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RESUMO

VALENTE, Fabricio Luciani, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2007. Histomorfometria e expressdo imunoistoquimica de RANKL em
fémur e vértebra de ratos com osteoporose secundaria. Orientadora:
Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-Orientadores: Laércio dos Anjos Benjamin
e Ricardo Junqueira Del Carlo.

A osteoporose € uma doenga comum em humanos, acometendo tanto
mulheres quanto homens. A doeng¢a pode ter origem primdria, relacionada a
deficiéncia de hormonios sexuais ou a senilidade, ou secunddria, cujo exemplo
mais comum € o uso cronico de glicocorticéides. Independente da causa, a
conseqii€éncia da osteoporose € a diminui¢do da massa dssea, aumentando o risco
de fraturas. Apesar de ser considerada uma doencga sist€émica, a reducdo de massa
dssea na osteoporose nao € uniforme no esqueleto. RANKL € uma citocina capaz
de ativar a fungdo osteocldstica e sua expressdao € indutivel em osteoblastos e
linfécitos T. A funcdo desta citocina tem sido considerada um possivel alvo
terapéutico no tratamento da osteoporose. Para avaliar a relacdo da perda dssea
trabecular e a expressdao de RANKL, foram realizados testes imunoistoquimicos e
histomorfométricos em fémur e vértebras de ratos castrados e/ou tratados com
glicocorticéides, 56 dias apds a inducdo. A expressdo imunoistoquimica de
RANKL pode ser verificada nos animais castrados, tanto machos quanto fémeas,
mas ndo no grupo castrado que também recebeu glicocorticdide. Entretanto, a
diminuicdo da massa Ossea em ambos os grupos foi similar na avalia¢do
histomorfométrica. Isso pode ocorrer por causa do efeito inibitério que os
glicocorticéides t€ém sobre o metabolismo. As andlises histomorfométricas
revelaram ainda, que a massa dssea trabecular avaliada por este método € similar
em machos e fémeas, e que a perda 6ssea nao é uniforme entre o colo femoral, o
condilo femoral e o corpo vertebral. Aos 56 dias de inducdo, o quadro de perda
Ossea instalado tanto em machos quanto em fé€meas, para todos os fragmentos

Osseos analisados, é compativel com o quadro de osteoporose.
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ABSTRACT

VALENTE, Fabricio Luciani, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March of
2007. Histomorphometry and Immunohistochemical Expression of
RANKL in Femur and Vertebra of Rats with Secondary Osteoporosis.
Adviser: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-Advisers: Laércio dos Anjos
Benjamin and Ricardo Junqueira Del Carlo.

Osteoporosis is a common human disease affecting both men and
women, and it can classified as (1) primary, related to sexual hormones deficiency
or senility, or (2) secondary, for what the most common example is the chronic
therapies with glucocorticoids. Whatever is its cause, the osteoporosis outcomes
are bone loss and increased fracture risk. Although osteoporosis is considered a
systemic condition, bone loss seen in osteoporosis is not homogeneous throughout
the skeleton. RANKL is a cytokine able to activate the osteoclasts function and its
expression is inducible in osteoblasts and T cells by a range of stimuli. Function
of RANKL has been considered a possible therapeutic target for the treatment of
osteoporosis. To evaluate the trabecular bone loss related to the RANKL
expression, immunochemistry and histomorphometric assays were used in femur
and vertebra of castrated and/or glucocorticoid-treated male and female rats, at the
day 56 after induction. RANKL expression was evident only in the castrated
group, both male and female, but not in the group of castrated rats that also
received glucocorticoid therapy. But histomorphometric data showed that bone
loss was similar in both groups. That could happen because glucocorticoid can
inhibit osteoblast metabolism. Histomorphometry also reveals that trabecular bone
mass in male is similar to female, and bone loss is not homogenous between distal
and proximal femur and vertebra body. At the day 56 after induction, bone loss, in

femur and vertebra, both male and female, was compatible to osteoporosis.



INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca comum em humanos, caracterizada pelo
desequilibrio na formagdo e na reabsor¢do dssea, que resulta em perda de massa
O0ssea. O osso, mais fragil, torna-se mais susceptivel a fraturas, a principal
conseqiiéncia da doenca. A osteoporose € responsavel por alta morbidade e
mortalidade entre idosos (WHO, 2003).

Os homens representam cerca de 20% dos casos de osteoporose e 25%
das fraturas de quadril. Para eles, no entanto, as conseqiiéncias da doenca sao mais
severas: comparados com as mulheres, os homens com fraturas de quadril tém
maiores taxas de morbidade e mortalidade (30 a 50% morrem dentro de um ano).
Em homens, 50 a 70% dos casos de osteoporose sao secundarios a outra condic¢ao,
como a osteoporose induzida pelo uso cronico de glicocorticéide (LICATA,
2003). Nas mulheres, a osteoporose estd relacionada, em parte, a deficiéncia de
hormoénios sexuais a partir da menopausa. Com o aumento da expectativa de vida
em muitas regides do mundo, as mulheres vivem mais de um ter¢o de suas vidas
apés a menopausa, o que explica a crescente incidéncia da doenca. Em 1990, o
ndmero de fraturas de colo de fémur no mundo foi estimado entre 1,3 e 1,7
milhdes; para 2025, espera-se que esta cifra seja de quase trés milhdes, podendo
chegar a 6 milhdes em 2050. O nimero de leitos em hospitais ocupados por
mulheres que sofreram fratura no colo femoral € similar aquele para doencga
coronariana, doenca pulmonar obstrutiva cronica e cancer de mama (WHO, 2003).

A compreensdo do processo fisiopatolégico por meio do qual a
osteoporose instala-se, € fundamental para o estabelecimento de terapias eficazes,
e que apresentem o minimo efeito colateral. O estudo desse processo logo apontou
para o envolvimento de células do sistema imunoldgico e citocinas na estimulagcdo
da perda éssea. Dentre as citocinas, destaca-se o sistema RANKL/RANK/OPG,
cuja descoberta estimulou o estudo da interacdo entre os dois sistemas, 6sseo €

imune, criando-se o termo osteoimunologia (ARRON e CHOI, 2000).



A formulacido de um modelo de inducdo para o estudo da osteoporose
por SANTOS (2004) deu inicio a esta linha de pesquisa na Universidade Federal
de Vigosa. O envolvimento das citocinas do sistema RANKL/RANK/OPG na
patogénese das doencas que envolvem perda Odssea e, principalmente, a
expectativa de sua utilidade na terapéutica e prevencdo destas doengas, torna
evidente a avaliacio do padrdo de expressdo destas moléculas no modelo

proposto.



OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho € avaliar a perda de osso trabecular nas
epifises proximal e distal do fémur e no corpo vertebral da quarta vértebra lombar
de ratos machos e fémeas e verificar a expressdo imunoistoquimica de RANKL
nestes mesmos locais, a partir de modelos experimentais de inducdo de perda

Ossea.

Objetivos Especificos

- Avaliar a expressao imunoistoquimica de RANKL, pelo método da
imunoperoxidase indireta no osso trabecular de colo femoral, condilo femoral e
corpo vertebral;

- Avaliar o volume trabecular 6sseo por histomorfometria € comparar
os valores entre tratamentos, entre seXo € entre 0ssos; €

- Relacionar a expressdo de RANKL com a perda de volume trabecular

0sseo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Tecido 6sseo

Os ossos sdo constituidos por um tipo especial de tecido conjuntivo e
formam o esqueleto, que tem como fungdes suportar as partes moles do corpo,
proteger os Orgaos vitais do organismo nas caixas tordcica e craniana e no canal
raquidiano, alojar e proteger a medula 6ssea, compor um sistema de alavancas
associado aos musculos, e reservar cdlcio e fosfato para o organismo
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A composicdo dos ossos varia com a idade, com a localizagdao
anatdmica, a saide geral do individuo e o status nutricional. No entanto, 50 a 70%
de um osso adulto sdo compostos de minerais, 20-40% de matriz organica, 5-10%
de dgua e 1-5% lipideos. Cerca de 90% da matriz orginica do tecido 6sseo sdo
compostos por coldgeno do tipo I - uma molécula tripla hélice, formada por duas
cadeias ol e uma cadeia a2 - sintetizado pelos osteoblastos. As outras proteinas
componentes da matriz incluem glicoproteinas e proteoglicanos, que formam a
substincia cimentante. Também estdo presentes fatores de crescimento e proteinas
exogenas. Estas tém origem sanguinea, como a albumina e as o2-HS-
glicoproteinas. A maior parte do mineral 6sseo é a hidroxiapatita, que, no 0sso,
consiste de cristais muito pequenos e contém muitas impurezas, incluindo
carbonato e magnésio (SHEA e MILLER, 2005).

O osso € um o6rgao leve, rigido, de alta for¢a ténsil e ndo quebradico
por causa de sua combinag¢do de tecido désseo compacto ou cortical e 0sso
esponjoso ou trabecular (NG et al, 1997).

No osso cortical maduro, as lamelas de matriz calcificada sao
concéntricas a um canal vascular formando o sistema haversiano ou dsteon. O
0sso esponjoso ¢ uma rede de trabéculas preenchidas por medula dssea. As

trabéculas ndo apresentam vascularizacdo dentro da matriz, de forma que a



irrigacdo € feita a partir da medula 6ssea subjacente. Neste tipo de osso, as
lamelas seguem a curvatura geral da superficie 6ssea (SHEA e MILLER, 2005).
As células que compdem o tecido dsseo sdo os osteoblastos, ostedcitos
e osteoclastos. Os ostedcitos sdo derivados dos osteoblastos. Eles ocupam lacunas
no interior da matriz e sua nutri¢do € feita por meio de canaliculos que permitem a
troca de substidncias com os capilares. Os osteoclastos sdo células gigantes,
multinucleadas, méveis, muito ramificadas e que reabsorvem o tecido 6sseo. A
superficie interna e externa dos ossos sdo revestidas respectivamente pelo
enddsteo e o peridsteo, que sdo membranas conjuntivas que possuem células

osteogénicas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

1.1. Metabolismo 6sseo

Os ossos tém a capacidade de mudar seu formato organizando sua
estrutura interna de forma que a quantidade de tecido requerido para que o 0sso
cumpra sua funcio seja minimizada. Esta adapta¢do é um processo dinamico e
envolve tanto a modelagdo quanto a remodela¢do. Modelag¢do 6ssea € um processo
pelo qual o osso muda seu comprimento e didmetro durante as fases de
desenvolvimento do esqueleto. Remodelacdo 6ssea envolve uma interacio
complexa de células que segue uma seqii€éncia de ativacao, reabsorcio e formacao

ossea (HAZENBERG et al., 2000).

Remodelacdo

A remodelacdo dssea € um processo normal e altamente regulado. Ela
envolve a acdo coordenada de osteoblastos e osteoclastos, e assegura a integridade
do esqueleto ao longo da vida. No processo de remodelagdo Ossea, a reabsor¢ao
precede a formacdo, e os osteoblastos ou seus precursores regulam a formagao e a
atividade dos osteoclastos (CARDA et al, 2005). Mediadores enddcrinos
(hormonios) e imunoldgicos (citocinas) estdo envolvidos na regulacdo da

remodelacao (SHEA e MILLER, 2005).



A taxa de remodelacdo varia entre ossos diferentes e entre locais
diferentes dentro do mesmo o0sso. O turnover 6sseo € mais alto em regides de 0sso
trabecular envolvido por medula 6ssea vermelha, altamente vascularizada, em
comparacdo com o 0sso adjacente a medula amarela (SHEA e MILLER, 2005).
Vérios agentes e fatores sdo considerados iniciadores ou supressores da

remodelagdo 6ssea, como mostrado no quadro 1.

