos nociceptores na resposta inflamatoria apds lesao tissular,
dentre as quais: bradicinina, substancia P, serotonina, histamina, ions hidrogénio
e potassio, adenosina trifosfato (ATP), prostaglandinas (PGE-2, PGI-2, PGE-1,
PGF-2-a), leucotrieno B-4, interleucinas (IL-6, IL-8), fator de necrose tumoral alfa
(TFN-a), fator de crescimento neural (NGF), noradrenalina, 6xido nitrico e
adenosina (INOUE et al.,, 1999; APPLETON, 1997; ROLF-DETLET, 1995).
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Essas substancias estao relacionadas a dor e a incapacitagao articular,
associadas a OA.

Outro fendmeno importante nos pacientes com OA é a reabsorcio 6ssea,
mediada diretamente por osteoclastos. Ainda, a degradagdo da matriz éssea é
mediada pela secrecido de proteases produzidas pelos osteoblastos. Esses dois
processos estdo intimamente relacionados e regulados, uma vez que os agentes
que modificam a reabsorcdo do tecido 6sseo frequentemente alteram a
degradagdo do colageno o6sseo por mudangas na expressdao das
metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores (GUO et al, 2005;
FITZGERALD et al, 2006).

Nao ha cura para a OA, porém é possivel manté-la bem controlada com
algumas medidas tais como dieta, exercicios fisicos, uso de Oérteses e
medicamentos (REZENDE; CAMPOS; PAILO, 2013). O entendimento da
fisiopatologia da OA contribuiu para o aumento consideravel nos alvos
terapéuticos e algumas medicagbes tém sido associadas a diminuicdo da
progressao das lesdes cartilaginosas, com redugdo da remodelagdo Ossea
subcondral.

O ranelato de estroncio (RnSr) esta entre esses farmacos com provavel
impacto sobre a progressao da OA (HAN et al., 2017; SMELTER; HOCHBERG,
2013; TAT et al.,, 2010). Seu mecanismo de agado possivelmente interfere no
metabolismo 6sseo, corrigindo o desequilibrio entre reabsor¢do e formagao
Ossea, pela interferéncia na atividade tanto de osteoclastos quanto dos
osteoblastos (ALMEIDA et al.,, 2016). Inicialmente, teve sua indicacéo
terapéutica para osteoporose, pois apresenta importante agao na prevencao de
fraturas em pacientes com osteoporose avancada (HAN et al., 2017). E um
farmaco com provavel efeito na estrutura articular e que apresenta potencial
beneficio na progressdo da doenga, por isso pode estar entre as drogas
modificadoras da OA.

O RnSr é uma medicacao ainda com modesto numero de estudos, porém
com possivel impacto sobre o desencadeamento da osteoartrite, 0 que justifica

novas pesquisas nessa area.



14

2. REVISAO DA LITERATURA: RANELATO DE ESTRONCIO

2.1 Ranelato de Estroncio

O estroncio (Sr, grupo Il da Tabela Periédica de Elementos, com numero
atbmico = 38) € um elemento fundamental semelhante ao calcio e recebeu esse
nome apos sua descoberta na cidade de Strontian, na Escdcia. As propriedades
protetoras do estrobncio no osso foram sugeridas pela primeira vez em 1959
quando foi detectado que o lactato de estréncio diminuiu a dor e aumentou a
densidade dos ossos avaliados radiograficamente, em um pequeno estudo de
pacientes com osteoporose (PELLETIER et al., 2013; WORNHAM et al., 2014).
Dessa forma a sua utilizacdo para tratamento da osteoporose, por exemplo,
ocorre ha um longo periodo de décadas (LEMS; DEN HEIJER, 2013).

A forma farmacéutica RnSr contem dois atomos de estréncio e uma
metade orgénica chamada acido ranélico, este ultimo uma molécula altamente
polarizada e sem atividade farmacolégica (Figura 1) (KHAJURIA; RAZDAN;
MAHAPATRA, 2011; MAEDA; LAZARETTI-CASTRO, 2014). O atomo tem uma
relevante afinidade pelo tecido 6sseo e, em certas condicbes, um metabolismo
similar ao do calcio. Porém, apesar da atragao ao tecido dsseo, a integragcéo do
atomo ainda é baixa e teoricamente apenas um em cada dez atomos de calcio

podem ser substituidos pelo estréncio (YU et al., 2013).

Figura 1: Representacado da molécula de Ranelato de Estréncio.
Fonte: PALACIOS, et al., 2012)

2.2 Farmacocinética

O RnSr é utilizado por via oral e absorvido no trato gastrointestinal,

quando a molécula é dissociada de sua parte organica e do cation de estroncio.
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Ao ser incorporado a superficie 6ssea aumenta sua resisténcia devido sua
integracédo, dose-dependente, ao tecido 6sseo alterando a estrutura do cristal
sem, no entanto, afetar a mineralizacdo (BERNABEI et al., 2014; O'DONNELL
et al., 2006).

