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RESUMO

A deficiéncia estrogénica pos-menopausa esta diretamente relacionada a
osteoporose e pode comprometer a consolidacao de fraturas, tornando o reparo ésseo
mais lento e menos eficiente. Estratégias de liberagao local de estrogeno podem
favorecer o microambiente do foco de fratura, reduzindo a exposig¢ao sistémica ao
horménio. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicagéo periosteal de filmes
de alginato reticulados com cloreto de calcio, contendo ou ndo nanocapsulas de 173-
estradiol em diferentes concentracgdes, sobre a consolidagao de fraturas femorais em
ratas ooforectomizadas. Foram utilizadas 64 ratas Wistar, distribuidas em quatro
grupos: G1, filme de alginato sem estrogeno; G2, flme contendo nanocapsulas de
17B-estradiol a 0,03%; G3, filme contendo nanocapsulas de 17B-estradiol a 0,06%; e
G4, filme contendo nanocapsulas de 17B-estradiol a 0,12%. Apos 150 dias da
ooforectomia, os animais foram submetidos a osteotomia femoral direita estabilizada
com fio de Kirschner e implantagao do filme sobre o foco de fratura. As eutanasias
foram realizadas aos 15 e 30 dias, com avaliagao radiografica do calo ésseo, analise
histolégica pela escala de Huo, escores de inflamacéo e fibrose, e quantificacdo sérica
de CTX-l e CTX-Il. Aos 15 dias, ndo houve diferenca entre os grupos quanto ao
tamanho radiografico do calo ou a maturacao histologica. Aos 30 dias, os grupos
tratados apresentaram menor tamanho radiografico do calo em relagdo ao controle;
entretanto, os grupos 0,06% e 0,12% apresentaram maior maturagao histologica. O
CTX-lIl aumentou aos 15 dias nos grupos 0,06% e 0,12%, sugerindo maior
remodelagdo da matriz cartilaginosa na fase inicial/intermediaria do reparo. O CTX-I
apresentou alteragdes pontuais, com redugéo no grupo 0,06% aos 15 dias e no grupo
0,12% aos 30 dias em comparacgédo ao grupo 0,03%. Os resultados indicam que o
estrogeno nanoencapsulado liberado localmente por filme de alginato ndo aumentou
o tamanho radiografico do calo 6sseo, mas favoreceu sua maturagdo tecidual,

especialmente nas concentracdes de 0,06% e 0,12%.

Palavras-chave: osteoporose; estradiol; nanocapsulas; alginato; consolidagcdo de

fraturas; ratas ooforectomizadas.



ABSTRACT

Postmenopausal estrogen deficiency is directly associated with osteoporosis and may
impair fracture healing, making bone repair slower and less efficient. Local estrogen
delivery strategies may improve the fracture microenvironment while reducing
systemic hormone exposure. This study aimed to evaluate the effect of periosteal
application of calcium chloride-crosslinked alginate films, with or without 173-estradiol
nanocapsules at different concentrations, on femoral fracture healing in
ovariectomized rats. Sixty-four female Wistar rats were allocated into four groups: G1,
alginate film without estrogen; G2, alginate film containing 0.03% 17(-estradiol
nanocapsules; G3, alginate film containing 0.06% 173-estradiol nanocapsules; and
G4, alginate film containing 0.12% 173-estradiol nanocapsules. One hundred and fifty
days after ovariectomy, the animals underwent right femoral osteotomy stabilized with
a Kirschner wire, followed by implantation of the film over the fracture site. Euthanasia
was performed at 15 and 30 days. Radiographic callus size, histological maturation
using the Huo score, inflammation and fibrosis scores, and serum CTX-l and CTX-I
concentrations were evaluated. At 15 days, no significant differences were observed
among groups regarding radiographic callus size or histological maturation. At 30 days,
treated groups showed smaller radiographic calluses than the control group; however,
the 0.06% and 0.12% groups showed greater histological maturation. CTX-Il increased
at 15 days in the 0.06% and 0.12% groups, suggesting greater remodeling of the
cartilaginous matrix during the early/intermediate phase of repair. CTX-l showed
punctual changes, with lower values in the 0.06% group at 15 days and in the 0.12%
group at 30 days compared with the 0.03% group. These results indicate that locally
released nanoencapsulated estrogen from alginate films did not increase radiographic
callus size but improved tedidual callus maturation, especially at concentrations of
0.06% and 0.12%.

Keywords: osteoporosis; estradiol; nanocapsules; alginate; fracture healing;

ovariectomized rats.
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1 INTRODUGAO

A osteoporose é uma doencga esquelética sistémica caracterizada por redugao
da massa 0ssea, comprometimento da microarquitetura do tecido 6sseo e aumento
da suscetibilidade a fraturas. Em mulheres, a deficiéncia estrogénica associada a
menopausa € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento da
osteoporose. O estrogénio participa da regulacdo do remodelamento 6ésseo,
modulando a atividade de osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Sua reducao altera
o equilibrio entre formacéo e reabsorgcdo 6ssea, favorecendo aumento da do numero
e atividade de osteoclastos, perda de matriz mineralizada e deterioragao da qualidade
ossea (Weitzmann; Pacifici, 2006; Amadei et al., 2006).

As fraturas osteoporéticas representam um dos principais desafios associados
ao envelhecimento populacional. Além de sua elevada frequéncia, essas lesdes estdo
relacionadas a perda funcional, redu¢ao da qualidade de vida, maior dependéncia de
cuidados e aumento dos custos assistenciais. A carga global das fraturas ésseas tem
crescido em numeros absolutos, especialmente pelo aumento da proporcéo de
individuos idosos, grupo no qual a fragilidade esquelética e o risco de quedas séo
mais expressivos (GBD 2019 Fracture Collaborators, 2021). Assim, compreender os
mecanismos envolvidos na consolidagdo 6ssea em condigcdes osteopordticas e
desenvolver estratégias que favoregam a regeneragao do tecido 6sseo tornaram-se
prioridades cientificas e clinicas.

Além de influenciar a manutengdo da massa 0ssea, a deficiéncia estrogénica
interfere diretamente no processo de reparo apos fraturas. A consolidacdo Ossea é
um evento bioldgico complexo e sequencial, que envolve fase inflamatoria inicial,
formacado de calo fibrocartilaginoso, ossificagdo endocondral, deposi¢cao de tecido
o0sseo imaturo e posterior remodelamento. Em ambiente osteopordético, essas etapas
podem ser prejudicadas por alteracbes celulares, inflamatérias e vasculares,
resultando em calo 6sseo de menor qualidade, atraso de mineralizagdo e menor
resisténcia mecanica do tecido reparado (Namkung-Matthai et al., 2001; Gorter et al.,
2021).

