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Pereira CCS. Análise do processo de reparo alveolar em ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) não tratados e tratados com losartan. Estudo imunoistoquímico e 

histomorfométrico. [Tese]. Araçatuba: Unesp – Universidade Estadual Paulista; 

2013. 

RESUMO 

A hipertensão arterial sistêmica é uma condição clínica de etiologia multifatorial, com 

altos índices de complicações, como doenças cardiovasculares e renais, que tornam 

essa entidade um dos maiores problemas de saúde pública mundial.  Sabe-se que 

esta patologia altera o padrão de regulação de cálcio induzindo a perda óssea. O 

objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o processo de reparo alveolar em 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar e o efeito do losartan, droga 

inibidora dos receptores AT1 da angiotensina II na dinâmica óssea. Um total de 60 

ratos foram divididos em 4 grupos com 3 períodos de avaliação: A. Wistar; B. SHR; 

C. Wistar tratado com losartan (30 mg/kg/dia); D:SHR tratado. Submetidos a 

exodontia do incisivo superior direito com eutanásia no 7º, 14º e 28º dia de pós-

operatório. A análise dos mecanismos biológicos envolvidos no processo de reparo 

alveolar foi obtida pela histomorfometria e imunoistoquímica por meio da expressão 

das proteínas OPG, RANKL, TRAP e PECAM envolvidos na dinâmica do 

metabolismo ósseo. Os resultados foram submetidos a teste não paramétricos de 

Kruskal Wallis, seguido de Mann Whitney para comparação das amostras nos 

diferentes períodos. O grupo SHR apresentou atraso na cronologia do reparo 

alveolar. O losartan influenciou processo de reparo em Wistar e SHR, acarretando 

maior formação óssea, assim como maior espessura do trabeculado. Além disso, 

pode-se constatar que as referidas proteínas marcadas participam ativamente da 

dinâmica óssea, sofrendo ação do medicamento anti-hipertensivo proposto. Assim, 

sugere-se que o sistema renina-angiotensina interfere no metabolismo ósseo por 

meio da ação da angiotensina II. 

 

Palavras-chave: Hipertensão, SHR, losartan, exodontia, reparo alveolar, 

imunoistoquímica. 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



18 
 

Pereira CCS. Analysis of alveolar repair process in spontaneously hypertensive rats 

(SHR) untreated and treated with losartan. Histomorphometric and 

immunohistochemical study. [Tese]. Araçatuba: Unesp – Universidade Estadual 

Paulista; 2013. 

ABSTRACT 

Hypertension is a multifactorial clinical condition, with high rates of complications, 

such as cardiovascular and renal disease, that make this organization one of the 

greatest public health problems worldwide. It is known that this disease alters the 

pattern of calcium regulation by inducing bone loss. The aim of this study was to 

comparatively evaluate the process of alveolar repair in spontaneously hypertensive 

rats (SHR) and Wistar and the effect of losartan (30 mg / kg / day), a drug inhibiting 

the angiotensin II AT1 receptors in bone dynamics. A total of 60 rats were divided 

into 4 groups with 3 evaluation periods: A. Wistar; B. SHR; C. Wistar treated; D: SHR 

treated. The rats underwent dental extraction of the upper right incisor, was 

proceeded euthanasia on the 7th, 14th and 28th day after surgery. The analysis of 

the biological mechanisms involved in alveolar repair was obtained by 

histomorphometry and immunohistochemistry through the expression of OPG 

protein, RANKL, TRAP and PECAM dynamics involved in bone metabolism. Results 

were submitted to nonparametric test of Kruskal Wallis followed by Mann Whitney 

test for comparison of samples in different periods. The SHR was late in the 

chronology of alveolar repair. Losartan influenced repair process in Wistar and SHR, 

resulting in increased bone formation, as well as greater trabecular thickness. 

Moreover, it can be seen that these tagged proteins actively participate in the 

dynamic bone, suffering the action of the antihypertensive drug proposed. Thus, it is 

suggested that losartan and the renin-angiotensin interfere with bone metabolism 

through the action of angiotensin II. 

 

Keywords: Hypertension, SHR, losartan, extraction, alveolar repair, 

immunohistochemistry. 
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INTRODUÇÃO 

 Mediante a presença de situações clínicas em que dentes estejam 

condenados, aspectos como a causa da perda dental, quantidade e qualidade 

do remanescente ósseo e a presença de patologias como a hipertensão arterial 

e osteoporose, devem ser observados com intuito de definir o momento 

oportuno para a reabilitação oral. O entendimento da dinâmica do processo de 

reparo alveolar tem sido foco de diversos estudos a fim de desvendar a relação 

entre os eventos ocorridos em âmbito local e sistêmico e sua relação, visando 

maximizar os resultados estético-funcionais das modalidades de tratamento 

reabilitador. Contudo, ainda persiste como grande desafio científico. 

 O processo de reparo alveolar é denominado como o conjunto de 

reações teciduais ocorridas no interior do alvéolo após a extração dental. Têm 

sido pesquisados vários modelos experimentais, seja em ratos 

(PIETROKOVSKI & MASSLER 1967; TODO, 1968; ASTRAND & CARLSSON, 

1969; JOHANSEN, 1970; OKAMOTO & RUSSO, 1973), cães (CLAFLIN, 1936; 

HUEBSCH & HANSEN, 1969) macacos (PIETROKOVSKI & MASSLER, 1971; 

SIMPSON, 1960; 1969) e em humanos (AMLER et al., 1960; AMLER, 1977) 

levando os pesquisadores a definirem, cronologicamente, os eventos teciduais 

desencadeados no interior do alvéolo após a extração (CARVALHO & 

OKAMOTO, 1987; CARVALHO et al., 1997). 

 Morfologicamente são consideradas quatro fases fundamentais. Inicia-se 

imediatamente com o preenchimento da cavidade cirúrgica pelo coágulo 

sanguíneo, seguido da fase de proliferação celular, principalmente fibroblastos 
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e células adventícias oriundas do ligamento periodontal (1). Nas etapas 

seguintes, ocorre o desenvolvimento do tecido conjuntivo, marcado pela 

proliferação de fibroblastos e células endoteliais (2) que originarão novos 

capilares e a maturação desse tecido pela síntese de fibras colágenas e 

substância fundamental amorfa e com a diminuição da proliferação de células 

(3). Posteriormente nas paredes laterais e fundus alveolar, células 

osteoprogenitoras originam osteoblastos que depositam matriz orgânica, 

formando um tecido osteóide. Com a calcificação desse, forma-se 

concentricamente o trabeculado ósseo (4) (CARVALHO e OKAMOTO, 1978). 

Considera-se o reparo do alvéolo completo quando totalmente preenchido por 

tecido ósseo neoformado e a crista alveolar remodelada, observado ao 21º dia 

em ratos (HADDAD et. al. 1965), 48 º dia no cão e ao 64 º em humanos 

(CARVALHO et. al. 1983). Fatores sistêmicos que alterem a sequência 

morfológica supracitada podem interferir na qualidade do tecido ósseo 

neoformado (CARVALHO & OKAMOTO, 1981). 

 A hipertensão arterial sistêmica (HAS) consiste do aumento da pressão 

sanguínea, sistólica e/ou diastólica além dos limites definidos atualmente pelo 

VII JNC (2003). Associa-se frequentemente a alterações funcionais e/ou 

estruturais dos órgãos-alvo (coração, encéfalo, rins e vasos sanguíneos) e a 

alterações metabólicas, com consequente aumento do risco de eventos 

cardiovasculares fatais e não fatais (WILLIANS, 2010). Estima-se que a HAS 

atinja aproximadamente 25 % da população brasileira adulta, chegando a mais 

de 50% após os 60 anos e está presente em 5% das crianças e adolescentes 

no Brasil. A mortalidade por doença cardiovascular aumenta progressivamente 

com a elevação da pressão arterial (PA). Em 2001, cerca de 7,6 milhões de 
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mortes no mundo foram atribuídas à elevação da PA (54% por acidente 

vascular encefálico [AVE] e 47% por doença isquêmica do coração [DIC]). 

