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Santos GM. Caracterização do tecido ósseo peri-implantar em ratas hipertensas e 

com deficiência de estrógeno, após ação sinérgica de Losartan e Alendronato de 

Sódio [tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 

2021. 

RESUMO 

Introdução: Este estudo visou caracterizar morfológica e estruturalmente o tecido 

produzido na interface osso-implante em ratas espontaneamente hipertensas 

ovariectomizadas com implantes instalados em suas tíbias, e analisou como o 

tratamento associado de losartan sistêmico e alendronato de sódio local influenciou 

no reparo ósseo peri-implantar. Material e Métodos: Foram utilizadas ratas 

espontaneamente hipertensas (SHR) que receberam losartan (30 mg/kg, p.o.). Após 

uma semana, implantes de titânio tratados (Medens, Ribeirão Preto, São Paulo, 

Brazil) ou não com alendronato de sódio (ALE) foram instalados nas tíbias. Sessenta 

dias após a implantação, a estabilidade do implante foi avaliada pela medição de 

torque reverso, considerado como desfecho primário. A microtomografia 

computadorizada e a análise por confocal foram parâmetros secundários. 

Resultados: A ação sinérgica do losartan e do alendronato de sódio na superfície do 

implante aumentou o torque reverso no grupo SHR SHAM ALE. Enquanto a micro-

tomografia também revelou maior extensão de contato entre osso e implante, 

volume ósseo e espessura trabecular nos animais SHR SHAM ALE. Por último, o 

losartan e o alendronato de sódio não alterou significativamente os parâmetros de 

osseointegração nas ratas ovariectomizadas. Conclusões: Os resultados 

apresentados sugerem que a ação sistêmica do losartan somada à atuação local do 

alendronato de sódio na superfície dos implantes melhoram os parâmetros de 

osseointegração em tíbias de ratas hipertensas e não ovariectomizadas. 

Palavras-chave: Osso e ossos. Hipertensão. Ratos endogâmicos SHR. Anti-

hipertensivos. Implantes dentários. Losartan. 

 

  



Santos GM. Characterization of peri-implant bone tissue in hypertensive and 

estrogen-deficient rats after the synergistic action of Losartan and Alendronate 

Sodium [tese]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual 

Paulista; 2021. 

ABSTRACT 

Background: This study aims to characterize morphologically and structurally the 

tissue produced at the bone-implant interface in spontaneously hypertensive 

ovariectomized rats that will have implants placed in their tibiae, and to analyze how 

the associated treatment of systemic losartan and local sodium alendronate might 

influence the peri-implant bone healing. Methods: They are used spontaneously 

hypertensive (SHR) rats that received losartan (30 mg/kg, p.o.). After one week, 

titanium implants treated (Medens, Ribeirão, São Paulo, Brazil) or not with sodium 

alendronate (ALE) were installed in the tibiae. Sixty days after implantation, implant 

stability was assessed by measuring the removal torque considered the primary end 

point. Computed tomography and confocal analysis were secondary parameters. 

Results: The synergistic action of losartan and sodium alendronate on the implant 

surface increased the reverse torque in the SHR SHAM ALE group. While micro-

tomography also revealed a greater extent of contact between bone and implant, 

bone volume and trabecular thickness in SHR SHAM ALE animals. Finally, losartan 

and sodium alendronate did not significantly alter osseointegration parameters in 

ovariectomized rats. Conclusions: The results presented suggest that systemic 

losartan plus the local action of sodium alendronate on implants surface improves 

osseointegration parameters in tibias of hypertensives and non-ovariectomized rats. 

Keywords: Bone. Hypertension. Sponteneous hypertensive rats. Antihypertensives. 

Dental implants. Losartan. 
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1 INTRODUÇÃO 

A hipertensão e a osteoporose são as maiores causas de mortalidade e 

morbidade na saúde pública, sobretudo pelo aumento das doenças cardiovasculares 

e fraturas ósseas. (1) Essas duas alterações sistêmicas são comuns em pacientes 

com maior idade. Sendo assim, mulheres hipertensas na menopausa desenvolvem a 

osteoporose com maior frequência. (2) O mesmo estudo aponta uma possível 

associação entre hipertensão e osteoporose por dietas de baixa ingestão de cálcio. 

(2) Ambas as condições mostram ser responsáveis por promover alterações no 

metabolismo ósseo. (3–5) Isso também sugere que pacientes com essas alterações 

conjuntas no metabolismo ósseo possam ser de alto risco para a instalação de 

implantes. Dessa forma, estratégias terapêuticas devem ser adotadas a fim de 

controlar essas alterações, e melhorar o metabolismo ósseo comprometido.  

