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RESUMO

A osteoporose é uma das doengas mais prevalentes entre os idosos. Ha
na literatura poucos relatos sobre a acdo de medicamentos homeopaticos
no tratamento da osteoporose e na reparagdo éssea na vigéncia desta
doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo do medicamento
homeopatico Calcarea phosphorica 6CH (CP) em comparagcdo ao
medicamento alopatico alendronato (A) na reparagdo 6ssea em ratas
ovariectomizadas. Foram utilizados quatro grupos de 30 ratas, sendo trés
grupos submetidos a ovariectomia (OVZ) e um a cirurgia sham. Apo6s 60
dias foi realizada uma lesdo monocortical nas tibias de todas as ratas e
iniciados os tratamentos: |- OVZ/tratado com A (1,2 mg/ml, trés vezes por
semana/animal), Il- OVZjiratado com CP (2 glébulos/1 ml
agua/dia/animal), Ill- OVZ/tratado com agua (1 ml/dia/animal) e IV- sham
tratado com agua (1 ml/dia/animal). Os animais (n= 6) foram sacrificados
apos 3, 6, 10, 17 e 28 dias da confecgéo da leséo 6ssea. As tibias foram
fixadas em formol 10%, submetidas a analise radiografica, descalcificadas
e submetidas a analise histolégica/histomorfométrica. Os resultados
mostraram que CP estimulou proliferagao tecidual intensa com formacao
de calo mais volumoso que os demais grupos nas fases iniciais da
reparagdo, no entanto este calo mostrou grande quantidade de tecido
mole que foi rapidamente remodelado. A quantidade proporcional de
tecido 6sseo no calo variou entre os diferentes tratamentos, mas a
quantidade de osso ao final do experimento foi semelhante entre os
grupos. Enquanto com A formou-se inicialmente bastante osso que
mostrou resisténcia a remodelacdo, com CP houve pouca formacéao
Ossea inicial, que aumentou até o final do experimento. Concluiu-se que a
Calcarea phosphorica estimulou a reparagao 6ssea por um mecanismo de
acao diferente do alendronato e que o alendronato foi a melhor opgao
para tratar lesdes 6sseas sendo a Calcarea phosphorica melhor que a
auséncia de tratamento.

Palavras-chave: Osteoporose. Difosfonatos. Alendronato. Calcarea phosphorica.
Alopatia. Homeopatia.
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1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial
enfatiza a necessidade de medidas de prevencédo contra os males do
envelhecimento. Os estudos de novos tratamentos que proporcionem
melhor qualidade de vida ao idoso representam uma preocupacdo atual,
sobretudo por parte dos profissionais de saude.

Entre os males do envelhecimento destaca-se a
osteoporose, que € uma doenca metabdlica Ossea frequentemente
associada a custos econbmicos significativos relacionados a
hospitalizagdo, cuidados ambulatoriais, institucionalizagéo, incapacidades
e mortes prematuras. Como complicacdo comum resultante desta doenca,
podemos citar as fraturas decorrentes da perda de massa 0ssea.

A OMS estima que a osteoporose afete cerca de 200
milh6es de mulheres em todo o0 mundo, sendo a doenca 6ssea metabdlica
de maior prevaléncia na populacdo mundial. No Brasil, dadas as
dificuldades que cercam a realizacdo de estudos epidemioldgicos, ainda
nao existem numeros confidveis sobre a prevaléncia da osteoporose.
Atualmente, em nosso pais, a populacdo idosa acima dos 60 anos
representa cerca de 9% do total, com tendéncia ao crescimento.

Existem diversos tratamentos alopaticos para a
osteoporose como a reposicdo hormonal, o uso de calcio, vitamina D,
calcitonina e os bisfosfonatos, tais como o risedronato e o alendronato.
Apesar da eficacia comprovada destes medicamentos, em tratamentos
prolongados alguns podem apresentar efeitos colaterais por vezes
graves, como esofagite, gastrite, Ulcera gastrica, osteonecrose de

maxilares, entre outros.
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Terapias alternativas como a homeopatia e a fitoterapia
sdo amplamente utilizadas para tratar varias doencas devido a seus
efeitos terapéuticos e, também, por se acreditar que apresentem menos
efeitos colaterais. Seu uso em doencas 0sseas ainda é limitado. Entre as
medicacbes homeopaticas podemos encontrar indicacdes terapéuticas
para reparacao tecidual, osteoporose e para fraturas, como a Calendula
offcinalis, Calcarea carbonica, Calcarea fluorica, e Calcarea phosphorica,
entre outras.

A Calcarea phosphorica, objeto deste estudo, atua no
equilibrio calcio-fésforo, sendo essencial para nutricdo, crescimento e
reparacdo 6ssea. E importante para a diferenciacdo, multiplicacdo de
células 6sseas e deposicao de célcio, necessarios na formacédo do calo
0sseo adequado, além de apresentar tropismo pela matriz 6ssea.

Segundo Werkman et al. (2005), a Calcarea phosphorica
6CH apresentou-se mais eficaz nas fases iniciais do processo de reparo
0sseo em lesdes em tibia de ratos castrados do que o risedronato. Porém,
estudos avaliando os mecanismos de atuacdo da Calcarea phosphorica
no tecido 6sseo ainda sdo escassos na literatura.

Partindo da hipotese de que a Calcarea phosphorica atua
na reparacao 0ssea, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial
deste medicamento como terapia alternativa para as complicacdes da

osteoporose.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tecido 6sseo

O osso é um tecido mineralizado e um dos mais
resistentes e rigidos do corpo humano, com multiplas fun¢des (Harada et
al., 2003; Allori et al., 2008a). Apresenta grande potencial de regeneragéo
de forma e fungcdo apds traumas e €& caracterizado por ser
metabolicamente ativo e dindamico, apresentando constante remodelagéo
(Carvalho; Ponzoni, 2002; Diniz et al., 2005).

E um tecido conjuntivo especializado, composto por
células e material intercelular calcificado, organizado para desempenhar o
papel de estrutura e sustentagdo do corpo. Serve como alavanca para a
musculatura, protecdo para 6rgaos internos e medula 6ssea, além de
armazenar 95% do calcio encontrado no organismo. A porgéo celular é
constituida por células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos e
osteoclastos. A porgdo inorganica é composta fundamentalmente por
cristais de hidroxiapatita (Yong et al., 2007).

O esqueleto adulto € constituido em 80% por osso cortical
compacto, formando a parte externa das estruturas esqueléticas e 20%
por 0sso esponjoso ou trabecular, encontrado na porgédo interna dos
0ssos longos, corpos vertebrais e pelve. O osso trabecular apresenta um
metabolismo mais ativo do que o osso cortical, fornecendo suprimento
inicial nos estados de deficiéncia mineral, sendo perdido rapidamente na
osteoporose. O tecido ésseo compacto maduro é composto por cerca de

70% de sais inorganicos e 30% de matriz organica. O colageno forma
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mais de 90% do componente organico, sendo o restante formado por
proteoglicanos da substancia fundamental e por um grupo de moléculas
ndo colagénicas envolvidas na regulagédo da mineralizagdo 6ssea (Yong
et al., 2007).

Existem cerca de 20 tipos diferentes de colageno nos
varios tecidos; nos ossos predomina quase exclusivamente o tipo |,
embora o tipo Ill, V, Xl e Xlll podem estar presentes. O colageno é critico
na reparagao Ossea facilitando a formacédo precoce de espiculas nas
areas de fraturas (Allori et al., 2008b).

As superficies internas e externas dos o0ssos sé&o
revestidas por células osteoprogenitoras e tecido conjuntivo, que formam
0 endosteo e o peridsteo respectivamente. Estas células tém morfologia
semelhante a dos fibroblastos, se transformando muito facilmente em
osteoblastos quando estimuladas, sendo importantes na nutricdo e
crescimento dos 0ssos, bem como na reparacao das fraturas (Yong et al.,
2007; Junqueira; Carneiro, 2008).

O que define o0 osso como um tecido mineralizado é a
deposicdo de calcio e fosfato. Os osteoblastos sdo extremamente
sensiveis ao ambiente bioquimico ao seu redor e controlam os
movimentos de calcio, fosfato e outros ions dentro e fora da matriz (Allori
et al., 2008b).

O tecido 6sseo se apresenta sob duas formas principais:
tecido 6sseo imaturo ou primario e o tecido 6sseo maduro, também
conhecido como secundario ou lamelar. O tecido 6sseo imaturo néo é
somente o primeiro tecido 6sseo a ser formado durante o
desenvolvimento do esqueleto, mas é também o primeiro tecido ésseo a
ser depositado nas reparagbes Osseas (Yong et al., 2007; Junqueira;
Carneiro, 2008).

Quanto a ossificagdo, o osso pode ser formado por

ossificacdo endocondral ou ossificagdo intramembranosa. O mecanismo
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de deposicdo de matriz éssea nos dois tipos de ossificagcdo é o mesmo.
Uma rede trabecular ou esponjosa primaria € inicialmente depositada e
depois transformada em osso maduro. Na ossificagdo intramembranosa
as células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos formando o
blastema 6sseo, no interior dos quais os ostedcitos se interconectam
através de processos celulares e os osteoblastos permanecem na
superficie. Na ossificagdo endocondral os moldes de cartilagem hialina
sdo substituidos por matriz 6ssea. A ossificagdo inclui o crescimento, a
modelagem e a remodelacdo do o0sso, processos mediados pelos
osteoblastos e osteoclastos sob controle do horménio da paratiredide e da
vit. D. (Kierszenbaum, 2004; Young, 2007).

2.2 Remodelacédo 06ssea

Uma vez que o esqueleto tenha alcangado a maturidade,
a regeneracao continua na forma de substituicdo peridédica de osso velho
por 0sso novo. Este processo é chamado de remodelacdo e é
responsavel pela completa renovagdo do esqueleto adulto a cada 10
anos. A remodelagdo provavelmente serve para reparar os danos por
fadiga e para prevenir as consequéncias da idade avancada. No
esqueleto em crescimento a remodelacdo tem o objetivo de expandir a
cavidade medular, enquanto aumenta a espessura das trabéculas
(Bandeira et al.; Manolagas, 2000).

A massa esquelética total e sua densidade permanecem
relativamente constantes apos o término do crescimento, até a idade de
aproximadamente 50 anos. A partir desta idade, e especialmente em
idosos do sexo feminino, ocorre uma rapida perda de massa durante os

primeiros 5 a 10 anos apdés a menopausa, em virtude da deficiéncia de
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estrogeno. Nesta fase, a reabsorcao prevalece sobre a aposicao, levando
a uma gradual perda de massa 6ssea (Vasconcelos et al., 2002; Kanis et
al., 2008).

A remodelagdo Ossea se da pela classica sequéncia
ativagcdo-reabsorcao-formacao. Apds a ativagcdo, os osteoclastos formam
a lacuna de reabsor¢do. Uma vez terminada essa fase, os pré-
osteoblastos migram para a cavidade, diferenciam-se em osteoblastos e
iniciam a formac&o da matriz 6ssea. A mineralizagdo da matriz ocorre
apo6s varios dias - nesta fase sais de fosfato de calcio amorfos (ndo
cristalinos) comegam a se precipitar nas zonas ocas das fibrilas
colagenas. Estes focos de mineralizagdo se expandem e coalescem em
cristais de hidroxiapatita por remodelagdo adicional. Contudo, 20% ou
mais do componente mineral permanecem na forma amorfa, fornecendo
um tampé&o disponivel para a homeostasia do calcio do corpo todo. A
deposigao de calcio parece estar associada as vesiculas revestidas por
membrana derivadas da membrana plasmatica do osteoblasto, chamadas
de vesiculas da matriz; estas contém fosfatase alcalina e outras
fosfatases, as quais podem neutralizar o efeito inibitorio do pirofosfato na
deposicdo espontanea de sais de calcio. Durante esse processo, alguns
osteoblastos sédo enclausurados, transformando-se em ostedcitos. A esse
conjunto de células 6sseas e osso novo formado da-se o nome de
unidade multicelular basica (BMU) (Carvalho et al., 2000; Young, 2007).

No esqueleto adulto todos os osteoclastos e osteoblastos
pertencem as BMU, que medem cerca de 2 mm de comprimento e 0,2
mm de largura, com um grupamento de osteoclastos na frente, um
grupamento de osteoblastos atras, um sistema vascular capilar central,
um suprimento nervoso e tecido conjuntivo associado. Em humanos
adultos saudaveis, cerca de 3 a 4 milhées de BMUs sé&o iniciadas por ano
e cerca de 1 milhdo estdo em acdo em qualquer época. Os osteoclastos

se aderem ao 0sso e, em seguida, o removem por acidificagdo e digestao
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proteolitica. A medida que cada BMU avanca, os osteoclastos deixam o
sitio de reabsorcédo e os osteoblastos se movem em direcdo a area
escavada. Inicia-se o processo de nova formagéo 6ssea pela secrecéo de
ostedide, que é finalmente mineralizado em novo osso. O tempo de vida
das BMUs € de 6 a 12 meses; muito mais do que as células que a
compdem; por isso é necessario um suprimento continuo de osteoclastos
e osteoblastos vindos da medula (Parfitt AM, 1994; Boonen et al., 2004;
Nagae et al., 2006).

A fase de reabsorgéo dura em torno de duas semanas e é
realizada pelos osteoclastos derivados de células-mae hematopoiéticas,
que possuem fosfatases acidas expressas nas suas membranas
celulares. Os osteoclastos subsistem em massas pequenas e
concentradas que se ligam a superficie 6ssea e liberam enzimas
proteoliticas, além de diversos acidos como o acido citrico e acido latico,
liberados de vesiculas secretoras. As enzimas digerem ou dissolvem a
matriz organica do o0sso, enquanto os acidos dissolvem os sais 0sseos,
levando a criagdo de um tunel com diédmetro entre 0,2 a 1 milimetro a
alguns milimetros de comprimento. No término desse periodo, os
osteoclastos desaparecem, o tunel é invadido pelos osteoblastos e em
seguida se inicia o desenvolvimento de um novo tecido 6sseo. O que
encerra esta fase ainda nao esta claro, mas um elevado nivel de calcio
local ou substancias liberadas pela matriz parecem estar envolvidos
(Bandeira et al., 2000; Guyton; Hall, 2006).

A fase de formagdo déssea se prolonga por até quatro
meses, até que o 0sso reabsorvido seja completamente substituido. A
formacgao é iniciada pelos osteoblastos, células cuboidais com citoplasma
basdfilo, com alto desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso,
caracteristico de células com alta capacidade de sintese protéica. O
aparelho de Golgi também é evoluido, fator relevante no processamento

do colageno e de sua extrusdo. Quando os osteoblastos s&o inativos, sua
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aparéncia & mais semelhante a dos fibroblastos, achatados e alongados.
O colageno e outros constituintes da matriz organica sao sintetizados por
ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico granular dos
osteoblastos. Estes ficam armazenados no aparelho de Golgi e séao
secretados na superficie celular resultando na producao de osteoide. Os
osteoblastos sintetizam colageno tipo | e proteinas como a osteocalcina, a
osteopontina e sialoproteinas. As proteinas produzidas pelos osteoblastos
sao depositadas na superficie 6ssea, de forma organizada, formando a
matriz ostedide, onde a mineralizagédo ocorre subsequentemente durante
varios dias (Bandeira et al., 2000; Douglas; Douglas, 2006; Guyton; Hall,
2006; Young et al., 2007).

A acgao entre osteoblastos e os osteoclastos se da em
multiplos focos e ocorre de tal forma que a reabsor¢gdo em um local é
equilibrada pela formag¢do em outro, sem enfraquecimento do esqueleto.
Considera-se o osteoclasto como a célula diretamente envolvida nesse
processo. E altamente moével e pode migrar ao longo das superficies
0sseas sendo localizado em areas a serem reabsorvidas. Nessas areas,
passam a secretar enzimas hidroliticas que dissolvem o tecido ésseo
formando lacunas de reabsorc¢ao. O osteoclasto tem a funcéo de limpar a
superficie 6ssea permitindo o depoésito de tecido 6sseo pelos osteoblastos
(Carvalho; Ponzoni, 2002).

Um grande numero de citocinas e fatores estimuladores
de colbnia estédo envolvidos na remodelagdo. Como fatores promotores de
reabsorgdo podemos citar a interleucina 1 (IL-1), interleucina 3 (IL-3),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 11 (IL-11), fator de necrose tumoral
(TNF) e fator estimulador de colénias de granulécitos macréfagos (GM-
CSF). Se opondo as citocinas citadas, existem a interleucina 4 (IL-4),
interleucina 18 (IL-18) e o interferon-gama (IFN-y), que inibem o
desenvolvimento de osteoclastos (Kimble et al., 1995; Udagawa et al.,
1997; Bandeira et al., 2000 ).
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A IL-6 desempenha um papel importante em varias
doencas caracterizadas pelo remodelamento &sseo acelerado e
excessiva reabsorgéo 6ssea focal ou sistémica. Ela é produzida, em altos
niveis, por células estromais derivadas da medula Ossea e por
osteoblastos, como resposta ao estimulo por uma variedade de outras
citocinas e fatores de crescimento tais como IL-1, TNF, fator de necrose
tumoral beta (TNF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Na presenca de estroégeno sua producgédo é inibida (Girasole et
al., 1992; Franchimont, 1999).

S6, ou em conjunto com outros agentes, a IL-6 estimula a
osteoclastogénese e promove a reabsorgdo 6ssea. O estimulo depende
de um sinal mediado por osteoblastos, que possuem receptores para |L-6,
0s quais se ligam a ela e induzem a diferenciacdo do osteoclasto
(Udagawa, 1995).

Horménios também participam do processo de
remodelagcdo. Os dois principais hormdénios do sistema homeostatico do
célcio, principalmente o horménio paratireoidiano (PTH) e o metabdlito
ativo da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3 [1,25-(OH);Ds], séo
potentes estimuladores da formacdo osteoclastica, pois estimulam a
producao de IL-6 e IL-11 por osteoblastos. Eles possuem habilidade para
estimular o desenvolvimento de osteoclastos e regular a absorgdo de
célcio e excregao pelo intestino e rins, sendo elementos chave na
homeostase extracelular de calcio. A calcitonina, o terceiro hormdnio
classico de regulagéo Ossea, inibe o desenvolvimento de osteoclastos,
promovendo a apoptose destes. Muitos outros hormdnios, incluindo
estrogeno, androgeno, glicocorticoides, TSH e T4 exercem potentes
influéncias no desenvolvimento de osteoclastos e osteoblastos pela
regulagcdo da produgéo e/ou agédo de varias citocinas (Bandeira et al.,
2000; Guyton; Hall, 2006; Sampath et al., 2007).
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Estimulos mecanicos séo considerados incentivadores do
modelamento e remodelamento 6sseo. Um conceito interessante é que os
ostedcitos podem funcionar como mecanosensores através de
canaliculos de comunicagdo com células da medula. Estimulos
mecanicos benéficos podem ser adquiridos mais frequentemente a partir
de contragbes da musculatura esquelética, por compressao de impacto,
ou pelo atrito (Diniz et al., 2005; Marie, 2009).

