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Machado ALS. Influéncia da Calcarea phosphorica e do alendronato
sédico na remodelacdo 6ssea de ratas ovariectomizadas [tese]. S&o José
dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sédo José dos Campos,
UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

A osteoporose € uma doenca crbnica degenerativa caracterizada por
deterioracdo progressiva e silenciosa da microarquitetura 6ssea, que
requer tratamento, pois aumenta o risco de fraturas. Entre os
medicamentos mais utilizados para tratar osteoporose estdo o0s
bifosfonatos como o alendronato. Na literatura, ha poucos trabalhos que
descrevam a acdo de medicamentos homeopaticos com possivel
indicagcao para o tratamento da osteoporose. O objetivo deste trabalho foi
analisar a acdo da Calcarea phosphorica em comparagdo a agdo do
alendronato sédico na remodelacdo Ossea no fémur de ratas com
deficiéncia estrogénica. Foram utilizadas 120 ratas divididas com 3 meses
de idade em quatro grupos de 30 animais. Aos trés meses de idade, trés
grupos foram submetidos a ovariectomia (OVZ) e um grupo a falsa
castragdo (Sham). Apos 60 dias os tratamentos foram iniciados de acordo
com os seguintes grupos: Sham com placebo, OVZ com placebo, OVZ
com Calcarea phosphorica 6 CH (2 glébulos/ml de agua/dia/animal) e o
OVZ com alendronato sodico (1,2 mg/kg/trés vezes/semana/animal). Os
animais em grupo de 6 foram sacrificados apoés 3, 6, 10, 17 e 28 dias de
tratamento. O fémur direito de cada animal foi submetido as analises,
histomorfométrica do volume 6sseo no colo do fémur e imunohistoquimica
para osteocalcina. Os resultados mostraram que os animais tratados com
Calcarea phosphorica 6 CH responderam ao tratamento com estimulo a
proliferacdo de osteoblastos e aumento de volume ésseo no colo do
fémur enquanto o tratamento com alendronato influiu apenas na
diminuicdo de reabsorcdo Ossea. Concluiu-se que o tratamento com
Calcarea phosphorica é valido para o controle da remodelacdo 6ssea na
osteoporose.

Palavras-chave: Calcarea phosphorica. Homeopatia. Remodelagéo 6ssea.
Osteoporose. Ovariectomia. Alendronato.



Machado ALS. The effect of Calcarea phosphorica and sodic Alendronate
on bone remodeling from ovariectomized rats [thesis]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

Osteoporosis is a chronic degenerative disease characterized by bone
loss due to progressive damage in the bone microarchitecture. It requires
treatment because of the increased risk of fractures. There are few reports
describing the effects of homeopathic medication on bone remodeling
regarding its possible application in the treatment of osteoporosis. The aim
of this study was to analyze the effect of Calcarea phosphorica in
comparison to Alendronate on bone remodeling of the proximal area of
femurs of osteoporotic rats. For that 120 rats 3 months old were used,
divided in 4 groups of 30 animals. Three groups went through bilateral
ovariectomy in order to induce osteoporosis, and one group had a sham
surgery to become a control group. After 60 days the following treatments
began: Sham treated with placebo, ovariectomized treated with placebo,
ovariectomized treated with Calcarea phosphorica 6 CH (2 globules/1 ml
of water/day/animal) and ovariectomized treated with Alendronate sodium
(1,2 mg/kg/3 times a week/animal). The animals (n= 6) were sacrificed
after 3, 6, 10, 17 and 28 days of treatment. The right femur was removed,
and representative sections of the femoral epiphysis and trocanter area
were selected to histomorphometric and imunohistochemical analyzes.
The results showed that the animals treated with the homeopathic remedy
Calcarea phosphorica 6 CH had a positive response with proliferation of
osteoblasts while treatment with alendronate had effect on the osteoclasts
inhibiting bone resorption. It is concluded that treatment with Calcarea
phosphorica is valid to control bone remodeling in osteoporosis.

Keywords: Calcarea phosphorica. Homeopathy. Bone remodeling.
Osteoporosis.Ovariectomy. Alendronate.



1 INTRODUCAO

Antigamente varias doencgas infecciosas e parasitarias
acometiam adultos, jovens e criancas, muitas vezes levando a 6bito. Em
consequéncia disto, principalmente em paises menos desenvolvidos, a
populacdo ndo envelhecia. Com a melhoria das condicbes de vida,
incluindo medidas basicas e preventivas de saude como vacinacdo e
exames periodicos, a expectativa de vida aumentou, garantindo o
envelhecimento e o aparecimento das doencas crbnicas e degenerativas,
destacando-se as doencas cardiovasculares, as neoplasias malignas, o
diabetes e doencas osteometabolicas como a osteoporose (Bandeira et
al., 2000).

A osteoporose € caracterizada pelo desequilibrio entre
formacdo e reabsorcdo Ossea, causando deterioracdo progressiva do
microesqueleto e diminuicdo da massa O6ssea de varios 0Ssos,
principalmente dos fémures e vértebras, levando a diminuicdo da
resisténcia e a um maior risco de fraturas nos ossos (Szejnfeld, 2000).

Aumento no numero de idosos e na incidéncia de
osteoporose é uma realidade em nosso pais, e a fratura do colo do fémur
€ responsavel por grande parte das cirurgias e internacoes,
representando altos custos para a saude publica, além de gerar
dependéncia de atendimento meédico especializado e apresentar alta taxa
de mortalidade (Mesquita et al., 2009).

Existem algumas formas de tratamento da osteoporose
com enfoque curativo e/ou preventivo. A terapia com os bisfosfonatos
auxilia na preservacdo da integridade da estrutura 6ssea, mas pode
ocasionar alguns efeitos colaterais principalmente nos tratamentos de

longa duracdo (McClung, 2006). Por isso, faz-se necessario a busca por
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outros tratamentos que além de serem efetivos, minimizem os efeitos
adversos e sejam acessiveis a populacdo. A homeopatia € uma
alternativa interessante, porém, ha poucos estudos cientificos sobre os
efeitos de medicamentos homeopaticos no tratamento da osteoporose.
Portanto, este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da Calcarea
phosphorica 6 CH na remodelacédo 6ssea do colo do fémur de ratas com

deficiéncia estrogénica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Osteoporose

Em 1994, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) definiu
a osteoporose como um disturbio osteometabdlico caracterizado pela
diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO), com deterioracdo da
microarquiterura do 0sso, levando a um aumento da fragilidade O0ssea e a
maior risco de fraturas (Szejnfeld, 2000).

O o0sso é um tecido metabolicamente dindmico e o
equilibrio entre os processos de aposicdo e de reabsor¢cdo OGssea sao
controlados por células, constituintes da matriz 6ssea e horménios. Ao
longo da vida, alteracbes no metabolismo, na absorcdo do calcio e no
perfil hormonal, contribuem para o balanco negativo da remodelacéo
0ssea, tendo a osteoporose como principal consequéncia, especialmente
entre as mulheres apés a menopausa (Ocarino, Serakides, 2006).

A osteoporose foi definida como a “epidemia do século
21” pelo Consenso de Osteoporose em 2001 devido a alteracdo do perfil
demografico mundial com aumento da longevidade e diminuicdo da taxa
de natalidade. No entanto, estudos em material paleontolégico
demonstraram a ocorréncia de perda Ossea trabecular e cortical em
populacdes pré-histdricas. Em 1997, um grupo de pesquisadores analisou
0 caso de uma mulher do Museu de Historia Natural, com fratura de
quadril, ocorrida no Egito durante a XII Dinastia (1990-1786 aC).
Provavelmente este € o caso mais antigo de fratura intertrocanter do
fémur associada com osteoporose vertebral, cujo estudo morfométrico

revelou a presenca de trés fraturas. A idade estimada da mulher foi de 60
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anos, baseada na espessura cortical radiogréafica do radio, comparada ao
padrdo da populacédo européia. Outros locais analisados como clavicula,
ulna e fibula, corresponderam a uma idade mais avancada, de
aproximadamente 80 anos, idade em que mais ocorrem fraturas de colo
femoral (Dequeker et al., 1997).

A osteoporose é uma doenca silenciosa que pode evoluir
durante anos sem provocar qualquer sintoma, a ndo ser que surja uma
fratura, sendo os locais de maior incidéncia o0s seguintes: vértebras
lombares, punho e regido do quadril (regido proximal do fémur). Na
maioria dos casos € dificil reconhecer a osteoporose pelo exame
radiografico comum, caso ndo tenha ocorrido nenhuma fratura até o
exame. Atualmente, o diagnéstico da osteoporose € feito pela DEXA
(dual-energy x-ray absorptimetry) que mede a absorcao de fotons de uma
fonte de raios X para estimar a quantidade do contetido mineral no 0sso.
Os resultados encontrados no exame séo correlacionados com os valores
referenciais encontrados no adulto jovem estabelecendo-se o “desvio”
entre eles. Quando a densidade mineral 6ssea (DMO) for menor que 2,5
desvios-padréo, independente da ocorréncia de uma fratura, o diagndstico
€ de osteoporose estabelecida. Quando a DMO variar entre (-) 1 e (-) 2,5
desvios-padréo esta é classificada como osteopenia e quando variar de 0
a (-) 1 a DMO é considerada normal. O DEXA é um exame nao invasivo,
de baixo custo e alta sensibilidade, permitindo a medida de pequenas
variacdes da massa 6ssea. As duas principais regifes a serem estudadas
na avaliagdo de pacientes de alto risco para o desenvolvimento da
osteoporose sdo a coluna lombar e a regido proximal dos fémures
(Kierszenbaum, 2008; Guarniero, 2008).

A osteoporose € uma doencga multifatorial. Os fatores de
risco que causam baixo pico de massa O0ssea e, consequentemente a
instalacdo de osteoporose, podem atuar em varias fases da vida. Na
infancia e adolescéncia sdo citados: hereditariedade determinando

retardo na puberdade, pouca atividade fisica, desnutricAo e baixa
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ingestdo de célcio. Os fatores de risco no adulto jovem incluem: histérico
familiar (alteragdo genotipica no receptor para vitamina D e do colageno
tipo 1), baixa ingestédo de célcio, tabagismo, alcoolismo, algumas doencas
(Diabetes melitus tipo |, anorexia nervosa, osteogénese imperfeita, artrite
reumatoide, menopausa precoce) e o uso de alguns medicamentos
(quimioterapicos e imunossupressores). Na idade avancada, os fatores de
risco sdo: menopausa (deficiéncia de estrogeno), deficiéncia na absorcao
do calcio e vitamina D, depresséo, predisposicdo a quedas com fraturas e
também o uso de alguns medicamentos (quimioterapicos antineoplasicos
e imunossupressores) (Bandeira et al., 2000). Também foram
relacionados como fatores de risco para diminuicdo da massa 0ssea baixa
escolaridade (Costa-Paiva et al., 2003) e residir na zona rural (Jenkins,
Denison, 2008).

A massa 6ssea é 0 resultado do equilibrio entre a
guantidade maxima de tecido 6sseo alcancado por volta dos 30 anos de
idade e a quantidade da perda éssea associada a eventos fisioldgicos ou
patolégicos, sendo a determinante principal do risco de fraturas em
gualquer época de vida (Szejnfeld, 2000). Difere entre grupos étnicos e
raciais, sendo o pico de massa 6ssea maior entre os negros do que entre
os brancos e os asiéticos, como indianos e iranianos (Pinto Neto et al.,
2002, Keramat et al., 2008).

Um grupo de mulheres menopausadas que apresentaram
a DMO Ilombar e do colo do fémur menor ou igual a (-) 2 foram
submetidas a terapia contra perda éssea utilizando 30 mg/kg/semana de
alendronato de sédio e/ou adesivos contendo 37,5 mg de 17 p-estradiol,
duas vezes por semana. Apds nove meses de tratamento, a fosfatase
alcalina (FA) diminuiu significativamente em todos os grupos, sendo que
nas mulheres que receberam somente o alendronato ou este associado
aos adesivos de 17 p-estradiol as redugdes de FA foram maiores. Durante
0s 270 dias do experimento os pesquisadores também puderam observar

que a proporcéo de pacientes que se queixavam de dor intensa diminuiu
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e que aumentou o numero de pacientes com auséncia de dor. A DMO
lombar teve um aumento significativo tanto nos grupos de mulheres que
receberam os medicamentos isolados quanto associados. Ja no colo do
fémur, o aumento da DMO foi significativo somente para o grupo que
utilizou somente o alendronato, sem diferencas relevantes entre os outros
dois grupos (Carvalho et al., 2002).

Muitos estudos mostram estreita relacdo entre a
deficiéncia estrogénica e a perda 6ssea em mulheres pds-menopausa.
Neste periodo, a massa 0ssea decai cerca de 3 a 5% por ano e aumenta
0 turnover 0sseo associado ao aumento do risco de fraturas. Mulheres
brancas acima de 50 anos tem 40% de chance de ter alguma fratura.
Segundo estudos epidemiolégicos, ha uma reducédo de 50 a 60% nas
fraturas de pulso e quadril com a terapia de reposicdo hormonal
(Fitzpatrick, 2006).

No hospital da Universidade Federal Fluminense foram
analisadas 27 biopsias de crista iliaca das quais 19 eram de pacientes
gue sofreram fratura na extremidade proximal do fémur, sendo nove no
colo e 10 na regido transtrocantérica. A faixa etaria dos pacientes variou
de 77 a 79 anos. Oito biopsias que serviram de controle nao
apresentaram nenhuma fratura e foram retiradas de individuos falecidos
em decorréncia de doencas cardiovasculares, com média de idade de 68
anos. O estudo histomorfométrico mostrou que o volume 6sseo trabecular
foi menor nos pacientes com fraturas do fémur em relacdo aos pacientes
sem fratura. Nao houve diferenca significativa no grau e padrdo de
osteoporose entre os pacientes com fratura de colo e transtrocantérica. A
espessura do osso cortical foi menor nos grupos de pacientes fraturados.
O afilamento das trabéculas 6sseas foi o principal responsavel pela perda
0ssea noO 0SSO esponjoso, vista nos pacientes com fraturas na regido
proximal do fémur. Entre os grupos estudados, ndo foi observado

osteomalacia (Gameiro, Schott, 2006).
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A incidéncia da osteoporose pode ser prevenida ou
reduzida pelo consumo de nutrientes envolvidos no metabolismo 6sseo
como as macromoléculas (lipideos e proteinas), os minerais (calcio,
fésforo, potassio, cloreto de potassio) e as vitaminas (A e D) (Morais,
Burgos, 2007). O consumo diario de chocolate foi associado a
possibilidade de diminuicdo da densidade Ossea em um grupo de
mulheres idosas que foram avaliadas por densitometria éssea, tomografia
e ultrassonografia (Hodgson, 2007).

Em pacientes idosos hospitalizados por fratura de bacia
(75% mulheres) pesquisadores verificaram que somente 7,8% faziam
ingestao de calcio acima do nivel recomendado (1000 mg/dia). De acordo
com a analise da DMO 64,2% destes pacientes tiveram um T-score para
osteoporose, 33,9% para osteopenia e somente um paciente apresentou
o T-score normal (Lee et al., 2007).

A atividade fisica praticada durante a vida além de
maximizar o pico de massa 0ssea previne a osteoporose. Nas populacées
idosas ser ativo fisicamente pode diminuir a ocorréncia de fraturas de
qguadril, ja que aumenta a forca muscular e a massa 0ssea. Dentre as
atividades esportivas mais indicadas estdo a hidroginastica e a
caminhada, que sao esfor¢cos de baixo impacto e estimulam a formagéo
osteoblastica e previnem a reabsorcdo 6ssea (Gomes, Guimaraes, 2006;
Jovine et al., 2006; Oscarino, Serakides, 2006).

Ossos da face também podem ser afetados. Comparando
as medidas da cortical mandibular obtidas de radiografias panoramicas
odontologicas com os dados da DMO de mulheres na pds-menopausa,
pesquisadores puderam observar que os dados, mandibular e
mentoniano, das radiografias panoramicas permitiram diferenciar

pacientes com osteopenia ou osteoporose (Mahl et al., 2008).
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2.2 Ovariectomia

A ovariectomia é o modelo experimental mais utilizado na
pesquisa da osteoporose pds-menopausa, simulando as condi¢ces
encontradas na menopausa em humanos. Em diversos estudos, a maioria
dos animais utilizados séo ratas, que apos sofrerem a retirada dos ovarios
ficam com deficiéncia estrogénica e desenvolvem posteriormente a perda
Ossea. (Wronski, Yen, 1991;Frost, Jee, 1992; Lelovas et al., 2008).