Modelos experimentais com ratas ooforectomizadas s&o amplamente utilizados
para investigar a osteoporose pos-menopausa e seus efeitos sobre a consolidacao de
fraturas. A ooforectomia bilateral induz estado de hipoestrogenismo prolongado,

mimetizando aspectos importantes da deficiéncia hormonal observada em mulheres
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apdés a menopausa. Estudos em modelos animais demonstram que a osteoporose
induzida por ooforectomia pode comprometer especialmente as fases iniciais e
intermediarias do reparo 6Osseo, reduzindo a formacdo adequada do calo e
modificando a progressao da ossificagdo endocondral (Namkung-Matthai et al., 2001;
Chen et al., 2016).

A fase inflamatdria da consolidagao éssea € particularmente relevante. Embora
a inflamacéo inicial seja necessaria para o recrutamento celular e inicio do reparo, sua
persisténcia ou desregulagdo pode comprometer a diferenciagdo condrogénica e
osteogénica. A deficiéncia estrogénica esta associada ao aumento de mediadores
pré-inflamatérios e a maior ativacao de vias relacionadas a reabsorgao 6ssea. Haffner-
Luntzer et al. (2017) demonstraram que o estado estrogénico influencia a fase
inflamatdria inicial da consolidagdo, com aumento de células inflamatdrias e citocinas
no foco de fratura em animais deficientes em estrogénio. Esses achados reforgam que
a osteoporose pds-menopausa nao deve ser compreendida apenas como perda de
massa 6ssea, mas também como uma condicdo de desequilibrio 6sseo.

O estrogénio exerce efeitos relevantes sobre diferentes células envolvidas na
regeneracao 6ssea. Além de inibir a formagao e a atividade dos osteoclastos, favorece
a sobrevivéncia e a fungao osteoblastica, contribui para a manutencao da matriz 6ssea
e participa da regulacao da formacgao cartilaginosa durante a ossificagdo endocondral.
Beil et al. (2010) demonstraram que a deficiéncia estrogénica prejudica a formagao
periosteal do calo e a mineralizagdo durante a consolidacido, enquanto o tratamento
com estrogénio melhora a formacgao cartilaginosa, a mineralizagdo e a espessura da
neocortical. Dessa forma, a reposi¢cao ou modulagao local do estrogénio no foco de
fratura pode representar uma estratégia promissora para melhorar a qualidade do
reparo 0sseo em ambiente osteoporatico.

Entretanto, a utilizacdo sistémica do estrogénio apresenta limitagdes
importantes, principalmente pelo risco de efeitos em tecidos ndo esqueléticos e pela
necessidade de exposigcdo hormonal prolongada, causando efeitos sistémicos nao
desejados. Por esse motivo, estratégias de liberagéo local e controlada tém ganhado
destaque como alternativa para explorar os efeitos benéficos do estrogénio sobre o
0ss0, reduzindo a exposigao sistémica. Assim, sistemas nanoestruturados de entrega
de farmacos permitem melhorar a estabilidade, a biodisponibilidade e a liberacéo
gradual de moléculas bioativas, favorecendo maior concentragéo no local de interesse

e potencial reducdo de efeitos adversos (Guo et al., 2021; Wen et al., 2024).
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O uso de nanocarreadores contendo estradiol j& demonstrou potencial em
modelos experimentais de osteoporose. Guo et al. (2021) relataram que a entrega
o0sseo-direcionada e controlavel de estradiol em ratas ooforectomizadas foi capaz de
melhorar parametros 6sseos e reduzir efeitos em tecidos ndo esqueléticos. De forma
semelhante, estudo prévio do nosso grupo demonstrou que a aplicagao topica de
nanocapsulas de estréogeno na regiao da incisdo cutanea melhorou a consolidagao de
fraturas femorais em ratas osteoporéticas, com maior formacéo de calo 6sseo em fase
inicial, melhor maturagéo histolégica em fase tardia e menor repercusséo uterina em
comparacgao a formulagao convencional de estrogeno (Berri et al., 2025).

Apesar desses resultados, a aplicagdo topica cutanea ainda depende da
difusdo do farmaco até o foco de fratura e pode exigir administragdes repetidas. A
implantagédo de um dispositivo biodegradavel diretamente sobre a regido periosteal do
foco de fratura representa uma evolugdo dessa abordagem, pois permite contato
direto entre o sistema carreador e 0 microambiente reparativo. Essa estratégia pode
favorecer uma liberacdo mais localizada do estradiol, modulando precocemente a
resposta inflamatdria, a formagéo do calo e a transigdo entre matriz cartilaginosa e
tecido 6sseo mineralizado, com potencial redugao de efeitos sistémicos.

Entre os biomateriais utilizados para liberacao local de farmacos, o alginato
apresenta caracteristicas favoraveis, como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
capacidade de formar matrizes hidratadas e possibilidade de reticulagao ibnica. A
reticulagdo do alginato com ions calcio aumenta a estabilidade estrutural da matriz,
permitindo sua utilizacdo na forma de filmes, hidrogéis e dispositivos aplicaveis a
engenharia de tecidos e a liberagdo controlada de compostos bioativos (Sun; Tan,
2013). Assim, filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio podem funcionar
como suporte biodegradavel para nanocapsulas contendo estradiol, permitindo sua
aplicagao periosteal no momento da osteotomia.

A avaliagao da consolidacdo 6ssea em modelos experimentais deve considerar
gue o tamanho radiografico do calo nao reflete, isoladamente, a qualidade do reparo.
Em determinadas situagdes, calos maiores podem indicar atividade reparativa
persistente ou atraso no remodelamento, enquanto calos menores, porém mais
organizados histologicamente, podem representar maturagéo mais eficiente. Por isso,
a analise radiografica deve ser interpretada em conjunto com parametros histoldgicos
e marcadores bioquimicos de remodelacdo da matriz éssea e cartilaginosa (Gorter et
al., 2021; Schini et al., 2023).
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Marcadores como CTX-l e CTX-ll podem contribuir para a interpretagcao da
dindmica de degradacdo e remodelagdo da matriz extracelular durante a
consolidagdo. O CTX-l esta relacionado a degradacdo do colageno tipo I, principal
componente organico da matriz 6ssea, enquanto o CTX-Il se relaciona a degradacéo
do colageno tipo I, associado a matriz cartilaginosa. Embora esses marcadores
devam ser interpretados com cautela e sempre em associagao a dados morfologicos,
eles auxiliam na compreensao da atividade de remodelacdo 6ssea e da transigao
endocondral durante o reparo (Schini et al., 2023).

