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RESUMO

O aumento da expectativa de vida amplia as possibilidades de doencas degenerativas,
como osteopenia e osteoporose, que elevam a ocorréncia de fraturas e demandam
tratamento prolongado. Os medicamentos usados no tratamento da osteoporose podem
interferir no reparo 6sseo de fraturas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
Risedronato (1,5mg/kg/dia) e do medicamento homeopatico Calcarea fluorica 6CH (3
gotas/dia) no reparo 6sseo em ratas com osteopenia induzida. Para isso, 105 ratas foram
submetidas a ovariectomia e 35 ratas a cirurgia sham. Apos 35 dias, lesdes
monocorticais de 2,5mm foram realizadas nas tibias quando, entido, iniciou-se a
medicagdo. Os animais ovariectomizados foram divididos em trés grupos e um recebeu
Calcarea fluorica (Cf), outro risedronato (R) e, o terceiro (O), bem como o grupo sham
(S), receberam agua destilada para efeito placebo. Apés trés, seis, 12, 18 e 24 dias de
tratamento, sete animais de cada grupo foram sacrificados, as tibias removidas,
radiografadas para anadlise da densidade Optica, descalcificadas e processadas para
analise histoldgica e histomorfométrica. Os dados foram submetidos aos testes ANOVA
e Tukey (5%). Segundo a analise de densidade optica (n=7), ndo houve diferenga entre
os tratamentos aos trés, seis e 12 dias e, aos 18 e 24 dias, o grupo R mostrou os valores
mais altos (p<0,05). Através da histomorfometria, foi avaliada a porcentagem de
preenchimento com osso neoformado na area total disponivel compreendendo o defeito
e a cavidade medular e também a porcentagem de osso trabecular dentro da area
preenchida pelo calo 6sseo aos seis, 12, 18 e 24 dias de tratamento (n=6). Em relacéo a
area de preenchimento total, o grupo R superou os valores dos demais (p<0,05)
enquanto que os grupos Cf e O se mostraram com valores iguais em todos os periodos
de tempo, diferindo somente aos seis dias, quando o grupo Cf foi superior ao O. A
porcentagem de area trabecular dentro da area preenchida pelo calo aos seis, 12 e 18
dias nao foi diferente entre os grupos R, Cf e O. Aos 24 dias o grupo O apresentou os
maiores valores de area trabecular, sendo diferente do grupo R, com os menores
valores, e o grupo Cf mostrou valores intermediarios. Concluiu-se que a ovariectomia
interferiu de forma prejudicial no reparo e que o medicamento risedronato foi o que
estimulou a maior formagdo éssea e a menor remodelagdo. A Calcarea fluorica 6CH
estimulou maior formagédo éssea nas fases iniciais da reparagdo quando comparada ao
grupo O, mas nao interferiu negativamente na remodelagao.

PALAVRAS-CHAVE: Alopatia; difosfonatos; homeopatia; Calcarea fluorica
6CH; regeneracao Ossea; osteoporose; ratos; radiografia dentaria digital;
histomorfometria.



1 INTRODUCAO

A osteoporose € uma doenca metabdlica que leva a
deterioracdo da microarquitetura 6ssea e diminuicdo da massa Ossea. A
manifestacdo clinica mais comum da osteoporose é representada pela
ocorréncia de fraturas.

A osteoporose é um problema crescente de saude publica
no mundo devido a ocorréncia de longevidade aumentada. Também a
populacao brasileira acima dos 65 anos de idade ja é a que mais cresce e
tende a elevar-se. Alta taxa de mortalidade, morbidade e os custos do
tratamento sdo importantes prejuizos trazidos pelas fraturas
osteoporéticas. Assim, a reparacao 6ssea € um dos assuntos de estudo
mais urgentes numa sociedade que envelhece porque uma reparagao de
fratura prejudicada pode aumentar dramaticamente a morbidade de
pacientes idosos.

Os aspectos de maior interesse ortopédico sao: a
fragilidade 6ssea, a eficacia da fixacdo de implantes e a consolidagao de
fraturas. A osteoporose muda o curso da reparagcdo Ossea através da
diminui¢do do volume e da velocidade de formagéo do calo 6sseo.

Nos ultimos anos, muita atencdo tem sido dada aos
efeitos potenciais dos medicamentos usados para tratar a osteoporose na
reparacgao de fraturas advindas desta doenca.

Existe uma variedade de tratamentos disponiveis para o
tratamento da osteoporose. Tratamentos anti-reabsortivos que incluem o
calcio, vitamina D, bifosfonatos, calcitonina e a terapia de reposicao
hormonal tém demonstrado alguma prevengdo da perda Ossea ou

reducdo de ocorréncia de fraturas. Medicamentos anabdlicos, que
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estimulam a formagdo d6ssea como os fluoretos, o paratorménio e
analogos também tém sido considerados. Tem-se também testemunhado
crescente interesse por tratamentos alternativos como fitoterapia e
homeopatia.

Os bifosfonatos constituem um tipo de tratamento muito
utilizado para a osteoporose. Entre eles, o risedronato tem se mostrado
como medicamento que ndo s6 diminui a perda 6ssea, mas também
estimula a formagdo de novo osso. No entanto, € um tratamento
dispendioso e acompanhado de alguns efeitos adversos, principalmente
se considerarmos a necessidade do uso prolongado, justificando a
pesquisa de novos tipos de tratamento.

A homeopatia curativa oferece uma alternativa
interessante aos tratamentos classicos, uma vez que € de baixo custo e
apresenta poucos efeitos adversos, porém, com escassos trabalhos
cientificos explorando seus efeitos. A Calcarea fluorica encontra-se entre
os principais medicamentos homeopaticos de tropismo ésseo com
possibilidade de atuagdo positiva no reparo de fraturas ocorridas no
decorrer da osteoporose.

Assim, este trabalho se propde a comparar a acdo desse
medicamento homeopatico ao risedronato, que representa uma das
classes de medicamentos alopaticos mais indicadas em casos de

osteoporose.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Remodelagdo 0ssea

O osso é um tecido mineralizado que confere multiplas
funcdes mecanicas e metabdlicas ao esqueleto (DUCY et al.?®, 2000),
entre elas a manutencdo do nivel sanglineo de caélcio, provisdo de
suporte mecanico para tecidos moles e de alavanca para a acgao
muscular, abrigando a hematopoiese e dando alojamento e protegcao para
o cérebro e a medula espinhal (HARADA & RODAN®, 2003).

E um tecido surpreendente, pois, embora sua aparéncia
dé a impressao errbnea de inatividade, o osso estd em constante
atividade, ndo s6 no esqueleto imaturo, no qual o crescimento e o
desenvolvimento sdo rapidamente aparentes, mas também no esqueleto
maduro, através de constantes e equilibrados processos de formacgao e
reabsor¢gdo (RESNICK et al.?®, 1995), a remodelagdo 6ssea. Na
remodelagdo, que nao esta relacionada ao crescimento, o processo €&
muito mais lento (JUNQUEIRA & CARNEIRO*®, 2004; RESNICK et al.®,
1995) e diferentemente da modelagdo, onde o osso é removido de um
local e formado em um local diferente, ocorre neoformagao d6ssea no
mesmo local da reabsorgdo (MANOLAGAS®®, 2000).

A atividade metabdlica normal do esqueleto adulto,
intimamente relacionada a homeostase do calcio e do fosforo, envolve
predominantemente o processo ciclico e continuo de destruicdo e
renovacdo Osseas, a remodelacdo (SZEJNFELD'®, 2000; GUEDES
JUNIOR et al.*®, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO*, 2004; RANG et al.®,
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2004). A funcao 6ssea de promover a homeostase do calcio se sobrepde
as outras funcdes do esqueleto. A mobilizagdo de calcio do osso requer
reabsorcdo Ossea e 0s principais mediadores deste processo sdo o
paratorménio (PTH) e a 1,25(0H), vitamina D; (HARADA & RODAN®,
2003).

A remodelacado € responsavel pela completa renovagao
do esqueleto adulto a cada dez anos (MANOLAGAS®?, 2000).

Para Ham® (1975) a remodelagdo é necessaria porque os
sistemas de Havers no osso compacto, ou as trabéculas no osso
esponjoso, ndo duram por toda a vida do adulto. Alguns sistemas, ou
parte deles séo reabsorvidos, enquanto novos sao construidos nos tuneis
formados pela reabsor¢dao. A formacdo de novo 0sso, ou mudanga na
disposicao das trabéculas do osso esponjoso ou mesmo do osso cortical
podem melhorar a capacidade da estrutura 6ssea em suportar peso ou
resistir a um novo tipo de forca mecanica. Assim, a remodelagdo também
€ estimulada pela alteragao da funcao do osso.

O reparo de microfraturas ¢é obtido através da
remodelagdo (RESNICK et al.?®, 1995; BANDEIRA et al.”, 2000), assim
como a preservagdo da massa Ossea e de sua arquitetura (GUEDES
JUNIOR et al.**, 2003).

A duragao da fase reabsortiva da remodelagao dssea é
estimada em duas a trés semanas enquanto que a fase neoformadora
dura cerca de trés meses. Esses processos ocorrem de maneira
conjugada, de forma que a neoformacdo Ossea seja sempre precedida
por reabsorcdo dssea (MUNDY®®, 1999; SZEIJNFELD'%, 2000; HARADA
& RODAN®°, 2003).

A remodelagao acontece em varias areas microscopicas e
focais dispersas pelo esqueleto, ocorrendo de forma cronoldgica e
geograficamente separadas umas das outras (MUNDY®®, 1999). Em
adultos sadios, trés a quatro milhdées de sitios de remodelacdo séao

iniciados por ano e cerca de um milhdo estdo ativos num dado momento
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(MANOLAGAS®, 2000).

A reabsor¢cdao Ossea € tarefa dos osteoclastos e a
formagdo de novo osso dos osteoblastos. No esqueleto adulto integro,
todos osteoclastos e osteoblastos pertencem a estruturas temporarias
conhecidas como unidade multicelular basica (basic multicellular unit -
BMU). Uma BMU mede, aproximadamente, 1-2mm de comprimento e 0,2-
0,4mm de largura e compreende um grupo de osteoclastos na frente, um
outro de osteoblastos na retaguarda, um capilar central, além de
suprimento nervoso e tecido conjuntivo associados. A sobrevida de uma
BMU é de seis a nove meses, maior do que a sobrevida de suas células
executoras, sendo necessario suprimento continuo de novas células
(MANOLAGAS®, 2000).

A sequéncia de eventos dentro da unidade de
remodelacdo Ossea parece ocorrer em quatro fases distintas: ativacgao,
reabsorcao, reversao e formacdo. Durante a fase de ativacdo, células
precursoras presentes na medula éssea, respondendo a sinais fisicos e
hormonais, concentram-se sobre determinada regiao da superficie 6ssea,
fundem-se e transformam-se em osteoclastos multinucleados que
realizardo a reabsorgao (SZEJNFELD'%, 2000).

Os osteoclastos s&o células mobveis, gigantes,
extensamente ramificadas, que contém seis a cinqlienta ou mais nucleos.
Possuem citoplasma granuloso, algumas vezes com vacuolos, fracamente
basofilo nos osteoclastos jovens e acidéfilo nos maduros com complexo
de Golgi, e por vezes, reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos.
A superficie ativa dos osteoclastos, voltada para a matriz dssea,
apresenta prolongamentos vilosos irregulares formando pregas.
Circundando essa area com prolongamentos, existe uma zona
citoplasmatica, a zona clara, pobre em organelas, porém contendo muitos
filamentos de actina, local de adesédo do osteoclasto com a matriz 6ssea
(HAM?®, 1975; JUNQUEIRA & CARNEIRO*, 2004).

A proliferacdo de precursores de osteoclastos é
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estimulada fortemente pelo fator estimulante de colénias de macrofagos
(M-CSF), produzido pelos osteoblastos, e mais fracamente pelo fator
estimulante de colénias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) e pela
interleucina-3 (IL-3) (ATHANASOU?®, 1996).