Estudos demonstraram decréscimo na DMO e mudancgas
significativas tanto na resisténcia quanto na estrutura do colo do fémur em
ratas devido a deficiéncia estrogénica. As mudancas 0sseas que foram
encontradas ap6s 4, 8 e 12 semanas da ovariectomia, contribuiram para
diminuir a resisténcia do colo femoral. Os autores observaram decréscimo
tanto da massa O6ssea cortical quanto trabecular e reducdo da
conectividade endocortical - trabecular (Bagi et al.,1997).

A DMO do fémur de ratas ovariectomizadas foi avaliada
apos seis e oito semanas da cirurgia, através do DEXA. A média da DMO
foi significativamente menor nos animais com deficiéncia estrogénica em
relacdo ao grupo que nao sofreu a retirada dos ovarios (Park et al., 2010).

Um estudo histomorfométrico no colo do fémur em ratas
que foram ovariectomizadas com idade de 3 meses e cujos sacrificios
variaram de 30 a 360 dias ap0s a ovariectomia, em comparacdo a um
grupo controle, mostrou que a separagdo entre as trabéculas dsseas foi
relativamente constante no grupo de ratas que nao sofreram a
ovariectomia. Ja nos animais ovariectomizados, 0s pesquisadores
observaram uma diminuicdo significativa tanto no namero quanto na
separacao entre as trabéculas, com alteracdes dependentes do tempo de
sacrificio, principalmente apos 60 dias. Comparando os resultados, a

espessura das trabéculas e da cortical diminuiu significativamente,
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principalmente ap6s 180 e 360 dias respectivamente (Shen, Wronski,
1997).

Além do osso cortical e esponjoso, outras estruturas
O0sseas podem apresentar alteracdes na deficiéncia estrogénica, como a
placa de crescimento, uma estrutura cartilaginosa altamente organizada
gue se localiza na regido proximal ou distal de ossos longos. Um grupo de
estudiosos observou que ap6s 8 semanas da ovariectomia em
camundongas, houve um aumento significativo na espessura dessas
placas de crescimento cartilaginoso, tanto da camada proliferativa da
regido distal do fémur quanto da regido proximal da tibia. Além disso, as
zonas de repouso, a proliferativa e a hipertrofica, marcaram fortemente
para o0s receptores de estr0geno, enquanto, nos animais que nao se
submeteram a ovariectomia o numero de condrdcitos marcados foi muito
baixo (Yao et al., 2006).

Os efeitos da ovariectomia no metabolismo 6sseo de
ratas foram observados apés 60 dias da cirurgia. Houve reducédo
significativa na concentragcéo sérica de estrégeno e no conteudo de calcio
0sseo, permanecendo constante a concentracdo seérica de célcio. A
atividade da fosfatase alcalina foi maior nos animais ovariectomizados,
indicando processo de perda 6ssea. Analisando as propriedades
biomecanicas do fémur, o periodo de 60 dias apds a ovariectomia foi
suficiente para reduzir o limite de deformacédo 6ssea, ou seja, o ponto final
da regido elastica onde o osso tem capacidade de absorver energia e
retornar a sua forma anterior apés a retirada da carga. A microscopia
eletrbnica de varredura mostrou que as tibias das ratas ovariectomizadas
apresentaram varias lacunas de reabsorcdo profundas, enquanto as tibias
das ratas do grupo sem ovariectomia mostraram-se integras (Cardoso et
al, 2006).
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2.3 Bifosfonatos

O tecido 6sseo adulto se caracteriza pela presenca de
fosfato e calcio, sendo a hidroxiapatita {Caio(PO4)s(OH)2} o principal
componente mineral que constitui 0os 0ssos. Os bifosfonatos s&o
conhecidos por sua alta afinidade pela hidroxiapatita, e suas acodes
devem-se a semelhanca estrutural com o grupo de compostos chamados
de pirofosfatos, reguladores fisiologicos da calcificacdo e reabsorcdo
Ossea, que estdo presentes naturalmente no soro e urina. Varios
farmacos séo utilizados na prevencdo e no tratamento das desordens
relacionadas ao processo de remodelacdo o&ssea. Os primeiros
bisfosfonatos aprovados para o uso terapéutico na doenca de Paget
foram o clodronato e o pamidronato e na osteoporose, o alendronato e o
risedronato (Castro et al., 2004).

O alendronato possui a capacidade de se fixar na matriz
0ssea e ser assimilado pelos osteoclastos, inibindo sua acdo. Tem grande
afinidade pela matriz 6ssea e 50% da dose absorvida permanecem fixas
nos 0ssos, sendo lentamente eliminado, possuindo uma vida média de
eliminacéo de até 10 anos (Ribeiro, Volpato, 2005).

Pesquisadores verificaram o efeito do alendronato na
atividade osteoblastica, analisando a diferenciacdo de células tronco
mesenquimais de ratos. Constataram que o medicamento foi capaz de
aumentar a diferenciagdo osteogénica, vista pela atividade da fosfatase
alcalina, expressdo do RNAmM da osteocalcina e pela quantidade de
célcio medida pela espectrofotometria (Kim et al., 2009).

Alguns bifosfonatos como o clodronato e etidronato
inibem a reabsor¢do 0ssea por gerar um analogo toxico de trifosfato de
adenosina (ATP), que interfere na funcdo mitocondrial, induzindo a
apoptose dos osteoclastos. O alendronato, risedronato, ibanodrato,

pamidronato e zoledronato, inibem a sintese do difosfato de adenosina
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(ADP). Como resultado desta inibicdo, tanto o recrutamento como a
diferenciacdo dos precursores dos osteoclastos ficam inibidos, o que
favorece a apoptose dos osteoclastos, contribuindo para diminuir a
reabsorcdo 6ssea e aumentar a DMO (Mc Clung, 2006; Cruz et al., 2011).

O tratamento com ciclosporina, agente imunossupressor,
esta associado a reabsorcao 6ssea, pois mostrou diminuigdo da superficie
Ossea alveolar e aumento do numero de osteoclastos por superficie
0ssea, pela andlise da atividade imunoenzimatica do TRAP-5b. Esses
efeitos foram neutralizados pela administragdo do alendronato (Spolidoro
et al., 2007).

Os bifosfonatos séo pouco absorvidos pelo intestino e sua
absorcao fica prejudicada quando administrados junto com alimentos ou
suplementos como calcio, magnésio ou aluminio. Por vezes, podem gerar
algumas reacdes adversas como, refluxo e hipocalcemia. A osteonecrose
na mandibula foi relatada, porém cerca de 95% destes casos estao
relacionados ao tratamento de metastases 6sseas (McClung, 2006).

O alendronato administrado na dose de 2,5 mg ao dia, por
via subcutanea, para filhotes de ratos, desde recém-nascidos até o
trigésimo dia de vida, provocou falha na erupcao e auséncia de formacéao
de raizes dos dentes incisivos e primeiro molar. Estes achados,
demonstrados pela imunohistoquimica do TRAP, sugeriram que o
alendronato afetou o desenvolvimento dos dentes por inibir a ativacdo dos
osteoclastos (Bradaschia-Correa et al., 2007).

Embora os bifosfonatos sejam bem tolerados, podem
ocorrer varios efeitos colaterais em alguns pacientes, sendo a irritacéo
gastrica a mais comum. Outros efeitos também podem ser observados,
incluindo dor musculoesquelética severa, cancer esofagico, inflamacéo
ocular, osteonecrose de mandibula, aumento da expressdo do turnover

0sseo e fraturas subtrocantérica femural (Kennel, Drake, 2009).
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2.4 Homeopatia

A homepatia procede das palavras gregas homoios, que
significa semelhante e pathos, enfermidade, doenca. Proposta pelo
medico alemdo Samuel Hahnemann em 1796, a homeopatia visa
compreender de uma forma global a dinamica do adoecimento humano,
utilizando uma terapia que estimule o organismo a reagir contra seus
proprios disturbios (Azpeitia, 2006; Teixeira, 2009.)

A terapia homeopatica baseia-se no principio da
semelhanca, dizendo que toda substédncia capaz de provocar
determinados sintomas numa pessoa sadia, pode curar um individuo que
apresente 0s mesmos sintomas. Portanto, o medicamento homeopatico
tem o objetivo de estimular o organismo a reagir contra a sua propria
enfermidade, neutralizando os desequilibrios funcionais, emocionais e
psiquicos. Para minimizar os efeitos colaterais indesejaveis que as
substancias poderiam causar, Hahnemann diminuiu gradativamente as
doses dos medicamentos para conseguir o efeito curativo na menor
guantidade possivel (Azpeitia, 2006; Teixeira, 2009).

Os determinantes humanisticos implicitos ao modelo
homeopatico sdo o0s aspectos éticos, filosoficos, antropoldgicos,
psicolégicos e socioambientais. E parte fundamental na anamnese
homeopatica a historia biopatografica no processo do adoecimento,
facilitando a escolha do medicamento individualizado, segundo o principio
da similitude terapéutica (Teixeira, 2009).

Os medicamentos homeopaticos sdo obtidos a partir de
substancias pertencentes a varios reinos, como o vegetal, mineral, animal
e até mesmo produtos provenientes do proprio doente (isoterapia). Sao
preparados segundo o0 processo farmacotécnico da dinamizacao

(diluicbes e agitacdes sucessivas) atraves do qual se busca a liberacéo da
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energia vital contida nas substancias, segundo o conceito universal de
que “toda matéria é energia condensada” (Cornillot, 2005).

Os nomes dos medicamentos homeopaticos séo latinos
ou gregos e a poténcia ou a quantidade de vezes que o medicamento &
dinamizado, indica-se por um namero, enquanto a letra (ou letras) que o
acompanha define a forma de preparo (exemplo: Calcarea phosphorica
6CH) (Azpeitia, 2006).

Os medicamentos homeopaticos para uso interno
encontram-se nas formas liquida (gotas ou dose Unica) e soélida
(comprimidos, glébulos, po, tablete e dose Unica). Os glébulos sao obtidos
industrialmente a partir de sacarose ou de uma mistura de sacarose e
lactose, com pesos médios de 30, 50 e 70mg. Sao esferas homogéneas e
regulares, de cor branca, inodoros e de sabor adocicado. As farméacias
homeopaticas adquirem os globulos na forma inerte e a impregnacéo pelo
insumo ativo é uma das formas mais utilizadas na farmacia homeopatica
brasileira. Um grupo de pesquisadores verificaram, de acordo com 0s
resultados obtidos, que a técnica mais adequada é a impregnacao triplice
a 10%, com secagem a uma temperatura de 50°C, por apresentar melhor
uniformidade de contetdo, além de evitar agregacao dos glébulos e perda
de massa (Diehl et al., 2008).

A homeopatia no Brasil comecou a ser descrita por
Benoit-Jules Mure quando fundou a escola homeopata em 1841, mas
devido a criticas severas que recebeu, partiu do Brasil sete anos apds sua
chegada. Porém, deixou varios discipulos, como Licinio Cardoso, que em
1914 fundou a Faculdade Hahnemanniana (RJ) e o hospital homeopatico
gue atualmente € a Escola de Medicina e Cirurgia da UNI-RIO. Somente
em 1966, foi decretada a inclusdo obrigatéria da Farmacotécnica
Homeopatica em todas as faculdades de farmécia do Brasil e a primeira
edicdo oficial da Farmacopeia Homeopatica Brasileira ocorreu em 1977.
Mas, somente em 1980, o Conselho Federal de Medicina reconheceu
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oficialmente a homeopatia como especialidade médica, deixando de ser
terapia alternativa (Corréa et al., 1997).

A homeopatia no Sistema Unico de Saude (SUS) ainda é
raridade, com poucas experiéncias de servicos em poucos municipios
brasileiros. Com o objetivo de conhecer as opinides dos usuérios do SUS
a respeito de homeopatia, pesquisadores coletaram dados de
guestionarios e de entrevistas e os resultados mostraram que a principal
motivacdo para a procura da homeopatia foi 0 insucesso de tratamento
alopético anterior. O uso de medicamentos naturais, a consulta com
tempo prolongado e com escuta atenta ao paciente, foram as
caracteristicas diferenciais positivas na comparacdo com o tratamento
alopatico. Os resultados apontam para uma terapia ainda pouco
explorada nos SUS, mas que foi bem aceita entre os usuarios de uma
unidade de Salvador, Bahia (Monteiro, Iriart, 2007).

Teixeira (2002) relatou o caso de uma mulher de 50 anos
com queixa de fogachos intensos, insonia e diminuicdo do desejo sexual
e que possuia historico familiar de cancer de mama. A densitometria
Ossea revelou osteopenia no colo do fémur. O remédio homeopéatico
administrado a ela foi o Natrum muriaticum, (30 CH, 60 CH, 200 CH e 400
CH) dose unica, liquida, por 18 meses. Ap6és um ano de tratamento, a
densitometria 6ssea no colo do fémur estava normal, e ao final, a paciente
relatou melhora tanto fisica quanto psicologicamente.

Um grupo de pesquisadores decidiu avaliar o tratamento
homeopatico para ondas de calor, seus efeitos e impacto na qualidade de
vida de mulheres na menopausa em diferentes paises. Os critérios de
inclusdo foram: mulheres acima de 45 anos com menopausa
estabelecida, que ndo receberam nenhum outro tratamento ou terapia
hormonal. Foram prescritas 16 medicacBes homeopaticas diferentes,
incluindo a Lachesis muta, Belladona, Sepia officinalis entre outras e as
diluigbes utilizadas foram de 9 CH e 15 CH. Das mulheres que fizeram o

uso dos medicamentos, 19% disseram ter desaparecido os sintonas, 70%
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relataram reducao e somente 2,34% nao observaram nenhuma mudanca
no estado geral. Estes resultados sugerem que o tratamento homeopatico
foi efetivo contra as ondas de calor, que tanto prejudicam a qualidade de
vida das mulheres (Bordet et al., 2008).

O efeito sistémico do Plumbum metallicum 30 CH foi
observado na reparacdo O0ssea de mandibulas de ratos. Dos periodos
observados, os autores verificaram que no décimo quarto os animais
medicados mostraram neoformacdo Ossea praticamente em toda
extensdo do defeito 6ésseo com unido das bordas aos 21 dias de
tratamento. Os animais tratados com o medicamento homeopéatico nao

apresentaram efeitos colaterais (Almeida et al.,2006).

2.4.1 Calcarea Phosphorica

A Calcarea phosphorica é o fosfato de célcio, obtido do
mineral apatita, cuja formula é Cas (PO,).. E um dos doze sais teciduais
identificados por Schussler, podendo ser utilizada em afecgcbes
desmineralizantes, diarréias e fraturas. A falta de Calcarea phosphorica
no organismo pode resultar em hipertrofia das amigdalas, voz rouca em
criancas, dor e mal estar ao engolir alimentos, palpitacbes cardiacas,
deficiéncia na coagulacéo e incapacidade do organismo de responder a
estimulos (Andrade et al., 2000; Bear, Bellucco, 2006).

O fosfato de calcio, conhecido por hidroxiapatita, é o
principal componente estrutural da matriz 6ssea compreendendo por volta
de 85% do fosfato do corpo. Os cristais de hidroxiapatita encontram-se
unidos herméticamente a cada fibra colagena se sobrepondo uns sobre
os outros (Guyton, Hall, 2006).

Existem poucos relatos sobre o uso de medicamentos

homeopaticos indutores de formacédo éssea e a Calcarea phosphorica é
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um dos medicamentos relacionados a formacdo e remodelacdo Ossea.
Esta acao foi vista num grupo de pacientes com fratura de punho, que
utilizaram a Calcarea phosphorica na consolidagdo da lesdo. Todos os
pacientes foram imobilizados e um grupo recebeu o tratamento
homeopético na potencia de 6 CH nos primeiros quinze dias, aumentando
para 30 CH na segunda quinzena. O tempo de consolidacdo da fratura
variou entre os grupos, ficando com o menor tempo 0s pacientes que
utiizaram a Calcarea phosphorica. A incidéncia de complicagbes foi
menor no grupo de pacientes que receberam o0 medicamento
homeopatico, sem registro de reacdes adversas (Cardoso, Concepcion,
2008).