Entretanto, ainda s&o escassos os estudos que avaliam a aplicagao periosteal
unica de filmes biodegradaveis contendo estradiol nanoencapsulado diretamente no
foco de fratura osteoporoética. Diante disso, a utilizagdo de um filme de alginato
reticulado contendo nanocapsulas de estradiol aplicado diretamente sobre o foco de
fratura pode representar uma estratégia local para modular a consolidagao 6ssea em
ambiente de deficiéncia estrogénica. A avaliacao de diferentes concentragdes permite
investigar se existe resposta bioldgica dependente da dose e se a maturagéo do calo
pode ser favorecida sem aumento indesejado de efeitos sistémicos.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagcao
periosteal de filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio, contendo ou nao
nanocapsulas de 17p-estradiol em diferentes concentragdes, sobre a consolidagao de
fraturas femorais em ratas ooforectomizadas. A hipotese central é que o estrégeno
nanoencapsulado, liberado localmente a partir do filme de alginato, favorega a
maturagao histolégica do calo 6sseo e module a remodelacdo da matriz éssea e
cartilaginosa. Além disso, espera-se que a liberacdo local e controlada do 17(3-
estradiol possa minimizar a exposicao sistémica ao hormdnio e, consequentemente,

reduzir a ocorréncia de efeitos adversos associados a terapia estrogénica sistémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicagédo periosteal de filmes de alginato reticulados com
cloreto de calcio, contendo ou ndo nanocapsulas de 17B-estradiol em diferentes

concentracdes, sobre a consolidagao de fraturas femorais em ratas ooforectomizadas.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar radiograficamente o tamanho do calo 6sseo aos 15 e 30 dias apos a
osteotomia femoral.

- Comparar a maturacdo histolégica do calo 6sseo entre os grupos
experimentais por meio da escala conforme descrito por Huo et al. (1991).

- Avaliar os escores histologicos de inflamacéo e fibrose no foco de fratura aos
15 e 30 dias.

- Mensurar as concentragoes séricas de CTX-I e CTX-Il como marcadores de
remodelagcao da matriz 6ssea e cartilaginosa durante o processo de consolidagao.

- Investigar possiveis repercussodes sistémicas relacionadas a exposi¢ao ao
estrogeno por meio da analise histoldgica uterina.

- Comparar as respostas obtidas entre as diferentes concentragdes de 173-

estradiol nanoencapsulado incorporadas ao filme de alginato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica

As amostras utilizadas neste estudo foram obtidas a partir do projeto aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(CEUA-UEPG), sob o Processo SEI UEPG n° 25.000080612-8, intitulado "Dispositivo
submuscular paradésseo com nanocapsulas hormonais para aceleragdo de
consolidacéo de fraturas osteoporéticas”.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
normas brasileiras para o cuidado e uso de animais em ensino e pesquisa, respeitando

os principios éticos de reducéo, refinamento e bem-estar animal.

3.2 Local de realizagao do estudo

A obtencdo das nanocapsulas de estrogeno e a confec¢cdo dos filmes de
alginato foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os ensaios com animais, procedimentos
cirurgicos, eutanasias, coletas de amostras, exames radiograficos e processamento
histologico foram conduzidos no Laboratério de Técnica Operatoria e Cirurgia
Experimental da UEPG.

As andlises bioquimicas e imunoenzimaticas foram realizadas a partir de
amostras séricas obtidas no momento da eutanasia. As analises histologicas foram

realizadas nos segmentos femorais contendo o foco de fratura e no tecido uterino.

3.3 Obtencao das nanocapsulas de estrégeno

As nanocapsulas poliméricas contendo 17B-estradiol foram obtidas pelo
método de deposigao interfacial de polimero pré-formado. Para isso, 100 mg de poli(e-
caprolactona) (PCL) foram dissolvidos em 30 mL de acetona, contendo 0,077 g de
Span® 80, 50 mg de 17B-estradiol e 0,33 g de triglicerideos de cadeia média. A
solugao organica foi mantida sob agitacao magnética por 10 minutos.

A fase aquosa foi preparada separadamente com 0,077 g de Tween® 80
dissolvidos em 53 mL de agua destilada. Em seguida, a fase organica foi adicionada
lentamente a fase aquosa, sob agitagdao magnética continua a 40 °C. A nanoemulsao

formada foi mantida sob agitagdo por mais 10 minutos. Posteriormente, o solvente
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organico foi removido por evaporagao sob pressao reduzida a 40 °C, resultando em
uma suspensao concentrada de nanocapsulas, com volume final aproximado de 10
mL.

Foram obtidas nanocapsulas contendo 17B-estradiol para incorporacdo aos

filmes de alginato nas concentragées propostas.

3.4 Preparo e reticulagao dos filmes de alginato

O preparo dos filmes foi realizado utilizando uma solugdo composta por 4,5 g
de alginato e 12 g de glicerina, solubilizados em 300 mL de agua destilada sob
agitacdo constante até completa homogeneizagado. A glicerina foi utilizada como
agente plastificante, com o objetivo de melhorar a maleabilidade e a manipulagao dos
filmes.

Aposs o preparo da solugdo filmogénica, foram vertidos 25 mL da solugdo em
cada placa, totalizando 12 placas. Os fiimes foram mantidos em condigbes
controladas até secagem e formacgao da matriz polimérica.

Posteriormente, todos os filmes foram submetidos a reticulagédo com cloreto de
calcio, utilizando solugao de cloreto de calcio. A reticulagao foi realizada com o objetivo
de aumentar a estabilidade estrutural da matriz de alginato, reduzir sua solubilizagao
imediata em meio biolégico e permitir maior permanéncia do filme sobre o foco de
fratura durante a fase inicial do reparo ésseo.

Foram confeccionados filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio sem
nanocapsulas de estrogeno e filmes de alginato reticulados contendo nanocapsulas
de 17B-estradiol nas concentragdes finais de 0,03%, 0,06% e 0,12%. Apods a
obtencao, os filmes foram cortados em fragmentos padronizados de 0,5 cm x 1,0 cm,
dimensdes definidas para permitir a cobertura do foco de osteotomia femoral e contato
direto com a superficie periosteal.

Antes da implantacdo, os filmes foram esterilizados por exposicao a luz
ultravioleta por 10 minutos. Amostras representativas dos filmes foram submetidas a
controle microbiolégico em agar sangue, com o objetivo de verificar possivel

contaminagao bacteriana antes do uso experimental.
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3.5 Modelo animal e grupos experimentais

Foram utilizadas 64 ratas da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, sexo
feminino, com idade aproximada entre 2 e 3 meses e peso inicial aproximado de 250
g. Os animais foram mantidos em gaiolas de plastico, sob temperatura controlada de
22 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas e agua e ragao comercial *ad libitum* para
roedores.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, compostos por
16 ratas cada. Em cada grupo, oito animais foram submetidos a eutanasia aos 15 dias
e oito animais aos 30 dias apds a osteotomia femoral.