A formacéo e a reabsorcdo 6ssea s&o equilibradas no
individuo adulto, mas em determinadas condi¢des ha prevaléncia da
reabsorcdo e diminuicdo da formacdo Ossea, podendo resultar em

osteoporose.

2.3 Osteoporose

Devido ao aumento na expectativa de vida das
populacdes, a osteoporose € atualmente reconhecida como importante
questdo em termos de saude publica. Afeta sobretudo mulheres na pos-
menopausa e se desenvolve como decorréncia de uma desordem no
turnover &sseo (processo de remodelacdo Ossea), havendo maior
reabsorcdo em relagcdo a formagdo, resultando em diminuicdo da
resisténcia e da massa 6ssea (Gali, 2001; Orwoll, 2003). Esta diminuicao
pode ser agravada pelo insuficiente acumulo de tecido 6sseo anterior a
maturagéo do esqueleto (Guy et al., 1993). A idade e o hipoestrogenismo
influenciam muito na osteoporose, sendo o processo controlado por uma
complexa inter-relacdo de horménios sistémicos, forca mecanica,
citocinas, prostaglandinas e fatores locais de crescimento (Gali, 2001;
Radominski et al., 2002).
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A osteoporose é a doenca Ossea metabdlica mais
comum, sendo caracterizada por redugcdo da massa esquelética, com
deterioragdo de sua microarquitetura, resultando em maior fragilidade
Ossea e, consequentemente, em aumento no risco de fraturas
(Manolagas, 2000; Namkung-Matthai et al., 2001; Nakamura, 2004;
Astacio et al., 2007; Kanis et al., 2008).

Nos EUA, ocorrem cerca de 1,5 milhdes de fraturas
osteoporéticas por ano e as fraturas de vértebras sao as mais frequentes,
somando cerca de 750 mil. As fraturas da bacia sdo as mais sérias e
cerca de 10 a 20% dos 250 mil casos anuais, resultam em morte no
primeiro ano apo6s a fratura; sendo que aproximadamente 30% dos
sobreviventes tornam-se dependentes de cuidados de enfermeiro
permanente e somente metade consegue levar vida normal e
independente (Cauley et al., 2000; Watts, 2004a).

E importante distinguir a osteoporose da perda éssea
pOds-menopausa, pois embora todas as mulheres percam osso apés o
término das menstruagdes, nem todas desenvolvem a sindrome
osteoporética que € caracterizada pelo colapso dos corpos vertebrais e
por 0ssos longos mais susceptiveis a fraturas. A perda dssea resulta em
osteoporose quando o osso se torna propenso a fraturas por traumas
leves (Kalu, 1991).

A osteoporose pode ser primaria ou secundaria, sendo a
primaria classificada em dois tipos: | — pés-menopausa e |l — senil. A do
tipo | ocorre na mulher, no periodo logo em seguida a menopausa e
apresenta rapida perda o&ssea. Predominantemente atinge o 0sso
trabecular e esta associada a fratura de vértebras e do radio distal. A do
tipo Il, ou senil, € relacionada ao envelhecimento e aparece por
deficiéncia crbénica de calcio, aumento da atividade do paratorménio e

diminuicdo da formacao 6ssea (Gali, 2001).
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A osteoporose secundaria ocorre como consequéncia de
diversos processos patolégicos, entre eles artrite reumatoide,
hipertireoidismo, hiperparatireoidismo, disturbios renais e mieloma
multiplo, além de outras condi¢cbes, tais como alcoolismo crénico,
tabagismo, imobilizagdo, terapia prolongada com  heparina,
glicocorticéides, uso de anticonvulsivantes e hipovitaminose A (O’Mahony,
1999; Bandeira et al.; Manolagas, 2000; Gali, 2001; El-Husseini et al,;
Watts, 2004b; Jacobs et al., 2007).

A osteoporose tipo | é o tipo mais comum e esta
associada a deficiéncia de estrogeno (Kalu et al., 1989; Kalu, 1991,
Namkung-Matthai et al., 2001). O mecanismo pelo qual a auséncia de
estrégeno resulta em perda 6ssea € complexo e ainda nao totalmente
compreendido (Kalu et al., 1989; Lorenzo et al., 1998; Manolagas, 2000).
Sabe-se que o estrégeno age, por exemplo, inibindo a produgao de IL-6,
um potente estimulador de osteoclastos, e como modulador do efeito de
reabsorgéo do PTH (Allori et al., 2008a).

Nos pacientes afetados pela osteoporose, se observa
uma reducdo na quantidade de osso presente, com perda maior de 0sso
trabecular em relagdo ao osso compacto (Radominski et al., 2002). Isto
resulta nas caracteristicas primarias da doencga, ou seja, fraturas do colo
do fémur, da porgao distal do radio e achatamento de corpos vertebrais
(Francis, 1998).

O aumento da reabsor¢cdo O6ssea na osteoporose esta
associado ao aumento do numero e da atividade de osteoclastos, bem
como a diminuicdo da incidéncia de apoptose nestas células.
Paralelamente, observa-se diminuicdo da meia vida dos osteoblastos e
incapacidade de reparacédo adequada dos defeitos causados pela

reabsorgéo osteoclastica (Manolagas; Riggs, 2000).
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A reducdo do estrébgeno €& o fator mais importante
responsavel pela génese da osteoporose pds-menopausa, como também
na osteoporose do homem (Bandeira et al., 2000; Harada; Rodan, 2003).

A diminuicéo dos niveis de estrogénios circulantes leva a
uma ativagédo nos ciclos de remodelagdo 6ssea, com predominio das
fases de reabsorgcdo em relacdo a formagdo, devido ao aumento do
numero de osteoclastos na superficie dos ossos trabeculares. Também se
sugere que os osteoclastos se tornam mais ativos, possivelmente pela
diminuicdo nas taxas de apoptose ao final da fase de reabsor¢éo, o que
resulta em grandes cavidades que sdo parcialmente reparadas pela
atividade dos osteoblastos. Os estrogénios atuam direta e indiretamente
no 0sso. A maneira direta é via receptores e a indireta € mediada por
citocinas e fatores locais de crescimento. A perda éssea decorrente da
menopausa € caracteristicamente associada a excessiva atividade dos
osteoclastos, enquanto a perda éssea associada ao envelhecimento é
mais relacionada a diminuigdo no numero de osteoblastos (Riggs, 2000;
Radominski et al., 2002).

Os primeiros estudos do papel do estrbgeno no
metabolismo ésseo focaram as citocinas proé-inflamatorias IL-1, IL-6, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador de colénias de
macréfagos granulécitos (GM-CSF), fator estimulador de colénias de
macréfagos (M-CSF) e prostaglandina E; (PGEy). Estes fatores
aumentam a reabsorcao éssea, principalmente pelo aumento do tamanho
do pool de pré-osteoclastos na medula éssea e sao inibidos pelo
estrégeno (Riggs, 2000).

A IL-1, IL-6, e TNF-a sao as principais citocinas
envolvidas na osteoclastogénese, ao passo que a interleucinas IL-4
possui um efeito inibidor sobre a atividade de osteoclastos (Lorenzo et al.,
1998; Bandeira et al., 2000).

A IL-1, um produto produzido predominantemente por
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mondcitos/macréfagos, estimula a sintese e a liberagcdo de PGE,, de
proteases e colagenases (Goldring; Krane, 1987). Estudos em
camundongos que nao expressam o receptor de IL-1 mostraram que a
ovariectomia n&o resultou em perda 6ssea (Lorenzo et al., 1998). A IL-6
induz reabsor¢cdo por osteoclastos e é produzida por osteoblastos.
Estudos mostram que o estrogeno previne a secrecdo de IL-6 pelos
osteoblastos (Allori et al., 2008a).

A deficiéncia de horménios ovarianos leva a diminui¢cao
de 1,25-(OH),D3; e a queda da absorgao de calcio intestinal sem alterar o
metabolismo da vitamina D (Kalu et al., 1989). A absorc¢ao intestinal do
calcio varia também com a idade, com os niveis de vitamina D e do
horménio da paratiredide (PTH), podendo ainda ser influenciada por
nutrientes da dieta (Martini, 2000). Ela ocorre primariamente no duodeno
e jejuno e, até o momento, a 1,25(0OH),D3 é o unico horménio capaz de
controlar a absorg&o de calcio. Na auséncia dele somente 7% da ingestao
normal de calcio é absorvida (Heilkberg, 2000).

A ativacdo e a diferenciacdo dos osteoclastos envolvem
uma familia de proteinas biologicamente relacionadas que séo receptores
de fator de necrose tumoral (TNFR). Sdo a osteoprotegerina (OPG), o
receptor ativador de fator nuclear (RANK) e o RANK ligante (RANKL).
Eles juntos regulam a fungdo osteoclastica. O RANK é expresso em
progenitores hematopoiéticos de osteoclastos, enquanto o RANKL é
expresso em células pré-osteoblasticas e linfocitos T. O RANKL se liga ao
RANK com alta afinidade e esta afinidade é essencial para a
osteoclastogénese. A OPG age como um receptor decodificador
bloqueando a ligacdo de RANKL ao seu receptor RANK.(Manolagas,
2000; Boyle et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que o estrégeno inibe a

reabsor¢cado Ossea pela indugdo de mudancgas sutis, porém cumulativas,
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em multiplos fatores reguladores estrogenos dependentes; entre eles
estdo o TNF-a TGF-B e o sistema OPG/RANKL/RANK (Riggs, 2000).

2.4 Reparo 0sseo

Uma caracteristica marcante do tecido 0sseo & sua
enorme capacidade de reparagao apods lesbes. Esta reparacdo se faz a
partir do tecido de granulacdo. As células indiferenciadas e jovens do
tecido de granulacdo se diferenciam em células 6sseas maduras, que
produzem matriz extracelular que sera mineralizada (Consolaro, 2009).

A hemorragia resultante de trauma, leva a formagéo de
coagulo sanguineo e de fibrina, durante poucos dias. Além do coagulo
sanguineo, dois outros mecanismos contribuem para hemostasia:
primeiramente uma vasoconstricdo que faz diminuir o sangramento e,
depois, uma retracdo do coagulo com redugdo do tamanho do sitio da
ferida. A retracdo é causada pelas forgas tracionais de plaquetas
ativadas, resultando em condensacgao de fibrina no coagulo. A liberagao
de citocinas e de fatores de crescimento das plaquetas, no coagulo
sanguineo, tem um efeito estimulador na regeneracéo de fraturas. Fatores
de crescimento derivados de plaquetas tém efeitos mitogénicos para
fibroblastos e para células Osseas, além disso, TGF-f promove a
formacao de colageno tipo | (Carvalho; Ponzoni, 2002).

Como consequéncia da hemostasia, a circulagao
sanguinea retorna a partir de vasos obliterados danificados que se
anastomosam com partes intactas de outros vasos. No 0sso, isso ocorre
através dos canais de Volkmann, distribuidos de forma esparsa. O
término da circulagdo das bordas fraturadas causa isquemia local e

necrose, comumente observada em secgdes histolégicas como lacunas



32

vazias, ou células em picnose (nucleos com cromatina muito
condensada). A necrose € causada pela falta de oxigenagdo dos
osteocitos, que em 0sso vivo ndo estdo mais do que a 0,Tmm de um
capilar intacto. A diapedese de leucdcitos no coagulo a partir de veias pré-
capilares € causada por fatores que aumentam a adesdo de células
inflamatérias as células endoteliais, como o0s leucotrienos e o0s
quimioatrativos. A maioria desses fatores é liberada por plaquetas
ativadas e células endoteliais, bem como pelos préprios leucocitos. A
trombina e os produtos da degradagao dos tecidos também servem como
atrativos quimicos para leucécitos. Inicialmente, os neutréfilos sdo os mais
numerosos, mas macrofagos rapidamente comegcam a predominar.
Ambos os tipos de células estao envolvidos na destruicdo do coagulo e do
tecido necrotico por meio da digestéo intra e extracelulares. A formacao
do tecido de granulacéo é caracterizada por uma fase de destruicao dos
tecidos necréticos, associada a uma intensa proliferacdo celular e
formagdo de vasos, aléem da sintese de matriz rica em fibronectina,
proteoglicanos, acido hialurénico e colageno, principalmente dos tipos Ill e
| (Carvalho; Ponzoni, 2002).

Em seguida, o tecido de granulacéo vai se tornando mais
fiboroso e células mesenquimais se diferenciam em condroblastos e
progressivamente substituem o tecido de granulacdo fibroso por
cartilagem hialina. Essa ponte firme, porém flexivel &€ conhecida como
calo provisério. O calo provisério €, em seguida, reforcado pelo depdsito
de sais de calcio na matriz cartilaginosa. Ao mesmo tempo o periésteo e o
enddsteo, proximos a area lesada, respondem com uma intensa
proliferagcédo, formando um tecido muito rico em células osteoprogenitoras.
Os osteoblastos se formam a partir destas células, que correspondem as
células tronco, localizadas no tecido superficial de revestimento ésseo.
Estas células osteoprogenitoras do endosteo e peridsteo séo ativadas e

depositam uma malha de tecido 6sseo entrelacado dentro e em torno do
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calo provisorio, se transformando entdo em calo 6sseo (Guyton; Hall,
2006; Young et al., 2007, Junqueira; Carneiro, 2008).

O colageno desempenha um papel basico no processo
de mineralizagdo, pois oferece espacos suficientemente grandes para
acomodar a fase mineral, favorecendo a disposicado dos cristais que
seguem a topografia das fibras colagenas. O processo de mineralizagao
se inicia pela ligacao do calcio, ou fosfato, ou ambos, nas cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos do colageno. Uma vez iniciada a
mineralizagao da matriz 6ssea, esta prossegue rapidamente de forma que
no periodo de seis a doze horas, 60% a 70% da quantidade final de
mineral ja estdo depositados (fase primaria de mineralizagéo). A
mineralizagdo subsequente ocorre muito mais lentamente e sé se
completa depois de um ou dois meses (fase da mineralizagdo secundaria)
(Douglas; Douglas, 2006).

A unido 6ssea é alcangada quando o local da fratura é
completamente obliterado por tecido 6sseo entrelagado. Sob a influéncia
dos estresses funcionais, o calo vai sendo lentamente remodelado, de
modo a formar o tecido 6sseo lamelar maduro (Guyton; Hall, 2006; Young
et al., 2007; Junqueira; Carneiro, 2008).

O ambiente mecanico também influencia no reparo 6sseo
e independente da origem embrioldgica do osso, num ambiente onde ha
estabilidade  mecanica ocorre favorecimento da  ossificagao
intramembranosa, enquanto que num ambiente n&do estavel a reparagao

se da através de ossificagdo endocondral (Leucht et al., 2008).
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2.5 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos, também chamados de difosfonatos, sao
conhecidos na industria quimica desde 1865, quando o primeiro foi
sintetizado na Alemanha, sendo o etidronato sintetizado em 1897. Foram
primeiramente usados na industria como anticorrosivos e atualmente sao
uma classe de compostos conhecidos por sua habilidade para prevenir
reabsorcéo 6ssea mediada por osteoclastos. Sdo recomendados para o
tratamento de varias doencas que provocam aumento da reabsorc¢ao
0ssea, incluindo osteoporose poOs-menopausa, doenca de Paget e
metastase 6ssea osteolitica (Nishikawa et al., 1996; Rodan; Fleisch, 1996;
Fleisch, 1997; Fleisch, 2003; Castro et al., 2004, iseri et al., 2005).

Sao analogos do pirofosfato, no qual a ponte de oxigénio
€ substituida por um atomo de carbono e modificada por cadeias laterais
de comprimentos e configuragdes variaveis. A presenga de um atomo de
carbono ligando os dois grupos fosfato proporciona resisténcia a hidrolise
enzimatica. Por outro lado, o pirofosfato, produto normal do metabolismo,
€ rapidamente degradado in vivo. As duas metades fosféricas dos
bisfosfonatos ligam-se fortemente a superficie de cristais de
hidroxiapatita, especialmente nos pontos de remodelamento 6sseo ativo.
Possuem grande afinidade por cristais de fosfato de célcio e inibem seu
crescimento, sua agregacao e dissolu¢do. Sua afinidade por hidroxiapatita
calcica é a base para seu uso como inibidores da reabsorgdo Ossea
(Fleisch, 1997; Bandeira et al., 2000; Fleisch, 2003).

Estruturalmente sdo compostos caracterizados por duas
ligacbes C-P. Se as duas ligacdes estiverem localizadas no mesmo atomo
de carbono, os compostos sdo chamados de bisfosfonatos geminais e
sao analogos ao pirofosfato, que contém um oxigénio no lugar do

carbono. Somente os bisfosfonatos geminais parecem ter uma forte
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atividade no esqueleto. A estrutura P-C-P permite um grande numero de
variagbes possiveis, especialmente pela mudangca nas duas cadeias
laterais no carbono, o que originou os diferentes tipos comercializados:
etidronato, clodronato, alendronato, risedronato, entre outros (Fleisch,
1997).

Cada bisfosfonato possui seu préprio perfil de atividade,
determinado pela cadeia lateral ligada ao atomo de carbono. Apds os
resultados promissores mostrados pelo etidronato e clodronato, novos
bisfosfonatos foram sintetizados contendo um atomo de nitrogénio
primario em uma cadeia alquila (pamidronato, alendronato). Isto
aumentou a poténcia anti-reabsor¢do em mais de cem vezes (Martin; Grill,
2000).

Embora o mecanismo de acédo dos bisfosfonatos nao
esteja completamente elucidado, esta claro que no tecido os bisfosfonatos
inibem a reabsorgéo 6ssea, o turnover 6sseo, e assim, a perda 6ssea. O
efeito se deve a diminuicdo da geracdo de novas unidades de
remodelacdo déssea e a uma diminuicdo da profundidade da eroséo
cavitaria. Na célula, eles induzem o desaparecimento da borda em escova
dos osteoclastos, inibem a diferenciagdo da linhagem celular macrocitica,
que leva a formacgédo de osteoclastos, promovem um encurtamento do
ciclo de vida dos osteoclastos e aumentam a sobrevivéncia de
osteoblastos (Nishikawa et al., 1996; Rodan; Fleisch, 1996; Plotkin et al.,
1999; Bandeira et al., 2000).

Em nivel molecular, os bisfosfonatos que contém
nitrogénio em sua estrutura quimica, agem provavelmente pela inibigéo
de enzimas da via colesterol/mevalonato e pela perda de proteinas da
prenilacdo, uma vez que os efeitos dos bisfosfonatos nos macrofagos e
osteoclastos podem ser superados pela adicdo de intermediarios desta
via (Luckman et al., 1998). Estas enzimas s&o proteinas sinalizadoras que

regulam alguns processos celulares tais como a ondulagdo da membrana,
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organizagao do citoesqueleto e transporte de vesiculas necessarias para
a funcédo do osteoclasto (Martin; Grill, 2000). Os bisfosfonatos inibem a
reabsorcédo 6ssea mais por efeito celular nos osteoclastos, do que
simplesmente por mecanismo fisico-quimico (Russel et al., 1999;
Nancollas et al., 2006).