Para melhorar a qualidade de ovos de galinha de granja,
pesquisadores utilizaram a Calcarea phosphorica, fornecendo cinco gotas
por animal ao dia, durante um més. Ao final do experimento, os autores
verificaram que no grupo dos animais que recebeu a medicacao
homeopatica, houve menor quantidade de ovos quebrados, a espessura
da casca dos ovos e a produtividade foram maiores com diferencas
significativas (Estrada, et al., 2008).

A Calcarea phosphorica 12 CH foi administrada a frangos
diariamente por 28 dias para se avaliar o crescimento de animais em
sistema semi- intensivo de confinamento. Os autores observaram que néo
houve diferenca na velocidade de crescimento e no peso final dos animais
com a mediacao (Amalcaburio et al., 2009).

Remédios homeopaticos, entre eles a Calcarea
phosphorica, foram administrados a frangos durante 42 dias, sendo cinco
gotas diariamente. O grupo controle recebeu somente o tratamento
tradicional, incluindo uso de antibi6ticos e vacinas. Ao final do
experimento, a taxa de crescimento e o peso final dos animais tratados
com as medicacbes homeopaticas foram maiores do que os resultados
vistos no grupo controle, principalmente entre o décimo quinto e o

guadragésimo segundo dia de tratamento. A taxa de mortalidade foi
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menor entre 0s animais do grupo experimental que se encontravam numa
faixa etaria maior (Hadipour et al., 2011).

Um estudo comparativo entre um medicamento alopatico
(risedronato — 1 mg/Kg/d) e um homeopético (Calcarea phosphorica 6 CH
— 3 glébulos/animal/dia) na reparacao de defeitos 6sseos na tibia de ratos
castrados, mostrou diferencas no que diz respeito a maturacdo e
remodelacdo Ossea. O medicamento homeopatico apresentou maior
estimulo a neoformacédo 6ssea na regido do reparo somente nas fases
iniciais do processo. A quantidade total de osso trabecular neoformado foi
menor, porém mostrou remodelacdo para osso lamelar no fim do

experimento (Werkman et al., 2006).

2.5 Ovariectomia X tratamentos

A ovariectomia com consequente deficiéncia estrogénica
leva ao desenvolvimento de alteracbes dsseas metabdlicas e estruturais
semelhantes as observadas apds a menopausa. Tais alteracdes podem
atualmente ser tratadas de diversas maneiras e, numerosas pesquisas
tém demonstrado diferentes métodos, invasivos e ndo invasivos, para
avaliar e acompanhar tanto a instalacdo e o desenvolvimento quanto o
tratamento das alteracdes da osteoporose em mulheres e em animais.

Entre os tratamentos utilizados para osteoporose podem
ser citados: bisfosfonatos, reposicdo hormonal com estrogeno, ingestdo
de calcio, vitamina D e K, proteinas morfogenéticas do 0sso, sinvastatina,
osteoprotegerina (OPG), isoflavonas, raloxifeno, varias plantas medicinais
€ muitos outros.

Um estudo comparou os efeitos de 17 B-estradiol e de
alendronato nas doses de 30 pg/Kg e 0,1 mg/Kg, respectivamente, em
ratas ovariectomizadas. Os tratamentos duraram 6 semanas, com

aplicacdo subcutadnea, diariamente. No periodo estudado, a DMO
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avaliada pelo DEXA no 0sso esponjoso nha regido distal do fémur diminuiu
no grupo de ratas ovariectomizadas e mostrou aumento significativo entre
0s animais que receberam tratamento, principalmente com alendronato. A
reducdo no volume O&sseo trabecular e no numero de trabéculas
observada nos animais ovariectomizados foi inibida pelo tratamento com
estradiol e, principalmente, pelo uso de alendronato. A espessura
trabecular aumentou apenas entre 0s animais que fizeram uso do
estradiol. O aumento do turnover 6sseo, indicado pelo elevado volume de
ostedide e aumento de reabsorcdo, visto nas ratas ovariectomizadas,
diminuiu com os tratamentos, tanto com estradiol quanto com
alendronato. Os marcadores de reabsorcdo e formacdo Ossea,
determinados pela deoxipiridinolina e osteocalcina respectivamente,
aumentaram no grupo de ratas ovariectomizadas e diminuiram nos grupos
tratados. Embora ambos os tratamentos tenham sido efetivos na inibigcao
de perda éssea, o alendronato foi mais eficiente no aumento de massa
0ssea que o estradiol, nas doses usadas nesse trabalho (Da Paz et al.,
2001).

Outro estudo demonstrou que a administracdo de uma
proteina morfogenética do o0sso em ratas ovariectomizadas (3
vezes/semana nas doses de 1, 10, 25 e 50 pg na veia da cauda) por
periodos de 8 a 30 semanas € uma Otima opcdo para o tratamento da
perda Ossea, restaurando o volume 0sseo. Pela analise da tomografia
computadorizada nos ossos longos (fémur e tibia) a area e a espessura
do osso cortical foram maiores do que do osso trabecular. Na vértebra
lombar, a espessura e 0 numero de trabéculas aumentaram,
demonstrando resposta melhor ao tratamento, se comparado aos 0Sso0s
longos. Testes biomecanicos mostraram que a carga maxima, a rigidez e
a energia absorvida foram de trés a quatro vezes maiores nas ratas
tratadas do que nos animais que nao receberam o tratamento. Na cultura
de células pré-osteoblasticas houve aumento na diferenciacdo para

osteoblastos e diminuicdo de diferenciacdo para osteoclastos. A
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expressao génica aumentou para a fosfatase alcalina (AKp2) e colageno
tipo | (colea 1) e diminuiu para a expresséo de osteopontina (Simic et al.,
2006).

Estudos mostraram que a administracao da OPG diminuiu
a perda Ossea trabecular em fémures de camundongos ovariectomizados.
Além de haver ocorrido a diminuicdo no niumero de osteoclastos, a andlise
em microscopia eletrdbnica mostrou vacuolos de ATPase reduzidos,
sugerindo que a baixa dose de OPG trouxe prejuizos estruturais e
funcionais aos osteoclastos (Shimizu-Ishiura, et al., 2002).

O efeito do uso concomitante de retinol (vitamina A) e do
alendronato de sodio nas alteracdes Osseas causadas pela deficiéncia
estrogénica foi observado em ratas ovariectomizadas. Os grupos
receberam por 28 dias 3 mg/Kg de alendronato e /ou 700 ou 3500 UI/Kg
de retinol, diariamente por gavagem. Foram avaliados massa 0éssea,
conteldo mineral na tibia, fémur e vértebra lombar L-4 e parametros
histomorfométricos como: na tibia (largura do ostedide, crescimento
transversal periosteal e endosteal, area de corte transversal na cavidade
da medular e no osso cortical) e no fémur (largura das trabéculas da
epifise e da metéfise, largura da cartilagem da epifise). O alendronato
sddico inibiu o desenvolvimento das alteragbes Osseas induzidas pela
ovariectomia enquanto o retinol intensificou as alteracbes 0Osseas,
principalmente na dosagem de 3500 Ul. O retinol associado ao
alendronato diminuiu o efeito anti-reabsor¢céo do alendronato nos 0ssos,
indicando que se deve estar atento para interacdes entre estes dois
tratamentos. O uso de grandes doses de vitamina A deve ser
acompanhado criteriosamente e limitado em idosos que tratam
osteoporose (Pytlik et al., 2004; Sliwinsk et al., 2004).

Os efeitos, no o0sso trabecular, da vitamina K2
(menatetrenone) (50 mg/dia) introduzida na alimentagdo de ratas
ovariectomizadas foram observados apés uma, duas, cinco e oito

semanas apos a cirurgia de ovariectomia. As alteracdes foram
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proporcionais ao tempo de observacdo. ApOs oito semanas, a metafise
femoral das ratas ovariectomizadas mostrou intensa reabsor¢cdo O6ssea
com poucas trabéculas e volume 6sseo reduzido quando comparado ao
grupo sem ovariectomia. Na juncao condro-6ssea, havia uma camada fina
de osso recobrindo a superficie da placa de crescimento ou a matriz
cartilaginosa estava completamente exposta. No grupo tratado havia
trabéculas delgadas encobrindo a placa de crescimento. A tomografia
computadorizada revelou aumento significativo da DMO na regido
trabecular, com aumento do volume 0sseo nos animais tratados,
comparados aos sem tratamento. Na metéfise femoral de ratas néo
ovariectomizadas foram encontrados numerosos osteoblastos marcados
para a fosfatase alcalina (FA), assim como no grupo que se submeteu ao
tratamento. Nos animais ovariectomizados, poucos osteoclastos
achatados marcados para o TRAP foram encontrados tanto na matriz
O0ssea delgada que encobria a placa cartilaginosa quanto na matriz
cartilaginosa exposta. A reducéo da area com osteoclastos marcados pelo
TRAP e o0 aumento na area com osteoblastos marcados pela FA nos
animais tratados ficou evidente. Na microscopia eletrbnica, o0s
osteoclastos dos grupos ovariectomizados mostraram-se com bordas
pregueadas, sinalizando atividade. Ja nos animais tratados, as bordas
pregueadas estavam ausentes. A osteocalcina encontrava-se somente na
matriz 6ssea mineralizada, sem diferencas de localizacdo entre os grupos
(Asawa et al., 2004).

Em ratas ovariectomizadas os efeitos do alendronato (2,5
mg/Kg/dia) e da vitamina D (0,5 pug/Kg/dia) foram comparados entre si,
através de estudos histomorfométricos e das propriedades biomecanicas
do osso. Os parametros analisados para verificar a qualidade do osso
foram a carga maxima, a resisténcia e a energia gastas para determinar a
fratura. No grupo ovariectomizado a carga maxima e a resisténcia
diminuiram na metéfise distal do fémur e ndo se modificaram na diafise. O

alendronato néo alterou nenhuma propriedade biomecanica do fémur. Ja
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a vitamina D, fez aumentar a carga maxima tanto na metéfise distal
guanto na diéfise. A energia para fratura aumentou na metéafise, houve
aumento da resisténcia na diafise, estes valores foram maiores que 0s
observados no grupo sham. Os estudos histomorfométricos realizados na
tibia avaliaram a relagdo do volume de osso trabecular e do volume total
do osso (BV/TV), o numero de trabéculas, a espessura das trabéculas, a
separacao entre as trabéculas, a taxa de aposicdo mineral e a taxa de
formacdo Ossea. Nas ratas ovariectomizadas sem o0 uso dos
medicamentos, a separacdo entre as trabéculas aumentou como
resultado da reabsor¢édo 6ssea. O alendronato preveniu estas mudancas,
suprimindo a reabsorcédo 0ssea. A vitamina D mostrou maior numero de
trabéculas que o grupo sham e preveniu alteragcdes no espacamento entre
trabéculas; seu efeito protetor no osso trabecular foi maior do que no
grupo que utilizou o alendronato. A vitamina D aumentou a formacéo
0ssea no periosteo e na superficie endocortical. JA& o grupo do
alendronato ndo aumentou a formacdo 6ssea mas suprimiu a reabsorcéo
0ssea endocortical (lIwamoto et al., 2006).

Um estudo mostrou que a terapia combinada com
alendronato e calcitriol (vitamina D3) por 12 semanas, reduziu a perda
0ssea no colo do fémur devido a deficiéncia estrogénica. Nos testes
mecanicos, a carga aplicada para que a fratura acontecesse no colo do
fémur, ficou no nivel dos animais que nao sofreram a ovariectomia,
mostrando que o tratamento manteve a estrutura 6ssea. (Nakamura et al.,
2008).

Foram avaliados em ratas ovariectomizadas os efeitos do
alendronato e da OPG isoladamente ou em combinagdo, ambos
administrados, por via subcutanea, iniciando apés 12 semanas de
ovariectomia. Os autores demonstraram melhora nas propriedades
mecanicas de 0ssos longos, prevencao da perda de massa 0ssea, maior
volume Osseo trabecular e menor numero de osteoclastos. Os

tratamentos isolados foram efetivos, porém, quando usados
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simultaneamente, houve amplificacdo da inibicdo de reabsorcao éssea
através da inibicdo da osteoclastogenese RANKL dependente (Wang et
al., 2011).

A lactoferrina, uma proteina amplamente presente na
dieta, foi administrada diariamente em dose Unica (8,5 mg/Kg) em ratas
ovariectomizadas. Apés 3 meses de tratamento, houve aumento do
volume 6sseo, da espessura e do numero de trabéculas. A perda 0ssea
tanto no fémur quanto na vértebra lombar foi menor, observada pela
densidade mineral 6ssea. Nos animais tratados com lactoferrina, o teste
biomecéanico na diafise do fémur e na vértebra mostrou os maiores
valores na carga para fratura, as concentracdes séricas de calcio, de
deoxipiridinolina e de IL-6 foram menores e da osteocalcina e da
calcitonina maiores (Guo et al., 2009).

O azeite é rico em gorduras monoinsaturadas (Omega-3 e
Omega-6) com propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Para
comprovar seus efeitos, pesquisadores administraram a ratas, 6leo de
azeite extra virgem (1 mg/100 g/semana), 4 semanas antes da
ovariectomia, continuando por mais oito semanas, ap0s a cirurgia. Apos
este periodo, 0s niveis plasmaticos de calcio diminuiram, os niveis da
fosfatase alcalina aumentaram nas ratas ovariectomizadas e o0s niveis do
fésforo permaneceram sem diferencas entre os trés grupos. O nivel de
nitrato encontrava-se muito maior nos animais ovariectomizados se
comparado aos animais que fizeram uso do azeite extra virgem.
Histologicamente, na metéfise proximal da tibia dos animais que
receberam o tratamento, observou-se que a espessura da cortical ficou
proxima aos animais ndo ovariectomizados, assim como o0 numero de
osteoclastos. As trabéculas mostraram mais continuidade entre si, com
menor espagcamento, com um significativo aumento na area trabecular se
comparada aos animais ovariectomizados (Saleh, Saleh, 2011).

Ratas ovariectomizadas foram submetidas a varios

tratamentos contra a perda 0ssea observada na auséncia estrogénica.
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Neste estudo, foi comparado o uso da genisteina (derivado da isoflavona)
com outras terapias comumente usadas como o alendronato, raloxifeno e
estradiol. Seis meses apds a ovariectomia 0s animais comecaram 0
tratamento diario com doses infimas, via subcutanea, por 12 semanas. Ao
final do experimento, todos os tratamentos aumentaram a resisténcia para
fratura no fémur, com destaque para 0s animais que receberam a
genisteina. Histologicamente, a cabeca do fémur dos animais tratados
com a genisteina mostrou os melhores resultados quanto a arquitetura do
0sso cortical e trabecular com matriz 6ssea bem organizada. Os efeitos
positivos no osso também foram confirmados através dos marcadores de
formacéao e reabsorcdo 0ssea como a fosfatase alcalina e o telopeptideo,
com aumento e diminuicdo respectivamente, principalmente na presenca
da genisteina. Os tratamentos ajudaram a manter a integridade da
cartilagem (Bitto et al, 2008).

Um grupo de pesquisadores utilizou genisteina sintética
modificada, pois na sua estrutura quimica foi acrescentado o 6xido nitrico,
com objetivo de intensificar os efeitos benéficos na prevencédo da perda
Ossea causada pela deficiéncia de estrogeno. Ratas que foram
ovariectomizadas receberam diferentes doses do medicamento por doze
semanas, sete dias apds a ovariectomia. Nos animais tratados, a DMO na
tibia e fémur foi maior que nos animais nao tratados. Nas propriedades
mecanicas do fémur, a resisténcia foi maior entre 0s animais que
receberam as doses de 9 e 18 mg/Kg do medicamento. Com relacdo aos
biomarcadores, o0s niveis na urina da deoxipiridinolina estavam
aumentados nos animais ovariectomizados, com reducéao significativa nos
gue receberam o medicamento. Ja os niveis séricos da fosfatase alcalina
e da osteocalcina encontraram-se diminuidos entre 0s animais que
receberam o medicamento, sem diferengas significativas entre os animais
nao ovariectomizados (Wang et al., 2008).

Um estudo avaliou se a ingestdo de 25 g diarias de

isoflavona antes da ovariectomia poderia prevenir a perda éssea causada
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pela deficiéncia estrogénica em ratas. Na histomorfometria, as ratas que
se alimentaram da soja por dois meses apds a ovariectomia mostraram,
na regido proximal do fémur e da tibia, volume 6sseo trabecular maior que
no grupo controle. Entre as trabéculas houve mais conectividade nos
animais tratados e estreitamento e descontinuidade trabecular nos n&o
tratados. No grupo de ratas ovariectomizadas que receberam a isoflavona
por um més, os resultados mostraram que a perda 6ssea nao foi
prevenida. Ja nos animais que continuaram incluindo na dieta a isoflavona
por dois meses, 0 conteldo mineral 6sseo aumentou nNos 0ssos longos
(Tsuang et al., 2008).