Os grupos experimentais foram constituidos da seguinte forma: G1, fiime de
alginato reticulado com cloreto de calcio, sem nanocapsulas de 17B-estradiol; G2,
filme de alginato reticulado com cloreto de calcio contendo nanocapsulas de 17[3-
estradiol na concentracado de 0,03%; G3, filme de alginato reticulado com cloreto de
calcio contendo nanocapsulas de 173-estradiol na concentragao de 0,06%; e G4, filme
de alginato reticulado com cloreto de calcio contendo nanocapsulas de 173-estradiol

na concentracao de 0,12%.

3.6 Técnica anestésica e analgesia

Para os procedimentos de ooforectomia bilateral e osteotomia femoral, os
animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina na dose de 40 mg/kg e
cloridrato de xilazina na dose de 5 mg/kg, administrados por via intraperitoneal.

A analgesia p6s-operatoria foi realizada com tramadol na dose de 12,5 mg/kg,
administrado a cada 8 horas por via intraperitoneal, durante trés dias. Nao foram
utilizados anti-inflamatoérios nao esteroidais, a fim de evitar interferéncia na resposta
inflamataria fisiolégica envolvida no processo de consolidagao 6ssea e na avaliagao
da resposta local ao estrogeno.

Durante o periodo pés-operatério, os animais foram monitorados diariamente
quanto ao comportamento, ingestao de agua e alimento, mobilidade, aspecto da ferida

operatoria e sinais clinicos compativeis com dor, estresse ou complicagdes cirurgicas.
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3.7 Ooforectomia bilateral

Antes do procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a jejum hidrico
por 2 horas e jejum alimentar por 4 horas. Apos anestesia, foi realizada tricotomia
bilateral dos flancos e antissepsia da regido operatoria.

A ooforectomia bilateral foi realizada por meio de incisées longitudinais de
aproximadamente 0,5 cm em cada flanco. Apds acesso a cavidade abdominal, os
ovarios foram identificados, exteriorizados e pingados com pinga hemostatica. A
artéria ovariana foi ligada com fio absorvivel de poliglactina 910 4-0, seguida da
remogao das gbnadas.

ApOs a retirada dos ovarios, os planos musculares e a pele foram suturados
com fio inabsorvivel mononailon 3-0, conforme técnica padronizada. Os animais
permaneceram em observacdo até completa recuperacdo anestésica e foram

acompanhados diariamente durante o periodo pos-operatorio.

3.8 Osteotomia femoral

Decorridos 150 dias da ooforectomia bilateral, periodo estabelecido para o
desenvolvimento do modelo de deficiéncia estrogénica prolongada, as ratas foram
submetidas a osteotomia femoral direita.

ApOs anestesia, foi realizada tricotomia ampla do membro posterior direito e
antissepsia com polivinilpirrolidona-iodo. A abordagem cirurgica consistiu em incisao
longitudinal de aproximadamente 2 cm na face lateral da coxa direita, seguida de
disseccao romba por planos e afastamento do musculo vasto lateral para exposicéo
da diafise femoral, com preservagao das partes moles adjacentes.

A estabilizacao intramedular foi realizada previamente a osteotomia, por meio
da introducéo retrograda de um fio de Kirschner de 1,0 mm de diédmetro, posicionado
no canal medular para garantir alinhamento e estabilidade dos fragmentos 6sseos.

Na sequéncia, foi realizada osteotomia transversa completa no terco médio da
diafise femoral, utilizando oste6tomo de 5 mm. O procedimento foi executado de forma
padronizada em todos os animais, com o objetivo de produzir uma fratura simples,

reprodutivel e estabilizada em ambiente de deficiéncia estrogénica.
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3.9 Aplicacgao periosteal do filme de alginato contendo ou nao estrégeno

ApOs a realizagéo da osteotomia, o filme de alginato correspondente ao grupo
experimental foi aplicado diretamente sobre o foco de fratura. Cada filme apresentava
dimensdes de 0,5 cm x 1,0 cm e foi posicionado em intimo contato com a superficie
o0ssea e com o tecido periosteal adjacente.

Nos animais do grupo controle, foi aplicado filme de alginato reticulado com
cloreto de calcio, sem nanocapsulas de 17@-estradiol. Nos animais dos grupos
tratados, foram aplicados filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio contendo
nanocapsulas de 17@-estradiol nas concentragdes de 0,03%, 0,06% ou 0,12%,
conforme a alocagao experimental.

Apo6s a implantagéo do filme, a fascia muscular foi suturada com fio absorvivel
de poliglactina 910 2-0, e a pele foi suturada com mononailon 3-0. Ao final do
procedimento, os animais foram mantidos em ambiente aquecido até recuperagao
anestésica completa e, posteriormente, retornaram as gaiolas para acompanhamento

pos-operatorio.

3.10 Eutanasia e coleta de amostras

A eutanasia foi realizada em dois tempos experimentais: 15 e 30 dias apos a
osteotomia femoral. Em cada tempo, oito animais de cada grupo foram anestesiados
conforme o protocolo descrito e submetidos a coleta de sangue por puncgao cardiaca.

ApoOs a coleta sanguinea, os animais foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico. Foram coletados o tecido uterino e ambos os fémures. O
sangue foi utilizado para obtengcdo de soro e posterior realizagdo das analises
bioquimicas e imunoenzimaticas. Os fémures foram destinados as avaliagbes
radiograficas e histologicas. O tecido uterino foi coletado para avaliagao de possiveis
repercussdes sistémicas relacionadas a exposi¢cao ao estrogeno liberado a partir dos

filmes implantados.

3.11 Avaliagao radiografica

As radiografias de ambos os fémures foram obtidas utilizando o aparelho Lotus
630HF e visualizadas/exportadas pelo software VXvue 1.0.2.6pi (Viewworks Co. Ltd.).
As imagens foram realizadas de forma padronizada, permitindo a avaliagdo do fémur

submetido a osteotomia e do fémur contralateral.
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As mensuragbes do calo 6sseo foram realizadas no software Imaged. O
didmetro do calo 6sseo foi medido na regido de maior formagéo 6ssea, considerando-
se a distancia de cortical a cortical nas apresentacdes anteroposterior e em perfil. A

média das duas mensuragdes foi utilizada para estatistica.

3.12 Analises bioquimicas e imunoenzimaticas

As amostras de sangue coletadas por puncao cardiaca foram centrifugadas
para obtengao do soro, que foi aliquotado e armazenado até a realizagao das analises
laboratoriais.