A biodisponibilidade absoluta do estroncio € aproximadamente de 25%
apos ingestdo de 2 g de RnSr, com concentragbes plasmaticas maximas
alcancadas em 3 a 5 horas depois da dose, e com o equilibrio ocorrendo em até
2 semanas de tratamento. O volume de distribuicdo é cerca de 1 I/Kg e sua
ligacao as proteinas plasmaticas € considerada baixa (proxima de 25%). O RnSr
nao inibe as enzimas do citocromo P450 e o cation estrobncio ndo é
metabolizado, sendo eliminado, independentemente da dose e do tempo de
utilizagao, tanto pela via renal, quanto pelo trato gastrointestinal. Sua meia vida
efetiva € de 60 horas (EMA, 2009). Diferentemente dos bisfosfonatos, o RnSr
nao permanece estocado na matriz 6ssea durante anos e essa fracdo pequena
(menos de 10%) que se incorpora ao 0sso, faz do medicamento uma opgao para
mulheres pré-menopausicas € menos controversa naquelas com perspectivas de
gravidez (FERNANDEZ-MURGA et al., 2013; ZARATTINI et al., 2014).

2.3 Farmacodinamica

O RnSr pode promover tanto a formacdo 6ssea quanto a inibicdo da
reabsorcdo. O exato mecanismo de acdo da substincia ndao esta totalmente
esclarecido, porém a regulagao da diferenciagcao da célula éssea, a estimulagao
da proliferacdo dos osteoblastos e a inibicdo da formacao dos osteoclastos, com
provavel apoptose das células maduras, além da ativacdo de receptores
sensiveis ao calcio, sdo sugeridos como possiveis mecanismos (BRENNAN et
al., 2009; DAS; CROCKETT, 2013; FONSECA; BRANDI, 2010; LEMS; DEN
HEIJER, 2013).

O RnSr ocasiona um aumento importante na formagdo da matriz
cartilaginosa devido ao estimulo do anabolismo do condrécito, sem alterar
reabsor¢ao condral, corrigindo assim o desequilibrio entre formagao e
reabsorcao observado na OA, possivelmente por estimular a produgao do fator
de crescimento similar a insulina tipo | (IGF-1) (HENROTIN et al., 2001).
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Os osteoblastos sdo importantes células do tecido 6sseo com papel

fundamental na formacdo O&ssea e, indiretamente, na diferenciacdo dos
osteoclastos devido o aumento na expressao do receptor ativador do fator
nuclear kappa-3 ligante (RANKL) e de osteoprotegerina (OPG). RANKL é uma
proteina transmembrana altamente expressa em pré-osteoblastos, osteoblastos,
células periosteais e ostedcito. E capaz de se ligar e ativar a expressdo do
receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK), este ultimo largamente
presente na membrana dos osteoclastos e seus precursores. Apds essa ligagao
o RANKL estimula a formagao, atividade e sobrevivéncia dos osteoclastos
resultando na reabsorcdo 6ssea. A OPG, por sua vez, tem alta afinidade pelo
RANKL e compete com o receptor RANK nos osteoclastos, impedindo a ligagao
e inibindo, por conseguinte, a osteoclastogénese. O sistema RANK/RANKL/OPG
€ regulado por varias citocinas (interleucina 1, 4, 6, 11, 17 e TNF-a), hormdnios
(glicocorticoides, vitamina D e estrégeno) entre outros fatores que determinam a
atividade dos osteoclastos (Figura 2) (NARDONE; ASTA; BRANDI, 2014). Outra
via importante no processo de controle da osteogénese € a “Wnt/B-catenin”, que
regula o gene da transcri¢ao de proteinas associadas a fungéo dos osteoblastos,
e promovem a osteoblastogénese (BRUN et al., 2014; NARDONE; ASTA;

BRANDI, 2014).

SANSL Via RANK/RANKL/OPG'
Y RANK
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Figura 2: Representacao esquematica do sistema RANK/RANKL/OPG no
microambiente do osso. Adaptado de NARDONE; DASTA; BRANDI, 2014
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Diretamente implicado nesse mecanismo, o RnSr estd envolvido no
aumento da producdo de OPG e na reducido da expressao de RANKL nos
osteoblastos, dessa forma ocasiona a regulacdo negativa dos osteoclastos,
como foi demonstrado em mulheres pds-menopausicas submetidas ao
tratamento com RnSr por pelo menos 3 meses (BRUN et al., 2014).

Dessa forma, evidenciou-se que o RnSr regula negativamente o RNAm e
a concentracdo de proteinas dos osteoblastos sinalizadores da
osteoclastogénese, devido a presencga de receptores sensiveis ao calcio, além
de apresentar um efeito positivo na replicacido, diferenciacdo e vida util dos
osteoblastos (BRENNAN et al., 2009).