Drogas anti-hipertensivas agem na supressão do sistema renina-

angiotensina, para evitar a vasoconstrição e controlar a pressão arterial. (6) Porém, 

trabalhos recentes apontam que anti-hipertensivos também são capazes de agir no 

metabolismo ósseo. (7–9) Isso porque componentes do sistema renina-angiotensina 

são expressos no tecido ósseo. (10,11) Estudos prévios mostram que a angiotensina 

II aumenta a reabsorção óssea, pelo fato de aumentar a atividade osteoclástica 

elevando a expressão de RANKL. (7–9) Ademais, altera a diferenciação e 

maturação osteoblástica diminuindo a expressão de Runx2 e osteocalcina. (12) Com 

isso, destaque tem sido dado à atuação do losartan, antagonista de receptores tipo 1 

da angiotensina II, amplamente utilizada no controle da hipertensão, (13) o qual 

também atua no metabolismo ósseo. (7,11,14) Efeitos anti-catabólicos foram 

encontrados, como aumento das propriedades físio-mecânicas do osso alveolar (15) 

e diminuição do risco de fraturas. (16) Em estudos pré-clínicos também mostrou 

melhorar o reparo de enxertos ósseos e consolidação de fraturas. (17,18) Esses 

achados são consistentes com estudos clínicos, onde assinalam que anti-

hipertensivos podem ser responsáveis pelo aumento da taxa de sobrevivência de 

implantes osseointegráveis. (19,20) Seguindo os princípios do reparo ósseo, sugere-

se que o losartan pode trazer benefícios para a osseointegração em condições 

ósseas comprometidas, como hipertensão e osteoporose. 
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Mulheres no período da menopausa apresentam deficiência de estrógeno. 

(4) Por sua vez, a diminuição dos níveis de estrógeno leva ao aumento da 

expressão dos receptores tipo 1 da angiotensina II. (21) Esses receptores são 

fundamentais no sistema renina-angiotensina, visto que são responsáveis por 

mediar as funções da angiotensina II. (22) Contando com o aumento da expressão 

dos receptores tipo 1,  também ocorre um aumento dos efeitos da angiotensina II, 

como: vasoconstrição, liberação de aldosterona, retenção de sódio e água, e 

consequente aumento da pressão arterial. (22) Esse também é um dos motivos para 

o aumento de arteriosclerose e doenças cardiovasculares em mulheres no período 

da menopausa. (23) Somado a isso, estudos indicam que o aumento da 

angiotensina II está associado com o aumento da reabsorção óssea (10,18). 

Seguindo esse princípio, o losartan mostrou melhorar os parâmetros ósseos 

estruturais em modelo de osteoporose. (24) Além disso, o losartan revelou ser capaz 

de reverter favoravelmente à osseointegração em ratos SHR, com o aumento da 

espessura óssea e de osso medular em contato com implantes em modelo de tíbias 

em ratos espontaneamente hipertensos. (25) O mesmo efeito anabólico foi visto em 

nosso último estudo onde o losartan mostrou melhorar a calcificação do osso 

alveolar de ratos normotensos. (26) Adicionalmente, esse anti-hipertensivo exibiu 

papel na redução da inflamação e aumento de fatores da formação óssea em 

modelo de ratos com periodontite. (27) Sendo assim, o losartan pode ter um papel 

adjuvante de reverter a deficiência de estrógeno e aumento da angiotensina II no 

metabolismo ósseo. 

O alendronato de sódio é um medicamento amplamente utilizado no 

tratamento da osteoporose. (28,29) Trabalhos mostram que além da diminuição das 

fraturas ósseas, esse fármaco atua sobre o reparo ósseo alveolar. (30) Esse 

análogo do pirofosfato tem afinidade à hidroxiapatita, e por esse motivo, atua no 

tecido ósseo em formação. (31) Pesquisa recente assinala melhora dos parâmetros 

de osseointegração em modelos de osteoporose por meio de alendronato 

administrado via oral. (32) Porém seu uso clínico ainda é impreciso, tendo efeitos 

colaterais, como: náusea, vômito, dores gastrointestinais (33) e osteonecrose dos 

maxilares à longo prazo. (34) Sendo assim, têm se voltado para diferentes formas de 

administração deste fármaco, sendo a ação local uma das opções bastante 

promissoras. (30,32,35,36) Atuais revisões sistemáticas mostram que tanto quando 
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administrado no alvéolo, tanto como na superfície do implante, o alendronato é 

capaz de melhorar parâmetros de volume ósseo, contato osso-implante e 

biomecânicos na osseointegração, (32) também em osteoporose. (37) Além disso, 

seu uso tópico mostrou resultados benéficos no tratamento da periodontite. (38,39) 

Portanto, o uso local do alendronato revela-se como uma boa alternativa a ser 

utilizada em condições ósseas comprometidas. 