Foram avaliados por meio de reagdes enzimaticas colorimétricas marcadores
relacionados a fungao hepatica e remodelagao de matriz ssea e cartilaginosa. O perfil
hepatico incluiu aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, gama-
glutamiltransferase e fosfatase alcalina.

A dindmica de remodelacdo da matriz extracelular sistémica foi avaliada por
meio da quantificagao sérica de CTX-l e CTX-Il, utilizando kits comerciais de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de inibicao competitiva (ELK2221 e ELK2671,
respectivamente; ELK Biotechnology Co., Ltd., TX, USA). As analises foram
conduzidas de acordo com as instru¢cdes do fabricante, com a determinacédo das
concentragbes (pg/mL). O CTX-lI foi estabelecido como marcador analitico da
degradacdo de colageno tipo |, predominante na matriz 6ssea em reabsorgao,
enquanto o CTX-Il atuou como indicador da degradacao de colageno tipo ll, refletindo

o turnover do molde cartilaginoso do processo de ossificagédo endocondral.

3.13 Analise histolégica do calo 6sseo

O segmento femoral fraturado, previamente limpo do tecido muscular
adjacente, foi fixado em solugao de formaldeido a 10%. Em seguida, os ossos foram
submetidos a descalcificagdo em solucéo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
a 10%, com substituicdo semanal da solugcédo durante aproximadamente dois meses.

ApOs a descalcificagdo, o segmento contendo a regido da fratura foi incluido
em parafina e seccionado longitudinalmente em cortes de 5 ym de espessura.
Posteriormente, os cortes foram corados com hematoxilina-eosina para avaliacéo

morfoldégica do calo ésseo.
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ApOs a selecdo das laminas, as segdes histoldégicas foram fotografadas
utilizando microscopio Olympus DP72 (Evident Corp., Shinjuku-ku, Téquio, Japao),
com auxilio do software T Capture.

As analises das amostras foram realizadas por meio da escala numérica
proposta por Huo et al. (1991), de acordo com o estagio de consolidagdo observado
em cada lamina. Essa escala permite classificar a maturacdo do calo 6sseo
considerando a predominancia de tecido fibroso, cartilaginoso, osteoide e tecido
0sseo mineralizado. Adicionalmente, a intensidade da inflamacdo e da fibrose
periosteal/peri-implante foi avaliada de forma semiquantitativa em escores de 0 a 4,
adaptando critérios histopatologicos empregados na avaliagdo de biocompatibilidade
de membranas e biomateriais implantaveis, conforme descrito por Lindner et al.
(2022).

3.14 Analise histolégica uterina

ApOs a eutanasia, os uteros foram coletados e fixados em solugdo de
formaldeido a 10%. As amostras foram submetidas ao processamento histolégico de
rotina, incluidas em parafina e seccionadas em micrétomo.

Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina e avaliados em microscopia
de luz. A analise uterina foi realizada com o objetivo de investigar possiveis efeitos
sistémicos relacionados a exposicdo ao estrogeno liberado a partir dos filmes

implantados.

3.15 Calculo amostral e analise estatistica

O calculo amostral foi realizado com base em dados prévios do grupo de
pesquisa, utilizando o programa G\*Power 3.1. Foi adotado poder estatistico minimo
de 80%, nivel de significancia de 5% e acréscimo de 10% ao numero total de animais
para compensar possiveis perdas experimentais.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, IBM Corp., Armonk, NY, USA), verséo 20.0. Inicialmente,
os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
comparacgao entre os grupos experimentais em cada tempo de avaliagéao, foi utilizada
andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para multiplas

comparagoes.
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Os resultados foram expressos como média e desvio-padrdo. O nivel de
significancia adotado foi de 5%, considerando-se diferenca estatisticamente

significativa quando p \< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao radiografica do tamanho do calo 6sseo

A avaliagao radiografica do calo ésseo foi realizada aos 15 e 30 dias apds a
osteotomia femoral conforme tabela 1. Aos 15 dias, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais. Em contrapartida aos
30 dias, observou-se diferenga significativa entre o grupo controle e os grupos tratados
com estrdégeno.

Tabela 1. Avaliacao radiografica do calo 6sseo (mm) aos 15 e 30 dias.

Grupo D15 D30

G1 4,96 + 1,042 6,75 + 1,452
G2 5,40+ 1,132 5,54 + 1,15
G3 5,05 £ 0,982 5,47 £ 1,15
G4 5,24 + 1,382 4,67 + 0,75

Nota: valores expressos como média + desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam p < 0,05 (Tukey). G1: controle; G2: 0,03%; G3: 0,06%, G4: 0,12%.

Dessa forma, o tratamento com filmes de alginato contendo nanocapsulas de
17B-estradiol ndo promoveu aumento do tamanho radiografico do calo ésseo. Aos 30
dias, os grupos tratados apresentaram menor dimensdo radiografica do calo em

relagéo ao grupo controle.

4.2 Avaliacao histolégica do calo 6sseo

Aos 15 dias, nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos
quanto ao escore de maturagao do calo 6sseo pela escala de Huo et al. (1991). Os
dados encontram-se nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Avaliacdo histologica do calo 6ésseo aos 15 dias.

Grupo Maturagao’ Inflamagao? Fibrose?

G1 4,86 + 1,302 1,37 £ 0,362 1,83 £ 0,342
G2 5,00 + 1,502 1,20 £ 0,382 2,06 + 0,52ab
G3 4,45 £ 1,132 1,33 £ 0,32ab 2,30 + 0,53bc
G4 4,38 £ 1,072 1,61+0,48p 2,38 + 0,48¢

Nota: valores expressos como média *+ desvio-padréo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam p < 0,05 (Tukey). " Escala de Huo et al. (1991). 2 Escala de Lindner
et al. (2022), escores 0-4.

Embora n&o tenha havido diferenga significativa na maturagéo histolégica aos
15 dias, os escores de inflamagao e fibrose apresentaram diferengas entre os grupos.
O grupo tratado com 0,03% apresentou menor escore inflamatério em comparagao ao
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grupo tratado com 0,12%. Em relacéo a fibrose, os grupos tratados com 0,06% e
0,12% apresentaram maiores escores em comparagao ao grupo controle.

Aos 30 dias, observou-se aumento significativo do escore de maturagéo
histologica nos grupos tratados com 0,06% e 0,12% de 17(-estradiol. Além disso, os
escores de inflamagao e fibrose ndo diferiram entre os grupos experimentais. Assim,
os achados histoldgicos indicam que as concentragdes de 0,06% e 0,12% de 173-
estradiol favoreceram a maturacao do calo 6sseo aos 30 dias.