Um estudo que avaliou os efeitos dos bisfosfonatos sobre
a formagdo de osso periosteal em animais controle e em animais com
deficiéncia de estrbgeno mostrou que os bisfosfonatos nao inibem a
formacgao 6ssea periosteal na auséncia de estrogeno e sao capazes de
permitir estimulo normal do osso periosteal em resposta a estimulo
anabodlico de carga mecanica. Ficou claro que a redugdo da taxa de
remodelamento 6sseo produzida pelos bisfosfonatos se da nos envelopes
endocortical e intra-cortical (Feher et al., 2009).

O depdsito dos bisfosfonatos nos ossos ocorre onde o
mineral 6sseo esta exposto aos fluidos circundantes, especialmente onde
0 osso é formado e reabsorvido. Ap6s o depdésito, ha uma interrupgcao na
atividade dos osteoclastos por interferéncia na agdo da enzima farnesil
pirofosfato sintase. Acredita-se, também, que os bisfosfonatos promovem
apoptose de osteoclastos maduros. O resultado € um turnover 6sseo mais
lento, com beneficios para a integridade trabecular. Estudos
demonstrando maior espessura trabecular apds tratamentos prolongados
sugerem que os bisfosfonatos podem também ter efeitos positivos no
numero de osteoblastos, mais provavelmente por inibir apoptose em
osteoblastos e osteocitos. Ainda existem algumas evidéncias indicando
que os bisfosfonatos podem inibir reabsorcao, por indugdo de um fator
inibidor de osteoclastos, pelos osteoblastos. Os bisfosfonatos se
acumulam nos 0ssos, mas se tornam inativos, submersos na matriz. Foi
demonstrado que a meia vida dos bisfosfonatos no osso, em humanos, é
de mais de dez anos. Nao oferecem beneficios extra-esqueletais e estao

algumas vezes associados com efeitos colaterais como esofagite e/ou
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irritacéo gastrintestinal ap6s sua ingestao (Fleisch, 2003; Boonen et al.;
Roughead et al., 2004).

A liberagdo dos bisfosfonatos ocorre por conta da longa
meia vida que possuem, principalmente quando o osso onde eles estao
depositados €& reabsorvido novamente. O fato de o grupo P-C-P ser
resistente a hidrélise enzimatica, explica porque os bisfosfonatos ndo sédo
metabolizados no corpo e sdo excretados inalterados. Desta forma, os
bisfosfonatos liberados durante a remodelacdo Ossea podem ser
farmacologicamente ativos, sendo que a quantidade lancada diariamente
na circulagao apés 10 anos de tratamento é estimada em cerca de 25%
da quantidade absorvida em uma dose diaria e depende da localizag&o no
esqueleto. Sera maior para O 0SSO €SponjosO € menor para O 0SSO
compacto. A carga e o peso do grupo bisfosfonato limita sua penetragéo
na membrana celular, o que explica a pouca absorcao intestinal (1 a
10%), que €& provavelmente paracelular. Sdo rapidamente excretados
pelos rins, em parte por um processo de secregao tubular ativo (Martin;
Grill, 2000).

O tratamento com bisfosfonatos causa uma imediata
reducao na reabsorcao 6ssea, levando a uma diminuicéo no calcio sérico,
que conduz a um aumento do PTH (Jacobs et al., 2007).

Os bisfosfonatos s&o considerados a primeira linha de
terapia para a prevencdo e tratamento da osteoporose, sendo o
alendronato um importante representante desta classe, demonstrando
efichdcia na prevengdo de fraturas osteoporoticas em varios locais do
esqueleto (Watts et al., 2004b).
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2.6 Alendronato

O alendronato € um aminobisfosfonato primario e
atualmente é o bisfosfonato mais amplamente utilizado para a
osteoporose (Bandeira et al., 2000; Iseri et al., 2005). Faz parte do grupo
de bisfosfonatos que contém nitrogénio em sua estrutura, o que explica
seu efeito de reducdo da atividade de remodelamento ésseo normal em
maior extensao (Astrand; Aspenberg, 2002).

A porcao bisfosfonato da molécula do alendronato lhe
confere importantes caracteristicas, como a baixa penetracédo pelas
membranas celulares, o que limita sua acdo na maioria das células do
corpo, além de uma localizagdo preferencial no osso limitando a
exposicao de tecidos nao esqueléticos a droga (Hayes, 1999).

Apds a administragéo, o alendronato se liga a superficie
exposta de hidroxiapatita. A acidificacdo do meio provocada pelos
osteoclastos nos sitios de reabsor¢cdo causa a liberagdo do alendronato
dentro do espaco definido por zona clara, aumentando sua concentragéo
local, interferindo com a fungdo de membrana do osteoclasto e em sua
borda em escova, o que resulta na interrup¢ao da reabsorg¢éo 6ssea (Sato
et al., 1991).

Nos Estados Unidos, o alendronato foi aprovado tanto
para prevencéo quanto para o tratamento da osteoporose (Bandeira et al.,
2000). Ele reduz o risco de novas fraturas de quadril e pulso em mulheres
com fraturas ja presentes e reduz o risco de todas as principais fraturas
em mulheres com osteoporose (Black et al., 2000). Possui grande
seletividade para inibir a reabsorcédo éssea, sem afetar a formacgéao
(Volpon et al., 2008).
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A dose de alendronato recomendada para o tratamento
da osteoporose em humanos é de 10 mg/dia, por via oral, podendo ser
também administrado semanalmente em doses de 70 mg/dia (Astrand;
Aspemberg, 2002; Fleisch, 2003)

O alendronato administrado durante o crescimento,
maturacédo e envelhecimento em ratos machos e fémeas, resultou em
melhores propriedades mecéanicas em vértebras e fémur. Os autores do
estudo atribuiram estes achados a influencia da inibigdo da reabsorgéo
O0ssea durante o crescimento 6sseo, resultando em maior massa na
maturidade e a atenuagao da reabsor¢cdo 6ssea durante o periodo em
que normalmente ocorre a perda dssea relacionada com a idade (Guy et
al., 1993).

Um estudo realizado em animais de laboratorio sobre a
absorcgao e disposi¢ao do alendronato no organismo, revelou que apés a
administragdo por via oral, a absorgdo intestinal da droga foi muito
pobre, sendo detectado no osso cerca de 0,9% no rato, 1,8% no céo e
1,7% no macaco. A presengca de alimento no estdmago causou um
decréscimo de absorcdo de 6 a 7 vezes, quando comparado com
animais em jejum. Cerca de 30% da dose foi absorvida pelo osso nos
primeiros 5 minutos. A meia vida da droga no osso do rato foi de 30 dias,
para um periodo de analise de 11- 40 dias e de 200 dias para um
periodo de analise de 40-80 dias (Lin et al., 1991).

O alendronato possui alta afinidade pelo tecido 6sseo e,
em doses normais, ndo & encontrado em tecidos n&o calcificados.
Contudo, quando a dose é muito elevada, algum acumulo pode ocorrer
em tecidos nao calcificados, principalmente nos rins; além disso, em
altas doses, ele passa a agir inibindo calcificagédo (Lin et al.,1992; Russel
et al., 1999).

Em 2008, Volpon et al. investigaram por meio de estudos

histomorfométricos em ratas normais e osteopénicas, os efeitos do
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alendronato de sodio, quando administrado preventivamente em
situacbes que provocam osteopenia. Foi realizada imobilizagdo da
regido lombar, pelve e do membro posterior direito com aparelho
gessado, com o intuito de gerar osteopenia nos animais. O alendronato
foi administrado por via subcutédnea na dose de 0,7mg/kg, uma vez por
semana, durante 28 dias. Os autores concluiram que a dose semanal de
0,7mg/kg foi eficaz para aumentar o volume 6sseo e o numero de
trabéculas. Além disso, o alendronato foi capaz de aumentar os
parametros morfométricos dos animais osteopénicos e, também dos
animais normais.

Um estudo comparando alendronato com risedronato
examinou as diferencas de resposta esquelética de ratas OVZ frente a
suspensdo do tratamento. Os dados deste estudo mostraram que o
turnover ésseo trabecular normal tende a ser restabelecido mais
rapidamente em animais tratados com risedronato do que naqueles
tratados com alendronato. As taxas de formagao 6ssea permaneceram
mais baixas no osso trabecular das tibias e espinha em ratas tratadas
com alendronato, quando comparadas com ratas nao tratadas, controle,
16 semanas apds a suspensédo do tratamento. Em contraste, os grupos
tratados com risedronato mostraram uma recuperagdo gradual de
formagdo de osso normal. Isto mostrou que apods a interrupcédo do
tratamento, em niveis de dose clinica, o alendronato parece ter um efeito
mais persistente na supressao de turnover 6sseo do que o risedronato
(Fuchs et al., 2008).

Roschger et al. (2001) avaliaram a qualidade da matriz
Ossea da crista iliaca de mulheres com osteoporose, tratadas com
alendronato, durante um periodo de 2 a 3 anos. Os resultados
mostraram que o alendronato inibiu a reabsor¢céo 6ssea osteoclastica,
reduziu o turnover ésseo, diminuiu a porosidade cortical e aumentou a

uniformidade da mineralizacdo. Concluiram que uma melhoria na
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qualidade mecéanica da matriz mineralizada, causada por mudancgas
estruturais, como menor porosidade cortical, associada a um positivo
balangco 6sseo, podem ser os principais fatores contribuintes da
efetividade antifratura do alendronato.

Estudo semelhante com pacientes que receberam
placebo ou 5 e 10 mg/dia de alendronato, durante um periodo de dois a
trés anos, utilizou medidas de tomografia micro computadorizada de trés
dimensdes e histomorfometria para avaliar amostras de osso iliaco.
Participaram mulheres de 45 a 80 anos, que ja estavam na menopausa
ha pelo menos 5 anos e com osteoporose confirmada por exame de
densitometria 6ssea. Uma bidpsia de iliaco de 7,5 mm foi obtida de cada
participante. Os resultados mostraram valores superiores para o grupo
tratado com alendronato, tanto na tomografia micro computadorizada,
quanto na histomorfometria. Os autores atribuem esses resultados a um
efeito de espessamento das trabéculas ja existentes associada a
diminuicdo da perda trabecular, uma vez que o alendronato reduz a
reabsor¢cado 6ssea reduzindo os sitios de remodelamento por unidade de
superficie de area, assim, ocorrem menos locais de afinamento trabecular
e as trabéculas presentes acabam sofrendo um espessamento passivo
(Recker et al., 2005).

Em um estudo que avaliou um total de 3658 mulheres
com osteoporose, com e sem fraturas, tratadas com alendronato por um
periodo minimo de trés anos, foi observado efeito positivo marcante sobre
o risco de fraturas entre 12 a 18 meses ap06s o inicio do tratamento. Ja, a
partir dos 6 meses apds o inicio do tratamento, uma diminuigdo no risco
de fraturas vertebrais pode ser observada (Black et al., 2000).

Apesar dos efeitos positivos sobre a reabsorcdo 6ssea,
de um modo geral, a administragcdo oral dos bisfosfonatos, tem sido
associada a efeitos adversos, como osteonecrose dos maxilares (Marx et

al.,, 2007), aléem de efeitos gastrintestinais, incluindo gastrite, ulcera
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gastrica e esofagite erosiva. Tem sido demonstrado que os bisfosfonatos
diferem em seu potencial de dano sobre a mucosa gastroesofagica,
sendo o alendronato um dos mais nocivos (Graham,1999, Thomson et al.,
2002; Roughead et al., 2004; iseri et al., 2005).

2.7 Homeopatia

A Homeopatia surgiu em 1796, idealizada pelo médico
alemao Samuel Hahnemann, que viveu de 1755 a 1843 e publicou varias
obras. Combateu o uso indiscriminado de alguns tipos de terapia usados
em sua época e formou inumeros discipulos (Correa, 1997; Correa,
2006).

A homeopatia é uma modalidade terapéutica para o
tratamento de pessoas e animais e se baseia no principio do semelhante,
na terapia individualizada, baseada na definicdo ampla dos sintomas, e
em doses infinitesimais. A palavra homeopatia € derivada das palavras
gregas homoios, que significa igual ou semelhante, e pathos, que significa
sofrimento (Boyd, 1993; Johnson; Boon, 2007).

Na homeopatia, diferentemente da medicina alopatica, o
processo de diagndstico é centrado no doente e ndo na doenca. Esses
preceitos ja eram conhecidos por muitos médicos, desde Hipocrates até
Hahnemann, sendo que varios deles os utilizavam - principalmente o dos
semelhantes - em seus tratamentos e observagdes. Vale ressaltar, que as
concepgdes hahnemannianas reviveram muito da tradicdo hipocratica
como atencdo ao regime alimentar, importancia dos fatores climaticos,
ecoldgicos, psicologicos e a existéncia de energia vital. Hahnemann

postulou a existéncia de uma energia vital, a qual possibilita ao organismo
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o estabelecimento de reagbes aos mais variados estimulos ambientais. O
homem é compreendido como uma unidade composta por corpo, alma e
consciéncia, capaz de se manter sdo quando todas as sensagdes e
reagcdes se equilibram de forma harménica. Quando ha algum
desequilibrio dessa energia vital, ocorre uma disfung¢ao orgénica que faz o
homem adoecer (Correa 1997; Correa, 2006).

Na homeopatia, o principio da cura tem como base a “Lei
dos Semelhantes™ Os sintomas ou sindromes que uma substancia
animal, vegetal ou mineral causa experimentalmente, em doses
farmacologicas ou tdxicas, sdo os mesmos que ela podera curar
clinicamente quando administrada apds preparo especial, em doses
extremamente baixas, em individuos que apresentam esses sintomas. A
pratica da terapia individualizada baseada em sintomas € apoiada na
premissa de que cada paciente tem uma personalidade Unica e um
padrao de sintomas da doencga, o que significa que a mesma doencga se
manifesta de formas sutiimente diferentes em cada pessoa (Johnson;
Boon, 2007).

A ciéncia ainda ndo tem uma explicagcdo coerente a
respeito do mecanismo de acdo dos medicamentos homeopaticos
(Poitevin, 1992). Pode-se afirmar que a agua, ap6s os procedimentos de
preparo preconizados pela medicina homeopatica tais como as diluigdes
de solutos seguidas por sucussédo, torna-se diferente da agua inicial.
Testes feitos com calorimetria de fluxo, microscopia eletrénica,
conductometria e medi¢cdo de pH mostraram tais indicios (Coghlan, 2001;
Elia et al., 2004; Elia et al., 2007).

O conceito de que o estimulo do remédio desencadeia
uma resposta que restaura o equilibrio biolégico parece ser uma
explicagédo razoavel a luz da observagao clinica. Este estimulo pode ser
farmacologico em poténcias mais baixas, mas, parece ser de algum outro

tipo, possivelmente eletromagnético, nas mais altas diluigbes.
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Hahnemann considerava a agdo do remédio vinculada a producéo de
uma doenca artificial semelhante a doenca do paciente. Esta doenca
artificial estimula uma reagéo do corpo, que por sua vez cura a doencga. O
estimulo deve ser correto e a resposta depende do estado inicial do
organismo. A terapia homeopatica tem atraido a atencdo pelo fato de
buscar uma reacao geral do organismo visando curar internamente, isto é,
0 proéprio organismo é estimulado a promover a cura. De forma inversa, a
alopatia trabalha curando externamente e eliminando de maneira radical o
agente patogénico, bloqueando algumas respostas de defesa do
organismo (Boyd, 1993).

Em relacdo a origem, os medicamentos homeopaticos
sao preparados a partir de produtos de trés reinos da natureza: vegetal,
mineral e animal, segundo técnica prépria que inclui diluicbes sucessivas
em escalas geralmente centesimais e sucussdes ritmadas para dinamizar
e liberar o potencial energético do medicamento (Eizayaga, 1972; Boyd,
1993).

O uso de diluicdes é importante porque frequentemente
as substancias usadas para fazer os remédios sdo toxicas em
concentragbes mais elevadas. O processo de diluicdo envolve sucussao,
uma vigorosa agitacdo da substancia original com alcool ou agua, que
ativa e potencializa o remédio. Os produtos homeopaticos séao
frequentemente t&o diluidos que a farmacologia convencional nos diz que
nenhuma molécula da substancia original permanece no produto final
(Johnson, Boon, 2007).

Proposta por Hahnemann, a escala centesimal, que é
indicada pela letra C, significa que o medicamento foi diluido na
proporgao de 1:99 (Ullman, 1988).

Thompson e Weiss (2006) realizaram um estudo com 18
pacientes, avaliando a agdo de ingredientes ativos indicados para

tratamentos complexos. Trés condigdes foram avaliadas: sindrome do
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intestino irritado, sindrome da fadiga crénica e dermatite atopica da
infancia. De todos os casos, 7 apresentaram grande mudang¢a no quadro
de saude, 6 alguma mudancga e 5, nenhuma mudanga durante os 8 meses
de tratamento. Os dados mostraram que a preciséo da indicacéo reflete o
resultado da terapia, ou seja, a correta compreensao da situacado do
paciente se reflete na precisdo da escolha do remédio. Os autores
concluem que a homeopatia pode, justificadamente, ser considerada uma
intervengcdo complexa e que isso deveria ser levado em conta nas
avaliacbes experimentais clinicas no campo da pesquisa, a fim de
caracterizar os efeitos especificos e ndo especificos dos medicamentos.

Na Europa, a homeopatia tem tido boa reputagdo como
alternativa efetiva em terapias veterinarias (Rajkumar et al., 2006). Nesta
especialidade, o emprego de medicamentos diluidos e dinamizados
obedece as mesmas razdes da medicina humana, dentro das mesmas
regras (Kossak-Romanach, 1984)

Segundo Teixeira (2007a), a pratica médica homeopatica
contribui para a humanizagao da medicina, por utilizar visdo antropoldgica
e abordagem semiolégica holisticas. Procura-se valorizar os multiplos
aspectos da individualidade humana no processo de adoecimento e na
escolha da substancia curativa, priorizando a escuta de todas as queixas
do enfermo. Eleva-se, assim, a qualidade da relacdo médico-paciente,
fator indispensavel para uma medicina humanizada.

No Brasil a Homeopatia foi introduzida em 1840, pelo
grande homeopata francés Benoit Mure. Foi reconhecida como
especialidade médica em 1979 e em 1980 deu-se o referendo definitivo
pelo Conselho Federal de Medicina, deixando, assim, de ser uma terapia
alternativa (Correa 1997; Correa, 2006).

Embora seja uma especialidade médica, a homeopatia

nao estad presente na maioria das escolas de medicina do Brasil e os
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fundamentos da pratica homeopatica n&do sdo conhecidos pela grande
maioria dos profissionais de saude (Salles, 2008).

Apesar desta dificuldade, o resultado de uma pesquisa
realizada com estudantes de medicina revelou que os académicos se
mostraram interessados em aprender os fundamentos da homeopatia,
posicionando-se favoravelmente a inclusdo da disciplina no curriculo dos

cursos de graduacéo (Teixeira, 2007b).