Athanasou® (1996) afirma que os osteoclastos s&o
membros do sistema fagocitico-mononuclear; derivados de células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes, seguem a linhagem hematopoiética de
mondcitos-macréfagos e tém também precursores circulantes, os
mondcitos e macrofagos. No microambiente celular e hormonal do osso,
monaocitos, macréfagos e seus precursores hematopoiéticos sao todos
capazes de se diferenciar em osteoclastos que irdo formar lacunas de
reabsorcao e expressar receptores para calcitonina, ambas caracteristicas
exclusivas destas células, além de expressar a fosfatase acida tartarato-
resistente (TRAP), todas caracteristicas que n&o estao presentes em seus
precursores. A diferenciagcao osteoclastica requer a presencga de células
do estroma da medula 6ssea e osteoblastos, células que tém papel
central na ativagao e controle hormonal da agao osteoclastica.

Quando sao feitas coculturas de precursores de
osteoclastos e células osteoblasticas separadas por membrana,
osteoclastos ndo se diferenciam, mesmo na presenca de agentes
reabsortivos. Células osteoblasticas modulam o desenvolvimento de
osteoclastos por mecanismos que requerem interagao célula/célula
(UDAGAWA et al.'" 1995). Outros autores afirmam que em adigéo aos
sinais autocrinos, paracrinos e enddécrinos, as interagdes célula/célula e
célula/matriz sdo necessarias para o desenvolvimento de osteoclastos e
osteoblastos. Estas interagcdes sdo mediadas por proteinas expressas na
superficie dessas células e seriam responsaveis pelo contato entre o
precursor do osteoclasto e células do estroma ou osteoblastos. Moléculas
de adesao estariam envolvidas na migragcao destas células ao local de
reabsorcdo e na polarizagdo, ativagdo e apoptose de osteoclastos
(ATHANASOU?®, 1996; MANOLAGAS®, 2000).
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Fato importante na compreensdo da biologia do
osteoclasto foi a descoberta da RANK-L (RANK Jigand) e da
osteoprotegerina (OPG). A RANK-L é uma molecula sinalizadora da
familia do fator de necrose tumoral (TNF), secretada por osteoblastos.
Sua presenga € necessaria e suficiente para a diferenciagcdo de
osteoclastos a partir de seus precursores que apresentam o receptor
RANK (receptor activator for nuclear factor xB) (ZAIDI et al."®°, 2003), um
receptor de diferenciacdo e ativacdo de osteoclasto. Boyle et al.” (2003)
também citam o M-CSF como imprescindivel na osteoclastogénese e
outros autores (KONG & PENNINGER®', 2000) afirmam que nem o
RANK-L nem o M-CSF sao capazes de induzir osteoclastos sozinhos,
somente atuando em sinergismo.

Fatores que estimulam o desenvolvimento de
osteoclastos incluem a prostaglandina E, (PGE,) (BANDEIRA et al.’,
2000; BOYLE et al.’, 2003) interleucinas IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, fator
inibidor de leucemia (LIF), oncostatina M, fator neurotropico ciliar, TNF,
GM-CSF, M-CSF, ligante c-kit, fator de crescimento transformante-3
(TGF-B), PTH e 1,25(0OH), vitamina D3. Atuando em oposi¢ao estao a IL-
4, 1L-10, IL-18, interferon y (IFN ) e a calcitonina (MANOLAGAS®?, 2000).

Osteoblastos sé&o as células-alvo para a agao dos fatores
locais e dos horménios sistémicos que estimulam acdo osteoclastica,
liberando um fator soluvel ou um segundo mensageiro que estimula
diretamente a reabsorgdo 6ssea. Alternativamente osteoblastos elaboram
um fator para a matriz ou fator de membrana que estimula atividade
reabsortiva apds contato com osteoclastos maduros. Em contraste, os
maiores inibidores da acao osteoclastica atuam diretamente nos
osteoclastos (ATHANASOU?®, 1996).

O osteoblasto é estimulado pelo calcitriol, PTH e pela IL-6
a expressar o RANK-L (ou OPGL - ligante da osteoprotegerina, ou ODF -
fator de diferenciagéo de osteoclastos). O osteoblasto também sintetiza e

libera a OPG, idéntica ao RANK, que atua como receptor de atragao e



21

que pode ligar-se ao RANK-L e inibir a ligagdo deste ao RANK (MARIE®,
2001; RANG et al.®?, 2004), bloqueando a formagéo de osteoclastos e a
reabsorcdo o6ssea (BOYLE et al.'®, 2003). A expressdo de OPG ¢é
diminuida pela PGE; e aumentada pela 1,25(0OH),vitamina D3, fons Ca** e
TGF-B (KONG & PENNINGER®", 2000).

Osteoclastos maduros, apresentando TRAP, catepsina K
(CATK), receptor para calcitonina e integrina B3 sdo ativados levando ao
inicio da reabsorgao O0ssea. Em resposta a ativagdo do RANK pelo seu
ligante, o osteoclasto se torna polarizado e inicia mudangas estruturais
internas, como reorganizacdo do citoesqueleto, (BOYLE et al.”®, 2003)
formacao de anéis de actina (SUDA et al. '%°, 1997) e de areas de juncéo
entre a superficie 6ssea e a membrana basal formando um
compartimento selado.

A ligacdo a matriz 6ssea envolve a sequéncia especifica
de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD) presente na matriz 6ssea e no
colageno, fibronectina, osteopontina, trombospondina, sialoproteina dssea
e vitronectina (SUDA et al."®, 1997) com integrina Ps (ou receptor
vitronectina integrina v-3) (MUNDY®®, 1999). Essa ligacdo é essencial
para a polarizagdo do osteoclasto, mas parece ser dependente da
presenca de propriedades fisicas da matriz como dureza, rigidez e
aspereza, nao ocorrendo em superficie desmineralizada ou ostedide
(SUDA et al.", 1997).

Este compartimento externo entre o osteoclasto e o osso
€ acidificado através da exportagdo de ions de hidrogénio (H+), acdo que
envolve a expressdo de ATPase vacuolar (vVATPase) (GEORGE et al.?,
2004) existente na borda vilosa do osteoclasto (SUDA et al.’®, 1997). Ha
também a secrecao de enzimas liticas, como a TRAP e pro-CATK, para
esse compartimento (BOYLE et al.'®, 2003).

Uma vez estimulado, o osteoclasto produz quantidades
substanciais de acido latico e hialurénico, o que resulta em reducéo do pH

local e maior poder de dissolugdo das fibras colagenas. A agdo em
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conjunto de colagenases e do baixo pH no compartimento de reabsorcao
leva a digestdo extracelular das fases organica e mineral da matriz 6ssea
(GUEDES JUNIOR et al.**, 2003).

Através deste processo o osteoclasto destréi o osso e os
produtos dessa degradacado sédo processados e liberados na circulagao
(BOYLE et al.”®, 2003).

Alguns trabalhos tém sugerido que a superficie 6ssea é
preparada para a reabsor¢cao pela agao de colagenases liberadas por
osteoblastos que revestem a superficie 6ssea uma vez que estes podem
produzir enzimas capazes de ativar colagenases latentes, como o ativador
de plasminogénio (MUNDY®®, 1999) e a cascata da plasmina proteolitica.
O PTH e outros agentes reabsortivos teriam capacidade de estimular o
aumento da produgao dessas proteases pelos osteoblastos, levando a
digestdo da matriz orgénica desmineralizada (ostedide) que cobre toda
superficie 6ssea e expondo a matriz mineralizada, o que serviria de
estimulo para ativacdo de osteoclastos (ATHANASOU®, 1996). Além da
acao das proteases, os osteoblastos também seriam uma segunda fonte
de prétons contribuindo para a acidificacdo pericelular, que tem
importante papel na degradagao de areas Osseas desmineralizadas. A
estimulacado dos osteoblastos por TNF induz acidificacdo 20% acima do
nivel de equilibrio, além de aumentar a expressdo das metaloproteinases
MMP-1 e MMP-3 (GEORGE et al.**, 2004).

Osteoclastos sdo células terminalmente diferenciadas
com limitada sobrevida (SUDA et al.'®, 1997), sendo que a sobrevivéncia
e participagdo em sucessivos ciclos de reabsorgao sao reguladas por
horménios e citocinas. RANK-L e IL-1 aumentam a sobrevida de
osteoclastos maduros (SUDA et al.'®,1997; BOYLE et al.®, 2003). A
apoptose dos osteoclastos parece envolver o TGF liberado através da
reabsorgdo 6ssea (MUNDY®®, 1999) ou mediado através do estrogeno
(SUDA et al.",1997).

Ainda ndo esta claro o que encerra a fase reabsortiva,
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mas um elevado nivel de calcio local ou substancias liberadas pela matriz
parecem estar envolvidos (BANDEIRA et al.”, 2000), servindo como
agentes da conjugacao entre a reabsorgéo e a formagao 6ssea (GUEDES
JUNIOR et al.*®, 2003).

Na fase de reversao, células mononucleares da linhagem
de mondcitos e macrofagos preparam a superficie para os osteoblastos
iniciarem a formagao produzindo uma glicoproteina a qual os osteoblastos
podem se aderir (BANDEIRA et al.”, 2000). Szejnfeld'% (2000) relata que,
durante 7 a 14 dias, uma espessa linha de “cimento” € depositada. Essa
regido consiste de fibras colagenas organizadas ao acaso demarcando o
limite da lacuna de reabsor¢do e ligando o osso neoformado ao 0sso
velho.

A fase da formacdo Ossea, intimamente ligada a
reabsor¢cdo, comeca quando os pré-osteoblastos sdo atraidos para a
cavidade de reabsorcao criada pelos osteoclastos (SZEJNFELD'%, 2000).

Como os osteoclastos, também os osteoblastos sé&o
derivados de precursores originados na medula 6ssea. Os precursores
dos osteoblastos s&o células-tronco mesenquimais pluripotentes, que
também dao origem as células estromais da medula 6ssea, condroécitos,
células musculares e adipoécitos. Esses precursores eram chamados de
unidades formadoras de colénias de fibroblastos (CFU-F) e atualmente
sdo chamados de CFU-osteoblastos (CFU-OB). Osteoblastos também
podem se originar de pericitos, células mesenquimais aderentes ao
endotélio vascular (MANOLAGAS®, 2000).

Os osteoblastos sé&o células grandes, arredondadas ou
poligonais, com nucleo excéntrico e citoplasma amplo, mostrando
caracteristicas ultra-estruturais de células produtoras de proteinas, como
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi
(HAM®*, 1975). Apresentam intensa basofilia, principalmente quando em
intensa atividade sintética, porém, quando em estado pouco ativo tornam-
se menores e a basofilia diminui (JUNQUEIRA & CARNEIRO*, 2004).
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Estas células mostram-se achatadas e alongadas possuem poucas
organelas e recobrem a maior parte da superficie 6ssea no esqueleto
adulto. Parecem estar em estado de repouso ou relativamente inativas, e
sao células com capacidade de transformagao em osteoblastos ativos
(ATHANASOU®, 1996).

O mecanismo da conjugacéao formativo-reabsortiva parece
envolver substancias produzidas localmente (KRANE & NEER®*, 1990) e
a ocorréncia da remodelagao 6ssea simultaneamente em multiplos locais
é vista como uma evidéncia de controle local, de forma autdcrina e/ou
paracrina, mas também de mecanismos sistémicos (MUNDY®®, 1999;
BANDEIRA et al.”, 2000; DUCY et al.?8, 2000).

Uma das teorias €& que fatores estimuladores de
osteoblastos como fator de crescimento semelhante a insulina IGF-I, IGF-
Il e TGF-B , que estavam mergulhados na matriz 6ssea (RANG et al.??,
2004), além de proteinas estruturais como o colageno tipo 1 e a proteina
gla-0ssea, sado liberados da matriz O0ssea durante a reabsorgao
osteoclastica levando a quimiotaxia de osteoblastos ou seus precursores
para os locais de reabsorcdo. A proliferacdo e diferenciacdo dos
precursores de osteoblastos também sdao mediadas por fatores locais
liberados durante a reabsorcdo como IGF, fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(MUNDY®®, 1999;: MANOLAGAS®®, 2000; GUEDES JUNIOR et al.’®
2003).

No proximo evento sequencial durante a fase de formagao
ocorre a diferenciacdo do precursor de osteoblasto em célula madura
(MUNDY®®, 1999).