Tabela 3. Avaliagao histolégica do calo ésseo aos 30 dias.

Grupo Maturagao’ Inflamagao? Fibrose?

G1 4,19 £ 1,032 1,21 + 0,562 2,09 + 0,662
G2 5,00 £ 1,21ab 1,37 £ 0,372 2,27 + 0,572
G3 5,46 + 0,94b 1,41 £ 0,372 1,94 £ 0,612
G4 565+ 141v 1,44 + 0,352 2,02 + 0,762

Nota: valores expressos como média + desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam p < 0,05 (Tukey). " Escala de Huo et al. (1991). 2 Escala de Lindner
et al. (2022), escores 0-4.

4.3 Avaliagao sérica de CTX-II

A dosagem sérica de CTX-Il apresentou diferenga significativa entre os grupos
aos 15 dias. Os grupos controle e 0,03% apresentaram valores expressos em pg/mi
semelhantes, respectivamente 11057,34 £+ 1045,45 e 11076,41 £ 427,84. Os grupos
tratados com 0,06% e 0,12% apresentaram valores significativamente maiores,
respectivamente 12333,58 + 523,71 e 12282,70 £ 1117,13. Conforme apresentado na
tabela 4.

Tabela 4. Avaliacao sérica de CTX-I (pg/mL) e CTX-Il (pg/mL) aos 15 e 30 dias.
Gru

oo CTXD15 CTX-l D30 CTX-ID15  CTX-I D30

G  1636268: 1505840+ 1105734+ 10150,51 +
763,138 622,762 1045,45 622,052

Gp  1657844: 1677862+ 1107641+ 10458,00 +
740,202 1145,752 427,842 442,12

G3 1489514 1580608+ 1233358 9539,73 +
840,75 142,912 523,71 455,002

o4 1588772 1514944+ 1228270+ 10242,10 +
472,18abe 825,410 1117,130 706,882

Nota: valores expressos como média + desvio-padrao. Letras diferentes na mesma
coluna indicam p < 0,05 (Tukey). G1: controle; G2: 0,03%,; G3: 0,06%; G4: 0,12%.
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4.4 Avaliagao sérica de CTX-I

Aos 30 dias, o grupo tratado com 0,12% apresentou menor concentragao sérica
de CTX-I em comparagéao ao grupo 0,03%. Os valores foram de 15958,40 + 622,76
no grupo controle, 16778,62 + 1145,75 no grupo 0,03%, 15896,08 + 142,91 no grupo
0,06% e 15149,44 + 825,41 no grupo 0,12%.

Foram observadas diferengas pontuais nas concentragdes séricas de CTX-I,
com menor valor no grupo 0,06% aos 15 dias e no grupo 0,12% aos 30 dias em

comparagao ao grupo 0,03%.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, a aplicagao periosteal de filmes de alginato contendo
nanocapsulas de 17B-estradiol ndo promoveu aumento do tamanho radiografico do
calo 6sseo. Aos 15 dias, ndo foram observadas diferencas entre os grupos, indicando
que, nesse periodo inicial/intermediario da consolidagéo, o tratamento ainda nao havia
produzido alteragcdo mensuravel no volume radiografico do calo. Aos 30 dias,
entretanto, os grupos tratados com estrogeno apresentaram calos significativamente
menores que o grupo controle. Em modelos de fratura, especialmente em ambiente
osteoporotico, o reparo 6sseo deve ser avaliado de forma integrada, considerando
volume do calo, composi¢ao tecidual, mineralizagdo, remodelamento e maturagao
histolégica (Chen et al., 2016; Gorter et al., 2021).

A presenca de maior calo radiografico no grupo controle aos 30 dias n&o indica,
obrigatoriamente, consolidacao superior. Durante o reparo secundario de fraturas, o
calo passa por fases sucessivas de formagao fibrocartilaginosa, mineralizagao e
remodelamento. Assim, a persisténcia de um calo mais volumoso em fase tardia pode
refletir manutencdo de tecido reparativo imaturo ou atraso no remodelamento,
especialmente quando esse achado ndo € acompanhado por maior maturagao
histolégica. Nesse sentido, a avaliagcao radiografica do calo deve ser interpretada em
conjunto com parametros histolégicos e bioquimicos, uma vez que o volume do calo,
isoladamente, nao representa necessariamente melhor qualidade do reparo 6sseo
(Eastaugh-Waring et al., 2009; Gorter et al., 2021). No presente estudo, essa
interpretacdo é reforcada pelo fato de que o grupo controle, embora tenha
apresentado maior tamanho radiografico do calo aos 30 dias, apresentou menor
escore de maturagao histolégica em comparagao aos grupos tratados com 0,06% e
0,12% de estrogeno. Estudos em modelos osteoporéticos demonstram que a
deficiéncia estrogénica pode comprometer a qualidade do calo e atrasar a
consolidacdo, tornando a avaliacdo histolégica fundamental para interpretar
adequadamente os achados radiograficos (Namkung-Matthai et al., 2001; Gorter et
al., 2021).

Esses resultados diferem parcialmente do estudo prévio do nosso grupo, no
qual a aplicagéo topica de nanocapsulas de estrogeno na incisdo cutdnea aumentou
o tamanho radiografico do calo aos 15 dias e melhorou a maturagao histolégica aos

30 dias. No estudo anterior, a formulagao foi aplicada topicamente sobre a pele
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durante 14 dias, dependendo da difusao do farmaco até o foco de fratura. No presente
estudo, por outro lado, o estrégeno nanoencapsulado foi incorporado a um filme de
alginato reticulado e aplicado diretamente sobre o foco de osteotomia, em intimo
contato com a superficie periosteal. Essa diferenga metodoldgica pode ter modificado
a cinética de liberacao e a disponibilidade local do farmaco, favorecendo mais a
maturacgao do calo do que seu aumento volumétrico radiografico (Berri et al., 2025).

Dessa forma, a interpretagdo mais adequada dos achados radiograficos € que
o estrégeno nanoencapsulado n&o estimulou simplesmente a formagédo de um calo
maior, mas pode ter favorecido um reparo mais eficiente, com menor persisténcia de
calo exuberante aos 30 dias. Essa hipotese é sustentada pela associagdo entre menor
tamanho radiografico do calo e maior maturagao histoldégica nos grupos tratados com
0,06% e 0,12%. Em estudos envolvendo osteoporose e farmacos moduladores do
remodelamento ésseo, o volume do calo pode nao acompanhar diretamente a
qualidade do tecido formado, sendo necessario interpretar os achados radiograficos
em conjunto com marcadores histologicos e bioquimicos (Gorter et al., 2021; Schini et
al., 2023).