Foram comparados os efeitos do estradiol aos da
genisteina e equol (ambos derivados da isoflavona) na regiao proximal do
fémur de ratas ovariectomizadas. ApOs cinco semanas de tratamento o
menor ganho de peso foi exibido pelo grupo de ratas que receberam o
estradiol. Nos testes biomecanicos os maiores valores de forca aplicados
nos fémures foram vistos nos grupos das ratas que fizeram uso do
estradiol e o do equol. No estudo histomorfométrico, a espessura, a area
e conectividade entre as trabéculas foram significativamente maiores nos
grupos das ratas que utilizaram o estradiol. Com relagéo a espessura do
0osso cortical, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
estudados, com excecdo da regido do trocanter. Através de agentes
guimicos fluorescentes, o0 grupo que recebeu somente soja ha
alimentacdo mostrou remodelacdo no periésteo, sem alteracdes no
endésteo. Ao contrario, nos animais que receberam estradiol, a
remodelacdo no periosteo foi minima, com significante remodelacao
0ssea no enddsteo (Tezval et al., 2010).

Racdo enriquecida com cebola (3, 7 e 14%) é capaz de
diminuir a osteopenia induzida pela ovariectomia em ratas jovens. Houve
uma diminuicdo sérica dose-dependente tanto do calcio quanto da
osteocalcina. Na analise histomorfométrica, o ndmero de trabéculas

O0sseas aumentou com menor separacdo trabecular. O nuamero de
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osteoclastos por area trabecular foi maior nos grupos de ratas
ovariectomizadas que n&o receberam a racdo diferenciada. No teste
biomecanico, o grupo com racéo acrescida de 14% de cebola, mostrou
ligeiro aumento na rigidez do fémur (Huang et al., 2008).

A talidomida pode ser usada para suprimir a reabsorgéo
0ssea excessiva em pacientes com mieloma multiplo, inibindo a
osteclastogenese, mas pode também inibir a formacdo Ossea. Para
investigar melhor seus efeitos, um grupo de pesquisadores utilizou este
medicamento em ratas ovariectomizadas em doses diarias de 15 mg/Kg,
30 mg/Kg e 60 mg/Kg, por quatro semanas. Os resultados
histomorformétricos no fémur mostraram que a dose de 15 mg/Kg
aumentou a largura das trabéculas 0sseas tanto na epifise como na
metafise. Ja na dose de 60 mg/Kg, na regido da epifise, a largura das
trabéculas diminuiu. Nao houve diferencas significativas na largura da
cartilagem da epifise. No osso compacto da tibia, a largura do ostedide
diminuiu tanto no periésteo quanto no endosteo, independente da dose
utilizada, se comparado aos animais ovariectomizados que néo fizeram o
uso do medicamento. A administracéo da talidomida na dose de 15 mg/Kg
aumentou a carga de fratura no colo do fémur das ratas ovariectomizadas
(Kaczmarczyk-Sedlak et al., 2009).

A perda do osso alveolar em lesdo periapical foi induzida
em ratas normais e ovariectomizadas. A destruicdo do osso periradicular
foi seguida pelo aumento de osteoclastos observado pela reacdo do
TRAP, indicando reabsorcdo 6ssea na regido. Comparado com o0s
animais normais houve um aumento significativo da perda Ossea nas
ratas ovariectomizadas. Com o tratamento pelo alendronato houve
reducdo na perda 6ssea, com reducdo do numero de osteoclastos
corados positivamente para o TRAP (Xiong et al., 2007).

O extrato da Ajuga decumbens foi administrado por trés
meses a camundongas ovariectomizadas. O fémur esquerdo foi removido

para medir o contetdo de calcio e o direito para analise histolégica. O uso
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do extrato preveniu a perda 6ssea de modo dose dependente (60 e 120
mg/Kg) nos animais ovariectomizados. A concentracdo de calcio no fémur
e a concentragcdo de colageno na vértebra lombar nos animais
ovariectomizados foi significativamente menor do que nos animais nao
ovariectomizados e nos que receberam a dose de 120 mg/Kg do
fitoterapico. A deficiéncia estrogénica causada pela ovariectomia
estimulou a diferenciacdo de osteoclastos, resultando num aumento no
namero de células multinucleadas positivas para o TRAP. Com a
administracdo da dose de 120 mg/kg do extrato de Ajuga decumbens o
resultado foi semelhante ao observado em camundongas nao
ovariectomizadas (Ono et al., 2008).

O extrato da Femingia macrophylla, administrado a ratas
com deficiéncia estrogénica, nas doses de 5, 25 e 50 mg/Kg, foi
comparado a um grupo de animais que recebeu 0,25 mg/Kg de
alendronato, diariamente. Treze semanas depois, 0S animais
ovariectomizados tiveram aumento do peso corporal, o que nao foi
detectado nos animais tratados. A atividade da fosfatase alcalina estava
aumentada nas ratas com ovariectomia sem tratamento e sem mudancgas
nos animais tratados. A deoxipiridinolina e o calcio tiveram seus valores
diminuidos na presenca do alendronato e do extrato nas doses de 25 e 50
mg/Kg. Na tibia, o conteudo e a DMO foram menores nos animais que
ndo receberam medicamento algum. O alendronato e o fitoterapico nas
doses maiores preveniram a reducdo tanto do contetdo mineral quanto
da DMO. Histologicamente, a espessura cortical e o volume trabecular
0sseo na metéfise da tibia foram consideravelmente menores nos animais
ovariectomizados e aumentados nos animais tratados. No cultivo de
células tanto da medula 6ssea da tibia quanto do fémur, os osteoclastos
multinucleados positivos para TRAP, foram inibidos na presenca dos
medicamentos, de forma dose- dependente (Ho et al., 2009).

O extrato da Cissus quadrangularis, planta utilizada na

medicina Ayurverdica, foi administrado em ratas ovariectomizadas. Apés
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uma semana da cirurgia, um grupo de animais foi tratado com 500 mg/kg
do extrato e outro com 5,4 mg/Kg de raloxifeno. Os tratamentos duraram
trés meses e foram administrados semanalmente. O peso dos animais
ovariectomizados teve aumento significativo, comparado com os demais
grupos. Com os tratamentos, o peso dos fémures foi mais elevado. A
resisténcia biomecéanica do fémur diminuiu com a ovariectomia, assim
como a espessura do 0sso cortical e trabecular. Histoquimicamente, a
localizacdo da fosfatase alcalina nos cortes histologicos aumentou e a
reacdo do TRAP decaiu apds a administracédo tanto do raloxifeno quanto
do extrato da Cissus quadrangularis (Potu et al., 2009; Potu et al., 2010).
A acao do alendronato na reparacdo 0ssea em tibias de
ratas ovariectomizadas mostrou aos 14 dias com a dose de 0,5mg/Kg
deposicao de trabéculas 6sseas mais maduras e organizadas, enquanto
no grupo de animais que receberam a dose de 0,75 mg/Kg as trabéculas
0sseas encontravam-se na maioria imaturas (Machado et al., 2006).
Recentemente os resultados de um estudo comparativo
entre um medicamento alopatico e homeopatico, ocorridos em defeitos
O0sseos de tibias de ratas ovariectomizadas, mostraram que 0 grupo
tratado com alendronato apresentou maiores valores de densidade Optica
aos 28 dias, sugerindo maior grau de mineralizacdo. A Calcarea
phosphorica estimulou preenchimento tecidual na regido do calo ésseo
aos 10 dias, com predominio do tecido ndo mineralizado. No tecido de
preenchimento houve grande remodelagdo 6ssea nos animais tratados
com Calcarea phosphorica em relacdo ao grupo do alendronato,
sugerindo diferentes mecanismos de acdo entre os medicamentos. Porém
a quantidade de osso formado ao final do experimento foi semelhante

entre os grupos estudados.(Farina, 2010).
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2.6 Osteocalcina

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo especializado,
servindo de protecdo a 6rgaos vitais e medula 6ssea, dando suporte aos
musculos e estocando e liberando ions, como o calcio e fosfato, que
juntos formam os cristais de hidroxiapatita, que mineralizam o o0sso. A
matriz 6ssea é composta pelo colageno tipo | e por uma quantidade de
proteinas ndo colagenosa, que juntas mantém a mineralizacdo, a
resisténcia, a estabilidade e a integridade 6ssea. A constante remocao de
osso velho, a sintese de proteinas e a subsequente mineralizacdo da
matriz para formar osso novo danos o nome de remodelacdo Ossea
(Junqueira, Carneiro, 2008; Kierszenbam, 2008; Clarke, 2008).

A remodelacdo Ossea pode ser mensurada por enzimas
ou proteinas produzidas por osteoblastos e osteoclastos, células
responsaveis respectivamente pela formacdo e reabsorcdo Ossea. Por
isso, 0 monitoramento de doencas do metabolismo ésseo, como a
osteoporose pode ser feito por estas proteinas que sdo utilizadas como
marcadores bioquimicos. Dentre os marcadores de reabsorcdo estdo a
fosfatase 4cida tartarato resistente (TRAP), piridinolinas, deoxipiridinolina
e N-telopeptideo. Os marcadores de formacdo éssea sdo a fosfatase
alcalina, peptideos do colageno tipo | e a osteocalcina (Parisi, 2002).

A osteocalcina é uma proteina ndo coldgena do 0sso,
chamada também de proteina GLA, pois dos 49 aminoécidos, trés séo
constituidos por acido gama-carboxiglutamico (GLA), permitindo sua
interacdo com a hidroxiapatita, o mineral que confere resisténcia ao 0sso.
A osteocalcina é especifica do tecido 6sseo e dentina, secretada por
osteoblastos, que se deposita na matriz déssea recém-formada. A
guantificacdo desta proteina é usada para monitorar 0os niveis de
formacdo Ossea, refletindo no turnover o6sseo. (Prince et al., 1983;
Bronckers et al., 1987; Lee et al., 2000; Parisi, 2002; Sarfati, 2004).
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Amostras de 0sso trabecular com osteoporose, retiradas
da cabeca do fémur de humanos, foram comparadas com amostras de
0sso adulto e jovem. Os dados indicaram que o conteudo de proteinas
nao colagenas foi reduzido no osso osteoporoético quando comparado aos
0ssos de adulto ou jovem. Pela analise por eletroforese em gel, as
bandas das proteinas ndo coldgenas do 0sso com osteoporose
apresentaram um peso molecular menor quando comparados as outras
amostras. Com a técnica Western immunoblot, foi possivel identificar
varias proteinas, como osteopontina, osteonectina, sialoproteina e a
osteocalcina (Grynpas et al., 1994).

Varios orgdos de ratos com 6 semanas analisados pela
técnica de Northern blot, mostraram que o RNAm do gene da osteocalcina
apareceu somente no 0sso. Os niveis de RNAm da osteocalcina foram
guantificados em osteoblastos isolados de calvéaria de fetos de ratos e em
animais com deficiéncia da vitamina D. Tanto in vitro quanto in vivo, 0s
niveis do RNAmM encontraram-se aumentados na presenca da vitamina D
(Lian et al., 1989).

As proteinas ndo colagenas sao importantes na
organizacdo da matriz 6ssea e regulacdo da mineralizacdo. Num estudo,
algumas delas foram localizadas imunoistoquimicamente na primeira
vértebra lombar de primatas adultos que sofreram ovariectomia. Para a
osteocalcina, a marcacao foi difusa na matriz 6ssea e negativa para
margens do 0sso trabecular incluindo o ostedide. A maioria dos ostedcitos
e 0s osteoblastos ativos que margearam a superficie trabecular marcaram
positivamente. A medula 0ssea, peridsteo, cartilagem, vasos sanguineos
e outros tecidos ndo 6sseos foram negativos para a osteocalcina. Nao
houve diferengas tanto na extensdo quanto na intensidade da
Imunomarcacao para osteocalcina entre os grupos de animais (Carlson et
al., 1993).

A imunolocalizacdo da osteocalcina e osteonectina nas

placas de crescimento do fémur de coelhos com idade de cinco a 20
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semanas, mostrou que ambas as proteinas estavam presentes nos
condrocitos. A intensidade da marcacdo foi tdo intensa quanto as
observadas nos osteoblastos e o numero de células marcadas foi
aumentando com a idade do animal. Na zona hipertrofica foi encontrado o
maior numero de células marcadas tanto para a osteocalcina quanto para
a osteonectina com poucas mudangas com o0 passar do tempo. A
marcacgao para a osteocalcina encontrou-se também na matriz 6ssea, nos
osteoblastos e ostedcitos e 0s animais que tiveram a menor marcagao
para a osteocalcina foram os coelhos de cinco semanas (Aizawa et al.,
1998).

Um estudo em cdes mostrou 0s estagios iniciais da
osteointegracdo ao redor de implantes na mandibula e na maxila e os
primeiros sinais de formacéo 6ssea ocorreu aos 7 dias, visto na coloracao
de rotina. Na andlise imunoistoquimica, a osteocalcina ja se encontrava
no tecido ésseo trabecular neoformado. Aos 14 dias, 0os osteons primarios
e secundarios do osso alveolar ja exibiam sinais de remodelacdo Ossea
(Schwarz et al., 2007).

A expressao da osteocalcina foi demonstrada durante a
movimentag&o ortodontica em cées, que variou de uma a oito semanas.
Nas regides de tensdo, a imunomarcacéo evidenciou principalmente o
citoplasma das células do ligamento periodontal, osteoblastos e
cementoblastos. Nas regibes de compressdo, a osteocalcina ficou
evidente na matriz extracelular do ligamento periodontal e foi
significativamente maior do nas regides de tensdo, com pico de
intensidade na quarta semana, com declinio drastico na oitava. A
expressdo da osteocalcina no lado experimental da mandibula superou a
intensidade encontrada no lado sham (Han et al., 2008).

Para verificar a importancia da osteocalcina, um grupo se
estudiosos através da microespectroscopia Raman e da nanotecnologia,
avaliaram a estrutura molecular do osso cortical de fémur de

camundongos mutantes (auséncia do gene da osteocalcina) e selvagens
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(presencga do gene da osteocalcina). Estatisticamente houve um aumento
na cristalizacdo dos ossos dos mutantes, exibindo maior dureza e
comprometendo a elasticidade se comparado aos 0ssos corticais dos
animais selvagens. As alteracdes ocorridas na cortical dos animais
mutantes ndo foram uniformes ao longo do fémur, com diferencas
significativas ocorridas na camada central do osso cortical (Kavukcuoglu
et al., 2009).

Durante o processo de reparo 6sseo alveolar ocorrido em
ratas ovariectomizadas, a osteocalcina estava fortemente marcada nos
grupos que fizeram uso do raloxifeno e estradiol aos sete dias da extracéo
dentaria. Aos 28 dias ndo houve marcacao intensa somente no grupo
sham, com grande evidencia nos demais. No quadragésimo segundo dia
a expressdao da osteocalcina foi discreta em todos 0S grupos,
principalmente no sham e nos tratados pelo estradiol. A imunomarcacao
foi observada nos osteoblastos, ostedcitos, ceélulas da linhagem
osteoblastica e trabécula 6ssea (Luvizuto et al., 2010).

A expressao imunoistoquimica de varias proteinas nao
colagenas, entre elas a osteocalcina, foi observada no processo de
reparacdo de mandibulas de ratas ovariectomizadas. Nos dois periodos
iniciais (7 e 21 dias), os osteoblastos mostraram marcacdo de leve a
moderada, assim como 0s ostedcitos e as trabéculas ésseas imaturas aos
21 dias marcaram intensamente. Aos 45 dias o tecido 6sseo neoformado
marcou discreta e difusamente, com marcagcdo intensa para O0s
osteoblastos tanto no citoplasma quanto na membrana e para 0S
ostedcitos, marcacdo de leve a ausente. No ultimo periodo (60 dias) o
tecido 6sseo neoformado obteve marcacéo leve e difusa, mas para os
osteoblastos e ostedcitos houve intensa marcacdo. Em todos os periodos

estudados os megacariécitos foram marcados intensamente (Tera, 2010).