Visto a grande incidência das duas condições: hipertensão e osteoporose, 

especialmente em mulheres, (2) justifica-se o uso dos modelos de SHR e 

ovariectomia para mimetizar essa condição sistêmica. (40) Nesse sentido, 

destacam-se fármacos para reverter esse metabolismo ósseo comprometido, como: 

losartan e alendronato de sódio. Ainda, deve-se levar em conta o benefício do 

losartan atuar favoravelmente no metabolismo ósseo. Seu efeito vasodilatador 

melhora a vascularização óssea após a instalação dos implantes. (17,41) Com isso, 

seu uso em ação sinérgica com o alendronato de sódio local, incorporado a 

superfície de implante, parece ser uma boa estratégia terapêutica neste modelo 

experimental e evitar os efeitos colaterais do alendronato. Corroborando com o 

estudo, outra pesquisa apontou aumento da osseointegração de implantes tratados 

com alendronato mais radiação ultravioleta. (42) 

Recentemente vivemos um processo de envelhecimento da população e 

um aumento na procura por reabilitação com implantes. (20) Além disso, a maior 

parte destes pacientes apresenta algum tipo de desordem sistêmica como 

hipertensão e osteoporose. (43) Dessa forma, se faz necessário investigar o 

comportamento ósseo peri-implantar em animais hipertensos ovariectomizados, uma 

vez que esse modelo mimetiza uma situação clínica desafiadora para a reabilitação 

com implantes osseintegrados. Vale destacar, que apesar de ser uma situação 

clínica constante, há poucos estudos. Dessa forma, o ineditismo em utilizar 

sistemicamente o losartan e localmente o alendronato, pode repercutir em uma 

estratégia terapêutica a ser adotada nessas condições. Esses fármacos podem 

reverter o metabolismo ósseo comprometido pela hipertensão e pela deficiência de 

estrógeno, no intuito de se obter um tecido ósseo favorável para a osseointegração. 
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2 METODOLOGIA 

Inicialmente o projeto foi enviado para Comitê de Ética em pesquisa no 

uso de animais da Faculdade de Odontologia de Araçatuba-UNESP e obteve 

parecer favorável (FOA nº 00332-2018). Sendo assim, para esse estudo foram 

utilizadas 64 ratas espontaneamente hipertensas (SHR), adultas com 6 meses, com 

peso ao redor de 300 gramas. Os animais foram divididos em dois grupos conforme 

análises: Biomecânica e tecidos calcificados (Tabela 2). Nestes grupos, conforme a 

cirurgia de indução da osteoporose e se submetidos à instalação de implantes com 

superfície tratada com alendronato de sódio (ALE), os animais foram divididos de 

forma randômica em quatro subgrupos: SHR SHAM, SHR SHAM ALE, SHR OVX e 

SHR OVX ALE (Tabela 3). Logo após, em cada animal foi realizada a cirurgia para 

instalação de um implante em uma tíbia. Estes animais foram mantidos em gaiolas e 

alimentados com ração e alimentados com ração balanceada (1.4% Ca e 0.8%-Pe 

Nuvilab, Curitiba PR, Brazil) e água ad libitum no Biotério da Faculdade de 

Odontologia do campus de Araçatuba– UNESP. 

 

TABELA 1 - Divisão dos grupos de análises e distribuição das tíbias (n) por grupo 

Grupos de análises 

SHR 

SHAM 

SHR 

SHAM 

ALE 

SHR 

OVX 

SHR 

OVX 

ALE 

Biomecânica Torque Reverso 8 8 8 8 

Tecidos 

Calcificados 

Micro-CT 

Epifluorescência 
8 8 8 8 

Total (n) 
64 tíbias 

64 animais 
16 16 16 16 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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TABELA 2 - Divisão dos subgrupos, conforme cirurgia e tratamento submetidos 

Subgrupos Cirurgias Tratamento 

SHR SHAM Cirurgia fictícia de exposição dos ovários  

Instalação de 1 implante em uma tíbia 

Losartan 30mg/kg/dia 

 

SHR SHAM ALE Cirurgia fictícia de exposição dos ovários  

Instalação de 1 implante em uma tíbia 

Losartan 30mg/kg/dia 

Superfície de alendronato  

SHR OVX Ovariectomia bilateral 

Instalação de 1 implante em uma tíbia 

Losartan 30mg/kg/dia 

 

SHR OVX ALE Ovariectomia bilateral   

Instalação de 1 implante em uma tíbia 

 

Losartan 30mg/kg/dia 

Superfície de alendronato 

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 

 

 

2.1 Ciclo estral e cirurgia de ovariectomia 

Previamente a cirurgia de ovariectomia, foi conferido se as ratas 

hipertensas estavam ciclando normalmente. Diariamente, elas foram colocadas em 

gaiolas individuais e 1-2 gotas de soro fisiológico foram introduzidas no interior da 

vagina, em seguida, foram aspiradas e colocadas em lâmina de histologia para 

leitura microscópica imediata de reconhecimento das fases do ciclo estral, pela 

técnica de Long & Evans. (44) As ratas foram utilizadas após a obtenção de 2 a 3 

ciclos estrais regulares. A remoção cirúrgica dos dois ovários foi realizada sob 

anestesia com 100 mg/kg de Cetamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde Animal Ltda, 