Sonis et al. (1995), referem que cerca de 10 a 20% dos pacientes adultos 

atendidos no consultório odontológico são hipertensos. Otomo-Corgel (1996) 

afirma que pelo menos um paciente hipertenso ao dia freqüenta a clínica 

odontológica. A fisiopatologia da HAS é variada, contudo cerca de 95% dos 

pacientes são portadores da forma primária ou essencial que é em grande 

parte indefinida, multifatorial e altamente complexa (YE et al. 2000). 

 É bem conhecido que indivíduos hipertensos apresentam metabolismo 

anormal de cálcio resultando em concentrações inferiores desse mineral, de 

vitamina D, magnésio e altas concentrações de hormônio da paratireóide (PTH) 

(WRIGHT; RANKIN, 1982; MCCARRON et al., 1981).  

Estes aspectos devem ser destacados quando se considera que muitos 

dos pacientes hipertensos que procuram à clínica odontológica vêm em busca 

de tratamentos reabilitadores implantossuportados que necessitam 

fundamentalmente de tecido ósseo em quantidade e qualidade satisfatórias. O 

efeito da HAS sobre o processo de reparo alveolar após extração dental pode 

ser avaliado em dois estudos experimentais encontrados na literatura. Murata 

et al., (1967 apud CARVALHO et al., 1983) estudaram o processo de reparo 

alveolar após extração de pré-molares em cães com hipertensão induzida por 

alteração da atividade renal e sugeriram que, neste modelo experimental, o 

atraso na cronologia do processo, seria diretamente proporcional à intensidade 

do efeito pressor. E Carvalho et al. (1983), sugeriram que a hipertensão estaria 

associada a um avanço na reparação tecidual observada até o sexto dia após a 

extração dos dentes incisivos superiores de ratos hipertensos 1 Rim-1 Clip, nos 



 

37 
 

quais a hipertensão também é induzida por redução de perfusão renal. Em 

ambos, o osso neoformado demonstrou-se imaturo, sugerindo alterações no 

metabolismo de cálcio. Para Carvalho et. al. (1983), o suprimento vascular na 

área em reparação pode sofrer os efeitos de uma maior pressão de perfusão, 

levando a um aumento na taxa metabólica no alvéolo. Este fato justifica o 

avanço nos tempos iniciais. No entanto, esses estudos não forneceram dados 

suficientes para o entendimento dos mecanismos envolvidos na HAS que 

interferem no processo de reparo alveolar.  

 Outros estudos clínicos e experimentais têm sugerido que a HAS estaria 

associada a efeitos prejudiciais na qualidade e densidade de tecidos ósseos 

(AFGHANI & GORAN, 2007; IZAWA et al., 1985; VESTERGAARD et al., 2009).  

Dentre eles, muitos demonstram que ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR) apresentam alterações importantes de metabolismo ósseo, como 

aumento no turnover ósseo e redução na massa óssea cortical e trabecular 

(IZAWA et al., 1985; BARBAGALLO et al., 1991; WANG et al., 1993). Esse 

modelo experimental é um dos mais empregados para o estudo da HAS. Tais 

animais nascem normotensos e a partir da 8ª semana de vida desenvolvem 

espontaneamente ou sem uma causa pré-determinada um aumento de pressão 

arterial acima de 150 mmHg, que se mantém por toda a vida (OKAMOTO; 

AOKI, 1963). 

 Muitos estudos têm avaliado os mecanismos reguladores do sistema 

cardiovascular relacionados ao aumento da pressão sanguínea.  Dentre eles 

destaca-se o sistema renina-angiotensina na regulação da pressão arterial e no 

remodelamento de vários tecidos, sendo de fundamental relevância a 

angiotensina II (Ang II) e sua capacidade de interferir no metabolismo ósseo 
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(ASABA et al., 2009) por meio de receptores localizados nos osteoblastos e 

osteoclastos ou através da ação no fluxo sanguíneo dos capilares da medula 

óssea. Existem dois principais subtipos de receptores de angiotensina, AT1 e 

AT2 (WHITEBREAD et al. 1989; CHIU et al. 1989), sendo que a maioria das 

ações é mediada pelos receptores AT1. Várias modalidades de tratamento têm 

sido encontradas na literatura (ELEFTERIOU et al., 2005; SATO et al., 2010; 

TAKEDA et al., 2002), inclusive em modelo experimentais com ratos SHR 

(MANRIQUE, 2010; GEALH, 2010). Dentre as drogas utilizadas atualmente, os 

bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina II (BRA II), como losartan, 

antagonizam a ação da angiotensina II por meio do bloqueio especifico de seus 

receptores AT1 no músculo liso vascular e na supra-renal. Dessa forma 

inativam os efeitos vasoconstritores e a secreção da aldosterona da 

angiotensina II. Atualmente, tal medicamento ocupa lugar de destaque, pois 

além de eficaz, tem capacidade de proteção dos órgãos-alvo e apresenta baixa 

incidência de eventos adversos (SEE, 2001). São indicados no tratamento da 

hipertensão em populações de alto risco cardiovascular ou com comorbidades, 

proporcionando redução da morbidade e da mortalidade cardiovasculares 

(DAHLOF et al. 2002; LINDHOLM et al. 2002; JULIUS et al. 2004 e 2006; 

OGIHARA et al. 2008; SUZUKI e KANNO, 2005). Estudos também comprovam 

seu efeito benéfico em insuficiência cardíaca congestiva (COHN e TOGNONI, 

2001; PFEFFER et al. 2003; KONSTAM et al. 2009) e são uteis na prevenção 

do acidente vascular cerebral (PAPADEMETRIOU et al. 2004; SCHRADER et 

al. 2003). São nefroprotetores no paciente com diabetes melito do tipo 2 com 

nefropatia estabelecida (BRENNER et al. 2001, LEWIS et al. 2001, MANN et al. 

2008) e incipiente (PARVING et al. 2001). Metanálise recente aponta para 
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equivalência entre BRA II e IECA na redução de eventos coronarianos 

(REBOLDI et al. 2008) e superioridade dos BRA II na proteção cerebrovascular 

(REBOLDI et al. 2008). Contudo, pouca atenção foi dispensada sobre a 

influência desse medicamento sobre o metabolismo ósseo, especialmente na 

região maxilo-facial. 

 A formação de tecido ósseo resulta da síntese de matriz orgânica 

por células específicas, destacando-se os osteoblastos, osteoclastos e 

osteócitos. O principal componente da matriz osteóide é o colágeno, além de 

proteoglicanas, osteocalcina, osteonectina, osteopontina, dentre outras 

(KHOSLA, 2001). Cálcio e fosfato constituem os principais minerais do tecido 

ósseo, apresentando-se como hidroxiapatita cristalina, fosfatos e carbonatos 

cristalinos perfazendo metade da massa óssea. 

O processo contínuo de remodelação, caracterizado por reabsorção e 

neoformação de tecido ósseo é um dos eventos que permite a homeostasia 

mineral, já que envolve as alterações nas concentrações de cálcio e fosfato no 

líquido extracelular, sofrendo a interferência de vários fatores, que vão desde 

citocinas inflamatórias, como a interleucina 1 à hormônios como o 

paratormônio, estrógeno, calcitonina, família da vitamina D e esteróides. 