3 PROPOSICAO

Avaliar comparativamente os efeitos da Calcarea
phosphorica 6 CH e do Alendronato na remodelacdo Ossea na regido
proximal do fémur de ratas ovariectomizadas, utilizando analise
histomorfométrica do volume 0sseo no colo do fémur e analise
imunoistoquimica para detectar osteocalcina em células 6sseas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Manuseio geral dos animais e consideracfes éticas

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todas as medidas possiveis foram
tomadas para evitar sofrimento desnecessario dos animais, bem como
para reduzir o niumero de animais utilizados e as perdas durante os
procedimentos trans e pds-operatoério.

Este projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Animais da FOSJC sob o protocolo n® 20/2009-
PA/CEP (Anexo A).

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 120
ratas (Rattus novergicus, var. albinus, Wistar) com 90 dias de idade e
peso aproximado de , mantidas em gaiolas em temperatura ambiente e
alimentadas com racdo Guabi Nutrilabor e 4gua ad libitum, fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos —
UNESP.

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:

a) Sham-placebo = ratas com cirurgia simulada
tratadas com placebo (1 ml de agua/animal/dia)
por via oral (gavagem);

b) OVZ-placebo = ratas ovariectomizadas e tratadas
com placebo (1 ml de agua/animal/dia) por via

oral (gavagem);
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c) OVZ-Calcarea phosphorica = ratas ovariectomi-
zadas e tratadas com Calcarea phosphorica 6CH
(Pharmaciantiga — Sao José dos Campos, SP)
(dois glébulos dissolvidos em 1 ml de
adgua/animal/dia), por via oral (gavagem);

d) OVZ-alendronato = ratas ovariectomizadas e
tratadas com alendronato (Terapéutica — Sao
José dos Campos, SP) (1,20 mg/Kg dissolvidos
em 1 ml de agua/animal/ 3 vezes por semana),

por via oral (gavagem).

Este mesmo grupo de animais foi utilizado para outro
projeto de pesquisa (Farina, 2010. Efeitos da Calcarea phosphorica 6 CH
e do alendronato na reparagcdo de lesbes Osseas em ratas
ovariectomizadas), simultaneamente, o qual estudou a reparacdo de
defeitos Gsseos na tibia, aproveitando os animais ha mesma dinamica de
tratamento, de acordo com o conceito ético de reducéo de uso de animais

e melhor aproveitamento destes.

4.2 Anestesia

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

de 0,1 ml/100 g de peso dos animais.
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4.3 Ovariectomia e cirurgia sham

A ovariectomia foi realizada cirurgicamente. Primeiro foi
feita a tricotomia e a assepsia com alcool iodado na pele na regido
correspondente ao ovario a ser removido. Com o animal posicionado
lateralmente, os ovarios localizam-se aproximadamente a 1 cm de
distancia da coluna vertebral e 1 cm abaixo da ultima costela. Uma inciséo
de um centimetro foi realizada nesta regido, na pele e na musculatura,
paralelamente ao longo eixo do animal, seguindo-se a divulsdo dos
tecidos subjacentes até a exposicdo do ovario que foi retirado da
cavidade abdominal. Foi feita uma ligadura logo abaixo desse, com fio de
algoddo estéril, seguindo-se a remog¢do mesmo. Os tecidos foram
reposicionados e foi feita uma sutura em planos com fios de nylon
monofilamentar (Mononylon® 4.0, Ethicon, Brasil). Na pele do local foi
feita nova assepsia com élcool iodado. Este procedimento foi realizado
bilateralmente no animal.

Para a cirurgia sham todos os procedimentos foram
realizados como descritos anteriormente. No entanto, n&o foi feita ligadura
nem remocao dos ovarios, somente a exposicdo dos mesmos, pois a
intencdo desta cirurgia foi simular estresse cirirgico no grupo nao
ovariectomizado.

Todos o0s animais receberam ap6s a cirurgia de
ovariectomia ou cirurgia sham, dose Unica de enrofloxacino (Kinetomax® -
Bayer) na dosagem de 0,3 mg/100g por animal e permaneceram em
gaiolas (n=6/gaiola) com fornecimento de racédo e agua ad libitum até o

final do experimento.
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Figura 1 — Procedimento cirtrgico de ovariectomia: A) animal anestesiado e depilado; B)
incisédo da pele e camada muscular; C) ligadura e excisdo do ovario; D) aspecto final
apos sutura da camada muscular e da pele.

4.4 Tratamentos

ApoOs dois meses de ovariectomia e cirurgia sham, foram
feitas lesBes Osseas nas tibias em todos os animais. O periodo de 2
meses apos a ovariectomia foi 0 tempo selecionado neste trabalho para
desenvolvimento de osteoporose pela deficiéncia estrogénica. Os animais
iniciaram os tratamentos com Calcarea phosphorica 6 CH, alendronato ou
placebo (agua), conforme descrito na divisdo dos grupos no item 4.1, logo
apos a cirurgia de lesédo 6ssea. Os tratamentos serviram para avaliar 0s
efeitos na reparacdo Ossea na tibia (Farina, 2010) e na remodelacao
O0ssea em fémur (trabalho em questao).
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4.5 Sacrificio e processamento histologico

Todas as ratas foram sacrificadas, em subgrupos 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 em dose excessiva.
A comprovacgao da ovariectomia foi feita macroscopicamente, durante a
necropsia dos animais, por meio da visualizacdo da atrofia dos cornos
uterinos. O fémur direito das ratas foi removido, descarnado e fixado em
formol neutro tamponado a 10% por pelo menos 48 horas. Posteriormente
o fémur foi desmineralizado em EDTA 10% em temperatura ambiente, por
aproximadamente quatro meses, com trocas semanais e entdo
encaminhado ao processamento histolégico, incluido no sentido
longitudinal em bloco de parafina. Foram feitos cortes seriados, com
aprofundamento suficiente para visualizacdo da epifise do fémur e a partir
dessa profundidade foram feitos cortes histol6gicos seriados de 5 um de

espessura para a coloracdo HE e de 3 um para a imunoistoquimica.

4.6 Analise histomorfométrica

Para a analise histomorfométrica, as laminas foram
coradas pelo método de rotina com Hematoxilina e Eosina — HE (Merck &
Co.,Inc.). Foram selecionados trés cortes representativos do colo do
fémur por animal. As laminas foram fotografadas no aumento de 25x em
microscopio de luz Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha)
acoplado a uma camera digital AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss Oberkdchen,

Alemanha) que transmitiram as fotos para o programa computacional
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AxioVision Release 4.7.2. As imagens digitais (formato JPEG)
selecionadas na regido do colo do fémur foram usadas para analise
guantitativa do tecido 6sseo.

Foi demarcada a area de preenchimento por 0SSO
trabecular abrangendo toda a area do colo do fémur (Figura 2).
Primeiramente a area abrangendo todo o colo do fémur foi calculada em
pixels®. Depois foi utilizada a ferramenta magic wand do programa Adobe
Photoshop, verséo 7.0, com tolerancia de 40, para selecionar somente as
trabéculas Osseas presentes na area mencionada. As trabéculas foram
copiadas e salvas como uma nova imagem que foi analisada pelo
programa ImageJ (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA - http://rsb.info.nih.goV/ij/), versdo 1.31 para Windows, através dos

seguintes passos:

a) Process — Binary — Make Binary;

b) medicdo da area: Analyze — Analyze Particles.

Com esses passos a area trabecular analisada foi medida
automaticamente em pixels®. Para cada animal, o osso trabecular contido
no colo do fémur considerado para analise estatistica corresponde a

média dos valores obtidos nos trés cortes analisados.
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Figura 2 — A= &rea utilizada para a andlise histomorfométrica do volume 6sseo no colo
do fémur; C,D,E= areas utilizadas para analise imunohistoquimica. As letras E, C e D
representam as areas onde foram feitas as contagens de células.

4.7 Analise imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica laminas silanizadas
com corte histologico fino foram tratadas com anticorpo anti osteocalcina.
Uma lamina de cada animal foi selecionada para andlise da marcacéo
imunohistoquimica. Os anticorpos para osteocalcina OCC (FL-110: sc-
30044) foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology®, CA, USA.

Os cortes histologicos foram submetidos as reacdes de
imunoistoquimica, segundo o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos
- FOSJC/UNESP:
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. Desparafinizagdo em 2 banhos de xilol por 5
minutos cada;

. Reidratacdo em uma série de passagens em
etanol em concentracdes decrescentes:
absoluto, 70° GL, 50" GL, cada passagem por

duas vezes de 3 minutos cada;

3. Duas passagens em agua destilada;

4. Recuperacdao antigénica. As laminas foram

acondicionadas e imersas em recipiente
contendo solugcdo de Citrato, pH 6,0, e
levadas ao forno de micro-ondas, onde foram
submetidas a 3 ciclos consecutivos de 3
minutos, em poténcia 7, seguidas de
resfriamento em temperatura ambiente. Apés,
realizou-se lavagem por 10 minutos em agua
corrente, seguindo-se 2 passagens em agua
destilada;

. Bloqueio da peroxidase endogena tecidual
usando solucdo de alcool metilico 50% e
peroxido de hidrogénio 20 vol, na propor¢cao
de 1:1, em 2 ciclos de 5 minutos cada;

. Lavagem por 10 minutos em agua corrente,
seguindo-se 2 passagens em agua destilada;
.Imersdo em solugdo de TRIS hidroximetil
amino metano, pH 7,4, que € a solucao
tampdo da reacdo, em 2 ciclos de 5 minutos
cada;

. Incubagdo com soro albumina bovina (BSA)
por 1 hora, em camara Umida, para

eliminacao dos anticorpos inespecificos;
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9. Incubacdo dos anticorpos primarios para
osteocalcina, na diluigao 1:300, por um
periodo de 18 horas, a temperatura de 4°C;

10. Lavagem e imersdao em solucdo de TRIS
hidroximetil amino metano, em dois ciclos de
5 minutos cada;

11. Incubacao do anticorpo secundario (Universal
LSAB TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat — DAKO CO.,
California, USA) por 30 minutos;

12. Lavagem e imersdo em solucdo de TRIS
hidroximetil amino metano, em dois ciclos de
5 minutos cada;

13. Incubacao do complexo terciario
estreptavidina peroxidase (Universal LSAB
TM Kit/HRP, Rb/Mo/Goat — Dako) por 30
minutos;

14. Lavagem e imersdao em solucdo de TRIS
hidroximetil amino metano, em dois ciclos de
5 minutos cada;

15. Revelacdo da reagdo com diaminobenzidina
(DAB) (DAKO CO., California, USA) por 10
minutos;

16. Duas lavagens em solucdo de TRIS
hidroximetil amino metano;

17. Lavagem por 10 minutos em agua corrente,
seguindo-se 2 passagens em agua destilada;

18. Contra-coloragdo com a hematoxilina de
Mayer por 2 minutos;

19. Lavagem por 10 minutos em agua corrente,

seguindo-se 2 passagens em agua destilada;
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20. Os cortes foram desidratados em cadeia
crescente de etandis (50° GL, 70° GL,
absoluto) 2 vezes por 3 minutos em cada
concentracdo, diafanizados em xilol e
montados com resina permount (Fisher
Scientific®, New Jersey, NY, USA) para

microscopia.

A analise microscopica imunohistoquimica foi feita através
da captura de imagens das laminas a partir de um microscopio de luz
Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha) acoplado a uma camera
digital AxioCam MRc 5 (Carl Zeiss Oberkdochen, Alemanha) que as
transmite para o programa computacional AxioVision Release 4.7.2.

Para cada corte histolégico foram feitas trés fotos em
aumento de 400 X em areas padronizadas logo abaixo da linha de
crescimento, sendo uma na regiao central, uma na extremidade esquerda
e outra na extremidade direita (Figura 2). Para todos os cortes
histol6gicos foram avaliadas a quantidade de imunomarcacao positiva e
negativa em células pré-definidas.

As estruturas analisadas foram: ostedcitos, osteoblastos,
e células da medula 6ssea com caracteristicas de megacariécitos. As
contagens foram feitas por trés observadores calibrados e considerou-se
para andlise estatistica o valor médio dos resultados dos observadores e

a soma dos valores das 3 areas padronizadas para a avaliacdo (Figura 2).



58

4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos na analise histomorfométrica do colo do
fémur e a analise imunohistoquimica para osteocalcina foram submetidos
a estatistica descritiva e aos testes estatisticos paramétricos. Os testes
utilizados foram: analise de variancia ANOVA usando o programa
computacional MINITAB® Release 14.12.0 o e teste de comparacao
multipla de Tukey, usando o programa Statistix 8.0. Os graficos foram
feitos no programa Excel e o nivel de significancia adotado foi de 5%.



5. RESULTADOS

5.1 Histomorfometria e estatistica

O volume 6sseo (massa 0ssea) considerado corresponde
ao valor em pixel® ocupado pelo osso trabecular no colo do fémur direito.
Os dados obtidos segundo os diferentes tipos de tratamento e o periodo
de duracdo dos mesmos estédo expostos nas tabelas 1, 2 e 3 e nas figuras
3ed.

Tabela 1 - Estatistica descritiva dos valores médios de volume 0sseo
expressos em pixel® obtidos na anélise histomorfométrica segundo os
diferentes tratamentos e tempos de observacao

Tipos de tratamento / Periodos de observacédo em dias

valores de volume 6sseo 3 6 10 17 28
Média 271188 393991 445503 356260 343933
SHAM-
placebo
*DP 10786 32538 35214 31409 22587
oVZ- Média 241229 275870 316282 261465 258881
placebo .
bP 14963 24644 39938 15023 9139
ovz- Média 278275 295282 405860 352657 365898
Calcarea
phosphorica “Dp
24112 33753 30238 27982 42843
ovz- Média 264965 290851 365261 381252 463399
Alendronato .
bP 21045 14726 33808 23435 23592

*DP = Desvio Padréao
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Figura 3— Distribuicio grafica dos valores médios de volume 6sseo (em pixels®) de cada

grupo experimental, segundo os diferentes tratamentos nos cinco periodos de
observacédo (em dias).

Figura 4 — Representacdo grafica em colunas dos resultados do Teste de Comparacao
Mdltipla de Tukey para analise do volume 6sseo (em pixelsz) no colo do fémur entre
todos os grupos, segundo os quatro diferentes tipos de tratamento experimental nos
cinco periodos de observagdo (em dias). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente.
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Tabela 2 — Teste de Tukey para analise do volume 6sseo no colo do
fémur entre todos os grupos, segundo os cinco diferentes periodos de
observacédo experimental

PERIODOS DE ,
- MEDIA DE VOLUME R
OBSERVACAO i GRUPOS HOMOGENEOS
OSSEO
(DIAS)

10 383227 A*

28 358028 B

17 337909 B

6 313999 C

3 263914 D

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

Tabela 3 - Teste de Tukey para analise do volume 6sseo no colo do fémur
entre todos os grupos, segundo os quatro diferentes tipos de tratamento
experimental

MEDIA DE R
TIPOS DE TRATAMENTO 3 GRUPOS HOMOGENEOS
VOLUME OSSEO
SHAM-Placebo 362175 A*
OVZ-Alendronato 353146 AB
OVZ-Calcarea phosphorica 339595 B
OVZ-Placebo 270745 C

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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No periodo de trés dias de tratamento o volume ésseo do
colo do fémur em todos os grupos ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa, embora o grupo Ovz-placebo apresentasse um valor
numeérico ligeiramente menor em relacdo aos outros trés grupos (Tabela 1
e Figura 3). O teste de comparacao multipla de Tukey ndo evidencia

diferenca estatistica neste periodo (Figura 4).

Figura 5- Aspecto microscépico do colo do fémur aos 3 dias de tratamento. Trabéculas
0sseas pequenas entrelacadas e distribuidas homogeneamente, com aspecto
semelhante em todos os grupos. S (Sham-placebo); CP (OVZ- Calcarea phosphorica); C
(OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). HE 25X.
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No periodo de seis dias de tratamento o volume 6sseo do
colo do fémur aumentou em todos os grupos em relacdo ao periodo de
trés dias. Os animais que sofreram ovariectomia mostraram um pequeno
aumento e nao se diferenciaram estatisticamente dos valores dos 3 dias e
nem entre si, independente do tratamento. Destacou-se o grupo Sham-
placebo, cujo volume 6sseo mostrou valor significativamente maior que
aos 3 dias e comparado aos grupos com deficiéncia estrogénica (Figuras
3edeTabelal).