Os fatores que promovem a osteoblastogénese, com
excegao das proteinas Osseas morfogenéticas (bone morphogenetic
proteins - BMPs), e em particular, a BMP-2 e -4 que s&o expressas na
vida poés-natal e servem para manter o continuo suprimento de

osteoblastos, ndao podem induzir diferenciagdo de células mesenquimais
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precursoras da medula o6ssea do adulto ndo comprometidas em
osteoblastos (MANOLAGASB3, 2000). O comprometimento precoce dos
precursores requer a expressao do fator de transcrigdo Cbfa1 (core
binding factor A1), que regula a transcricdo de varios genes responsaveis
pelo fendtipo osteoblastico adulto produtor de colageno tipo |,
sialoproteina éssea, osteopontina, TGF-f3 e osteocalcina. Outras familias
de fatores de transcricdo também sado importantes, entre eles o DIx5
(MARIE®, 2001), que também regula a osteocalcina, a fosfatase alcalina,
assim como a mineralizacdo (MANOLAGAS®, 2000). BMPs podem
induzir a expressdo de Cbfa1 (DUCY et al.?®, 2000).

O TGF-B pode controlar o estado de repouso da
diferenciagcao osteoblastica in vivo e inibir a expressdao de Cbfal em
culturas de osteoblastos (DUCY et al.?, 2000). Osteoblastos secretam e
depositam TGF- na matriz é6ssea e podem responder a ele num modelo
autécrino de acdo, sendo que esta agdo depende do estagio de
diferenciacao da célula. TGF- estimularia proliferagdo e diferenciagéao
precoce de osteoblastos enquanto inibiria diferenciagdo terminal
reprimindo a transcricdo de Cbfal, que também esta implicado na
regulacdo da deposi¢cao de matriz dssea por osteoblastos diferenciados
(ALLISTON et al.?, 2001), sendo a expressdo em grande quantidade de
TGF-B2 em camundongos transgénicos responsavel pela mineralizagao
defeituosa, mesmo com o nimero grande de ostedcitos (MAEDA et al.?’,
2004).

Para Maeda et al.°" (2004), o papel endégeno do TGF-B
na formagcdo Ossea ainda nao foi totalmente elucidado, tendo sido
relatados efeitos positivos e negativos no osso. A inibicdo do TGF- nédo
afetaria dramaticamente a diferenciacdo osteoblastica na fase precoce de
comprometimento, pois levaria a um aumento da expressdo de BMPs. Na
fase de maturagdo, a expressédo de TGF-B e de seus receptores é

induzida, sugerindo sua ativagédo durante este periodo.
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Tem sido sugerida uma regulagdo neuroendocrina para
osteoblastos através da leptina, sintetizada nos adipécitos e com receptor
no hipotalamo. A leptina atua na regulagdo da massa 6ssea, obesidade e
reprodugado. Nao afeta a diferenciagao osteoblastos, nem age diretamente
nos mesmos afetando sua fungao, sua agao é centralmente controlada no
hipotalamo, tendo um efeito inibitério na formagéo éssea (DUCY et al.?®,
2000; HARADA & RODAN®, 2003).

Os osteoblastos sintetizam a parte organica da matriz
Ossea (colageno tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas) e também sao
capazes de concentrar fostato de calcio, participando da mineralizacédo da
matriz (JUNQUEIRA & CARNEIRO*, 2004), que ocorre durante em
média 15 dias apds a deposi¢éo da matriz (KIMBLE*®, 1997).

Durante o processo de mineralizacdo, os osteoblastos
estabelecem um microambiente livre de inibidores de cristalizagéo, tais
como proteinas séricas ligadoras de Ca®* e pirofosfatos.
Subsequentemente, ocorre a precipitacdo dos cristais de hidroxiapatita
em asssociagao com as fibras de colageno. Admite-se que a enzima
fosfatase alcalina desempenhe um papel importante na mineralizagao. Os
osteoblastos contém grandes quantidades de fosfatase alcalina cuja
atividade encontra-se aumentada durante esta fase e que atua na
clivagem dos grupamentos fosfato, levando tanto a diminuicdo da
efetividade dos inibidores locais de calcificagdo quanto no aumento da
concentrago de fosfato nos locais de mineralizagdo (GUEDES JUNIOR
et al.*®, 2003). A precipitacdo da porgao mineral pode ocorrer apenas na
presenca de concentragcdes 6timas de ions calcio e fosfato, podendo ser
regulada pelos osteoblastos (KRANE & NEER>*, 1990).

Na fase final do processo de formagao cessa a atividade
osteoblastica. A lacuna de reabsorcao € reparada completamente ou
quase que completamente (MUNDY®®, 1999). A maioria dos osteoblastos
se torna células achatadas de revestimento 6sseo, algumas osteocitos e

outras sofrem apoptose (MARIE®, 2001). As células de revestimento se
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tornam menos ativas talvez pela acdo do TGF (MUNDY®®, 1999). Em
adicdo ao RANK-L, o TNF-o. age em sinergismo como um sinal para a
apoptose de osteoblastos (ZAIDI et al."?°, 2003).

Uma vez completada a formacdo o&ssea, ha um
prolongado periodo de repouso com pouca atividade celular naquela
unidade Ossea, até que um novo ciclo de remodelacido se inicie
(BANDEIRA et al.”, 2000). Durante a secrecdo da matriz dssea alguns
osteoblastos ficaram retidos no ostedide, formando os ostedcitos
terminais e os outros que ficaram revestindo interagem com precursores
de osteoclastos e os ativam, reiniciando assim o ciclo (RANG et al.®?,
2004).

Muitos outros hormoénios e fatores de crescimento
sistémicos podem acelerar o ciclo de remodelagdo, na modulagdo da
formagdo da matriz 6ssea: PTH, 1,25(0OH);D3, insulina, horménio de
crescimento, esterdides sexuais, calcitonina, hormonios tireoideanos e
glicocorticéides (GUEDES JUNIOR et al.*®, 2003).

Todos o0s processos fisiologicos, patolégicos e
terapéuticos exercem influéncia no esqueleto por meio de sua acao sobre
o ciclo de remodelagdo. Sob certas circunstancias, cada ciclo de
remodelacdo pode resultar em pequena deficiéncia déssea que,
acumuladas acarretardo incremento da taxa de perda Ossea
(SZEJNFELD'%, 2000). As condicdes que levam & perda de massa 6ssea
nao acontecem por processos completamente diferentes e sim através do
desarranjo do processo normal de remodelagdo éssea. Dai a importancia
de conhecimento dos principios dessa remodelagao para poder entender
a patogénese da osteoporose (MANOLAGAS®, 2000).
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2.2 Osteoporose

Uma definicdo internacionalmente aceita descreve a
osteoporose como uma doenga sistémica e progressiva caracterizada por
baixa massa éssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido ésseo,
com consequente aumento da fragilidade e suscetibilidade a fraturas
(GENANT et al.*3, 1999).

Atualmente, a densitometria o6ssea por DEXA
(absorciometria dupla de emissao de raios X) da coluna lombar e dos
fémures proximais & considerada o padrao ouro para o diagnodstico da
osteoporose, para avaliacdo do risco de fraturas, para o
acompanhamento da evolugao da doenca e para monitorar o tratamento
(GENANT et al.®3, 1999; BRANDAO & HAUACHE'®, 2005). Esse sistema
€ calibrado para expressar os resultados em gramas por centimetros
quadrados (g/cm? gramas de mineral ésseo/cm?® de area analisada)
gerando o valor de densidade mineral éssea (DMO).

De acordo com a OMS (Organizagao Mundial da Saude),
utiliza-se o T score (a média de DMO de adultos jovens normais menos a
DMO do paciente, dividido pelo desvio-padrao da média de adultos jovens
normais) para o diagndstico da osteoporose: valores até -1,0 desvio-
padrao da média sao considerados normais, valores entre -1,0 e -2,4
revelam osteopenia, enquanto que valores maiores ou iguais a -2,5
diagnosticam osteoporose. Cada desvio-padrao abaixo da média aumenta
de 1,5 a 3,0 vezes o risco de fratura, dependendo do sitio Osseo
analisado (LEDFORD et al.’, 1998; BRANDAO & HAUACHE', 2005). A
diminuicdo da densidade maior que 1 desvio-padrao significa 10 a 12 %
de perda de massa dssea (LANGER®®, 2004). Pode-se ainda classificar a
osteoporose como grave ou estabelecida quando a DMO for maior que
2,5 desvios-padrao abaixo da meédia, na presenca de uma ou mais
fraturas (SZEJNFELD'®, 2000; GUEDES JUNIOR et al.*®, 2003).
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A radiografia simples apresenta pouca sensibilidade para
o diagndstico de osteoporose, revelando a perda 6ssea quando esta ja é
maior do que 30-50%. No entanto, € o método de escolha para a
verificacdo de fraturas (RADOMINSKI et al.®', 2002; GUEDES JUNIOR et
al.*®, 2003; LANGER®®, 2004; BRANDAO & HAUACHE'®, 2005).

Outras técnicas também podem ser usadas para acessar
o status esquelético e ajudar no monitoramento do risco de fraturas, como
o ultra-som quantitativo e a tomografia computadorizada (GENANT et
al.>®, 1999).

A resisténcia 6ssea tem dois componentes: a densidade
O0ssea (mensurada em gramas por unidade de area ou volume) e a
qualidade 6ssea. A densidade 6ssea na osteoporose é determinada pela
quantidade de perda 6ssea ocorrida em relacdo ao maior valor de massa
O0ssea de um dado paciente, enquanto que para a qualidade Ossea se
consideram conceitos de arquitetura, mineralizacdo, lesbes ocorridas
(como as microfraturas, por exemplo) e remodelamento. A DMO tem sido
usada como o melhor padrao de medida, pois € responsavel por
aproximadamente 70% da resisténcia 6ssea (SUH & LYLES™", 2003).

Blake & Fogelman® (2002) ressaltam que deveria ser
notado que a definicdo de osteoporose ndo requer um individuo com
ocorréncia de fratura anterior ao diagndstico da osteoporose, mas introduz
0 conceito de baixa massa O0ssea e a sua correlagdo com o risco
aumentado de fraturas. Definem a doenca baseando-se essencialmente
num fator de risco, que é a baixa densidade éssea e afirmam que néo ha
nada mais légico que isso, ja que as fraturas tendem a ocorrer
posteriormente no desenvolvimento da doenca, quando a integridade
esquelética ja esta severamente comprometida.

A osteoporose pode ser primaria ou secundaria. A
osteoporose primaria ocorre em decorréncia da privagao estrogénica do
climatério ou do préprio processo de envelhecimento. A osteoporose

secundaria, que conta com somente 5% dos casos de osteoporose, é
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definida como resultante de condi¢des clinicas ou uso de medicamentos
que contribuem ou estdo associados a osteoporose (BRANDAO &
HAUACHE'®, 2005). As causas mais comuns da osteoporose secundaria
sa0 uso excessivo ou crdnico de corticosterdides, hipertireoidismo, assim
como reposi¢ao inadequadamente alta de T4, alcoolismo, imobilizacao
prolongada, desordens gastrintestinais, hipercalciuria, alguns tipos de
neoplasias malignas e tabagismo (MANOLAGAS®, 2000).

O climatério € a transicdo gradual da fase reprodutiva da
mulher para a nao-produtiva. No seu inicio (antes da menopausa), a
atividade dos ovarios declina, resultando em diminui¢do da producéo de
estrogeno e progesterona. A menopausa, ultima menstruagdo do ciclo
reprodutivo, decorre da faléncia de esterdides ovarianos, ocorrendo ao
redor dos cinqlienta anos (TEIXEIRA'®, 2006).

Homens e mulheres iniciam a perda dssea por volta dos
quarenta anos, porém, devido a deficiéncia de estrégeno, as mulheres
experimentam uma fase de rapida perda éssea durante cinco a dez anos
apdés a menopausa, podendo haver sobreposicao da osteoporose devido
a menopausa e devido ao envelhecimento em si. Nos homens ha um
declinio de esterdides sexuais lento e progressivo levando a uma perda
dssea lenta e linear (MANOLAGAS®, 2000).