Os efeitos colaterais mais comuns no uso do RnSr sdo nauseas e
diarréia, que geralmente surgem no comecgo do tratamento e desaparecem apds
um periodo aproximado de 3 meses de uso. Também raramente o farmaco pode
ocasionar alteragdes graves e potencialmente letais, como reagbes cutaneas, a
exemplo da sindrome de Stevens-Johnson e da necrose epidérmica tdxica
(BERNABEI et al., 2014). Outros relatos mostram que os riscos do uso de RnSr
s&o similares aos beneficios, com efeitos relevantes como o aumento do risco de
tromboembolismo venoso, embolia pulmonar e infarto do miocardio (BOLLAND;
GREY, 2014). Ha contra-indicagdo do farmaco em pacientes com hipertensao
nao controlada, histérico de doenca cardiaca isquémica, doenca arterial
periférica e doenca cerebrovascular, indicando nessas situagcbes o uso mais
adequado de outros farmacos como alendronato, risendronato, zolendronato ou
denosumabe (REGINSTER, J.-Y., 2014; VESTERGAARD, 2014).

O célcio tem papel fundamental na eletrofisiologia do musculo cardiaco e
anormalidades eletrocardiograficas, e sdo conhecidas as consequéncias das
variacbes plasmaticas deste elemento. Assim igualmente a essa agdo o
estroncio tem um potencial efeito pro-arritmico (TAUBEL et al., 2012). Porém,
em estudo feito no Reino Unido n&o foram encontradas evidéncias para o risco
aumentado de infarto do miocardio com o uso de RnSr em mulheres com
tratamento para osteoporose, quando comparadas as que n&o utilizaram o
medicamento (COOPER; FOX; BORER, 2014). Também em outra publicagdo
com estudo de coorte, 0 RnSr nao foi associado a aumento relevante do risco de
sindrome coronariana aguda ou qualquer outra causa de mortalidade
(SVANSTROM; PASTERNAK; HVIID, 2014).
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2.4 Uso Clinico

2.4.1 Osteoporose

A renovacgao ou remodelagdo 6ssea € um processo fisiolégico em que a
reabsorcdo do osso € mediada por osteoclastos, enquanto simultaneamente a
formagao é induzida por osteoblastos para que haja promogéo de minerais para
o fluido extracelular, adaptacdo as forcas de tensao e deformacdo, além de
constantemente reparar microfraturas. Os osteoclastos secretam fatores que
estimulam os osteoblastos, logo os medicamentos que inibem a reabsorgao
0ssea constantemente promoveram uma igual inibigdo da formagéo de osso. Por
outro lado, os osteoblastos sdo necessarios para a ativagao dos osteoclastos e,
portanto, agentes que estimulam apenas a formagao de osso também induzirdo
aumento da reabsorgcéo (CIANFEROTTI; D’ASTA; BRANDI, 2013).

O RnSr se mostrou promissor nessa agcao mutua referente a reabsorcao e
formacéo do osso. Apresentou bons resultados no aumento da densidade d6ssea
em especial da vértebra e colo do fémur, diminuindo assim o risco de fraturas
nessas regides (IOLASCON et al., 2014). Em outra analise também foi
observado que, apés 12 meses de tratamento com RnSr houve um aumento no
numero de osteoblastos, formacido da matriz 6ssea e diminuicdo do numero de
osteoclastos em pacientes com osteoporose (FERNANDEZ-MURGA et al.,
2013).

Foi demonstrado em estudo realizado com bidpsias do osso iliaco em
mulheres apds tratamento da osteoporose com RnSr ou alendronato, que a
primeira medicagdo mantem alta a taxa de formagao 6ssea com um menor efeito
na remodelacdo, quando comparado ao alendronato. Dessa forma, o RnSr nao
apresentaria um efeito anabdlico significante na remodelagdo do osso
(CHAVASSIEUX et al.,, 2014). Outro estudo semelhante concluiu efeitos
interessantes com o uso deste farmaco, dentre eles o fato de o mesmo distribuir-
se quase que exclusivamente no osso recém-formado durante o tratamento e
manter-se em concentragdo constante. As areas de osso contendo RnSr
aumentaram nesse periodo e a mineralizagado secundaria se manteve dentro da
faixa normal, independente do tempo de tratamento ou do conteudo de RnSr no
0sso (DOUBLIER et al., 2011).
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Estudo experimental em ratas ooforectomizadas demonstrou que o RnSr
tem efeito benéfico sobre o estresse oxidativo, sendo postulado tal acido no
tratamento de mulheres com osteoporose pés-menopausica (YALIN et al., 2012).
Em outro trabalho também com ratas ooforectomizadas, a medicagdo mostrou-
se inferior a um bifosfonato na conservacédo da geometria trabecular e forga
estrutural, porém teve alta influéncia no volume 6sseo pela incorporagéao local do
farmaco (WU et al., 2013). Mais estudos mostraram modificagdes fisicoquimicas
na parte mineral 6ssea em uma escala nanométrica causada pelo uso sistémico
do RnSr (ROSSI et al., 2014). Em ratos sadios, porém, ndo houve alteragao na
remodelagdo 6ssea. (RODRIGUEZ; ESCUDERO; MANDALUNIS, 2012).