Ativadores Inibidores
PTH Calcitonina
Prostaglandinas | Bisfosfonatos
Tiroxina Estrégenos
Vitamina A Andrégenos
1,25(OH)D3 INFy
IL-1, IL-6 IL-18
TNF OPG
Carga mecanica
RANKL

Quadro 1: Agentes e fatores de influéncia sobre a atividade de remodelacdo 6ssea (SHEA e
MILLER, 2005).

1.1.1. Osteoblastos

Os osteoblastos sdo as células responsdveis pela sintese da matriz
organica (ostedide) e participam da mineralizacio (SHEA e MILLER, 2005).
Quando inativas, estas células formam uma camada sobre a superficie do osso
compacto e do osso trabecular (Lining Cells) (LERNER, 2000). Estas células tém
grande capacidade de proliferacdo e, por separarem o compartimento fluido dsseo
dos fluidos intersticiais, podem exercer um importante papel na regulacdo dos
niveis plasmadticos de cdlcio, na nutricdo e suporte metabdlico aos ostedcitos, € na
iniciac@o da reabsor¢do pelos osteoclastos (SHEA e MILLER, 2005).

Os osteoblastos originam-se de células mesenquimais pluripotentes,
que também originam condrdcitos, midcitos, fibroblastos, adipdcitos e células do
estroma da medula 6ssea (WEINSTEIN e MANOLAGAS, 2000). Diante disto, os

precursores dos osteoblastos atingem o 0sso por migracdo a partir dos tecidos



conjuntivos vizinhos e da medula éssea. Os progenitores dos osteoblastos também
podem originar-se de pericitos (MANOLAGAS, 2000).

As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP — Bone Morphogenetic
Proteins), que pertencem a superfamilia TGF (Fator de Crescimento
Transformador), possuem atividade potente para induzir a formacgdo de osso e
cartilagem (KARSENTY, 2000; CAO e CHEN, 2005) e sdo responsaveis pelo
comprometimento dos precursores para a linhagem de osteoblastos (WEINSTEIN
e MANOLAGAS, 2000).

As BMPs estimulam a transcri¢do de cbfa I (core binding factor al)
(WEINSTEIN e MANOLAGAS, 2000), um ativador transcricional da
diferenciacdo osteoblastica, cuja funcdo € dominante e ndo-redundante com a
funcdo de nenhum outro gene (KARSENTY, 2000).

Cbhfal tem todas as caracteristicas de um ativador transcricional de
diferenciagdo celular, pois (1) é expresso em células destinadas a tornarem-se
osteoblastos, mas ndo em células ja diferenciadas; (2) ndo € expresso em outro
tipo celular em niveis significantes; (3) regula a expressdao da maior parte dos
genes expressos nos osteoblastos, em particular os genes que codificam as
proteinas da matriz extracelular; e (4) a transfeccdo do gene cbfal para células
ndo-osteobldsticas induz a expressdo de genes osteoblasticos (KARSENTY,
2000).

Os osteoblastos apresentam receptores para PTH, prostaglandinas,
estrogenos, 1,25(0OH)2D3 e algumas citocinas. Além disso, eles expressam fatores
estimuladores de colonia (CSF), RANKL e OPG (SHEA e MILLER, 2005).

Apds completarem a sintese da matriz, cerca de 5 % dos osteoblastos
ativados retornam a forma inativa revestindo a matriz calcificada (Lining Cells);
30% tornam-se ostedcitos, células ésseas maduras, que ocupam lacunas no
interior da matriz calcificada; e 65% sofrem apoptose (WEINSTEIN e
MANOLAGAS, 2000).



1.1.2. Ostedcitos

O osteoblasto deposita a matriz que produz ao redor de seu corpo e de
seus prolongamentos, dando origem a uma lacuna e aos canaliculos,
respectivamente. Uma vez aprisionado, ele passa a ser chamado de ostedcito.
Cada lacuna contém uma tnica célula, cuja nutri¢do é feita pelos prolongamentos
celulares ao longo dos canaliculos que estabelecem contato com outras células, ja
que ndo ha difusdo de substancias pela matriz calcificada (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

Os ostedcitos participam ativamente da manutencao da matriz e s@o as
células mais abundantes do osso (TATE, 2003); mais de 90% das células dsseas
sdo ostedcitos (SHEA e MILLER, 2005; WEINSTEIN e MANOLAGAS, 2000).

O ostedcito contém entre 40 a 60 processos celulares, com uma
distancia de 20 a 30 um entre elas. Assim, formam uma rede interconectada por
seus processos dendriticos, permitindo uma comunica¢do individual entre
ostedcitos e os osteoblastos inativos da superficie 6ssea (HAZENBERG et al,
2006). Este sistema lacuno-canalicular age possivelmente como um transdutor que
detecta carga mecanica, microdanos e cristais de hidroxiapatita frageis, para entao
transmitir o estimulo para a ativagdo da remodelacdo 6ssea (WEINSTEIN e
MANOLAGAS, 2000). Considera-se a hipétese de que a transmissdo de sinais
mecanicos para os ostedcitos via superficie celular pode ocorrer diretamente pela
matriz do tecido devido ao fluxo de fluido induzido pela carga mecanica bem
como indiretamente via estresse de pressdo pelo sistema lacuno-canalicular. O
aumento dos niveis de pressdo pode causar a apoptose dos ostedcitos devido ao
surgimento de microfraturas que afetam a homeostase destas células. Estudos
recentes indicam que a apoptose de ostedcitos aumenta a atividade osteocldstica

(HAZENBERG et al, 2006).



1.1.3. Osteoclastos

A reabsor¢do 6ssea é uma atividade celular elementar na modelagdo do
esqueleto durante o crescimento e desenvolvimento. Os osteoclastos, as unicas
células capazes de reabsorver o tecido 6sseo (VAANANEN, 2005), sdo células
gigantes, multinucleadas e que se originam da fusdo de precursores da linhagem
monocitica (LERNER, 2000; FENG, 2005; SHEA e MILLER, 2005;
VAANANEN, 2005).

Existe uma grande variacdo no nimero de nucleos do osteoclasto entre
as espécies. Os osteoclastos das aves contém muito mais nudcleos que os
osteoclastos de mamiferos, o que pode ser explicado por uma maior capacidade de
reabsor¢do dssea necessdria para disponibilizar cdlcio para a formacdo da casca
dos ovos (VAANANEN, 2005).

A reabsor¢do O6ssea envolve dois processos: o recrutamento e a
ativacao dos osteoclastos (TAKAHASHI et al, 1999).

Os osteoclastos diferenciam-se de células hematopoiéticas da linhagem
mononuclear, que também podem ser encontradas circulando pelo sangue
periférico (VAANANEN, 2005). Consequentemente, enquanto os precursores de
osteoblastos atingem o osso pela migragdo a partir dos tecidos vizinhos, os
precursores dos osteoclastos chegam a partir da circulagio (MANOLAGAS,
2000). No entanto, a formac¢do dos osteoclastos limita-se ao tecido mineralizado,
de forma que nunca aparecem na circulagcio (LERNER, 2000).

Ainda ndo estd claro o que determina o sitio de reabsor¢do no o0sso,
mas existe a hipdtese de que microfraturas, que precisam ser reparadas, poderiam
sinalizar o tecido-alvo. Na realidade, os ostedcitos poderiam estar constantemente
enviando sinais de “ndo-reabsorcdo”. Em uma microfratura, os ostedcitos locais
morrem, interrompendo o sinal e marcando assim o sitio de reabsorc¢do
(VAANANEN, 2005).

Ao chegar ao local de reabsor¢do, os osteoclastos iniciam um processo
com vdrias etapas. Primeiro, precisam ligar-se a matriz mineralizada,

reorganizando seu citoesqueleto e formando a zona selada. Em seguida, ocorre



10

uma polarizagdo da membrana celular, formando dois dominios especificos: a
borda em escova, voltada para a lacuna de reabsorc¢do; e o dominio secretdrio,
para o lado oposto da célula, por onde os produtos da reabsor¢do siao secretados
na circulagdo apés um processo de transcitose (Figura 1). Apds exercer sua
atividade, o osteoclasto despolariza-se, desprende-se do sitio de reabsorcao,
reorganiza seu citoesqueleto e reloca-se para outro sitio ou sofre apoptose (SHEA

e MILLER, 2005; VAANANEN, 2005).

Figura 1: Esquema de um osteoclasto e sua conformacdo para a reabsor¢do dssea. Osso (1);
Osteoclasto (2); Regido da zona selada (3); Dominio secretdrio (4); Borda em escova, formada
pela fusdo de diversas vesiculas endossomais & membrana celular (5); Lacuna de reabsorcdo (6).
Adaptado de VAANANEN, 2005.

A atividade do osteoclasto envolve a dissolu¢do da hidroxiapatita e a
degradacao do coldgeno da matriz 6ssea (LERNER, 2000; VAANANEN, 2005).

Para a desmineralizacdo da matriz, o ambiente da lacuna é acidificado
pelo osteoclasto, que possui bombas vacuolares de prétons e canais de cloreto. Os
prétons langados provavelmente t€ém sua producdo mediada por anidrase
carbonica II (LERNER, 2000). A catepsina K € a principal enzima que degrada a
matriz (VAANANEN, 2005).

As células do estroma da medula 6ssea e os osteoblastos t€ém um papel

fundamental na osteoclastogénese, pois expressam citocinas e fatores de
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crescimento para iniciar e dar suporte a diferenciacdo osteocléstica, estimulando
os osteoclastos por contato direto célula-célula, por meio de proteinas expressas
na superficie de suas membranas. Além disso, os receptores para os principais
hormonios osteotrépicos com capacidade de promover a reabsor¢do Ossea
encontram-se nos osteoblastos, que, quando estimulados, exercem uma atividade
pardcrina (LERNER, 2000).

Dentre as diversas citocinas capazes de influenciar a diferenciacao,
ativacdo e atividade dos osteoclastos em estudos in vitrro, RANKL e M-CSF,
juntos, mostram-se suficientes para a osteoclastogénese (FENG, 2005). RANKL,
uma citocina da familia TNF, € expresso principalmente em osteoblastos e células
T ativadas. Seu receptor ativo é o RANK, expresso em osteoclastos, seus
precursores e células dendriticas. Uma vez ativado nos osteoclastos, RANK
permite a maturagdo e desenvolvimento das funcdes de reabsorcdo dssea
(ARRON e CHOI, 2000). Viarios hormo6nios e drogas estimulam ou inibem a
diferenciacdo dos osteoclastos regulando a expressio de RANKL e seus
receptores (VAANANEN, 2005).

Outros membros da familia TNF tém efeito na modulacio da
diferenciagdo, funcdo, sobrevivéncia e/ou apoptose dos osteoclastos; dentre eles,
destacam-se TNFa, FasL, TRAIL e RANKL. A descoberta do sistema de
citocinas RANKL/RANK/OPG ajudou a estabelecer o suporte das células
osteoblasticas e do estroma da medula — células capazes de expressar RANKL —
para a osteoclastogénese (FENG, 2005).

Os osteoclastos apresentam receptores para a calcitonina (LERNER,
2000), que inibe a atividade de reabsorcdo do osteoclasto (VAANANEN, 2005).

O ¢6xido nitroso (NO) tem efeito inibitério sobre os osteoclastos e, na
maior parte das situagdes, os osteoblastos e as células endoteliais sdo a principal
fonte de NO no osso. No entanto, os proprios osteoclastos também podem
produzir NO. De forma contrdria, € provavel que alguma fonte de NO seja
necessdria para a fung¢do osteocldstica normal e pode ocorrer apoptose dessas
células se seu mecanismo for completamente eliminado. O NO é um importante

segundo mensageiro para a a¢do do estrégeno no 0sso € um mecanismo-chave
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pelo qual o efeito anabdlico do estrégeno no osteoclasto pode reduzir a atividade
osteoclastica (BLAIR et al, 2005).