Campinas, São Paulo, Brasil) por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser – 

Laboratório Calier do Brasil Ltda – Osasco, São Paulo, Brasil) por via intraperitoneal. 
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2.2 Tratamento sistêmico com Losartan 

Em todos os grupos, o controle da pressão arterial foi realizado por meio 

da administração de losartan (Biosintetica, São Paulo, Brazil) via oral em 

concentrações de 30 mg/kg/dia após a diluição em 50 mL de água. Este volume de 

líquido foi oferecido para cada animal diariamente, começando 30 dias após a 

ovariectomia e 7 dias antes da cirurgia de instalação dos implantes, estendendo até 

o dia da eutanásia. A cada 7 dias, os animais foram pesados e a dose foi ajustado 

de acordo com o peso. Todos os dias, os frascos foram verificados para assegurar 

que toda medicação foi tomada, conforme estudo anterior. (17) 

 

2.3 Monitorização da pressão arterial sistólica 

A pressão arterial sistólica foi verificada no pré-operatório e durante todos 

os dias antes da eutanásia por pletismografia indireta tail-cuff, usando um 

Physiograph®, MK-III-S (Narco Bio-sistemas, Houston, Texas, EUA), adaptado para 

medições em ratos, seguindo trabalhos anteriores. (17,45) 

 

2.4 Tratamento dos implantes com Alendronato 

Os implantes foram preparados no Laboratório da Faculdade de Ciências 

de Bauru/Unesp a partir da técnica layer by layer, na qual acrescenta camadas de 

revestimento de polieletrólitos via interação eletrostática. (46) Para uma 

monocamada de alendronado de revestimento na superfície dos implantes, como 

precursora se teve a imersão dos implantes em uma camada de poliestireno sulfato 

de sódio (PSS). Depois os implantes foram imersos em uma camada de dióxido de 

titânio (TiO2), e por último os implantes foram revestidos de uma camada de 

alendronato de sódio em uma concentração de 1 grama por meio de atração 

eletrostática. 

Os ingredientes das suspensões foram misturados em quantidades 

apropriadas em recipientes de vidro refrigerados a água, utilizando uma sonda de 
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sonicador (modelo XLS-2015, Misonix, Inc., New York, NY), então os implantes 

foram mergulhados na camada de revestimento desta solução. (46) 

 

Figura 1 – Tratamento dos implantes com alendronato de sódio 

 

 Soluções de revestimento da superfície dos implantes pela técnica de layer by layer por meio de 
poliestireno de sódio, dióxido de titânio e 1 grama de alendronato de sódio. Implantes de 2 x 4 mm 

mergulhados para revestimento da superfície do implante com alendronato de sódio.  

Fonte: Arquivos do laboratório 

 

2.5 Cirurgia de instalação dos implantes 

Para a cirurgia de instalação dos implantes nas tíbias, os animais foram 

submetidos a jejum pré-operatório de 8 horas para serem anestesiados com uma 

combinação de 100 mg/kg de Cetamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde Animal Ltda, 

Campinas, São Paulo, Brasil) por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser – 

Laboratório Calier do Brasil Ltda–Osasco, São Paulo, Brasil). Também foi 

administrado cloridrato de Mepivacaína (0,3 ml/kg 2% Scandicaine, Adrenalina 1: 

100.000; Septodont, Saint- Maur-des-Fosse's, França) para anestesia e hemostasia 

local.  Após anestesia, o local cirúrgico na porção medial tíbia foi feito tricotomia, e 

submetido à desinfecção tópica com Iodo degermante (10% PVPI, Riodeine 

degermante; Rioquímica, São José do Rio Preto, SP, Brasil). Foi realizada uma 

incisão de 1,5 cm, seguida pela divulsão para a exposição da metáfise tibial. Foi 
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instalado um implante de titânio grau 4 tratados com óxido de alumínio e ácido 

nítrico (HNO3) (Mendes, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil) nos grupos SHR SHAM e 

SHR OVX, com dimensões de 2  mm de diâmetro e 4 mm de comprimento. Os 

grupos SHR SHAM ALE e SHR OVX ALE receberam os mesmos implantes com 

alendronato de sódio incorporado em suas superfícies. Com a fresa de 1.6 

milímetros de diâmetro acoplado ao motor elétrico (BLM 600, Driller, São Paulo, SP, 

Brasil) a uma velocidade de 1000 RPM sob irrigação isotônica de cloreto de sódio a 