Outros relatos, entretanto, afirmam um papel ndo tao favoravel para o
RnSr no tratamento da osteoporose, concluindo inclusive que ha um moderado
efeito na formacdo Ossea e apenas uma acido pequena na inibicdo da
reabsorcéo (BLAKE; FOGELMAN, 2013).

A escolha do farmaco ideal para o tratamento da osteoporose deveria se
basear no perfil individual dos pacientes, na gravidade da doenga e nas
caracteristicas dos varios medicamentos disponiveis no mercado (REGINSTER,
et al., 2014).

2.4.2 Fraturas Osteoporéticas, Nas Condicoes Sem Comorbidades e

Perdas Osseas

Fraturas cominutas, infecgdo, metastase Ossea e cirurgias ortopédicas
estao entre as principais causas de perda 6ssea. A idade do individuo, situagao
hormonal, fatores nutricionais e presengca de comorbidades podem influenciar
negativamente a consolidagdo ou preenchimento de defeitos O&sseos
(ZACCHETTI et al.,, 2014). As fraturas relacionadas a osteoporose sao
classicamente reconhecidas como problema de saude significante em mulheres,
porém recentemente temos observado aumento substancial na casuistica em
homens (GIUSTI; BIANCHI, 2015).

Na dose de 2g/dia de RnSr, o risco de fraturas vertebrais apresenta uma
reducdo de 33% apds 4 anos de tratamento e 41% com 3 anos de tratamento

(MEUNIER et al.,, 2009). Tem seu uso relevante em pacientes mais idosos,
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acima de 74 anos, devido ao seu efeito na reducgéo de fraturas do quadril (LEMS;
DEN HEIJER, 2013)(TARANTINO et al., 2013).

Em estudo experimental com ratos submetidos a defeito em tibia
proximal, conseguiu-se demonstrar que a partir de 4 semanas de tratamento
com uso sistémico de RnSr ocorre aceleragao na consolidagao 6ssea com um
significante efeito na espessura da cortical e melhora nas propriedades do osso
recém-formado. Também ha melhora na microarquitetura trabecular com 8 a 12

semanas, em comparagao ao grupo controle (ZACCHETTI et al., 2014).

2.4.3 Osteoartrite

A osteoartrite € caracterizada pela degeneragédo da cartilagem e outras
estruturas da articulacdo, incluindo o osso subcondral. E a doenca articular mais
prevalente, sendo que até 40% das pessoas com mais de 65 anos apresentarao
degeneracgao do joelho ou quadril. Ocorre mais frequentemente em mulheres e o
diagndstico basicamente ocorre com avali¢ao clinica e radiografica, sendo que a
dor € a razado mais frequente para a consulta médica (REGINSTER; BADURSKI;
et al., 2013; REGINSTER; BEAUDART; et al., 2013).

Dentre as situagdes fisiopatolégicas que ocorrem na OA, a modificagao
tanto na estrutura quanto na funcédo do osso subcondral inicia-se precocemente,
implicando indiretamente em prejuizos para a cartilagem adjacente. Outro fator
importante é que o condrécito, assim como o osteoblasto e osteoclasto, também
tem receptores sensiveis ao calcio e participa de mecanismos fisicoquimicos
semelhantes. Dessa forma, o RnSr figura como um potente candidato para o uso
na OA por atuar no osso subcondral principalmente na via RANK/RANKL/OPG e
modulagdao de metaloproteinases, também por estimular a producao do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e potencializar o efeito deste sobre
sintese de proteoglicanas nos condrdcitos (REGINSTER; BEAUDART; et al.,
2013; TAT et al., 2011; YU et al., 2013).

A partir de 1g/dia de RnSr em humanos, podemos observar efeito
benéfico no tratamento da osteoartrite de joelho com acgdo estrutural, e
aumentando a dose para 2g/dia ha melhora significativa também nos sintomas
(REGINSTER; BADURSKI; et al., 2013).
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Foi demonstrado que o RnSr reduz a progressao radioldgica e dor em
pacientes com osteoartrite de joelho. Assim ha um significativo decréscimo da
taxa de diminuicdo do espaco articular dos joelhos, bem como uma melhora na
escala de dor quando comparado com placebo nos pacientes com osteoartrite
de joelho (LEMS; DEN HEIJER, 2013).

Em outro estudo foram acompanhados 3 grupos de mais de 400
pacientes cada por 3 anos em tratamento para OA primaria de joelho com uso
de RnSr 2g/dia, 1g/dia e placebo. Conclui-se que na dose de 2g/dia houve uma
melhora clinica significativa na dor a partir de 6 meses, bem como na fungéo
articular global e rigidez (BRUYERE et al., 2014). Um estudo em que foram
avaliados exames de ressonancia magnética de joelhos com osteoartrite
primaria sintomatica para analisar a perda de volume da cartilagem e lesbes na
medular 6ssea, apresentou resultado favoravel na utilizacdo de 2g/dia de RnSr.
Nota-se o fato de que nesse mesmo estudo a perda de volume de cartilagem foi
maior na dose de 1g/dia de RnSr em comparacgao ao placebo (PELLETIER et al.,
2015).

