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RESUMO

PESSOA, André Luiz de Campos. A inibicdo da fosfodiesterase-5 (PDE5) melhora a
regeneracdo 0ssea nos estagios precoces da necrose avascular traumética da cabeca do
fémur em ratos. 2020. 72 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2020.

A necrose avascular da cabeca do fémur (NACF) pos-traumatica afeta pacientes jovens
e pode levar a limitacdo funcional e substituicdo articular através da artroplastia, procedimento
de alto custo. Propostas de métodos para otimizar a regeneracao tecidual vém sendo discutidas,
ainda que experimentalmente. Os inibidores da fosfodiesterase-5 (PDES5) atuam na inibicdo da
degradacdo da guanosina monofosfato 3°,5’-ciclica (GMPc) na via do o6xido nitrico (NO),
aumentando sua biodisponibilidade e promovendo o recrutamento neovascular mediado pelo
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a inducdo a regeneracao do tecido 0sseo
isquémico. A hipdtese do autor € que os inibidores da PDE5 atuam favorecendo a regeneracao
do tecido 6sseo através de acbes neoangiogénicas e osteogénicas. Trinta ratos machos Sprague-
Dawley (SD) (6 meses de idade) foram submetidos & um modelo experimental de NACF
traumatica, divididos em 2 grupos de acordo com a administracdo de 5mg/Kg de citrato de
sildenafila (grupo tratado) ou agua destilada (grupo controle). Os ratos foram sacrificados ao
7°, 14° e 21° dias. Tecnicas histologica (H&E, azul de toluidina e tricrbmico de Goldner),
histoquimica (periodic acid-Schiff [PAS]) e imunohistoquimica (VEGF e osteopontina) foram
utilizadas para quantificar as respostas vascular e Ossea. Foi observado aumento da
imunomarcacao de VEGF (p<0,01) e de osteopontina (p<0,01) na epifise da cabecga femoral,
aumento da imunomarcacdo do VEGF na placa de crescimento epifiséria (p<0,01), aumento de
formacdo de tecido ostedide (p<0,01 ao 7° dia; p<0,05 ao 14° dia), e de coloragdo de
glicoproteinas pelo PAS (p<0,01 ao 7° dia) no grupo tratado com citrato de sildenafila. O
presente estudo demonstrou que o citrato de sildenafila otimizou a regeneracdo 6ssea pelo
aumento da sinalizacdo do VEGF e da expressdo da osteopontina, com aumento da formacao
Ossea (ostedide e deposicdo de macromoléculas de carboidratos) nos estagios iniciais seguidos
ao trauma isquémico. Logo, podemos considerar que o tratamento com o citrato de sildenafila
melhora o progndstico dos pacientes com NACF pds-traumatica.

Palavras-chave: Citrato de sildenafila. Inibidores da fosfodiesterase-5. Osteonecrose. Necrose

avascular. Mecanismo de trauma.



ABSTRACT

PESSOA, André Luiz de Campos. Phosphodiesterase-5 inhibition improves bone
regeneration at early stages of traumatic avascular necrosis of the femoral head in rats.
2020. 72 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Post-traumatic avascular necrosis of the femoral head (ANFH) affects young patients
and may lead to functional limitation and joint replacement, with total hip arthroplasty, which
is a costly procedure. Proposed methods to optimize ischemic tissue regeneration have been
reported. Phosphodiesterase-5 inhibitors (PDES) act by inhibiting the degradation of guanosine
3',5'-cyclic monophosphate in the nitric oxide pathway, increasing its bioavailability and
promoting vascular endothelial growth factor (VEGF)-mediated neovascular recruitment and
the induction of tissue regeneration in ischemic bone. The author's hypothesis is that PDE5
inhibitors work by promoting bone tissue regeneration through neoangiogenic and osteogenic
actions. Thirty male SD rats (6-month-old) were subjected to an experimental model of
traumatic ANFH, divided into 2 groups, according to the administration of 5 mg/kg sildenafil
citrate or water (control group). Rats were then sacrificed at 7, 14, and 21 days. Histological
(H&E, blue toluidine, Goldner's trichrome), histochemical (periodic acid-Schiff [PAS]) and
immunohistochemical (VEGF and osteopontin) techniques were used to quantify bone and
vascular responses. Higher levels of VEGF (p<0.01) and osteopontin (p<0.01) immunostaining
in the epiphysis, increased VEGF immunostaining in the epiphyseal growth plate (p <0.01),
greater formation of osteoid tissue (p<0.01 on day 7; p<0.05 on day 14), and higher levels of
PAS staining (p<0.01 on day 7) were observed in the sildenafil citrate-treated group. The
present study demonstrated that sildenafil citrate optimized bone tissue regeneration by
increasing VEGF signaling and osteopontin expression, with increased bone formation (osteoid
and carbohydrate macromolecule deposition) in the early stages following traumatic ischemic
insult. Thus, sildenafil citrate treatment may improve the prognosis of patients with
0Steonecrosis.

Keywords: Sildenafil citrate. Phosphodiesterase-5 inhibitors. Osteonecrosis. Avascular

necrosis. Trauma mechanism.
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INTRODUCAO

A necrose avascular da cabeca do fémur (NACF) é uma doenca de etiopatogenia
complexa, frequentemente de apresentacdo asseptica, que resulta na interrupcdo completa ou
parcial do aporte de oxigénio e nutrientes ao tecido 6sseo com mudltiplos mecanismos
moleculares e celulares (apoptose, alteracdo da homeostase dos osteoblastos/osteoclastos,
anormalidades dos lipideos e/ou da coagulacdo e estresse oxidativo, por exemplo) que,
associados ou ndo, levam a morte tecidual. Foi comparada a isquemia do miocardio por
semelhancas no seu mecanismo de lesdo, outrora denominada como “doenga coronaria do
quadril” (CHANDLER, 1948). A osteonecrose esté relacionada a mecanismos traumaticos e
atraumaticos, sendo este ultimo comumente associado ao uso prolongado de corticoides e ao
alcoolismo. Nas condi¢6es traumaticas, o fémur proximal possui particularidades anatémicas

da sua rede vascular arterial nutriente que o deixa vulnerdvel a doenca isquémica (Figura 1).

Figura 1 - llustracdo das principais artérias responsaveis pelo suprimento sanguineo da

cabeca do fémur.

Artéria do ligamento
redondo

Vasos epifisarios
péstero-superiores

Vasos epifisarios
postero-inferiores

Artéria circunflexa medial

Artéria circunflexa lateral

Legenda: As artérias circunflexas sao responsaveis por 80% do suprimento vascular da cabeca do fémur e fazem

parte da rede de circulagdo extra-dssea. Fonte: O autor, 2020.
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O mecanismo traumatico afeta principalmente pacientes jovens entre a terceira e a
quinta décadas, podendo levar a mau prognostico a longo prazo caso ocorra complicacdes.
Estima-se que anualmente sejam diagnosticados de 20.000 a 30.000 novos pacientes nos
Estados Unidos da América com NACF que, observando sua histdria natural, poderia evoluir
para osteoartrose avancada do quadril com piora da qualidade de vida e eventualmente levando
a substituicdo articular cirdrgica através da artroplastia total do quadril (ATQ). Nos Estados
Unidos da América de 5 a 12% das ATQs, procedimento de alta complexidade e elevado custo,
sdo realizadas baseado-se nesse diagnostico (VAN DER JAGT et al, 2015). Em algumas
doencas caracteristicas da infancia e adolescéncia, como a doenca de Legg-Calve-Perthes e a
epifisidlise da cabeca do fémur (ECF), a relagdo etiopatolégica com 0 mecanismo de trauma
nem sempre é bem estabelecida (LEROUX et al, 2018). Na ECF, a necrose avascular € de risco
reconhecido, especialmente na sua forma aguda e instavel, com 5% resultando em ATQ em 20
anos de acompanhamento (MATHEW et al, 2019).

Fisiopatologicamente, ap0s a isquemia 0ssea, uma regiao de espessamento ou esclerose
Ossea se forma as margens da area infartada. Se a necrose ocorrer numa regido de carga
mecanica da cabeca do fémur, surgirdo fraturas subcondrais tardiamente durante o processo de
regeneracdo 6ssea. Com micro fraturas repetidas e carga continuada, a fratura original ndo
consolida completamente e novas fraturas aparecerdo. As fraturas secundarias se estendem
entre 0 0sso subcondral e 0 segmento 6sseo necrosado, podendo levar ao seu colapso e tornando
a cabeca femoral deformada e incongruente com a acetabulo. A cabeca ndo esférica articulando
com o acetabulo produz atrito e erosdo, com secundaria condropatia. O ciclo se repete, tendo
como histéria natural as alteragdes degenerativas articulares, no caso a coxartrose
(GLIMCHER; KENZORA, 1979).

O 6xido nitrico (NO), radical livre altamente reativo que se difunde rapidamente entre
as células, tem funcdo tanto citoprotetora quanto citotoxica (favoravel em condicdes
patoldgicas). Muitas a¢cdes do NO sdo mediadas via estimulacéo da enzima solavel intracelular
guanilato ciclase. A resultante, guanosina monofosfato 3°, 5°- ciclica (GMPc), é responsavel
pelos multiplos efeitos fisioldgicos do NO, que incluem por exemplo, o relaxamento das células
musculares lisas e a inibicdo da agregacdo plaquetaria (GRANT; EL-FAKAHANY, 2004). Os
niveis de GMPc intracelulares ndo sdo determinados apenas pela atividade da guanilato ciclase,
mas também pela conversdo de GMPc em guanosina monofosfato - 5 (GMP) via acdo das
fosfodiesterases (PDESs). Essas enzimas sdo responsaveis pela hidrdlise do GMPc e do

monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), mensageiros intracelulares responsaveis por mediar
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respostas a varios horménios e neurotransmissores. Ao hidrolisar os monofosfatos ciclicos
(Mc), as PDEs regulam vérios processos fisioldgicos importantes incluindo resisténcia
vascular, débito cardiaco, motilidade visceral, resposta imunoldgica, inflamacéo,
neuroplasticidade, visdo e reproducdo (GHOSH et al., 2009). Além disso, 0 NO é um
reconhecido regulador da angiogénese através de varias respostas celulares que incluem (mas
néo se limitam) o aumento da sua proliferacéo e sobrevida, da motilidade celular endotelial e

da ativacdo das vias necessarias para atividade angiogénica.

Diferentes terapias tém sido pesquisadas com a finalidade de interferir na progressédo da
osteonecrose de forma preventiva, a fim de evitar ou amenizar a deformidade osteocondral
residual da cabega do fémur. Nas NACF atraumaéticas induzidas pelo corticOide, algumas
substancias tém sido avaliadas ainda que experimentalmente, como a pravastatina (JIANG et
al., 2014), Coenzima Q10 (KOMURCU et al., 2014), ferulato de sédio (TIAN et al., 2013),
edaravona (LI et al., 2013), sinvastatina (OLIVEIRA et al., 2007) e eritropoietina (CHEN et
al., 2014); assim como a estimulacéo elétrica através do pulso de campo eletromagnético (LI et
al., 2014). Nas osteonecroses induzidas por isquemia, a associa¢do do ibandronato com a
proteina morfogenética 6ssea (BMP) 2 mostrou-se eficaz na diminuicdo da deformidade da
cabeca femoral enquanto estimulam a formacdo Gssea em um modelo animal imaturo
(VANDERMEER et al., 2011). Os resultados fornecem uma prova do conceito de que uma
combinagdo de agentes anti-reabsortivos e anabolizantes podem melhorar significativamente a
cicatrizacdo dssea e diminuir a deformidade em consequéncia da osteonecrose isquémica na

cabeca femoral.

O citrato de sildenafila € um inibidor seletivo da fosfodiesterase do tipo 5 (PDE5),
especifica do GMPc (BOOLELL et al., 1996), portanto aumenta a biodisponibilidade tecidual
do mesmo sem a necessidade da atividade da enzima oxido nitrico sintetase (NOS). E admitido
portanto que esses farmacos sejam capazes de causar alteracdes hemodinamicas em sitios onde
a PDE5 encontra-se presente ocasionando alteragcdes circulatorias sistémicas (KERR;
DANESH-MEYER, 2009). O efeito da terapia com o citrato de sildenafila também ¢é
dependente da atividade da proteina quinase G (PKG), demonstrando que o aumento da

atividade angiogénica mediada pelo aumento do GMPc ocorre através da sinalizacdo dessa via.