  Nesse contexto, destacam-se membros da família do Fator de 

Necrose Tumoral, as proteínas osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador de 

NF-Kappa B ligante (RANKL), que apresentam envolvimento direto sobre o 

controle de turn over ósseo (SCHWARTZ & O’KEEFE, 2000; HOFBAUER et. 

al., 2000; BUCKLEY & FRASER, 2002; OHAZAWA et al., 2004; LUVIZUTO et 

al., 2010) e podem ser utilizadas como marcadores da atividade celular dentro 

da biologia óssea. Assim, a RANKL apresenta-se como uma proteína liberada 
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pelos osteoblastos e que se liga à RANK, seu receptor localizado na superfície 

de pré-osteoclastos. Uma vez que ocorra a ligação RANK-RANKL, ocorre a 

diferenciação dos pré-osteoclastos em osteoclastos ativos e tem início o 

processo de reabsorção óssea (STEJSKAL et al., 2001 a e b; KHOSLA, 2001). 

A OPG, molécula de superfície sintetizada por osteoblastos e por células do 

estroma, modera a osteoclastogênese (SIMONET et al., 1997; KONG et al., 

1999), atuando como receptor chamariz, ligando-se à RANKL e impedindo a 

sua ligação à RANK (KHOSLA, 2001; AUBIN & BONNELYE, 2000; STEJSKAL 

et al., 2001 a e b). O balanço entre a expressão do estimulador da 

osteoclastogênese (RANKL) e a inibidora (OPG) dita à quantidade de osso 

reabsorvido (TEITELBAUM, 2000). As células do estroma e os osteoblastos 

são alvos da maior parte dos agentes osteoclastogênicos aumentando a 

expressão de RANKL, bem como aumentando quantidade desta molécula em 

relação à OPG. Outra proteína que atuam como sinalizadora do turn over 

ósseo é a fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP), enzima presente nos 

lisossomos de osteoclastos e que quando liberada sinaliza o processo ativo de 

reabsorção (STEJSKAL et. al. 2001 [a]; CHRISTENSON 1997; SCHWARZ ET 

AL. 2000 & BEKKER ET AL. 2001). 

 Na dinâmica do reparo alveolar, é de fundamental importância a 

revascularização do leito ósseo caracterizada pela angiogênese e pelo 

crescimento de vasos sanguíneos colaterais (BECIT et al., 2001; AICHER et 

al., 2007). Tem sido demonstrado que a quantidade de células progenitoras, 

bem como seu potencial angiogênico está reduzido nos casos de hipertensão 

arterial (YOU ET AL. 2008 [a]). Em SHR, bem como em pacientes com HAS 

essencial, as funções endoteliais estão comprometidas e podem prejudicar a 
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regeneração de vasos sanguíneos (KONISHI & SU 1983; PANZA et al. 1990). 

Assim, a redução terapêutica da pressão arterial é o principal mecanismo que 

desencadeia a ativação da vasculogênese e crescimento de vasos sanguíneos 

(YOU et al. 2008 [b]). Nesse sentido, várias citocinas e fatores de crescimentos 

estão envolvidos na angiogênese. A PECAM-1(molécula de adesão plaquetas-

células endoteliais) é uma glicoproteína de membrana altamente expressa em 

células endoteliais e em níveis moderados na superfície de plaquetas e 

leucócitos (NEWMANN, 1997). Está envolvida em funções vasculares incluindo 

a formação inicial do contato entre as células endoteliais, permeabilidade 

vascular, angiogênese, migração celular e migração trans-endotelial 

(SPRINGER, 1994; PIEDBOEUF et al., 1998). 

 Considerando a alta prevalência de hipertensão arterial, a importância 

do osso alveolar na funcionalidade do aparelho estomatognático e a 

controvérsia a respeito da atuação dos receptores de Ang II no metabolismo 

ósseo (HATTON et al. 1997; HIRUMA et al. 1997), o objetivo do estudo foi 

avaliar o processo de reparo alveolar em ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR) tratados e não tratados com losartan por meio de análises 

histomorfométrica e imunoistoquímica pela expressão das proteínas OPG, 

RANKL, TRAP e PECAM-1.  
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PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo do estudo foi avaliar a influência da hipertensão arterial 

essencial no processo de reparo alveolar, influenciado ou não por droga 

inibidora de receptor AT1 da Ang II, e a participação de proteínas 

relacionadas ao metabolismo ósseo. Por meio do modelo experimental 

proposto, buscou-se responder aos seguintes questionamentos: 

1- O processo de reparo alveolar está alterado em ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR)? 

2- As proteínas OPG, RANKL, TRAP e PECAM relacionam-se com as 

alterações encontradas? 

3- O tratamento com o anti-hipertensivo losartan modula as possíveis 

alterações encontradas? 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 O modelo experimental desenvolvido neste projeto está de acordo com 

os princípios éticos em experimentação animal e foi previamente aprovado pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba, UNESP, de acordo com o protocolo no 2008-005158 

(anexo A). 

 

MODELO EXPERIMENTAL 

 

1. Animais 

 Foram utilizados 30 ratos espontaneamente hipertensos (SHR), pesando 

entre 180 e 230g, com idade entre 2 e 3 meses, de uma cepa mantida no 

Biotério do Departamento de Ciências Básicas da Faculdade de Odontologia 

de Araçatuba (FOA) – UNESP. Como controle experimental, foram utilizados 

30 ratos Wistar (normotensos) com peso e idade semelhantes aos animais 

SHR. Os ratos Wistar foram fornecidos pelo Biotério Central da FOA - UNESP. 

Os animais foram mantidos em condições controladas de temperatura (22-24º 

C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) no Biotério do Departamento de 

Ciências Básicas e foram alimentados com água potável e ração ad libitum. 

Somente SHR com pressão arterial sistólica maior ou igual a 150 mmHg e 

ratos normotensos Wistar com pressão arterial sistólica em torno de 112 mmHg 

foram utilizados nos experimentos.  

 

2. Medida de pressão arterial (PA) 
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 O registro da pressão arterial sistólica (PAS) foi realizado pelo método 

indireto de pletismografia de cauda. A PAS foi aferida nos períodos pré-

operatório e pós-operatório em dias determinados nos diferentes grupos 

experimentais.  

 

3. Grupos  

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais: 1) Wistar sem 

tratamento 2) Wistar tratado com losartan 3) SHR sem tratamento 4) SHR 

tratado com losartan. Cada grupo foi composto por 5 animais em 3 diferentes 

tempos após a exodontia de incisivo central superior direito: 7, 14 e 28 dias. 

 

4. Tratamento 

 Ratos Wistar e SHR foram tratados com o anti-hipertensivo losartan na 

dose de 30mg/kg/dia por via oral. O tratamento foi iniciado sete (7) dias antes 

da realização da exodontia e mantido após a cirurgia até os períodos 

determinados para o sacrifício (7, 14 e 28 dias). O losartan foi diluído em 

volume de água pré-determinado (50 ml de água/dia) a ser ingerido durante 24 

horas (um dia) pelo animal. Os ratos controles (não tratados) receberam o 

mesmo volume de água sem a adição da droga. 

 

5. Procedimento operatório e Eutanásia 

 Os animais foram anestesiados com administração intramuscular da 

associação de 50mg/kg cloridrato de ketamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde 

Animal Ltda., Campinas São Paulo, Brasil) e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina 

(Dopaser – Laboratório Calier do Brasil Ltda. – Osasco, São Paulo, Brasil) e 
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submetidos à cirurgia para exodontia do incisivo superior direito seguindo a 

técnica padronizada por Okamoto e Russo (1973). A feridas cirúrgicas foram 

suturadas com fio cirúrgico estéril e absorvível Vycril 5-0 (poliglactina 910) 

Ethicon®. As etapas da cirurgia foram apresentadas em seqüência de imagens 

na figura 1. Os animais receberam 0,2 mL de Pentabiótico Veterinário Pequeno 

Porte (1,7g/3mL Fort DODGE®) por via intramuscular.  

 

 

Figura 1- Seqüência das etapas da exodontia: A- anti-sepsia, B- 

posicionamento do     instrumento, C -luxação, D e E- exodontia, 

F- Sutura. 
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 Os ratos foram sacrificados em câmara saturada com halotano nos 

diferentes dias pós-cirúrgicos. Em seguida, a hemi-maxila direita foi separada 

da esquerda, por meio da incisão sagital mediana que acompanha a sutura 

inter-maxilar. Foram obtidas as peças dos alvéolos após cortes com tesoura 

reta tangenciando a face distal dos molares. As peças foram colocadas em 

solução de formalina tamponada 10%, pH=7, por 48 horas.  