0,9% (Fisiológico, Laboratórios Biosintética Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil), foi 

confeccionado o defeito cirúrgico para a posterior instalação manual do implante 

com chave digital hexagonal. A ferida foi suturada por planos, sendo a camada 

profunda com fio absorvível (Vycril 4.0, Ethicon, Johnson, São José dos Campos, 

Brasil) e a camada externa, com monofilamento (Nylon 5.0, Ethicon, Johnson, São 

José dos Campos, Brasil). No período pós-operatório imediato, os animais 

receberam uma única injeção de pentabiótico intramuscular (0,1 mg/kg, Fort Dodge 

Saúde Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) e dipirona sódica (1 mg/kg/1 dia-1, 

Ariston Indústrias Químicas e Farmacêuticas Ltda, São Paulo, Brasil). (Figura 2) 

 

FIGURA 2 – Sequência de instalação dos implantes 

 

Acesso a metáfise tibial e instalação com chave manual do implante de 2 x 4 mm.  
Fonte: Arquivos do laboratório 
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2.6 Eutanásia 

Todos os animais foram submetidos à eutanásia 60 dias após a 

instalação dos implantes (dia 97) por meio de dose letal de anestésico (150 mg/kg; 

Tiopental Cristália, Ltda., Itapira, SP, Brasil).  

 

2.7 Grupo de análise Biomecânica  

2.7.1 Torque reverso 

Para a análise biomecânica, foram utilizadas as tíbias de oito animais por 

subgrupo para aferir a quantidade de força relativa aplicada para a remoção do 

implante. Assim, estes foram anestesiados por uma combinação de 50 mg/kg de 

Cetamina (Vetaset – Fort Dodge Saúde Animal Ltda, Campinas, São Paulo, Brasil) 

por via intramuscular e 5 mg/kg de Xilazina (Dopaser – Laboratório Calier do Brasil 

Ltda – Osasco, São Paulo, Brasil)  tiveram as metáfises das tíbias reabertas para 

realização do torque reverso. Um monta-implante (Conexão, São Paulo, Brasil) foi 

adaptado ao hexágono do implante e o torquímetro digital foi acoplado ao monta-

implante (Figura 2 A-B). Foi aplicado movimento anti-horário aumentando-se o 

torque reverso até a rotação do implante no interior do tecido ósseo, rompendo-se 

completamente a interface osso-implante, momento em que o torquímetro registrou 

o pico máximo de torque para esse rompimento, em Newton por centímetro (N.cm) 

(Figura 2 C-D). Os valores obtidos foram agrupados e submetidos à análise 

estatística. 
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FIGURA 3 - Torque reverso 

 

A: Torquímetro digital utilizado; B: Exposição do implante C: Realização do torque reverso; D: 
Registro do valor de torque reverso.  

Fonte: Arquivos do laboratório 

  

 

2.8 Grupo de análises dos Tecidos Calcificados 

2.8.1 Micro-CT 

As tíbias de oito ratos por subgrupo foram removidas após a eutanásia, 

fixadas em solução de formalina tamponada a 10% (Reagentes Analíticos®, 

Dinâmica Odonto-Hospitalar Ltda, Catanduva, SP, Brasil) durante 48 horas, 

banhadas em água corrente por 24 horas, armazenadas em álcool 70% para serem 

transportadas até serem escaneadas. Para o scaneamento foi utilizado o 

microtomógrafo SkyScan (SkyScan 1272 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003) 

com cortes de 9 µm de espessura (50Kv e 500μ), filtro de Cobre e Alumínio e passo 

de rotação de 0.3 mm. A sequência de imagens obtidas foram reconstruídas 

tridimensionalmente no software NRecon (SkyScan, 2011; Versão 1.6.6.0). No 

software Data Viewer (SkyScan, Versão 1.4.4 64-bit) foi padronizado o 

posicionamento de todas amostras nos planos transversal, longitudinal e sagital. Em 

seguida, no software CTAnalyser (2003-11SkyScan, 2012 Bruker MicroCT Versão 

1.12.4.0),  foi definida a região de análise ao redor do implante no plano transversal. 
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Foram demarcadas a uma distância de 50 slices em direção proximal e 50 slices em 

direção distal, em relação ao osso no qual o implante foi instalado. Assim, 

totalizando um volume com 100 slices (874,3 µm). O software CTAnalyser calculou o 

valor morfométrico baseado em escala de cinza (thershould). O threshold utilizado 

na análise será de 25-90 tons de cinza, para delimitar o osso formado ao redor dos 

implantes. A partir dessa conversão o software realizou o cálculo morfométrico 

aplicado ao implante em sentido transversal e forneceu os parâmetros de 

porcentagem de volume ósseo (BV/TV), quantidade óssea de contato entre osso e 

implante (BIC), espessura do trabeculado (Tb.Th), número de trabéculas (Tb. N) e 

porosidade total (Po.Tot) Os parâmetros adotados seguirem o guia fornecido pela 

American Society of Bone and Mineral Research (47) e de análises realizadas em 

estudos prévios. (48,49) A Reconstrução microtomografica de cada uma das 

amostras foi feita pelo software CTvox (SkyScan,Versão 2.7). 