A via do NO, tendo o citrato de sildenafila como inibidor da hidrolise do GMPc e
consequentemente ocasionando seu acumulo e biodisponibilidade (potencializando a acéo do
NO), tem se mostrado promissor na cicatrizagdo do tecido 6sseo, seja pelo aumento do fluxo

sanguineo secundario a vasodilatacdo, acelerando assim a transi¢éo do calo cartilaginoso para
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o calo ésseo (YAMAN et al., 2011) (HISTING et al., 2011), ou por acdo celular direta,
estimulando a formacdo dssea e inibindo sua reabsor¢do (RALSTON et al., 1995) (LOWIK et
al., 1994) (KASTEN et al., 1994) (MACINTYRE et al., 1991) (DIWAN et al., 2000).
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 A Osteonecrose

O conceito da necrose do tecido 6sseo foi descrito inicialmente por Hipocrates
(MCCARTHY, 1982), tendo a primeira descri¢do clinica sido observada em 1792 por James
Russell, em um caso de morte 6ssea sepse-induzida (NIXON, 1983). Quase um seculo apos tal
relato, foi descrito o infarto do tecido 6sseo na auséncia de infeccéo, caracterizando sua forma
asséptica (AXHAUSEN, 1928).

A osteonecrose da cabeca do fémur vem sendo relacionada com diversas condicfes
clinicas, podendo ser etimologicamente dividida em dois grandes grupos: traumaéticas e
atraumaticas. Com relacéo a epidemiologia, as formas traumaticas estdo mais frequentemente
associadas as fraturas do colo de fémur e as luxacbes do quadril. Ainda que a denominacao
mais frequente das formas atraumaticas seja idiopética, desordens metabodlicas sdo a base de
todos os pacientes. O metabolismo hepético estd frequentemente alterado pela sindrome de
base, pelo uso excessivo de alcool ou pela administracdo de esterdides no tratamento de uma
doenca imunoldgica ou autoimune, sendo essa Ultima a principal causa das formas atraumaticas
(relacionada ao wuso de corticoides), tendo sido inicialmente descrita em 1957
(PIETROGRANDE; MASTROMARINO, 1957). Os principais agentes etiolégicos da
osteonecrose da cabeca do fémur sdo demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1 - Principais agentes etioldgicos relacionados a NACF.

Uso cronico de esterdides, bisfofonatos,
Medicamentos, dieta e habitos alcoolismo, tabagismo, disbarismo,

envenenamento por chumbo, choque elétrico

Condic6es musculoesqueléticas  Trauma, doenca de Legg-Calvé-Perthes, displasia
com comprometimento da desenvolvimental do quadril, epifisidlise do

integridade estrutural fémur proximal

Embolia gordurosa, pancreatite, hepatopatia
_ cronica, gravidez, doenca de Fabry, doenca de
Doencas do metabolismo ) -
Gaucher, gota, hiperparatireoidismo,

hiperlipidemia, hipercolesterolemia, diabetes

Anemia falciforme, hemofilia,
. . hemoglobinopatias, talassemia, coagulagao
Condic6es hematoldgicas ) ) ) .
intravascular disseminada, trombofilia,

hipofibrindlise, tromboflebite/trombose venosa.

Sindrome de anticorpos antifosfolipideos, artrite
Condicdes reumatoldgicas reumatoide, doenca inflamatéria intestinal,

arterite necrotizante, polimiosite, sarcoidose

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
Doengas infecciosas osteomielite, meningococcemia, sindrome de

estresse respiratorio agudo

. Transplante de 6rgéos, exposicao a irradiacao,
Doencas oncoldgicas, ) ) ) )
hipertermia profunda regional, leucemia
transplante e seus tratamentos ) o
linfoblastica aguda.

Legenda: Relacdo dos sistemas e condicdes clinicas pertinentes a etiopatogenia da osteonecrose e suas respectivas

doencas correlatas.
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A fisiopatologia da necrose dssea é muito similar entre criancas e adultos. O que 0s
diferencia € a maturidade da cartilagem. Enquanto as crian¢as possuirem uma cartilagem
epifisaria de crescimento capaz de reparar a cabeca femoral, quaisquer deformidades que
ocorram durante a evolucédo da doenga tem um potencial para restauracao, 0 que nao ocorre no
adulto porque a cartilagem epifisaria € muito fina, justa articular e ndo tem potencial de
crescimento. Assim, quanto mais jovem é a crianga melhor o prognostico (SCHOENECKER
etal., 1993) (AYDIN et al., 2016).

A sequéncia de eventos gque ocorrem na fisiopatologia da necrose 0ssea podem ser

divididas em duas fases sucessivas: a isquemia e a sua regeneracao.

O tempo exato a partir do qual a fase da isquemia ocorre é dificil de predizer, mesmo
nas formas atraumaticas, quando relacionadas com alguma doenca, ndo é possivel determinar
por quanto tempo ela permaneceu silenciosa. Isso também se aplica as formas traumaticas,
ainda que uma fratura seja sua origem, eventualmente € dificil explicar o porqué de fraturas
mais graves ou de pior prognoéstico para isquemia da cabeca femoral ndo evoluirem para tal e

outras formas mais benignas sim.

Nos casos atraumaticos em criangas ndo € claro se a origem da isquemia esta nos vasos
que nutrem a epifise (NISHIO, YAKUSHUJI, 1962), no sangue transportado por elas
(KLEINMAN, BLECK, 1981) ou na matriz cartilaginosa que envolvem 0s vasos penetrantes
da cartilagem epifisaria (PONSETI et al., 1983). Com relacdo a essa Ultima hipotese, a
composicdo alterada da cartilagem de crescimento poderia facilitar o rompimento dos canais

vasculares que suprem a regido epifisaria da cabeca do fémur.

Acredita-se que ao longo da interrupcao do suprimento vascular, ndo ocorram alteracfes
no tecido 6sseo mineralizado e assim, as imagens radiolégicas ndo se apresentam de forma
alterada ou patoldgica, sendo necessarios exames dinamicos como a cintilografia 6ssea e a
ressonancia magnética para confirmacao. Para que sinais radiol0gicos ocorram € necessario que
0s segmentos de 0sso morto sejam revascularizados, promovendo a migracao de células tronco
mesenquimais para area necrotica, assim as mesmas se multiplicam e se diferenciam em células
formadoras de 0sso, 0s osteoblastos, que irdo formar tecido 6sseo novo aposicional com a
subsequente reabsorcdo pelos osteoclastos. Esse evento constitui o primeiro passo para fase de

regeneracao.

A nivel histologico, as células da medula 6ssea sdo a primeira populacdo a morrer,

seguidas pelos osteoblastos e ostedcitos. O diagnostico histoldgico é feito quando ndo se
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observa a presenca dos ostedcitos nas suas lacunas. Preparos de microscopia eletronica e
coloracbes de DNA tém demonstrado que ainda que ostedcito esteja na sua lacuna, ele pode
encontrar-se inviavel (GUERADO, 1988).

Quando o evento isquémico e a necrose ocorrem, alguns mediadores moleculares
mobilizam e encorajam células tronco mesenquimais para area necrotica. Para essa proposta,
novos vasos penetrantes se formam a partir da cartilagem epifiséria. Esse fenémeno representa

um potencial para novas terapias (HOWELL et al., 2016).

Estudos experimentais em animais imaturos sobre regeneracdo do fluxo sangiineo
utilizando a técnica de Rhinelander demonstraram que essa revascularizacdo é exagerada em
relagdo ao fluxo normal prévio, antes do evento isquémico (GUERADO, 1988). A cartilagem
de reparo também cresce de maneira exagerada, de maneira que a cabeca do fémur pode crescer
de maneira desproporcional com relacdo ao acetabulo, resultando em eventual subluxacdo da
mesma, sabidamente achado de mau progndstico e sinal de cabeca em risco na doenca de Legg-
Calve-Perthes (MUIRHEAD-ALLWOOD, CATTERALL, 1982).

No comeco dessa fase de regeneracdo, dois diferentes fendbmenos ocorrem no tecido
0sseo necrosado. Por um lado, o 0sso compacto subcondral ird sustentar um balango negativo
de aposicao-reabsorcao 6ssea; osteoclastos originados dos mondcitos coalescentes expressam
o fendtipo de células gigantes multinucleadas e removem esse 0sso compacto que suporta a
cartilagem, conhecido ha 90 anos como “substitui¢do rasteira” (creeping substituton)
(PHEMISTER, 1930). Por outro lado, o tecido 6sseo esponjoso situado no centro da cabeca do
fémur ir& receber um balango aposicional positivo. Um exame radioldgico nessa fase podera
apresentar uma linha de radioluscencia subcondral correspondente a fratura subcondral. Esse
enfraquecimento 6sseo subcondral ndo é capaz de suportar forcas de compressdo em areas de
carga, consequentemente a superficie articular da cabeca colapsa. E importante observar que o
tecido cartilaginoso ndo € primariamente afetado até que a substituicdo do 0sso subcondral e 0

colapso ocorram.

O quadril de um adulto, nessa fase, eventualmente ira evoluir para artrose, enquanto o
quadril de uma crianca poder& ocorrer uma recuperacdo da altura da epifise colapsada na
dependéncia da capacidade da cartilagem epifisaria de sintetizar matriz cartilaginosa nova,

fendmeno conhecido como “plasticidade biologica”.

Atsumi et al., realizando angiografia superseletiva da artéria circunflexa medial em

dezesseis quadris de adultos diagnosticados em estagio inicial de osteonecrose através de
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cintilografia e seus quadris contralaterais ndo afetados, observaram que a revascularizagéo foi
obtida ndo apenas na cabeca necrosada mas também naquelas ainda ndo afetadas pelo insulto
isquémico. Também observaram, através de ressonancia magnética, um difuso acometimento
da cabeca e colo do fémur com lipossubstituicdo por tecido fibroblastico sem evidencias de
necrose do 0sso trabecular, o que seria creditado a estagio precoce da osteonecrose idiopética.
Achados radioldgicos classicos (radiografia, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética) foram observados, em média, aos 14 meses no seguimento. Tais achados foram: a
medula Ossea é afetada precocemente apds a isquemia e alteracbes na matriz 0ssea sdo
provocadas apenas durante a fase de regeneracdo, pois o tecido 6sseo aposicional neoformado
e absorcédo do tecido 6sseo morto requerem a acdo de células sanguineas transportadas através
de novos vasos sangiiineos. Essa penetracdo de vasos novos ocupam 0 0sso subcondral e o
colapso ocorre quando essa zona de carga da cabeca do fémur é substituida por tecido fibroso.
O subsequente achatamento da cabeca do fémur € facilmente observado como um evento
secundario do colapso. Na sequéncia, a cartilagem articular justaposta, primariamente sadia,
resultard em lesdo e artrose. Profundamente no centro da cabeca femoral, devido a
caracteristicas da revascularizacdo, ocorrera um balanco positivo entre depdsito de tecido 6sseo
aposicional em detrimento da absor¢do, num processo de formacdo de calo 6sseo encondral
semelhante a cicatrizacdo do tecido 6sseo apo6s fratura (ATSUMI, KUROKI, 1992).

As alteracBes histopatologicas que vdo desde o dano vascular isquémico até a
deformidade residual da cabeca do fémur, passando por todo processo de regeneracéo e reparo,
¢ melhor documentado através de modelos experimentais, dado as limitacfes de acesso em
modelos em humanos (KIM, 2012). Os achados relevantes nos estudos experimentais sao que
a inducdo da isquemia produz uma diminui¢do da forca mecénica da cabega femoral necrética
levando a deformidade na fase avascular inicial (KOOB et al., 2007) (PRINGLE et al., 2004).
A diminuicdo das propriedades mecanicas da cabeca femoral necrotica parece ser multifatorial.
Esses fatores incluem necrose da camada profunda da cartilagem articular (KIM et al., 2001),
aumento do conteudo mineral da cartilagem necrética calcificada e do osso trabecular
(HOFSTAETTER et al.,, 2010) e o acumulo de micro lesdes das trabéculas necroticas
(ARUWAJOYE et al., 2013).

A cabeca femoral é enfraquecida na fase ativa da osteonecrose, assim o efeito da carga
sobre a articulacéo do quadril no desenvolvimento da deformidade da cabeca femoral deve ser
considerado. Repetidas cargas produzindo micro lesbes no 0sso normal sdo detectadas e

reparadas pelos osteoclastos e osteoblastos atraves do processo de remodelacdo (SEEMAN;
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DELMAS, 2006). No tecido 6sseo necrético, as células de reparo ndo estdo disponiveis, por
isso na fase avascular existe um acumulo de leséo tecidual (ARUWAJOYE et al., 2013). A
revascularizacdo da éarea necrdtica de cabeca femoral, que acompanha a reabsorcéo
osteoclastica do trabeculado 6sseo necrosado, diminui ainda mais a resisténcia mecénica da
cabega do fémur infartado. (PRINGLE et al., 2004). O desequilibrio da reabsorcéo dssea produz
areas de radioluscéncia dentro da cabega do fémur necrosada e uma aparéncia fragmentada da
cabeca femoral (KIM, 2012).

1.2 A via do Oxido Nitrico

O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas (MORRIS;
BILLIAR, 1994). Trata-se de um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete
elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, além de um elétron desemparelhado (a maioria das
interacbes quimicas do NO em sistemas biologicos é caracterizada pela estabilizacdo desse
elétron), termodinamicamente instavel em relacdo a sua decomposicdo em oxigénio
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois
nitrogénios guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacdo é catalisada

pela enzima NOS. (Figura 2).