 

Processamento histológico 

 Após o período supracitado, as peças foram lavadas em água corrente 

por 24 horas e então foi iniciada a descalcificação das mesmas por meio 

solução de EDTA 4,13% (Preparo da solução de EDTA: em um litro de tampão 

fosfato, pH 7,2, diluir os solutos EDTA [41,3 g] e NaOH [4,4 g]). Foram 

colocadas individualmente em frascos plásticos com solução de EDTA e 

mantidos sob refrigeração a 4ºC. A solução de EDTA foi trocada semanalmente 

durante todo o período de descalcificação (aproximadamente sete semanas) 

até que fosse identificada a descalcificação necessária. Esta identificação foi 

feita por método mecânico simples (penetração, sem resistência, de uma 

agulha anestésica odontológica na peça anatômica).  

 Em seguida, as peças descalcificadas passaram pelo processo de 

diafanização, realizado seguindo a seqüência de álcoois e xilol descrita a 

seguir: álcool 70% - 1 hora, álcool 80% - 1 hora, álcool 90% - 13 horas, álcool 

95% - 1 hora, álcool 100% (primeira etapa) – 1 hora, álcool 100% (segunda 

etapa) – 1 hora, álcool 100% (terceira etapa) – 1 hora; álcool associado à xilol – 
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20 minutos; xilol (passo I) – 20 minutos, xilol (passo II) – 20 minutos, e na 

seqüência foram incluídas em parafina.  

 Os cortes foram feitos com uma espessura de 5 µm com navalhas de 

aço 18 cm (Leica) e corados em hematoxilina e eosina seguindo metodologia 

descrita a seguir: Inicialmente foram dissolvidos a hematoxilina (5g) em 50ml 

de álcool absoluto e 100g de alúmen de potássio em um litro de água destilada 

quente. Ambas as soluções foram misturadas entre si e, posteriormente, 

acrescentou-se 2,5g de óxido vermelho de mercúrio até a solução final obter 

coloração púrpura escura. Depois de preparada, a solução de hematoxilina 

0,5% foi rapidamente resfriada e filtrada, estando, assim, própria para o uso. 

Para o preparo da eosina foi realizado o mesmo procedimento substituindo-se 

a hematoxilina por 10g de eosina, obtendo-se, ao final, uma solução de eosina 

a 1%. Para a coloração das lâminas com HE (hematoxilina e eosina) 

realizaram-se as seguintes etapas na seqüência de 1- 20: 

1- Xilol I por 10 minutos; 

2- Xilol II por 10 minutos; 

3- Álcool 100% I por 1 minuto; 

4- Álcool 100% II por 1 minuto;  

5- Álcool 100% III por 1 minuto; 

6- Álcool 95% por 1 minuto; 

7- Álcool 75% por 1 minuto;  

8- Água corrente rapidamente; 

9- Hematoxilina por cerca de 5 minutos; 

10- Água corrente até clarear;  

11- Eosina por cerca de 30 segundos;  
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12- Água corrente rapidamente; 

13- Álcool 95% I rápido; 

14- Álcool 95% II rápido; 

15- Álcool 100% I por 30 segundos; 

16- Álcool 100% II por 30 segundos; 

17- Álcool 100% III por 30 segundos; 

18- Xilol I por 5 minutos; 

19- Xilol II por 5 minutos; 

20- Montagem da lâmina (1 ou 2 gotas de bálsamo “Permount” sobre a lâmina 

e sobreposição da lamínula).  

 

Análise histomorfométrica 

 Foram obtidos dois cortes de cada hemi-maxila dos animais. Os cortes 

foram corados com hematoxilina e eosina para a análise morfométrica do 

tecido ósseo em formação no terço médio do alvéolo de ratos Wistar, Wistar 

tratado, SHR e SHR tratado. As lâminas foram codificadas e o examinador não 

conhecia a procedência dos cortes histológicos. Uma área de 897,8 x 1263,7 

μm foi analisada em cada região histológica do terço médio e examinada por 

microscopia de luz com objetiva de 20X. As imagens foram obtidas com uma 

câmera digital (JVC TK1270 Color Video Câmera) acoplada ao microscópio e 

analisadas pelo software Leica Qwin Cor / RGB (Figs.2 e 3). O percentual 

ósseo da área e a espessura do trabeculado foram medidos e comparados 

entre os grupos. Foram feitas vinte medidas diferentes das espessuras das 

trabéculas em cada lâmina. Posteriormente, o valor médio destas medidas foi 

analisado e comparado entre os grupos.  
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Figura 2. A. Imagem histológica do terço médio de alvéolo dentário de SHR ao 28º dia 
pós-cirúrgico. B. Matriz óssea marcada em azul pelo software Leica Qwin Cor / RGB. 
(20X). 
 
 

 

Figura 3. Imagem histológica do terço médio de alvéolo dentário de Wistar ao 14º 
dia pós-cirúrgico. Marcação da espessura das trabéculas em verde pelo software 
Leica Qwin Cor / RGB (20X). 
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Análise Imunoistoquímica  

 Para o processamento imunoistoquímico foi utilizado como anticorpo 

primário a osteoprotegerina (OPG, Goat (cabra) anti-opg - Santa Cruz 

Biotechnology, SC21038), a RANKL (Goat anti-rankl - Santa Cruz 

Biotechnology, SC7627), TRAP (Goat anti-trap - Santa Cruz Biotechnology, 

SC7626), PECAM ( Goat anti-pecam - Santa Cruz Biotechnology, SC6840). 

Como anticorpos secundários utilizamos os anticorpos contra IgG de cabra 

biotinilado (anti-Goat IgG-HRP, PIERCE). 

 O método de detecção foi efetuado por imunoperoxidase e a 3,3 

diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA) utilizada como cromógeno 

seguido pela contra-coloração nuclear com Hematoxilina de Harri's. 

Os procedimentos de controle foram feitos pela omissão dos anticorpos 

primários (controle negativo). 

 Secções longitudinais de 5m das peças anatômicas foram colocadas 

em lâminas histológicas e desparafinizadas de acordo com protocolo padrão. O 

bloqueio da atividade da peroxidase endógena foi realizado com água 

oxigenada 3% (Peróxido de Hidrogênio 30% H2O2 - MERCK) por 45 minutos. 

As secções sofreram recuperação antigênica por tampão citrato (pH 6,0 – 

55ºC) e posteriormente foram incubadas por 18h a 4°C com anticorpos 

primários específicos para as proteínas a serem analisadas e em 

concentrações previamente testadas e padronizadas. Após 18h as lâminas 

foram lavadas com PBS (3 banhos) e incubados com um segundo anticorpo 

biotinilado, por mais 1h à temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram 

novamente lavadas em PBS e re-incubadas com o complexo Avidina-biotina 

(Elite,Vector Laboratories ) por 45min.  
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O padrão de distribuição da imunocoloração foi analisado qualitativamente, 

atribuindo-se os scores 0 (sem marcação), 1 (fraca/difusa), 2 (moderada) e 3 

(intensa), a fim de avaliar a expressão das proteínas. A análise foi realizada em 

microscópio óptico convencional e os scores foram atribuídos por um único 

observador, previamente calibrado. As lâminas foram codificadas e o 

examinador desconhecia a procedência dos cortes histológicos. 