Hormonios circulantes podem agir nas células esqueletais
modulando a sintese de fatores locais e favorecendo ligagdes protéicas
com fatores de crescimento locais que por sua vez modulam a formacao
O0ssea ou a sua reabsorg¢ao. Durante a menopausa, sinais que estimulam
a reabsorcao 6ssea aumentam por causa de deficiéncia de estrégeno,
com uma consequente ativacdo dos osteoclastos. Evidéncias indicam que
tanto os osteoblastos como os osteoclastos sofrem apoptose ou morte
celular programada. A apoptose nos osteoblastos pode explicar a falha na
neoformacado 6ssea, a chamada “osteopenia involutiva” que individuos
idosos experimentam. Em pacientes idosos, a presenca e a fungao dos

osteoclastos diminui e os osteoblastos tém uma vida mais curta e menor
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diferenciacdo. Estas alteragdes em células 6sseas ocorridas na idade
avancgada que, associadas aos fatores fisicos e nutricionais, induzem a
osteoporose senil, que afeta ambos os sexos igualmente (HAGUENAUER
et al.¥’, 2001).

Riggs et al® (2002) acrescentam fatores idade-
dependentes que atuariam secundariamente na osteoporose senil como o
hiperparatireoidismo, prejuizo no metabolismo da vitamina D, inadequada
ingesta de calcio e deficiéncia nutricional de vitamina D, além da alteragao
na funcao dos osteoblastos.

A massa de tecido 6sseo presente em qualquer tempo da
vida adulta € o resultado da diferenca entre a quantidade de osso
acumulada até a maturidade, isto é, o pico de massa Ossea, € a perda
ocorrida (GENANT et al.**, 1999). Esse pico de massa 6ssea cortical &
atingido por volta dos 30-35 anos e 5-10 anos antes para o 0SsO
trabecular, sendo perdido, pelas mulheres, cerca de 0,5 a 1% de massa
4ssea ao ano, apds os 35 anos (LEDFORD et al.®’, 1998, SAMPSON®,
2002). Os fatores que interferem favorecendo a patogénese da
osteoporose sdo aqueles que prejudicam o acumulo 6sseo durante o
crescimento e aqueles que aceleram a sua perda posteriormente
(GENANT et al.*®, 1999).

Diante dos fatores responsaveis pela osteoporose, vistos
sob uma perspectiva epidemioldgica, o estrogeno é claramente um dos
principais, mas outros fatores contribuem, mesmo que de forma ainda n&o
bem quantificada, j4 que nem todas mulheres na menopausa
desenvolvem osteoporose (HARADA & RODAN®, 2003). Dessa forma,
seria desejavel identificar fatores individuais de alto risco com a finalidade
de instituir um tratamento preventivo da ocorréncia de fraturas (BLAKE &
FOGELMAN?®, 2002).

Dos fatores que influenciam as chances de uma pessoa
desenvolver osteoporose a genética € muito importante (TURNER &
SIBONGA'®, 2001) e explica 75% das variacdes de densidade dssea
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idade-especificas (LEDFORD et al.*”, 1998).

Ha varios genes suspeitos de influenciar geneticamente
na osteoporose e entre deles incluem-se o gene para receptor de vitamina
D (VDR), o do receptor de estrogeno (ER), o do colageno tipo | alpha 1
(COLIA1) e o do receptor do PTH humano (PTHR1). O PTHR1 esta
relacionado com a analise de familias osteoporéticas e o COLIA1 pode
predispor as fraturas afetando a qualidade e quantidade &sseas
(COMPSTON?®, 2001; MARIE®, 2001).

Adicionalmente, o estilo de vida participa na manutengao
da saude esquelética. A ingestdo adequada de calcio e a pratica de
exercicios reduzem o risco de osteoporose, enquanto o fumo e a alta
ingestdo de alcool aumentam esse risco (TURNER & SIBONGA'®, 2001).

A preservagao esquelética proporcionada pelo estrogeno
em mulheres pode estar evolucionalmente relacionada a necessidade de
reserva de calcio para o desenvolvimento esquelético do embrido
(HARADA & RODAN?®°, 2003).

Os niveis de receptores de estrogeno (ER) em
osteoclastos sao baixos e os efeitos anti-reabsortivos do estrogeno sao
modulados mais indiretamente pela produgao de fatores produzidos por
células do microambiente 6sseo que por efeitos diretos nos osteoclastos
(COMPSTON?, 2001).

Deficiéncia de estrégeno aumenta a producéao de IL-1, IL-
6, TNF-a, GM-CSF (KIMBLE*, 1997; COMPSTON?®, 2001; SCHEIDT-
NAVE et al.?®, 2001), M-CSF e PGE,. Essas substancias aumentam a
reabsorcao éssea principalmente através do aumento no numero de pré-
osteoclastos na medula éssea, mas também do aumento da sobrevida e
atividade de osteoclastos (COMPSTON?, 2001; RIGGS et al.?*, 2002).

A IL-6 tem atraido atencdo especial pela evidéncia de que
teria  um importante papel na patogénese de diversas doengas
caracterizadas por remodelacao 0ssea acelerada e excessiva reabsorcao

Ossea focal ou sistémica. Esta citocina estimula a osteoclastogénese, nao
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sendo necessaria para esta finalidade in vivo em condig¢des fisiolégicas
normais, e sim em condi¢des patoldgicas. Sua produgao é estimulada em
células da linhagem estromal ou osteoblastica por varias citocinas e
fatores de crescimento (MANOLAGAS®®, 2000). Um estudo de Scheidt-
Nave et al.®® (2001) colocou a IL-6 sérica como o mais importante fator
preditivo para perda 6ssea femoral entre mulheres com até dez anos de
menopausa, sendo responsavel por até 34% da variabilidade da DMO
nesse 0Sso.

Atualmente a regulacdo da reabsorcdo feita pelo
estrogeno esta sendo reavaliada por causa da descoberta da OPG, RANK
e RANK-L. O estrégeno aumenta a produgado, pelos osteoblastos, de
OPG, um receptor soluvel que se liga ao RANK-L, e diminui a formagao
de M-CSF e RANK. Parte destes efeitos estrogénicos ocorre
indiretamente, através dos intermediarios estimulados pelo estrogeno.
Assim, IL-1 e TNF-a aumentam RANK-L, OPG e M-CSF, enquanto PGE
aumenta o RANK-L e diminui a OPG (RIGGS et al.®*, 2002).

Recentemente, um estudo de Muthusami et al.®” (2005)
demonstrou que a deficiéncia estrogénica leva a significante queda na
quantidade de enzimas antioxidantes no fémur de ratas ovariectomizadas,
diminuindo a resisténcia das células O0sseas ao stress oxidativo. Essa
queda das defesas antioxidantes leva ao aumento de H;O, que ira
essencialmente promover o recrutamento de TNF-o para a inducdo de
perda 6ssea, aumentando a diferenciagao e funcao de osteoclastos.

A acdo do estrogeno nos osteoblastos € controversa,
evidéncias sugerem aumento na formacao, diferenciacao, proliferagao e
funcdo de osteoblastos (RIGGS et al.®*, 2002). Inimeros efeitos induzidos
pelo estrogeno tem sido descritos como a indugédo de IGF-I, TGF- e
aumento da expressdao de RNAm para BMP-6. Ele também aumenta a
expressdo de receptores para 1,25(0OH)yvitamina D, horménio de
crescimento (GH) e progesterona (COMPSTONZ, 2001).

Nas mulheres, a menopausa natural ou cirurgica €
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seguida por um periodo de acelerada remodelagao 6ssea, com taxas de
formacdo e reabsorcdo aumentadas (KIMBLE*®, 1997). Deficiéncia de
estrogeno afeta a remodelagdo de varias maneiras, primeiro aumenta a
frequéncia de ativagcdo das BMUs, levando a uma maior remodelacao e
segundo, induz um desequilibrio na remodelagdo prolongando a fase
reabsortiva, reduzindo a apoptose de osteoclastos e encurtando a fase
formativa aumentando a apoptose de osteoblastos. Como consequéncia
destas mudancas, o volume reabsorvido nas lacunas de reabsorcéo esta
aumentado, em relagdo a capacidade de preenchimento destas lacunas
pelos osteoblastos. A reabsorcdo aumenta em 90% durante a
menopausa, enquanto a formagdo s6 aumenta 45% (RIGGS et al.®,
2002).

Com a remodelagao acelerada, lacunas de reabsorcao
podem ter sua profundidade aumentada levando a perfuragao e perda de
elementos trabeculares. Como as trabéculas sao parte de uma estrutura
integral, a perda de porgdes desta estrutura, levando a falta de
conectividade de elementos estruturais, pode comprometer a resisténcia
mecanica do o0sso. A continuagdo de ciclos de remodelacdo com
deficiéncia de formacao 6ssea em relacdo a reabsorgao irdo finalmente
levar a redugdo da massa 6ssea (KIMBLE*®, 1997).

Exames histomorfométricos de osso transiliaco biopsiado
identificaram defeitos microestrutrurais que, sob a luz do que se é
conhecido sobre propriedades mecanicas e estruturais dos materiais,
comprometeréo futuramente a resisténcia 6ssea. Em mulheres durante a
menopausa e com osteoporose estabelecida, um déficit tanto na
espessura cortical, quanto no volume do osso trabecular tendem a ser
substancialmente reduzidos. Muito do déficit de osso trabecular pode ser
atribuido mais a perda de elementos trabeculares inteiros e
descontinuacdo da conectividade trabecular do que a diminuigdo da
espessura destes. A diminuida massa éssea da osteoporose pos-

menopausica € predominantemente um déficit de osso cortical. A perda
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de osso cortical envolve alargamento dos espacos medulares as custas
da estrutura cortical havendo trabeculacdo em  superficies
corticoendosteais (BARGER-LUX & RECKER?®, 2002).

Logo apdés a menopausa a perda Ossea é
predominantemente trabecular, seguindo-se, depois, a cortical
(BANDEIRA et al.’, 2000). A perda 6ssea que se segue no periodo de
cinco a dez anos que seguem a ultima menstruagédo pode ser de 2 a 4%
ao ano para osso trabecular e de 1% ao ano para osso cortical
(RADOMINSKI et al.®', 2002).

A relagdo entre volume OGsseo e superficie
metabolicamente ativa € um dos fatores que definem a atividade
metabdlica. Mesmo representando 20-25% do volume 6sseo total, 0 0sso
trabecular contribui com mais de 60% de toda area de superficie 6ssea
(RESNICK et al.®*, 1995) e é mais ativo metabolicamente que o cortical,
fornecendo suprimento inicial nos estados de deficiéncia mineral e sendo
perdido mais rapidamente na osteoporose pds-menopausica. Nos
individuos mais idosos outros fatores afetam de modo progressivo,
durante varias décadas e menos intensamente, ocasionando perdas
osseas envolvendo tanto o osso trabecular como o cortical, sendo maior a
perda cortical (BANDEIRA et al.”, 2000) que ira ser responsavel pelas
fraturas osteoporéticas de fémur e radio distal (GUEDES JUNIOR et al.*®,
2003).

Barger-Lux & Recker® (2002) concordam que a atividade
metabdlica e a superficie 6ssea sdo maiores no osso trabecular, mas
afirmam que a perda 6ssea associada a ocorréncia de fraturas ndo é uma
perda desproporcional de osso trabecular ja que este conta somente com
20% da massa Ossea total. Na osteoporose a DMO chega a ser 30%
menor que em mulheres saudaveis e mesmo que ocorra uma perda de
50% da massa 6ssea trabecular, essa perda levaria a somente 10% de

perda o0ssea total.
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As mulheres perdem, durante toda a sua Vvida,
aproximadamente 50% do osso trabecular e 35% do osso cortical obtidos
no pico de massa 6ssea (TURNER & SIBONGA''®, 2001).

Durante a vida adulta, o tamanho dos ossos varia
continuamente através da expansao das suas dimensodes externas. Esta
expansao peridéstica € menor que o aumento do espaco medular
resultante da reabsor¢cdo e gera diminuicdo da espessura cortical e
aumento da sua porosidade (RIZZOLI & BONJOUR®, 1999).