2.8 Calcarea phosphorica

O calcio desempenha um papel fundamental em muitos
processos fisioldgicos, incluindo a coagulagcdo sanguinea, a transmissao
de impulsos nervosos, a contracdo dos musculos esqueléticos, lisos e
cardiaco, citando apenas alguns deles. Apenas 0,1% do calcio total se
encontra no liquido extracelular, 1% esta nas células e o restante fica
armazenado nos ossos (Guyton; Hall, 2006).

O ion fosfato é também crucialmente importante para
todos os sistemas biolégicos. Dentro das células, o fosfato € um anion
que equilibra os cations potassio e magnésio e é um importante
constituinte da estrutura cristalina do osso e dos dentes.
Aproximadamente 85% do fosfato corp6reo se encontra armazenado nos
0ssos, 14% a 15% nas células, e menos de 1% no liquido extracelular
(Higdon, 2003; Berne et al., 2004; Guyton; Hall, 2006).

As concentragdes extracelulares de fosfato e célcio sao
muito baixas para que ocorra precipitagdo espontanea nos tecidos néao
mineralizados, mas sado altas o suficiente para permitir deposicao de
hidroxiapatita em ambientes especializados de matriz O0ssea né&o
mineralizada (Heilkberg, 2000).
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O fosfato de calcio, também conhecido por hidroxiapatita,
€ o principal componente estrutural da matriz 6ssea e compreende cerca
de 85% do fosfato do corpo (Young et al.,, 2007). A férmula da
hidroxiapatita &€ Ca10(PO4)6(OH)2 e tem o formato de uma placa
achatada e longa. Os cristais de hidroxiapatita situam-se adjacentes a
cada segmento de fibra colagena, unidos hermeticamente a ela. Os
segmentos de fibras se justapdem uns sobre os outros, provocando
também a sobreposicdo dos cristais de hidroxiapatita como espécies de
tijolos empilhados em um muro (Guyton; Hall, 2006).

O fosfato de céalcio é um dos materiais usados
clinicamente para o reparo de defeitos ésseos. Tem sido estudado
extensivamente do decorrer da ultima década devido a sua estreita
semelhanca com os tecidos mineralizados do corpo humano e por sua
excelente biocompatibilidade (Zhou et al., 2007; Arisan et al., 2008).

A acdo homeopatica do fosfato de calcio (Calcarea
phosphorica) cura varias doengas relacionadas com a formacdo e
remodelacdo Ossea, sendo prescrito para casos de formacgéo tardia de
calo 6sseo, problemas com a unido de fraturas, crescimento GOsseo
deficiente e anormal e dores Osseas e articulares na tibia (Tyler, 1992;
Vijnovsky, 1992)

A Calcarea phosphorica atua no equilibrio calcio-fosforo.
Tal equilibrio € importante para uma deposigcédo de calcio e formagao do
calo 6sseo desejavel (Freitas; Castro, 1995). Além disso, possui tropismo
sobre matriz 6ssea, podendo ser administrada em condi¢cbes de saude
variadas como na fase de erupgdo dentaria em bebés e também na
condromalacia (Ullman, 1988; Esquivel et al., 1996).

Poucos séo os relatos na literatura cientifica sobre o uso
de medicamentos homeopaticos como indutores de nova formagéo 6ssea.

Balducci-Rosindo et al. (1999) avaliaram a acdo de

Symphytum officinale e Calendula officinallis, e sua capacidade especifica
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de promover a reparagao 0ssea apds exodontia em camundongos. Os
resultados obtidos através de analise histolégica comparativa mostraram
que os animais tratados apresentaram uma aceleragdo na maturagéo do
tecido 6sseo neoformado, quando comparado com o grupo controle.

Almeida et al. (2009) estudaram a reparacédo de defeitos
06sseos em mandibulas de ratos utilizando Plumbum metalicum 30CH e
compararam com ratos controle e ratos tratados com calcitonina. O
completo preenchimento do defeito cirurgico, por toda a extenséao, foi
somente observado no grupo tratado com Plumbum metalicum. Neste
estudo as analises morfolégica e histomorfométrica, mostraram niveis
mais baixos de formacao éssea nos animais tratados com calcitonina em
comparacao com os outros grupos. O estudo demonstrou que para a
reparacdo de defeito 6sseo guiado em mandibula de ratos machos, o
grupo tratado com homeopatia e o grupo controle produziram resultados
similares.

Igualmente, raros s&o os estudos que utilizaram a Calcarea
phosphorica para a avaliagdo da osteoporose e reparagdo Ossea.
Esquivel et al. (1996), realizaram um estudo de um ano de duragdo com
20 mulheres portadoras de osteoporose pds-menopausa devidamente
diagnosticada. A avaliagdo da mineralizacdo Ossea foi feita por
densitometria, com 3 tomadas do colo do fémur e da diafise femural, a fim
de avaliar o osso cortical e trabecular. Os controles foram feitos no
comego, aos seis meses e aos doze meses do inicio do tratamento. A
Calcarea phosphorica foi associada a outras substancias e ao final do
experimento os autores verificaram eficacia do tratamento homeopatico
proposto, obtendo uma melhoria importante na densidade mineral dssea.

Werkman et al. (2006) compararam o efeito do
risedronato sédico com Calcarea phosphorica no reparo 6sseo de ratos
machos castrados por meio de analise histoldgica, histomorfométrica e de
densidade 6ptica. Observaram que a Calcarea phosphorica 6CH se
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mostrou mais eficaz nas fases iniciais do processo de reparo do que o
risedronato. O tratamento com risedronato influenciou a reparacéo,
levando a uma maior quantidade de osso em comparagéo com Calcarea
phosphorica. Contudo, o osso formado sob agao do risedronato mostrou
resisténcia a reabsorgdo, mantendo seu aspecto trabecular, enquanto a
Calcarea phosphorica mostrou uma remodelagdo de o0sso inicialmente
trabecular para um osso lamelar no fim do experimento.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento no numero de
estudos preé-clinicos in vitro e em animais objetivando avaliar a atividade
farmacologica ou eficacia de medicamentos homeopaticos em condigbes
de reproduzir os testes (Conforti et al., 2007).

No entanto, ainda ha poucos relatos da avaliagcéo
qualitativa e quantitativa dos efeitos da Calcarea phosphorica na
reparagdo 6ssea. Estudos mais aprofundados deste medicamento devem
ser realizados visando ampliar a sua utilizagdo terapéutica e a melhoria
da qualidade de vida de pacientes com alto risco de fraturas Osseas,

como observado na osteoporose em homens e mulheres.



3 PROPOSICAO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial do
medicamento homeopético Calcarea phosphorica 6CH na reparacdo de
lesdo 6ssea em ratas ovariectomizadas, comparando com os efeitos do

medicamento alopatico alendronato.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Manuseio geral dos animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 120
ratas (Rattus novergicus, var. albinus, Wistar) com 90 dias de idade e
peso aproximado de 320g, mantidas em gaiolas com seis animais cada,
temperatura média de 22°C, média de 12 horas na presenca de luz e 12
horas no escuro, alimentadas com racdo Guabi Nutrilabor e agua ad
libitum, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Séo
José dos Campos - UNESP.

Este experimento foi realizado de acordo com o0s
Principios Eticos para a Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) submetido ao comité de
ética para experimentacdo em animais da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos — UNESP (n° 045/2007-PA/CEP). Todas as
medidas possiveis foram tomadas para evitar sofrimento desnecessario
dos animais, bem como para reduzir o numero de animais utilizados e as
perdas durante o trans e pds-operatorio.

Os animais foram divididos em quatro grupos

experimentais:

a) Grupo A - ratas ovariectomizadas e tratadas com
alendronato (Terapéutica — S&o José dos
Campos, SP) 3,75 mg/Kg dissolvidos em 1 ml de
agua/animal/ 3 vezes por semana, por via oral

(gavagem);
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b) Grupo CP - ratas ovariectomizadas e tratadas
com Calcarea phosphorica 6CH (Pharmaciantiga
— S&8o0 José dos Campos, SP) via oral, dois
glébulos dissolvidos em 1 ml de agua/animal/dia,
por via oral (gavagem);

c) Grupo O - ratas ovariectomizadas e tratadas
com placebo (1 ml de 4gua/animal/dia) por via
oral (gavagem);

d) Grupo S - ratas com cirurgia sham tratadas com
placebo (1 ml de agua/animal/dia) por via oral

(gavagem).

4.2 Anestesia

Para todos os procedimentos cirdrgicos 0s animais
receberam anestesia geral com solugéo aquosa a 2% de cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Anasedan® - Bayer, Sao Paulo,
SP, Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular, associada a
ketamina base (Dopalen® - Agribrands do Brasil Ltda), anestésico geral,
na proporcéao de 0,8:0,5 ml e administrados por via intramuscular na dose

de 0,1 ml/100 g de peso dos animais.

4.3 Ovariectomia

Apos a depilacdo manual e anti-sepsia feita com alcool
iodado da regido correspondente ao ovario a ser removido, a ovariectomia

foi realizada cirurgicamente. Com o animal posicionado lateralmente, o
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acesso aos ovarios se deu aproximadamente a 1cm de distancia da
coluna vertebral e a 1cm abaixo da ultima costela. Com uma lamina de
bisturi n° 15 realizou-se uma incisdo de 1,5cm na pele nesta regiao,
paralelamente ao longo eixo do animal, seguindo-se por incisdo e
divulsdo dos tecidos subjacentes até a exposicédo do ovario. Foi feita uma
ligadura logo abaixo desse, com fio de algodao estérill e em seguida a
remocao do ovério. O Gtero e os demais tecidos foram reposicionados e a
sutura feita em planos com fios de seda 4.0 (Ethicon, Brasil). No local foi
feita nova antissepssia com alcool iodado. Procedimento similar foi
realizado no ovario contralateral do animal na mesma sessédo cirargica.
Apés a cirurgia os animais nao receberam antibidtico e permaneceram em
gaiolas (n= 6/gaiola) recebendo racdo e agua ad libitum durante 60 dias,
tempo preconizado neste experimento para a inducdo da osteoporose.

A cirurgia sham, ou falsa ovariectomia, foi realizada
seguindo os mesmos passos da cirurgia de ovariectomia acima descrita,
com excecdo da ligadura do ovario e de sua remoc¢ao. Assim, ap0s sua
exposicao, os ovarios foram reposicionados cuidadosamente na cavidade
abdominal e a sutura realizada em planos.

A sequéncia de procedimentos cirlrgicos da ovariectomia

pode ser visualizada na Figura 1.
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Figura 1 - a) animal anestesiado e depilado para a cirurgia de ovariectomia; b) incisdo
da pele e camada muscular; ¢) amarragdo e excisdo do ovario; d) aspecto
final apoOs a sutura da camada muscular e pele.

4.4 Execucdo da lesdo Ossea e tratamento

Em todos os animais foram realizados defeitos 0sseos
monocorticais na tibia direita, apds 60 dias da castragdo. Os ratos foram
novamente anestesiados com associacdo de solugdo aquosa a 2% de
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro-4H-1,3 tiazina (Anasedan® - Bayer,
Sdo Paulo, SP, Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular e
cloridrato de ketamina 10% (Dopalen® — Agribands do Brasil,Ltda),
anestésico geral, na propor¢do de 0,8:0,5 ml e administrados por via

intramuscular na dose de 0,1 ml/100 g de peso dos animais.
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Na face interna da perna foi realizada depilacdo manual e
apos antissepsia local, com alcool iodado, foi realizada uma incisdo de
aproximadamente 1,5cm na pele e musculo na regido do terco proximal
tibiano com lamina de bisturi n° 15. Em seguida a exposi¢cdo da face
interna da tibia, o peridsteo e os tecidos moles foram afastados com
espatula 7. Com o auxilio de uma broca esférica n°8, em motor de baixa
rotacdo, sob irrigacdo constante de solucédo de NaCl 0,9%, foi realizada
uma lesdo monocortical de 2,5 mm de diametro até o limite da medula
0ssea. Apoés estabilizacdo do coagulo sanguineo sobre a leséo, a regido
foi suturada, em planos, com fio de seda 4.0 (Ethicon, Brasil).

A sequéncia de procedimentos cirargicos da lesdo 0ssea

pode ser visualizada na Figura 2.
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Figura 2 - a) animal anestesiado e depilado para a cirurgia de defeito 6sseo; b) incisdo
da pele e camada muscular; c) tibia exposta para a confeccdo da lesdo; d)
aspecto da lesdo monocortical, ) sutura da camada muscular; f) aspecto final
apos a sutura da camada muscular e pele.

Os animais nao receberam antiinflamatorio e antibiotico
no pos-operatdrio para evitar uma possivel interacdo medicamentosa,
especialmente com o medicamento homeopatico. Além disso, estudos
tém demonstrado que os antiinflamatérios podem atrasar o processo de

reparacao ossea (O’'Connor; Lysz, 2008).
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Apoés a realizacdo da lesdo, os animais foram tratados
com o0s respectivos medicamentos propostos para cada grupo: Calcarea
phosphorica, alendronato ou &agua. A medicacdo foi iniciada no dia

seguinte ao da cirurgia de lesdo Ossea.

4.5 Sacrificio dos animais

Todas as ratas foram sacrificadas, em grupos de seis
animais, apos 3, 6, 10, 17 e 28 dias a partir do inicio do tratamento. Para
a realizacdo do sacrificio foi utilizada anestesia geral seguida de secc¢ao
aortica. As tibias foram retiradas e conservadas em solucédo de formol a

10%, onde permaneceram por 3 dias antes das tomadas radiogréficas.

4.6 Comprovacgéao da ovariectomia

A comprovacdo da efichcia do procedimento de
ovariectomia foi realizada por meio de avaliacdo macroscopica da atrofia

dos cornos uterinos.

4.7 Avaliacao da densidade Optica das tibias

As tibias foram radiografadas pelo Sistema de Radiografia
Digital Direta Intrabucal Visualix (Dentsply-Gendex, Milano-ltaly). O
equipamento € dotado de um dispositivo de carga acoplada CCD

(charged-coupled device) para captura direta de imagem, constituido de
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um sistema ligado por cabo ao microcomputador. O aparelho de raios X
utilizado foi o Gendex 765DC (Gendex Dental Systems, Dentsply
International, Chicago, IL, USA) de corrente continua 65kVp e 7mA com
filtracdo de 2mm/Al, ponto focal efetivo de 0,4mm? e area focal de 6¢cm.

As tibias foram posicionadas sobre o sensor fixado em
uma mesa, com a face da lesdo Ossea centralizada na area ativa de
30x20mm, e voltada para o cilindro, de forma a n&do ser observada
sobreposicao das corticais na imagem radiogréafica da lesdo. As tomadas
radiograficas, com tempo de exposicdo de 0,05 s e com o cilindro
posicionado com distancia focal de 40 cm foram realizadas pela técnica

do paralelismo. Figura 3

Figura3— Tomada radiografica mostrando a tibia posicionada sobre o sensor e a
respectiva imagem radiografica evidenciando a regido do defeito ésseo
(seta).

As imagens radiograficas foram obtidas com resolucéo de

600 dpi, salvas em formato TIFF e a densidade O6ptica analisada pelo
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programa UTHSCSA Image Tool, versao 3.00 (University of Texas Health
Sciences Center, San Antonio, Texas, USA). A densidade Optica foi
medida em uma regido selecionada por um circulo delimitando toda a
area do defeito criado, demonstrada pelo programa em uma escala de
256 niveis de cinza onde o preto correspondia ao valor zero e o branco ao
valor 255.

4.8 Analise histolégica

Apols a realizacdo das tomadas radiograficas, as tibias
foram submetidas a descalcificacdo com &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA 10%), em temperatura ambiente e sob agitacéo periodica.

Apdés a descalcificacdo completa, as tibias foram
seccionadas transversalmente em regido adjacente ao limite distal do
defeito dsseo. O fragmento contendo a lesdo foi incluido no sentido da
superficie de corte em bloco de parafina e submetido a processamento
histoloégico de rotina com obtencdo de cortes semi-seriados. Os cortes
foram obtidos com aproximadamente 5 a 6 pm de espessura e
aprofundamento de 100 pm em cada nivel, somando um total de vinte
laminas em cada bloco. Para cada nivel foram confeccionadas duas
laminas, uma corada com Hematoxilina e Eosina (HE — Merck & Co,Inc.) e
a outra com Tricromio de Masson (SIGMA Diagnostics — St. Louis,MO,
USA).

Os cortes mais centrais do defeito foram selecionados e
submetidos a andlise, com o auxilio de microscopia de luz, avaliando-se
os aspectos morfolégicos da reparacdo Ossea, analisando o
desenvolvimento, substituicdo, maturacdo e remodelacdo das diversas
estruturas que se formaram nas fases sequenciais do reparo 6sseo:

coagulo sanguineo, tecido de granulagdo, aparecimento de células
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osteogénicas, trabéculas dsseas neoformadas (matriz ostedide e matriz

mineralizada), trabéculas 6sseas maduras e a remodelacdo das mesmas.

4.9 Avaliacdo histomorfométrica das tibias

Para a realizacédo da analise histomorfométrica, as laminas
foram fotografadas em microscépio de luz Axiophot 2 (Carl Zeiss,
Oberkdchen, Alemanha) acoplado a uma camera digital AxioCam MRc 5
(Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) que as transmite para o programa
computacional AxioVision Release 4.7.2. As imagens digitais (formato
JPEG) de trés laminas por animal, da regido mais central do defeito,
foram usadas para andlise quantitativa do tecido 6sseo neoformado.

Inicialmente, as imagens foram analisadas com o
programa NIH Image J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA - http://rsb.info.nih.goV/ij/), versédo 1.31 para Windows.

Primeiramente foi calculada a area em pixels?’ de uma
regido delimitada abrangendo todo o defeito criado e o canal medular

adjacente, chamada de area A. Figura 4.
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Figura 4 - Delimitacdo da area abrangendo todo o defeito criado e o canal medular
adjacente (area A).

Posteriormente foi também calculada uma segunda éarea
formada pela delimitacdo de toda a &rea preenchida por osso e tecido

intertrabecular, chamada de area B. Figura 5.

Figura 5 - Delimitacdo da area preenchida por osso e tecido intertrabecular (area B).
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Usando os valores obtidos, para cada corte analisado, foi
calculada a proporcdo de &rea preenchida por o0sso e tecido
intertrabecular (area de preenchimento) em relacdo a area total seguindo

a equacao:

(%) de Preenchimento = Area B x 100/ Area A

Na etapa seguinte, foi utilizada a ferramenta magic wand
do programa Adobe Photoshop, versao 7.0, com tolerancia de 60, para
selecionar somente as trabéculas 6sseas neoformadas presentes na area

B. Figura 6.

Figura 6 — Selecdo das trabéculas neoformadas presentes na &rea B utilizando a
ferramenta magic wand do programa Adobe Photoshop.

Essas trabéculas foram copiadas e salvas como uma
nova imagem que foi analisada pelo programa Image J para célculo da

area dessas trabéculas através dos seguintes passos:
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a) Process — Binary — Make Binary;
b) medicdo da &rea: Analyze — Analyze Particles

Com esses passos a area analisada (trabéculas) foi

medida automaticamente em pixels®. Figura 7.