 

Análise Estatística 

 A análise da evolução temporal do processo de reparo alveolar 

avaliando o percentual de ósso neoformado na área proposta (terço médio do 

alvéolo) e a espessura do trabeculado ósseo foi executada pelo teste (não 

paramétrico) de Kruskal-Wallis para comparação de amostras independentes, 

seguido do teste de Mann Whitney para comparação entre os grupos em cada 

período específico, sendo consideradas as diferenças significativas quando 

p<0,05. Utilizou-se o programa de estatística de domínio público (IBM SPSS 

Statistics 20). 
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RESULTADOS 

 

PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA (PAS) 

 A PAS foi aferida antes da cirurgia e nos períodos de pós-operatório de 

7, 14 e 28 dias. A PAS de SHR foi maior (p<0,05) que a de Wistar em todos os 

períodos analisados. A partir do início do tratamento com losartan, foi 

observada importante redução da PAS em SHR que se manteve durante todo o 

período de tratamento, assim SHR tratados com losartan apresentaram PAS 

menor (p<0,05) que de SHR não tratados em todos os períodos analisados. O 

tratamento com losartan não alterou a PAS de ratos Wistar normotensos (Fig. 

4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4. PAS de ratos Wistar (quadrado vermelho), Wistar tratado com 

losartan (azul), SHR (roxo) e SHR tratado com losartan (verde). Os 

pontos representam a média dos experimentos realizados (n=5). 
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Observou-se p<0,05 entre SHR e outros grupos. Também p<0.05 

entre SHR tratados e outros grupos. 

 

ANÁLISE HISTOLÓGICA QUALITATIVA 

 

 Pela análise histológica qualitativa (objetiva de 16X), as diferenças 

histológicas no terço médio dos alvéolos foram correlacionadas aos diferentes 

períodos avaliados e ao grupo experimental. 

 

7 DIAS 

 Em alvéolos de ratos Wistar, foi observado que o terço médio 

encontrava-se ocupado por trabéculas ósseas neoformadas, em alguns pontos 

espessas e, em outros, delgadas (Fig. 5A). 

 No terço médio de alvéolos de ratos SHR, foi observada a presença de 

delgadas trabéculas ósseas neoformadas com osteoblastos em suas bordas 

(Fig. 5D). O tecido conjuntivo sem diferenciação óssea exibiu moderado número 

de fibroblastos e alguns macrófagos e linfócitos. 

 O tratamento com Losartan em ratos Wistar não alterou o processo de 

formação de tecido ósseo, que se manteve semelhante ao grupo Wistar. O 

terço médio apresentou-se com trabéculas ósseas neoformadas e delgadas, 

envoltas por osteoblastos em atividade. (Fig. 5G). 
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 O tratamento com Losartan em ratos SHR mostrou o tecido ósseo em 

formação, com trabeculado ligeiramente mais espesso que o observado no 

grupo SHR. Presença de tecido conjuntivo em grande parte do alvéolo em 

reparação (Fig. 5J). 

 

14 DIAS 

 Nos terços médio dos alvéolos de ratos Wistar, foi notada presença de 

trabéculas ósseas discretamente mais organizadas, ocupando regularmente o 

espaço avaliado (Fig. 5B). O tecido conjuntivo, sem diferenciação óssea, 

apresentou moderado número de fibroblastos. 

Em alvéolos de SHR, foi evidenciada a presença de trabéculas ósseas, 

geralmente pouco organizadas (Fig. 5E) preenchendo o espaço avaliado (terço 

médio). O tecido conjuntivo, sem diferenciação óssea, apresentou moderado 

número de fibroblastos. 

 Os dados mostraram que, pela análise histológica, neste período já é 

possível verificar pequenas diferenças na disposição das trabéculas ósseas 

(pouco organizadas) presentes no terço médio de alvéolos de SHR.  

 O grupo Wistar tratado com Losartan apresentou trabeculado ósseo mais 

organizado e maduro com a presença de osteócitos aprisionados em seu 

interior (Fig 5H). 

 O tratamento com Losartan ao grupo SHR mostrou um padrão de 

formação de tecido ósseo imaturo, com trabéculas delgadas e pouco 

organizadas (Fig. 5L).  
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28 DIAS 

Em Wistar, o alvéolo dental encontra-se totalmente preenchido por 

trabéculas ósseas bem diferenciadas (Fig. 5C), espessas e organizadas.  

No terço médio alveolar de SHR, foi observada a presença de trabéculas 

ósseas espessas e bem regulares (Fig. 5E). Em alguns pontos, no entanto, 

áreas com tecido conjuntivo sem diferenciação óssea podiam ainda ser 

observadas. 

 A persistência do tecido conjuntivo sem diferenciação óssea em áreas 

do terço médio de alvéolos de SHR é sugestiva de atraso no reparo alveolar 

nesses animais em relação aos ratos Wistar.  

O tratamento com Losartan no grupo Wistar mostrou um tecido ósseo 

organizado, com trabeculado ósseo maduro. Presença de osteócitos 

aprisionados no tecido ósseo reparacional (Fig. 5I). 

O tratamento com Losartan no grupo SHR mostrou um tecido ósseo com 

maior grau de maturidade que o grupo SHR, no entanto, as trabéculas ósseas 

ainda se mostraram delgadas em comparação aos grupos de ratos Wistar (Fig. 

5M). Presença de osteócitos aprisionados no interior do tecido ósseo. 
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ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

PERCENTUAL DE TECIDO ÓSSEO NEOFORMADO 

 

Para avaliarmos se as possíveis diferenças qualitativas detectadas pelas 

análises histológicas poderiam ser quantitativamente medidas, procedemos à 

análise histomorfométrica do terço médio alveolar dos referidos grupos. 

Inicialmente, relacionamos o porcentual ósseo com os períodos propostos e 

comparamos estes valores entre os grupos de animais.   

Na comparação múltipla entre os grupos expressa pelo teste não 

paramétrico de Kruskal Wallis observou-se significância estatística em todos os 

grupos e períodos avaliados (p<0,05). Quando analisado o percentual ósseo no 

terço médio de alvéolos de ratos Wistar foi observado um aumento gradual 

desse percentual nos períodos de 7, 14 e 28 dias. Ocorreu aumento 

progressivo na formação óssea até o 28º dia pós-operatório, sendo 

estatisticamente significante (p<0,05) nesse período em relação a 7 e 14 dias. 

Paralelamente, o percentual ósseo em SHR também expressou aumento 

progressivo no 7º, 14º e 28º, sendo significante nesse último ((p<0,05), segundo 

teste de Mann Whitney. Quando comparados os valores obtidos entre os 

grupos Wistar e SHR, foi observado um reduzido percentual ósseo em SHR ao 

7º, 14º, 28º dias (Tab.1; Fig.6). Os valores reduzidos de porcentual ósseo 

estariam correlacionados com menores áreas de tecido ósseo formado, uma 

vez que foi observado no 28º dia, áreas com tecido conjuntivo sem 

diferenciação óssea em alvéolos de ratos SHR.  
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Tabela 1. Percentual de tecido ósseo neoformado no terço médio de alvéolos 

dentais de ratos Wistar e SHR nos períodos de 7, 14 e 28 dias pós-cirúrgia. 

(N=5). 

% TECIDO ÓSSEO 

DIAS WISTAR SHR 

7 10,13 5,85 

14 31,16 20,53 

28 49,34 35,66 

 

 

 

Figura 6. Percentual de tecido ósseo do terço médio do alvéolo dental de 

Wistar  e SHR nos 3 períodos avaliados. As barras representam 

média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada 

período analisado. A comparação entre os grupos foi 

estatisticamente significante (p < 0,05), assim como no período de 

28 dias em relação aos demais (p=0,016). 
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Quando analisado o percentual ósseo no terço médio de alvéolos de 

ratos Wistar tratado com losartan foi observado um aumento gradual deste 

percentual aos 14º e 28º dias quando comparado com o 7º dia pós-cirúrgico. 

Ainda, foram observados maiores percentuais de tecido ósseo neoformado 

quando comparado aos grupos Wistar e SHR (p<0,05 em todos os períodos de 

ambos os grupos). 