Os implantes de titanio utilizados para osteossintese e apresentando uma
camada especial em sua superficie com filme de RnSr, conseguiram induzir
proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos de forma dose-dependente, o que
pode representar uma nova abordagem no tratamento de OA utilizando esse tipo
de implante (TIAN et al., 2014).

Em ratos o RnSr atenua a degeneragédo da cartilagem articular, reduz a
apoptose de condrécitos, melhora significativamente a relagdo mineral éssea-
colageno e as propriedades mecanicas do osso subcondral (YU et al., 2013).

Estudos experimentais envolvendo o RnSr ainda tém numero reduzido na
literatura e apresentam uma ampla area de pesquisa. A agao preventiva do
farmaco no desenvolvimento da OA igualmente apresenta um campo desafiador
de pesquisa, pois se fosse comprovado haveria nova indicagcdo do RnSr.
Portanto este estudo pretende avaliar, em um modelo experimental controlado, a

eficacia do farmaco no controle preventivo da OA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

» Avaliar os efeitos profilaticos do ranelato de estroncio, em modelo

experimental de osteoartrite em joelhos de ratos.

3.2 Especificos

» Verificar o efeito profilatico do ranelato de estréncio sobre as alteracdes
radiograficas da articulagao;

» Verificar o efeito profilatico do ranelato de estroncio sobre a lesdo da
cartilagem articular;

» Avaliar o efeito profilatico do ranelato de estroncio nas alteragbes da

membrana sinovial

4. METODOS

4.1 Comissao de Etica

Este estudo foi desenvolvido no Laboratdrio Experimental para Estudo da
Dor (LEED), situado no campus do Bacanga da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA), fazendo parte do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
(CCBS).

O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMA sob processo numero 23115.019724/2013-68.

4.2 Animais

No estudo foram utilizados ratos WISTAR, com aproximadamente 60 dias
de idade, machos e fémeas, obtidos do Biotério Central da UFMA. Para que
houvesse a semelhanga com a populagao geral optou-se pela escolha de ambos

os sexos. Os animais foram alimentados com ragcdo padrdo ad libitum e
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mantidos sob condicbes controladas de Iluminosidade e temperatura de

aproximadamente 22° C.

4.3 Protocolo Experimental

Os animais foram distribuidos em trés diferentes grupos denominados
grupo Profilatico, grupo Controle e grupo Naive, cada um contendo 6 ratos. O
grupo Profilatico recebeu RnSr (250 mg/kg) por via oral, uma vez ao dia, em
intervalos regulares de 24 horas por 7 dias, quando foi realizada a inducéo da
OA com monoiodoacetato de sodio (MIA), sendo esse dia considerado como DO.
O grupo Controle recebeu solugao fisiolégica a 0,9% por gavagem por periodo
semelhante ao grupo Profilatico. O grupo Naive n&o recebeu RnSr ou solugao
fisiolégica, tampouco foi submetido a indugédo da OA.

No 29° dia os animais foram eutanasiados e preparados para a
realizacdo da radiografia do joelho D. Em seguida houve a coleta de fragmento

da membrana sinovial e de fragmento da cartilagem articular. (Figura 3).
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Ratos WISTAR: 3 grupos com 06 animais (Total = 18 animais)

Inicio da profilaxia 07 dias

antes da indugéao

Injecao Intra-articular de MIA

DO

/\\/

Grupo
Profilatico
Dias0a7

Utilizagcéo de
RnSr 250
mg/kg e
indugédo de OA
no dia7

N

7\

Grupo
Controle
Dias0a7

Utilizacéo de
S.F0,9% e
indugédo de OA
no dia 7

N

Grupo Naive

Alimentacao
padrao

Sem indugéo
de OA

-

Tempo decorrido de 29 dias
para a eutanasia dos animais

_

—

AVALIACAO RADIOGRAFICA, SINOVIA E CARTILAGEM ARTICULAR

Figura 3: Esquema ilustrativo do Protocolo Experimental.
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4.4 Modelo de Osteoartrite Induzida por Monoiodoacetato de Sédio

Os animais foram anestesiados via intraperitoneal, com Tiopental sddico
40 mg. Ap6s certificagao do plano anestésico, foi realizada a tricotomia do joelho
direito, posteriormente assepsia local com solugao tépica de polividona lodo
10%. A lesao articular foi induzida por uma unica inje¢ao intra-articular de 2 mg
de MIA no joelho. Com a perna flexionada, na altura do joelho, em um angulo de
aproximadamente 90°, a solugdo de MIA foi injetada através do ligamento
patelar, no espaco intra-articular entre a tibia e o fémur (modificado de
FERNIHOUGH et al, 2004; SILVA et al, 2008).