Figura 7— Em azul observam-se as trabéculas ésseas neoformadas presentes na area
B apo6s a selecdo realizada com a ferramenta magic wand do programa
Adobe Photoshop. Em preto, observa-se a imagem transformada que foi
analisada pelo programa Image J para o célculo da area dessas trabéculas.

A proporcdo de osso neoformado (area trabecular) foi
entdo calculada através da relacdo entre a area ocupada somente pelas
trabéculas 6sseas neoformadas (area C) e a area preenchida por 0sso e

tecido intertrabecular (area B) segundo a equacéao:
(%) de Osso neoformado = Area C x 100/ Area B

Esse célculo permitiu o conhecimento da proporgdo entre

trabéculas 6sseas e espaco intertrabecular.
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Os dados foram tabulados e submetidos a analise
estatistica. Para cada animal, o valor da porcentagem de area de
preenchimento, bem como a porcentagem de osso neoformado contida
dentro da area de preenchimento corresponderam a média dos valores

obtidos nas trés laminas analisadas.

4.10 Anédlise estatistica

Os dados obtidos nas analises de densidade optica e
histomorfométrica da tibia foram submetidos a estatistica descritiva e a
teste estatistico. Os testes utilizados, dependendo das condi¢des de cada
grupo foram: andlise de variancia ANOVA paramétrica, ANOVA néo
paramétrica de Kruskal-Wallis, testes de Tukey e de comparacdo multipla
de Dunn. O nivel de significancia (p) adotado foi o valor de 5%. Os
graficos e todos os testes foram efetuados usando o programa
computacional MINITAB® Release 14.12.0, Statistix 8.0 e GraphPad
Prism 5.00 for Windows, Pensylvania USA.

A andlise estatistica foi elaborada para cada um dos
métodos de avaliacdo utilizados neste estudo como descrito a seqguir.

Para a andlise de densidade 6éptica, primeiramente foram
comparados os animais tratados com placebo (sham e ovariectomizados),
tendo como variaveis independentes a presenca ou auséncia de ovarios e
os periodos de 3, 6, 10, 17 e 28 dias. Como variavel dependente ou
variavel resposta a densidade Odptica. Esquema fatorial 2X5.
Posteriormente foram comparadas as densidades Opticas entre 0s
animais ovariectomizados, submetidos aos diferentes tratamentos, tendo
como variaveis independentes os tratamentos com alendronato, Calcarea

phosphorica, placebo e os periodos de 3, 6, 10, 17 e 28 dias. Como
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variavel dependente ou variavel resposta a densidade Optica. Esquema
fatorial 3X5.

Para a analise da area de preenchimento do defeito 6sseo
primeiramente foram comparados os animais tratados com placebo (sham
e ovariectomizados), tendo como variaveis independentes a presenca ou
auséncia de ovarios e os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias. Como variavel
dependente ou variavel resposta o percentual de area de preenchimento
por osso. Esquema fatorial 2X4. Posteriormente foram comparados os
animais ovariectomizados submetidos aos diferentes tratamentos, tendo
como variaveis independentes os tratamentos com alendronato, Calcarea
phosphorica, placebo e os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias. Como variavel
dependente ou variavel resposta o percentual de area de preenchimento
do defeito. Esquema fatorial 3X4.

Para a analise da area de osso neoformado presente na
area de preenchimento do defeito O0sseo primeiramente foram
comparados 0s animais tratados com placebo (sham e ovariectomizados),
tendo como variaveis independentes a presenca ou auséncia de ovarios e
os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias. Como variavel dependente ou variavel
resposta o percentual de osso neoformado. Esquema fatorial 2X4.
Posteriormente foram comparados 0s animais ovariectomizados
submetidos aos diferentes tratamentos, tendo como variaveis
independentes os tratamentos com alendronato, Calcarea phosphorica,
placebo e os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias. Como variavel dependente
ou variavel resposta o percentual de osso neoformado. Esquema fatorial
3X4.



5 RESULTADO

Os resultados obtidos serdo apresentados em partes nas
quais serdo analisadas respectivamente os dados referentes a; 5.1 -
analise de densidade Optica; 5.2 - analise histomorfométrica e 5.3 -
andlise histologica descritiva. Cada analise focou um diferente aspecto da
evolucéo da reparacdo 0ssea nos diferentes grupos.

Para as andlises quantitativas - de densidade o6ptica e
histomorfométrica - os dados obtidos foram divididos e analisados em
duas partes. Na primeira, foram analisados os grupos de animais que
receberam tratamento placebo, comparando-os entre si: animais
submetidos a cirurgia sham (S) e aqueles ovariectomizados (O). Na
segunda, foram analisados e comparados entre si 0s grupos de animais
ovariectomizados e tratados com: alendronato (A), placebo e Calcarea
phosphorica (CP).

5.1 Densidade optica

5.1.1 Andlise de densidade 6ptica dos grupos S e O

Os dados de densidade Optica foram obtidos apos a
realizacdo de radiografias digitais das tibias, levando em consideracdo a

regido dos defeitos 6sseos.
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As variacdes de densidade Optica nos grupos S e O estdo
expressas na Tabela 1, considerando as variaveis tempo de reparacéo

0ssea e presenca/auséncia de ovarios.

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos valores medios (xdesvio padrdo) de
densidade 6ptica dos grupos sham (S) e ovariectomizado (O),
considerando os diferentes tempos de reparacdo 6ssea

Tempo de reparo Presenca/Auséncia

(dias) : Ovarios (mzdp)
S o)
. ] 49 25 50.00
+6.15 +9 39
A A 58.50 47 50
+11,35 +10,03
6258 63.83
10 6 +12.89 +11.84
68.83 63.08
17 6 +6.99 +10,21
76.33 61.00
28 6 +12.13 +5 79

n = tamanho da amostra
S = sham + placebo
O = ovariectomizado + placebo

Por meio da Tabela 1 nota-se que o grupo S apresenta
um aumento gradual e constante dos valores de densidade 6ptica, do
inicio ao fim do periodo de observacdo, terminando aos 28 dias com
valores superiores aos do grupo O. Por outro lado, o grupo O exibe um
ligeiro declinio dos valores de densidade 6ptica no periodo de 3 a 6 dias,
sofre um aumento no periodo de 6 a 10 dias, apresentando, a partir dai,
valores praticamente constantes até o final do periodo. Os dados da

Tabelal estdo representados em grafico de colunas na Figura 8.
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Figura8 - Grafico de colunas dos valores médios (+desvio padrdo) referentes aos
valores de densidade Optica dos grupos S e O, considerando os diferentes
tempos de reparagédo 6ssea.

Para avaliar a influéncia dos efeitos presenca/auséncia de
ovarios e tempo sobre a densidade Optica foi realizada uma andlise por
meio do teste ANOVA 2 fatores. Os resultados estao na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultado da andlise ANOVA para os dados de densidade
Optica dos grupos S e O

Fonte de variagdo gl SQ QM F p
Presenca/auséncia | 543.00 543,004 545 0,0236*
ovarios
Tempo 4 333006 832515 8,36 0,0000*

Presenca/auséncia

L 630,89 157,723 1,58 0,1931
ovarios x Tempo
Residuo 50 4978,79 99,576
Total 59 9482,75

*p<0,05

Verificou-se por meio da tabela 2, que o efeito interacao
tempo versus presenca/auséncia de ovarios ndo foi estatisticamente
significante.  Verificou-se, ainda, que o0s efeitos principais
presenca/auséncia de ovarios e tempo foram estatisticamente
significantes.

A auséncia de ovarios resultou em menores valores de
densidade o6ptica com diferenca estatisticamente significativa entre o0s
grupos S (média 63,09) e O (média 57,08). Quanto ao efeito tempo, por
meio do teste de Tukey, pode-se observar que os valores de densidade
Optica foram crescentes com o passar do tempo com diferenca
estatisticamente significante entre os periodos de 28 e 17 dias em relagao
aos periodos de 6 e 3 dias. O periodo de 10 dias apresentou valor

estatisticamente diferente apenas do de 3 dias (Tabela 3).
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Tabela 3 - Formacéo de grupos homogéneos por meio do teste de Tukey
(5%). Valores médios de densidade Optica dos grupos S e O,
considerando os diferentes tempos de reparacdo 0ssea.

Tempo de reparo (dias) Média Grupos Homogéneos
28 68,667 A
17 65,958 A
10 63,208 AB
6 53,000 BC
3 49,625 C

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente

5.1.2 Andlise de densidade Optica dos grupos A, O e CP

Da mesma forma que no item anterior, os dados de
densidade éptica foram obtidos apos a realizacdo das radiografias digitais
das tibias, levando em consideracdo a regido dos defeitos 0sseos. As
variacfes de densidade Optica nos grupos A, O e CP estdo expressas na
Tabela 4, considerando as variaveis tempo de reparacdo Ossea e

tratamento.



71

Tabela 4 - Estatistica descritiva dos valores médios (xdesvio padrao) de
densidade Optica dos grupos A, O e CP, considerando os
diferentes tempos de reparacdo 0ssea

r;)ear:lop? d(ija?s) n A Tratameng)s (mzdp) cp
3 6 40,58 50,00 44,42
+2,48 19,39 16,33
6 6 52,42 47,50 59,67
19,36 +10,03 18,94
10 6 69,58 63,83 60,50
+7,03 111,84 17,86
17 6 69,92 63,08 72,83
18,03 110,21 15,89
o8 6 90,33 61,00 61,92
+17,94 15,78 16,45

n = tamanho da amostra

A = ovariectomizado + alendronato

O = ovariectomizado + placebo

CP = ovariectomizado + Calcarea phosphorica

Por meio da tabela 4 observa-se um aumento gradual e
constante dos valores de densidade Optica para o grupo A nos intervalos
de tempo de 3, 6 e 10 dias. Entre os tempos de 10 e 17 dias ha pouca
alteracéo e no intervalo de 17 a 28 dias um aumento mais significativo é
observado. O grupo O apresenta um ligeiro decréscimo no intervalo de 3
a 6 dias, um aumento mais significante dos 6 aos 10 dias e a partir dai se
mantém praticamente estavel até o final do periodo de avaliacdo. O grupo
CP mostra um aumento no periodo de 3 a 6 dias, que se mantém estavel
até os 10 dias, sofrendo um aumento mais significante aos 17 dias e
voltando a cair aos 28 dias. Os dados da Tabela 4 estdo representados

em grafico de colunas na Figura 9.
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Figura9 - Gréafico de colunas dos valores médios (xdesvio padrdo) referentes aos
valores de densidade Optica dos grupos A, O e CP, considerando os
diferentes tempos de reparacéo 6ssea.

Para avaliar a influéncia das variaveis tempo e tratamento
sobre a densidade 6ptica foi efetuada uma analise comparativa entre 0s
animais ovariectomizados tratados com alendronato, placebo e Calcarea
phosphorica por meio do teste ANOVA (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultado da andlise ANOVA para os dados de densidade
Optica dos grupos A, O e CP

Fonte de variagéo gl SQ MQ F p
Tempo 4 0,50002 0,12500 32,85 0,0001*
Tratamento 2 0,02747 0,01373 361 0,0319*
Tempo X 8  0,15829 0,01979 520 0,0001*
Tratamento
Residuo 75  0,28542 0,00381
Total 80 097120

*p<0,05

Verificou-se por meio da Tabela 5 que houve diferenca
estatisticamente significante nos efeitos da interagdo tempo versus
tratamento e também para os efeitos principais tempo e tratamento.

Quando aplicado o teste de Tukey, péde-se observar que
0 grupo A28 apresentou o maior valor de densidade Optica, seguido por
CP17, com valores estatisticamente iguais entre si. Os valores mais
baixos foram dos grupos CP3 e A3, com valores estatisticamente
diferentes do grupo A28, porém iguais entre si. Foi realizada a analise
estatistica com os valores transformados na escala logaritmica decimal
pelo fato de ndo ocorrer a mesma disperséo dos valores de desvio padréo

em cada grupo, suposicdo do modelo ANOVA paramétrico (Tabela 6).
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Tabela 6 - Formagdo de grupos homogéneos por meio do teste de
Tukey (5%). Valores médios de densidade Optica (em
logaritimo) dos grupos A, O e CP, considerando os
diferentes tempos de reparacao 0ssea.

Tempo de reparo Grupos Homogéneos

Tratamento Média

(dias)
28 A 1,949 A
17 CP 1,861 AB
17 A 1,842 AB
10 A 1,840 AB
10 O 1,799 BC
17 0] 1,795 BC
28 CP 1,789 BCD
28 @) 1,783 BCD
10 CP 1,776 BCD
6 CP 1,771 BCD
6 A 1,714 CDE
3 O 1,693 CDE
6 O 1,669 DE
3 CP 1,644 E
3 A 1,607 E

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente

5.2 Andlise histomorfométrica

Pela andlise histomorfométrica foram realizadas duas
medidas e os resultados serdo apresentados em sequéncia.

Primeiramente foi medida a area formada pelo total de
tecido de preenchimento do defeito ésseo. Posteriormente foi medida a
area de osso neoformado dentro da area de preenchimento do defeito.

Para esta andlise, os grupos de animais de 3 dias foram

excluidos, pois nesta fase inicial da reparacdo nao foi possivel, pelo
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método empregado, identificar e mensurar, em nenhum grupo, formacéao

Ossea nas areas dos defeitos.

5.2.1 Andlise da area de preenchimento do defeito 6sseo dos grupos S e
O

Considerou-se como area de preenchimento do defeito
0sseo, toda a area de preenchimento do defeito e espaco medular por
tecido neoformado (tecido 6sseo mais tecido mole intertrabecular).

A estatistica descritiva dos valores em porcentagem de
preenchimento do defeito ésseo dos grupos S e O, em fun¢cdo do tempo

estdo expressos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Estatistica descritiva dos valores médios (xdesvio padrao) de
area de preenchimento do defeito 6sseo (%) dos grupos sham
(S) e ovariectomizado (O), considerando os diferentes tempos
de reparacao 6ssea

Tempo de reparo Presenca/Auséncia

(dias) : Ovarios (m+dp)
s 0
] ] 20.76 23.30
+15.81 +9.12
52.62 65,99
10 6 +8 62 +13,19
64,41 39,33
17 6 +11,39 +21.49
52.08 38.74
28 6 +10,53 +12,08

n = tamanho da amostra
S = sham + placebo
O = ovariectomizado + placebo

Verificou-se por meio da Tabela 7 que o grupo S
apresenta um aumento gradual e constante entre os periodos de 6 al7
dias, sofrendo queda entre os 17 e 28 dias. O grupo O apresenta um
aumento brusco nos valores de area de preenchimento entre os periodos
de 6 a 10 dias, sofrendo queda entre os periodos de 10 e 17 dias,
mantendo os valores estaveis até o periodo de 28 dias. Os dados da

Tabela 7 estdo representados em grafico de colunas na Figura 10.
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Figura 10 - Gréfico de colunas dos valores médios (+desvio padrdo) de é&rea de
preenchimento do defeito ésseo dos grupos S e O, considerando os
diferentes tempos de reparacéo éssea.

Para avaliar a influéncia das variaveis tempo e
presenca/auséncia de ovarios na area de preenchimento do defeito
0sseo, foi realizada uma andlise comparativa entre 0s animais com
presenca ou auséncia de ovarios para os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias,

sendo os dados submetidos ao modelo estatistico ANOVA (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultado da analise ANOVA para os dados de area de
preenchimento do defeito 6sseo dos grupos S e O

Fonte de variagéo gl SQ QM F p
Presenca/Auséncia 13555 135555  7.47 0,0093*

Ovarios

Tempo 3 4821,0 160699 8,85 0,0001*
Presenca/Auséncia 2515.4 83846 4,62 0,0073*
Ovarios x Tempo

Residuo 40 72627 181,57

Total 47 159547

*p<0,05

Verificou-se por meio da Tabela 8 que houve diferenca
estatisticamente significante para o efeito interacao presenca/auséncia de
ovarios versus tempo e também dos efeitos principais tempo e
presenca/auséncia de ovarios.

Quando aplicado o teste de Tukey, os resultados mostram
que o maior valor de &rea de preenchimento ficou com o grupo 010,
seguido pelo grupo S17, com valores estatisticamente iguais entre si. Os
menores valores ficaram com os grupos O6 e 028 com resultados
estatisticamente iguais entre si, porém diferentes de 010 e S17 (Tabela
9).
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Tabela 9 - Formacéo de grupos homogéneos por meio do teste de Tukey
(5%). Valores médios de area de preenchimento do defeito
0sseo dos grupos S e O considerando os diferentes tempos
de reparacédo ossea.

Tempo de reparo Presenca/Auséncia Médi Grupos
(dias) Ovarios edia Homogéneos
10 O 65,99 A
17 S 64,40 AB
10 S 52,62 ABC
28 S 52,07 ABC
6 S 40,76 BCD
17 O 39,33 CD
28 O 38,73 CD
6 O 23,29 D

Médias seguidas de letras iguais nado diferem estatisticamente

5.2.2 Andlise da area de preenchimento do defeito 6sseo dos grupos A, O
e CP

A estatistica descritiva dos valores de éarea de
preenchimento do defeito 6sseo dos grupos de animais ovariectomizados
tratados com alendronato, placebo e Calcarea phosphorica, em funcéo do

tempo estdo expressos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Estatistica descritiva dos valores médios (xdesvio padrao) de
area de preenchimento do defeito 6sseo (%) dos grupos A, O
e CP, considerando os diferentes tempos de reparacdo 6ssea

Tempo de reparo Tratamentos (mzxdp)

(dias) A 0 cP
] ] 53,48 23,30 27,21
11,67 £9.12 11,22
” ] 54,87 65,99 72,97
£6.50 13,19 16,17
. ] 55,11 39,33 56,33
+6.31 21,49 +16,33
28 ] 65,71 38,74 49,50
+14,71 +12,98 +8.79

n = tamanho da amostra

A = ovariectomizado + alendronato

O = ovariectomizado + placebo

CP = ovariectomizado + Calcarea phosphorica

Observa-se por meio da Tabela 10 que o grupo A

apresentou valores iniciais e finais maiores do que os valores dos grupos

CP e O. Manteve valores estaveis entre os periodos de 6 a 17 dias e

obteve um aumento entre o periodo de 17 a 28 dias. O grupo O também

apresentou grande aumento no periodo de 6 a 10 dias, sofrendo queda

no periodo de 10 a 17 dias e se manteve estavel no periodo de 17 a 28

dias. O grupo CP apresentou um grande aumento no periodo de 6 a 10

dias, sofrendo queda gradual no periodo de 10 a 28 dias. Os dados da

Tabela 10 estao representados em gréafico de colunas na Figura 11.
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Figura 11 - Gréfico de colunas dos valores médios (xdesvio padrao) de percentual de
area de preenchimento do defeito 6sseo dos grupos A, O e CP,
considerando os diferentes tempos de reparacéo éssea.