O percentual ósseo em SHR tratado também expressou aumento gradual 

no 14º e 28º dia quando comparado ao 7º dia pós-cirúrgico e nos três períodos 

avaliados pôde-se observar maior neoformação óssea quando comparado a 

SHR e Wistar (p<0,05 em ambos). 

Quando comparados os valores obtidos entre os grupos Wistar e SHR 

tratados com Losartan, foi observado um menor percentual ósseo em Wistar 

aos 14º, 28º dias (Tab.2; Fig.7), porém sem significância estatística (p>0,05).  

 

 

Tabela 2. Percentual de tecido ósseo no terço médio de alvéolos dentais de 

ratos Wistar tratado e SHR tratado com losartan nos períodos de 7, 14 e 28 dias 

pós-cirúrgia. N=5. 

% TECIDO ÓSSEO 

DIAS WISTAR TRATADO SHR TRATADO 

7 21,22 21,16 

14 45,88 51,00 

28 61,81 69,10 
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Figura 7. Percentual de tecido ósseo do terço médio do alvéolo dental de Wistar 

e SHR tratados com losartan. As barras representam média dos 

valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada período 

analisado. A comparação entre os grupos nos referidos períodos 

não foi estatisticamente significante (p > 0,05). 

 

 

Tabela 3. Percentual de tecido ósseo neoformado no terço médio de alvéolos 

dentais de  todos os grupos avaliados (W, SHR, WT e SHRT) em todos os 

períodos propostos (7, 14 e 28 dias pós-cirúrgia). N=5. 
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Figura 8. Percentual comparativo de tecido ósseo do terço médio do alvéolo 

dental de Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR tratado. As barras 

representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos 

para cada período analisado. A comparação múltipla de amostras 

independente foi significante (p < 0,05). Na comparação entre as 

amostras (Mann Whitney) nos diferentes períodos foi notado índice 

de significância (p<0,05) em Wistar e SHR 28 dias; Wistar e Wistar 

tratado em 7 e 14 dias; Wistar e SHR, SHR e Wistar e SHR e SHR 

tratado em todos os períodos (7º, 14º e 28º). Wistar tratado 

comparado a SHR tratado não foi estatisticamente significante 

(p>0,05). 
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Quando analisado o trabeculado ósseo em ratos Wistar foi observado 

aumento gradual da espessura das trabéculas ósseas ao longo dos períodos 

analisados, sendo constatado aumento significativo no 28º dia quando 

comparado ao 7º dia pós-operatório, observando também este aumento ao 28º 

dia pós-cirúrgico quando comparado ao 14º dia pós-cirúrgico (Tab.4; Fig.9). Os 

dados demonstram que a espessura das trabéculas ósseas aumenta 

progressivamente com a evolução do processo de reparo alveolar em ratos 

Wistar, com significância estatística no período de 7 dias comparado a SHR 

(p<0,05).   

 Em SHR, foi observado aumento gradual do trabeculado ósseo 

semelhante ao grupo Wistar. Foi observado também esse aumento nos 28º dia 

pós-operatório quando comparado ao 14º dia pós-cirúrgico. Sugere-se 

progresso no aumento da espessura das trabéculas até o 28º dia pós-cirúrgico. 

Quando comparados os valores das espessuras do trabeculado ósseo 

formado nos alvéolos de ambos os grupos, foi observado que as trabéculas em 

alvéolos de SHR ao 7º dia eram menores do que em alvéolos de ratos Wistar 

(p<0,05) (Tab.4; Fig.9), tornando-se semelhantes em espessura no 14 º dia e, 

aos 28 dias notou-se tendência a maior espessura no grupo SHR. 

 

Tabela 4. Espessura (µ) do trabeculado ósseo no terço médio de alvéolos 

dentais pós-extração em ratos Wistar e SHR nos períodos de 7, 14 e 28 dias 

pós-cirurgia. (N=5). 
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ESPESSURA DO TRABECULADO ÓSSEO 

DIAS WISTAR SHR 

7 41,30 29,09 

14 65,42 56,60 

28 72,34 75,22 

 

 

 

Figura 9. Espessura (µ) do trabeculado ósseo do terço médio do alvéolo dental 

pós-extração de ratos Wistar e SHR nos períodos de 7, 14 e 28 dias. As barras 

representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos para cada 

período analisado. A comparação entre os grupos nos referidos períodos foi 

estatisticamente significante (p > 0,05) somente no período de 7 dias (Teste de 

Mann Whitney). N=5. 
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comparado ao 7º e 14 º período (Tab.5; Fig.10). Estes dados demonstram que a 

espessura das trabéculas ósseas aumenta progressivamente com a evolução 

do processo de reparo alveolar em ratos Wistar tratados com Losartan. Em 

SHR, foram observados resultados semelhantes com aumento marcante da 

espessura de trabéculas no 28º dia.  

Quando comparados os valores das espessuras do trabeculado ósseo 

formado nos alvéolos de ambos os grupos, foi observado que as espessuras 

das trabéculas em alvéolos de SHR ao 7º e 14º dias pós-cirúrgicos eram 

menores do que em alvéolos de ratos Wistar tratados (Tab.5; Fig.10) sugerindo 

osso imaturo. Contudo, no 28º dia a espessura do trabeculado do grupo 

hipertenso tratado foi maior do que Wistar tratado, sendo essa diferença 

estatisticamente significante (p<0,05).  

 

Tabela 5. Espessura (µ) do trabeculado ósseo no terço médio de alvéolos 

dentais em ratos Wistar e SHR tratados com losartan nos períodos de 7, 14 e 

28 dias pós-cirurgia. N=5. 

ESPESSURA DO TRABECULADO ÓSSEO 

DIAS WISTAR TRATADO SHR TRATADO 

7 39,44 33,92 

14 64,76 63,12 

28 110,84 140,16 
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Figura 10. Espessura (µ) do trabeculado ósseo do terço médio do alvéolo 

dental de ratos Wistar e SHR tratados com Losartan. A comparação 

entre os grupos nos referidos períodos mostrou significância 

estatística (p < 0,05) no período de 28 dias (Teste de Mann 

Whitney). 

 

Tabela 6. Espessura (µ) do trabeculado ósseo de alvéolos dentais de ratos em 

todos os grupos avaliados (W, SHR, WT e SHRT) em todos os períodos 

propostos (7, 14 e 28 dias). N=5.
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Figura 11. Espessura (µ) do Trabeculado ósseo em terço médio do alvéolo 

dental de ratos Wistar, Wistar tratado, SHR e SHR tratado. As barras 

representam média dos valores obtidos em cinco diferentes alvéolos 

para cada período analisado. A comparação múltipla de amostras 

independentes demonstrou diferença estatística na espessura do 

trabeculado em 7 dias (Wistar e SHR) e 28 dias (todas as demais 

comparações entre as amostras nos referidos períodos 

[estatisticamente significante (p > 0,05) pelo Teste de Mann 

Whitney)]. N=5 
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A imunomarcação foi analisada por um único observador, previamente 

calibrado, a partir da atribuição de scores de 0 a 3  (score 0: sem marcação, 1: 

marcação fraca/difusa, 2: marcação moderada e 3: marcação intensa). Foram 

realizadas reações imunoistoquímicas utilizando anticorpos contra as proteínas 

OPG, RANKL, TRAP e PECAM, analisadas durante o processo de reparo 

alveolar aos 7º, 14º e 28º  dias pós-cirúrgicos. As análises foram realizadas em 

áreas do terço médio do alvéolo. 

As imunomarcações para osteoprotegerina (OPG), bem como para 

RANKL foram observadas em osteoblastos e na matriz extracelular do tecido 

ósseo em formação. A OPG mostrou-se com marcações intensas durante os 

três períodos avaliados no grupo Wistar Losartan. O grupo Wistar apresentou 

marcação leve aos 7 dias, porém moderada aos 14 e 28 dias pós exodontia. No 

grupo de ratos hipertensos (SHR), foi observada imunomarcação intensa aos 

14 dias pós exodontia, no entanto, aos 28 dias a imunomarcação manteve-se 

moderada. No grupo SHR tratado com losartan, as imunomarcações para 

osteoprotegerina mantiveram-se leves durante os três períodos experimentais. 