Figura 2. Via do 6xido nitrico.
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Legenda: Reacdo quimica de formacdo do NO, em que a L-arginina, um aminoéacido semi-essencial, é

transformada em L-citrulina e NO pela enzima 6xido ntrico sintetase (NOS): O autor, 2020
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Foram purificadas diferentes isoformas da NOS em diferentes tecidos. Essas isoformas
foram agrupadas em duas categorias: (a) NOS constitutiva (cCNOS), calcio-dependente, que esta
envolvida na sinalizacéo celular, e (b) NOS induzivel (iNOS), calcio-independente e produzida
por macrofagos e outras células ativadas por citocinas (MARLETTA, 1994) (MONCADA et
al., 1991). A cNOS possui duas isoformas: NOS neural (nNNOS ou tipo 1), presente nos
neuronios (BREDT; SNYDER, 1989), e a NOS endotelial (eNOS ou tipo Ill), presente

normalmente nas células endoteliais vasculares e nas plaguetas (MONCADA et al., 1991).

Inicialmente subestimado, o NO era considerado apenas como membro de uma familia
de poluentes ambientais e potencialmente carcinégeno (JAMES, 1995), tendo despertado
interesse cientifico nos meados da década de 80, quando diferentes pesquisas independentes
confirmaram seus beneficios. Foi demonstrado que o relaxamento vascular induzido pela
acetilcolina era dependente da presenca do endotélio e que este efeito era mediado por um fator
humoral labil, mais tarde denominado como "fator de relaxamento dependente do endotélio”
(EDRF) (FURCHQOTT; ZAWADZKI, 1980). Foi ent&o proposto que o mecanismo pelo qual
0 EDRF causava o relaxamento vascular era mediado por um segundo mensageiro intracelular,
a GMPc (RAPOPORT; MURAD, 1983). Outros autores sugeriram que EDRF e NO eram
indistinguiveis na atividade bioldgica (PALMER et al., 1988), estabilidade quimica e
susceptibilidade a inibidores ou potencializacdo, e que ambos tinham sua acdo inibida pela
hemoglobina e potencializada pela superoxido dismutase (IGNARRO, 1990). Foi evidenciado
entdo que o mecanismo pelo qual estes compostos causavam vasodilatacdo envolvia a ativacao
da enzima guanilato ciclase (GC), mediada pelo NO, com o consequente acumulo de GMPc
(KATSUKI, 1977).

O NO produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula muscular e
para o limen vascular. Essa propriedade de difusdo rapida e a facilidade com que o NO penetra
em outras células é devido ao seu pequeno tamanho e pela sua caracteristica lipofilica, aspectos
cruciais para o entendimento das suas atividades biologicas (MONCADA et al., 1991). No
interior da célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima GC,
acarretando uma alteragdo da conformacdo desta enzima e tornando-a ativa (GCa). A GCa
catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato (GTP), levando
a formacdo do GMPc. O sistema GC/GMPc parece ter uma importancia central para a acdo
fisiologica do NO (LENHINGER, 1986) (SNYDER; BREDT, 1992). O aumento da
concentracdo de GMPc na célula muscular resulta no seu relaxamento. O mecanismo de

relaxamento envolve a diminuicio da entrada de calcio inorganico (Ca?*) para a célula, e a agio
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sinérgica de inibicdo da liberagdo com aumento do sequestro de Ca?* no reticulo
endoplasmético (GEWALTIG; KOJDA, 2002). A vasodilatacdo se mantém enquanto a difuséo
do NO para a musculatura lisa vascular estiver ocorrendo. Um aumento no fluxo de NO para a
musculatura lisa vascular provoca maior relaxamento celular e maior vasodilatacdo. Se a
formagéo de NO diminui, ocorre uma vasoconstricdo moderada (WENNMALM, 1994). Esse
efeito vasodilatador parece ser mantido por estimulos fisicos do fluxo pulséatil e forga mecénica
de cisalhamento nas células endoteliais vasculares (WONG; MARSDEN, 1996).

1.3 Acdes do Oxido Nitrico sobre o Tecido Osseo

No tecido dsseo saudavel, existe um continuo equilibrio entre absorcdo pelos
osteoclastos do tecido 6sseo antigo ou danificado e formacdo de tecido 6sseo novo pelos
osteoblastos, eventos regulados por uma variedade de hormonios e fatores locais atuando de
maneira a manter a resposta fisiologica normal (homeostase) a despeito de estimulos externos
e internos, denominada “remodela¢do Gssea”. Os osteoblastos parecem iniciar 0 processo
através da liberacdo na matriz 6ssea de metaloproteinases para degradar o material organico
ndo-mineralizado e expor a superficie mineral para acdao dos osteoclastos, aderindo a superficie
Ossea (WOESSNER, 1994). Os osteoclastos liberam &cido e enzimas proteoliticas como a
catepsina, para degradacdo do tecido 6sseo. Subsequentemente, essas células deixam a area e
sofrem apoptose, sendo substituidas pelos osteoblastos, que irdo formar matriz 6ssea nova com
eventual calcificacdo, tornando-se 0sso maturo. Todo processo de remodelacdo Gssea parece ter
o envolvimento do NO. O NO potencializa a consolidacdo 0ssea, tendo sido observada a
expressdo da NOS (iNOS, eNOS e nNOS) durante seu processo (DIWAN et al., 2000).

O NO é um importante sinalizador molecular no tecido 6sseo. As células Gsseas
expressam as enzimas NOS e podem produzir NO, estando claro que o mesmo tem papel
importante como mediador paracrino e autdcrino em resposta a diversos estimulos como
citocinas pro-inflamatorias (LOWIK et al.,, 1994) (RALSTON ET AL., 1994), estresse
mecénico (KLEIN-NULEND et al., 1998) e hormonios sexuais (ARMOUR et al., 1998). A
utilizacdo da monometil-L-arginina (L-NMMA), um anélogo da L-arginina que compete com
a L-arginina pelo sitio de acdo da NOS e atua como inibidor ndo seletivo da producgdo de NO
suprime a resposta osteogénica em modelos de indugdo mecanica da mesma, sugerindo que a
liberacdo precoce do NO é um sinalizador na transducdo deste estimulo, com subsequente
formacdo Ossea (FOX et al., 1996).
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A sintese do NO envolve duas etapas. Na primeira, ocorre a hidroxilagdo de um dos
nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar a NG-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta reacéo
utiliza NADPH e oxigénio e, provavelmente, envolve o complexo heme da NOS. Na segunda
etapa, ocorre a conversdo da NHA em NO e citrulina. Flavina adenina dinucleotideo, flavina
mononucleotideo e a tetraidrobiopterina sdo utilizados como co-fatores na reacdo (DUSSE et
al., 2003). Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas por analogos da arginina N-
substituidos, como a L-NMMA, N-imino-etil-Lornitina, NG-nitro-L-arginina e 0 metil éster
correspondente, o0 NG-nitro-L-argininametil-éster (L-name). Aplicacfes in vitro da L-arginina
aumentam a producao de NO e de colageno tipo | em culturas de osteoblastos de humanos e
animais (FINI et al., 2001) (TORRICELLI et al., 2002). A aplicacdo sistematica de precursores
do NO levam ao aumento da formacdo 6ssea em fraturas de fémur em ratos (CHOW et al.,
1998), assim como o bloqueio do metabolismo arginina-NO, através da inibicdo da eNOS e
iNOS, facilita o desenvolvimento da n&o-consolidagdo dssea em camundongos Nos2™~ e
Nos3”~ (MEESTERS et al., 2016).

As trés isoformas da NOS foram localizadas no tecido 6sseo (RALSTON et al., 1994)
(RALSTON et al., 1995) (RALSTON; GRABOWSKI, 1996), com quantidades de nNOS
observadas em ostedcitos ainda que ndo expressadas em células osteoblasto-like
(MACPHERSON et al., 1999); a iNOS foi observada nos osteoblastos, células da medula 6ssea
e fracamente nos osteoclastos; e a eNOS foi encontrada nas células do estroma da medula 6ssea,
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. A producdo de NO foi detectada em células primarias
osteoblasto-like e em linhagens de células osteoblasto-like clonadas apds estimulacéo de uma
combinacdo de citocinas pro-inflamatdrias (RALSTON et al., 1994) (LOWIK et al., 1994).

Enquanto a expressdo da iNOS é marcadamente induzida ap6s estimulagdo através de
citocinas, a eNOS ndo é modificada por esse estimulo e estd presente em niveis basais baixos,
podendo-se concluir de uma maneira geral que a eNOS seria responsavel pela mediacdo dos
processos fisiologicos e a INOS pelas respostas patoldgicas (RIANCHO et al., 1995)
(GRABOWSKI et al., 1996) (HELFRICH et al., 1997).

A inducédo da eNOS pelo estrogénio em celulas osteoblasto-like, pode explicar parte da
funcdo protetora desse hormdnio relacionada a perda 0ssea apds a menopausa (ARMOUR,;
RALSTON, 1998). O efeito protetor do estrogénio em ratas com perda 6ssea induzidas por
ooforectomia é diminuido pelos inibidores da NOS (WIMALAWANSA et al., 1996) e estudos
in vitro demonstraram que o 17B-estradiol induz a eNOS em células osteoblasto-like via
receptor de estrogénio (ARMOUR; RALSTON, 1998).
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A proliferacdo dos osteoblastos é reduzida, dependente da dose, pelos inibidores da
NOS (RIANCHO et al., 1995). O NO também € ativo no processo de absor¢éo dssea e atividade
dos osteoclastos, inibindo a formacédo de novos osteoclastos tanto em altas quanto em baixas
concentracdes (RALSTON et al., 1995) (LOWIK et al., 1994) (KASTEN et al., 1994)
(MACINTYRE et al., 1991). A liberacdo lenta e em baixas concentragdes de NO estimula a
replicacdo dos osteoblastos e a atividade da fosfatase alcalina (MANCINI et al., 2000),
condizendo com o processo fisiologico estimulado pelo NO que é produzido pela eNOS, que
inclui a neoformacao de tecido 6sseo induzido pelo estresse (PEAD; LANYON, 1989) e o efeito
adjuvante do NO na consolidacdo éssea (DIWAN et al., 2000). Por outro lado, a liberacéo
rapida e em altas concentrac6es de NO inibe a proliferacdo e induz a apoptose dos osteoblastos,
estando de acordo com os efeitos reportados pelas altas concentracdes de NO através da sua
ativacdo pela iINOS mediadas pelas citocinas pro-inflamatérias (RALSTON et al., 1994)
(DAMOULIS; HAUSCHKA, 1997) (HUKKANEN et al., 1995) (JILKA et al., 1998). Assim
podemos observar a existéncia de um efeito bifasico do NO reportado in vivo junto ao tecido
0sseo: (1) liberacdo lenta e moderada do autacOide é estimulante ao strain mecanico e a
consolidacdo dssea, enquanto que (2) a liberacdo aumentada e acelerada induz a sua inibicéo e
a apoptose. Desta forma teriamos uma possibilidade terapéutica da NO, sendo capaz de
combinar efeito estimulante sobre a atividade dos osteoblastos com o efeito inibitorio sobre a
atividade dos osteoclastos, como por exemplo no tratamento da osteoporose (BRANDI et al.,
1995) (VAN’T HOF; RALSTON, 1997).

1.4 A Osteonecrose e a via do Oxido Nitrico

Existe marcante e bem documentada relacdo com a osteonecrose da cabeca do femur
induzida pelo uso cronico e continuo de glucocorticoides e a via do NO. A supressdo da
producdo dos precursores dos osteoblastos e osteoclastos, 0 aumento da apoptose dos
osteoblastos e osteodcitos, 0 prolongamento do tempo de vida do osteoclasto e a apoptose das
células endoteliais séo todos efeitos diretos do uso de glucocorticéides e tais efeitos contribuem
com a fisiopatologia da osteonecrose. Os glucocorticoides também modulam mediadores
vasoativos como a endotelina-1, noradrenalina e bradicinina, e diminuem a atividade do
ativador de plasminogénio tecidual e aumenta o inibidor-1 do ativador de plasminogénio
tecidual, assim, atuam como reguladores do fluxo sanguineo local, modulando a resposta
vascular as substancias vasoativas. A vasoconstri¢do induzida nas artérias da cabeca femoral

ocasiona isquemia e ma perfusdo tecidual. Os glucocorticdides também causam isquemia
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através do aumento da pressao intradssea que subsequentemente diminui o fluxo sanguineo
para cabeca do fémur pela apoptose das células endoteliais, além de elevar o nivel da
adipogénese e da hipertrofia gordurosa no 0sso medular, eventos relacionados com a

fisiopatologia da osteonecrose da cabeca do fémur (KERACHIAN et al., 2009).