Figura 6- Aspecto microscépico do colo do fémur aos 6 dias de tratamento. S (Sham-
placebo); CP (OVZ- Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato).
HE 25X.
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No periodo de 10 dias de tratamento o volume 6sseo do
colo do fémur continuou aumentando em relacao ao periodo de seis dias
e, no contexto desse experimento, mostrou um pico de formacdo Ossea
para todos os tratamentos (Tabela 2), mas em intensidade variada, com
excecdo do grupo tratado com alendronato que continuou aumentando
até o fim do experimento. O grupo Sham-placebo foi 0 que mais se
destacou e o da OVZ-Calcarea phosphorica mostrou um aumento do
volume 6sseo que superou o grupo OVZ-alendronato. O grupo OVZ-
Placebo foi o que apresentou o menor volume ésseo. Os grupos Sham-
placebo e OVZ- Calcarea phosphorica alcancaram aos 10 dias os maiores

valores dentro de seus grupos observados durante esse estudo (Tabela 1,

Figuras 3 e 4).

Figura 7-Aspecto microscopico do colo do fémur aos 10 dias de tratamento. S (Sham-
placebo); CP( OVZ-Calcarea phosphorica ); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). HE
25X.
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No periodo de 17 dias de tratamento houve uma
desaceleracdo no ganho de volume 6sseo em todos 0s grupos exceto o
do alendronato. O grupo Sham-placebo mostrou diferenga estatistica na
perda de volume 6sseo dos 10 para os 17 dias. Os grupos OVZ-
alendronato, Sham-placebo e OVZ-Calcarea phosphorica ficaram sem
diferencas estatisticamente significativas entre si aos 17 dias. O grupo
gue recebeu o alendronato mostrou um pequeno aumento numeérico dos
10 dias para os 17 dias, mas sem diferenca estatistica. O grupo OVZ-
Placebo aos 17 dias perdeu todo o volume 6sseo alcancado aos 10 dias e
foi 0 grupo que exibiu 0 menor volume 6sseo neste periodo experimental
e foi estatisticamente menor que os outros 3 grupos (Tabelas 1, 2 e 3 e
Figuras 3 e 4).

Figura 8-Aspecto microscopico do colo do fémur aos 17 dias de tratamento. S (Sham-
placebo); CP (OVZ- Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). HE
25X.
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Aos 28 dias o grupo que recebeu o alendronato se destaca dos
demais com diferenca significativa no aumento de volume ésseo. O grupo
OVZ-Placebo aos néo se recuperou da perda do volume ésseo alcangado
aos 10 dias e manteve valores semelhantes aos observados aos 17 dias,
foi o grupo que exibiu 0 menor volume 6sseo aos 28 dias, com valor
estatisticamente menor que os outros 3 grupos. Os grupos OVZ-Calcarea
phosphorica e Sham-placebo mantiveram basicamente valores
semelhantes aos de 17 dias e ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si embora o tratado com Calcarea phosphorica tenha exibido valor
numérico discretamente maior que o Sham-placebo. O Unico grupo que
voltou a apresentar volume 6sseo estatisticamente igual ao dos 3 dias do
experimento foi 0 OVZ-placebo.

Figura 9- Aspecto microscopico do colo do fémur aos 28 dias de tratamento: S (Sham-
placebo) e CP (OVZ- Calcarea phosphorica) ambos com trabéculas numerosas,
espessas e com pouco espagamento; C (OVZ-placebo) com trabéculas curtas com
pouca conexdo e mais espacadas; A (OVZ-alendronato) com trabéculas mais espessas
que os outros grupos. HE, aumento original 25X.
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Diferencas histol6gicas entre os tratamentos ao longo dos
cinco periodos de observacao no colo do fémur estéo a seguir.

Aos 3 dias nao houve diferencas microscépicas na
guantidade do osso trabecular entre os quatro tratamentos. Observaram-
se trabéculas pequenas entrelacadas, distribuidas homogeneamente
(Figura 5).

Aos 6 dias houve pouca diferenca na quantidade de 0sso
trabecular em relacdo ao observado aos 3 dias nos grupos
ovariectomizados, independente de tratamento. O grupo sham-placebo
apresentou mais 0sso trabecular que os demais grupos e foi o Unico que
aumentou a quantidade de osso em relacéao aos 3 dias (Figura 6)

Aos 10 dias a quantidade de osso trabecular foi maior que
nos dias anteriores nos grupos Sham-placebo, OVZ-Calcarea phosphorica
e OVZ-alendronato. O grupo Sham-placebo foi o que apresentou mais
trabéculas 6sseas e o grupo OVZ-Placebo foi 0 que apresentou a menor
guantidade de trabéculas 6sseas (Figura 7).

Aos 17 e 28 dias o grupo OVZ-placebo exibiu aspecto
microscopico semelhante ao dos dois periodos iniciais do estudo,
mantendo a menor quantidade de osso trabecular em comparacdo aos
demais grupos. Os grupos OVZ-Calcarea phosphorica e Sham-placebo
apresentaram discreta diminuicdo de osso trabecular em relacdo ao
encontrado aos 10 dias e aspecto microscopico semelhante entre si. O
grupo OVZ-alendronato aumentou progressivamente a quantidade de
0ss0, mostrando aos 28 dias, trabéculas 0sseas mais espessas e em
maior numero (Figuras 8 e 9).

O grupo OVZ-placebo foi o que apresentou a menor
guantidade de osso no colo do fémur durante todo o experimento, com
trabéculas dsseas finas, entrelacadas e bem espacadas, praticamente
com 0 mesmo aspecto microscopico ao longo dos cinco tempos de
observacdo. O grupo Sham-placebo mostrou um pico de aumento de

volume 6sseo de 3 para 10 dias e depois diminuiu mas ficou com um
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volume maior que no inicio do experimento. As trabéculas eram finas e
entrelagadas, porém mais numerosas e com menor espagamento entre Si
e ap6s 10 dias ficaram mais espessas. O grupo OVZ-Calcarea
phosphorica apresentou comportamento semelhante ao sham-placebo. O
grupo OVZ-alendronato inicialmente tinha trabéculas finas, entrelacadas e
bem espacadas, mas estas foram ficando progressivamente mais

espessas ao longo do experimento.

5.2 Imunohistoquimica e estatistica

Para analise imunohistoquimica cortes finos selecionados
foram tratados com anticorpo anti-osteocalcina. Foram contados, em trés
regibes predeterminadas e padronizadas na epifise proximal do fémur,
osteoblastos positivos e negativos, ostedcitos positivos e negativos,
osteoclastos positivos e megacariocitos positivos para osteocalcina. Os

dados obtidos estédo dispostos nas tabelas e figuras a seguir.
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Tabela 4 - Estatistica descritiva da quantidade média de osteoblastos
positivos para osteocalcina localizados na regido epifisaria proximal do
fémur, de acordo com os diferentes tipos de tratamento nos diferentes
tempos de observacéo

Tratamento / Tempo de observagédo em dias
guantidade de
osteoblastos 3 6 10 17 28
Média 7,80 3,28 3,92 28,67 29,55
SHAM-
placebo
"bP 8,30 2,02 5,38 17,74 15,50
ovz- Média 9,22 2,8 12,17 29,93 5,97
Placebo .
bP 10,82 1,38 11,96 13,97 7,89
ovz- Média 32,92 19,13 22,79 5,32 8,12
Calcarea
hosphori .
Prosprofies +op 19,85 10,93 18,99 6,96 8,33
ovz- Media 11,73 6,98 0,217 0 17,95
Alendronato .
bP 10,48 10,49 0,531 0 19,12

*DP = Desvio Padrao

Foram observados osteoblastos com marcacdo para
osteocalcina positiva e negativa em quantidade variavel entre os grupos
(Tabela 4 e Figura 10). A comparacéo por ANOVA dois fatores (tempo de
observacdo e tipo de tratamento) para a quantidade média de
osteoblastos positivos para osteocalcina presentes entre 0S grupos
revelou como efeito significativo o fator tratamento analisado, né&o
significativo o fator tempo e significativa a interagcdo entre tratamento e
tempo (p=0,008, p=0,054 e p=0,001, respectivamente). Os testes de
Tukey comparando somente 0 tempo ou o tratamento e o de comparagéo
multipla dos grupos, realizado para complementacdo mostrou que o
tempo de tratamento ndo interferiu nos resultados, mas que o tipo de

tratamento sim. O tratamento com Calcarea phosphorica apresentou mais
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osteoblastos positivos para osteocalcina que o0 tratamento com
alendronato (Tabelas 5 e 6 e Figura 11).

Osteocalcina em osteoblastos

35 ~
—a— SHAM
@ 30 A
% 25 +
LAY —=— QOVZ - Placebo
3 S 20-
2=
8 3 15 - —m— OVZ- Calcarea
2 a 104 )= Phosphorica
L 5 I\'L OVZ - Alendronato
0 T T T T 1

3 6 10 17 28

Tempo em dias

Figura 10 — Distribuicdo grafica da quantidade média de osteoblastos positivos para
osteocalcina, localizados na regido epifisaria proximal do fémur, de cada grupo
experimental, de acordo com os diferentes tipos de tratamento, em cada periodo de
observacéo.

Tabela 5 - Teste de Tukey para a quantidade média de osteoblastos
positivos para a osteocalcina localizados na regido epifisaria proximal do
fémur, em todos os grupos, de acordo com os diferentes tempos de
observacéo

Tempo de Quantidade
observacao média de Grupos Homogéneos
(dias) osteoblastos
17 15,979 A
3 15,417 A
28 15,396 A
10 9,772 A
6 8,050 A

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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Tabela 6 - Teste de Tukey para a quantidade média de osteoblastos
positivos para a osteocalcina, localizados na regido epifisaria proximal do
fémur, em todos os periodos de observacdo, de acordo com os diferentes
tipos de tratamento

Quantidade
Tipos de tratamentos média de Grupos homogéneos

osteoblastos

OVZ-Calcarea Phosphorica 17,655 A
SHAM 14,643 AB
OVZ-Placebo 12,017 AB
OVZ-Alendronato 7,377 B

Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente

Figura 11 - Resultados do teste de Comparacdo Mdltipla de Tukey para a quantidade
média de osteoblastos positivos para a osteocalcina, localizados na regido epifisaria
proximal do fémur, de acordo com os diferentes tipos de tratamento e diferentes periodos
de observacédo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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A andlise de ostedcitos presentes nas trabéculas 6sseas
localizadas na epifise proximal do fémur mostrou que a grande maioria foi
negativa para osteocalcina. A quantidade média de ostedcitos (positivos +
negativos) variou entre os diferentes tratamentos e diminuiu de 3 dias
para 28 dias (Tabelas 7 e 8, Figura 12). A comparacédo por ANOVA dois
fatores (tempo de tratamento e tipo de tratamento) para ostedcitos entre
0s grupos revelou como efeitos significativos ambos os fatores analisados
(p=0,001 e p=0,001 respectivamente) (Tabelas 8 e 9 e Figura 13).
Segundo os testes de Tukey, ndo se levando em consideragcédo o tempo
de tratamento, verificou-se que o grupo OVZ tratado com alendronato
apresentou mais osteécitos que o tratado com Calcarea phosphorica
(Tabela 9 e Figura 13).

Tabela 7 - Estatistica descritiva da quantidade média de osteocitos
localizados nas trabéculas 0sseas na regido epifisaria proximal do fémur,
de acordo com o tipo de tratamento nos diferentes tempos de observacéo

Tratamentos / qugntidade Tempo de observagéo (dias)

média de ostedcitos 3 6 10 17 28
Média 106,33 85,83 116,0 82,00 74,33
SHAM-placebo
bP 16,72 17,05 35,0 12,23 11,59
Média
ovz- 100,5 81,50 76,0 87,17 72,67
Placebo
bp 41,1 19,75 33,8 11,63 12,61
Média 82,67 53,17 64,83 59,17 61,17
QOVZ-Calcarea
phosphorica
bp 22,46 23,69 13,20 13,93 6,52
Média
ovZ- 98,3 73,17 107,83 94,3 74,3
Alendronato
bP 32,8 21,00 20,15 25,3 27,3

*DP = Desvio Padrao
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Figura 12 — Valores da quantidade média de ostedcitos localizados nas trabéculas
Osseas na regido epifisaria proximal do fémur em cada grupo, de acordo com o0s
diferentes tipos de tratamento nos diferentes periodos de observacao experimental

Tabela 8 — Teste de Tukey para a quantidade média de ostedcitos
localizados nas trabéculas 6sseas na regido epifisaria proximal do fémur,
em todos os grupos, de acordo com os diferentes tempos de observacao

Tempo de Quantidade
observacao média de Grupos Homogéneos
(dias) osteocitos
3 96,958 A
10 91,167 AB
17 80,667 ABC
6 73,417 BC
28 70,625 C

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
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Tabela 9 - Teste de Tukey para a quantidade média de ostedcitos
localizados nas trabéculas ésseas na regido epifisaria proximal do fémur,
em todos os tempos de observacdo, de acordo com os diferentes
tratamentos

Quantidade
Tipos de tratamentos média de Grupos homogéneos
ostedcitos
SHAM-placebo 92,900 A
OVZ-Alendronato 89,600 A
OVZ-Placebo 83,567 A
OVZ—-Calcarea phosphorica 64,200 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

Figura 13 - Resultados do teste de Comparacao Mdltipla de Tukey. para a quantidade
média de ostedcitos localizados nas trabéculas 6sseas na regido epifisaria proximal do
fémur, de acordo com todos os diferentes tempos de observagéo e diferentes tipos de
tratamento.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Varios megacariocitos localizados entre as trabéculas
O0sseas na regido epifisaria proximal do fémur mostraram marcacao
positiva para osteocalcina e foram contados para andlise (Tabela 10,
Figura 14). A comparacao por ANOVA dois fatores (tempo de tratamento
e tipo de tratamento) para megacariécitos positivos para osteocalcina
distribuidos entre os grupos revelou como efeito significativo o tipo de
tratamento, insignificativo o tempo de tratamento e significativa a
interacdo entre ambos (p=0,001, p=0,318 e p=0,015, respectivamente). O
teste Tukey de comparacdo multipla dos grupos, realizado para

complementacao confirmou esses resultados (Figura 15).

Tabela 10 - Estatistica descritiva da quantidade média de megacariocitos
localizados entre as trabéculas 0sseas na regido epifisaria proximal do
fémur, de acordo com os diferentes tipos de tratamento, nos diferentes
tempos de observacéo

Tratamento / quantidade de Tempo de observagao (dias)

megacariocitos 3 6 10 17 28
Média 4,833 2,500 4,00 7,17 6,50
SHAM
*bP 0,983 1,761 2,45 3,60 4,23
ovz Média 1,667 2,33 5,00 4,33 1,000
Placebo .
DP 1,751 2,88 5,25 2,94 1,549
Média
ovz - Calcaren 8,00 7,17 5,17 5,83 4,00
Phosphorica
OP 5,40 2,71 4,49 3,06 2,76
ovz Média 6,33 3,17 0,500 2,500 4,167
Alendronato .
bP 4,89 3,43 0,837 2,074 1,472

*DP = Desvio Padrao
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Figura 14 — Valores da quantidade média de megacariocitos localizados entre as
trabéculas 6sseas na regido epifisaria proximal do fémur, em todos os grupos, de acordo
com os diferentes tipos de tratamento, nos diferentes tempos de observacao.

Figura 15 - Resultados do teste de Comparacdo Mdultipla de Tukey para a quantidade
média de megacariocitos localizados entre as trabéculas dsseas na regido epifisaria
proximal do fémur, de acordo com os diferentes tipos de tratamento, nos diferentes
tempos de observacao.Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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As fotomicrografias imunohistoquimicas possibilitam a
visualizacdo desses resultados. Nos periodos iniciais do experimento o
grupo OVZ-Calcarea phosphorica foi 0 que apresentou maior quantidade
de marcacéao pela osteocalcina em osteoblastos e em megacariocitos e o
grupo OVZ-placebo o que mostrou menor marcagdo nessas ceélulas. O
grupo OVZ-alendronato manteve baixa quantidade ou auséncia de
expressao de osteocalcina em osteoblastos até 17 dias e somente aos 28
dias apresentou marcacdo de osteocalcina em osteoblastos em
guantidade maior que o grupo tratado com Calcarea phosphorica. A
guantidade de ostedcitos ndo variou muito entre os grupos (Figuras 16 —
20).