TGF-B, da mesma superfamilia das BMPs, foi reportado como um
substituto do RANKL na formagdo osteocldstica em meio contendo soro,
presumivelmente porque seu mecanismo de agdo utiliza vias em comum com
RANK (BLAIR et al, 2005).

Os receptores para androgenos estdo presentes no 0sso e tém efeito na
massa 6Ossea, suprimindo a atividade de CSF-1 ou RANKL, o que parece ser
similar aos efeitos do estrégeno (BLAIR et al, 2005).

O receptor para interleucina 1 (IL-1) é um membro da familia de
receptores Toll-like, constituinte da imunidade inata, capaz de responder a
glicoproteinas e produtos bacterianos, bem como a IL-1 produzida em uma
resposta inflamatdria. Este receptor estd particularmente bem representado e ativo
na familia dos macréfagos, como o0s osteoclastos e seus precursores. Sua
sinalizagdo € feita por proteinas adaptadoras (TRAF) e atua estimulando NF-kB.
Assim, seria esperado que incrementasse a resposta TNF, como RANKL (BLAIR
et al, 2005).

1.1.4. Unidade basica multicelular (BMU)

Um sitio de remodelacdo € iniciado pelo aparecimento de osteoclastos
(e precursores) seguindo vérios estimulos locais ou humorais para a reabsor¢ao. A
remodelagdo Ossea € controlada por vdrios hormonios circulantes e fatores
produzidos localmente e a comunicacdo intercelular entre as diferentes células
Osseas € uma parte integrante desses mecanismos (NG et al, 1997).

Em um osso adulto e saudavel, todos os osteoclastos e osteoblastos
ativados pertencem a uma estrutura temporaria conhecida como Unidade Bésica
Multicelular (BMU — Basic Multicellular Unit), que compreende uma equipe de
osteoclastos a frente, outro de osteoblastos em seguida, um capilar central, um
suprimento nervoso e tecido conjuntivo associado. No osso cortical, uma BMU
escava e repde um tlinel; no 0sso esponjoso, escava e repde uma vala. A meia-

vida de uma BMU ¢€ de cerca de 6 a 9 meses, mais longa que a meia-vida dos
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osteoblastos e osteoclastos. Consequentemente, um suprimento continuo de

progenitores das células Osseas é necessdrio para a formagdo e progressdo da

BMU no osso (MANOLAGAS, 2000).

2. Sistema RANKL/RANK/OPG

Com a descoberta do sistema de citocinas RANKL/RANK/OPG,
presente tanto no sistema imune quanto no sistema 4sseo, a relacdo entre esses
dois sistemas mostrou-se mais intima do que se pensava. Além disso, vdrias
citocinas, fatores estimuladores de colonia e moléculas sinalizadoras apresentam
fungdes cruciais no tecido 6sseo (GRCEVIC et al., 2001; BARON, 2004). Para
encorajar o estudo interdisciplinar entre a biologia dssea e a imunologia, foi

criado o termo osteoimunologia (RHO et al, 2004).

2.1. Conceitos

RANKL significa “Ligante do Receptor para a Ativacdo do Fator
Nuclear kappa B (NF-xB)”. RANKL ¢é uma citocina da superfamilia do TNF.
Possui dois receptores, um funcional (RANK) e outro, que se liga ao RANKL
para prevenir sua atividade, OPG (Osteoprotegerina) (GRCEVIC et al., 2001;
WALSH e CHOI, 2003; FENG, 2005).

RANKL também € conhecido por outras denominagdes, por ter sido
descoberto de forma independente entre grupos de pesquisa do sistema 6sseo e do
sistema imunologico; dentre elas: OPGL, ODF, TRANCE e TNFSF-11
(GRCEVIC et al., 2001; WALSH e CHOI, 2003; FENG, 2005).

Os membros da familia do Fator de Necrose Tumoral (TNF) e de seus
receptores (TNFR) tém como fungdes gerais a regulacdo da diferenciacio,
proliferacdo e sobrevivéncia celulares. Os receptores dessa familia nao
apresentam atividade enzimatica em seu dominio intracelular, sendo, sua
sinaliza¢do, mediada por proteinas adaptadoras chamadas Fatores Associados ao
Receptor de Fator de Necrose Tumoral (TRAF) (WALSH e CHOI, 2003; FENG,
2005).
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2.2. Funcoes

As citocinas do sistema RANKL/RANK/OPG regulam fung¢des tanto
das células 6sseas quanto das células imunoldgicas. Este sistema € essencial para
funcdo e desenvolvimento normais de osteoclastos, células dendriticas e linf6citos
T e B (GRCEVIC et al., 2001).

RANK ¢é o membro 11A da superfamilia de receptores de TNF,
interage diretamente com a proteina adaptadora, e essa interagdo € responsavel
pela ativacdo do complexo NF-kB e JNK (FENG, 2005). Sao conhecidos 6
TRAFs, dentre os quais, apenas TRAF4 ndo participa da sinalizacdo via RANK.
TRAFI, 2, 3 e 5 ligam-se a uma regiao distal (em relagdo a membrana) da cauda
citoplasmatica do RANK e TRAF6 liga-se a uma por¢do mais proximal. TRAF6
parece ser o adaptador crucial para a sinalizacdo via RANKL/RANK
(TAKAHASHI et al, 1999; WALSH e CHOI, 2003). O IFN-y também pode inibir
a funcdo do RANK porque degrada o TRAF6 (ARRON e CHOI, 2000;
TAKAYANAGI et al., 2000; WALSH e CHOI, 2003). Estes mecanismos estdo
representados na figura 2.

RANKL estd relacionado ao desenvolvimento e processos
homeostaticos no tecido 6sseo, no tecido linféide, na producdo de leite e na
regulacdo da interacdo célula dendritica/linfécito T (WALSH e CHOI, 2003). A
expressdao de RANKL dentro do sistema imune € restrita aos linfocitos T ativados

por ligacdo antigeno-receptor (GRCEVIC et al., 2001).
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Figura 2 : Esquema representando a interagio RANK/RANKL, citocinas de membrana, e o

z

papel regulatério do receptor solivel OPG. IFN-y é um regulador negativo porque seu
mecanismo de sinalizagdo utiliza e degrada TRAF6, importante proteina adaptadora na cauda
intracitoplasmdtica de RANK para sua fung¢do, que envolve ativacdo de JNK e NF-«xB.
Adaptado de WALSH e CHOI, 2003.
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Vérias substiancias tém potencial para regular negativa ou
positivamente a expressio de OPG, RANKL e RANK. Algumas delas estdo
relacionadas no quadro 2. A expressdo de RANKL ¢ altamente indutivel e parece
ser regulada pelos mesmos fatores osteotrépicos que regulam a expressao de OPG

(WALSH e CHOI, 2003; BEZERRA et al., 2005).

OPG | RANKL | RANK

Vitamina D3
PTH
Estrogeno

IL-1

IL-6

IL-11

IL-17

CD40L

TNF

TGFpB
Glicocorticéides
Prostaglandina
E2| | 1

Célcio| 1 1

LPS| 1

Quadro 2: Alguns reguladores da expressio de OPG, RANKL e RANK: (1) expressdo
aumentada; (]) expressdo diminuida; (¢) nao mudou; (em branco) ndo testado ou desconhecido
(Adaptado de WALSH e CHOI, 2003).
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RANKL ¢é um regulador da formagdo e ativacdo de osteoclastos,
através do qual muitos hormonios e citocinas produzem seu efeito de osteo-
absor¢do. Dentro do sistema 6sseo, RANKL € expresso na linhagem osteoblastica
e em condrdcitos que estdao hipertrofiando, e exerce seu efeito ligando-se a seu
receptor, RANK, expresso na linhagem osteoclastica. Esta ligacdo determina uma
rapida diferenciacdo de precursores de osteoclastos e a uma ativagdo e resisténcia
a apoptose dos osteoclastos maduros (GRCEVIC et al., 2001), efeito similar na
interacio RANKL/RANK em células T e células dendriticas (KARTSOGIANNIS
et al, 1999). RANKL ndo € fator de crescimento e sim fator de diferenciacdo,
importante para desenvolvimento e funcdo de células T, células dendriticas e

osteoclastos (TAKAHASHI et al, 1999).
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OPG € um receptor também produzido pelas células osteoblasticas e
do estroma e que compete com RANK pela ligagdo ao RANKL (Figura 2). A
ligacdo com OPG ndo tem efeito, portanto, sua acdo € reguladora da atividade do
RANKL, inibindo a maturacdo de osteoclastos e a ativacdo de osteoclastos
maduros, além de evitar a resisténcia a apoptose (GRCEVIC et al., 2001; FENG,
2005). A produgdo de OPG também pode ser induzida em linfécitos B e células
dendriticas (WALSH e CHOI, 2003).

A remodelacdo 6ssea € controlada por um balanco entre a ligacdo
RANK/RANKL e a producdo de OPG (GRCEVIC et al., 2001, BEZERRA et al.,
2005). Varios hormonios, citocinas, fatores de crescimento ou drogas, de efeito
local ou sist€émico, que tém propriedades osteotrdpicas, t€m a capacidade de
alterar esse equilibrio, como mostrado no Quadro 1 (GRCEVIC et al., 2001;
FENG, 2005).

CARDA e colaboradores (2005) verificaram a expressdao de RANKL e
OPG em osso e cartilagem da articulagdo craniomandibular de fetos humanos e
detectaram co-expressdo nas mesmas células désseas e no mesmo nivel de
diferenciacdo tanto de proteinas quanto de mRNA das duas citocinas, o que
sugere que sua indugdo € acoplada.

Animais transgénicos, knockout para o gene rankl, desenvolvem severa
osteopetrose (BEZERRA et al, 2005; FENG, 2005). O mesmo ocorre em
camundongos transgénicos com altos niveis sist€émicos de OPG. Como esperado,
animais deficientes em OPG apresentaram osteoporose (BEZERRA et al, 2005),

mostrando o papel regulatério da osteoprotegerina no equilibrio 6sseo.

2.3. Doencas inflamatérias X expressao de RANKL

Erosdo focal e osteoporose periarticular nos locais de inflamacgdo ativa
e perda Ossea generalizada com massa Ossea reduzida sdo as principais
complicagcdes da artrite reumatdide (BEZERRA et al, 2005). Tais complicagdes
podem ser atribuidas a uma cascata de citocinas osteoclastogénicas secretadas por
linfécitos T ativados, macréfagos, fibroblastos e osteoblastos, incluindo IL-1, IL-

6, IL-11, TNF-a e M-CSF, que se acumulam nos compartimentos sinoviais das
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articulacdes inflamadas (GRCEVIC, 2001; BEZERRA et al, 2005). Estes
compartimentos podem contribuir ainda como fonte de precursores de
osteoclastos, uma vez que seus macréfagos podem diferenciar-se em osteoclastos
na presenca de M-CSF e RANKL. A administracio de OPG ndo tem efeito na
severidade da inflamacdo, mas bloqueia a perda da densidade mineral Ossea, de
forma dose-dependente. RANKL parece ndo ser o responsavel pela destruicao da
cartilagem na artrite reumatdide; no entanto, apresenta um papel claramente
modulador, mas ainda indefinido (BEZERRA et al, 2005).