Os esterdides possuem um efeito vasoconstritor nas artérias epifisarias laterais da
cabeca do fémur, que poderia levar a isquemia e subsequente necrose 6ssea. Estudos
experimentais em coelhos com osteonecrose secundaria ao corticdide demonstraram menor
quantidade de lacunas vazias a histomorfometria quando era administrado nitrato previamente
ao inicio da administracdo do corticdide, sugerindo uma potencial medida preventiva na

osteonecrose da cabeca do fémur induzida pelos esterdides (DRESCHER et al., 2011).

O excesso de glucocorticoides também aumenta a inativacdo superdxido-induzida e
suprime a producdo do NO através da diminuicdo da expressdo da eNOS. A eNOS estimula a
producédo de NO, que regula a “tensao” vascular agindo como vasodilatador, inibindo a adeséo
mononuclear as células endoteliais e prevenindo a agregacdo plaquetaria. Um defeito nessa
atividade pode levar a um aumento da resisténcia vascular e uma interrupcao na regulacdo do
fluxo sanguineo, resultando em osteonecrose (KERACHIAN et al., 2009). A diminui¢do do
NO induzido por glucocorticoide diminui a biodisponibilidade do mesmo e ocasiona uma
disfuncédo endotelial levando a insuficiéncia da circulacdo periférica, podendo contribuir para
patogénese da osteonecrose idiopéatica da cabeca do fémur. Essa disfuncdo endotelial vascular
induzida pelo glucocorticéide poderia ser um possivel alvo para o tratamento da osteonecrose
da cabeca do fémur (AKAIKE; MATSUMOTO, 2007).

Polimorfismos genéticos também foram relacionados a osteonecrose vinculada a via do
NO. Polimorfismos no gene da eNOS estéo significativamente associados com o risco para
desenvolvimento da osteonecrose da cabeca do fémur em pacientes com IUpus eritematoso
sistémico (KIM et al., 2013). A frequéncia do polimorfismo no intron 4 do eNOS esta
significativamente elevado nos pacientes com osteonecrose da cabeca do fémur idiopética e
secundaria, sugerindo que o polimorfismo desse gene se relaciona ao risco aumentado para
osteonecrose (GAGALA et al., 2013). Tal polimorfismo também esta associado a baixa sintese
de eNOS, sugerindo um fator de risco genético para a osteonecrose da cabeca do fémur, e pode
induzir sobre os efeitos protetores do NO na patogénese dessa doenga (KOO et al., 2006). O
polimorfismo do T-786C eNOS e a resultante redugédo da producdo de NO esta associada com
da osteonecrose idiopéatica da cabeca do fémur e da mandibula, podendo contribuir com a

patogénese da mesma e abrindo uma opcao terapéutica para o uso de drogas precursoras do
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NO, como a L-arginina (GLUECK et al., 2007) (GLUECK et al., 2010). Foram identificados
polimorfismos na promogéo do VEGF e no receptor para interleucina-23, tendo sido associados

a osteonecrose na populacdo Coreana (KIM et al., 2008).

A aplicacdo local de terapia de ondas de choque resulta em significante aumento sérico
dos niveis de NO e marcadores angiogénicos, osteogénicos e anti-inflamatérios na osteonecrose
da cabeca do fémur (WANG et al., 2011) (YIN et al., 2011).

1.5 As Fosfodiesterases

Os segundos mensageiros e nucleotideos ciclicos (N¢) AMPc e GMPc intermediam a
resposta celular de varios hormonios e neurotransmissores, modulando processos fisiol6gicos
como a funcdo dos hormonios esterdides, agregacdo plaquetaria, apoptose, migracao
leucocitaria, inflamacao, regeneracdo axonal, memoria e regulacdo circadiana. A sinalizacédo
do AMPc e GMPc in vivo envolve trés tipos de enzimas: a ciclase, a fosfodiesterase e a proteina
quinase Nc-dependente. As PDEs sdo as Unicas enzimas que hidrolizam os Nc e assim
contribuem na sinalizacdo dessa via. Ao hidrolisar o Nc, as PDEs regulam processos
fisioldgicos como resisténcia vascular, débito cardiaco, motilidade visceral, resposta imune,
inflamacéo, neuroplasticidade, visdo e reproducdo (GHOSH et al., 2009). O advento e
reconhecimento das PDEs mostrou-se peculiarmente complexo desde o inicio da sua
identificagdo (originalmente de uma enzima em 1958 para cinco isoenzimas em 1985), sendo
sua superfamilia protéica hoje contendo mais de 100 produtos distintos por possuirem
diferentes fatores regulatorios, caracteristicas cataliticas, distribuicdo tecidual, localizacao
subcelular e sensitividade para inibidores das PDEs diversos. Esses produtos protéicos sao
distribuidos em 11 familias distintas (PDEs 1-11) derivados de 21 genes, sendo algumas
familias codificadas por um Unico gene, enquanto outras sdo produtos de multiplos genes. As
PDEs sdo caracterizadas com critérios enzimoldgicos como (1) especificidade de substrato

(AMPc e GMPc), (2) afinidade de substrato e (3) ativacdo da calmudolina, por exemplo.

Todas PDEs possuem um lado catalitico conservado que interage com o Nc quebrando-
0 Nno seu respectivo 5°- nucleotideo. Varias PDEs (2, 5, 6, 10 e 11) contém um lado Nc-ligante
nos seus respectivos dominios regulatérios; esses correspondem em torno de ~120 aminoacidos
conhecidos como GAFs (um acrénimo derivado das proteinas em que esses dominios foram
originalmente identificados, ou seja, cGMP-binding PDEs, Anabaena adenyl cyclases, and

Escherichia coli transcription factor FhlA). Para as PDEs 2, 5 e 6, 0 Nc ligante de um desses
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GAFs na PDE pode agir como sequestrador de Nc sob condigdes adequadas. O lado alostérico
do Nc-ligante das PDEs 2, 5, 6 e 11 se ligam preferencialmente ao GMPc. Essas caracteristicas
0s tornam excelentes alvos para drogas que impactem a funcdo das PDEs (FRANCIS et al.,
2011).

1.6 A Fosfodiesterase-5

A PDE5 exerce um papel critico na modulacdo da via de sinalizacdo do segundo
mensageiro sendo um inibidor seletivo e especifico do GMPc (BOOLELL et al., 1996) (figura
2). E admitido, portanto, que farmacos que controlam sua agdo sejam capazes de causar
alteracbes hemodindmicas em sitios em que a PDE5 encontra-se presente, ocasionando
alteracdes circulatorias locais e sisttmicas (KERR; DANESH-MEYER, 2009).

Com relacdo a sua distribuicdo, a PDE5 € encontrada nas células do masculo liso de
artérias e veias periféricas bem como na circulagdo coronariana e pulmonar, nas plaquetas e nas
celulas endoteliais dos vasos sanguineos (REFFELMANN; KLONER, 2009). Sua presenga no
tecido dsseo foi observada por YAMAN et al., que caracterizaram um efeito angiogénico
favorecedor a cicatrizacdo do tecido 6sseo em modelo experimental de fratura em ratos,
relacionando-o diretamente ao aumento do fluxo sanguineo secundario a vasodilatacdo
ocasionada pela ac¢do do citrato de sildenafila, um inibidor da PDES (mediado pela via do NO).
Esse efeito atingiu seu apice com quatorze dias, acelerando portanto a transicdo do calo
cartilaginoso para o calo 6sseo (YAMAN et al., 2011). HISTING et al., considerando que a
vascularizacdo tecidual é um pré-requisito para a consolidacdo 6ssea (uma vez que sua reducéo
€ um dos principais parametros para o retardo da consolidacdo e para ndo-consolidacao
atrofica), utilizaram o citrato de sildenafila pela sua caracteristica pr6-angiogénica e sua acao
regulatéria sobre o VEGF e proteina rica em cisteina ligante (CYR61) com a finalidade de
acelerar a consolidacdo e formacdo de tecido désseo, aumentando sua rigidez biomecéanica
durante as duas primeiras semanas da consolidacdo, fase caracterizada pela alta atividade
celular (HISTING et al., 2011).

1.7 Os Inibidores da Fosfodiesterase-5

A historia farmacologica das drogas que inibem a PDE tem inicio que remota a sua mais
antiga substancia: a teofilina, utilizada terapéuticamente no tratamento da asma e tendo como

principal mecanismo de acdo a broncodilatacdo. Essa acdo bioquimica da teofilina foi
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caracterizada em 1958 e sua indicagdo como droga inibidora da PDE ocorreu efetivamente
cerca de 20 anos posteriores (BOSWELL-SMITH et al., 2006).

Todos inibidores desenvolvidos competem com o substrato Nc no acesso ao lado
catalitico da PDE. O dominio catalitico, conservado em todas PDEs nos mamiferos,
compreende aproximadamente 270 aminoacidos, se localiza na porcéo carboxil-terminal das

PDEs e exibe 24-51% da sequéncia dos aminoacidos identificados nas suas 11 familias.

Os inibidores da PDE do tipo 5 (PDED5), cujo primeiro representante a ser administrado
em seres humanos foi o Zaprinast® (1,4-Dihydro-5-(2-propoxyphenyl) -7H-1,2,3-triazolo(4,5-
d) pyrimidin-7-one, Sigma-Aldrich® Co. LLC, Estados Unidos), foram desenvolvidos como
drogas estabilizadoras de mastdcitos para o tratamento de processos alérgicos. Percebeu-se que
eles eram capazes de induzir o relaxamento da musculatura lisa da parede dos vasos e por esse
motivo passaram a ser estudados como vasodilatadores no tratamento das patologias
cardiovasculares (BOSWELL-SMITH et al., 2006).

Pioneiramente, o laboratério Pfizer langcou no mercado o citrato de sildenafila em teste
clinico para o tratamento da angina. O resultado foi considerado frustrante quando comparado
aos nitratos, medicamentos ja bem estabelecidos no tratamento para angina, uma vez que 0
citrato de sildenafila estava limitado a uma meia-vida relativamente curta de 4 horas e de efeitos
adversos limitantes como “visao azulada”, dor de cabeca e rubor, quando utilizado em doses
acima de 50 mg. Entretanto, um dos efeitos colaterais mais relatados entre os participantes dos
ensaios clinicos foi a promoc¢do e manutencdo da erecdo peniana. Esses relatos associados a
expectativa de que os inibidores da PDE5, como o citrato de sildenafila, poderiam ampliar a
funcdo sexual, estdo de acordo com relatos de que a liberagdo natural de NO no tecido neural
apos a estimulacdo sexual ou através da disponibilidade de NO fornecido de forma exdgena,
aumentam a sintese de GMPc e funcionam como mediadores da erecdo (IGNARRO et al.,
1990). A partir de entdo passou-se a estudar os inibidores da PDE5 no tratamento da disfuncéo
erétil (BOSWELL-SMITH et al., 2006).

O citrato de sildenafila, assim como o vardenafil, sdo comumente referenciados como
sendo PDE5-seletivos ou PDE5-especificos, porém eles também podem potencialmente inibir
a PDE do tipo 6 (PDE6) (ZHANG et al., 2005). Essa sobreposicao da sua acdo é responsavel
pelo efeito adverso envolvendo a transducéo visual ou fungdes da glandula pineal. A restri¢do
da expressdo da PDEG6 nas células fotorreceptoras e da glandula pineal minimizam as acgdes
relacionadas ao leque de seletividade entre essas duas familias, mas deve-se ter em mente

guando se pretende investigar tecidos neuronais ou outros em que a PDEG6 pode estar expressada
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(BAZHIN et al., 2010). Assim, ainda que um inibidor apresente critérios para ser definido como
sendo “especifico”" para uma PDE, a inibi¢do parcial de outra PDE pode se fazer manifestar
fisiologicamente (LUKOWSKI et al., 2010).

O citrato de sildenafila também atua no aumento da expressdo do eNOS e INOS,
indicando que sua agédo sobre a via do NO representa um importante mecanismo molecular na
terapia com tal medicamento (SALLUM; YIN, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atuacdo do citrato de sildenafila sobre o tecido dsseo da cabeca do fémur em
ratos ap6s uma lesdo vascular traumatica com consequente osteonecrose, na sua fase inicial,
observando sua acdo sobre a neoangiogénese e sobre a resposta do tecido 6sseo durante o

processo de regeneragao.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar o efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre as
alteraces morfoldgicas na lesdo vascular traumatica em diferentes fases da

osteonecrose;

2.2.2. Avaliar o efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre a
neoangiogénese na epifise e na placa de crescimento epifisaria na lesdo vascular

traumatica em diferentes fases da osteonecrose;

2.2.3. Avaliar o efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre a

remodelacdo 6ssea na lesdo vascular traumatica em diferentes fases da osteonecrose;

2.2.4. Avaliar o efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre a producéo

de carboidratos na lesdo vascular traumatica em diferentes fases da osteonecrose;

2.2.5. Avaliar o efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre a

mineralizacdo 6ssea na lesdo vascular traumatica em diferentes fases da osteonecrose.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos utilizados na elaboracdo do experimento estdo de acordo com 0s
principios eticos na experimentacdo animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo o mesmo sido aprovado pela Comissdo de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA/UERJ), sob o Protocolo n° CEUA
028/2015. Anexo A, folha de aprovacdo do CEUA.