Para Barger-Lux & Recker® (2002), o acumulo de
microlesdes e/ou defeitos trabeculares poderiam enfraquecer o osso mais
do que poderia ser explicado pela deficiéncia de massa 6ssea. As
microfraturas ocultas indicam um aumento no risco de trés a cinco vezes
de fraturas osteoporéticas (RADOMINSKI et al.?!, 2002).

A osteoporose afeta 40% das mulheres brancas apds os
quarenta anos de idade e 15% dos homens com mais de cinquenta anos
de idade (LEDFORD et al.*”, 1998).

Segundo a National Osteoporosis Foundation (NOF”?,
2004), 80% das pessoas afetadas pela osteoporose sdo mulheres. Das
pessoas afetadas pela doenga, uma em cada duas mulheres e um em
cada quatro homens terao fraturas relacionadas a osteoporose durante a
sua vida, levando a uma ocorréncia de 1,5 milhdes de fraturas
anualmente. Um histérico de fraturas atraumaticas também tem sido
incluido na definigdo de osteoporose tornando possivel diagnostica-la
clinicamente (SUH & LYLES', 2003).

As fraturas osteoporéticas mais importantes sdo as de
vértebras, colo de fémur e radio distal (BANDEIRA et al.”, 2000). Existem
propor¢cdes diferentes de osso cortical e trabecular nesses sitios
frequentes de fraturas. A coluna lombar, o radio distal e o colo do fémur
tém 66%, 25% e 25% de osso trabecular, respectivamente (GUEDES
JUNIOR et al.*®, 2003). As fraturas de vértebra ocorrem mais cedo, por

volta dos cinquenta e sessenta anos de idade, pois refletem perda dssea
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predominantemente trabecular. As microfraturas de vértebras sao
geralmente assintomaticas, porém os pacientes que as apresentam tém
maior chance de evoluir para fraturas completas com dor significativa e
diminui¢cao da mobilidade. As fraturas femorais ocorrem apds os sessenta
anos, aumentando exponencialmente na oitava década e sdao as mais
graves, pois reduzem a expectativa de vida em 12%, e pode-se associar
com mortalidade, nos primeiros seis meses, de 20% (BANDEIRA et al.’,
2000; RADOMINSKI et al.®', 2002; GUEDES JUNIOR et al.*®, 2003). A
mortalidade subsequente a fraturas femorais se deve em grande parte por
doencas crbnicas, enquanto que as fraturas vertebrais aumentam o risco
de doencgas pulmonares. A morbidade, a mortalidade e os custos séo os
maiores resultados negativos provenientes das fraturas osteoporéticas
(SUH & LYLES™", 2003).

A osteoporose é uma doenga que tem despertado grande
interesse em Saude Publica, pois com o crescimento e envelhecimento da
populacdo mundial, o numero de pessoas idosas que se encontram na
faixa de risco para fraturas e mesmo a incidéncia idade-especifica esta
aumentando consideravelmente (KOWALSKI et al.®*, 2001). A
longevidade aumentada associada ao aumento dos nascimentos
ocorridos apds a Segunda Guerra Mundial ird& aumentar o numero de
americanos com risco de osteoporose nas proximas duas décadas
(TURNER & SIBONGA'®, 2001). No Brasil, estima-se que a proporgao de
idosos (maior de 65 anos) saltara de 5,1%, em 2000, para 14,2%, em
2050. Um levantamento constatou que a proporcdo de mulheres acima
dos 65 anos que vivem sozinhas vem aumentando. Alcangou 14,9% em
1989 e dessas, 60% possuiam renda inferior ou igual a um salario
minimo. Dentre as pacientes maiores de setenta anos, 17,6% moravam
sozinhas. Caso sofressem algum tipo de fratura, as pacientes do estudo
atual enfrentariam basicamente dois problemas. Primeiro, a precariedade
de recursos financeiros para seu tratamento (somente 21% tinham

emprego remunerado e 43% tinham renda familiar mensal entre um e trés
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salarios minimos) e segundo, teriam dificuldades para desempenhar as
atividades da vida diaria (KOWALSKI et al.>®, 2001). Cooper®? apud
Kowalski et al.>® (2001) relatou que um ano apds a fratura de quadril, 40%
das pacientes estudadas ainda n&o estariam aptas a caminhar sem
auxilio e 60% teriam dificuldades em realizar ao menos uma atividade da

vida diaria como se vestir, banhar-se ou preparar sua alimentacao.

2.3 Modelos experimentais de osteoporose

Animais de laboratério tém a maior participacdo nos
avangos sem precedentes ocorridos recentemente sobre o conhecimento
da osteoporose (TURNER et al.’®, 2001).

Em 1995, a FDA (Food and Drug Administration) criou um
guideline para avaliagao pre-clinica e clinica de agentes usados para o
tratamento e prevencao da osteoporose pds-menopausica recomendando
a avaliacdo desses agentes em duas espécies animais, incluindo ratas
ovariectomizadas e em um segundo animal nao-roedor, preferivelmente
um primata ovariectomizado, e reconheceu que nenhum modelo animal
mimetiza precisamente a condigdo humana da osteoporose (THOMPSON
et al.'®, 1995).

Nenhum animal reproduz fielmente a condi¢cdo humana
em parte porque o risco de fratura ndo pode ser reproduzido em animais
(WALSH et al.'® 1997; TURNER et al.', 2001; EGGERMAN et al.*°,
2005).

Uma das principais considera¢cdes na utilidade de um
modelo animal é a capacidade de predizer um resultado em humanos,
avaliando a similaridade dos eventos. Também s&o relevantes na
avaliagdo de um bom modelo animal a praticidade, o custo e a

disponibilidade desses animais, além de questbes éticas (TURNER et
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al.’% 2001, EGGERMANN et al.*°, 2005).

Roedores, cachorros, macacos e gorilas s&o os principais
animais usados como modelo de osteoporose (TURNER et al.'®, 2001).
Cachorros nao mostram diferencas na DMO apds ovariectomia e os
primatas tém uma perda de 1,4 desvios-padrdo quando comparados a
animais saudaveis de controle. Assim, medidas adicionais como uso de
esterdides e dieta sdo necessarios para induzir perda 6ssea significante
(EGGERMANN et al.*°, 2005).

Os ratos sao os animais usados com mais frequéncia
como modelo experimental de osteoporose (JEE**, 1995; SZEJNFELD'®?,
2000; NAMKUNG-MATTHAI et al.®®, 2001; TURNER'®, 2001; TURNER et
al.’ 2001; EGGERMANN et al.*®, 2005) porque tém preco e
manutencido baixos, crescem rapidamente, tém uma vida relativamente
curta, tém esqueleto bem caracterizado, sdo altamente disponiveis e
fornecem excelente modelo para muitos dos fatores de risco de
osteoporose. Suas desvantagens sdo o pequeno volume sangliineo, seu
tamanho, a minima remodelagao cortical e a menor contribuicdo de 0sso
trabecular para a massa Ossea total onde grandes perdas trabeculares
podem resultar em relativamente pequena perda éssea total (TURNER et
al.'®, 2001). Acrescenta-se ainda a auséncia de prejuizo a funcao
osteoblastica em estagios tardios da deficiéncia estrogénica (TURNER'%,
2001; EGGERMANN et al.*°, 2005).

Segundo Jee** (1995), ratas ovariectomizadas como
modelo perda éssea por deficiéncia de estrégeno tém sido empregadas
por muitos e parecem ser o “padrao de ouro” para a perda Oéssea
trabecular por deficiéncia estrogénica, mesmo diante da deficiéncia deste
modelo pela ausente ou lenta perda dssea cortical.

Kalu*® (1991) afirma que a ovariectomia em ratos induz
uma perda 6ssea com muitas caracteristicas similares a perda 6ssea pos-
menopausica. Essas caracteristicas incluem: aumento na remodelagao

O0ssea com a taxa de reabsor¢cdo maior que a de formacado; uma rapida
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fase inicial de perda 6ssea seguida de uma fase de perda mais lenta;
maior perda Ossea trabecular que cortical; alguma protecdo da perda
Ossea pela obesidade; queda da absorcgao intestinal de calcio e resposta
similar a tratamentos com estrégenos, bifosfonatos, tamoxifeno,
calcitonina, paratorménio e exercicios. Esta vasta similaridade é forte
evidéncia de que o modelo de perda éssea em ratos é possivel de ser
utilizado para o estudo de problemas relevantes na perda 6ssea poés-
menopausica.

A observacdo de que deficiéncia hormonal ovariana
aguda leva a elevada remodelagdo em osso trabecular eleva o interesse
no rato como modelo de perda 6ssea pos-menopausica (TURNER et
al.’% 2001; EGGERMANN et al.*°, 2005).

Alguns autores salientam que o rato deve ser descrito
como um modelo da perda déssea que ocorre inicialmente apds a
menopausa e nado como modelo de osteoporose, e que a perda éssea do
rato ovariectomizado deve ser considerada uma osteopenia, ndo uma
osteoporose (KALU*, 1991; TURNER'®, 2001). Mamiferos nao-primatas
nao entram em menopausa espontdnea, mas através da ovariectomia
(OVX) em ratos pode-se chegar a marcante osteopenia (WALSH et al.'™®,
1997; SZEJNFELD'%, 2000).

Apds a realizacdo da OVX os ratos mostram uma perda
Ossea bifasica, com uma rapida fase inicial de perda até os 100 dias
seguida de um periodo intermediario de relativa estabilizagcdo do osso
trabecular em um nivel osteopénico. Apdés 270 dias, uma lenta fase de
perda Ossea ocorre, com queda da quantidade de osso trabecular
(KALU*®, 1991; EGGERMANN et al.**, 2005). Mesmo causando uma
menor redu¢gdo da DMO em ratos quando comparado com humanos, a
OVX leva a uma queda das propriedades mecéanicas do 0sso que se
mostra de magnitude similar (EGGERMANN et al.*°, 2005).

Para Namkung-Matthai et al.*® (2001), quando os ratos

s&o alimentados com uma dieta pobre em calcio (low-calcium diet — LCD)
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a queda da absorcao de calcio aumenta significantemente a perda éssea.
Estes autores afirmam que apdés a OVX aos dois meses de idade e com
LCD a osteoporose foi confirmada nas ratas aos cinco meses de idade
através da medida da densidade mineral éssea vertebral e femoral
usando DEXA e animais sham para calculo do T-score.

Ratas tém perda Ossea trabecular na tibia proximal e em
vértebras lombares apds OVX por um mecanismo de desequilibrio da
remodelacdo dssea. Thompson et al.'® (1995) encontraram, no 14° dia
apo6s a OVX, um aumento da remodelacédo 6ssea, estreitamento e perda
de elementos trabeculares. Esses autores indicam que ratos em
crescimento respondem com uma perda 6ssea mais rapida e em maior
magnitude que ratos adultos apdés OVX. Apds oito meses da OVX havia
perda 6ssea trabecular nas tibias proximais de 10% para ratos adultos (19
meses de idade) enquanto que ratos jovens (cinco meses de idade)
perdiam 14% de osso trabecular apoés quatro meses de OVX, com um
aumento de 3,5 vezes na remodelagao d6ssea. Apos 12 meses de OVX
verificaram que a remodelagdo retornava a valores comparaveis aos
valores do grupo sham e sugeriram que estudos de agentes com
potencial terapéutico na OVX fossem restritos a duragdo de menos de 12
meses, periodo correspondente a quatro anos em humanos, e com a OVX
realizada em animais de trés meses de idade e ainda, provavelmente,
estudos deveriam ser feitos com ndo mais que seis meses de duragao
apoés a OVX.

O reconhecimento de um modelo animal apropriado
fornece informagdes sobre a qualidade e estrutura ésseas que nao sao
obtidas em pacientes participantes de estudos clinicos. Modelos animais
de osteoporose sao imprescindiveis para a antecipag¢ao sobre a eficacia e
segurancga de tratamentos em relagcéo a qualidade 6ssea (THOMPSON et
al.’% 1995).
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2.4 Reparacdo 6ssea

Os aspectos de maior interesse de aplicagao ortopédica
sdo a fragilidade 6ssea, a eficacia da fixagdo de implantes e a reparagao
6ssea (EGGERMANN et al.*°, 2005). A reparacdo 6ssea é um dos
assuntos de estudo mais urgentes numa sociedade que envelhece
(MAEDA et al.?’, 2004) porque uma reparacédo de fratura prejudicada
pode aumentar dramaticamente a morbidade de pacientes idosos
(TURNER et al.'®, 2001).