Para avaliar a influéncia das variaveis tempo e tratamento
na formacédo da area de preenchimento do defeito ésseo, foi realizada
uma analise comparativa entre os animais ovariectomizados tratados com
alendronato, placebo e Calcarea phosphorica para os periodos de 6, 10,
17 e 28 dias, sendo os dados submetidos ao modelo estatistico ANOVA
(Tabela 11).
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Tabela 11 - Resultado da andlise ANOVA para os dados de éarea de
preenchimento do defeito 6sseo dos grupos A, O e CP

Fonte de variagéo gl SQ QM F p
Tempo 3 8105.8 270192 15,79 0,0000*
Tratamento 2 2025 4 1462,70 8,55 0,0005*
Tempo X 6 4598 6 766,43 448 0.0008*
Tratamento
Residuo 60  10268.0 171,13
Total 71 25897.8

*p<0,05

Pode-se observar por meio da Tabela 11, que o efeito da

interacdo tempo versus tratamento apresentou significancia estatistica,

assim como os dois efeitos principais tempo e tratamento.

Quando aplicado o teste de Tukey, verificou-se que o

grupo CP10 apresentou o maior percentual de area de preenchimento do

defeito 6sseo seguido dos grupos O10 e A28. O menor valor de

preenchimento ficou com o grupo O6, seguido por CP6, sendo os valores

estatisticamente iguais entre si, porém diferentes de CP10 (Tabela 12).
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Tabela 12 - Formagdo de grupos homogéneos por meio do teste de
Tukey (5%). Valores médios de area de preenchimento do
defeito 6sseo (%) dos grupos A, O e CP, considerando os
diferentes tempos de reparacao 0ssea.

Tempo Qe reparo Tratamento Média Grupps
(dias) Homogéneos

10 CP 72,97 A
10 O 65,99 A
28 A 65,71 A
17 CP 56,32 AB
17 A 55,10 AB
10 A 54,86 AB
6 A 53,47 AB
28 CP 49,50 ABC
17 0] 39,33 BCD
28 0] 38,73 BCD
6 CP 27,21 CD
6 O 23,29 D

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente

5.2.3 Analise da éarea de osso neoformado presente na area de

preenchimento do defeito 6sseo dos grupos S e O

Considerou-se como o0sso neoformado toda a matriz

0ssea representada por ostedide ou por 0osso mineralizado, presente no

interior da area de preenchimento do defeito 6sseo.

A estatistica descritiva dos dados referentes a formacéao

de tecido Gsseo na area de preenchimento do defeito dos grupos S e O,

em funcao das variaveis tempo e presenca/auséncia de ovarios, estao

representados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Estatistica descritiva dos valores médios (+desvio padrao)
expressos em (%) de area de osso neoformado presente na
area de preenchimento do defeito 6sseo dos grupos S e O

Tempo de reparo Presenca/Auséncia

(dias) : Ovarios (m+dp)
S o
] ] 3998 4131
+4.32 +2 52
4451 4821
10 6 +4.96 +8 31
42,01 56.41
17 6 +5.09 +7.26
5128 6145
28 6 +7.12 +9 58

n = tamanho da amostra
S = sham + placebo
O = ovariectomizado + placebo

Verificou-se por meio da Tabela 13 que o grupo S
apresentou crescimento dos valores no periodo de 6 a 10 dias, ligeiro
decréscimo no periodo de 10 a 17 dias e novo crescimento no periodo de
17 a 28 dias. O grupo O apresentou valores crescentes de area trabecular
durante todo o periodo de avaliagdo, com valores superiores aos do grupo
S. Os dados da tabela 13 estédo representados em grafico de colunas na

Figura 12.
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Figura 12 - Gréfico de colunas dos valores médios (xdesvio padrédo) de percentual de
area de 0sso neoformado presente na area de preenchimento dos defeitos
0sseos dos grupos S e O, considerando os diferentes tempos de reparacgdo
Ossea.

Para avaliar a influencia das variaveis tempo e
presenca/auséncia de ovarios na neoformacdo 0ssea na area do defeito,
foi realizada uma analise comparativa entre 0os animais com presenca ou
auséncia de ovarios para os periodos de 6, 10, 17 e 28 dias, sendo 0s
dados submetidos ao modelo estatistico ANOVA (Tabela 14).
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Tabela 14 - Resultado da analise ANOVA para os dados de area de 0sso
neoformado presente na area de preenchimento do defeito
0sseo dos grupos S e O

Fonte de variacéo gl SQ QM F p

Presenca/Auséncia
Ovarios

Tempo 1 0,04751 0,04751 14,91 0,0004*

3 0,11712 0,03904 12,25 0,0000*

Presenca/Auséncia
Ovarios x Tempo

Residuo 40 0,12748 0,00319

3 0,02296 0,00765 2,40 0,0819

Total 47 0,31507

*p<0,05

Pode-se verificar por meio da Tabela 14 que o efeito da
interacdo presenca/auséncia de ovarios versus tempo nao foi
estatisticamente significante. Houve significAncia estatistica para os dois
efeitos principais tempo e presenca/auséncia de ovarios.

A auséncia de ovarios resultou em maiores valores de
area de osso neoformado com diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos O (média 51,85) e S (média 44,45).

Quando aplicado o teste de Tukey (5%) referente ao
comportamento de cada grupo em relacdo ao tempo, se observa
diferenca estatistica significante. Aos 28 dias foi observado o maior
percentual de &area de neoformacdo Ossea, com valor estatisticamente
igual ao tempo de 17 dias, porém diferente dos valores encontrados aos
10 e aos 6 dias. Foi realizada a analise estatistica com os valores

transformados na escala logaritmica decimal pelo fato de ndo ocorrer a
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mesma dispersdo dos valores de desvio padrdo em cada grupo,
suposicdo do modelo ANOVA paramétrico. A neoformacdo o0ssea em

funcdo do tempo é mostrada na Tabela 15.

Tabela 15- Teste de Tukey (5%). Valores médios (em logaritimo) de
area de o0sso neoformado presente na éarea de
preenchimento do defeito 6sseo dos grupos S e O em
relacdo ao tempo de tratamento.

Tempo (dias) Média Grupos Homogéneos
28 1,7454 A
17 1,6844 AB
10 1,6619 BC
6 1,6076 C

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente

5.2.4 Analise da éarea de osso neoformado presente na area de

preenchimento do defeito ésseo dos grupos A, O e CP

Para esta analise, da mesma forma que no item 5.2.3,
considerou-se como 0sso neoformado toda a matriz éssea representada
por ostedide ou por 0sso mineralizado presente no interior da area de
preenchimento do defeito 6sseo.

Para esta avaliacao, foi realizado o teste ndo paramétrico
ANOVA de Kruskal Wallis, devido a grande variabilidade dos desvios
padrdo em cada grupo.

A estatistica descritiva dos valores em porcentagem de

osso neoformado na éarea do defeito 6sseo dos grupos de animais
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ovariectomizados tratados com alendronato, placebo e Calcarea

phosphorica, em funcéo do tempo, estdo expressos na Tabela 16.

Tabela 16 - Estatistica descritiva dos valores expressos em (%) de area
de osso neoformado presente na area de preenchimento dos
defeitos 6sseos dos grupos A, O e CP

Condicdes Média

Experimentais n +dp Min Q1 Mediana Q3 Max

4914
AG 6 sraos AL69 4249 4731 5684 5099
A10 6 10 3703 3728 4058 4537 4580

13,829 ) y ’ y y
49,09
AL7 6 soag 4400 4524 4981 5202 5384
A28 6 2025 4422 4624 5296 73.04 73.55
+12.947 4 ! : : !
06 6 3l 3935 3927 4070 4378 4524
12’524 b ] L H H
010 6 4821 3,99 4085 5007 5453 57.95
18’311 b ] L H H
017 6 2641 4596 5073 5547 6416 6550
17’262 b ] L H H
61,45
028 6 Sney 4855 5338 6033 7212 7252
25,53
CP6 6 iy 1628 1675 2842 3153 3168
CP10 6 2427 1775 2077 2252 2944 32.75
15,365 ’ ’ ’ ) )
CP17 6 33 o447 2749 3381 4109 4413
17,292 ) ’ ) ’ ’
CP28 6 2928 oo0 5574 5943 6242 6348
13,290 ) ’ ) ’ ’

n = tamanho da amostra

A = ovariectomizado + alendronato

O = ovariectomizado + placebo

CP = ovariectomizado + Calcarea phosphorica
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Os dados da Tabela 16 indicam que o grupo A iniciou 0
periodo de analise com o maior valor médio, quando comparado com O e
CP. Apresentou queda no periodo de 6 a 10 dias e, dos 10 aos 28 dias
apresentou aumento constante. O grupo O apresentou um crescimento
médio constante dos 6 aos 28 dias, com valores médios maiores que 0S
do grupo A aos 10, 17 e 28 dias e maiores do que os do grupo CP em
todos os periodos. O grupo CP manteve a média dos valores baixos e
constantes nos periodos de 6 a 10 dias, sofrendo um aumento dos 10 aos
17 dias e um grande aumento dos 17 aos 28 dias. Os valores finais dos
trés grupos foram estatisticamente iguais entre si. Os dados da Tabela 16

estao representados em grafico de colunas na Figural3.
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Figura 13 - Gréfico de colunas dos valores médios (xdesvio padrao) de percentual de
area de 0sso neoformado presente na area de preenchimento dos defeitos
O0sseos dos grupos A, O e CP, considerando os diferentes tempos de
reparagdo 6ssea.

ApoOs a aplicacdo do teste Anova ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis verificou-se que houve diferenca estatistica entre a
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distribuicdo dos valores em cada grupo: (KW = 56.2002; Gl = 11; P =
0.0001%)

Quando aplicado o teste de Dunn, os resultados
mostraram que 0s maiores valores de porcentagem de area trabecular
ficaram com os grupos CP28 e O28 com valores estatisticamente iguais
entre si. Os menores valores ficaram com CP6 e CP10 com valores

estatisticamente iguais entre si, porém diferentes de CP28.

Tabela 17 - Formacdo de grupos homogéneos por meio do teste de
Dunn (5%). Valores da média dos postos (%) de 0sso
neoformado na area de preenchimento dos grupos A, O e
CP, considerando os diferentes tempos de reparacéo 6ssea.

Média
Tempo de reparagdo  Tratamento dos Grupos Homogéneos
postos
28 CP 61,000 A
28 O 59,500 A
17 O 55,000 AB
28 A 52,667 AB
17 A 42,833 ABC
6 A 41,833 ABC
10 O 40,833 ABC
10 A 26,333 ABC
6 O 26,167 ABC
17 CP 17,000 BC
6 CP 7,833 C
10 CP 7,000 C

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente
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5.3 Anélise histologica descritiva

A analise histologica permitiu a observacado das varias
fases da reparacdo do defeito 6sseo em todos os grupos estudados. A
seguir, serdo descritas as caracteristicas observadas nos cortes
histolégicos em cada etapa da reparacdo, de acordo com o0s tempos

analisados.

5.3.1 Periodo de 3 dias

Aos 3 dias, o grupo A apresentou retracao superficial na
area do defeito désseo, cavidade medular preenchida por tecido de
granulacdo e coagulo. O grupo CP apresentou aspecto histologico
semelhante ao grupo A. O grupo O apresentou um coagulo maior, restrito
a regido superficial entre as extremidades corticais, sendo que em 5/6 dos
animais o tecido de granulagcdo ocupou parcialmente o canal medular e
em um animal ocupou totalmente. O grupo S apresentou aspecto
homogéneo entre todos os animais com coagulo sanguineo misturado a
tecido de granulacdo preenchendo espaco entre as duas corticais, sem
preencher totalmente o canal medular. Ndo havia osso formado em
nenhum grupo.

As imagens histologicas desta fase da reparacdo 6ssea

sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14 - Aspecto da area da lesdo 3 dias apds a confeccdo do defeito dsseo. HE
25X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com alendronato); b) Grupo CP
(ovariectomizado tratado com Calcarea phosphorica); c) Grupo O

(ovariectomizado tratado com placebo) d) Grupo S (sham tratado com
placebo).
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5.3.2 Periodo de 6 dias

Neste periodo, o grupo A apresentou inicio de formacao
de trabéculas 6sseas a partir do enddsteo das bordas laterais e fundo da
lesdo. As trabéculas apresentavam ostedcitos aprisionados, poucos
osteoblastos margeando o ostedide e raros osteoclastos. O canal medular
estava parcialmente ocupado pelo calo fibroso e dsseo, havia presenca
de tecido conjuntivo denso na superficie e ndo havia mais a presenca de
coagulo. Observou-se a ponte de unido 0ssea completamente formada,
além de reacdo de neoformacao 0ssea na superficie externa da cortical,
principalmente no lado oposto ao do defeito. Por vezes esta formagao
externa também era observada na cortical lateral ao defeito.

O grupo CP apresentou reparo 0sseo mais atrasado em
relacdo ao grupo A. Foi observado osso trabecular neoformado originado
do enddsteo em todos os animais, com presenca de osteoblastos
margeando as trabéculas neoformadas, alguns ostedcitos e raros
osteoclastos. A maior parte dos animais (5/6) ainda apresentava residuos
de coagulo misturado com tecido de granulacdo, além de possuir calo
0sseo menor que o do grupo A. A formacdo de osso externo foi mais
exuberante neste grupo.

O grupo O apresentou dois padrdes distintos. Em metade
do grupo havia presenca de coagulo e formacédo de osso trabecular a
partir do endosteo, vindo da face lateral e fundo do canal medular. A outra
metade ndo apresentava mais o coagulo sanguineo e o 0sso neoformado
se distribuia formando uma ponte entre as duas extremidades corticais.
Em ambos os modelos havia mistura de trabéculas com tecido de
granulacdo e foi observada formacdo de osso trabecular por toda a
cortical externa do osso. O limite das trabéculas era mal definido com

poucos ostedcitos, muitos osteoblastos nas margens das trabéculas e
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raros osteoclastos. O tecido entre as trabéculas apresentava alta
celularidade.

O grupo S apresentou aspecto semelhante ao grupo A no
gue diz respeito ao volume do calo. Em dois animais foi observada a
presenca de coagulo. As trabéculas, com espessuras variaveis,
apresentavam muitos osteoOcitos e poucos osteoblastos no contorno e
praticamente ndo havia osteoclastos. O tecido entre as trabéculas era do
tipo conjuntivo com alta celularidade.

As imagens histoldgicas desta fase da reparacdo Ossea

sdo mostradas na Figura 15.
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Figura 15 - Aspecto da area da lesdo 6 dias apdés a confeccdo do defeito dsseo.
Tricrbmio de Masson 25X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com
alendronato); b) Grupo CP (ovariectomizado tratado com Calcarea
phosphorica); ¢) Grupo O (ovariectomizado tratado com placebo); d) Grupo
S (sham tratado com placebo).
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5.3.3 Periodo de 10 dias

O grupo A apresentou pouca variagdo dos 6 aos 10 dias.
Houve formac@o maior de tecido Osseo trabecular com diminuicdo na
guantidade de tecido conjuntivo denso fibroso na superficie. O tecido
entre as trabéculas era do tipo hematopoiético e pouco celularizado.
Havia ostedcitos dentro das trabéculas e ndo foram vistos osteoclastos na
regido. Varios pontos de fusdo do 0sso novo com a cortical antiga foram
observados e a formacéo O0ssea do lado externo da cortical se mostrou
evidente.

No grupo CP, de modo geral, o calo 6sseo estava maior
que no grupo A e era caracterizado por calo fibroso entremeado com
tecido 0sseo trabecular. A quantidade de tecido conjuntivo variou entre os
animais do grupo e 2/6 dos animais ainda tinham coagulo presente. Nesta
fase, as trabéculas se mostraram mais evidentes com menor numero de
osteoblastos delimitando-as. Foram também observados ostedcitos no
interior das trabéculas, porém em menor quantidade em relacado ao grupo
A. Houve diminuicdo da celularidade do tecido intertrabecular e foram
observados osteoclastos na regido. O calo 6sseo ocupava todo o canal
medular em 5/6 dos animais e em alguns animais houve grande proje¢ao
do calo externamente a superficie da tibia. A formacédo éssea do lado
externo, na face oposta ao defeito, continuava evidente. Houve
semelhanca com o grupo A em relacdo aos pontos de fusdo do 0sso novo
com a cortical antiga.

O grupo O apresentou o defeito coberto por tecido
conjuntivo denso e 0sso trabecular preenchendo todo o canal medular. As
trabéculas eram interligadas e mais espessas que no periodo anterior,
com tecido intertrabecular de aspecto conjuntivo na area mais superficial

e com aspecto hematopoiético na parte mais profunda. As trabéculas
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apresentavam ostedcitos no interior e 0s osteoblastos nas margens das
trabéculas foram vistos em menor quantidade que no periodo anterior.
Foram observados osteoclastos na regido e a fusdo do 0sso novo com o
antigo ocorreu em pontos esparsos. A ponte éssea nao se formou
completamente em alguns animais. A formagdo de o0sso trabecular
externamente foi observada em todos os animais, sendo que em dois
animais a formacéo foi exuberante, superando a formacao no interior da
area do defeito dsseo.

O grupo S apresentou menos tecido conjuntivo que no
periodo anterior e havia ponte de osso trabecular unindo as duas
extremidades do defeito sem fusdo com a cortical antiga. As trabéculas
estavam mais coradas, com presenca de mais ostedcitos no interior e 0s
osteoblastos e osteoclastos estavam praticamente ausentes. O tecido
intertrabecular estava menos denso e com menor celularidade que no
periodo anterior. O canal medular estava parcialmente liberado e, na
superficie do defeito havia uma faixa de tecido conjuntivo denso.
Externamente a cortical, no lado oposto ao defeito, havia formacdo de
0sso trabecular com trabéculas mais espessas do que no periodo
anterior. Todos 0s animais apresentaram um padrdo homogéneo dentro
do grupo.

As imagens histologicas desta fase da reparacdo 0ssea

sdo mostradas nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16 - Aspecto da area da lesdo 10 dias apds a confeccdo do defeito 6sseo. HE
25X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com alendronato; b) Grupo CP
(ovariectomizado tratado com Calcarea phosphorica); c) Grupo O
(ovariectomizado tratado com placebo); d) Grupo S (sham tratado com
placebo).
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Figura 17- Aspecto da area da lesdo 10 dias apds a confeccdo do defeito 6ésseo. As
setas indicam a presenca de osteoclastos. HE 400X. a) Grupo A
(ovariectomizado tratado com alendronato); b) Grupo CP (ovariectomizado
tratado com Calcarea phosphorica); ¢) Grupo O (ovariectomizado tratado
com placebo); d) Grupo S (sham tratado com placebo).
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5.3.4 Periodo de 17 dias

O grupo A, nesta fase, apresentou uma faixa estreita de
tecido conjuntivo na parte superior do calo. O canal medular estava quase
todo liberado e a ponte 6ssea apresentou aspecto mais retilineo e mais
largo que no periodo anterior, superando em largura todos os outros
grupos, com trabéculas espacadas e com poucos pontos de fusdo com a
cortical. O tecido entre as trabéculas era mais do tipo hematopoiético.
Havia presenca de osteocitos, raros osteoblastos e raros osteoclastos. O
0sso na face externa ainda era evidente, embora em menor quantidade,
com trabéculas mais largas e com sinais de remodelacao.