A RANKL mostrou imunomarcação intensa aos 14 e 28 dias no grupo 

Wistar tratado com Losartan. No grupo Wistar, a presença de RANKL foi 

evidenciada de maneira moderada. Bem como aos 14 e 28 dias do grupo SHR 

tratado com Losartan. Vale destacar que no grupo SHR, a imunomarcação para 

RANKL mostrou-se leve aos 7 dias, moderada aos 14 dias e manteve-se 

intensa aos 28 dias. 

A PECAM, proteína que marca moléculas de adesão das células 

endoteliais, mostrou imunomarcação positiva nos vasos em neoformação. No 
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grupo Wistar, aos 7 e 14 dias manteve-se leve e moderada aos 28 dias. A 

hipertensão no grupo SHR mostrou que a presença de novos vagos estava 

reduzida durante a reparação aos 7 e 14 dias e manteve-se moderada aos 28 

dias após a exodontia. O tratamento com Losartan nos ratos Wistar mostrou um 

aumento na formação de novos vasos sanguíneos que apresentou um escore 

moderado aos 7 dias e se manteve intenso aos 14 e 28 dias. No grupo de ratos 

hipertensos e tratados com Losartan, a neoformação de vasos manteve-se leve 

aos 7 e 14 dias e mostrou-se moderada aos 28 dias. 

A TRAP mostrou marcação positiva para osteoclastos, caracterizando o 

processo de reabsorção do tecido ósseo. 

No grupo Wistar, foi possível observar a presença moderada de 

osteoclastos aos 7 e 14 dias, porém leve aos 28 dias. No grupo SHR, a 

imunomarcação para TRAP, caracterizando a presença de osteoclastos 

mostrou-se moderada aos 7 dias, intensa aos 14 dias e novamente moderada 

aos 28 dias. O tratamento com Losartan nos ratos Wistar e nos ratos SHR 

manteve a presença moderada para osteoclastos positivos para a TRAP. 
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Figura 12. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar 

tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas vermelhas.      

(Objetiva 16x). 
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Figura 13. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar 

tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas vermelhas. 

(Objetiva 16x). 
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Figura 14. OPG (osteoprotegerina) correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar 

tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas vermelhas. 

(Objetiva 16x) 
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Figura 15. Imunomarcações de OPG. Escore 0 (fraco/ausente), escore 1 (leve), 

escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos os grupos e períodos 

avaliados. (N=5). 
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Figura 16. RANKL correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C.Wistar tratado (losartan); 

D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas azuis. (Objetiva 16x). 
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Figura 17. RANKL correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas azuis. (Objetiva 16x). 
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Figura 18. Imunomarcação de RANKL  correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. 

Wistar tratado (losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas azuis.  

(Objetiva 16x). 
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Figura 19. Imunomarcações de RANKL. Escore 0 (fraco/ausente), escore 1 

(leve), escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos os grupos e períodos 

avaliados. (N=5). 
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Figura 20. PECAM  correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas verdes.  (Objetiva 16x). 
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Figura 21. PECAM  correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas verdes.  (Objetiva 16x). 
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Figura 22. PECAM correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas verdes.   (Objetiva 16x). 
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Figura 23. Imunomarcações de PECAM. Escore 0 (fraco/ausente), escore 1 

(leve), escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos os grupos e períodos 

avaliados. (N=5). 
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Figura 24. TRAP  correspondente a 7 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas pretas.   (Objetiva 16x). 
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Figura 25. TRAP  correspondente a 14 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas pretas.   (Objetiva 16x). 
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Figura 26. TRAP  correspondente a 28 dias. A. Wistar; B. SHR; C. Wistar tratado 

(losartan); D. SHR tratado (losartan). Imunomarcações nas setas pretas.   (Objetiva 16x). 
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Figura 27. Imunomarcações de TRAP. Escore 0 (fraco/ausente), escore 1 (leve), 

escore 2 (moderado), escore 3 (intenso) em todos os grupos e períodos 

avaliados. (N=5). 

 

 

 

 

  

 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

7 Dias 14 Dias 28 Dias

Wistar

SHR

Wistar Tratado

SHR Tratado



 

88 
 

 

 

 

 

 

Discussão 



 

89 
 

DISCUSSÃO 

 A hipertensão arterial essencial humana é uma condição clínica de 

etiologia multifatorial, com altos índices de complicações, como doenças 

cardiovasculares e renais, que tornam essa entidade um dos maiores 

problemas de saúde pública mundial (IZAWA et al. 1985; WRIGHT & 

DEMOSS, 2000; GOTOH et al. 2005; KEARNEY et al., 2005; VESTERGAARD 

et al. 2009). Estudos tem sugerido que o estado hipertensivo causa aumento 

da mobilização de cálcio do osso, aumentando a excreção de cálcio dos rins, 

ativando secundariamente o hormônio da paratireoide (PTH) e alterando a 

atividade e diferenciação de células ósseas mediadas por angiotensina II 

(NAKAGAMI & MORISHITA, 2009). Entretanto, os mecanismos fisiológico, 

celular e molecular envolvidos na hipertensão e que podem afetar o 

metabolismo ósseo não tem sido claramente elucidados (BASTOS et al., 2010) 

 O osso alveolar é essencial para o sucesso de reabilitações orais 

implantossuportadas em pacientes edêntulos. Assim, o reconhecimento de 

condições sistêmicas que possam afetar o osso alveolar é importante para 

identificar grupos com alto risco de pobre qualidade e quantidade óssea. 

 Assim, o presente estudo objetivou avaliar o impacto da HAS sobre o 

processo de reparo alveolar pós-extração dental em animais SHR. É o modelo 

experimental que mais se aproxima geneticamente da HAS essencial em 

humanos no que diz respeito às manifestações hemodinâmicas (TRIPPODO & 

FROHLICH, 1981). É importante enfatizar que os dados referentes aos valores 

da PAS dos ratos SHR (igual ou superior a 150 mmHg) foram tomados e 
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tabulados a fim de confirmar o quadro clínico hipertensivo, confirmando o 

resultado de estudos prévios (HATTON et al. 1997)  (Fig. 4). 

 Alguns autores (HATTON et al. 1997) identificaram a Ang I e II como 

potentes estimuladores da atividade osteclástica, concluindo que o sistema 

renina-angiotensina desempenha importante papel na reabsorção óssea. 

Nesse contexto, sabe-se que a angiotensina II (Ang II), peptídeo ativo na 

regulação da hipertensão, pode controlar o crescimento de células ósseas 

isoladamente ou em combinação com outros fatores de regulação, através do 

estimulo dos receptores AT1, aumentando a síntese de DNA nas culturas de 

osteoblastos (HIRUMA et al. 1997). Segundo Lamparter et al. (1998) a Ang II 

estimula a síntese de DNA, proliferação celular e síntese de colágeno nas 

células precursoras de osteoblastos.  

 As drogas inibidoras dos receptores AT1 da angiotensina II (losartan) 

ocupam lugar de destaque pela capacidade de proteção dos órgãos-alvo e 

baixa incidência de eventos adversos (SEE, 2001). Assim, também foi proposto 

como objetivo desse trabalho avaliar o efeito do losartan sobre o reparo 

alveolar em SHR. A dosagem de 30 mg/kg/dia de losartan adotada nesse 

estudo corrobora com  Kaneko et al. (1996), que observaram repercussões 

positivas no sistema cardiovascular como a diminuição da pressão sanguínea e 

regressão da hipertrofia cardíaca e vascular. Doses menores de até 10 

mg/kg/dia podem ser empregadas desde que por tempo prolongado ou outras 

vias de administração, como a subcutânea (SOLTIS, 1993; SOLTIS et al. 