A inducdo de osteoartrite com 2 mg de MIA é capaz de produzir
hiperalgesia e alodinia, sem efeitos sistémicos relevantes sobre a saude geral
dos animais. O MIA causa leséo articular através da inibicdo da glicolise na
cartilagem hialina, o que resulta na morte de condrécitos. (FERNIHOUGH et al,
2004; SILVA et al, 2008)

4.5 Avaliagao Radiografica

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas com aparelho de
raios X odontolégico em filme periapical, no 29° dia, apds a eutanasia de cada
animal. As imagens radiograficas dos joelhos foram realizadas com o aparelho
de coluna mdvel com os seguintes parametros: distancia foco-filme de 40 cm,
tempo de exposicao de 0,4 s, diferenga de potencial de 70 kV, amperagem de 10
mA. As radiografias foram reveladas pela técnica tempo-temperatura sempre
utilizando solugdes recém-preparadas de acordo com as normas do fabricante.

A interpretacdo das imagens foi realizada por um unico avaliador,
adaptando a classificagdo de Ahlback modificada por Keyes e Goodfellow
(KEYES et al.,, 1992). Esta classificacdo se divide em 5 graus crescentes de
gravidade baseadas em alteracbes observadas nas imagens radiograficas do

joelho nas incidéncias anteroposterior e perfil (Figura 4).
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GRAU VISAO EM AP VISAO EM PERFIL
| Reducéo do espaco articular

Il Obliteragao do espaco articular

1] Desgaste do platd tibial <5 mm Parte posterior do platé tibial integra

\Y Desgaste do platé tibial entre 5 mm e 10 mm  Extenso desgaste da margem posterior do
plato tibial

\ Grave subluxacao da articulagao tibio-femoral Subluxagéo anterior da tibia > 10 mm

Figura 4: Classificagdo de Ahlback modificada por Keyes e Goodfellow.
Traduzido de Keyes et al., 1992.

4.6 Analise Histopatoldgica da Cartilagem Articular

No momento em que os animais foram eutanasiados também foi realizado
a coleta de fragmento de cartilagem do joelho, sendo utilizado a cartilagem da
patela por ser a mais espessa. Houve preparo da lamina com coloracédo obtida
pela reacdo histoquimica de Safranina-O 0,5% com Fast-green 0,1% segundo
recomendado pela Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite
(OARSI) (PRITZKER et al, 2006). A avaliacdo das alteragbes histologicas
também seguiram a classificagdo recomendada pela mesma entidade cientifica
e feitas por um unico avaliador (GERWIN et al., 2010). Foram divididas em 5
graus diferentes de gravidade, baseadas na perda de condrécitos e na

degeneragao da matriz condral (Figura 5).
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PARAMETRO GRAU  DESCRICAO
Degeneracao da 0 Sem degeneracao
Cartilagem
1 Degeneracao minima: 5 - 10% do total de area de cartilagem
afetada pela perda de condrécitos ou matriz condral
2 Degeneracao leve a moderada: 11 - 25% afetada
3 Degeneracao moderada: 26 - 50% afetada
4 Degeneracao moderada a grave: 51 - 75% afetada
5 Degeneracao grave: maior que 75% afetada

Figura 5: Classificagdo da degeneragao articular recomendada pela
OARSI. Traduzido de Gerwin et al., 2010.

4.7 Analise Histopatologica das Sindvias

A sindvia também foi extraida no momento da eutanasia de cada animal e
fixada em formol a 10% por 24 horas, seguindo-se do processamento por
métodos de rotina até a inclusdo em blocos de parafina. Os compartimentos
foram separados longitudinalmente, e encaminhados para preparagéao
histolégica e coloracdo por hematoxilina-eosina. Os cortes teciduais foram
colocados em moldes retangulares, formando blocos que subsequentemente
foram seccionados por navalhas de ago do micrétomo de 4 um (CARDOSO,
2007; CASTRO, 2008).

A avaliacdo histolégica foi realizada por um unico avaliador, utilizando
parametros de analise como numero de camadas celulares do tecido sinovial,
proliferacdo de tecido subsinovial e infiltracdo de células inflamatérias. A
classificagao utilizada foi a proposta pela OARSI e dividida em 4 graus de
gravidade, sendo o ultimo incluindo infiltragdo de grande numero de células
inflamatorias (Figura 6) (GERWIN et al., 2010).
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PARAMETRO GRAU  DESCRIGAO
Inflamacao da 0 Sem alteragdes (1-2 camadas de células da sindvia)

Membrana Sinovial
1 Aumento do nimero de camadas de células (=3-4 camadas)

ou leve proliferagao do tecido subsinovial

2 Aumento do nimero de camadas de células (=3-4 camadas)
e/ou proliferagao do tecido subsinovial

3 Aumento do nimero de camadas de células (>4 camadas) e/
ou proliferagao do tecido subsinovial e infiliracao de poucas
células inflamatdrias

4 Aumento do nimero de camadas de células (>4 camadas) e/
ou proliferagao do tecido subsinovial e infiltragao de grande
quantidade de células inflamatérias

Figura 6: Classificacdo das alteragbes na membrana sinovial

recomendada pela OARSI. Traduzido de Gerwin et al., 2010.