O grupo CP aos 17 dias exibiu intensa reabsorcdo de
osso trabecular, com liberacdo do canal medular. A ponte de unido 0ssea
era mais fina e delicada que a do grupo A, com uma faixa estreita de
tecido conjuntivo na superficie, e fusdo incompleta com a cortical, apesar
de exibir véarios pontos de wunido. Foram observados numerosos
osteqcitos, auséncia de osteoblastos e raros osteoclastos. Ainda havia
muito osso neoformado na cortical externa com presenca de osteqcitos,
osteoblastos e osteoclastos.

O grupo O apresentou reabsorcdo consideravel das
trabéculas Osseas com liberacdo do canal medular. A ponte dssea
apresentou a menor espessura em relagdo aos outros grupos, com
trabéculas mais largas que no periodo anterior. Havia varios pontos de
unido com as margens do defeito, sem fusdo perfeita. Havia ostedcitos,
raros osteoclastos e auséncia de osteoblastos. Na parte externa da
cortical a maioria dos animais (5/6) apresentava pequena quantidade de
0sso trabeculado maduro com numerosos osteoclastos fazendo
reabsorcdo. Um dos animais tinha grande quantidade de tecido

cartilaginoso presente no calo.
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O grupo S apresentou a ponte de unido de tecido 6sseo
trabecular com espessura semelhante a do grupo CP, com trabéculas
mais largas do que no periodo anterior, sem 0sso lamelar e sem a fuséo
perfeita nas extremidades do defeito. Havia ostedcitos, alguns
osteoblastos e raros osteoclastos. O tecido intertrabecular era
principalmente do tipo hematopoiético. A remodelacdo com liberacdo do
canal medular ainda era discreta e a quantidade de osso trabecular
externo sofreu diminuicdo. Na é&rea externa ao defeito foram vistos
osteoclastos.

As imagens histologicas desta fase da reparacdo 6ssea

sdo mostradas nas Figuras 18 e 19.
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o

Figura 18 Aspecto da area da lesdo 17 dias ap6s a confeccdo do defeito dsseo.
Tricrbmio de Masson 25X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com
alendronato); b) Grupo CP (ovariectomizado tratado com Calcarea
phosphorica); ¢) Grupo O (ovariectomizado tratado com placebo); d) Grupo
S (sham tratado com placebo).
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Figura 19 Aspecto da area da lesdo 17 dias apds a confeccdo do defeito 6ésseo. As
setas indicam os pontos de fusdo do 0sso novo com a cortical antiga. HE
400X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com alendronato); b) Grupo CP
(ovariectomizado tratado com Calcarea phosphorica); c¢) Grupo O
(ovariectomizado tratado com placebo); d) Grupo S (sham tratado com
placebo).
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5.3.5 Periodo de 28 dias

Aos 28 dias o grupo A mostrou presenca de osso ainda
de aspecto trabecular com trabéculas mais largas e com menor
espacamento entre si. Havia pequena quantidade de osso lamelar
continuo na superficie do reparo. Foram vistos muitos ostedcitos, raros
osteoclastos e nenhum osteoblasto. Na juncdo com o o0sso cortical a
lamina Ossea era mais compacta tornando dificil distinguir o limite de
unido. A formacao 6ssea externa diminuiu sensivelmente.

Neste periodo o grupo CP apresentou aspecto histologico
semelhante ao do grupo A com trabéculas um pouco mais espacadas e
finas. A ponte formada por osso trabecular com pequenas areas de 0sso
lamelar estava parcialmente unida a cortical. Foram vistos muitos
ostedcitos e ndo foram vistos osteoblastos e osteoclastos. A formacao
0ssea externa havia desaparecido.

O grupo O apresentou na regido da ponte, 0SSO
trabecular, com extensa area de osso lamelar e ainda sem fuséo perfeita
das extremidades. A ponte tinha uma espessura de cerca de 1/3 a
metade da espessura da cortical normal. Foram vistos muitos ostedcitos e
nenhum osteoblasto ou osteoclasto. A formacdo éssea externa ja havia
sido completamente removida.

O grupo S apresentou aspecto semelhante aos demais
grupos. A ponte de unido tinha aspecto trabecular, com trabéculas largas
e com areas lamelares. Havia muitos ostedcitos, ndo foram vistos
osteoblastos nem osteoclastos. Externamente a area do defeito havia
pequena quantidade de osso.

As imagens histologicas desta fase da reparacdo 6ssea

sao mostradas na Figura 20.
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Figura 20 Aspecto da area da lesdo 28 dias ap6s a confeccao do defeito 6sseo. HE
25X. a) Grupo A (ovariectomizado tratado com alendronato); b) Grupo CP
(ovariectomizado tratado com Calcarea phosphorica); c) Grupo O
(ovariectomizado tratado com placebo); d) Grupo S (sham tratado com
placebo).



6 DISCUSSAO

Partindo da hipotese de que a Calcarea phosphorica atua
na reparacdo 0ssea e visando possiveis novas alternativas terapéuticas
para o tratamento da osteoporose e de suas consequéncias em humanos,
neste estudo foram avaliados os efeitos deste medicamento homeopatico
comparando-o com o alendronato, um medicamento alopatico. Foi
analisada a acdo de ambos na reparacdo de defeitos produzidos em
tibias de ratas ovariectomizadas.

O modelo animal utilizando ratas ovariectomizadas é
muito comum em estudos de osteoporose pés-menopausa. O cdo e 0s
primatas também podem ser empregados, porém sdo modelos caros e
mais dificeis de serem mantidos. Desta forma, o rato continua sendo o
modelo mais utilizado quando se estuda perda 6ssea por deficiéncia
hormonal ovariana. S&o baratos, faceis de manter em cativeiro e sua vida
mais curta facilita o estudo da idade o6ssea. Embora as ratas
ovariectomizadas manifestem perda &ssea, ndo apresentam fraturas
espontaneas relacionadas a essa perda, sendo as alteracdes Osseas
induzidas consideradas mais como uma osteopenia do que uma
osteoporose. Apesar desta diferenca, as varias semelhancas existentes
na fase de osteoporose pés-menopausa entre animais e humanos
qualificam os ratos para o estudo da osteoporose pds-menopausa (Kalu
et al., 1989; Kalu, 1991; Castro, 2000; Turner, 2001; Tedfilo et al., 2003).

Neste estudo, a ovariectomia foi realizada aos trés meses
de idade, pois nessa fase o0 crescimento 0sseo ja esta bastante diminuido
e 0s ratos sao considerados sexualmente maduros, além de responderem

adequadamente a deficiéncia de hormonios sexuais (Kalu, 1991).
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Apés a ovariectomia foi aguardado um periodo de 60 dias
para que houvesse uma significativa perda 6ssea, pois segundo Wronski
et al. (1988), Kalu (1991), Castro (2000) e Perilli (2009), a perda éssea
inicial € maior no primeiro més, continuando porém, num ritmo mais lento
durante um periodo de 3 a 4 meses apds a ovariectomia.

Sessenta dias ap0s a ovariectomia foram feitos os
defeitos Gsseos nas tibias objetivando o estudo da acdo medicamentosa
na reparacdo dos defeitos. Este procedimento é importante, pois como
dito anteriormente, as ratas com deficiéncia hormonal ndo apresentam
fraturas espontaneas como ocorre na osteoporose em humanos. Assim, 0
defeito 6sseo criou um ambiente que permitiu o estudo da acdo dos
medicamentos na reparacao.

A face mesial da tibia, na altura do terco médio, foi o local
escolhido para a realizacado do defeito 6sseo por permitir um facil acesso
cirdrgico, tornando o procedimento rapido e com um bom pés-operatério
(Senra, 2006). O defeito monocortical permitiu uma estabilidade G6ssea
natural durante as fases de reparacéo do defeito, dificultando a formacéo
de fibrose e cartilagem em torno do calo 6sseo, 0 que proporcionou uma
maior padronizacéo do processo de reparacao 0ssea.

Os tempos escolhidos para os sacrificios dos animais
foram 3, 6, 10, 17 e 28 dias, periodos de tempo que permitiram
acompanhar todas as etapas da evolucdo da reparacao 0ssea.

Os métodos para a avaliacdo das diferentes etapas da
reparacdo Ossea utilizados neste estudo foram: a andlise da densidade
Optica; a analise histomorfométrica e a analise histologica descritiva.
Estes métodos, em conjunto, foram capazes de identificar as alteracbes
O0sseas ap0s a ovariectomia, a neoformacdo de tecido reparador nas
areas dos defeitos 0sseos e a quantidade de tecido 6sseo presente na

area de neoformacdo tecidual.
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Em relacdo a diagnosticos baseados em analises de
imagens radiograficas, estudos demonstraram que radiografias
convencionais sao limitadas no diagndstico precoce da osteoporose, Visto
que as manifestacbes radioldgicas aparecem quando ja houve perda de
pelo menos 30% do célcio esquelético (Gali, 2001; Robson et al., 2006).

Apesar disso, a radiologia convencional pode informar a
respeito da osteoporose de forma qualitativa, por meio de sinais
radiolégicos, ou de forma quantitativa por meio de indices. Em humanos,
tanto os métodos qualitativos como os quantitativos podem ser utilizados
para a avaliacdo radiologica da densidade mineral 6ssea. Estes métodos
sdo Uuteis na avaliacdo de mulheres na fase de pds-menopausa,
contribuindo para o diagnéstico e seguimento das pacientes em
tratamento (Matos et al., 2000).

Nossa avaliagdo utilizou imagens radiogréaficas
bidimensionais digitais, obtidas pelo método direto e posteriormente essas
imagens foram submetidas a analise de densidade éptica. A qualidade
dos sistemas digitais, em geral, é considerada equivalente a dos filmes
convencionais, contudo com algumas vantagens como permitir backup,
transmissao das imagens a distancia, eliminar erros de processamento e
diminuir o tempo de exposicdo a radiacdo, o que torna o sistema digital
superior aos filmes convencionais (Oliveira et al., 2003; Alkurt et al., 2007;
Farman et al., 2008).

Foi utilizado o método de avaliagcdo da densidade Optica
por ser um método bem consolidado. A densidade éptica é fornecida em
valores numéricos, obedecendo a uma escala de 256 niveis diferentes de
cinza, que variam do preto (0) ao branco (255). O olho humano é capaz
de identificar aproximadamente 32 tons diferentes, o que evidencia o grau
de sensibilidade da leitura por computador (Senra, 2006). Alguns

trabalhos tém demonstrado boa sensibilidade deste método como os de
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Moraes et al., (2005), Agreda (2007), Prado (2008) e Mahl et al. (2009),
além de ser um método relativamente barato e de simples aplicacao.

No presente estudo, a avaliacdo da densidade Optica
mostrou ser um exame com sensibilidade suficiente para acusar as
alteracdes de densidade radiografica nos diversos periodos de analise.

Quando foram comparados os dois grupos de ratas
tratadas com placebo, grupos O e S, ficou evidente a diferenca de
densidade entre estes grupos nos periodos de 6, 17 e 28 dias, com
valores de densidade éptica maiores para o grupo S. Também foi possivel
observar o aumento de valores de densidade para o grupo S com o
passar do tempo, 0 que era esperado, pois 0 grau de mineralizacdo 6ssea
tende a aumentar & medida que o tecido de reparagdo na area do defeito
vai amadurecendo. No grupo O, o aumento dos valores de densidade se
deu no periodo de 6 a 10 dias e permaneceu constante até os 28 dias,
provavelmente devido a deficiéncia estrogénica que pode ter interferido
na capacidade de mineralizacao.

Na comparagdo dos grupos de animais ovariectomizados
submetidos a diferentes tratamentos - grupos A, CP e O - o grupo A foi o
que apresentou 0os maiores valores de densidade Optica aos 10 e 28 dias.

Destacou-se o0 comportamento do grupo CP que
apresentou o maior valor de densidade Optica aos 17 dias, sendo,
contudo, estatisticamente igual a A17 e O17. Houve diminui¢cdo do valor
aos 28 dias, devido, provavelmente, a uma perda do grau de
mineralizacao neste grupo.

O grupo O teve aumento evidente dos valores de
densidade 6ptica de 6 para 10 dias e manteve esses valores até o final do
experimento, terminando com um valor muito préximo ao do grupo CP.

Por esta analise se concluiu que o grupo A, ao final do
experimento, foi o que apresentou o maior grau de densidade 6ptica com

diferenca estatistica em relacéo a CP e O.
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Quando se estudam doencas metabdlicas Osseas, em
particular as que afetam o osso trabecular, a histomorfometria € uma das
técnicas usadas. A histomorfometria € um método que permite a
avaliacdo das alteragBes de remodelagcédo éssea, sendo capaz de avaliar
de forma direta e precisa 0s mecanismos teciduais envolvidos na
fisiopatologia da osteoporose e de outras doencas osteometabolicas. A
histomorfometria analisa de maneira quantitativa os componentes da
morfologia 6ssea como volume, area, perimetro, entre outros. A técnica
consiste na contagem ou mensuracdo dos componentes celulares e das
mudancas na microarquitetura 6ssea (Borelli, 2005; Mahl et al., 2009).

Para este estudo, a técnica utilizada para a analise
histomorfométrica seguiu a metodologia utilizada por Senra (2006).
Metodologia semelhante usou Leucht et al. (2008), na qual as imagens
digitais foram analisadas com o programa Adobe photoshop. Os pixels
foram selecionados usando a ferramenta Magic wand com tolerancia de
60. O numero total de pixels individuais foi medido para cada amostra nos
diferentes grupos de tratamento e os valores para cada grupo foram
calculados baseados nessas médias.

Segundo Parfitt et al.,, (1987) para a medicdo de
superficies e volumes é preferivel usar valores em porcentagem. Assim,
as médias dos valores numéricos obtidos em pixels® dentro de cada grupo
foram usadas para os calculos de porcentagem de formacédo de tecido de
reparacao do defeito, bem como da area ocupada por matriz 6ssea dentro
do defeito.

Para a andlise histomorfométrica foram excluidos os
grupos de animais sacrificados com 3 dias de tratamento, pois nesta fase
inicial, pela técnica utlizada, n&o foi possivel a mensuracdo e
identificacdo de tecido 6sseo neoformado na area do defeito. Por este
motivo, para todos 0s grupos, esta analise se iniciou a partir dos 6 dias de

tratamento.
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A anadlise histomorfométrica dos grupos de animais
tratados com placebo, grupos O e S, que comparou os valores médios de
area de preenchimento 6sseo na area do defeito, mostrou que de um
modo geral, o grupo S obteve o0s maiores valores de area de
preenchimento do defeito 60sseo durante todos os periodos de
observacdo, com excecdo do periodo de 10 dias. Para este grupo o0s
valores foram crescentes do periodo de 6 a 17 dias, sofrendo um
decréscimo dos 17 aos 28 dias, devido a remodela¢do, com uma reducéo
de area de preenchimento de cerca de 19%.

O grupo O mostrou um aumento substancial da area de
preenchimento entre o periodo de 6 a 10 dias, sofrendo uma queda
brusca aos 17 dias de cerca de 40%. ApOs esta queda, manteve-se
estavel, praticamente sem alteracao dos valores aos 28 dias.

Comparando os dois grupos, se concluiu que houve um
aumento da formacao de tecido de reparacdo antecipada no grupo O e
que este aumento ndo foi capaz de resistir a remodelacdo que ocorreu em
seguida. O grupo S, talvez pelo fato de ter a agdo do estrogeno atuando
em niveis normais, mostrou uma resposta tecidual mais harménica,
exibindo um maximo de area preenchida numa fase mais tardia em
relacdo ao grupo O.

Estes resultados reforcam o conceito de que o estrogeno
€ um potente inibidor de turnover 6sseo e que age protegendo 0S 0SS0S
pela inducédo de um sinal paracrino originado nos osteoblastos que induz
apoptose de pré osteoclastos (Wronski 1988; Westerlind et al.,1993; Krum
et al., 2008).

A andlise dos valores médios de area de preenchimento
do defeito 0sseo dos trés grupos de animais ovariectomizados, grupos A,
CP e O, permitiu concluir que o grupo A apresentou aumento progressivo
dos valores até os 28 dias. Aos 6 dias, este grupo apresentou valores

maiores do que os dos outros grupos, com diferenca estatistica
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significante. Este valor sofreu ligeiro aumento até os 17 dias e um maior
aumento aos 28 dias, superando o0s outros grupos, com diferenca
estatistica significante em relacéo ao grupo O.

O grupo CP sofreu um grande aumento de area de
preenchimento dos 6 aos 10 dias, quando atingiu o maior valor entre
todos os grupos durante todo o experimento. A partir dai sofreu uma
queda gradual até os 28 dias, quando atingiu um valor estatisticamente
igual ao do grupo A, apesar de numericamente inferior.

O grupo O mostrou comportamento semelhante ao grupo
CP, atingindo sua maior area de preenchimento aos 10 dias a qual
diminuiu significativamente aos 17 dias, mantendo o valor estavel até os
28 dias. Enquanto em CP a diminuicdo foi gradual, em O ela foi mais
brusca. Apesar desta semelhanca parcial o grupo CP apresentou sempre
valores numericamente superiores aos do grupo O.

E interessante observar que no periodo de 10 dias os
grupos CP e O superaram numericamente o grupo A, apesar desta
diferenca ndo ser estatisticamente significativa. No periodo de 10 a 17
dias o grupo CP sofreu uma diminuicdo de area de preenchimento em
torno de 23% e dos 17 aos 28 dias houve diminuicdo de mais 12%. O
grupo O apresentou uma reducédo de area de preenchimento em torno de
40,5% dos 10 aos 17 dias e de aproximadamente 1,5% dos 17 aos 28
dias.

Esta evolucdo do reparo 6sseo com formacao de grande
area de preenchimento seguida de diminuicdo acentuada observada em
CP e O mostrou que apesar dos valores serem semelhantes, o tratamento
com CP foi melhor que o tratamento com placebo em O, tanto em relagcéo
ao estimulo de formacdo tecidual quanto ao efeito inibidor sobre a
remodelacéo deste tecido formado.

Analisando os dados do comportamento dos grupos A,

CP e O, se concluiu que o alendronato dificultou a remodelac&o do tecido
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neoformado e estimulou a proliferacdo tecidual na area do defeito, uma
vez que a area de preenchimento sofreu aumento progressivo até o final
do experimento. Estes achados confirmam os de Volpon et al. (2008) que
também observaram aumento dos parametros histomorfométricos em
animais osteopénicos apoés tratamento com alendronato.

Assim, foi possivel afirmar que segundo a avaliacdo do
valor de area de preenchimento no local de reparo, o tratamento com
alendronato foi a melhor opcéo. Contudo, o tratamento com Calcarea
phosphorica foi melhor que a auséncia de tratamento.