Um mecanismo similar ocorre em osteomielite e doenca periodontal.
Nesta, componentes microbianos induzem o infiltrado inflamatério e a secrecao
de vdrias citocinas. Em trabalhos com camundongos, a doenca periodontal
apresentou perda éssea significativamente mais fraca em animais knockout para

linfécitos T (GRCEVIC et al, 2001).
3. Osteoporose

A osteoporose € conceituada como uma doenca caracterizada por perda
de massa 6ssea, determinando fragilidade do esqueleto. O nimero de fraturas
decorrentes da osteoporose vem aumentando continuamente (WHO, 2003),
porém, as informacdes sobre o impacto econdmico e social da doenca em paises
em desenvolvimento ainda sido escassas (ROCHA e RIBEIRO, 2003; MORALES-
TORRES e GUTIERREZ-URENA, 2004).

A osteoporose é comum, assintomética e freqiilentemente ndo detectada
até que ocorra uma fratura (REGINSTER e BURLET, 2006). Na maioria dos
casos, é considerada uma doenca poligénica multifatorial, na qual determinantes
genéticos sdo modulados por fatores hormonais, ambientais e nutricionais
(GENNARI ef al, 2002). A tecnologia para mensuragdo da BMD (Densidade
Mineral Ossea; BMD — Bone Mineral Density) trouxe caracteristicas quantitativas
ao conceito de osteoporose: BMD < -1,0 indica osteopenia; e abaixo de -2,5,
osteoporose (FERRETTI et al, 2003). Histomorfometricamente, a doenga &
definida quando a perda 6ssea € maior que 11% (ALEXANDRE, 2005). A BMD



19

¢ uma medida de diagndstico mais sensivel que histomorfometria, pois mensura
todo o osso em questdao (WEINSTEIN et al, 2004).

A osteoporose € classificada, segundo a causa, em primadria (tipos I e
IT) e secunddria. A osteoporose primédria do tipo I, ou osteoporose idiopatica pds-
menopausa, estd associada a deficiéncia de estrogeno. O tipo II, ou idiopdtica
senil, estd associado ao envelhecimento, fase em que ocorre deficiéncia cronica de
calcio, aumento da atividade do PTH e diminuicdo de formagdo Ossea. A
osteoporose secunddria € a perda Ossea associada a processos inflamatorios,

alteracoes enddcrinas e uso de drogas (heparina, glicocorticéides) (GALIL, 2001).

Consegiiéncias

A osteoporose € uma doenca sistémica, mas as fraturas debilitantes
ocorrem frequentemente no punho, vértebras e colo femoral (SHEA e MILLER,
2005).

Mulheres com fraturas vertebrais podem ter funcao fisica diminuida,
dor nas costas, perda de altura e vida social prejudicada. Alguns estudos mostram
que fraturas de quadris dentro de um grupo relativamente saudavel de mulheres
aumentam quase seis vezes o risco de morte e aproximadamente metade das
mortes ocorre dentro de um ano. Além disso, os custos com fraturas
osteopordticas sao altos e estdo aumentando cada vez mais (REGINSTER e

BURLET, 2006).

Epidemiologia

Embora a prevaléncia da doenga seja alta, o diagndstico nem sempre
ocorre, particularmente em casos em que O paciente nio apresenta evento
traumatico (CAPPER e FLANAGAN, 2005).

A incidéncia da osteoporose em mulheres na pés-menopausa continua
a aumentar com o envelhecimento progressivo das populacdes (REGINSTER e
BURLET, 2006). Porém SHUSTER (2005) afirma que a prevaléncia da

osteoporose aumenta mais que o nosso entendimento sobre sua causa e
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tratamento. Em 2005, nos Estados Unidos, mais de 10 milhdes de individuos
apresentavam osteoporose (SHEA e MILLER, 2005). Estima-se que em 2020, no
Brasil, 11% da populagao terd mais de 60 anos (SIQUEIRA et al, 2005), mas as
informacdes sobre o impacto econdmico e social da osteoporose em paises em
desenvolvimento ainda € escasso (ROCHA e RIBEIRO, 2003).

SIQUEIRA e colaboradores (2005) realizaram um estudo na cidade de
Pelotas (RS) com o objetivo de estimar a prevaléncia de fraturas. Nesse estudo,
foi verificado diagndstico médico para osteoporose em 2,5% de todos os homens
entrevistados e 12,2% das mulheres. Este diagndstico apresentava correlacio
positiva com casos de fraturas nos 12 meses anteriores a entrevista.

ROCHA e RIBEIRO (2003) investigaram a incidéncia de fraturas de
quadris em uma populagdo residente em Sobral (CE), que representa uma area
equatorial. Segundo estes autores, este tipo de estudo € importante para identificar
fatores de risco ambientais e genéticos para melhor abordagem da prevencgado e
tratamento da osteoporose. Este estudo mostra menor incidéncia de fraturas de
quadris quando comparada aquela apresentada por outros estudos em outras areas
do pais. Os autores assumem que a populacdo de Sobral € constituida
principalmente de descendentes de europeus e indigenas, salientando que
africanos ndo participam consideravelmente da formacdo desta populacdo e
especulam que a luz solar constante nesta regido pode estar relacionada a
melhores niveis de vitamina D3.

MORALES-TORRES e GUTIERREZ-URENA (2004) conduziram
uma revisao de literatura e entrevistas com profissionais especializados por toda a
América Latina para avaliar o impacto da doenga. Foi verificado que ha vdrias
publicagdes a respeito da distribui¢do dos valores de BMD avaliados por DEXA e
que o pico de massa Ossea € atingido em idades similares e declina apds a
menopausa também de maneira similar. No entanto, as prevaléncias de osteopenia
e osteoporose nao sao bem conhecidas.

Outro dado interessante verificado por estes autores é o fato de que a
maior parte dos estudos mostra incidéncias de fratura de quadris mais baixas nas

populacdes latino-americanas se comparado com aquelas encontradas na
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populacdo dos Estados Unidos, Canadd e Europa, mas que estes resultados podem
ser devido a diferencas metodoldgicas, e frisam que outros estudos conduzidos
nos Estados Unidos mostram menor incidéncia de fraturas de quadris entre
mulheres mexicanas quando comparadas com caucasianas. MORALES-TORRES
e GUTIERREZ-URENA conclufram que a América Latina apresenta grande
diversidade geografica e étnica, mas hd uma falta de informacao epidemiolédgica a
respeito da osteoporose.

Os homens t&€m menor prevaléncia de osteoporose que as mulheres por
varias razoes, dentre elas: os homens acumulam maior massa éssea; nao sao
afetados por um evento similar 2 menopausa, ou seja, os niveis de testosterona
declinam lentamente; a expectativa de vida para os homens é menor; € o ndimero
de homens submetidos a avaliacdo da densidade 6ssea é menor, podendo haver
entdo uma conclusio incorreta sobre a prevaléncia da osteoporose em homens

(LICATA, 2003).

3.1. Osteoporose primaria

3.1.1. Osteoporose por deficiéncia de hormonios sexuais
Mulheres

Com a menopausa, surgem alteracdes na remodelacdo dssea, com
aumento do turnover e um balango d6sseo negativo. A perda Ossea € mais
acentuada nos primeiros anos pds-menopausa (HERNANDEZ et al, 2003) e a
perda de estrégeno na menopausa € o principal contribuinte para a patogénese da
osteoporose (FAN et al, 2005). A estimulacdo da formagdo de osteoclastos é
reconhecida como mecanismo fundamental pelo qual a deficiéncia de estrégeno
induz perda 6ssea (CENCI et al, 2000), pois este hormonio € o principal regulador
negativo da atividade osteocldstica. A auséncia de estrogeno estimula a expressao
de IL-1, IL-6 e TNF, que t€ém acdo estimulante da reabsorcdo Ossea e regula

negativamente a expressdao de IGF1, que tem agdo estimuladora da formacao

ossea (FAN et al, 2005). O estrégeno modula a rede de citocinas e sua auséncia
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acaba por estimular inclusive a expressao de RANKL (RIGGS et al, 2002). A

figura 3 detalha um pouco mais esta modulagdo.
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Figura 3: Efeito do estrégeno sobre o tecido ésseo. Setas e caixas azuis mostram citocinas e vias
com efeitos estimulatérios; vermelhas, efeitos inibitérios. Estrégeno (E) é mostrado de acordo
com seu efeito positivo (+) ou negativo (-). Adaptado de RIGGS et al., 2002.

FAN e colaboradores (2005) utilizaram metodologias protedbmicas para
caracterizar a expressdo diferencial de proteinas nos ossos de ratos com
osteoporose induzida por ovariectomia e detectaram trés proteinas com expressoes
distintas. A primeira, ausente no grupo normal, foi identificada como uma enzima
antioxidante que limita a atividade de espécies reativas de oxigénio. Essa
expressdo pode ser uma retro-alimentacdo do actimulo de oxigénio que resulta da
perda de estrogeno em ratas castradas. As outras duas proteinas foram expressas
com mais abundancia no grupo com osteoporose. Uma foi identificada como
proteina do citoesqueleto presente em todas as células eucaridticas; e a outra, uma
enzima relacionada a ubiquitinagdo de proteinas.

Os radicais livres estdo envolvidos na osteoclastogénese e na absorcao
Ossea. Além da deficiéncia de estrégeno, varios outros fatores de risco para

osteoporose, como o fumo, hipertensdao e diabetes, estdo associados com o
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aumento do estresse oxidativo. O aumento do peréxido de hidrogénio pode
aumentar a expressdo de TNF-a, que tem capacidade de induzir perda éssea. O
proéprio peréxido poderia aumentar a funcao e diferenciagdao dos osteoclastos, que
expressam NADPH oxidase e produzem alta quantidade de espécies reativas de

oxigénio durante a reabsor¢do 6ssea (MUTHUSAMI et al, 2005).

Homens

Nos homens, ocorre um declinio lento da producdo de andrégenos. Ha
uma diminuicdo gradual da massa dssea, que € linearmente relacionada a idade.
Por isso, a osteoporose é mais comum em mulheres. Mas a osteoporose masculina
ndo deixa de ser importante por causa disso. O impacto clinico da osteoporose é
mais severo em homens que em mulheres. Hipogonadismo em homens ¢ um forte
fator de risco para osteoporose que contribui para a perda 6ssea em 20-30% dos
homens idosos. Os andrégenos apenas nao sdo suficientes para manter um estatus
Osseo normal em homens saudaveis. O estradiol desempenha papel predominante
na regulacdo da massa éssea via receptores o e P especificos localizados dentro
dos osteoblastos. Em ratos com hipogonadismo, o estrégeno é mais efetivo em
restaurar a massa 6ssea que os andrégenos. Assim, se esterdides sexuais fossem
utilizados no tratamento para a osteoporose masculina, os melhores efeitos seriam
alcancados com o uso de estrogeno, mas os efeitos feminilizantes da terapia
seriam inaceitdveis em pacientes com funcao testicular normal (ALEXANDRE,
2005).

O cancer de prostata é dependente de andrégeno e a terapia de
privagdo de andrégenos € seu tratamento padrdo. Isso pode ser alcancado pela
castragdo ou pelo uso de agonistas de GnRH (ALEXANDRE, 2005). Um dos
efeitos colaterais desta terapia € a perda 6ssea com risco de fratura. Ha relatos de
alta prevaléncia de osteopenia e osteoporose pré-existentes em pacientes com
cancer de prostata. Nesses casos, a terapia de privagdo de andrégenos
incrementaria a perda 6ssea. Outros efeitos colaterais sdo a diminuicdo da massa

corporea e a diminui¢do do tamanho muscular. Os tratamentos para a osteoporose
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em homens s3o os mesmos utilizados para a osteoporose pds-menopausa

(MAGNO et al, 2005).

3.1.2. Osteoporose senil

Com a idade, uma variedade de alteragdes enddcrinas e metabdlicas
combina-se para enfraquecer o esqueleto. A producgdo de testosterona nos homens
diminui assim como a producdo de hormonio do crescimento em ambos 0s sexos
e os musculos se deterioram. A absor¢dao de cdlcio torna-se ineficiente, o
hiperparatireoidismo secunddrio aumenta e varios niveis de disfun¢ao da vitamina
D podem ser vistos, da funcdo ineficiente a deficiéncia (LICATA, 2003).