4.8 Analise Estatistica

A comparagdo das médias dos diferentes grupos experimentais foi
realizada com a analise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey ou Bonferroni. O valor de P<0,05 foi considerado como indicativo
de significancia e os dados obtidos foram analisados com auxilio do software
“GraphPad Prism® (GraphPad software, San Diego, CA).

5. RESULTADOS

5.1 Avaliagao das Alterag6es Radiograficas

Os animais que receberam RnSr de forma profilatica apresentaram menor
degeneragao articular do que o grupo Controle, e resultados semelhantes ao
grupo Naive nas imagens radiograficas. Os animais do grupo Controle
apresentaram degeneracgédo articular de forma mais avangada (Figura 7). Houve
diferenga entre os grupos Profilatico e Controle (valor de p 0,0209), entre
Controle e Naive (valor de p 0,0170), porém n&o foi encontrado diferenga

estatistica entre Profilatico e Naive (valor de p 0,965)
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Figura 7: Avaliagdo das Alteragdes Radiograficas segundo os escores de
Ahlback modificado por Keyes e Goodfellow. Resultados expressos em média
+ DP. Valor de p<0,05 entre grupos Profilatico e Controle, Controle e Naive;
valor de p>0,05 entre os grupos Profilatico e Naive, usando one-way ANOVA,

seguido por teste de Bonferroni.
5.2 Avaliagao das Alterag6es na Cartilagem Articular

Em nenhum animal do grupo Naive foi encontrado alteracdo condral
(Figura 8), entretanto nos outros grupos elas foram observadas, com prevaléncia
relevante nos animais do grupo Controle. A maior diferenga foi encontrada ao se
confrontar os grupos Controle e Naive, sendo suas respectivas médias 3,5 e 0,
utilizando-se a classificacdo da OARSI. O valor de p nesta comparagao foi
0,0002 (Figura 9).
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Figura 8: Fotomicrografia da Cartilagem Articular do Joelho: (A) Animal
do grupo Profilatico, notar a perda de condrocitos e leve desarranjo condral. (B)
Animal nao tratado e com OA, desarranjo condral importante com fissuras e
envolvimento maior que 75% da cartilagem. (C) Animal ndo submetido a indugéo

da OA e sem tratamento, lamina sem anormalidade condral.
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Alteragoes n Cartilagem Articular

Figura 9: Avaliacdo da cartilagem articular segundo os escores de
gravidade da OARSI. Resultados expressos em média + DP. Valor de p<0,05
entre grupos Profilatico, Controle e Naive; maior diferenga entre os grupos
Controle e Naive (p=0,0002), usando one-way ANOVA, seguido por teste de

Bonferroni.

5.3 Avaliagao das Alteragées na Membrana Sinovial

Observamos que nao houve diferenga estatistica significante entre os

grupos (p > 0,05) (Figura 10).
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1.5+

1.0+

0.5+

0.0-

Alteragdes na Membrana Sinovial

Figura 10: Avaliacdo das alteragcbes da membrana sinovial segundo
escores de gravidade da OARSI. Resultados expressos em média + DP. Valor
de p>0,05 entre todos os grupos, usando one-way ANOVA, seguido por teste de

Bonferroni.

6. DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito profilatico do RnSr na OA. O
desenho do experimento foi idealizado com o propdsito de auxiliar em situacdes
cujo desfecho seria o desenvolvimento da OA no joelho, como trauma de joelho,
sobrecarga articular, alinhamento inadequado do membro, qualidade de massa
0ssea, obesidade, etc (ALLEN; GOLIGHTLY, 2015). Assim, o farmaco teria uma
indicac&do preventiva antes de alteragbes articulares degenerativas importantes

surgirem.

A avaliagdo da cartilagem articular mostrou a eficacia do RnSr na
profilaxia da OA, pois os animais do grupo Profilatico apresentaram menores
alteracbes da cartilagem articular de forma estatisticamente significante em
relagdo aos do grupo Controle. Com uma lesdo de joelho provocada e
tratamento negligenciado, seria um resultado esperado para este grupo a

manifestacdo de maiores alteragbes do tecido cartilaginoso. Nao houve
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nenhuma alteragcédo histolégica observada no tecido condral dos animais do
grupo Naive, um resultado também esperado por ndo haver indugcéo da OA e

tampouco a administracdo de medicamentos.