 

FIGURA 4 - Reconstrução microtomográfica 

 

Imagem tridimensional representativa de cada um dos grupos pelo software CTvox (SkyScan,Versão 
2.7).  

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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2.8.2 Microscopia por epifluorescência 

 Após a fixação em formalina tamponada a 10%, as peças passaram 

pela etapa de desidratação a partir da seqüência crescente de álcoois 70, 90 e 100, 

gradativamente para serem incluídas em resina e analisadas pelos fluorocromos de 

Calceína e Alizarina para mensuração de osso “antigo” e osso “novo” 

respectivamente. Nessa análise foi avaliada a precipitação e biomarcação de 

fluorocromos que foram injetados previamente em doses de 20mg/kg por animal. Os 

fluorocromos de calceína foram injetados 14 dias após a instalação dos implantes 

(Dia 51), já os fluorocromos de vermelho de alizarina aos 42 dias após os implantes 

(Dia 79). Com as lâminas preparadas pelo Sistema Exakt foi possível capturar as 

imagens do osso peri-implantar pelo microscópio a laser confocal Leica CTR 4000 

CS SPE (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha), utilizando uma objetiva de 

10X (Figura 6, original, 100x). As imagens escaneadas foram analisadas com o 

software Image J (Software Analisador de Imagens, Ontario, Canadá), por meio da 

ferramenta freehands, sendo possível determinar a dinâmica de neoformação óssea 

durante 14 e 42 dias por meio da sobreposição dos fluorocromos. As análises foram 

realizadas em duplo cego. 
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FIGURA 5 - Epiflorescência do osso peri-implantar com os fluorocromos de Calceína e 
Alizarina 

 

Imagem representativa de cada grupo SHR OVX, SHR OVX ALE, SHR SHAM, SHR SHAM. O osso 
antigo é marcado pela primeira aplicação do fluorocromo de calceína destacado em verde aos 14 

dias e a alizarina em vermelho aos 42 dias após a instalação dos implantes.  
Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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3 RESULTADOS 

3.1 Grupo Biomecânica  

3.1.1 Torque reverso 

Sessenta dias após a instalação dos implantes foi mensurada o torque 

reverso para os grupos experimentais: SHR SHAM, SHR SHAM ALE, SHR OVX e 

SHR OVX ALE. Torque reverso aumenta até o implante girar dentro do osso, onde o 

valor de Newton por centímetro foi registrado. Na avaliação dos valores de torque 

reverso em N.cm, o grupo SHR SHAM ALE obteve uma média de 8 N.cm, no grupo 

SHR SHAM a média foi de 5 N.cm, e grupo SHR OVX ALE com 5.2 N.cm, já os 

grupo SHR OVX com 3.33 N.cm obtiveram os menores valores. Tendo esses dados, 

primeiro foi realizado o teste de homocedasticidade (Shapiro-Wilk), considerando 

(P<0,05). Assim foi aplicado o teste ANOVA 1 fator (torque reverso). Como pós-

teste, foi aplicado o teste Tukey. Foi observada diferença estatística entre os grupos 

SHR SHAM ALE e SHR OVX (p=0,024).   

 

GRÁFICO 1 - Torque reverso 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valores médios do torque de remoção (Ncm) nos 4 grupos experimentais. O * indica diferença 
estatística (p<0,05).  

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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3.2 Grupo Tecidos Calcificados 

3.2.1 Micro-CT 

Na avaliação microtomográfica, referente à quantidade de osso em 

contato com o implante (BIC), o grupo SHR SHAM ALE foi obtida média de 25.527 

mm³, no SHR SHAM de 22.259 mm³ , SHR OVX de 18.4597 mm³ e SHR OVX ALE  

com 19.128 mm3. Com diferença entre os grupos SHR SHAM ALE e SHR OVX 

(p<0,05, Holm-Sidak).  Quando avaliado a porcentagem de volume óssea (BV/TV) o 

grupo SHR OVX (43%) se mostrou inferior ao grupo SHAM OVX ALE (48,55%). SHR 

SHAM (62,75%), e o maior valor foi do grupo SHR SHAM ALE (69,02%), com 

diferença estatística comparado com SHR OVX (p<0,05, Holm-Sidak).  Referente as 

trabéculas ósseas peri-implantares, a espessura trabecular (Tb.Th) foi maior no SHR 