Com a perda 6ssea que ocorre durante o envelhecimento, hd aposicao
periosteal como mecanismo compensatdrio para prevenir a faléncia estrutural que
se dd com o desequilibrio entre a formagao e reabsorcdo dssea dentro de cada
BMU na remodelacio Ossea. Este mecanismo compensatério € menor em
mulheres (RUSSO er al, 2006). Em seus trabalhos, RUSSO e colaboradores
(2006) também verificaram o crescimento do didmetro do o0sso com maior
intensidade em homens, enquanto o diametro medular € proporcional em ambos

0OS S€XO0S.

3.2. Osteoporose secundaria

Muitas doencas e drogas podem causar osteoporose secunddria. Dentre
as drogas, os glicocorticdides estdo no topo da lista de causadores de osteoporose.
No entanto, anticonvulsivantes, antigonadotrépicos, tabaco e dlcool podem levar a
perda O6ssea. Doencas como desordens gastrointestinais, disfungdes renais,
hipogonadismo, hiperparatireoidismo primario e secundario, hipercortisolismo
enddgeno, hiperprolactinemia, acromegalia, leucemia, entre outras, também tém

efeito deletério sobre o esqueleto (LICATA, 2003).
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3.2.1. Osteoporose induzida pelo uso de glicocorticoéides

A osteoporose induzida por glicocorticéides pode ser ocasionada pela
exposi¢ao cronica a concentracdes excessivas de cortisol endégeno ou mesmo a
doses farmacologicas (MANELLI e GIUSTINA, 2000).

Os glicocorticéides sdo muito utilizados no tratamento de doengas com
componente inflamatério como a asma, a artrite reumatéide e a dermatite atdpica,
e também na manutencdo de 6rgdos transplantados (ZIEGLER e KASPERK,
1998; REID, 2000; MCLAUGHLIN et al, 2002; LANNA et al, 2003;
MCILWAIN, 2003). No entanto, varios sdo os efeitos colaterais do uso dos
glicocorticéides e, entre eles, a osteoporose destaca-se como 0 mais sério e
debilitante (SAMBROOK e LANE, 2001; MCLAUGHLIN et al, 2002). Existem
opg¢Oes terapéuticas efetivas contra a osteoporose induzida por glicocorticéides,
mas o maior obstidculo € o fato de que a maioria dos pacientes que recebem
tratamento com glicocorticdides ndao sdo avaliados quanto a perda Ossea
(MCILWAIN, 2003). Alguns danos causados pela exposicdo cronica a
glicocorticdides sdo tratdveis e potencialmente reversiveis, dependendo de sua
extensao (MANELLI e GIUSTINA, 2000).

O efeito dos glicocorticéides no metabolismo 6sseo depende da
duracdo do tratamento, da dose e do tipo de corticoterapia, da idade, do sexo e do
indice de massa corpérea, da susceptibilidade individual aos danos &sseos
mediados pelos glicocorticéides (MANELLI e GIUSTINA, 2000) e da doenca
concorrente para a qual o glicocorticoide € utilizado como tratamento
(SAMBROOK e LANE, 2001). Tais fatores podem ter um efeito independente e
aditivo na perda 6ssea (MCILWAIN, 2003).

Os receptores para glicocorticéides estdo amplamente distribuidos no
organismo. Encontram-se no citoplasma, em sua forma inativa, em um complexo
protéico que inclui as proteinas de choque térmico HSP90 e HSP70. Quando o
glicocorticdide liga-se ao seu receptor, ele transloca-se para o nicleo, onde
interage com um promotor do gene-alvo (MCLAUGHLIN et al, 2002; LANNA et
al, 2003).
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Os glicocorticéides também atuam de uma forma ndo-gendmica e
rapida por interagdes com moléculas envolvidas em sinalizacdo transducional
(PATSCHAND et al, 2001; MCLAUGHLIN et al, 2002).

A perda 6ssea induzida por glicocorticéides tem cardter multi-fatorial
(ZIEGLER e KASPERK, 1998) e, como seus receptores sdo amplamente
difundidos pelo organismo, eles podem exercer impacto no osso € no metabolismo
do célcio de varias maneiras (REID, 2000). Além disso, envolve prevalentemente
0 0sso trabecular e é mais pronunciado nos 12 primeiros meses de exposicao
(MANELLI e GIUSTINA, 2000, SAMBROOK e LANE, 2001; LANNA et al,
2003; MCILWAIN, 2003). A caracteristica cardinal da osteoporose induzida por
glicocorticéides € a diminui¢do da formacdo o6ssea (MCILWAIN, 2003;
TAMURA et al, 2004).

Alguns pacientes tratados com glicocorticoides apresentam BMD
normal, o que indica que alguns individuos podem ser resistentes aos efeitos
osteopénicos dos glicocorticéides. Teoricamente, isto € possivel porque ha
polimorfismo no receptor de glicocorticéide, o que poderia resultar em diferentes
graus de sensibilidade a esses hormo6nios. Mas ha pouca evidéncia clinica de que
isso tenha importancia prética (REID, 2000).

A maioria dos individuos que recebem uma dose igual ou superior a
Smg por dia de prednisolona estd sujeita a perda dssea com risco de fraturas
(REID, 2000), mas doses menores que estas nao eliminam esse risco (TAMURA

et al, 2004).

Osteoblastos

Os glicocorticéides afetam os osteoblastos tanto na sua atividade
proliferativa quanto metabdlica (PATSCHAND er al, 2001), podendo exercer
efeito inibitdrio direto de trés formas: 1) inibindo a replicacdo de seus precursores;
2) diminuindo a génese de novos osteoblastos e; 3) induzindo sua apoptose
(ZIEGLER e KASPERK, 1998; MANELLI e GIUSTINA, 2000; LAFAGE-
PROUST et al, 2003).
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Na presenca de glicocorticéides, a diferenciacio das células
mesenquimais que dariam origem aos precursores de osteoblastos, pode ser
desviada para a produgdo de adipécitos (MCLAUGHLIN et al, 2002), pois
aumentam a expressao de PPARYy2 (peroxisome proliferator-activated receptor y
2) — fator transcricional para diferenciacdo de adipdcitos - e diminuem a expressao
de Cbfal - fator transcricional essencial para a diferenciacdo osteobléstica. Além
disso, diminuem a produgao de diversos fatores locais importantes na formagao
ossea, como IGF-1 e receptores TGFp tipo [ (TAMURA et al, 2004).

Ao mesmo tempo, os glicocorticéides também diminuem a producao
de coldgeno do tipo I (ZIEGLER e KASPERK, 1998; MANELLI e GIUSTINA,
2000; REID, 2000; LANNA et al, 2003; TAMURA et al, 2004) e da osteocalcina,
um marcador da formagdo 6ssea (ZIEGLER e KASPERK, 1998; REID, 2000;
MCLAUGHLIN et al, 2002). In vitro, os glicocorticéides sdo capazes de
aumentar a expressdo de RANKL e diminuir a de OPG (MCLAUGHLIN et al,
2002; LANNA et al, 2003).

Osteoclastos

Os efeitos da exposi¢do cronica dos osteoclastos aos glicocorticéides
sdo contraditérios. Nao foram encontrados receptores para glicocorticoides e
osteoclastos (LAFAGE-PROUST et al, 2003). H4 aumento da formagdo destas
c€lulas a partir de seus precursores porque hd diminui¢cdo da expressdo de OPG e
aumento de RANKL, mas também hd aumento da apoptose de osteoclastos
maduros. Em conclusdo, a diminui¢do da formacgao dssea seria mais importante
que o aumento da reabsorcdo na fisiopatologia da osteoporose induzida por
glicocorticéides (REID, 2000; PATSCHAND et al, 2001; LAFAGE-PROUST et
al, 2003; TAMURA et al, 2004).

Intestino
Os glicocorticéides diminuem a absorcdo de cédlcio no intestino
(ZIEGLER e KASPERK, 1998; MANELLI e GIUSTINA, 2000) por um

mecanismo independente de interferéncia no metabolismo da vitamina D (REID,
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2000). O transporte transcelular do cdlcio e a sintese de suas proteinas ligantes

ficam diminuidos (PATSCHAND et al, 2001).

Rins

Os glicocorticéides induzem hipercalcitiria (MANELLI e GIUSTINA,
2000) porque diminuem a reabsor¢do renal do célcio filtrado no glomérulo. Este
efeito, juntamente com a baixa absor¢do intestinal de célcio, leva a uma
diminui¢do do cdlcio sérico, o que pode estimular as glandulas paratiredides a

secretarem mais paratormonio (ZIEGLER e KASPERK, 1998; REID, 2000).

Hormonios

Os glicocorticoides podem inibir o eixo hipotdlamo-hipoéfise-gonadal
(MANELLI e GIUSTINA, 2000; PATSCHAND et al, 2001) e mesmo inibir a
producdo dos hormodnios sexuais diretamente pelas gonadas (PATSCHAND et al,
2001). Com o comprometimento da funcdo gonadal, as mulheres apresentam
amenorréia e os homens, infertilidade e impoténcia (ZIEGLER e KASPERK,
1998). O hipogonadismo estd associado a osteoporose em ambos os sexos (REID,
2000). Segundo WEINSTEIN e colaboradores (2004), em modelos murinos, o
hipogonadismo ndo ocorre ou contribui para a osteoporose induzida por
glicocorticdides e os efeitos destas substincias na perda dssea sobrepdem aqueles
do hipogonadismo, ou seja, seus efeitos ndo sao aditivos.

Os glicocorticdides podem aumentar a secrecdo de PTH (MANELLI e
GIUSTINA, 2000). As paratiredides apresentam receptores para 0S
glicocorticéides, que podem promover diretamente uma hiperplasia glandular e
um aumento dos niveis do paratormoénio (LANNA et al, 2003). Além disso, o
aumento da secrecdo do paratormdnio pode ser secunddrio a outras agdes dos
glicocorticéides que acarretam perda de célcio do organismo (LANNA et al,
2003), e para PATSCHAND e colaboradores (2001), o hiperparatireoidismo
secunddrio ndao contribui para a patogé€nese da osteoporose induzida por

glicocorticéides.
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Os dados relativos ao metabolismo da vitamina D sdo divergentes
(MANELLI e GIUSTINA, 2000). Alguma diferenciacdo na vitamina D sérica
poderia ser devido a mudangas na concentragao de PTH (REID, 2000).

Segundo LANNA e colaboradores (2003), a calcitonina ndo tem

envolvimento na fisiopatologia da osteoporose induzida por glicocorticéide.

Miisculos
O excesso de glicocorticoide determina uma atrofia e diminui¢do da
forca muscular, um estimulo a menos para a formacdo Ossea (ZIEGLER e

KASPERK, 1998; SAMBROOK e LANE, 2001).

4. Perspectivas

Segundo BEZERRA e colaboradores (2005), a inibi¢do de RANKL
parece ser a estratégia mais racional e aconselhdvel para prevenir a destruicao
Ossea em diversas doengas e possivelmente erradicar doencas humanas de grande
importancia como osteoporose, doenca periodontal e artrite reumatdide, que
afetam milhdes de pessoas.

FENG (2005) citam a possibilidade da utilizacdo de p55 soldveis para
neutralizar TNF-a, bem como o bloqueio dos mecanismos de sinalizacdo dos
receptores como terapia para a perda dssea pOs-menopausa € em doengas
inflamatdrias. No entanto, os mecanismos precisos ainda precisam ser elucidados.