Quando analisado o percentual de osso neoformado no
interior da area de preenchimento, os grupos de animais tratados com
placebo, O e S, apresentaram comportamentos distintos com diferenca
mais evidente entre eles aos 17 e 28 dias, sendo o grupo O aquele que
formou a maior porcentagem de osso. No periodo de 6 a 28 dias o grupo
O apresentou um aumento do percentual de osso neoformado em torno
de 49%, enquanto o grupo S apresentou, neste mesmo periodo, um
aumento de 28%.

Estes resultados analisados em conjunto com o0s
resultados de densidade optica e de area de preenchimento do defeito,
mostraram que de modo geral, o grupo O em relacdo ao grupo S,
apresentou menores valores de densidade Optica e menor area de
preenchimento tecidual na regido do reparo, apresentando, porém, maior
proporcdo de osso neoformado na area de preenchimento. E interessante
observar que apesar de haver maior porcentagem de 0sso neoformado no
grupo O, os valores de densidade 6ptica sdo inferiores aos do grupo S.

Alguns fatores podem ter influenciado este resultado: a) a
leitura de densidade Optica pode ter sido influenciada pela maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado observada na superficie externa
da cortical, do lado oposto a area do defeito, nas tibias do grupo S; b) a

massa O0ssea dos animais com deficiéncia de estrégeno € menor e as
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trabéculas presentes na area de preenchimento sdo menos espessas
devido ao turnover 6sseo aumentado nestes animais (Kimble et al., 1995;
Lorenzo et al., 1998; Perilli et al., 2009); c) um menor grau de
mineralizacdo do tecido formado no grupo O pode ter interferido na
densidade optica (Borelli, 2005; Werkman, 2005, Senra, 2006); d) uma
menor espessura do calo 6sseo frequentemente observada no grupo O.
Quando analisado o percentual de osso neoformado na
area de preenchimento nos trés grupos de animais ovariectomizados A,
CP e O, foram observados os maiores valores aos 28 dias, com
resultados muito préximos entre si e estatisticamente iguais. No entanto,
0s comportamentos dos 3 grupos até atingirem estes valores foram
diferentes entre si. Dos 6 aos 28 dias, 0 grupo A apresentou um aumento
percentual de osso neoformado em torno de 16%, enquanto o grupo O,
neste mesmo periodo, apresentou um aumento de 49% e o grupo CP de
132%, refletindo a influéncia da quantidade percentual de osso observada
aos 6 dias. A porcentagem de osso neoformado no grupo CP ficou abaixo
dos valores dos grupos A e O no periodo de 6 a 17 dias, sem diferenca
estatistica significante, e sofreu um grande aumento de 17 aos 28 dias.
Para os grupos A, CP e O os resultados de neoformacao
O0ssea analisados em conjunto com os resultados de densidade Optica e
de area de preenchimento, mostraram que nem sempre 0S maiores
valores de densidade Optica corresponderam as maiores areas de
preenchimento do defeito 6sseo ou de formacédo percentual de o0sso
dentro do defeito. Muitas vezes se observou formacdo de tecido
mineralizado em areas externas a regido do defeito 6sseo, o que pode ter
interferido na leitura da densidade Optica. Esta neoformacdo &ssea
externa foi atribuida a uma reacao periosteal manifestada, muitas vezes,
na face da tibia oposta a face do defeito 6sseo. Dos grupos de animais
ovariectomizados, de um modo geral o grupo A foi 0 que apresentou a

maior quantidade desta reacao, seguido pelos grupos CP e O. Por outro
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lado, comparando os quatro grupos, A, CP, O e S, o grupo S foi o que
apresentou a maior reacao periosteal.

Segundo Ahlborg et al. (2003) a formacdo Ossea
periosteal pode ser um mecanismo compensatorio para manter a
resisténcia em situagbes onde a perda 6Ossea ocorre nas superficies
trabecular e endocortical.

Destas observacdes, se concluiu que os animais do grupo
O tiveram uma resposta de formacao 6ssea periosteal mais pobre do que
0s animais dos grupos A, CP e S, provavelmente por deficiéncia
hormonal. De modo contrario, os animais do grupo S tratados com
placebo, tiveram em seu favor a acdo dos hormonios ajudando na
formacdo Ossea periosteal. Também se pode afirmar que tanto o
alendronato quanto a Calcarea phosphorica estimularam as células
periosteais a produzir 0SS0 Novo.

Estudando os efeitos do estrégeno e do alendronato no
reparo de fraturas, Kolios et al. (2010) avaliaram comparativamente 0s
efeitos profilaticos do estrégeno e do alendronato no reparo de fraturas
em tibias de ratas ovariectomizadas e sham. Verificaram que o estrégeno
administrado durante a alimentacdo dos animais melhorou a resisténcia
as microfraturas em relacdo ao alendronato que mostrou resultados
inferiores nos testes mecanicos. Concluiram que a cura foi
qualitativamente e quantitativamente melhorada pelo uso profilatico de
estrogeno, sendo o processo de cura mais semelhante ao fisioldgico.

Aos 28 dias, os trés grupos de animais ovariectomizados
apresentaram aspecto muito semelhante na area da reparacéo éssea. Foi
observada lamina 6ssea neoformada de aspecto lamelar com o0sso
trabecular entremeado, sendo que o grupo A foi o que apresentou
aspecto mais compacto na area da ponte 0ssea, 0 que foi confirmado por
valores mais altos na andlise de densidade Optica, com diferenca

estatistica em relacao aos grupos CP e O.
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Este resultado talvez seja explicado pelos achados de
Roschger et al. (2001) e de Recker et al. (2005) que verificaram que o
tratamento prolongado com alendronato em humanos proporcionou uma
distribuicdo mineral mais uniforme no interior do osso trabeculado, com
aumento da densidade mineral da matriz 6ssea trabecular. Além disso, foi
observado aumento de volume 0sseo devido ao espessamento das
trabéculas e diminuicdo da porosidade cortical, possivelmente pela
reducao da atividade de remodelacéo.

Komatsubara et al. (2004) estudaram os efeitos da
supressdo da remodelacdo O0ssea a longo prazo sobre a densitometria,
sobre o acumulo de microdanos e sobre propriedades mecéanicas no 0sso
cortical de costelas de caes e verificaram que a supressdo de
remodelacdo intra cortical foi também associada com aumento nos
microdanos acumulados. Uma severa supressdo do turnover poderia
prolongar a duracdo da mineralizacdo secundaria e aumentar o grau de
mineralizacdo na cortical 0ssea. Concluiram que de modo geral a
supressdo da remodelacao intracortical aumenta o acumulo de micro
danos, apesar de aumentar a resisténcia a flexdo, provavelmente devido
a um aumento no grau de mineralizacao.

Em relacdo a qualidade Ossea Byrjalsen et al. (2008)
afirmaram que embora as diferentes terapias anti reabsor¢cdo tenham se
tornado mais efetivas em termos de aumento da densidade mineral
0ssea, melhorias em termos de eficacia anti-fratura ndo tém
correspondido. Citam como exemplo o crescimento médio na densidade
mineral éssea da coluna apds tratamento com o alendronato que é sete
vezes mais alto quando comparado ao da calcitonina, apesar das
reducdes no risco de fraturas vertebrais serem respectivamente 44% e
36%. Muitas evidéncias sugerem que o ganho de densidade mineral

explica somente até certo ponto a reducdo nas fraturas e concluem que
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diferentes terapias anti-reabsorcdo induzem diferencas no perfil de
maturacao do colageno 0sseo.

A dose de alendronato usada neste estudo foi de 3,75
mg/kg, por gavagem, trés vezes por semana. Esta dose, neste intervalo
de tempo, foi calculada através do método de extrapolacdo alométrica
com o auxilio de um programa computacional de equivaléncia de
dosagens medicamentosas de uso veterinario e corresponde a dosagem
indicada para seres humanos adultos que tomam doses semanais de
70mg (Pachaly, 2000). A dosagem que utilizamos estd dentro dos
padrdes utilizados nos estudos de Guy et al. (1993), que considera baixa
a dose de 1 mg/Kg/dia e alta a dose de 3,75 mg/Kg/dia.

Neste estudo, a Calcarea phosphorica 6CH foi
administrada para cada grupo de seis animais apés a diluicdo de dois
glébulos em 6 ml de agua destilada, sendo que cada animal recebeu 1 ml
do medicamento em cada administracao. Foi escolhida a potencia 6CH,
pois de acordo com Kossak-Romanach (1984) as baixas dinamizacdes
possuem maiores efeitos teciduais locais sendo por isso, em caso de
lesbes teciduais localizadas ou em doencas agudas, indicadas
dinamizacdes baixas em torno de 6CH, enquanto que para doencas
sistémicas cronicas convém dinamizacbes médias e altas, 12CH, 30CH
ou excepcionalmente 200CH.

Segundo Eizayaga (1972), em homeopatia, ndo se deve
falar em doses medicamentosas no sentido de massa, mas sim de
poténcias e repeticbes de tomadas. Quando se prescreve um
medicamento, ndo interessa a quantidade de glébulos nem de gotas nem
de bebida que ingere, mas sim sua poténcia e frequéncia de ingestéo.

Nos ultimos anos tem havido um aumento no numero de
estudos pré-clinicos, in vitro e em animais, objetivando avaliar a atividade
farmacoldgica ou eficdcia de medicamentos homeopéticos em condigdes

de reproduzir os testes (Conforti et al., 2007).
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Em uma pesquisa que avaliou aproximadamente 1300
experimentos em homeopatia, constatou-se que o rato foi 0 organismo
mais estudado. A base de dados sugere que experimentos com animais
saudaveis é a categoria mais promissora. Normalmente as doencgas séo
induzidas nos animais, particularmente intoxicacdo, edema/inflamacéo,
disturbios comportamentais e hormonais (van Wijk et al., 2009).

Para o tratamento de fraturas em humanos ndo ha dados
em relagdo a prevaléncia do uso da homeopatia. Com a populacdo idosa
em crescimento, o nimero de fraturas também aumenta e esta populacdo
precisa ser mais bem orientada com relacdo a medicina alternativa. Ainda
ndo esta claro na literatura quais medicamentos alternativos afetam a
reparacdo 0ssea e em que grau. Um estudo realizado por Sprague et al.
(2007) mostrou que 1/3 dos pacientes com fraturas clinicas estavam
usando algum tratamento alternativo, incluindo a homeopatia, e destes
pacientes, mais de 50% nao haviam informado seus médicos a respeito
do uso de tais medicamentos, por considerarem 0s mesmos inofensivos.

Teixeira (2007a) afirma que comparar a homeopatia com
tratamentos naturais, erroneamente isentados de efeitos adversos ou
colaterais pela crenca popular, induz a falsa conclusdo de que a
homeopatia se ndo fizer bem, mal ndo faz. Descrita em todas as épocas
pela maioria dos classicos homeopatas, a aplicacdo insensata de
medicamentos, doses e poténcias homeopéticas pode causar
agravacdes, patogenesias, supressfes e outras manifestacdes
indesejaveis, contrapondo a inverossimilhanca da inocuidade do
tratamento homeopatico.

A falta de conhecimento de um mecanismo de agcao para
as substancias é o calcanhar de Aquiles da pesquisa clinica homeopatica.
Resultados de experimentos que ndo mostraram efeitos benéficos com
homeopatia tem levado muitos especialistas a concluir que a homeopatia

ndo passa de curandeirismo. Estudos clinicos mostrando resultados
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positivos ainda sdo vistos com reservas, devido a falta de elucidacdo
sobre o mecanismo de acdo (Johnson, Boon, 2007).

Recentemente, importantes descobertas tém tentado
esclarecer o mecanismo de acdo dos medicamentos homeopéticos. Foi
comprovado que a 4gua, apés os procedimentos de preparo preconizados
pela medicina homeopatica tais como diluicbes de solutos, seguida por
sucussdo, torna-se diferente da agua inicial. Testes feitos com
calorimetria de fluxo, conductometria, pHmetria e potencial eletrodo de
célula galvanica mostraram os indicios desta diferenca (Elia et al., 2007).

Botha e Ross (2008) através de exame de espectroscopia
de ressonancia magnética mostraram que 0 processo de trituracdo causa
alteracdes fisicas da substancia medicamentosa. Quanto maior o nivel de
trituragcdo, mais pronunciada a diferenca na estrutura fisica dos
respectivos ingredientes ativos. O estudo concluiu que a poténcia 4CH
apresenta caracteristicas fisico-quimicas distintas da poténcia 3CH que a
originou.

Figueiredo (2009) avaliou as propriedades fisico-quimicas
da agua em preparados homeopaticos analisando alteracbes no pH,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, temperatura e turbidez da
agua tratada. Os valores foram comparados com os resultados obtidos
com agua destilada. Foi concluido que os preparados homeopaticos
alteram as propriedades fisico-quimicas da agua.

No Brasil a pesquisa cientifica em homeopatia tende a
crescer. Salles (2008) afirma que ainda que reduzida, a pesquisa em
nosso pais € bastante significativa demonstrando os resultados do
trabalho conjunto entre homeopatas e outros pesquisadores da saude.
Acrescenta que diante do incremento da demanda social por essa forma
de cuidado em saude e das disposi¢cdes da Portaria 971 publicada pelo

Ministério da Saude recomendando a implementacdo da assisténcia
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homeopética no &mbito do SUS, seja necessario criar nacleos de ensino e
informacé&o sobre a homeopatia nas instituicdes de ensino brasileiras.

A proposta deste estudo foi comparar a acdo de um
medicamento homeopatico versus um medicamento alopatico
administrados por um periodo maximo de 28 dias na reparacdo de
defeitos produzidos em tibias de ratas ovariectomizadas. ApOs a analise
da evolucdo do reparo através das trés medidas propostas para este
estudo - densidade 6ptica, porcentagem de area de preenchimento do
defeito e porcentagem de osso formado na area de preenchimento - se
concluiu que de forma global, ao final do experimento (28 dias), os
animais tratados com os dois medicamentos e com placebo apresentaram
resultados com pequena diferenca estatistica entre si. Esta diferenca se
manifestou em favor do alendronato, que foi a melhor opcdo de
tratamento seguido pela Calcarea phosphorica e esta foi melhor que a
auséncia de tratamento.

Ao longo do periodo experimental foram observadas
diferencas no comportamento dos diversos tratamentos. O alendronato
mostrou aumento progressivo de densidade Optica e do volume de area
de preenchimento ao longo do experimento enquanto a percentagem de
osso formado na area de preenchimento foi elevada no inicio, sofreu
pequena queda aos 10 dias e aumentou progressivamente até os 28 dias.
Tal comportamento é compativel com os dados da literatura
demonstrando que o alendronato age sobre osteoclastos inibindo e
modulando a reabsorcédo 6ssea. Além disso, sugere que atua estimulando
a formacgéo do tecido de reparo no calo com neoformacao 0ssea desde as
fases iniciais.

A acdo da Calcarea phosphorica produziu aumento
progressivo de densidade éptica até os 17 dias com ligeira queda aos 28
dias. Em relagdo ao preenchimento do defeito mostrou grande volume

aos 10 dias, superando o alendronato, com diminui¢do progressiva até os
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28 dias. Em relacdo ao percentual de osso formado na area de
preenchimento, mostrou valores pequenos no inicio, com aumento
progressivo a partir de 17 dias. Tais dados mostram que houve grande
estimulo formador de tecido de reparo, incluindo tecido mole em grande
quantidade, que nao resistiu a remodelacdo. Além disso, a formacado
percentual de osso no grupo Calcarea phosphorica foi mais tardia que no
grupo alendronato, sugerindo que as células alvo e o0 mecanismo de agao
da Calcarea phosphorica devem ser diferentes do alendronato.

Para melhor compreensdo do mecanismo de acéo da
Calcarea phosphorica sdo necessarios mais estudos analisando a
populacdo de células que compdem o tecido de reparo e sua variacdo ao
longo do processo, através de marcacdo imuno-histoquimica e
microscopia eletrbnica. Avaliagbes da mineralizacdo através de
quantificacdo i6nica ou de microtomografia computadorizada também

podem agregar dados.



7 CONCLUSAO

Segundo as condi¢cbes experimentais deste estudo e a

partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

0 grupo tratado com alendronato foi 0 que apresentou
0s maiores valores de densidade Optica aos 28 dias,
com diferenga estatistica em relacdo aos demais

grupos, sugerindo um maior grau de mineralizacao;

comparada ao alendronato, a Calcarea phosphorica
estimulou maior preenchimento tecidual na regidao do
calo 6sseo aos 10 dias, com predominio de tecido ndo
mineralizado. O tecido de preenchimento do grupo
tratado com alendronato resistiu a remodelagédo, ao
passo que no grupo tratado com Calcarea phosphorica
houve grande remodelacdo, o que sugere diferentes

mecanismos de a¢ao entre os medicamentos;

a quantidade de neoformacdo éssea no calo variou
entre os diferentes tratamentos, sendo que nas fases
iniciais houve maior formacédo no grupo tratado com
alendronato em comparacao ao tratado com Calcarea
phosphorica. Ao final do experimento a neoformagéo

foi estatisticamente igual entre os dois grupos;

o tratamento com alendronato foi a melhor opgéo para
tratar lesbes Osseas e o tratamento com Calcarea

phosphorica foi melhor que a auséncia de tratamento.
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Farina VH. Evaluation of the effects of Calcarea phosphorica 6CH
compared to alendronate on bone repair in rats with hormonal deficiency
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José
dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

Osteoporosis is one of the most prevalent diseases in the elderly
population. There are few reports in scientific literature about the efficiency
of homeopathy in the treatment of osteoporosis and in bone repair in the
presence of this disease. The aim of this work was to evaluate the
efficiency of the homeopathic medicine Calcarea phosphorica 6CH (CP)
compared to alendronate (A) on bone repair in ovariectomized rats. Four
groups of 30 female rats were used. Three of these groups were
submitted to ovariectomy (OVX) and one group had sham surgery (S).
After 60 days, a 2,5mm monocortical lesion was drilled on the tibiae of all
rats and treatment began according to: A- OVX/alendronate
(1,2mg/ml/3times a week/rat), CP- OVX/Calcarea phosp 6CH (2
globules/1ml/day/rat), O- OVX/placebo (1ml/day/rat) and S- sham/placebo
(Iml/day/rat). The animals (n=6) were sacrificed 3, 6, 10, 17 and 28 days
after making the bone defect. The tibiae were fixed in 10% phormol
solution, submitted to digital X ray, decalcified and submitted to
histological and histomorphometric analyses. The results showed that CP
stimulated intense tissue proliferation leading to the formation of a callus
larger than the other groups in the initial phases of repair (10 days), but
this callus showed a large amount of soft tissue that was fast remodeled.
The amount of bone tissue in the callus varied among the different
treatments but, at the end of the experimental period (28 days) all groups
showed equivalent amounts. The treatment with A showed earlier bone
formation, which was resistent to remodelation while with CP bone formed
later, accumulated progressively and showed remodelation. It was
concluded that alendronate and Calcarea phosphorica stimulated bone
repair by different mechanisms of action and that alendronate was a better
option of treatment of bone lesions being Calcarea phosphorica 6CH
better than absence of treatment.

Keywords: Osteoporosis. Diphosphonates. Alendronate. Calcarea phosphorica.
Alopathy. Homeopathy.
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