OVX (0.23 mm), com resultados semelhantes entre os SHR SHAM (0.19 mm) e SHR 

SHAM ALE (0.20 mm), os quais apresentaram resultados superiores em 

comparação ao SHR OVX ALE (0.22 mm), com diferença estatística entre SHR 

SHAM ALE e SHR OVX (p< 0,05, Holm-Sidak). Quanto ao número de trabéculas 

(Tb.N), foi obtido uma média de 3,64 mm para SHR SHAM ALE tendo valor próximo 

ao SHR SHAM , já os menores números para o grupo SHR OVX com 2 mm e SHR 

OVX ALE com 2.2 mm. Diferença entre SHR SHAM ALE e SHR OVX (p<0,05, Holm-

Sidak). A menor separação entre as trabéculas foram nos animais SHR SHAM ALE 

com espaço de 0.16mm, seguida dos SHR SHAM com 0.17mm, e as mais 

espaçadas SHR OVX ALE 0.22mm e SHR OVX com 0.23mm.  Em relação à 

porosidade da área avaliada através da porcentagem de porosidade total (Po(tot)), 

os valores foram 57% (SHR OVX), 52% (SHR OVX ALE), 31% (SHR SHAM ALE) e 

SHR SHAM com 38%, com diferença estatística entre SHR OVX e SHR SHAM ALE  

(p<0,05, Holm-Sidak). 
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GRÁFICO 2 - Microtomografia computadorizada do osso peri-implantar 

  

As tíbias foram fixadas em formaldeído e logo depois scanneadas no sentido longitudinal. O * indica 
diferença estatística (p < 0.05).  

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020). 

 

3.3 Análise de epifluorescência  

Na análise de epifluorescência é possível mensurar quantidade de 

precipitação de cálcio ocorrida no momento da injeção do fluorocromo. O gráfico 

abaixo mostra a precipitação no momento da injeção da calceína, primeiro 

fluorocromo a ser injetado, e, portanto, representativo do osso antigo (Figura 6). No 

estudo deste parâmetro, a presença de calceína está relacionada à maior 

preservação do osso antigo, ou seja, uma menor atividade de reabsorção 

osteoclástica. Além do fluorocromo de alizarina, representativo do osso novo. 

Observou-se que nas ratas ovariectomizadas e hipertensas, a presença 

do alendronato local não interferiu na dinâmica óssea, permitindo que a atividade 

osteoclástica acontecesse. Isso resultou na diminuição da precipitação de calceína, 

em níveis semelhantes nos animais ovariectomizados. Nas ratas SHAM SHR, 
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observa-se que a atividade de reabsorção mostrou-se menor, como uma resposta 

ao losartan (31µm3, Figura 6). Assim, preveniu-se a reabsorção óssea e atividade 

osteoclástica, aumentada durante a hipertensão. Quando as ratas hipertensas 

receberam a associação do losartan sistêmico e alendronato local, foi possível 

observar que este reduziu o efeito do losartan sistêmico, um aumento da atividade 

osteoclástica (16 µm3, Figura 6). Estes resultados mostram que o alendronato local 

modula a resposta do losartan quando diminui a atividade osteoclástica durante o 

reparo peri-implantar. O resultado mostrou o efeito do alendronato local sobre a 

superfície do implante e do losartan sistêmico no ósseo reparacional. Houve maior 

taxa de deposição de cálcio nos animais SHR SHAM, e os menores valores para os 

animais submetidos à cirurgia de ovariectomia SHR OVX (4 µm3, Figura 6), com 

discreta melhora quando as superfícies dos implantes são tratadadas com 

alendronato nos animais SHR OVX ALE (6µm3, Figura 6). 

GRÁFICO 3 - Análise de epifluorescência do osso peri-implantar 

Quantificação da área de precipitação do fluorocromo de calceína, 14 dias após a instalação dos 
implantes. Sem diferença estatística entre os grupos (p>0.05).  

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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A taxa de aposição mineral diária mostrou um equilíbrio entre todos os 

grupos avaliados. A ação sinérgica de losartan sistêmico e alendronato local 

contribuiu para que a precipitação de cálcio diária sobre o osso peri-implantar 

ocorresse de forma semelhante em todas as condições sistêmicas. Vale destacar 

uma discreta redução desta taxa nas ratas hipertensas e ovariectomizadas. 

 

GRÁFICO 4 - Aposição óssea mineral 

 

Esses valores são de precipitação óssea diária. Os valores são calculados pela distância 
entre os dois fluorocromos e divido pelos 28 dias de diferença entre eles.  

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020) 
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4 DISCUSSÃO  

 A hipertensão quando não tratada leva um atraso no reparo ósseo alveolar, 

(50) porém anti-hipertensivos são capazes de melhorar o reparo (51) e o 

metabolismo ósseo. (52) Além da hipertensão, a osteoporose também gera um 

reparo ósseo inadequado, (49) mas o uso de antirreabsortivos locais como 

alendronato de sódio favorece a osseointegração. (30) Sendo assim, considerando 

os benefícios dos anti-hipertensivos e dos antirreabsortivos, surgiu a hipótese do uso 

benéfico dessas drogas sobre as condições de hipertensão e osteoporose. 