TAKAYANAGI e colaboradores (2000) mostram a possibilidade do

uso terapéutico de IFN-y, seguindo o mesmo principio.
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MATERIAL E METODOS

O presente projeto, registrado sob o numero 50501354079 na Pro-
Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo (PPG) da Universidade Federal de Vicosa e
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Departamento de Veterindria -
UFV utilizou para as anélises histomorfométricas e imunoistoquimicas fémures e
vértebras provenientes do projeto intitulado “Desenvolvimento de um Modelo
Experimental de inducdo de Osteoporose” (n° 50503350752 PPG/UFV)
(SANTOS, 2004).

1.1. Animais

Foram utilizados trés protocolos para a inducdo da perda Ossea:
castragdo, administragio de glicocorticéide e castracdo associada a administracao
de glicocorticoide.

Para as avaliacdes histomorfométricas e imunoistoquimicas, foram
utilizados ratos e ratas 56 dias ap6s a indugao da perda 6ssea, o que corresponde a
ultima coleta de material. Os animais, adquiridos do Biotério da Universidade
Federal de Vigosa com cerca de 90 dias de idade, foram distribuidos em 4 grupos,
cada um com 5 machos e 5 fémeas:

- Grupo 1: Grupo controle;

- Grupo 2: Grupo castrado;

- Grupo 3: Grupo submetido ao tratamento com glicocorticéide; e

- Grupo 4: Grupo submetido a castracio e ao tratamento com glicocorti-

coide.
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1.2. Aclimatacao

Os animais foram mantidos em uma sala especialmente climatizada:
um exaustor associado a um timer funcionou durante 30 minutos a cada duas
horas; um ar condicionado foi programado para ligar, juntamente com o exaustor,
sempre que a temperatura ultrapassasse 24°C e a umidade relativa do ar, 75%.
Outro timer, associado aos interruptores de luz, manteve os animais expostos a luz
artificial, durante 12 horas por dia. Nao houve exposi¢ao a luz natural.

Os animais foram submetidos a aclimata¢do por uma semana antes da
execug¢do dos protocolos do experimento.

Agua e racdo comercial' foram fornecidas  vontade, sendo a dgua
trocada diariamente. A cama (maravalha) utilizada nas gaiolas foi previamente
submetida a autoclavagem e substituida trés vezes por semana. As gaiolas foram

lavadas com a mesma freqiiéncia.

1.3. Procedimento cirirgico

Ap6s o periodo de aclimatagcdo, os animais dos grupos 2 e 4 foram
submetidos a castracdo realizada por uma equipe de médicos veterindrios. Foi
conduzida anestesia geral com o uso de tiletamina-zolazepam” , na dosagem de 30
mg/kg de peso vivo, administrada pela via intramuscular.

Nas fémeas, foi realizada ovariectomia, por acesso ventral, utilizando-
se de fio de algoddao 10 para a ligadura dos pediculos. Peritonio, musculatura,
tecido subcutianeo e pele foram suturados com fio de ndilon 0,25. Nos machos,
para a orquiectomia, os corddes espermaticos receberam ligadura com o fio de
algoddo e o tecido subcutaneo e a pele foram suturados com fio de ndilon. Apds

os procedimentos cirdrgicos, os animais receberam S5mg/kg de antibidtico

' LABINA® - Purina
2 ZOLETIL® 50 - Virbac
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(oxitetraciclina)” por via intramuscular, tratamento que foi repetido por mais dois

dias consecutivos.

1.4. Administracao do glicocorticoide

Os animais dos grupos 3 e 4 foram submetidos ao protocolo de
administracdo do glicocorticéide. A dexametasona’ foi a droga escolhida,
administrada pela via intramuscular, na dose de 7 mg/Kg de peso vivo, uma vez
por semana, durante 4 semanas. A udltima aplicacdo aconteceu 28 dias antes do

término do experimento.
1.5. Histopatologia

Os ossos coletados foram fixados em formol 10% neutro tamponado e,
em seguida, foram transferidos para uma solucao descalcificadora de citrato de
sédio, em que permaneceram por cerca de duas semanas até que estivessem
completamente descalcificados. O material foi entdo lavado em dgua corrente, e
seccionado em cortes longitudinais nas epifises femorais e no eixo sagital das
vértebras lombares (L4).

Em seguida, os ossos foram desidratados, clarificados e incluidos em
parafina, segundo protocolo de rotina do Laboratério de Histopatologia do
Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vigosa.

Foram realizados cortes com 4um de espessura em micrétomo rotativo
e em seguida, foram corados com Hematoxilina e Eosina.

As laminas foram fotografadas com aumento de 100X nas regides de
osso trabecular do colo e condilo femorais do corpo vertebral. As imagens foram
analisadas da seguinte forma:

1. Foi montada uma grade a partir da fotomicrografia de uma escala
no mesmo aumento em que as laminas foram fotografadas. A escala utilizada era

graduada em 0,0lmm. A grade é composta de 100 quadros cujos lados

> OXITRAT-LA® - Vallée
* AZIUM® - Schering-Plough
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correspondem a 0,Imm nas laminas fotografadas. A grade apresenta, entdo, 11
linhas que cortam perpendicularmente outras 11 linhas, somando 121 interse¢oes

(Figura4 e 5).

I

Figura 4: Régua graduada em 0,01mm fotografada em aumento de 100X.

Figura 5: Grade montada a partir da graduac@o da régua da Figura 4, com 100 quadros de 0,1mm
de lado.
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2. Esta grade foi sobreposta a uma area de osso trabecular e os

pontos de intersecao coincidentes com tecido 6sseo foram contados (Figura 6).

Figura 6: Grade sobreposta a imagem do osso trabecular.

3. O valor absoluto encontrado corresponde ao volume trabecular
Osseo e foi submetido aos testes estatisticos por ser representado por um nimero

inteiro.
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1.6. Imunoistoquimica

Para a avaliagdo imunoistoquimica de RANKL, os cortes foram
desparafinizados durante 18 horas (56°C) e diafanizados em dois banhos de xilol
por 15 minutos cada. A seguir, hidratacdo em dois banhos com dlcool absoluto,
alcoois 90, 80, 70% e mais dois banhos em PBS pH 7.4 por 5 minutos cada. Foi
feita recuperacdo antigénica com tampao citrato pH 6,0 (90°C — 20 minutos). A
peroxidase endogena foi bloqueada com H202 3% em metanol por 15 minutos a
temperatura ambiente e o sitios inespecificos bloqueados com soro normal de
coelho 1:10 por 45 minutos também a temperatura ambiente. O material foi entao
incubado com anticorpo policlonal anti-RANKL?’ (1:50) por 18 horas a 4°C. Apés
lavagens com PBS pH 7,4, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario
marcado com peroxidase (1:500), por 60 minutos a 37°C. . A imunomarcag¢do foi
revelada com DAB (diaminobenzidina) e contra-corada com Hematoxilina de

Harris.

1.7. Analises Estatisticas

Os dados obtidos pela avaliacdo histomorfométrica foram submetidos
ao teste de normalidade de Lilliefors e ao teste t de Student, no programa de
estatistica ASSISTAT 7.4, desenvolvido na Universidade Federal de Campina

Grande e distribuido gratuitamente (http://assistat.sites.uol.com.br/).

As médias dos valores absolutos encontrados no teste t para o Volume
Trabecular Osseo (VTO) foram transformadas em porcentagem e a perda Gssea

calculada em relacdo ao grupo controle, de acordo com as férmulas:

VTO(%) = Pontos Coincidentes com Tecido Osseo x 100
Pontos Totais (=121)

Perda Ossea (%) = 100 — (Média Tratamento X 100 / Média Controle)

% Sc-7628 - Santa Cruz Biotechnology
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Histomorfometria

O modelo de induc@o de perda éssea utilizado nos ratos do presente
experimento foi desenvolvido por SANTOS (2004), que verificou a perda dssea
avaliando a resisténcia 6ssea a ensaios mecanicos de flexdo e compressdo e as
concentracdes de célcio e fésforo no osso. No entanto, os parametros utilizados
para conceituar a osteoporose (FERRETTI er al, 2003, ALEXANDRE, 2005) ndo
foram avaliados. Ou seja, a osteoporose € conceituada sob o ponto de vista
diagndstico, como uma osteopenia avangada. Segundo os autores mencionados, a
determinagdo da osteoporose pode ser feita pela avaliacdo da densidade mineral
Ossea ou pela histomorfometria.

As Figuras 7 e 8 mostram dois exemplos dentre as laminas utilizadas
para a histomorfometria: fotomicrografias dos Grupos Controle — Macho e
Glicocorticéide — Macho. Os valores absolutos referentes ao volume trabecular
6sseo (nimero de pontos coincidentes com as 121 interse¢des da grade)
mostraram distribui¢do normal no teste de normalidade de Lilliefors (nivel de
significancia = 5%). As médias dos grupos foram entdo avaliadas pelo teste T de
Student de trés maneiras: comparacdo entre tratamentos, comparagao entre sexos e

comparagao entre 0ssos.

Comparagdo Entre Tratamentos

Os diferentes tratamentos foram comparados entre si para 0 mesmo
0sso e o mesmo sexo. As médias obtidas e avaliadas pelo teste t de Student
(Quadro 3) mostram que o volume trabecular 6sseo no colo femoral, condilo
femoral e vértebra dos machos e no colo e condilo femorais das fémeas € similar
nos trés protocolos utilizados, mas diferentes do grupo controle ao nivel de

significancia de 1%. As vértebras do grupo de fémeas castradas apresentaram
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volume trabecular dsseo similar aos outros tratamentos € ao grupo controle, que

por sua vez difere dos dois grupos que receberam o glicocorticéide.

il ST : j 4
Figura 7: Fotomlcrografla de colo femoral de Flgura 8: Fotomlcrografla de condllo femoral
um animal do Grupo controle de machos. Na de um animal do Grupo glicocorticéide de
analise histomorfométrica, 0 Volume  fémeas. Na andlise histomorfométrica, o VTO
Trabecular Osseo desta amostra é de 62, o que  desta amostra é de 35, o que corresponde a

corresponde a 51,2%. Aumento de 100X. 28,9%. Aumento de 100X.
MACHOS
COLO™ CONDILO™ VERTEBRA™
TRATAMENTO MEDIA MEDIA MEDIA
Controle 65,25 a 56,00 a 48,50 a
Castrado 45,25 b 37,75b 25,25b
Glicocorticoide 43,50 b 32,50 b 31,25 b
Castr+Glic 40,25 b 33,75b 27,75b
FEMEAS
COLO™ CONDILO™ VERTEBRA"
TRATAMENTO MEDIA MEDIA MEDIA
Controle 61,00 a 59,50 a 47,75 a
Castrado 50,50 b 27,75b 38,25 ab
Glicocorticéide 45,50 b 32,75b 32,0b
Castr+Glic 4325b 34,50 b 30,25 b

Quadro 3: Comparagio das médias obtidas na histomorfometria entre protocolos de inducgio de
osteoporose pelo teste t de Student. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). ns nio significativo. As médias seguidas
da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Com base na comparacdo estatistica e na observacdo das médias
obtidas, pode-se confirmar a eficiéncia dos modelos de inducdo da perda Gssea,
exceto nas vértebras do grupo de fémeas castradas (Grupo 2), no qual, apesar da
média do volume trabecular dsseo ser mais baixa, o teste T mostrou que essa

diferenga ndo € significativa, quando comparada ao grupo controle. No entanto, o
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fato deste grupo ter apresentado resultados significativos para colo e cdndilo
femorais mostra que a perda dssea ndo € uniforme em todo o esqueleto.