Ao lado de seu excelente comportamento mecanico, o
0sso exibe um potencial inigualavel para regeneracéo. O 0sso € capaz de
reparar fraturas ou defeitos locais com tecido regenerado com uma
organizacdo estrutural altamente semelhante, sem deixar cicatriz
(SCHENK®, 1996).

Trowbridge & Emling'® (1996) afirmam que a reparacéo
de fraturas 6sseas segue os mesmos principios da reparagédo no tecido
conjuntivo ou em outros tecidos mesenquimais, diferenciando-se apenas
pela formagao de um tecido calcificado especializado.

A reparagdo tecidual inicia-se com a hemostasia,
formagao do coagulo e de uma resposta inflamatéria aguda com remogao
de tecido necrotico, restos celulares e formacao de uma base provisoria,
constituida, primeiramente, de uma malha de fibrina-fibronectina, para a
migragdo de ceélulas adjacentes a ferida, que invadem e iniciam a
repopulagdo da lesdo. Em seguida, acontecem fendmenos de
angiogénese e formacao de tecido de granulacdo (DANTAS?’, 2000). Os
fibroblastos secretam colageno e o tecido de granulagcdo transforma-se
em tecido conjuntivo fibroso que se interpde no local da fratura levando a
formagdo de um calo fibroso temporario que, em geral, esta totalmente
formado em uma a duas semanas. O calo fibroso é substituido por tecido

ostedide, que se calcifica e forma o calo 6sseo, formado por células
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provenientes do peridsteo e enddsteo ou, frequentemente, ha formagao
de cartilagem que precede a formagéo de tecido 6sseo no calo. O calo
0sseo primitivo é formado por um tecido 6sseo fibrilar grosseiro, sendo
substituido por um tecido ésseo lamelar maduro (calo secundario) num
processo lento que pode durar de meses até anos (TROWBRIDGE &
EMLING'™, 1996). A remodelagdo do calo dsseo acontece por
reabsor¢ao osteoclastica e subsequente osteogénese converte esse 0sso
primario em o0sso cortical, restaura a forma e a integridade mecéanica do
osso fraturado (SIMON et al.?®, 2002).

O mecanismo desse padrao reparador é muitas vezes
considerado como uma recapitulagdo da osteogénese embrioldgica e do
crescimento (SCHENK®, 1996), com excecdo da fase inflamatdria inicial.
A hipoxia tecidual localizada, o coagulo e a inflamagao ocorridos no local
de uma fratura, assim como a franca remodelagdo do calo em estagios
posteriores da reparacdo sao respostas Uunicas, ndo havendo
correspondente durante o desenvolvimento esquelético (SIMON et al.*®,
2002).

Histologicamente existem dois tipos de tecido 0sseo: o
imaturo ou primario; e o maduro, secundario ou lamelar. O tecido primario
€ 0 que aparece primeiro tanto no desenvolvimento embrionario como na
reparacdo de fraturas, sendo temporario e substituido por tecido
secundario. No tecido primario as fibras colagenas se dispdem
irregularmente, sem orientagéo definida, ha menor quantidade de minerais
€ maior proporcdo de ostedcitos. Porém, no tecido ésseo secundario ou
lamelar essas fibras se organizam em lamelas paralelas ou concéntricas
separadas por uma substancia cimentante que consiste em matriz
mineralizada, porém com muito pouco colageno (LI et al.>®, 2001;
JUNQUEIRA & CARNEIRO*, 2004). Essa fase de maturacdo e
remodelagdo do calo dsseo, a fase final da reparagdo, € a mais longa,
depende da taxa de remodelacdo e varia em diferentes espécies.

Geralmente, em humanos, ela leva de um a quatro anos e, 32 semanas
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no cachorro para a completa substituicdo do calo por osso lamelar
funcionalmente competente. No rato este tempo ainda é incerto (LI et
al.>®, 2001).

Li et al.>® (2001) sugerem que a reparacdo total de uma
fratura seja considerada completa somente quando ndo houver mais
evidéncias radiograficas da linha de unido dos fragmentos &sseos
fraturados, quando acontecer a restauracdo total da arquitetura Ossea
histologicamente e quando o osso neoformado recuperar integralmente
sua resisténcia mecanica.

A formacdo Ossea depende de dois pré-requisitos
indispensaveis: suprimento vascular amplo e suporte mecanico. Estes
principios enfatizam o padrdo de desenvolvimento 6sseo inicial: na
ossificagado direta ou intramembranosa, o tecido conjuntivo serve como
molde para a deposigao 6ssea. O processo tem inicio pela diferenciagao
de células mesenquimatosas que se transformam em grupos de
osteoblastos, sintetizam ostedide que logo se mineraliza, englobando
alguns osteoblastos que se transformam em ostedcitos. Varios desses
grupos se formam havendo confluéncia das traves ésseas formadas,
dando ao osso um aspecto esponjoso, com cavidades entre as traves
penetradas por vasos sanguineos e células mesenquimatosas
indiferenciadas, que irdo dar origem a medula Ossea. Durante a
ossificagao indireta ou endocondral, a cartilagem serve como base solida
que primeiramente sera coberta e depois substituida por osso. Os
condrdcitos sofrem hipertrofia e apoptose sendo suas cavidades
posteriormente invadidas por vasos sanguineos e células osteogénicas
vindas do tecido conjuntivo adjacente. Estas células se diferenciam em
osteoblastos e depositardo matriz 6ssea sobre os tabiques de cartilagem
calcificada, que servem de apoio a ossificacdo. A ossificagdao endocondral
nao ocorre em defeitos que nao estdao associados com uma fratura, nem
em fraturas que se reparam sob condicdes estaveis (SCHENK®, 1996;
JUNQUEIRA & CARNEIRO®, 2004).
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Qualquer lesdo Ossea (fratura, defeito, fixacdo de
implantes, interrupcdo do suprimento sanguineo) ativa a regeneragéo
Ossea local pela liberacao de fatores de crescimento e indutores. O o0sso
é, de fato, uma das fontes mais ricas em fatores de crescimento
(SCHENK®, 1996).

Certos fatores de crescimento que promovem a reparagao
foram identificados. Estes regulam varias atividades celulares como a
proliferagcéo, diferenciacdo e migragao celular, além da sintese protéica e
da atividade secretora. Alguns deles sao: fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), TGF-a e - e a IL-1 (TROWBRIDGE &
EMLING', 1996).

A osteoporose muda o curso da reparagao 0ssea através
da diminuicdo da velocidade de formacdo do calo d6sseo e da sua
quantidade (EGGERMANN et al.>°, 2005).

Modelos animais com roedores sado frequentemente
utilizados para examinar a reparacado de fraturas femurais, tibiofibulares
ou fibulares (WALSH et al.'®, 1997).

Walsh et al."'® (1997) fizeram um estudo mecanico e
histolégico de fraturas femurais fechadas, além do conteudo mineral
femural, em ratas ovariectomizadas aos trés meses de idade. As fraturas
foram realizadas seis semanas apos a OVX e analisadas apés dez dias,
duas, quatro e seis semanas. Aos dez dias, os calos nos animais OVX
mostravam mais tecido mesenquimal indiferenciado e trabéculas 6sseas
mais delgadas que os animais controle. Na segunda e quarta semanas,
permanecia o atraso da diferenciacdo no calo dos animais OVX em
relagdo aos controles, pois, na quarta semana, persistia a cartilagem
hialina enquanto que os controles mostravam osso maduro lamelar. Apos
seis semanas, os calos dos animais controle e OVX eram similares, com
predominancia de osso trabecular bem formado. Diferencas na resisténcia

a flexao foram verificadas na quarta semana refletindo a pobre qualidade
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O0ssea e a menor quantidade de mineral 6sseo, mas nao foram detectadas
na sexta semana. Este estudo em ratos revela que a ovariectomia, apés
curto periodo, pode prejudicar a reparagao de fraturas femurais fechadas.

Namkung-Matthai et al.®® (2001) usando ratas OVX e
recebendo LCD estudaram fraturas femorais abertas e verificaram
reducéo de 40% na area transversal e de 23% da DMO no osso do reparo
dessas fraturas observados apos 21 dias comparados ao grupo sham.
Apos a fratura, no sétimo dia o grupo sham apresentava formagao 6ssea
enquanto o grupo OVX apresentava uma larga faixa de tecido fibroso. Ao
final de trés semanas o grupo sham mostrava que a ossificagao
endocondral havia progredido e mostrava extensas areas de osso lamelar
sendo remodelado enquanto que o grupo OVX mostrava condrécitos
hipertréficos no inicio da ossificacdo. A histomorfometria revelou um
atraso na reparagéo do calo com pobre desenvolvimento de osso maduro
nas ratas OVX, indicando atraso na diferenciagao celular.

O reparo de defeitos 6sseos € um bom modelo para o
estudo da regeneracado Ossea. Ao contrario das fraturas, os defeitos sao
menos propensos a fatores mecanicos e obstrugdes do suprimento
sanguineo. Portanto, a reparagao de defeitos 6sseos em animais tem sido
amplamente utilizada em experimentos que visam pesquisar os efeitos de
técnicas cirlrgicas e farmacos na mesma (SCHENK®, 1996).

A quantidade e qualidade do osso reparado em condi¢cdes
experimentais sao influenciadas pela espécie animal, idade, localizagao
anatbmica, envolvimento cortical (mono ou bicortical), presenca de
peridsteo ou dura-mater e estabilidade do defeito (ALKAN' et al., 2002).

Defeitos 6sseos reparam por nova formagao 6ssea € uma
incompleta reparagcdo acontece na maioria dos casos devido a rapido
crescimento de tecido conjuntivo para dentro do defeito a partir das
margens da lesdo e defeitos monocorticais podem evitar este problema
(ALKAN" et al., 2002).

Estudos examinaram a cicatrizacdo de orificios criados
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em coelhos revelaram que orificios com o didmetro na ordem dos
ostednios (0,2mm) s&o concentricamente preenchidos por osso lamelar.
Em orificios maiores, uma estrutura de osso embrionario € formada e
depois o0 osso lamelar é depositado nos espacgos intertrabeculares
neoformados. O osso embrionario € formado mais rapidamente que o
0sso lamelar, e o intervalo entre o depdsito de matriz ostedide e a
mineralizagdo € curto, de um a trés dias. Comparada ao 0ssoO
embrionario, a formagdo do osso lamelar ocorre lentamente (SCHENK®,
1996).

Numerosos estudos tém avaliado o conceito de defeito de
tamanho critico. Um defeito de tamanho critico € aquele que nao se
repara durante toda a vida do animal, mas como a maioria dos estudos
nao se extende durante toda a vida do animal, o conceito experimental
refere-se aquele defeito que ndo se repara durante a duragao do estudo
(GOSAIN et al.**, 2000).

Prado et al.®® (2003) estudaram o tamanho critico em
defeitos 6sseos localizados em tibias de ratas. Para tanto, utilizaram ratos
adultos nos quais foram confeccionados defeitos monocorticais de 2,3 ou
3,5mm de didmetro. Os animais foram sacrificados aos 15, 30 e 45 dias
apos a confecgao do defeito. A porcentagem da area 6ssea no centro do
defeito foi avaliada através de planimetria por contagem de pontos e
posterior analise estatistica. Os autores verificaram fechamento linear em
todos os grupos. Comparando os tamanhos de defeitos em cada periodo,
nao foi encontrada diferenca estatistica com relagdo a porcentagem
Ossea. Considerando o conceito de defeito de tamanho critico, concluiram
que nenhum dos tamanhos testados é critico, porém, como nao houve o
preenchimento da area total, pode-se utilizar, com ressalvas, o modelo de
defeito 6sseo em tibia de ratos. Dadas as semelhangas com relacdo ao
reparo dos defeitos, os autores recomendaram o tamanho intermediario
por questdes de ordem pratica.