Corroborando com esse trabalho, estudo recente mostra maior taxa de aposição 

óssea alveolar em animais tratados com losartan, droga anti-hipertensiva. (53) 

Também em suporte com essa hipótese, os resultados obtidos mostram maior força 

de torque reverso e melhores parâmetros ósseos microtomográficos em animais 

hipertensos tradados com losartan e que receberam os implantes funcionalizados 

com alendronato de sódio. 

 Em condições de hipertensão e deficiência de estrógeno, a associação entre 

losartan sistêmico e alendronato de sódio local não foi capaz de reverter essa 

condição prejudicada, possivelmente a alta atividade osteoclástica provocadas pelo 

modelo de hipertensão (45) e deficiência de estrógeno. (54) O sinergismo dessas 

duas drogas funcionou na presença exclusiva da hipertensão, onde foram 

observados os maiores valores de torque reverso. A hipertensão leva um aumento 

da expressão de RANKL e redução de RUNX2, com consequente desequilíbrio no 

metabolismo ósseo. A osteoporose também atua aumentando RANKL e número de 

osteoclastos. (55) Sendo assim, as duas condições diminuem a deposição de cálcio, 

como mostrou os resultados de epipluorescência. Na análise dos fluorocromos, o 

uso das duas drogas não foi capaz de melhorar a precipitação de cálcio em animais 

hipertensos e ovariectomizados, onde os menores valores ficaram com os grupos 

SHR OVX e SHR OVX ALE. 

 Os menores valores de cálcio, referentes à dinâmica dos fluorocromos, 

observada no tecido ósseo de animais hipertensos e ovariectomizados podem ser 

justificados pela alteração do metabolismo de cálcio. O aumento de citocinas pró-

inflamatorias incluindo interlecina-6 (IL-6), (TNF-α) estão associadas ao surgimento 

de doenças cardiovasculares na hipertensão e osteoporose. (56) A arteriosclerose 



29 

 

 

 

ou calcificação vascular presente em condições de hipertensão e osteoporose 

ocorre pela diferenciação de células vasculares em osteoblasto e osteclasto-like. 

(57) Trabalho recente também mostra que o fluxo sanguíneo interfere diretamente 

na osteogêneses. (58) O aporte sanguíneo inadequado pela hipertensão (59) ou 

osteoporose (58) pode afetar significantemente a formação óssea. O mesmo 

trabalho ainda mostra o efeito positivo no metabolismo ósseo de camundongos 

idosos após administração de alendronato. (58) O alendronato levou a maior 

expressão de células osteoprogenitoras endotelias do tipo H, osterix e melhora do 

fluxo sanguíneo. Com isso, o possível efeito das duas alterações sistêmicas no fluxo 

sanguíneo pode não ter sido revertido com o uso do losartan e do alendronato no 

modelo deste estudo. 

 Estudos prévios relatam uma osseointegração inadequada em animais 

espontaneamente hipertensos, onde o losartan mostrou-se eficiente para reverter 

essa condição. (60) Da mesma forma, os dados obtidos também sugerem uma 

melhora do reparo ósseo peri-implantar nos animais hipertensos tratados com 

losartan e implantes tratados com alendronato. Porém, não foi eficiente quando a 

condição sistêmica de osteoporose foi adicionada ao modelo experimental, onde não 

pode ser compensado de mesma forma. Dessa maneira, os resultados também 

podem ser extrapolados parcialmente para o ponto de vista clínico. Por isso, 

sugerem-se pesquisas para investigar um possível risco de implantes em pacientes 

hipertensas na menopausa. Os achados também sugerem o não sinergismo do 

losartan e alendronato, talvez as concentrações possam ser ajustadas para um 

próximo estudo, a fim de que novas respostas celulares sejam avaliadas neste 

modelo experimental. Sendo assim, se faz necessário novos estudos na busca de 

inovações terapêuticas para a melhora do reparo ósseo na presença das duas 

alterações sistêmicas. Ainda se faz necessário verificar se o efeito positivo do 

losartan e do alendronato ocorre por meio do melhora do fluxo sanguíneo ou por 

meio da diferenciação de células ósseas.  
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5 CONCLUSÃO 

 Como conclusão, a evidência deste trabalho sugere que o uso do losartan 

sistêmico e alendronato de sódio local melhoram o reparo ósseo peri-implantar na 

hipertensão, mas não associada a deficiência de estrógeno. Adicionalmente, a 

presença de hipertensão e deficiência de estrógeno pode ser um fator de risco a 

implantodontia.  
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