Ainda, a histomorfometria ndo contribuiu para determinar qual
tratamento é mais ou menos severo na indu¢do da perda dssea. No entanto,
SANTOS (2004) verificou que a fragilidade 6ssea nos testes de flexdo das tibias
destes mesmos animais € maior nos dois grupos tratados com glicocorticoide, mas
similares entre si. Esta observacdo condiz com a afirmacdo de WEINSTEIN e
colaboradores (2004) sobre a dominancia e nao adicdo dos efeitos dos
glicocorticéides sobre a castracdo. Para SANTOS (2004), os testes de compressao
das vértebras, apesar de indicarem fragilidade, sdo inconclusivos porque o
tamanho e didmetro da vértebra t€ém grande influéncia na resisténcia a forca
compressiva. O aumento da atividade osteoclastica é considerado o mecanismo
fundamental na fisiopatologia da perda dssea por deficiéncia de estrégeno
(CENCI et al, 2000), enquanto na osteoporose induzida por glicocorticdides, a
diminui¢do da atividade osteobldstica parece ser mais proeminente (MCILW AIN,
2003; TAMURA et al., 2004), mesmo porque o efeito desses medicamentos nos
osteoclastos é contraditorio (LAFAGE-PROUST et al., 2003).

Comparagdo Entre Sexos

Na comparagdo do volume trabecular ésseo entre os sexos (Quadro 4),
os testes demonstram diferenca entre machos e fémeas somente para o grupo que
foi submetido a castrac@o. Neste grupo, para o osso trabecular do condilo femoral,
pode-se afirmar que as fémeas perderam mais volume dsseo que os machos
(p<.0,01) e que o contrdrio acontece nas vértebras, onde a massa dssea nos
machos é menor do que nas fémeas (p<.0,05).

Um dos fatores responsaveis pela perda dssea mais rapida em mulheres
€ o pico de massa Ossea, considerada maior em homens (LICATA, 2003). Em
ratos, se ocorre este pico, estes resultados mostram que o Volume Trabecular
Osseo avaliado por histomorfometria nio é a medida mais adequada para observar
o efeito dessa diferenca, pois as médias entre os grupos controle dos trés

segmentos 0sseos analisados foram semelhantes entre machos e fémeas.
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COLO

TRAT Controle™ Castrado™ Glicocorticéide™ Castr+Glic™
MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
MACHO 6525 a 4520 a 43,50 a 40,25 a
FEMEA 61,00 a 50,50 a 45,50 a 43,25a

CONDILO

TRAT Controle™ Castrado Glicocorticoide™ Castr+Glic™
MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
MACHO 56,00 a 37,75a 32,50 a 33,75a
FEMEA 59,50 a 27,75b 32,75a 34,50 a

VERTEBRA

TRAT Controle™ Castrado” Glicocorticéide™ Castr+Glic™
MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
MACHO 48,50 a 2525b 31,25a 27,75 a
FEMEA 47,75 a 38,25a 32,00 a 30,25 a

Quadro 4: Comparacgio das médias obtidas na histomorfometria entre sexo pelo teste t de Student.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05). ns ndo significativo. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si.

Comparagdo Entre Ossos

Os trés fragmentos dsseos utilizados na andlise histomorfométrica de
cada animal foram comparados entre si pelo teste T para avaliar em qual deles a
perda dssea foi mais acentuada dentro de cada tratamento.

O grupo controle mostra que, em machos e fémeas, para o nivel de
significancia 5%, as vértebras t€ém menor massa Ossea trabecular em relagdo ao
colo e o condilo femorais (Quadro 5). Para o grupo de animais castrado (p<0,01),
essa propor¢do permanece para machos. J4 nas fémeas, a massa Ossea trabecular
apresenta-se na seguinte ordem decrescente: colo, vértebra e condilo. Em todos os
animais tratados com glicocorticéide (Grupo 3 e 4), o condilo femoral passa a ter
perda similar a das vértebras, tanto para machos quanto para fémeas (p<0,05).

Apesar de a osteoporose ser considerada uma doenca sistémica (SHEA
e MILLER, 2005), estes resultados mostram que a perda 6ssea nao é uniforme
dentro do esqueleto. Essa diferenca ocorre porque a atividade da BMU depende da
irrigacdo sanguinea local e estimulacdo mecanica, que também ndo € uniforme ao

longo do esqueleto (WEINSTEIN e MANOLAGAS, 2000). No osso trabecular, a
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irrigacdo ocorre a partir da medula dssea; assim, o furnover 6sseo € maior no 0sso
envolvido por medula 6ssea vermelha (SHEA e MILLER, 2005). A transmissao
de sinais mecanicos também tem grande influéncia na ativacdo da BMU: ossos ou
partes de 0ssos sujeitos a maior tensdo mecanica, t€m maior furnover GOsseo
(HAZENBERG et al, 2006). Por esses motivos, os locais do esqueleto em que as

fraturas s@o mais comuns devem ser priorizados como locais de escolha para os

exames diagnosticos.

TRAT Controle Castrado
MACHO" FEMEA" MACHO" FEMEA™
MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
COLO 65,25 a 61,00 a 4525a 50,50 a
COND 56,00 a 59,50 a 37,75a 27,75 ¢
VERT 48,50 b 47,75 b 25,25b 38,25b
TRAT Glicocorticoide Castr+Glic
MACHO" FEMEA" MACHO™ FEMEA™
MEDIA MEDIA MEDIA MEDIA
COLO 43,50 a 45,50 a 40,25 a 4325a
COND 32,30 b 32,75b 33,75b 34,50 b
VERT 31,25b 32,00 b 27,75b 30,25 b

Quadro 5: Comparagdo das médias obtidas na histomorfometria entre ossos pelo teste t de
Student. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). * significativo ao nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05). ns ndo significativo. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si.

Perda Ossea Relativa

A perda Ossea, calculada em porcentagem, em relagdo ao grupo
controle € mostrada no quadro 6.

Em humanos, a osteoporose é definida na avaliacdo histomorfométrica
como perda 6ssea maior que 11% (ALEXANDRE, 2005). Caso seja possivel
projetar tal medida para ratos, pode-se afirmar que os animais, aos 56 dias de
experimento, apresentaram osteoporose. No entanto, apesar da utilizacdo de
ensaios experimentais com ratos ser muito comum para o estudo da osteoporose,
existem diferencas fundamentais entre o esqueleto humano e o de ratos. BAGI e
colaboradores (1997) citam, entre outras diferencas, a forma do colo femoral em

seccao transversal (circular no rato e triangular em humanos) e a porcentagem de
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osso cortical (72,5% em ratos e 12,5% em humanos) e enfatizam a importancia de
um grupo controle apropriado para fazer uma extrapolagdo adequada dos dados

obtidos com estudos em ratos para humanos.

COLO
MACHOS FEMEAS
MEDIA | VTO% | PERDA OSSEA% | MEDIA | VTO% PERDA OSSEA %
1| 6525 | 53,93 * 61,00 50,41 *
2| 4525 | 37,40 30,65 50,50 41,74 17,21
3| 43,50 | 35,95 33,33 45,50 37,60 25,41
4| 4025 | 33,26 38,31 43,25 35,74 29,10
CONDILO
MACHOS FEMEAS
MEDIA | VTO% | PERDA OSSEA% | MEDIA | VIO% PERDA OSSEA %
1| 56,00 | 46,28 * 59,50 49,17 *
2| 37175 | 31,20 32,59 27,75 22,93 53,36
3| 32,50 | 26,86 41,96 32,75 27,07 44,96
4| 33,75 | 27,89 39,73 34,50 28,51 42,02
VERTEBRA
MACHOS FEMEAS
MEDIA | VTO% | PERDA OSSEA% | MEDIA | VTO% PERDA OSSEA %
1| 48,50 | 40,08 * 47,75 39,46 *
2| 2525 | 2087 47,94 38,25 31,61 19,90
3| 31,25 | 25,83 35,57 32,00 26,45 32,98
4| 2775 | 22,93 42,78 30,25 25,00 36,65

Quadro 6: volume trabecular 6sseo (%) e Perda Ossea (%), para colo, condilo e vértebras nos
grupos. (1) Grupo Controle; (2) Castrado; (3) Tratados com Dexametasona e; (4) Castrado tratado
com o Glicocorticéide.

2. Imunoistoquimica

Apenas o grupo castrado, tanto machos quanto fé€meas, apresentou
imunomarcagdo, ainda que fraca, na camada de osteoblastos que cobre a
superficie das trabéculas Osseas, indicando a presenca de expressdo de RANKL
(Figuras 9 e 10). Esta observagdo estd de acordo com o esperado para este grupo,
uma vez que a auséncia dos hormonios sexuais pode levar a um aumento da
inducdo de RANKL, que estimula a ativacao da atividade osteoclastica (RIGGS et
al, 2002). Os glicocorticéides também podem induzir a expressaio de RANKL
(MCLAUGHLIN et al, 2002; LANNA et al, 2003) e a ndo observacdo de

imunomarcacao nos grupos tratados com glicocorticéide pode ser um indicio de
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que a sintese da citocina pelos osteoblastos estd diminuida no momento da andlise
pela acdo de inibi¢do metabdlica do medicamento (ZIEGLER e KASPERK, 1998;
MANELLI e GIUSTINA, 2000; LAFAGE-PROUST et al, 2003). Apesar de
alguns efeitos dos glicocorticéides serem revertidos quando retirado o
medicamento (MANELLI e GIUSTINA, 2000), os resultados mostram que o
tempo decorrido entre a ultima aplicacio de dexametasona (28 dias de
experimento) e a coleta (56 dias), ou seja, 28 dias de intervalo, ndo sdo suficientes
para que os osteoblastos expressem RANKL, pois o grupo 4 recebeu
glicocorticéide, mas também foi castrado, isto €, se seus osteoblastos tivessem se

recuperado, poderiam tornar a expressar RANKL como no Grupo 2.

Figura 9: Fotomicrografia da imunoisto-quimica de uma fémea do grupo controle. Auséncia de
imunomarcagao.
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Figura 10: Fotomicrografia da Imunoisto-quimica de um macho do grupo castrado.
Imunomarca¢ido muito fraca (setas) em poucos campos das laminas.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas avaliagdes imunoistoquimica

de RANKL e histomorfométrica do volume trabecular 6sseo, segundo o protocolo

e condicdes descritas, pode-se concluir:

1.

A avaliacdo histomorfométrica dos grupos castrado, tratado com
glicocorticéide e castrado seguido de tratamento com
glicocorticéide determina uma diminuicdo do volume trabecular
Osseo em quantidades similares.

O volume trabecular 6sseo analisado por histomorfometria é
semelhante entre machos e fémeas normais.

A perda de massa trabecular dssea ndo € uniforme entre colo
femoral, condilo femoral e corpo vertebral.

A massa trabecular 6ssea do corpo vertebral de ratos normais é
menor que no colo e condilo femorais.

O condilo femoral mostra maior sensibilidade a perda dssea que o
colo e a vértebra.

Ap6s 28 dias do final do tratamento com dexametasona, ainda ndo
ha expressdo de RANKL detectdvel por imunoperoxidase.

Aos 56 dias de experimento, 0s animais apresentavam osteoporose.
Bloqueio de RANKL como possivel terapia contra osteoporose

pode nao ser eficaz na osteoporose induzida por glicocorticéide.



45

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALEXANDRE, C. Androgens and bone Metabolism. Joint Bone Spine, v. 72, p.
202-206. 2005.

ARRON, J. R.; CHOI, Y. Bone versus Immune System. Nature, v. 408, p. 535-
536. 2000.

BAGI, C. M., WILKIE, D., GEORGELOS, K., WILLIAMS, D., BERTOLINI, D.
Morphological and structural characteristics of the proximal femur in human and

rat. Bone, v. 21, n. 3, p. 261-267. 1997.

BARON, R. Arming the Osteoclast. Nature Medicine, v. 10, n. 5, p. 458-460.
2004.