Gosain et al.*® (2000) sugeriram que medidas lineares
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comumente usadas para analise do fechamento de defeitos 6sseos
podem nao fornecer uma medida precisa da reparacédo destes como pode
ser obtido através de analise da ossificagcdo baseada no volume de osso
depositado. Os autores encontraram resultados que mostram que defeitos
parietais de 5mm de didmetro em porquinhos-da-india, classificados como
de tamanho menor que o critico pela analise da extensao linear, apds 12
semanas, nao ultrapassaram 40% de formacao 6ssea quando analisados
pela area, tornando-os maiores que o tamanho critico para o mesmo
periodo de estudo.

Estudos tém utilizado defeitos Osseos para avaliar a
reparacao 6ssea em tibia de ratas ovariectomizadas (AMADEI3, 2004;

SILVEIRA®, 2004), com ou sem a influéncia de medicamentos.

2.5 Bifosfonatos

Existe atualmente uma variedade de tratamentos
disponiveis para o controle da osteoporose. Agentes estimulantes de
formagao 6ssea como os fluoretos, o paratorménio e seus analogos tém
sido considerados como uma opg¢ao de tratamento, por outro lado, os
inibidores da reabsorgao éssea, que incluem o calcio, a vitamina D, a
calcitonina, os esterdides gonadais e os bifosfonatos (BFs) tém mostrado
prevenir a perda oOssea ou reduzir a ocorréncia de fraturas
(NETELENBOS", 1998).

Os esteroides da terapia de reposi¢ao hormonal foram por
muito tempo a primeira escolha terapéutica para o tratamento da
osteoporose, mas esse quadro vem se modificando e autores mais
recentes citam os bifosfonatos como o medicamento mais efetivo e usado
para essa finalidade (LEU et al.>®, 2005; NANCOLLAS et al.”®, 2006).

Os BFs sdo analogos sintéticos e estaveis do pirofosfato
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(P-O-P), uma substancia presente no organismo com funcéo de inibir a
mineralizagdo do osso. Nos BFs, o atomo de oxigénio central é
substituido pelo carbono (Figura 1) e essa ligagdo P-C-P torna esses
medicamentos quimicamente estaveis e resistentes a agao de acidos e de
enzimas hidroliticas. Nao ha nenhuma enzima conhecida que seja capaz
de clivar essa ligagdo (COMPSTON", 1994; SZEJNFELD'®?, 2000; WOO
& ADACHI'"® 2001; RODAN & RESZKA?®", 2003).

Em relagdo a farmacocinética, os BFs comungam de
propriedades comuns. A absorcao intestinal é pobre (<1 a 10%) e é
inibida por calcio ou outros ions bivalentes que quelam o bifosfonato. Sao
rapidamente eliminados da circulagdo (meia-vida de 1 a 2 horas) e a
ligagcdo ao mineral 6sseo é de 20 a 60%, sendo que o restante é
eliminado pela urina (COMPSTON', 1994; SZEJNFELD', 2000;
RODAN & RESZKA®", 2003).

Os BFs sao hidrofilicos e altamente soluveis em agua e
portanto, raramente penetram membranas biolégicas dos tecidos moles.
Essas mudancgas fisico-quimicas também reduzem a susceptibilidade
intrinseca do metabolismo do medicamento, promovendo excregao
urinaria ou biliar como substancia inalterada (HIRABAYASHI &
FUJISAKI*', 2003). Todos esses fatores contribuem para a excepcional
ligacao a superficie 6ssea, que combinada com a limitada capacidade de
penetracao celular explicam a intensa afinidade da acdo dos BFs ao
tecido 6sseo e a vantajosa seguranga desses medicamentos (RODAN &
RESZKA®, 2003).

O efeito colateral mais comum do BFs séo as esofagites.
Cuidados devem ser tomados na administracdo para pacientes com
insuficiéncia renal. Os BFs reduzem a concentragdo sérica de calcio
podendo causar hipocalcemia em pacientes com deficiéncia de vitamina D
(RISEDRONATE®, 2001; WOO & ADACHI''®, 2001).

O atomo de carbono dos BFs permite a adicdo de cadeias

laterais, assim, substituicdes diferentes nas duas posi¢cdes restantes do
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atomo de carbono criaram diferentes BFs, cada um com propriedades
farmacolodgicas, atividade na reabsor¢cdo Ossea e poténcia diferentes,
determinadas pela cadeia lateral (COMPSTON', 1994; SZEJNFELD'®,
2000; STEPAN et al.®8, 2003).

Em ordem crescente de poténcia e atividade anti-
reabsortiva, os principais BFs sao: etidronato, tiludronato, clodronato,
pamidronato, alendronato e risedronato (COMPSTON"?, 1994).

O etidronato, primeiro bifosfonato, teve varios usos,
inclusive em produtos caseiros, como, por exemplo, no creme dental, na
inibicdo ou bloqueio de depdsito de calcio e tartaro. Foi utilizado em
calcificagbes heterotopicas apos cirurgias de quadril, paraplegias e
doenca de Paget (SZEJNFELD'®, 2000; CASTRO et al.'®, 2004), pois
quando em altas doses, inibe a mineralizagdo do osso e cartilagem
(COMPSTON'®, 1994; SZEJNFELD'%, 2000).

Recentemente, novos BFs foram desenvolvidos com o
objetivo de dissociar os efeitos indesejaveis, na osteoporose, sobre a
mineralizagao 6ssea daqueles desejados sobre a reabsor¢cao 6ssea. Os
derivados da amina parecem conferir alta poténcia, sem aumentar os
efeitos sobre a mineralizagdo &éssea ou alterar sua afinidade pela
hidroxiapatita. A atividade anti-reabsortiva pode ser aumentada
adicionando-se cadeias laterais ao grupo amino ou por meio de
substituicbes ciclicas, particularmente aquelas contendo nitrogénio no
anel heterociclico, como no risedronato (Figura 1) (SZEJNFELD'%?, 2000;
CASTRO et al.”®, 2004; NANCOLLAS et al.”®, 2006).
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FIGURA 1 - Comparacao entre as estruturas do pirofosfato, a basica dos
bifosfonatos e a nitrogenada do risedronato.

A estrutura P-C-P também & responsavel pela forte
afinidade dos BFs ao osso e ligagdo & hidroxiapatita (SZEJNFELD'®,
2000; WOO & ADACHI'® 2001). Outros autores (HIRABAYASHI &
FUJISAKI*, 2003; CASTRO et al.”®, 2004; NANCOLLAS et al.”’, 2006)
complementam que os dois grupos fosfonatos atuam em conjunto com o
grupo hidroxila ou amino da cadeia lateral (Figura 1) conferindo aumento
da afinidade com a hidroxiapatita, permitindo direcionamento eficiente e
rapido para a superficie 6ssea.

No estudo de Nancollas et al.”® (2006), foi feita uma
comparacao entre a afinidade de ligagdo a hidroxiapatita de varios
bifosfonatos e os autores demonstraram uma duracdo de agao mais
prolongada do alendronato e zoledronato comparado a efeitos mais
facilmente reversiveis do etidronato e risedronato. Estas diferencas de
afinidade foram atribuidas a cadeia lateral ndo-hidroxila.

Estudos auto-radiograficos mostram a localizagao
preferencial dos BFs marcados nas superficies de reabsorgao
(SZEJNFELD'%, 2000; RODAN & RESZKA®", 2003) apoiando a idéia de
que sua presenga nessa regiao € necessaria para a ativagao adequada
do osteoclasto (SZEJNFELD'%?, 2000). De fato, agentes osteotrépicos
tendem a se acumular em certas regides do tecido Osseo, nédo se
distribuindo de forma homogénea e se concentrando em locais
caracterizados por alta taxa metabdlica, isto €, lugares de maior

remodelagdo 6ssea. Na tibia de ratos ele se concentra mais na epifise e
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metafise do que na diafise (HIRABAYASHI & FUJISAKI*!, 2003;
STEPENSKY et al.*®, 2003).

O tempo de permanéncia dos BFs no organismo e 0ssos
€ longo, podendo durar dez anos ou mais, dependendo da velocidade de
remodelagdo do tecido dsseo (SZEJNFELD'?, 2000; STEPENSKY et
al.®®, 2003). A meia-vida esqueletal dos bifosfonatos em ratos parece nao
estar bem estabelecida. Para Li et al.*® (2001) o alendronato permanece
até duzentos dias enquanto Koivukangas et al.*® (2003) relatam uma
meia-vida esqueletal de trés a 12 meses para os bifosfonatos.

A primeira teoria sobre como os BFs atuariam retardando
a reabsorcao Ossea era de que haveria inibicdo da dissolugao dos cristais
de hidroxiapatita via efeitos fisico-quimicos. Hoje se acredita que BFs
mais potentes e administrados em doses menores atuem por mecanismos
celulares, nao fisico-quimicos (NANCOLLAS et al.”, 2006).

O BF incorporado a matriz éssea é farmacologicamente
inativo até ser liberado em um novo foco de reabsorgdao através da
acidificagao, enquanto que o resto do medicamento ligado ao osso em
outros locais permanece praticamente quiescente (STEPENSKY et al.®®,
2003). Nao esta bem estabelecido se a acdo do medicamento poderia
ocorrer na margem apical dos osteoclastos, ou se o agente atua apds sua
internalizagcdo na célula, ou se o bifosfonato é liberado no fluido ésseo
(SZEJNFELD'®, 2000).

Apos a liberagdo do medicamento do 0sso, esses agentes
atingem novamente a circulacdo e uma parte sera excretada, enquanto
outra parte é readsorvida ao osso (STEPENSKY et al.*®, 2003).

Grande parte dos autores relatam a ocorréncia de
internalizagdo dos BFs pelos osteoclastos (CONSEJO?', 2000; IM et al.*?,
2004), o que provocaria a perda de estruturas intracelulares implicadas na
secrecdo de enzimas hidroliticas e de HsO", necessarios para a agéo
destrutiva dos osteoclastos sobre o tecido 6sseo (CONSEJO?!, 2000).

Existem teorias de que os dos BFs teriam efeitos sobre a
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permeabilidade dos osteoclastos ao calcio, acarretando as mudancas
estruturais que vém sendo observadas na borda em escova ou no
citoesqueleto dessas células (SZEJNFELD'®, 2000). Assim, inibiriam
diretamente a atividade osteoclastica através da alteracdo do
citoesqueleto modificando a morfologia celular, a borda em escova, a
sinalizagdo de integrinas e o transporte de endossomos (STEPAN et al.®8,
2003).

Os BFs podem ser agrupados em dois grupos, segundo o
seu mecanismo de acao. Os mais fracos e mais parecidos com o
pirofosfato, como o clodronato e o etidronato, podem ser metabolizados
em analogos citotdéxicos do ATP n&o-hidrolizaveis que serdo entéo
incorporados pelos osteoclastos levando-os a apoptose. Os mais potentes
nao sao metabolizados e atuam na via do mevalonato (WOO &
ADACHI"® 2001; LEU et al.*®, 2006).

Os aminobifosfonatos reduzem a funcdo dos osteoclastos
inibindo a farnesil difosfato sintetase, uma enzima da sequéncia de
biossintese do colesterol, pela via do mevalonato, requerida para a
producdo de geranilgeranil difosfato. A geranilgeranil difosfato liga
proteinas a membrana celular por um processo chamado de isoprenilagao
de proteinas. A deplecao desta enzima limita a prenilagdo de pequenas
proteinas regulatérias que controlam a forma celular e a formagao da
borda em escova dos osteoclastos, resultando em prejuizo para a fungao
dos osteoclastos (RODAN & RESZKA®, 2003; STEPAN et al.?®, 2003).

Em nivel celular, os aminobifosfonatos inibem a
diferenciacdo e recrutamento de osteoclastos (COMPSTON'™, 1994;
SZEJNFELD'%, 2000; STEPAN et al.®, 2003), assim como a sua adesao
a matriz mineralizada e reduzem seu tempo de vida pela ativagdo de
caspases pro-apoptéticas (STEPAN et al.?®, 2003). A inducdo de
apoptose leva a uma reduzida profundidade das lacunas de reabsorcgao,
contribuindo para maior equilibrio local de reabsorg¢ao e formacao ésseas
(PARFITT et al.””, 1996).
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Evidéncias recentes sugerem que os efeitos na
reabsorcdo O0ssea sdo também mediados, pelo menos em parte, pela
acdo via osteoblastos (COMPSTON', 1994). O bifosfonato estimulou a
liberacdo de um fator de inibicdo de osteoclastos em culturas de
osteoblastos de ratos (PARFITT et al.”’, 1996). Atuando na retragdo de
osteoblastos de superficie e no recrutamento de osteoclastos e seus
precursores, os BFs modificam a remodelacdo Ossea através da
diminuigdo da freqiiéncia de ativacdo de BMU (SZEJNFELD'%2, 2000).