Figura 16-Aspecto microscépico da marcacdo imunohistoquimica para osteocalcina na
regido epifisaria proximal do fémur aos 3 dias de tratamento. S (sham-placebo); CP
(OVZ-Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo; A (OVZ-alendronato). Osteoblastos
positivos foram bem evidentes em CP e pouco marcados noS oOutros grupos;
megacariocitos foram mais marcados em CP e menos marcados em C e a quantidade de
ostedcitos foi semelhante entre os grupos. Aumento original 400X.
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Figura 17- Aspecto microscopico da marcagdo imunohistoquimica para osteocalcina na
regido epifisaria proximal do fémur aos 6 dias de tratamento. S (sham-placebo); CP
(OVZ-Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). Osteoblastos
positivos foram bem evidentes em CP e muito pouco marcados nos outros grupos;
megacariocitos foram mais marcados em CP e menos marcados em C e a quantidade de
ostedcitos foi semelhante entre os grupos. Aumento original 400X.
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Figura 18- Aspecto microscopico da marcagdo imunohistoquimica para osteocalcina na
regido epifisaria proximal do fémur aos 10 dias de tratamento. S (sham-placebo); CP
(OVZ-Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). Osteoblastos
positivos foram mais marcados em CP, pouco marcados em C e muito pouco marcados
em A e S; megacariécitos foram muito pouco marcados em A e pouco marcados nos
demais grupos sem diferenca entre si; a quantidade de ostedcitos foi semelhante entre
os grupos CP e C e A e S, sendo maior nos 2 Ultimos grupos. Aumento original 400X.
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Figura 19- Aspecto microscopico da marcagdo imunohistoquimica para osteocalcina na
regido epifisaria proximal do fémur aos 17 dias de tratamento. S( sham-placebo); CP
(OVZ-Calcarea phosphorica); C (OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato). A expressdo de
osteoblastos positivos aumenta para C e S e diminui para CP e A em relacdo aos dias
anteriores, invertendo o aspecto do 3°. dia; a marcacdo de megacariocitos € maior para
S e menor para A; a quantidade de ostedcitos ndo varia muito entre os grupos. Aumento
original 400X.
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Figura 20- Aspecto microscépico da marcagdo imunohistoquimica para osteocalcina na
regido epifisaria proximal do fémur aos 28 dias de tratamento. S(sham-placebo); CP
(OVZ-Calcarea phosphorica); C(OVZ-placebo); A (OVZ-alendronato) O grupo S manteve
a quantidade de osteoblastos positivos dos 17 dias e o maior valor nesse periodo,
enquanto os grupos CP e C apresentaram a menor quantidade de osteoblastos positivos
e A ficou com valores intermediarios; a quantidade de megacariocitos foi semelhante
entre CP e A e muito baixa para C; a quantidade de ostedcitos ndo exibiu variacdes
entre 0s grupos. Aumento original 400X.



6 DISCUSSAO

O aumento da populacdo de idosos e consequentemente
da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas como a osteoporose é
uma realidade mundial. A osteoporose é caracterizada pela deterioracéo
progressiva dos 0ssos devido a remodelacdo 6ssea desequilibrada com
predominio de fenbmenos reabsortivos levando a maior fragilidade dssea.
Esta doenca constitui um problema de saude publica de grande impacto
social e econdmico (Mesquita et al., 2009; Bandeira et al., 2000;
Szejnfeld, 2000).

Numerosas pesquisas sao desenvolvidas nesta area, pois
a perda de massa 6ssea, principalmente de osso trabecular, € grande e
traz sérias consequéncias aos idosos, como um maior risco da ocorréncia
de fraturas, principalmente nas vértebras lombares e no colo do fémur
(Bandeira et al., 2000; Szejnfeld, 2000). As fraturas osteoporoticas
vertebrais sdo responsaveis por dor de dificil tratamento e pelo
comprometimento estético causando envergadura nas costas. As fraturas
gue atingem a regido proximal do fémur merecem atencdo pelo namero
elevado de sequelas, levando a incapacidade de autonomia e até a morte.
Todas essas consequéncias levam a necessidade de mais atendimento
meédico, ao consumo de muitos medicamentos e a perda da qualidade de
vida (Mesquita et al., 2009; Gameiro, Schott, 2006). Por isso justifica-se a
necessidade de pesquisas na busca de medicamentos que possam
contribuir na modificacdo desse quadro.

A osteoporose é mais frequente em mulheres poés-
menopausa e em idosos de ambos os sexos. Na idade avancada, os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenca e de suas

complica¢cbes sao deficiéncia de estrogeno, deficiéncia na absor¢cdo de
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célcio e vitamina D, o uso de alguns medicamentos (quimioterapicos
antineoplasicos e imunossupressores), depressao, pouca atividade fisica
e predisposicdo a quedas facilitando fraturas (Morais, Burgos, 2007;
Gomes, Guimaréaes, 2006; Ocarino, Serakides, 2006; Jovine et al., 2006;
Bandeira et al., 2000).

Na literatura cientifica a rata ovariectomizada é um
modelo bastante utilizado por muitos pesquisadores para o estudo da
osteoporose pelo fato das perdas 6sseas nestes animais serem
semelhantes as ocorridas em mulheres pés-menopausa (Frost, Jee, 1992;
Wronski, Yen, 1991). Porém outros autores utilizaram modelos como
primatas (Carlson et al., 1993) e camundongos (Ono et al., 2008;
Shimizu-Ishiura et al., 2002; Yao et al., 2006).

Os efeitos da ovariectomia no metabolismo 0sseo de
ratas ja podem ser observados apés 60 dias da cirurgia, tempo escolhido
para este estudo. Segundo Cardoso et al. (2006), ocorre reducdo
significativa na concentracao sérica de estrogeno, diminuicdo no contetdo
de calcio nos ossos e aumento da atividade da fosfatase alcalina
indicando processo de perda 6ssea. As propriedades biomecéanicas do
fémur demonstraram mais fragilidade e a microscopia eletrbnica de
varredura das tibias apresentaram varias lacunas de reabsorcdo
profundas.

A DMO do fémur de ratas avaliada seis e oito semanas
apos a ovariectomia, através do DEXA, foi significativamente menor
nestes animais com deficiéncia estrogénica que no grupo que nao sofreu
a retirada dos ovarios (Park et al., 2010).

Um estudo histomorfométrico no colo do fémur em ratas
ovariectomizadas mostrou diminuicdo significativa no numero de
trabéculas O6sseas com maior separacdo entre elas, sendo essas
alteracoes dependentes do tempo de sacrificio, principalmente apos 60

dias. Diminuigéo significativa da espessura das trabéculas e da cortical
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Ossea foi observada, principalmente apés 180 e 360 dias,
respectivamente (Shen, Wronski, 1997).

No presente estudo foram utilizadas ratas da linhagem
Wistar submetidas a ovariectomia bilateral. Aguardou-se 60 dias para o
inicio dos tratamentos que duraram de 3 a 28 dias. A reducao nos niveis
de estrogeno foi comprovada pela atrofia dos cornos uterinos no momento
do sacrificio dos animais. Corroborando com 0s nossos estudos, outros
autores esperaram 0 mesmo periodo para que 0S animais
desenvolvessem as alteragcbes esperadas como a diminuicdo da
conectividade intertrabecular e afinamento trabecular pela falta do
estrégeno (Cardoso et al., 2006; Yao et al., 2006; Shen, Wronski, 1997;
Bagi et al., 1997; Park et al., 2010; Simic et al., 2006; Asawa et al., 2004).
Alguns autores utilizaram tempos diferentes como Nakamura et al. (2008)
que usaram 12 semanas, Saleh e Sahle (2011) que usaram 4 semanas,
Bitto et al. (2008) que usaram seis meses, Wang et al. (2008) e Potu et al.
(2009; 2010) que usaram uma semana. Ja outros autores como Tsuang et
al. (2008), Tezval et al. (2010), Huang et al. (2008), Ono et al. (2008) e Ho
et al. (2009) ndo esperaram tempo algum e logo apdés a cirurgia
comecaram o tratamento com enfoque preventivo.

A regidao proximal do fémur e o colo femoral foram
escolhidos para verificar o efeito dos medicamentos porque representam
areas criticas para analise de comprometimento pela osteoporose. A
deficiéncia estrogénica desenvolve alteracbes Osseas trabeculares e
corticais nessas areas tanto em humanos quanto em ratos (Bandeira et
al., 2000; Szejnfeld, 2000; Shen, Wronski, 1997; Mesquita et al., 2009).
Tais alteracbes podem ser avaliadas por diversas metodologias, entre
elas por analise microscépica e histomorfométrica do volume ésseo e por
analise imunohistoquimica para osteocalcina que € um marcador de
atividade formadora de 0sso, analises estas adotadas no presente estudo.

O estrogénio possui agdo anti-reabsortiva; este se liga

aos osteoblastos através de receptores, o que dificulta a reabsorgéo



85

Ossea e favorece a formacdo Ossea. Dentre as alteracdes hormonais
relacionadas ao processo de remodelacédo 6ssea destaca-se o declinio de
estrOgenos que ocorre na menopausa e pos-menopausa, que leva a um
desequilibrio na remodelacdo 6ssea com perda da massa 0ssea e ao
desenvolvimento da osteoporose, pois a taxa de reabsor¢gdo supera a
taxa de aposicdo 6ssea. (McCormick, 2007)

Com a deficiéncia estrogénica ha um aumento na
producdo de certas citocinas envolvidas na reabsorcdo 6ssea como a
interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) o fator de necrose tumoral
(TNF) que estimulam os osteoclastos a reabsor¢cdo. Na presenca do
estrogeno, algumas citocinas e fatores de crescimento produzidos por
osteoclastos e osteoblastos como IGF | e I, TGF e PDGF possuem acao
autécrina e paracrina (Raisz, 1999; McCormick, 2007).

Existem varias formas de tratamento para a osteoporose
e suas complicacdes tanto com enfoque curativo quanto preventivo. Sao
indicados tratamentos alopaticos, reposicdo hormonal, fitoterapicos, dieta
com guantidade adequada de célcio e vitamina D, osteopatia, acupuntura,
medicina chinesa, exercicios fisicos especificos, e outros. A terapia
alopatica com bifosfonatos, entre eles o alendronato, é uma das mais
utilizadas mundialmente, porém pode ocasionar alguns efeitos colaterais
principalmente em tratamentos de longa duracdo (McClung, 2006).

Por ser bastante usado clinicamente no tratamento da
osteoporose e por ser frequentemente usado como parametro de
comparacao com diversos tratamentos experimentais, o alendronato foi
escolhido neste estudo para avaliacdo comparativa com o medicamento
homeopatico Calcarea phosphorica o qual pode ser indicado no
tratamento da osteoporose.

Na homeopatia ha véarios medicamentos que tem
aplicagdo no tratamento da osteoporose. No entanto, a literatura cientifica
atual ndo explora muito essa area e existe pouca divulgacdo sobre o

efeito de medicamentos homeopaticos nesse assunto.
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Ceticismo, descrédito, pouco conhecimento sobre os
fundamentos da homeopatia, tabus, misticismo e outros fatores estao
entre 0s motivos que justificam a pouca divulgacdo. A homeopatia propde
uma forma de tratamento diferente da alopatia, pelo estimulo reativo do
proprio organismo. A acdo dos medicamentos homeopéticos nem sempre
€ bem compreendida pela populagdo que est4d acostumada aos
tratamentos alopaticos antagonistas aos sintomas da doenca (Lansky,
2009).

Os resultados de nosso estudo permitem algumas
reflexdes, pois foi possivel verificar que o medicamento homeopatico
Calcarea phosphorica 6 CH interferiu na remodelacédo éssea do fémur das
ratas ovariectomizadas e apresentou efeitos diferentes em comparacéao
ao alendronato, tanto na andlise histomorfométrica do volume 6sseo no
colo do fémur quanto na analise imunohistoquimica para a osteocalcina.

De acordo com as figuras 3 e 4, o grupo OVZ-placebo que
foi o controle de deficiéncia estrogénica sem tratamento apresentou o
menor volume 6ésseo no colo do fémur durante todo o experimento
confirmando que o modelo experimental escolhido foi adequado para
produzir alteracdes 6sseas como esperado na menopausa. Os grupos
OVZ tratados exibiram volume ésseo igual, menor ou maior que 0 grupo
sham-placebo, que foi o controle sem ovariectomia e sem tratamento, na
dependéncia da resposta aos tratamentos.

No periodo de 3 dias n&o havia diferenca no volume
0sseo no colo do fémur entre os grupos sham, OVZ-Calcarea phosphorica
e OVZ-alendronato, mas os trés grupos mostravam valor numérico de
volume Osseo maior que o OVZ-placebo embora essa diferenca fosse
muito pequena e nédo significativa na avaliagdo estatistica.

Aos seis dias foi possivel observar que a ovariectomia
reduziu a capacidade de formacdo de 0sso, pois, 0 volume 6sseo no
grupo sham aumentou bastante enquanto nos 3 grupos OVZ o aumento

em relacdo ao terceiro dia foi muito pequeno e sem valor estatistico,
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independente do tipo de tratamento. A diferenca do grupo sham para os 3
grupos ovariectomizados foi significativamente maior. Os grupos OVZ
tratados com Calcarea phosphorica e alendronato ndo mostraram
diferenca entre si, mas mostraram valor numérico discretamente maior de
volume 6sseo que o OVZ-placebo, sem diferenca estatistica.

Apesar de até o 6° dia os valores de volume Gsseo nos
grupos OVZ tratados terem mostrado diferenca ndo significativa em
relacdo ao grupo OVZ-placebo e no aumento do 3° para o 6° dia, levando
em consideracéo os resultados dos dias seguintes pode se conjeturar que
talvez os tratamentos ja estivessem atuando.

Aos 10 dias ocorreu um pico de aumento no volume
0sseo em todos os grupos. O teste de Tukey (Tabela 2) que considera
apenas o tempo de tratamento mostrou que nesse periodo foi alcan¢ado
0 maior volume 6sseo do experimento. Considerando os dois tratamentos
verificou-se que ambos foram eficazes uma vez que o volume Gsseo
formado foi maior que no grupo OVZ-placebo. Mesmo com deficiéncia
estrogénica as ratas responderam aos tratamentos aumentando o volume
0sseo e se aproximando do comportamento do grupo sham-placebo. A
Calcarea phosphorica foi mais eficiente que o alendronato nesse periodo
de observacéao (Figuras 3 e 4). Um dos motivos para esse comportamento
pode ser seu mecanismo de acdo como discutiremos adiante com 0s
dados da osteocalcina.

Como mencionado na metodologia deste estudo, todos 0s
animais foram submetidos a perfuracdo de defeitos 6sseos na tibia no
primeiro dia de tratamento para avaliacdo simultanea do efeito destes
mesmos tratamentos na reparacdo o6ssea. O processo inflamatorio que
ocorreu nos dias que se seguiram a lesdo 6ssea provavelmente serviu de
estimulo indireto as modificacdes observadas na remodelacéo 6ssea do
fémur, estimulando um aumento da formacdo de osso trabecular que
repercutiu no aumento de volume 6sseo em todos 0s grupos, inclusive no

Sham-placebo.
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Aos 17 dias houve uma desaceleracdo no ganho de
volume 6sseo em todos 0s grupos exceto no tratado com alendronato. O
grupo OVZ-placebo voltou aos valores dos seis dias confirmando que a
ovariectomia influiu na capacidade de formar osso aumentando o turnover
0sseo no colo do fémur. O grupo sham-placebo que € nosso controle
normal embora tenha mostrado diferenca estatistica na perda de volume
0sseo de 10 para 17 dias, continuou com volume 0sseo significativamente
maior que o OVZ-placebo. O grupo OVZ-Calcarea phosphorica se
equiparou ao grupo sham-placebo comprovando que o tratamento foi
eficaz pois apesar da deficiencia estrogénica mostrou volume ésseo igual
ao grupo normal (Sham-placebo). O grupo que recebeu o alendronato
mostrou um pequeno aumento numérico dos 10 dias para os 17 dias, mas
sem diferenga estatistica. A partir desse periodo de observagdo comecga a
se evidenciar que o mecanismo de acdo da Calcarea phosphorica é
diferente do alendronato.

O estimulo decorrente do processo inflamatério deste
periodo em diante deve deixar de existir, pois as lesfes O6sseas
produzidas na tibia aos 21 dias entraram nas fases finais da reparacao
O0ssea apresentando diminuicdo intensa ou auséncia da inflamacdo e
sendo observado o desenvolvimento das fases finais de maturagcao e
remodelacéo Ossea (Farina, 2010).