3.1 Modelo Animal

Todos os ratos foram acomodados adequadamente em gaiolas com temperatura
controlada, ciclo claro/escuro de 12 horas e alimentacdo/hidratacdo com agua filtrada ad

libitum.

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Sprague-Dawley, machos, com idade entre 24 e
28 semanas e peso aproximado entre 250g a 350g. A opc¢do por ratos machos deveu-se a
necessidade de eliminar a interferéncia dos efeitos protetores do estrogénio nas fémeas sobre o
tecido 6sseo pela sua interferéncia sobre a via do NO, uma vez que a inducdo da eNOS pelo
estrogénio (17p-estradiol) em células de linhagem osteoblastica poderiam explicar parte da
funcdo protetora desse hormonio relacionada a perda 6ssea (ARMOUR; RALSTON, 1998).
Também foi demonstrado que o estrogénio possui efeito protetor em ratas com perda dssea
induzidas por ooforectomia via atuag@o sobre inibidores da NOS (WIMALAWANSA et al.,
1996).

3.2 Modelo Cirurgico

Os animais foram anestesiados com a associagdo de quetamina e xilazina na dosagem
de 100 mg/Kg e de 10 mg/Kg, respectivamente, por administragao intraperitoneal (DAMY et

al., 2010) apds assepsia local com alcool 70%.
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A osteonecrose da cabeca do fémur em modelos animais pode ser gerada a partir de
lesdo ocasionada por agentes farmacoldgicos e mecanicos, em geral através do uso de
corticéides, endotoxinas, exposi¢do hiperbarica, ligacdo de vasos ou sua destruigéo,
embolismo, reacGes de hipersensibilidade, osteotomia femoral, luxacdo da articulacdo do
quadril, lesdo de congelacdo profunda, eletrocoagulagcdo e uma combinacdo desses danos
(CONZEMIUS et al., 2002).

Foi utilizado o modelo experimental cirargico de osteonecrose traumatica da cabeca do
fémur proposto por Norman et al. (1998) e Peskin et al. (2001). O quadril submetido a
experimentacao cirargica foi o esquerdo. Apos a tricotomia, assepsia, antissepsia e colocacao
de campos cirdrgicos com o rato em decubito lateral direito, foi realizada incisdo proximal e
longitudinal ao quadril esquerdo ao nivel do grande trocanter de aproximadamente 2 cm. O
musculo gluteo maximo foi identificado e afastado posteriormente e os dois tercos anteriores
do glateo médio liberados na sua insercdao. A insercdo da capsula articular antero-lateral foi
seccionada ao nivel do acetabulo, expondo a articulagdo do quadril (artrotomia). O ligamento
redondo foi seccionado e a articulacdo do quadril luxada anteriormente (figura 3). Foram
realizadas incisdes circunferenciais com o bisturi na regido do colo do fémur, levando a uma
destruicdo das artérias retinaculares. A articulagdo foi entdo reduzida e a capsula e os musculos
glateos suturados com fio bioabsorvivel 000. A pele foi suturada com monofilamento 000
(NORMAN et al., 1998) (PESKIN et al., 2001). Os ratos foram condicionados em gaiola

estando livres para deambulacdo, com acesso livre a alimentacéo e agua.

Para analgesia no periodo pos-operatério, foi utilizado meloxican em dose Unica de 2

mg/Kkg, subcutaneo, imediatamente apds o procedimento (BRENNAN et al., 2009).
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Figura 3 — Exposi¢édo do fémur proximal no per-operatorio

Legenda: Exposi¢do do colo e da cabeca do fémur no pré-operatdrio apds artrotomia do quadril com luxagéo
articular, podendo-se observar a cobertura articular de cartilagem hialina da epifise proximal do fémur (seta

amarela). Fonte: O autor, 2020.

3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos de acordo com a administracdo do
medicamento, citrato de sildenafila (Viagra; Pfizer, New York City, NY, USA) (grupo tratado)
ou do veiculo (agua filtrada) (grupo controle). O citrato de sildenafila foi diluido em agua
filtrada e administrado por gavagem uma vez ao dia a partir do primeiro dia pés-operatorio até
o seu sacrificio. A dose recomendada em humanos é de 0,7 a 1,5 mg/kg/dia. Devido ao
metabolismo aumentado do citrato de sildenafila em roedores, com meia-vida de 1 hora
(comparada a 4 horas em humanos), recomenda-se a dosagem de 3 a 20 mg/kg/dia. Altas doses
do citrato de sildenafila (acima de 20 mg/Kg) podem levar a importantes efeitos vasodilatadores
sistémicos, ocasionando hipotensao, diminuigédo de perfuséo tecidual e excessiva resposta anti-
inflamatdria (YAMAN et al., 2011). Os animais receberam o citrato de sildenafila na dose de
5 mg/kg/dia. O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de agua filtrada por gavagem
diariamente até o seu sacrificio. Os animais foram entdo sacrificados através da camara de CO

em igual nimero ao 7°, 14° e 21° dias (Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo grafica do experimento
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Legenda: Para realizagdo do experimento dois grupos em igual nimero de ratos SD foram submetidos ao
trauma provocado pela cirurgia no quadril esquerdo, e a analise da osteonecrose foi feita em trés tempos diferentes

tendo sido analisadas as respostas vascular e regenerativa do tecido dsseo. Fonte. O autor, 2020.

3.4 Avaliacdo Histologica

Os estudos histomorfométricos foram realizados na cabeca do fémur esquerdo dos
respectivos animais. O quadril esquerdo foi entdo dissecado e a cabega do fémur limpa de partes
moles, preservando a inser¢do do ligamento redondo, este utilizado como padrdo para a
clivagem do corte histolégico. A peca foi entdo imediatamente fixada em formaldeido a 10%
por 48 horas. Todas amostras foram descalcificadas em &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 10% por 45 dias. O EDTA foi trocado a cada 48 horas. As amostras foram
desidratadas em solugdes graduais de etanol e clarificada em xylol. As amostras foram entdo
embebidas em parafina e realizados cortes nos blocos de 4 micrémetros de espessura para
realizacdo das técnicas e analise histologica e imunohistoquimica. As medidas histoldgicas
foram tomadas através da analise de 20 campos de secdo da cabeca do fémur proximal a placa
de crescimento por lamina, utilizando microscopio de luz (Olympus BX53, Olympus DP72
camera; Olympus, Tokyo, Japan). As imagens capturadas foram avaliadas utilizando a
morfometria por pixel através do software Image-Pro Plus verséo 7.0 (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA).
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Foi realizada a analise por microscopia éptica de cortes corados com hematoxilina e
eosina (H&E), azul de toluidina e tricromico de Goldner. A osteonecrose foi definida como a
presenca difusa de lacunas vazias ou pela presenca de ndcleos picnéticos nas trabéculas dsseas,
como descrita previamente (YAMAMOTO et al., 1997; ICHISEKI et al., 2011; GUERADO,
1988; OKAZAKI et al., 2009; TATEDA et al., 2012), e observadas pela coloragéo de azul de
toluidina e H&E. A formacdo de tecido neoformado e ndo-calcificado (tecido ostetide) foi
documentada pela coloracéo de tricromico de Goldner. Para observacao de tais caracteristicas

foram utilizados 20 campos da epifise proximal do fémur por corte.

3.5 Avaliacdo Imunohistoquimica

Para avaliar a resposta proliferativa vascular foi realizada a imunomarcacdo do VEGF
na epifise da cabeca do fémur e a placa de crescimento epifisario A imunohistoquimica também
foi utilizada para avaliar a expressdo da osteopontina (OPN), proteina ndo-colagena envolvida
na organizacao da matriz extracelular pela coordenacdo da interagdo matriz-célula e mineral-

matriz.

Para bloguear a atividade endégena da peroxidase, as se¢des foram imersas em peroxido
de hidrogénio a 3% por 15 minutos e depois lavadas em solucdo salina tamponada (PBS). A
recuperacdo do antigeno foi realizada incubando as se¢cdes em tampéo citrato, pH 6,0, a 60° C
por 20 minutos. As se¢des foram entdo incubadas em PBS contendo albumina de soro bovino
a 3% por 20 minutos para bloquear ligagcdes ndo-especificas. Apds, as mesmas foram incubadas
durante a noite a 4° C com anti-VEGF (sc-1876; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA)
ou anti-osteopontina (ab8448; Abcam, Cambridge, Reino Unido) diluidos na propor¢do de
1:200. Os anticorpos ligados foram detectados com o kit Vectastain® Universal Quick HRP
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), processados com diaminobenzidina e

contracorados com hematoxilina Harris.
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3.6 Avaliacao Histoquimica

Foi utilizada a coloracdo pelo acido periodico-Schiff [PAS (Periodic Acid-Schiff)],
primariamente usado para identificar carboidratos (glicogénios, glicoproteinas e
proteoglicanas) nos tecidos. E uma reacdo efetuada em duas etapas. Na primeira, grupos
vicinais sdo oxidados a aldeidos e na segunda etapa os dialdeidos formados sdo demonstrados
usando-se o reagente de Schiff, que é a fucsina basica. A cor produzida, entre purpura e magenta

brilhante, corresponde a evidenciagédo de carboidratos.

3.7 Analise Estatistica

Todos os resultados foram reportados através da média + desvio padrao (SD). Para todas
as andlises quantitativas, os dados foram normalizados estatisticamente usando a anélise da
variancia e o Teste-t de Student. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os dois
grupos. Valores do p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes em todos os casos.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versao 6.0 para Windows
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
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4. RESULTADOS

N&o houve infec¢cdes ou complicacBes relacionadas ao procedimento cirdrgico e todos

0s ratos sobreviveram a cirurgia e ao tratamento.

4.1 Andlise do Papel do Citrato de Sildenafila na Morfologia da Epifise do Fémur

apds o Desenvolvimento da Osteonecrose.

Em um primeiro momento avaliamos qualitativamente as alteragdes morfoldgicas
geradas no processo de osteonecrose no decorrer de 21 dias apds a cirurgia. Observamos que,
em 7 dias apés a cirurgia, as epifises dos ratos ndo tratados (Controle) apresentavam o disco
epifisario com caracteristicas normais e zona de proliferagdo dispostas em fileiras (grupos
isogénicos axiais), uma matriz éssea compacta reduzida, com presenca de grandes canais de
reabsorcdo com lacunas vazias e ostedcitos com nucleo picnoticos ou arrendondados (Figura
5A). O tratamento com citrato de sildenafila durante 7 dias foi responsavel por alterar a estrutura
da zona proliferativa, que apresentou uma pequena desorganizacdo e induziu um aparente
aumento do namero de células da zona hipertrofica. Ainda observamos aumento da matriz 6ssea
compacta com presenca de ostedcitos anucleados e reducdo do tamanho dos canais de
reabsorcédo (Figura 5B). Quatorze dias apds a cirurgia, os ratos do grupo controle apresentaram
aumento da area do 0sso compacto com presenca de ostedcitos anucleados, porém
aparentemente em nimero reduzido quando comparado ao grupo controle de 7 dias, e reducéao
dos canais de reabsorc¢éo (Figura 5C). O tratamento com citrato de sildenafila acarretou em uma
zona proliferativa completamente desorganizada, com sugestivo aumento dos ostedcitos,
poucos deles anucleados, canais de reabsor¢do aumentados e formacdo de trabéculas (Figura
5D). Vinte e um dias apés a cirurgia, a epifise dos animais do grupo controle apresentaram a
zona proliferativa com estrutura desorganizada, matriz do 0sso compacto reduzida, canais de
reabsorcdo aumentados e presenca de ostedcitos anucleados (Figura 5E). O tratamento com
citrato de sildenafila por 21 dias levou a reorganizacdo da zona proliferativa, formagdo de
matriz 0ssea compacta, ainda contendo alguns ostedcitos anucleados e aumento da zona de

erabsorcgéo, sugerindo alta atividade de remodelamento (Figura 5F).
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Figura 5: Avaliacdo morfoldgica pelo H&E do efeito do citrato de sildenafila na epifise
do fémur de ratos apoés cirurgia para indugdo de osteonecrose

Legenda: Fotomicrografias representativas da epifise do fémur de ratos submetidos ao modelo de osteonecrose.
(A) representa os ratos do grupo controle 7 dias ap6s a cirurgia; (B) representa os ratos do grupo tratado com
citrato de sildenafila 7 dias apds a cirurgia; (C) representa os ratos do grupo controle 14 dias ap0s a cirurgia; (D)
representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 14 dias ap0s a cirurgia; (E) representa os ratos do
grupo controle 21 dias apo6s a cirurgia; (F) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 21 dias
apos a cirurgia; CR = canal de reabsor¢do; ZR = zona de reabsorcéo; seta larga indica camada proliferativa; seta
delgada vermelha indica zona de hipertrofia; cabeca de seta indica ostedcitos e estrela indica matriz 6ssea.
Coloragdo: hematoxilina e eosina. Barra = 50 um.
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Devido a observacdo de grande nimero de ostedcitos anucleados na analise morfoldgica,
fomos avaliar mais detalhadamente indicios de osteonecrose através da coloracdo de azul de
toluidina. Este corante permite um detalhamento maior da presenca de lacunas vazias e de
nucleos picnoticos. Sete dias apds a cirurgia o0 grupo controle mostrou células anucleadas ou
com nucleo picnético tanto na zona proliferativa, quanto na matriz 6ssea, sem indicio de
proliferacdo celular (Figura 6A), assim como no grupo tratado, porém de maneira menos
acentuada (Figura 6B). O tratamento com citrato de sildenafila induziu a proliferacao de células
na zona proliferativa, enquanto a matriz 6ssea também apresentou ostedcitos anucleados ou
com nucleo picnético. A avaliacdo de ambos os grupos em 14 (Figuras 6C e 6D) e 21 dias
(Figuras 6E e 6F) apds a inducdo da osteonecrose mostrou a presenca de células anucleadas e
com nucleo picnotico, sem indicio de proliferacdo celular na zona proliferativa. Entretanto, o
grupo tratado com citrato de sildenafila com 21 dias (Figura 6F) apresenta relevante aumento
do nimero de ostedcitos na matriz 6ssea comparada com o grupo controle (Figura 6E) do

mesmo periodo, indicando uma recuperacao da regeneragdo 6ssea devido ao tratamento.
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Figura 6: Avaliagdo morfoldgica pelo Azul de Toluidina do efeito do citrato de sildenafila

na epifise do fémur de ratos ap6s cirurgia para indugdo de osteonecrose.