A escassez na literatura de estudos experimentais com uso profilatico do
RnSr dificulta uma avaliagdo comparativa com os resultados encontrados neste
experimento. Foi demostrado que o RnSr é capaz de reduzir o dano a cartilagem
articular em modelo experimental de OA em ratos, porém as doses utilizadas
foram superiores (625 mg/kg e 1.800 mg/kg), e apds a indugéo do dano articular,
portanto com uso terapéutico e nao profilatico (YU et al., 2013). Outro estudo
experimental encontrou efeito protetor importante do RnSr para as lesbes
condrais em modelo de osteoartrite em caes, porém com uso terapéutico do
farmaco em doses de 25, 50 e 75 mg/kg, avaliando lesdes tanto no céndilo
femoral quanto no platd tibial (PELLETIER et al., 2013). Divergindo desses
resultados um estudo experimental recente com outros roedores concluiu nao
haver protecdo do RnSr para degeneragcdo da cartilagem articular na OA,
utilizando dose terapéutica 625 mg/kg (CHU et al., 2017).

Os dados obtidos na avaliagcdo das radiografias também trouxeram
informagdes importantes. Uma vez que nao houve diferenga entre os grupos
Profilatico e Naive, é possivel inferir que ha mediagao protetora do farmaco nas
alteracbes degenerativas articulares. Porém também é conhecido que ha muitas
variaveis envolvidas para que a degeneragéao articular seja observada no exame
de imagem, como uma radiografia simples, dessa forma outros estudos séo
necessarios para validar se o RnSr de fato teria esse efeito (BRAUN; GOLD,
2012; ROEMER et al., 2014; MARTINS et al., 2017). Com os animais do grupo
Controle manifestando as maiores alteragbes radiograficas entendemos que
houve nesta avaliacdo um resultado positivo, que talvez possa ser extrapolado

ao esperado em seres humanos.

Estudos clinicos também demonstraram um efeito protetor do RnSr na
progressao das alteragdes radiograficas em individuos com OA, com provavel
agao direta do medicamento no tecido ésseo e cartilaginoso. Contudo como
relatado anteriormente, nestes estudos o RnSr é utilizado de forma terapéutica e
nao profilatica (BRUYERE et al., 2008; BRUYERE et al., 2013).
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Apenas na avaligdo das alteragdes histologicas da membrana sinovial ndo
foi encontrado em nosso experimento um resultado favoravel a acao profilatica
para o RnSr na OA. Nos trés grupos os resultados foram semelhantes quanto

alteracdes inflamatérias da sindvia.

O resultado esperado para a analise da sindvia seria a presencga de pouca
ou nenhuma alteragdo nos animais do grupo Naive, enquanto os do grupo
Profildtico manifestariam alguma alteragdo e, naqueles do grupo Controle,
encontrariamos as mais expressivas anormalidades. Entretanto, é possivel nao
haver alteragdo da sindvia em joelhos com OA leve a moderada. Apesar da OA
ser inicialmente considerada uma doenga degenerativa, é relatado na literatura
que a sinovite esta presente, havendo secrecio de citocinas e infiltracdo tecidual
por células do sistema imunoldgico (LANGE-BROKAAR et al., 2012; XU et al.,
2016). Em outros relatos observamos que a sinovite pode estar presente na OA
avangada, enquanto que nos casos leves e moderados sua presenca € incerta
(ENE et al., 2015). Dessa forma os dados encontrados em nosso estudo

estariam em concordancia com a literatura.

A cartilagem hialina é o tecido articular mais relevante na patogénese da
OA (XIA et al.,, 2014). Portanto um farmaco com potencial de proporcionar
protecdo a esse tecido tem especial relevancia. Dessa forma, embora o RnSr
nao tenha se mostrado eficaz na agao profilatica das alteracdes deletérias da OA
na membrana sinovial, seu efeito protetor na cartilagem é suficiente para
justificar um possivel uso com esta finalidade. Corroborando com isto temos as
alteracbes radiograficas encontradas de forma mais evidente nos animais do

grupo Controle.

Como limitagcbes encontradas em nosso estudo podemos citar a
dificuldade em reproduzir a OA com as alteracdes e evolugao semelhantes ao
observado em seres humanos, pois os modelos experimentais ainda falham
nessa correlagao (PELLETIER et al., 2010). O tempo de utilizagdo do farmaco
antes da indugao da OA pode ser considerado curto e interferir de alguma forma
no resultado, porém nao ha correlacdo na literatura de modelo experimental

semelhante ao utilizado.
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Outro fator limitante € a dose utilizada do RnSr, pois como ndo ha
parametros na literatura para o uso profilatico deste farmaco, inferimos que a
administracdo de outras doses pode ocasionar outros resultados. Por fim,
reproduzir uma situacdo que mimetize a utilizagao profilatica de qualquer

farmaco para a OA representa um desafio.

7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o RnSr € um farmaco com promissor efeito
profilatico para o controle de alteragbes degenerativas presentes na OA, com
melhora do padréo radiografico e das lesbes na cartilagem articular, porém sem

efeito protetor na membrana sinovial.
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