1993), a fim de propiciar benefícios semelhantes. 
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 Na análise do processo de reparo alveolar (terço médio) os resultados 

demonstraram que há uma importante diferença na formação óssea observada 

ao final do processo de reparo alveolar em SHR, quando comparado aos ratos 

Wistar, em especial quando do uso de terapêutica com droga anti-hipertensiva. 

 Sabe-se que a Ang II é um potente supressor da diferenciação de 

células osteoblásticas (HAGIWARA et al. 1998). Tal afirmação corrobora com o 

presente estudo onde se pôde observar maior formação óssea nos animais 

normotensos (Wistar), quando comparados às amostras SHR (Tab.1 Fig.6). 

Pode ser sugerido ainda, atraso no processo de reparo em SHR nos períodos 

iniciais (7 e 14 dias), o que corrobora com estudos prévios (CARVALHO et al., 

1983), onde foi detectado tecido ósseo imaturo formado entre 9 e 21 dias pós-

operatório e alvéolos de ratos hipertensos renais (1 rim-1clip). 

 Nos grupos Wistar e SHR tratados com losartan foram observados maior 

percentual de neoformação óssea quando comparados aos grupos não 

tratados, sendo que SHR tratado apresentou tendência de aumento em relação 

a Wistar tratado, porém se significância estatística. Tais resultados sugerem 

que o losartan, inibidor da AT1 de Ang II interfere no metabolismo ósseo, o que 

contraria estudos prévios (NISHIYA & SUGIMOTO, 2001; BROULIK, 2001). 

Entretanto, L MA et al. (2010) relata que a perda óssea induzida em SHR 

ovarectomizadas foi claramente diminuída com o uso de telmisartan, um 

medicamento BRA II. 

 Na análise histométrica do trabeculado ósseo, constatou-se maior 

espessura das trabéculas em Wistar comparado a SHR nos períodos de 7 

(estatisticamente significante, onde p<0,05) e 14 dias. Aos 28 dias as 
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espessuras se equivaleram, com ligeira tendência a maiores valores nos 

animais SHR (P>0,05). Nos grupos tratados com losartan (Wistar e SHR), 

observou-se aumento da espessura do trabeculado, principalmente no 28º dia 

(p>0,05). Tais resultados reafirmam os de Gealh (2010), que observou em 

modelo experimental com SHR, maior formação óssea em enxertos nos grupos 

tratados com losartan. Como advogado por alguns autores (HATTON et al. 

1997; SHIMIZU et al. 2008), acredita-se que houve uma diminuição da 

diferenciação osteoclástica mediada pela ação do losartan nos receptores AT1 

inibindo a Ang II.  Entretanto não se pode descartar estudos prévios (HIRUMA 

et al. 1997; LAMPARTER et al. 1998) que afirmam que a angiotensina II (Ang 

II) estimula a proliferação de células osteoprogenitoras, a atividade 

osteoblástica e formação óssea e, ainda, outros autores (NISHIYA & 

SUGIMOTO 2001; BROULIK et al. 2001; LI et al. 2009) que advogam que o 

losartan não interfere no metabolismo ósseo. Tais controvérsias reafirmam a 

complexidade do tema e suscitam futuros estudos. 

 A avaliação comparativa do metabolismo ósseo no processo de reparo 

alveolar de ratos Wistar versus SHR foi realizado por meio da expressão de 

proteínas OPG e RANKL. Os animais espontaneamente hipertensos 

apresentam maior concentração de Ang II com consequente aumento da 

osteoclasia. Os dados do presente estudo permitem afirmar que o grupo SHR 

apresentou relevante expressão de RANKL o que vem a confirmar tal hipótese. 

Contudo, no grupo Wistar tratado (losartan) também foi evidenciado 

imunomarcação intensa de RANKL nos períodos de 14 e 28 dias (Figs. 16-19). 

Entretanto, esse apresentou expressão intensa de OPG nos três períodos, o 

que denota o turn over ósseo mais acelerado nos grupos estudados. O grupo 
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SHR losartan, em contrapartida, apresentou o turn over mais lento com 

marcações leves de OPG e RANKL com ligeira tendência para atividade 

osteoclástica (RANKL). (Figs. 12-15 e Figs. 16-19). 

 A partir de tais resultados pode-se sugerir que as drogas inibidoras de 

AT1 de Ang II interferem de algum modo no metabolismo ósseo. Conforme 

estudos prévios de Shimizu et al. (2008), foi observado que a Ang II induz a 

expressão de RANKL em osteoblastos e aumenta o número de células  TRAP+ 

levando a ativação de osteoclastos. Corroborando com tal estudo, observou-se 

marcação intensa de TRAP para o grupo de turn over ósseo intenso, o SHR, 

seguido dos grupos Wistar e SHR tratados com losartan (Figs. 24-27). 

 A hipertensão, maior fator de risco para doenças cardiovasculares, é 

caracterizada por uma disfunção endotelial e alterado controle do crescimento 

de células vasculares (TEA et al., 1999). Estudos têm demonstrado que a HAS 

prejudica a neovascularização pós-isquêmica em cardiopatas, em parte devido 

à diminuição de células progenitoras com potencial próangiogênico (YOU et al. 

2008), como a VEGF (EMANUELI et al. 2001). No presente trabalho observou-

se semelhança na imunomarcação de PECAM nos grupos não tratados. 

Entretanto os grupos Wistar losartan e SHR losartan apresentaram escores 

moderados a intensos (Figs. 20-23), principalmente o grupo Wistar tratado. 

 O restabelecimento da densidade capilar nos músculos esqueléticos de 

animais SHR pode ser obtido com o tratamento antihipertensivo, 

especificamente com losartan e enalapril (RIZZONI et al. 2008). O losartan, 

bloqueador do sistema renina-angiotensina, parecem ser capazes em prevenir 

ou regredir a rarefação microvascular no coração e cérebro de ratos 
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(MUNZENMAIER & GREENE 2006).  Pode ser sugerido neste estudo que a 

vasodilatação propiciada pelo agente anti-hipertensivo nos grupos tratados 

acarretou escores mais intensos do marcador vascular. You et al. (2008), 

demonstraram que o uso de agentes anti-hipertensivos combinados (IECA e 

diuréticos) proporcionaram aumento do número de células progenitoras 

circulantes,  restabelecendo o potencial angiogênico diminuído em animais 

SHR. 

 De acordo com estudos de Riveiro et al. 2002; Niida et al. 2005; Potenza 

et al. 2006; Munzenmaier & Greene 2006; Rizzoni et al. 2008; You et al. 2008, 

o emprego de medicamentos anti-hipertensivos em modelos de HAS acarretou 

restabelecimento nos padrões de angiogênese. Adicionalmente, foi possível 

observar nesse estudo que nos animais normotensos o uso do losartan 

aumentou as imunomarcações de PECAM, provavelmente relacionada a 

vasodilatação periférica propiciada pela droga (Figs. 20-22).  

 Devido à complexidade do metabolismo ósseo e a gama de mediadores 

envolvidos a fim de manter a homeostase mineral, muitas pesquisas serão 

necessárias para a compreensão dos fenômenos envolvidos na dinâmica 

óssea. Em especial quando alterações sistêmicas estiverem associadas. 
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CONCLUSÃO 

O referido estudo permite concluir que: 

(1) Ocorreu atraso na cronologia do processo de reparo alveolar em SHR 

quando comparado a Wistar. 

(2) O losartan influenciou o processo de reparo em animais SHR e Wistar 

acarretando maior neoformação óssea nos grupos tratados, assim como maior 

espessura do trabeculado. 

(3) As proteínas OPG, RANKL, TRAP e PECAM relacionam-se com as 

alterações encontradas na dinâmica óssea reparacional, tendo suas 

expressões alteradas pelo fármaco losartan. 

(4) O sistema renina-angiotensina-aldosterona interfere no metabolismo ósseo 
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