Legenda: Fotomicrografias representativas da epifise do fémur de ratos submetidos ao modelo de osteonecrose.
(A) representa os ratos do grupo controle 7 dias ap6s a cirurgia; (B) representa os ratos do grupo tratado com
citrato de sildenafila 7 dias ap6s a cirurgia; (C) representa os ratos do grupo controle 14 dias apés a cirurgia; (D)
representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 14 dias apés a cirurgia; (E) representa os ratos do
grupo controle 21 dias ap6s a cirurgia; (F) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 21 dias
apos a cirurgia; seta delgada preta indica células com ntcleo picn6tico; cabega de seta indica ostedcitos anucleados.
Coloragéo: azul de toluidina. Barra = 50 pm.
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4.2 Anélise do Papel do Citrato de Sildenafila na Neoangiogénese apds o

Desenvolvimento da Osteonecrose

Sabendo que as alteragdes morfoldgicas causadas pela osteonecrose permitem a
ativacdo do processo de reparo tecidual e que a angiogénese possui um papel fundamental para
que esse processo se desenvolva, fomos avaliar a produgdo de VEGF, um importante indutor
da angiogénese nos tecidos. Nossos resultados mostram imunomarcacdo para VEGF em todo o
tecido 6sseo epifisario da cabeca femoral (Figura 7). Entretanto, os animais do grupo controle
de 21 dias apresentaram uma expressdo menor deste fator de crescimento (0,0048+0,006;
Figuras 7E e 7G) em comparacgdo aos animais do grupo controle de 14 dias (0,0084+0,0011;
Figuras 7C e 7G). O tratamendo com citrato de sildenafila induziu significativamente a
expressdao de VEGF em todos os tempos analizados (7 dias:0,0132+0,0019, figura 7B; 14
dias:0,0114+0,0008, figura 7D; 21 dias: 0,0071+0,0008, Figura 7F) guando comparados com
0s seus respectivos controles (7 dias:0,0065+0,0007, Figura 7A; 14 dias: 0,0084+0,0011, Figura
7C; 21 dias: 0,0048+0,006, Figura 7E) (Figura 7G). Apesar deste aumento, a expressdo de
VEGF nos animais tratados continuou reduzindo gradativamente com o passar do tempo
(Figura 7G).
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Figura 7: Expressdo de VEGF na epifise da cabega femural de ratos submetidos ao

modelo de osteonecrose induzido por trauma e tratados com citrato de sildenafila.
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Legenda: Imunoperoxidase para VEGF. (A) representa os ratos do grupo controle 7 dias apds a cirurgia; (B)
representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 7 dias apds a cirurgia; (C) representa os ratos do
grupo controle 14 dias ap6és a cirurgia; (D) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 14 dias
apos a cirurgia; (E) representa os ratos do grupo controle 21 dias ap0s a cirurgia; (F) representa os ratos do grupo
tratado com citrato de sildenafila 21 dias ap6s a cirurgia. Cabeca de setas representam a marcagao para VEGF.
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Barra = 50 um. (G) Andlise morfométrica da expressdo de VEGF. + p<0,05 comparado com seus respectivos
controles; * p<0,05 comparado com o grupo tratado com citrato de sildenafila por 7 dias; e p<0,05 comparado ao
grupo controle com 14 dias; & p<0,05 comparado ao grupo tratado com sildenafila por 14 dias.

Também avaliamos a expressdo de VEGF na placa de crescimento epifisario, regido do
0sso responsavel pela proliferagdo celular e consequente crescimento 6sseo. Observamos um
aumento siginificativo da expressdo de VEGF na placa de crescimento epifisaria com o passar
do tempo nos animais do grupo controle (7 dias:0,0124+0,0010, Figura 8A; 14 dias:
0,0184+0,0012, Figura 8C; 21 dias: 0,0151+0,007, Figura 8E). O tratamento com o citrato de
sildenafila aumentou a expressdo deste fator nesta regido quando comparado com 0s Seus
respectivos controles (7 dias:0,0209+0,0007, figura 8B; 14 dias:0,0219+0,0005, figura 8D; 21
dias: 0,0177+0,0013, Figura 8F), porém reduziu a expressao de VEGF com o desenvolvimento
do processo de osteonecrose quando comparados com a expressao de VEGF dos ratos tratados
e avaliados 7 e 14 dias ap0s a cirurgia (Figura 8G), havendo diminuicdo da imunomarcagédo do
VEGF aos 21 dias.
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Figura 8: Expressdo de VEGF na placa de crescimento femural da cabega de ratos

submetidos a0 modelo de osteonecrose induzido por trauma e tratados com citrato de
sildenafila.
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Legenda: Imunoperoxidase para VEGF. (A) representa os ratos do grupo controle (GC) 7 dias ap0s a cirurgia; (B)
representa os ratos do grupo tratado (GT) com citrato de sildenafila 7 dias apés a cirurgia; (C) representa os ratos
do GC 14 dias ap6s a cirurgia; (D) representa os ratos do GT com citrato de sildenafila 14 dias ap0s a cirurgia; (E)
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representa os ratos do GC 21 dias apds a cirurgia; (F) representa os ratos do GT com citrato de sildenafila 21 dias
apos a cirurgia. Cabega de setas representam a marcacdo para VEGF. Barra = 50 um. (G) Analise morfométrica
da expressdo de VEGF. + p<0,05 comparado com seus respectivos controles; A p<0,05 comparado aoc GC com 7
dias; e p<0,05 comparado ao GC com 14 dias; * p<0,05 comparado com o GT com citrato de sildenafila por 7
dias; & p<0,05 comparado ao GT com sildenafila por 14 dias.

4.3 Avaliacdo do Tratamento com Citrato de Sildenafila sobre a Remodelagéo

Ossea na Lesdo Vascular Traumatica em Diferentes Fases da Osteonecrose

Até 0 momento nossos resultados apontam para um papel relevante do citrato de
sildenafila na remodelacdo dssea. Neste contexto, avaliamos a expressdo de OPN, uma citocina
importante no processo de oncogénese e remodelacdo. A imunomarcacdo da OPN também foi
observada na epifise da cabeca do fémur, e mostrou um aumento gradativo com o passar do
tempo tanto nos animais do grupo controle (7 dias: 0,0063+0,0011, Figura 9A; 14 dias:
0,0128+0,0012, Figura 9C; 21 dias: 0,0114+0,0025, Figura 9E), quanto nos animais do grupo
tratado com sildenafila (7 dias: 0,0110+0,0019, figura 9B; 14 dias: 0,0184+0,0029, figura 9D;
21 dias: 0,01551+0,0027, Figura 9F). Apresentando seu pico de expressdo com 14 dias.
Novamente, o tratamento com citrato de sildenafila foi capaz de aumentar a producdo deste

mediador em todos os tempos analisados quando comparamos com o controle (Figura 9 G).
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Figura 9: Efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre a remodelagéo 6ssea na

lesdo vascular traumatica em diferentes fases da osteonecrose.
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Legenda: Imunoperoxidase para osteopontina. (A) representa os ratos do grupo controle 7 dias ap0s a cirurgia; (B)
representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 7 dias apds a cirurgia; (C) representa os ratos do
grupo controle 14 dias ap6és a cirurgia; (D) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 14 dias
apos a cirurgia; (E) representa os ratos do grupo controle 21 dias ap6s a cirurgia; (F) representa os ratos do grupo
tratado com citrato de sildenafila 21 dias ap6s a cirurgia. Cabeca de setas representam a marcagdo para OPN. Barra
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= 50 um. (G) Anélise morfométrica da expressdo de OPN. + p<0,05 comparado com seus respectivos controles;
A p<0,05 comparado ao grupo controle com 7 dias; * p<0,05 comparado com o0 grupo tratado com citrato de
sildenafila por 7 dias.

4.4. Avaliacdo do Efeito do Tratamento com Citrato de Sildenafila sobre a
Producdo de Carboidratos na Lesdo Vascular Traumatica em Diferentes Fases da

Osteonecrose

Dando continuidade as nossas analises, sabemos que no processo de reparo tecidual ha
sintese de componentes fibrilares e ndo fibrilares da matriz, como colageno e glicoproteinas,
respectivamente. Para avaliar o componente ndo fibrilar utilizamos a andlise histoquimica pela
técnica do acido periddico de Schiff (PAS), que demonstra os carboidratos presentes nestes
componentes. Observamos que o depdsito de glicoproteinas aumentou aos 14 (0,1708+0,0093)
e 21 dias (0,2071+0,0260) apos a cirurgia nas epifises femurais de ratos do grupo controle
(Figuras 10C e 10E, respectivamente), quando comparado com as epifises dos animais do
mesmo grupo com 7 dias ap6s a cirurgia (0,0813+0,0227; Figura 10A). O mesmo perfil de
aumento em 14 (0,1966+0,0321) e 21 dias (0,2040+0,0249) (Figuras 10D e 10F,
respectivamente) foi observado quando comparado com o periodo inicial de 7 dias
(0,1294+0,0119; Figura 10B) foi observado quando comparamos o deposito de glicoproteinas
durante a evolugdo pds-cirargica dos animais tratados com citrato de sildenafila. Entretanto, o
depdsito significativo na producdo e no deposito de glicoproteinas s6 ocorreu de maneira

significativa em 7 dias (Figura 10G).
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Figura 10: Efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre o deposito de matriz
ndo fibrilar na epifise femural apds a lesdo vascular traumética em diferentes fases da
osteonecrose
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Legenda: Histoquimica do Acido periddico de Schiff (PAS). (A) representa os ratos do grupo controle 7 dias apos
a cirurgia; (B) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 7 dias ap6s a cirurgia; (C) representa
0s ratos do grupo controle 14 dias ap6s a cirurgia; (D) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila
14 dias apos a cirurgia; (E) representa os ratos do grupo controle 21 dias ap06s a cirurgia; (F) representa os ratos
do grupo tratado com citrato de sildenafila 21 dias ap6s a cirurgia. Estrelas representam depdsito de glicoproteinas.
Barra = 50 pm. (G) Anélise morfométrica da expressdo de OPN. + p<0,05 comparado com seus respectivos
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controles; A p<0,05 comparado ao grupo controle com 7 dias; * p<0,05 comparado com 0 grupo tratado com
citrato de sildenafila por 7 dias.