Aos 28 dias, o volume 0sseo encontrado no grupo
ovariectomizado que recebeu o alendronato continuou aumentando e foi o
maior de todos, com diferencga estatisticamente significante de todos os
outros grupos. Outros autores também verificaram que os animais que
foram medicados com alendronato tiveram aumento significativo no
volume 0sseo (Da Paz et al., 2001; Pytlik et al., 2004; Sliwinsk et al.,
2004; Iwamoto et al., 2006; Tsuang et al.,Nakamura et al., 2008, Wang et
al., 2008; Bitto et al., 2008; Xiong et al., 2007; Ho et al., 2009; Machado et
al., 2006 ; Farina, 2010). A resposta ao alendronato foi mais tardia, mas

foi eficaz e nesse periodo superou o resultado do medicamento
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homeopatico. Os animais que receberam a Calcarea phosphorica
mostraram volume O6sseo menor que 0S que receberam alendronato e
discretamente maior que os animais do grupo sham, mostrando que o
efeito da medicacdo homeopatica foi suficiente para manter o volume
0sseo alcancado. O grupo OVZ-placebo perdeu todo o volume 6sseo
ganho ao longo do experimento.

A partir da analise histomorfométrica do volume 6sseo do
colo do fémur, segundo o teste de Tukey que considera apenas a variavel
tipo de tratamento (Tabela 3), pode se afirmar que os tratamentos com
Calcarea phosphorica e alendronato controlaram o turnover 6sseo. Os
animais tratados com alendronato aumentaram o volume de 0sso
trabecular mais tardiamente e os tratados com Calcarea phosphorica mais
precocemente, mas todos os tratamentos fizeram diferenca.

O grupo tratado com alendronato mostrou um aumento
progressivo de volume 6sseo até o final do experimento (Figuras 3 e 4 e
Tabelas 1 e 2) enquanto o tratado com Calcarea phosphorica formou
bastante 0sso, mas apresentou reabsorcao parcial do mesmo.

Nos estudos de Werkman et al. (2006) em ratos
castrados, os autores puderam observar que a Calcarea phosphorica
estimulou a neoformacdo 6ssea nos periodos iniciais do reparo 6sseo e
sofreu remodelacéo posterior. O mesmo foi visto por Farina (2010) em
ratas ovariectomizadas.

Pode-se dizer que essas diferencas estdo ligadas aos
mecanismos de acdo dos dois medicamentos escolhidos. O alendronato
atua inibindo a acdo de osteoclastos e diminuindo a reabsorcdo O0ssea
(Castro et al., 2004; Mc Clung, 2006; Cruz et al., 2011). O mecanismo de
acao da Calcarea phosphorica homeopatica ainda ndao é conhecido, mas
como veremos a partir dos resultados da andlise da osteocalcina sua
acao se reflete na proliferacéo e atividade de osteoblastos.

O teste de Tukey considerando o volume 0sseo apenas

nos periodos de observacdo e nao segundo os tipos de tratamento
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mostrou que no décimo dia houve um pico de aumento de volume ésseo,
estatisticamente significativo, independente do tipo de tratamento. No
periodo de seis e trés dias, ocorreu o menor volume 6sseo o0 que pode
demonstrar que foi necessario um periodo de tempo para a acdo dos
tratamentos estudados repercutirem na formacgéo 6ssea, independente de
seu mecanismo de agéo.

A microscopia descritiva contribuiu para avaliar os efeitos
dos tratamentos, mas a complementacdo com analise de dados
mensuraveis forneceu dados numéricos que permitiram analise estatistica
e definram os resultados de modo mais concreto. A analise
imunohistoquimica foi de grande valia e a escolha da expressédo de
osteocalcina permitiu avaliar o mecanismo de acdo da Calcarea
phosphorica.

A osteocalcina € uma proteina ndo coldgena do 0sso
secretada por osteoblastos, que se deposita na matriz 6ssea recém-
formada. Ela interage com a hidroxiapatita que é o mineral que confere
resisténcia ao 0sso. A quantificacdo desta proteina é bastante usada para
monitorar os niveis de formacdo 6ssea, refletindo no turnover ésseo
(Prince et al., 1983; Bronckers et al., 1987; Parisi, 2002; Scarfati, 2004).

Ossos com osteoporose apresentam contetdo reduzido
de osteocalcina devido a baixa atividade osteoblastica (Grynpas et al.,
1994; Lee et al., 2000).

Durante o processo de reparo 0sseo alveolar em ratas
ovariectomizadas, a osteocalcina estava fortemente marcada em animais
tratados com raloxifeno e estradiol. A imunomarcacao foi observada nos
osteoblastos, ostedcitos, células da linhagem osteoblastica e trabéculas
0sseas e serviu para comprovar que o0s tratamentos usados estimularam
a formacgéo d6ssea (Luvizuto et al., 2010).

Segundo Tera (2010), durante a reparacdo de lesdes
o0sseas em mandibulas de ratas ovariectomizadas a expressao

imunoistoquimica de osteocalcina foi observada. Houve marcacédo de
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osteoblastos, ostedcitos, trabéculas ésseas e megacariocitos no 0sSso
neoformado em todos os periodos de observacdo, de 7 a 60 dias,
indicando atividade de formacéo 6ssea.

Avaliacdo de efeitos da movimentacdo ortoddntica
durante um a oito semanas também demonstrou imunomarcacao para
osteocalcina em células do ligamento periodontal, osteoblastos e
cementoblastos nas regides de tensdo Ossea. Nas regibes de
compressdo, a osteocalcina ficou evidente na matriz extracelular do
ligamento periodontal e foi significativamente maior do que nas regides de
tensdo, porém mostrou um pico de intensidade na quarta semana e um
declinio drastico na oitava semana. A marcacao celular nas regides de
tensdo indicou estimulo a proliferacdo e atividade das células e nos
osteoblastos indicou formacéo de osso novo (Han et al., 2008).

Nos estagios iniciais da osseointegracdo ao redor de
implantes na mandibula e na maxila de caes os primeiros sinais de
formacgéo 6ssea ocorreram aos sete dias. Na analise imunoistoquimica, a
osteocalcina ja se encontrava no tecido 6sseo trabecular neoformado o
que indica que este marcador pode ser usado em fases precoces do
processo de formacao éssea (Schwarz et al., 2007).

Em nosso estudo a quantidade média de osteoblastos
positivos para osteocalcina presentes entre 0os grupos revelou como efeito
significativo o fator tratamento analisado e a interacdo entre tratamento e
tempo (p=0,008 e p=0,001, respectivamente). O fator tempo isoladamente
nao foi significativo (p=0,054).

Os testes de Tukey comparando somente o tempo ou
somente o tipo de tratamento e o de comparacdo multipla dos grupos,
realizado para complementacdo da andlise estatistica, mostraram que o
tempo de tratamento ndo interferiu nos resultados, mas que o tipo de
tratamento sim. O tratamento com Calcarea phosphorica apresentou mais
osteoblastos positivos para osteocalcina que o0 tratamento com

alendronato (Tabelas 5 e 6 e Figura 11). Nas fases iniciais do estudo (3, 6
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e 10 dias) o grupo OVZ-Calcarea phosphorica foi o que apresentou a
maior quantidade de osteoblastos marcados para osteocalcina. Aos 17
dias ocorreu uma mudanca drastica, a quantidade de osteoblastos
positivos diminuiu intensamente no grupo Calcarea phosphorica e
aumentou intensamente nos grupos sham-placebo e ovz-placebo. Aos 28
dias o grupo sham-placebo continuou com muitos osteoblastos positivos,
OVZ-placebo mostrou intensa diminuicdo e o grupo OVZ-alendronato
comecou a apresentar aumento no numero de osteoblastos positivos para
osteocalcina.

Estes resultados indicam que o tratamento com Calcarea
phosphorica estimulou a proliferagdo de osteoblastos e talvez sua
atividade no inicio do tratamento, pois aos 3, 6 e 10 dias este foi 0 grupo
com a maior expressdo de osteocalcina em osteoblastos. No entanto,
como aos 17 e 28 dias a quantidade de osteoblastos positivos diminuiu é
possivel que o estimulo do tratamento sobre os osteoblastos tenha sido
temporario. Esta acdo foi oposta a acdo do alendronato tanto em relacéo
a célula alvo quanto em relacdo ao tempo de acao do tratamento.

Grande quantidade de osteoblastos marcados nos
periodos iniciais, também foi visto nos estudos de Aizawa et al (1998) no
fémur de coelhos, em Han et al. (2008) na movimentacéo ortodontica em
caes e em ratas ovariectomizadas nos achados de Luvizuto et al. (2010) e
Tera (2010).

Os grupos sham-placebo e OVZ-placebo sé mostraram
aumento significativo da expressédo de osteocalcina em osteoblastos aos
17 dias, sendo que aos 28 dias o0 primeiro grupo manteve a marcacao e o
segundo ndo. Como estes 2 grupos nao receberam tratamento além de
placebo € possivel que o estimulo inflamatério devido ao reparo das
lesBes na tibia tenham sido responséavel pela resposta dos osteoblastos.
O grupo sham que € nosso controle normal manteve a resposta e o grupo
OVZ-placebo n&o conseguiu devido as alteragcbes decorrentes da

osteoporose pos-deficiéncia estrogénica.
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Comparando com os dados da analise imunohistoquimica
da osteocalcina que mostrou as variagdes de aumento e diminuicdo da
guantidade de osteoblastos ativos com os dados da andlise
histomorfométrica do aumento de volume ésseo foi possivel verificar que
hé& relacdo entre esses dois parametros, pelo menos parcial.

Sem considerar o tempo de tratamento o grupo sham
formou o maior volume 6sseo, mas foi 0 segundo em aumento do numero
de osteoblastos e tanto 0 aumento de volume 0sseo quanto 0 numero de
osteoblastos foi mantido de 17 para 28 dias.

Sem considerar a duragdo do tratamento o grupo OVZ-
Calcarea phosphorica foi 0 que mostrou maior numero de osteoblastos
positivos e aos 10,17 e 28 dias mostrou intenso aumento de volume
0sseo0 se equiparando ao exibido pelo grupo sham. Apesar da
osteoporose este tratamento gerou um grande estimulo a proliferacdo e
ativacdo dos osteoblastos que resultou em resposta positiva no aumento
de volume ésseo.

O tratamento com alendronato desenvolveu aumento
progressivo de volume 6sseo e aos 28 dias continuou apresentando
aumento, mas foi o grupo com menor nimero de osteoblastos positivos
para osteocalcina. Como j& € conhecido o alendronato atua impedindo ou
dificultando a acdo dos osteoclastos e ndo estimulando osteoblastos.
Mesmo assim foi possivel observar que aos 28 dias houve um pequeno
aumento na quantidade destas células.

O grupo OVZ-placebo reagiu discretamente ao estimulo
(provavelmente inflamatorio), mas nao conseguiu manter o aumento de
massa 0ssea nem o aumento da quantidade de osteoblastos ativos. As
alteracbes osteoporoticas devem ter sido as responsaveis por esse fato.
Os animais com deficiéncia estrogénica ndo perderam a capacidade de
formar 0sso, mas a intensidade da resposta foi pequena, a quantidade de

osso formado foi menor e ndo sustentada. Resultados semelhantes foram
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observados em estudos sobre reparacdo Ossea em ratas
ovariectomizadas (Farina, 2010).

A analise dos ostedcitos presentes nas trabéculas 6sseas
localizadas na epifise proximal do fémur mostrou que a grande maioria
dessas células foi negativa para osteocalcina. A quantidade média de
ostedcitos variou entre os diferentes tratamentos e diminuiu de trés dias
para 28 dias. A comparacdo por ANOVA dois fatores (tempo de
tratamento e tipo de tratamento) para a quantidade de ostedcitos foi
significativa para ambos os fatores analisados (p=0,001 e p=0,001
respectivamente). Segundo os testes de Tukey, ndo se levando em
consideracdo o tempo de tratamento, verificou-se que o grupo OVZ
tratado com alendronato apresentou mais ostedcitos que o tratado com
Calcarea phosphorica, mostrando diferentes mecanismos de agéo entre
os dois medicamentos testados.

Varios megacariocitos localizados entre as trabéculas
O0sseas na regido epifisaria proximal do fémur mostraram marcacdo
positiva para osteocalcina. A comparacao por ANOVA dois fatores (tempo
de tratamento e tipo de tratamento) revelou como significativo o tipo de
tratamento e a interacdo entre os fatores (p=0,001 e p=0,015,
respectivamente) e como n&o significativo o tempo de tratamento
(p=0,318). O teste Tukey de comparacdo multipla dos grupos, realizado
para complementacéo da analise estatistica confirmou esses resultados.

Talvez os megacariocitos possam ser considerados como
precursores de osteoblastos.

De acordo com os resultados observados é indiscutivel
gque os animais responderam ao tratamento com a Calcarea phosphorica
6 CH. A resposta foi boa porque foi rapida, aumentou a quantidade de
osteoblastos e sua atividade, desencadeou aumento de volume 0sseo no
colo do fémur, equiparou a resposta a do grupo sham (controle sem

ovariectomia) e manteve o volume 0sseo formado.
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No contexto geral os animais tratados com Calcarea
phosphorica formaram menos 0SSO que 0s animais tratados com
alendronato, mas a diferenca foi pequena. Foi possivel verificar através da
expressdo de osteocalcina que a célula alvo para a Calcarea phosphorica
foi o osteoblasto e ndo o osteoclasto. Esse dado € de fundamental
Importéncia porque em tratamentos de longa duragdo o medicamento
homeopatico ndo devera interferir na renovacdo Ossea enguanto o
alendronato devido a sua acdo em osteoclastos pode acarretar em
acumulo de osso velho sem renovacao.

A terapia homeopatica promete tratar o paciente dentro de
principios nos quais o proprio paciente através de sua energia vital
encontra formas fisiologicas de se recuperar. O fato do grupo OVZ-
Calcarea phosphorica ter se equiparado a resposta e comportamento do
grupo sham-placebo pode ser uma prova disto.

Nossos resultados permitem validar a utilizacdo da
Calcarea phosphorica 6 CH como medicacdo para minimizar os efeitos
causados na epifise femoral pela falta do estrogénio, como na
osteoporose em mulheres pés-menopausadas. Porém, neste estudo, seu
efeito ficou evidente nos periodos iniciais de tratamento. Mais estudos
avaliando diferentes tempos de duracdo do tratamento e diferentes

posologias devem ser testados.



7 CONCLUSAO

A partir da analise histomorfométrica do volume 6sseo do
colo do fémur e da analise imunohistoquimica para osteocalcina na regiao
da epifise proximal do fémur, nas condi¢cdes adotadas nesse experimento

foi possivel concluir que:

1. A rata ovariectomizada € um modelo experimental adequado para o

estudo da remodelacdo 0ssea na osteoporose;

2. O tratamento com Calcarea phosphorica € valido no controle do
turnover 0sseo e na recuperacdo do volume 6Osseo no fémur na

vigéncia de osteoporose por deficiéncia estrogénica;

3. A Calcarea phosphorica 6 CH influenciou a remodelagédo 6ssea e o
controle do turnover 0sseo no fémur de ratas com deficiéncia
estrogénica, aumentando o volume 0sseo provavelmente por estimulo
da diferenciacdo, proliferacdo e ativacdo de osteoblastos e nao

impediu a acéo osteoclastica de reabsorcéo 6ssea;

4. O tempo de resposta ao tratamento com Calcarea phosphorica foi

mais rapido que ao tratamento com alendronato;

5. O comportamento do grupo ovariectomizado tratado com Calcarea
phosphorica 6 CH em relacdo ao aumento de volume 6sseo no colo do

fémur foi semelhante ao do grupo Sham tratado com placebo;
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O mecanismo de acéo da Calcarea phosphorica 6 CH foi oposto ao do
alendronato uma vez que estimulou o ganho 6sseo na remodelacéo do
fémur por atividade osteoblastica formadora de 0sso e nao por impedir

a reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos;

O volume 6sseo no colo do fémur no tratamento com alendronato
aumentou progressivamente e nao apresentou reabsorcdo dentro dos

periodos de observacéo propostos neste estudo;

O fato dos animais estarem em fase de reparacdo 6ssea, embora em
outro 0sso, provavelmente influiu na remodelacdo 6ssea no fémur,

estimulando a formacéo 6ssea, independente do tipo de tratamento;

Este estudo colaborou para elucidar o mecanismo de acédo da

Calcarea phosphorica na remodelacédo éssea.
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