Na avaliacado histologica, ndo foram observadas diferencas significativas no
escore de maturagado do calo 6sseo aos 15 dias. Esse achado é compativel com a
fase intermediaria do reparo, na qual ainda predominam eventos de organizacao
tecidual, resposta inflamatdria, formagdo de matriz fibrocartilaginosa e inicio da
ossificagdo endocondral. A literatura demonstra que a deficiéncia estrogénica interfere
especialmente nas fases iniciais da consolidacao, alterando a resposta inflamatéria
local, a formacéao periosteal e a evolugao da matriz cartilaginosa, o que pode dificultar
a observacéo de diferencgas globais de maturagdo em momentos muito precoces (Beil
et al., 2010; Haffner-Luntzer et al., 2017).

Apesar da auséncia de diferenca no escore de maturacao aos 15 dias, foram
observadas diferengas nos escores de inflamagao e fibrose. O grupo tratado com
0,03% apresentou menor inflamagdo em comparagédo ao grupo tratado com 0,12%,
enquanto os grupos tratados com 0,06% e 0,12% apresentaram maior fibrose em
relagdo ao controle. Esses achados sugerem que as maiores concentragcbes de
estrégeno nanoencapsulado podem ter induzido resposta tecidual inicial mais intensa
no foco de fratura. A fase inflamatéria é indispensavel para o inicio do reparo 6sseo,
pois participa do recrutamento celular e da ativacao de vias reparativas; entretanto,

sua intensidade e duragao precisam ser reguladas para permitir a adequada transigéo
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para as fases condrogénica e osteogénica (Haffner-Luntzer et al., 2017; Weitzmann;
Pacifici, 2006).

Aos 30 dias, os grupos tratados com 0,06% e 0,12% apresentaram escores de
maturacdo histoldgica significativamente superiores ao grupo controle. O estrogénio
exerce efeitos sobre osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células mesenquimais,
modulando formacéao éssea, reabsorgao, condrogénese e mineralizagao. Em modelo
experimental, Beil et al. (2010) demonstraram que o tratamento com estrogénio
melhorou a consolidagdo Ossea, com aumento da formagédo cartilaginosa,
mineralizagao do calo e espessura da neocortical.

A auséncia de diferengas entre os grupos quanto a inflamacéo e fibrose aos 30
dias indica que as alteragdes observadas no periodo inicial foram transitorias. Esse
comportamento € biologicamente relevante, pois sugere que a resposta tecidual inicial
observada nas maiores concentragdes nao evoluiu para inflamacao persistente ou
fibrose tardia, mas foi acompanhada por maior maturagao do calo. A consolidacao
adequada depende da transicdo coordenada entre inflamacéo, formacao de tecido
cartilaginoso, ossificagdo e remodelamento; quando essa sequéncia € desregulada,
podem ocorrer atraso de consolidagao e persisténcia de tecido imaturo no foco de
fratura (Haffner-Luntzer et al., 2017; Gorter et al., 2021).

Os resultados histologicos deste estudo se alinham ao estudo anterior do
grupo, no qual a formulagdo nanoencapsulada de estrégeno também promoveu
melhor maturagédo histolégica do calo aos 30 dias em ratas osteoporéticas. No
presente trabalho, a aplicacdo periosteal Unica por meio de filme de alginato
representa um avango metodoldgico, pois posiciona o sistema de liberagao
diretamente no microambiente da fratura. Essa estratégia pode ter favorecido a agao
local do estrégeno sobre células osteocondrogénicas e sobre o processo de
remodelagao do calo, reduzindo a dependéncia de aplicagdes repetidas e de difusao
transcuténea (Berri et al., 2025; Sun; Tan, 2013).

O fato de a concentragao de 0,03% nao ter promovido diferenca significativa de
maturacao histolégica em relagdo ao controle sugere que essa dose pode ter sido
insuficiente para produzir efeito robusto no modelo utilizado. Por outro lado, as
concentracbes de 0,06% e 0,12% apresentaram respostas mais consistentes,
principalmente aos 30 dias. Essa resposta nao foi estritamente linear em todos os
parametros, o que é esperado em intervengdes bioldgicas locais, nas quais a agao do

farmaco depende da concentracgao, liberagao, interagdo com o biomaterial, fase do
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reparo e sensibilidade celular do microambiente de fratura (Gorter et al., 2021; Schini
et al., 2023).

A interpretagdo dos marcadores CTX-Il e CTX-I contribui para compreender a
dindmica da matriz extracelular durante a consolidagao. O CTX-Il esta relacionado a
degradacgao do colageno tipo Il, componente predominante da matriz cartilaginosa.
Durante a ossificagdo endocondral, a cartilagem formada no calo inicial precisa ser
progressivamente degradada, mineralizada e substituida por tecido 6sseo. Assim,
alteracdes de CTX-Il podem refletir atividade de remodelagéo da matriz cartilaginosa
durante as fases intermediarias da consolidagao (Schini et al., 2023).

No presente estudo, os grupos tratados com 0,06% e 0,12% apresentaram
aumento significativo de CTX-Il aos 15 dias, enquanto o grupo 0,03% permaneceu
semelhante ao controle. Esse resultado sugere que as maiores concentragdes de
estrogeno nanoencapsulado aumentaram a atividade de remodelacdo da matriz
cartilaginosa na fase inicial/intermediaria da consolidacdo. Essa interpretacao é
coerente com os efeitos descritos do estrogénio sobre a fase condral do reparo 6sseo,
incluindo regulagdo da atividade de condrdcitos, formagdo cartilaginosa e
mineralizacao subsequente do calo (Beil et al., 2010).

A elevacao inicial de CTX-Il nos grupos 0,06% e 0,12% também se relaciona
com a maior maturagao histolégica observada nesses mesmos grupos aos 30 dias.
Isso sugere que a maior atividade sobre a matriz cartilaginosa no periodo inicial pode
ter favorecido a transi¢do endocondral e a substituicdo da cartilagem por tecido 6sseo
mais maduro. Portanto, o aumento de CTX-Il aos 15 dias ndao deve ser interpretado
como simples degradacao patoldgica de cartilagem, mas como possivel indicador de
remodelagdo ativa da matriz cartilaginosa dentro do processo fisiolégico de
consolidagéo éssea (Beil et al., 2010; Gorter et al., 2021).