4.5 Avaliacdo do Tratamento com Citrato de Sildenafila sobre a Osteogénese na

Lesao Vascular Traumatica em Diferentes Fases da Osteonecrose

A primeira etapa do reparo tecidual no 0sso é o processo de formacéo de tecido ostedide
(osso neoformado e ndo calcificado) e para avaliarmos a formacéo de tecido ostedide no 0sso
epifisario utilizamos a coloragdo com tricrémico de Goldner, onde o tecido mineralizado é
corado em verde claro e o tecido ostedide por vermelho. Como podemos observar na figura 11,
em 14 dias ap6s a cirurgia observamos um aumento de tecido ostedide no grupo controle
(16,00+1,48; Figura 11C) quando comparamos com 0 grupo controle em 7 dias (10,21+1,58;
Figura 11A), entretanto, esse aumento ndo persistiu até 21 dias apés a cirurgia (14,22+2,95;
Figura 11E). O tratamento com citrato de sildenafila foi capaz de aumentar o tecido osteoide e
manté-lo até o 21° pos-cirurgia quando comparado com os animais analisados em 7 dias (7dias:
13,87+0,63, Figura 11B; 14 dias: 22,80+3,32, Figura 11D e 21 dias: 21,45+4,06, Figura 11F).
Este aumento também foi significativo quando comparamos com os seus respectivos controles
em 14 e 21 dias (Figura 11G). Esse resultado indica que o tratamento com citrato de sildenafila

é capaz de acelerar o processo de formacdo 6ssea.
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Figura 11: Efeito do tratamento com citrato de sildenafila sobre o processo de

osteogénese na epifise femural ap6s a lesdo vascular trauméatica em diferentes fases da
osteonecrose
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Legenda: Coloragdo por tricromico de Glodner evidenciando a matriz dssea calcificada em verde claro, tecido
cartilaginoso em verde escuro e tecido osteoide em vermelho. (A) representa os ratos do grupo controle 7 dias
apos a cirurgia; (B) representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 7 dias ap0s a cirurgia; (C)
representa os ratos do grupo controle 14 dias ap0s a cirurgia; (D) representa os ratos do grupo tratado com citrato
de sildenafila 14 dias ap6s a cirurgia; (E) representa os ratos do grupo controle 21 dias ap6s a cirurgia; (F)
representa os ratos do grupo tratado com citrato de sildenafila 21 dias apés a cirurgia. Estrelas representam matriz
6ssea neoformada. Barra = 50 um. (G) Anélise morfométrica da area de tecido ostedide + p<0,05 comparado com

seus respectivos controles; A p<0,05 comparado ao grupo controle com 7 dias; * p<0,05 comparado com o grupo
tratado com citrato de sildenafila por 7 dias.
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5. DISCUSSAO

No desenvolvimento do tecido ésseo existem dois tipos de formacdo: a
intramembranosa e a endocondral. A formacdo 6ssea comeca quando as células mesenquimais
formam condensacbes em regides dos futuros ossos. Na formacdo Ossea intramembranosa,
como nos 0ssos chatos do créanio, essas condensacdes celulares se diferenciam em osteoblastos
que formam a matriz extra-celular (osteodide) ricos em coldgeno do tipo I. Na formacao 0ssea
endocondral, essas condensacdes celulares se diferenciam em condrocitos que formam modelos
ou moldes de cartilagem dos futuros 0ssos. Os modelos de cartilagem se desenvolvem através
da proliferacdo dos condroblastos e da producdo de matriz extra-celular. Os condrécitos na
regido central desses modelos param de proliferar, hipertrofiam e sintetizam colageno tipo X.
Esses condrdcitos hipertrofiados diretamente adjacentes as células pericondrais sdo substituidos
pela migracdo dos osteoblastos que irdo formar um colar 6sseo ao redor da regido central do
0sso em desenvolvimento. Eles expressam altos indices de VEGF que atuam como fatores
qguimiotaticos para invasdo de osteoclastos, células vasculares endoteliais e progenitores
hematopoiéticos na cartilagem hipertrofica. A matriz cartilaginosa produzida promove uma
area de suporte para as células progenitoras osteoblasticas que invadem a cartilagem através
dos brotos vasculares sanguineos e produzem a matriz 6ssea trabecular mineralizada. O anel
pericondral é uma estrutura considerada como parte da cartilagem epifisaria. Na por¢édo
epifisaria da placa de crescimento, ao longo do osso trabecular, uma camada de tecido ésseo
formada acima da camada germinativa foi sugerida como responsavel parcialmente pela
ossificacdo desta area, formada pela migracdo de condrdcitos a partir desta camada, agindo de
maneira independente aos diversos insultos, traumaticos ou atrauméticos (DELGADO-
MARTOS et al., 2013). Esta teoria poderia justificar a maior imunomarcacdo do VEGF nesta
regido no presente estudo, o que colaboraria para a resposta favoravel dos inibidores da PDE5

a regeneracdo do tecido 6sseo ap0s 0 mecanismo de trauma.

Ao contrario de varios 6rgédos, o tecido 6sseo se cura em resposta a uma lesédo ou
tratamento cirdrgico. O reparo 6sseo é um processo que utiliza um potencial regenerativo
enddgeno que levard a restauracdo original da estrutura sem o aumento do volume ésseo. Ainda
que compartilhe certa similaridade com o reparo 0sseo, a regeneracdo 0ssea € um processo
complexo envolvendo elementos externos para promover a formacdo de tecido novo
mineralizado e que leva & um aumento do volume 6sseo. A adequada comunicacgdo entre 0s

vasos sanguineos e as células 6sseas garantem que as células mantenham a proximidade fisica
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e também uma co-dependéncia funcional. Os osteoblastos estdo localizados em proximidade as
células endoteliais e a invasdo vascular é um pré-requisito para a formagdo do osso endocondral
e para a consolidacdo das fraturas, sendo assim, fatores produzidos pelas células endoteliais
podem afetar a funcdo dos osteoblasto ou a sua diferenciacdo e vice e versa, uma vez que 0S
osteoblastos sdo aptos a produzir fatores parécrinos que influenciam a funcdo das células
endoteliais tendo o VEGF como principal fator angiogénico (DECKERS et al., 2000).

As PDEs sdo as Unicas enzimas que hidrolizam o GMPc, controlando a sinalizacdo da
via do NO (ANDERSSON, 2018). Assim, os inibidores das PDEs aumentam a
biodisponibilidade do GMPc, um importante mediador da angiogénese induzida pela isquemia
tecidual, agindo como segundo mensageiro ocasionando relaxamento dos vasos e aumentando
o fluxo sanguineo ao tecido isquémico (SONG et al., 2017). A habilidade de manter a via de
sinalizacdo intracelular do NO depende da atividade do GMPc, assim, inibidores da PDE5
podem ser efetivos na conversdo de osteoclastos em osteoblastos, no aumento da maturacéo
dos osteoblastos, no aumento da calcificagcdo do 0sso e no aumento da angiogénese no tecido
0sseo via preservacdo dos niveis elevados de GMPc (TOGRAL et al., 2015). Inibidores da
PDE5 aumentam a densidade mineral dssea e a espessura da placa de crescimento epifisaria
assim como a angiogénese no 0sso medular em ratos com osteoporose secundarias ao uso de
glucocorticoides, efeitos relacionados a atividade aumentada dos osteoblastos e a destruicdo
6ssea diminuida ap6s o tratamento com os inibidores da PDE5 (HUYUT et col., 2018), o que
explicaria a maior imunomarcacdo do VEGF através da placa de crescimento epifisario no

grupo tratado com citrato de sildenafila no presente estudo.

As PDES5 foram inicialmente observadas no tecido 6sseo por Yaman et al. (2011) que
caracterizaram seu efeito angiogénico levando a cicatrizacdo em defeitos 6sseos em modelo
experimental em ratos, relacionando esse efeito diretamente ao aumento do fluxo sanguineo
secundario a vasodilata¢do induzida pelo citrato de sildenafila. Esse fenémeno foi atribuido a
intervencdo na via do NO (YAMAN et al., 2011). Histing et al. (2011), considerando que a
vascularizagdo e consequente boa perfuséo tecidual é pré-requisito para a consolidacdo 6ssea,
uma vez que sua reducdo € um dos principais parametros para o retardo da consolidacéo 6ssea
e para pseudoartrose atréfica, utilizaram o citrato de sildenafila devido ao seu efeito pro-
angiogénico e sua acédo regulatoria atraves do VEGF durante as duas primeiras semanas da
consolidacdo 0Ossea, fase caracterizada pela alta atividade celular, um modelo experimental de
fratura fechada do femur em murinos. O principio do tratamento foi acelerar a consolidacéo e

formacao de tecido 6sseo, aumentando assim a rigidez biomecénica do calo 6sseo. Esses efeitos
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ndo sdo derivados exclusivamente da acdo vascular endotelial, mas também da acéo direta sobre
o tecido 6sseo (HISTING et al., 2011). O modelo utilizado no presente estudo foi o preconizado
por Norman et al. (1998) que indicaram o crescimento do tecido de granulacdo nos espacos
intertrabeculares durante o processo de restauracdo como parte do evento impulsionado pela
migracdo indiferenciada de células mesenquimais dos canais 0sseos, endosteo, peridsteo e
tecido hematopoiético do tecido 6sseo ao redor dos vasos sanguineos do espaco trabecular
(NORMAN et al., 1998). Num ambiente de reparo favoravel, essas células adquirem potencial
para se diferenciarem em fibroblastos, osteoblastos, condroblastos e angioblastos
(BUCKWALTER et al., 1996).

Vaérios fatores de crescimento que atuam no desenvolvimento 6sseo e no reparo 0sseo
pos-natal também regulam a expressdo do VEGF, particularmente nas células osteoblasticas.
Esses fatores incluem membros da superfamilia do fator de crescimento transformante Beta
(TGF-B) como o TGF-Bleo TGF-p2,aBMP 2,4 e 7, fator de crescimento insulina-Like (IGF),
vitamina D3 e fator de crescimento fibroblastos (FGF) 2. Fatores inflamatérios como a
prostaglandina E1 e a E2, interleucina (IL)-1, IL-6 e IL-8, que estdo aumentadas durante a fase
inflamatdria de reparo 0sseo, também induzem a expressdo de VEGF (ZELZER et al., 2005).
Sob estresse mecénico, os osteoblastos liberam VEGF, que por sua vez estimula as respostas
bioldgicas. Todos esses fatores regulatorios do VEGF tém atuacdo critica no desenvolvimento
e na homeostase 6ssea, sugerindo que a modulacao dos niveis de VEGF nos osteoblastos podem
promover a base para estratégias do controle do reparo e regeneracao 6ssea (HU, 2016). O
VEGF também induz a diferenciacdo em culturas de osteoblastos (DECKERS et al., 2000) e
estimula a migracdo quimiotatica e proliferacdo de osteoblastos humanos priméarios (MAYR-
WOHLFART et al., 2002).

Nas células vasculares endoteliais o VEGF primariamente se liga a dois receptores
tirosina quinase: receptor do VEGF (VEGFR) tipo 1 (VEGFR-1) e VEGFR do tipo 2 (VEGFR-
2). O VEGFR-2 é o principal mediador mitogénico e angiogénico, responsavel pelos efeitos de
aumento da permeabilidade do VEGF. S&o receptores do VEGF: VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3, neuropilina 1 e a neuropilina 2. Os osteoblastos expressam VEGFR-1 e VEGFR-2
em culturas de células e in vivo pela hibridizagéo in situ. Estudos em culturas celulares in vitro
sugerem que 0 VEGFR-2 atua tanto na diferenciacdo quanto na sobrevivéncia do osteoblasto.
Durante a regeneragdo 0Ossea induzida pela técnica de osteogénese por distragdo, analises
imunohistolégicas e por QqRT-PCR demonstraram que o VEGFR-2 parece ser

predominantemente expressado pelo endotélio vascular e células hematopoiéticas
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(MATSUBARA et al.,, 2012). O VEGF pode diretamente aumentar a reabsor¢do Ossea
osteoclastica e a longevidade dos osteoclastos maduros via sinalizacdo VEGFR-2
(NAKAGAWA et al., 2000). Estudos com o VEGF derivado do osteoblasto confirmam que o
VEGF é um estimulador da osteoclastogénese. No entanto, em contraste com seu mecanismo
de atuacdo na diferenciacdo osteoblastica intracelular, esse efeito sobre os osteoclastos é
baseado em mecanismos parécrinos (LIU et al., 2012). Pode-se dizer entdo que o VEGF
derivado do osteoblasto regula o balanco entre a osteoblastogénese e adipogénese no 0sso

medular e estimula a diferenciacdo osteoclastica.

A inibicdo do VEGF pela administracdo de uma proteina VEGFR sollvel em
camundongos de 24 dias de idade, inibiram a invasao de vasos sanguineos na zona hipertrofica
das placas de crescimento dos 0ssos longos e resultam no impedimento da formacao trabecular
Ossea e da expansdo dessa zona hipertréfica (GERBER et al., 1999). Além de ser importante
para vascularizacdo O6ssea, 0 VEGF tambem é um fator critico para sobrevivéncia dos
condrdcitos. As regides epifisarias de alguns 0ssos longos em camundongos que expressam
apenas a isoforma VEGF188 apresentaram areas contendo apoptose dos condrdcitos (MAES et
al., 2004). No presente estudo foi observado aumento da imunomarcacdo do VEGF na placa de
crescimento da cabega do fémur nos animais do grupo tratado com citrato de sildenafil quando
comparado ao grupo controle de forma significativa ao 7°, 14° e 21° (p < 0,001), sinalizando
para a influéncia do VEGF sobre controle da viabilidade dos condrdcitos em condigdes

anaerébicas.