BEZERRA, M. C.; CARVALHO, J. F.; PROKOPOWITSCH, A. S.; PEREIRA,
R. M. R. RANK, RANKL and Osteoprotegerin in Arthritic Bone Loss. Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, v.38, p.161-170. 2005.

BLAIR, H. C.; ROBINSON, L. J.; ZAIDI, M. Osteoclast Signalling Pathways.
Biochemical and Biophysical Reasearch Communications, v. 328, p. 728-738 .

2005.

CAPPER, C.; FLANAGAN, M. OPTIONS: Osteoporosis Prevention in UK
Schools. Journal of Orthopaedic Nursing, v. 9, p. 39-42. 2005.



46

CARDA, C.; SILVESTRINI, G.; DE FERRARIS, M. E. G.; PEYDRO, A.;
BONUCKCI, E. Osteoprotegerin (OPG) and RANKL Expression and Distribution
in Developing Human Craniomandibular Joint. Tissue and Cell, v. 37, p. 247-

255. 2005.

CAO, X.; CHEN, D. The BMP Signaling and in vivo Bone Formation. Gene, v.
357, p. 1-8. 2005.

CENCI, S.; WEITZMANN, M. N.; ROGGIA, C.; NAMBA, N.; NOVACK, D
WOODRING, J.; PACIFICI, R. Estrogen deficiency induces bone loss by
enhancing T-cell production of TNF-a. The Journal of Clinical Investigation, v.

106, p. 1229-1237. 2000.

FAN, Y.; LIU, J.; WANG, S.; WANG, H.; SHI, F.; XIONG, L.; HE, W.; PENG,
X. Functional Proteome of Bones in Rats with Osteoporosis Following

Ovariectomy. Life Sciences, v. 76, p. 2893-2901. 2005.

FENG, X. Regulatory Roles and Molecular Signaling of TNF Family Members in
Osteoclasts. Gene, v. 350, p. 1-13. 2005.

FERRETTI, J. L.; COINTRY, G. R.; CAPOZZA, R. F.; FROST, H. M. Bone
Mass, Bone Strength, Muscle-Bone Interactions, Osteopenias and Osteoporosis.

Mechanisms of Ageing and Development, v. 124, p. 269- 279. 2003.

GALL J. C. Osteoporose. Revista Acta Ortopedica Brasileira, v. 9, p. 53-62.
2001.

GENNARI, L.; BECHERINI, L.; FALCHETTI, A.; MASI, L.; MASSART, F;
BRANDI, M. L. Genetics of osteoporosis: role of steroid hormone recptor gene
polymorphisms — review. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular

Biology, v. 8, p. 1-24. 2002.



47

GRCEVIC, D.; KATAVIC, V.; LUKIC, L. K.; KOVACIC, N.; LORENZO, J. A.;
MARUSIC, A. Cellular and Molecular Interactions between Immune System and
Bone. Croatian Medical Journal, v. 42, n. 4, p. 384-392. 2001.

HAZENBERG, J. G.; LEE, T. C.; TAYLOR, D. The Role of Osteocytes in
Functional Bone adaptation. BoneKey-Osteovision, v. 3, p. 10-16. 2006.

HERNANDEZ, C. J.; BEAUPRE, G. S.; CARTER, D. R. A Theoretical Analysis
of the changes in Basic Multicellular Unit Activity at Menopause. Bone, v. 32, p.
357-363. 2003.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia basica. 9° ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 1999. 412p.

KARSENTY, G. Bone Formation and Factors Affecting this Process. Matrix
Biology, v. 19, p. 85-89. 2000.

KARTSOGIANNIS, V.; ZHOU, H.; HORWOOQOD, N. J.; THOMAS, R. J;
HARDS, D. K.; QUINN, J. M. W.; NIFORAS, P.; NG, K. W.; MARTIN, T. J;
GILLESPIE, M. T. Localization of RANKL (Receptor Activator of NF-xB
Ligand) mRNA and Protein in Skeleton and Extraskeletal Tissues. Bone, n. 25, p.
525-534.1999.

LAFAGE-PROUST, M. H.; BOUDIGNON, B.; THOMAS, T. Glucocorticoid-
Induced Osteoporosis: Pathophisiology Data and Recent Tratments. Joint Bone
Spine, n. 70, v. 109-118. 2003.

LANNA, C. M. M.; MONTENEGRO IJr; R. M.; PAULA, F. J. A. Fisiopatologia
da Osteoporose Induzida por Glicocorticdide. Arquivo Brasileiro de

Endocrinologia e Metabologia, v. 47, p. 9-18. 2003.



48

LERNER, U. H. Osteoclast Formation and Resorption. Matrix Biology, v. 19, p.
107-120. 2000.

LICATA, A. Osteoporosis in Men: Suspect secondary Disease first. Cleveland
Clinic Journal of Medicine, v. 70, p. 247-254. 2003.

MAGNO, C.; ANASTASI G.; MORABITO, N.; GAUDIO, A.; MAISANO, D;
FRANCHINA, F.; GALI, A_; FRISINA, N.; MELLONI, D. Preventing Bone Loss
during Androgen Deprivation Therapy for Prostate Cancer: Early Experience with

Neridronate. European Urology, v. 47, p. 575-581. 2005.

MANELLI, F.; GIUSTINA, A. Glucocorticoid-induced osteoporosis. Trends in
Endocrinology and Metabolism, v. 11, p. 79-85. 2000.

MANOLAGAS, S. C. Birth and Death of Bone Cells: Basic Regulatory
Mechanisms and Implications for the Pathogenesis and Treatment of

Osteoporosis. Endocrine Reviews, n. 21, p. 115-137. 2000.

MCILWAIN, H. H. Glucocorticoid-Induced Osteoporosis: Pathogenesis,
Diagnosis, and Managenment. Preventive Medicine, v. 36, p. 243-249. 2003.

MCLAUGHLIN, F.; MACKINTOSH, .; HAYES, B. .P; MCLAREN, A.; UINGS,
I. J.; SALMON, P.; HUMPHREYS, J.; MELDRUM, E.; FARROW, S. N.
Glucocorticoid-Induced Osteopenia in the Mouse as Assessed by
Histomorphometry, Microcomputed Tomography, and Biochemical Markers.

Bone, v. 30, p. 924-930. 2002.

MORALES-TORRES, J.: GUTIERREZ-URENA, S. The Burden of Osteoporosis
in Latin America. Osteoporosis International, v. 15, p. 625-632. 2004.



49

MUTHUSAMI, S.; RAMACHANDRAN, [I; MUTHUSAMY, B
VASUDEVAN, G.; PRABHU, V.; SUBRAMANIAN, V.; JAGADEESAN, A,
NARASIMHAN, S. Ovariectomy Induces Oxidative Stress and Impairs Bone
Antioxidant System in Adult Rats. Clinica Chimica Acta, v. 360, p. 81-86. 2005.

NG, K. W.; ROMAS, E.; DONNAN, L.; FINDLAY, D. M. Bone Biology.
Bailliere’s Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 11, p. 1-22. 1997.

PATSCHAND, D; LODDENKEMPER, K; BUTTGEREIT, F. Molecular
Mechanisms of Glucocorticoid-Induced Osteoporosis. Bone, v. 29, p. 498-505.
2001.

REGINSTER, J.-Y.; BURLET, N. Osteoporosis: A Still Increasing Prevalence.
Bone, v. 38, p. S4-S9. 2006.

REID, I. R.; Glucocorticoid-Induced Osteoporosis. Baillieres’s Clinical
Endocrinolgy and Metabolism, v. 14, p. 279-298. 2000.

RHO, J.; TAKAMI, M.; CHOI, Y. Osteoimmunology: Interactions of the Immune
and Skeletal Systems. Molecular and Cells, v. 17, p. 1-9. 2004.

RIGGS, B. L.; KHOSLA, S.; MELTON, L. J. Sex Steroids and the Construction
and conservation of the Adult Skeleton. Endocrine Reviews, v. 23, n. 3, p. 279-

302. 2002.

ROCHA, F. A. C.; RIBEIRO, A. R. Low Incidence of Hip Fractures in an
Equatorial Area. Osteoporosis International, v. 14, p. 496-499. 2003.

RUSSO, C. R.; LAURETANI, F.; SEEMAN, E.; BARTALI B.; BANDINELLI,
S.; DI IORIO, A.; GURALNIK, J.; FERRUCCI, L. Structural Adaptations to
Bone Loss in Ageing Men and Women. Bone, v. 38, p. 112-118. 2006.



50

SAMBROOK, P; LANE, N E. Corticosteroid Osteoporosis. Best Practice &
Research Clinical Rheumatology, v. 15, p. 401-413. 2001.

SANTOS, P. S. Desenvolvimento de um modelo experimental para o estudo
da osteoporose. Vicosa, MG: UFV, 2004. 85 p. Dissertacio (Mestrado em
Medicina Veterindria) — Universidade Federal de Vigosa, 2004.

SHEA, J. E.; MILLER, S. C. Skeletal Function and Structure: Implications for
Tissue-Target Therapeutics. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 57, p. 945-
957.2005.

SHUSTER, S. Osteoporosis, a Unitary Hypothesis of Collagen Loss in Skin and
Bone. Medical Hypothesis, v. 65, p. 426- 432. 2005.

SIQUEIRA, F. V.; FACCHINI, L. A.; HALLAL, P. C. The Burden of Fractures
in Brazil: A Population-Based Study. Bone, v. 37, p. 261-266. 2005.

TAKAHASHI, N.; UDAGAWA, N.; SUDA, T. A. A New Member of Tumor
Necrosis Factor Ligand Family, ODF/OPGL/TRANCE/RANKL, Regulates
Osteoclast Differentiation and Function. Biochemical and Biophysical Research

Communications, v. 256, p. 449-455. 1999.

TAKAYANAGI, H.; OGASAWARA, K.; HIDA, S.; CHIBA, T.; MURATA, S.;
SATO, K.; TAKAOKA, A.; YOKOCHI, T., ODA, H.;, TANAKA, K;
NAKAMURA, K.; TANIGUCHI, T. T-cell-mediated regulation of
osteoclastogenesis by signaling cross-talk between RANKL and IFN-y. Nature, v.
408, p. 600-605. 2000.

TAMURA, Y.; OKINAGA, H.;, TAKAMI, H. Glucocorticoid-induced
osteoporosis. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 58, p. 500-504. 2004.



51

TATE, M. L. K. “Whither flows the fluid in bone?” An Osteocyte’s Perspective.
Journal of Biomechanics, v. 36, p. 1409-1424. 2003.

VAANANEN, K. Mechanism of Osteoclast Mediated Bone Resorption -
Rationale for the Design of New Therapies. Advanced Drug Delivery Reviews,
v. 57, p. 959-971. 2005.

WALSH, M. C.; CHOI, Y. Biology of the TRANCE Axis. Cytokine & Growth
Factor Reviews, v. 14, p. 251-263. 2003.

WEINSTEIN, R. S.; JIA, D.; POWERS, C. C.; STEWART, S. A.; JILKA, R. L,;
PARFITT, A. M.; MANOLAGAS, S. C. The Skeletal Effects of Glucocorticoid
Excess Override Those of Orchidectomy in Mice. Endocrinology, v. 145, p.
1980-1987. 2004.

WEINSTEIN, R. S.; MANOLAGAS, S. C. Apoptosis and Osteoporosis.
American Journal of Medicine, v. 108, p. 153-164. 2000.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Prevention and Management of
Osteoporosis. WHO Technical Report Series, v. 921, 193p. 2003.

ZIEGLER, R; KASPERK, C. Glucocorticoid-Induced Osteoporosis: Prevention
and Treatment. Steroids, v. 63, p. 344-348. 1998.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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