A auséncia de diferenga no CTX-Il aos 30 dias refor¢a a hipotese de que esse
efeito foi transitorio e relacionado & fase inicial/intermediaria da consolidagéo. A
medida que o calo progride para estagios mais maduros, a matriz cartilaginosa tende
a reduzir sua participagcdo relativa, e a remodelagdo passa a envolver
predominantemente matriz 6ssea rica em colageno tipo |. Essa sequéncia é
compativel com a ossificagdo endocondral e com a observagdo de que 0s grupos
0,06% e 0,12% apresentaram maior escore de maturacao histolégica aos 30 dias (Beil
et al., 2010; Schini et al., 2023).
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O CTX-l, por sua vez, esta associado a degradagao do colageno tipo I, principal
componente organico da matriz éssea. Em estudos de metabolismo 6sseo, € utilizado
como marcador de reabsorgao e turnover 6sseo; entretanto, sua interpretacado exige
cautela, pois os niveis séricos podem refletir simultaneamente eventos locais do calo
e alteragbes sistémicas do metabolismo 0Osseo, especialmente em animais
ooforectomizados (Schini et al., 2023).

Aos 15 dias, o grupo tratado com 0,06% apresentou menor concentragao de
CTX-l em relagéo ao controle, sugerindo menor degradacéo precoce da matriz 6ssea
ou remodelacdo mais controlada do colageno tipo | nesse periodo. O estrogénio é
reconhecido por reduzir a atividade osteoclastica e modular a reabsorgao 6ssea, 0
que oferece sustentagédo bioldgica para a reducdo de marcadores relacionados a
degradagao do colageno tipo | em grupos expostos ao horménio. Esse efeito pode ter
contribuido para um microambiente mais favoravel a organizacdo do calo em fase
subsequente (Weitzmann; Pacifici, 2006; Schini et al., 2023).

O grupo tratado com 0,12% apresentou valor intermediario de CTX-l aos 15
dias, sem diferencga direta em relagdo ao controle, indicando que a resposta nao foi
linearmente dose-dependente nesse tempo experimental. Esse comportamento
reforga que o reparo 6sseo € um processo dindmico, no qual formacgao, reabsorgao e
remodelamento ocorrem simultaneamente, mas em intensidades variaveis conforme
a fase da consolidagao. Assim, diferentes concentragdes de estrogeno podem exercer
efeitos distintos sobre matriz cartilaginosa e matriz 6ssea ao longo do tempo (Gorter
et al., 2021; Schini et al., 2023).

Aos 30 dias, o grupo tratado com 0,12% apresentou menor CTX-l em
comparagao ao grupo 0,03%. Embora essa diferenga ndo tenha sido demonstrada
diretamente em relagdo ao controle, ela sugere que a maior concentracdo de
estrégeno pode ter modulado a degradagao do colageno tipo | em fase mais tardia.
Esse achado ganha maior relevancia quando interpretado em conjunto com a
histologia, pois o grupo 0,12% apresentou maior maturagéo do calo e menor tamanho
radiografico, sugerindo um reparo mais organizado e com menor persisténcia de calo
volumoso e imaturo (Gorter et al., 2021; Schini et al., 2023).

De forma integrada, os resultados de CTX-ll e CTX-l sugerem que as
concentracdes de 0,06% e 0,12% modularam diferentes etapas da consolidagéo. O
aumento de CTX-Il aos 15 dias indica maior atividade sobre a matriz cartilaginosa

inicial, enquanto as alteragdes de CTX-l apontam para modulacédo da remodelacao da
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matriz 6ssea em momentos distintos. Essa sequéncia € compativel com o processo
de ossificagdo endocondral, no qual a cartilagem inicial & substituida por tecido 6sseo
e posteriormente remodelada para formar um calo mais maduro (Beil et al., 2010;
Schini et al., 2023).

Portanto, os resultados indicam que o estrogeno nanoencapsulado liberado
localmente por filme de alginato reticulado melhorou a maturagao do calo 6sseo em
ratas ooforectomizadas. O efeito foi mais consistente nas concentracbées de 0,06% e
0,12%, enquanto a concentragao de 0,03% apresentou resposta limitada. A principal
contribuicdo do tratamento parece ter sido deslocar o reparo de um calo volumoso e
menos maduro para um calo radiograficamente menor, porém histologicamente mais
avangado. Esses achados ampliam os resultados prévios do grupo e sugerem que a
aplicacado periosteal unica de estrégeno nanoencapsulado pode representar uma
estratégia promissora para modular a consolidagcao 6ssea em ambiente de deficiéncia
estrogénica (Berri et al., 2025; Gorter et al., 2021).
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6 CONCLUSAO

A aplicacao periosteal de filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio
contendo nanocapsulas de 17B-estradiol ndo aumentou o tamanho radiografico do
calo 6sseo em ratas ooforectomizadas. Aos 30 dias, os grupos tratados apresentaram
calos radiograficamente menores que o grupo controle.

Apesar do menor tamanho radiografico do calo, os filmes contendo 17(3-
estradiol nas concentracdes de 0,06% e 0,12% favoreceram maior maturacao
histolégica do calo 6sseo aos 30 dias, indicando melhora qualitativa do processo de
consolidacgao.

As alteracbes observadas nos marcadores CTX-lIl e CTX-l sugerem que o
tratamento modulou a remodelagdo da matriz cartilaginosa e 6Ossea durante a
consolidacéo, especialmente nas concentrac¢des de 0,06% e 0,12%.

Dessa forma, conclui-se que o estrogeno nanoencapsulado, liberado
localmente por filme de alginato aplicado diretamente sobre o foco de fratura,
melhorou a maturagdo do calo 6sseo em ambiente de deficiéncia estrogénica, sem

que esse efeito estivesse associado ao aumento do volume radiografico do calo.
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

O estudo também né&o avaliou a curva de liberacédo do 17B-estradiol a partir dos
filmes de alginato nem a concentracdo local do horménio no foco de fratura. Dessa
forma, a interpretagao do efeito biolégico das diferentes concentragdes foi realizada a
partir dos desfechos radiograficos, histoldgicos e bioquimicos, sem mensuracgao direta
da cinética de liberagcado ou da biodisponibilidade local do estradiol.

Os marcadores CTX-l e CTX-ll foram mensurados em soro, o que limita a
diferenciacdo entre eventos locais no foco de fratura e alteragbes sistémicas do
metabolismo 06sseo. Embora esses marcadores auxiliem na interpretacdo da
remodelagdo da matriz 6ssea e cartilaginosa, sua analise deve ser integrada aos
achados histolégicos e radiograficos.

Por fim, embora o modelo de ooforectomia seja amplamente utilizado para
simular deficiéncia estrogénica, a confirmacdo direta da osteoporose por
densitometria, microtomografia ou analise biomecanica prévia a osteotomia nao foi
incluida nesta etapa. Ainda assim, o periodo de 150 dias apds a ooforectomia foi
adotado para permitir a instalacdo de alteragbes O&sseas compativeis com

hipoestrogenismo prolongado.
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