Os osteoblastos representam grande parte da fonte de VEGF no tecido 6sseo. Os niveis
de VEGF nas células osteoprecursoras, incluindo células progenitoras mesenquimais,
diminuem com a idade ou com o anabolismo e essa reducdo pode estar associada com o
aumento do risco de fraturas ou falhas na regeneracdo dos processos osteometabdlicos, assim,
intervencdes que aumentem os niveis de VEGF, especificamente nos osteoblastos, tém um
efeito positivo nos casos de cicatrizacdo de defeitos 0sseos e na osteoporose relacionada com o
envelhecimento (HU, 2016).

O VEGEF é o regulador chave da angiogénese fisioldgica durante o desenvolvimento
embrionario, do crescimento pos-natal e da homeostase. E responsavel pelo aumento da
proliferagdo, migracdo, manutencdo e promocdo da permeabilidade vascular (LIU, 2014).
Inclui cinco membros de uma familia comprovadamente especifica e critica na formacdo de
vasos sangliineos. Precocemente no desenvolvimento embrionério, a formagao vascular ocorre

por um processo referido como vasculogénese, através do qual as células endoteliais se
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diferenciam e proliferam in situ em um tecido previamente avascular, que entdo coalescem para
formar uma rede tubular primitiva. O remodelamento angiogénico é referido como o processo
pelo qual essa rede inicialmente formada é modificada através do seu amadurecimento, para
formar ramificacdes interconectadas caracteristicas da vasculatura amadurecida. Durante esse
processo, as paredes dos vasos se fortalecem e as células endoteliais se integralizam as células
de suporte locais (por ex., células da musculatura lisa e pericitos) e & matriz ao redor. Um
processo diferente é denominado brotamento angiogénico, que envolve a germinacéo de vasos
previamente existentes em um tecido previamente avascular. Em alguns casos funciona como
se vasos formados fossem desestabilizados para permitir um subsequente brotamento vascular.
Esses vasos precisam de etapas de desenvolvimento. O VEGF mantem sua posic¢do principal
na formacdo vascular, e é requerido na iniciacdo da formacdo de vasos imaturos pela

vasculogénese ou no brotamento angiogénico (YANCOPOULOS et al., 2000).

O VEGF e regulado por varios fatores, incluindo o crescimento e fatores de transcrigao,
hormonios e estimulos mecanicos. A hipoxia é considerada o maior fator regulador da sua
expressao, especialmente em tecidos tumorais e sseos. Em condicdes aerobicas baixas, o fator
hipdxia induzido-1 (HIF-1 alfa) estd muito elevado sob tensdo baixas de oxigénio em células
tumorais e/ou em osteoblastos, e isso promove a transcri¢cdo de varios fatores angiogénicos,
incluindo o VEGF. Sob condi¢des aerdbicas normais, o HIF-1alfa é hidroxilado e é alvo da
degradacéo proteassomal pelo supressor tumoral de Von Hippel-Lindaul (VHL). A dele¢éo do
HIF-1alfa em osteoblastos causa reducdo da expressdao do VEGF, levando a interrupcéo tanto
da angiogénese guanto da osteogénese, enquanto a dele¢do do VHL em osteoblastos aumenta
a expressao tanto de HIF-1alfa quanto de VEGF, levando a promocéo da formacao déssea e da
angiogénese (BENTOVIM et al. 2002).

Estudos prévios demonstraram o aumento dos niveis de VEGF ap06s a administracédo de
citrato de sildenafila relacionados ao aumento da perfusdo como consequéncia da promocéo da
neovascularizagdo (KONERU et al, 2008). Assim, a observacdo do aumento da
imunomarcacao do VEGF no tecido 6sseo sob condicdes de hipoxia € esperado, e esse aumento
como resultado do tratamento com o citrato de sildenafila é consistente com achados prévios
de que 0 mesmo estimula a neovascularizacdo através da inibicdo da degradacdo do GMPc,
com a perpetuacdo do estimulo celular via segundo mensageiro e transcricdo do VEGF nos
osteoblastos apos a hipoxia tecidual. No presente estudo, o pico dos niveis de VEGF na epifise
da cabeca do fémur ocorreu ao 7° dia no grupo tratado (p < 0,01), com subsequente decréscimo,

porém mantendo-se estatisticamente mais predominante também ao 14° e 21° dias
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(respectivamente, p < 0,05 e p < 0,01). Este pico inicial precedeu o pico de expressdo da OPN
que ocorreu ao 14° dia, assim como a formacéo de tecido ostedide e de matriz (respectivamente
14° e 21° dias), o que confirma a importancia da neoangiogénese induzida pelo inibidor da

PDES5 no processo de regeneracdo 0ssea.

Esses achados sugerem que o VEGF poderia regular a formacao 6ssea atuando sobre o0s
osteoblastos, em associa¢do a promoc¢do da angiogénese e da formacdo dssea endocondral.
Evidéncias indicam que o VEGF produzido por linhagens celulares osteoblasticas ajudam na
manutencdo da homeostase 0ssea pos-natal pela promocéo da diferenciacdo osteoblastica e da
inibicdo da diferenciacdo para os adipocitos. Camundongos com deficiéncia condicional de
VEGF nas células progenitoras osteoblasticas exibem uma progressiva redugdo da massa 6ssea
e um aumento da gordura da medular 6ssea, de inicio ao redor da terceira semana apds o
nascimento (LIU et al., 2012). Importante observar que essas alteracdes sdo similares aquelas
associadas com a osteoporose idade-dependente (osteoporose do tipo Il). As células tronco
mesenguimais humanas possuem um potencial de diferenciacdo multi-linhagem que possibilita
a trans-diferenciacdo de adipocitos em condrocitos e vice e versa. Essa plasticidade possuli
implicacdes terapéuticas importantes. O entendimento desses fatores e conhecimento das vias
de diferenciacdo poderiam ter relevancia, por exemplo, no desenvolvimento de terapias para o
controle de perda 6ssea na osteoporose, uma vez que a diminuicdo do volume 6sseo na

osteoporose ¢ acompanhado por um aumento do tecido adiposo medular (VERMA et al., 2002)

Proteinas ndo-colagenas, principalmente representadas pela osteocalcina e OPN,
formam a matriz extracelular dssea e exibem ac¢6es multifuncionais. Elas sinalizam funcdes
oOsseas fisioldgicas e mecanicas e sdo produzidas tardiamente durante a formacgao dssea, durante
0 processo de mineralizacdo. Elas também controlam a manutencéo da massa 0ssea e a extensao
e orientacdo da mineralizacdo, estando envolvidas na organizacdo da matriz extracelular e
coordenacao da interacdo matriz-célula e matriz-mineral. Assim regulam varios aspectos da
estrutura 6ssea e sua morfologia, afetando as propriedades mecanicas do osso (BAILEY et al.,
2017).

A OPN, uma glicoproteina fosforilada acida, € altamente expressada em varios tecidos
nos mamiferos, como no cérebro, pulmdes, placenta, trato gastrointestinal, rins e tecidos
angiogénicos incluindo endotélio. Também é expressada em varios tipos celulares como nas
células Osseas, neurdnios, células epiteliais, pericitos, fibroblastos, hepatocitos, celulas
tubulares, células da musculatura lisa vascular e células do sistema imunolégico (células T e B,

natural Killer, células T natural Killer, células dendriticas, macréfagos e neutrofilos) (WEIN et
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al., 2019). Evidencias acumuladas sugerem que a osteopontina atua em multiplas funcGes e em
diferentes processos celulares incluindo angiogénese, mineralizacdo, hematopoiese,
inflamacdo, doencas autoimunes, obesidade, tumorogénese e metastases. Em adicdo ao
processo de mineralizacdo, a hematopoiese e a angiogénese estdo diretamente relatadas a
fisiologia Gssea regulada pela osteopontina, assim a formagao de novos vasos a partir de vasos
pré-existentes torna-se um evento critico para o desenvolvimento e cicatrizacéo do tecido dsseo,
e ndo apenas para o suprimento de nutrientes e oxigénio as células osteogénicas, atuando no
recrutamento de células precursoras em sitios de osteogénese, como acontece nos tecidos
isquémicos (WEIN et al., 2019).

A OPN ¢, portanto, uma proteina pleiotropica envolvida em processos de
remodelamento fisiologico tecidual (angiogénese, formacao e reabsorcdo dssea e cicatrizacao
de feridas). Também esta implicada no desenvolvimento de algumas condicdes patoldgicas
como cancer, doengas autoimunes, infeccOes, asma, doencgas cardiovasculares, renais e
hepaticas. A OPN regula a imunidade celular, incluindo componentes inatos e adaptativos.
Estimula a producdo de anticorpos pelas células B, regula a migracdo dos macrofagos, a
capacidade para fagocitose, producdo de Oxido nitrico e producdo de interleucina 17 pelo
linfocito T Helper; induz a maturacdo das células dendriticas, promove a ativacdo das células
T e pode aumentar o processo inflamat6rio Th1l-mediado. Regula ainda a supressdo imnune,
adesdo e quimiotaxia (KALETA, 2017).

No presente estudo, ap6s o pico inicial da expressao do VEGF observou-se uma resposta
secundaria aumentada da proliferacdo tecidual éssea (formacéo de tecido ostedide e de matriz)
no grupo tratado com citrato de sildenafil quando comparado ao grupo controle ao 7° e 14° dias
(p <0,01). Assim, altos niveis da expressdo de OPN na epifise da cabeca femoral apds insultos
isquémicos indicam ndo apenas uma resposta a regeneracdo do tecido dsseo através da
regulacdao da formacdo de massa 6Ossea, orientacdo da mineralizacdo e organizacdo da matriz
celular, mas também a sinalizagcdo angiogénica através da regulacdo endotelial, especialmente
nas fases iniciais isquémicas onde existe uma resposta humoral e celular mais pronunciada. O
aumento da formacdo de tecido ostedide também foi observado em associacdo com e
diretamente relacionado ao aumento da expresséo da OPN, evidenciado pela maior coloragdo
com o tricrémico de Goldner no grupo tratado com sildenafil quando comparado ao grupo
controle ao 7° (p < 0,01) e 14° dias (p < 0,05).

Também foi observado altos niveis da coloracao pelo PAS no tecido conjuntivo do 0sso

isquémico no grupo tratado com o citrato de sildenafila, que confirma seu efeito no reparo
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tecidual. A técnica do PAS é principalmente utilizada para evidenciar estruturas contendo altas
proporcdes de carboidratos (glicogénio, glicoproteinas e proteoglicanas), tipicamente
encontrados em tecidos conjuntivos. A observacdo do aumento da sua coloracdo através da
histoquimica foi associada com a formacao de tecido 6sseo, confirmado pela coloragdo do

tricromico de Goldner, que marca sobretudo tecido ostedide.

O presente estudo demonstrou que certas substancias de prescricdo confidvel e
utilizadas em determinadas doencas especificas podem ser exploradas de forma
transdisciplinar. O principio de aumento da biodisponibilidade do GMPc através dos inibidores
da PDE ¢é de grande utilidade multidisciplinar, especialmente para substancias
comprovadamente seguras do ponto de vista clinico e ja testadas e aprovadas pelas agéncias
reguladoras nacionais e internacionais. Por exemplo, uma vez comprovado 0 aumento da
marcacdo do VEGF na cabeca femoral, que poderia indicar um aumento da perfuséo tecidual
nessa regido através da modulacdo da permeabilidade vascular endotelial, o citrato de
sildenafila poderia ser utilizado como droga adjuvante, permitindo maior acesso de outras
substancias aos tecidos isquémicos ou até tecidos tumorais (GREISH et al., 2018). Assim, 0
uso de inibidores da PDE como adjuvante no tratamento de doencas com base fisiopatologica
de origem isquémica, incluindo as musculoesqueléticas, parece ser uma estratégia razoavel e

reprodutivel.
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CONCLUSOES

Ao avaliarmos o dano tecidual observamos morfologicamente uma menor presenca de
lacunas vazias e nucleos picnoéticos na epifise da cabeca do fémur no grupo tratado, o que
acreditamos ter relagcdo com o estimulo do citrato de sildenafila & neoangiogénese observada
pela maior imunomarcacéo do VEGF na epifise e na placa epifisaria, que implicaria em melhor
perfusdo em resposta a isquemia, assim como na resposta celular dssea a sua regeneracao
confirmada através da maior imunomarcacao da ostepontina. Como consequéncia houve maior
aposicdo de tecido 6sseo neoformado pela coloracdo com tricromico de Goldner (tecido
osteoide) e maior sintese de componentes ndo fibrilares da matriz, como glicoproteinas

(evidenciado pela técnica do PAS), sinalizando para uma melhor resposta regenerativa tecidual.

Assim, em conjunto nossos resultados confirmam a hipdtese de que o citrato de
sildenafila contribui com a regeneracdo do tecido 6sseo em ambientes isquémicos e mau
perfundidos secundérios ao trauma da cabeca do fémur, sugerindo este medicamento como um

adjuvante na regeneracao dssea.
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