BFs também inibem a producdo de IL-6 em células
humanas de osteossarcoma. Nos roedores, as células medulares sdo a
maior fonte de IL-6 e sua produgcao pelos osteoblastos da superficie
Ossea poderia estar envolvida na origem de novas BMUs (PARFITT et
al.””, 1996).

O risedronato, terceira geragdo de BFs, é um piridil
bifosfonato com poténcia mil vezes maior que a do etidronato como
agente anti-reabsortivo (WOO & ADACHI'® 2001) indicado para o
tratamento e prevencdo da osteoporose pds-menopausa e da
osteoporose induzida por corticosterdides em homens e mulheres, além
da Doenca de Paget (RISEDRONATE®, 2000).

O risedronato € usado no tratamento da osteoporose pos-
menopausa na dosagem de 5 mg diarios, durante dois a trés anos, e
estudos de histologia 6ssea em mulheres com osteoporose tratadas com
risedronato 5mg diario indicam que o osso formado durante o tratamento
é de qualidade normal (RISEDRONATE?®®, 2001).

Os primeiros BFs atuavam primariamente em 0sso
trabecular e eram menos efetivos na prevengdao de perda de osso
compacto e em fraturas de fémur (LANE et al.>®, 1996). J& o tratamento
da osteoporose pés-menopausa com risedronato resulta em aumento da
DMO (LANE et al.®®, 1996; EASTELL?, 1998, HARRIS et al.*®,1999;
FOGELMAN et al.*', 2000; WOO & ADACHI''®, 2001) e em decréscimo

do numero de fraturas tanto vertebrais como nao-vertebrais (LANE et
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al.*®, 1996; EASTELL®, 1998, HARRIS et al. *°,1999; WOO & ADACHI'"?,
2001). Tratamentos de trés anos de duracdo levaram a um aumento
médio de 5,4% na DMO das vértebras lombares e de 3,3% e 1,6% no
trocanter e colo de fémur, respectivamente. A respeito de reducido de
fraturas vertebrais, os valores oscilam entre 40 e 50% e, no caso de
fraturas nao-vertebrais ha reducado de 33 a 40% (CONSEJO?", 2000).

Recente estudo (ITO et al**, 2005) com ratos
ovariectomizados verificou que muito da eficacia do risedronato explicada
somente pelo aumento da DMO e da massa Ossea também esta
relacionada com a sua capacidade, em doses superiores a 0,5mg/kg, de
aumentar a resisténcia 6ssea através da alteracdo da microarquitetura e
do aumento da conectividade de trabéculas, alteracdes que se mostraram
altamente correlacionadas com a melhora das propriedades biomecanicas
do o0sso, obtendo resultados superiores aos animais sham.

Para Borah et al.”® (2005), um dos mecanismos dos BFs
que promovem a redugdo do risco de fratura € o aumento da
mineralizagado do osso. Quando ha elevada remodelagdo 6ssea o tempo
de vida de uma BMU é curto, resultando em osso neoformado
parcialmente mineralizado, comprometendo as propriedades
biomecanicas do osso. Pela reducdo da remodelagao ocasionada pelos
BFs é possivel aumentar o tempo de vida da BMU e reduzir o seu
numero, proporcionando uma mineralizagdo secundaria com o decorrer
do tempo. Estes autores confirmaram essa mineralizagdo aumentada em
pacientes usando risedronato, por trés anos, através de microtomografia
computadorizada com radiagao synchrotron.

Boonen et al.’ (2004) estudaram o risedronato usando
mulheres de oitenta anos ou mais, com osteoporose, e demonstraram
que, apos um ano de uso do risedronato, houve reducdo de fraturas
vertebrais em 81% quando comparado a mulheres que receberam
placebo. Eles também verificaram que o risedronato € bem tolerado, nao

mostrando, neste estudo, aumento de sintomas gastrintestinais.
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Um estudo comparativo macroscopico e histolégico dos
aminobifosfonatos (pamidronato, alendronato e risedronato) mostrou que
o risedronato exibiu efeitos gastricos mais favoraveis e seguros que 0s
aminobifosfonatos primarios (BLANK et al.’®, 1997). Outros estudos
atestaram a boa tolerabilidade do risedronato quando comparado a
placebos (HARRIS et al. *°, 1999; FOGELMAN et al.*', 2000; McCLUNG
et al.®*, 2001). Os achados de Kanatsu et al.*’ (2004) demonstraram que,
embora o risedronato possua efeitos irritativos e de prejuizo a cicatrizagao
de lesbes estomacais pré-existentes, seus efeitos sdao muito menos
pronunciados que os do alendronato.

Cao et al."” (2002) sugeriram que a agdo dos bifosfonatos
inibindo a reabsorgdo Ossea e diminuindo substancialmente a
remodelacdo dssea leva a um efeito secundario e bastante proeminente
de supressao da atividade de formacao dssea tanto em ratos como em
mulheres. No entanto, seus estudos com ratas OVX, assim como outros
em animais ndo castrados (LI et al.®®, 1999; LI et al.®®, 2001),
demonstraram que, na verdade, os BFs (incadronato, clodronato,
pamidronato e alendronato) ndo impedem a iniciacdo da reparacao de
fraturas e a formagdo do calo d6sseo, mas o uso continuo desses
medicamentos, especialmente em altas doses, impede fortemente o
processo de remodelacao do calo e a substituicido do osso primario por
0sso lamelar por causa da inibigdo da atividade de osteoclastos, célula
importante neste processo. Também verificaram uma maior mineralizagéo
no calo dsseo dos animais tratados com os BFs (CAO et al.'’, 2002).

Os efeitos dos BFs sobre a formacdo oOssea e, mais
particularmente, sobre os osteoblastos e seus precursores vém sendo
investigados por varios autores (D’AOUST et al.?°, 2000; IM et al.*?, 2004;
NAGASHIMA et al.?®, 2005; VON KNOCH et al."™*, 2005). Sugere-se que
os BFs devem ter um efeito estimulante sobre osteoblastos (IM et al.*?,
2004).

D’Aoust et al.®® (2000) encontraram sinais de maior
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promogao da diferenciacdo de osteoblastos em defeitos criados na
calvaria de ratos tratados com etidronato do que em animais controle.
Neste estudo o etidronato acelerou a formacdo de tecido ostedide e
também mineralizado, além de estimular maior porcentagem de area de
preenchimento do defeito.

Im et al.*? (2004) observaram aumento da proliferacdo de
osteoblastos em culturas primarias de células 6sseas humanas tratadas
com alendronato e risedronato em relacdo ao controle. Efeitos sobre a
maturacdo de osteoblastos foram observados através da expressao da
fosfatase alcalina, sinal precoce de diferenciacdo celular de osteoblastos
em culturas, que estava aumentada nas células tratadas. Também houve
aumento da expressdo de BMP 2, colageno tipo | e osteocalcina. Os
autores sugerem que o efeito anabdlico dos BFs seja via aumento da
BMP 2 e outras proteinas ésseas morfogenéticas.

Estudo similar de Von Knoch et al."™ (2005) com cultura
de células 6ésseas com origem na medula 6ssea tratadas com risedronato,
zoledronato e alendronato pesquisou e encontrou aumento da expressao
de fosfatase alcalina, colageno tipo | e sialoproteina 6ssea tipo Il em
células tratadas. O aumento de expressao dessas substancias ocorreu de
forma dependente do tempo e tipo de tratamento, tendo o zoledronato e
efeito mais potente na promocao da proliferacdo e diferenciagao de
osteoblastos.

Para Nagashima et al.®® (2005) a acéo do risedronato na
formagado Ossea de defeitos femorais em ratos foi bimodal, estimulatorio
no desenvolvimento de células osteogénicas para a formacdo de 0sso
primario e inibitério na diferenciacdo terminal de osteoblastos na
remodelacdo e maturacdo final do osso, com consequente atraso na
formacdo de osso lamelar cortical. Dai et al.?® (2004) relataram o
importante papel dos osteoclastos na regulagdo da formagdo Ossea
osteoblastica, particularmente no desenvolvimento de matriz Ossea

lamelar.
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2.6 Homeopatia

A medicina alternativa € definida como qualquer dos
sistemas médicos de diagndstico e tratamento que seja diferente do uso
de medicamentos alopaticos e de praticas cirurgicas para tratar uma
doenga ou lesdo. Ela inclui grande quantidade de terapias como a
homeopatia, naturopatia, massagens, meditagdo, nutricdo, suplementos
alimentares, acupuntura, entre outras (BODANE & BROWNSON"', 2002).

O médico saxdo Samuel Hahnemann (1755-1843) foi o
fundador unico de uma nova doutrina médica, a Homeopatia, na transicao
dos séculos XVIII e XIX, periodo de revolugdo de idéias médicas em toda
a Europa. Deixou numerosos escritos que determinaram a teoria e a
pratica homeopaticas, muitas das quais continuam atualmente em vigor
(CORNILLOT?, 2005).

Em 1966, durante o governo do presidente Castello
Branco, foi decretada obrigatéria a inclusdo da Farmacologia
Homeopatica em todas as faculdades de farmacia do Brasil. Em 1977, foi
publicada a primeira edigdo oficial da Farmacopéia Homeopatica
Brasileira. Em 1980, o Conselho Federal de Medicina reconheceu
oficialmente a homeopatia como especialidade médica, deixando, assim,
de ser uma “terapia alternativa” no Brasil (CORREA et al.?*, 1997).

A palavra homeopatia, oriunda do grego homoios =
semelhante e pathos = doengca ou sofrimento, designa a ciéncia
terapéutica que é baseada em quatro fundamentos assim sintetizados: a)
Lei da semelhanga ou Similia similibus curentur; b) experimentagao no
homem sadio; c¢) dose minima; d) remédio unico (KOSSAK-
ROMANACH?®?, 1984).

Dito de forma explicativa, a “Lei da Semelhanca” é:

“Todo produto que administrado em dose forte a um

homem em boa saude deflagra perturba¢des determinadas pode,
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em dose fraca, fazer desaparecer essas mesmas perturbacdes no
homem doente” (TETAU'®, 1987).

A pratica da homeopatia supde entdo uma
experimentagcdo realizada pela administracédo de varias substancias ao
homem sadio. Nesse sentido se pode dizer que a homeopatia era um
método experimental. O conjunto de indicios anotados nessa
experimentacéo feita em dose subtoxica traz o nome de patogenesia e
figura nas obras da “Matéria Médica”. Essa pratica também faz o emprego
de doses fracas, infinitesimal, elevando-se, muitas vezes, bem além do
nimero de Avogadro (6,02x10%), a partir de 15CH (TETAU'™, 1987).

Enquanto na terapéutica classica sado considerados os
efeitos primarios, quimicos ou cumulativos dos medicamentos, estando
bem estabelecida a dose util de cada um deles, 0 mesmo nao ocorre com
a homeopatia, onde o efeito do remédio se traduz pela reagao vital,
variavel de individuo a outro (KOSSAK-ROMANACH®, 1984).

Tem um outro aspecto em relacdo ao medicamento
homeopatico que o distingue da alopatia que € a dinamizagdo do
medicamento. A dinamizagao € a liberacdo da energia dinamica por meio
da vibragdo molecular, as sucussdes. Além do medicamento homeopatico
ser extremamente diluido, ele passa por sucussodes através de agitagdes.
Cada vez que o medicamento € diluido e passado para uma poténcia
mais alta ele é agitado cem vezes. Essa agitagdo, que a primeira vista
parece ndo ter importancia, na verdade € necessaria, porque muitos
medicamentos simplesmente diluidos séo inertes, nada fazem e, depois
de agitados passam a ter um poder medicamentoso extraordinario. Isso
dinamiza o medicamento, desperta nele uma energia. O medicamento
homeopatico age principalmente por energia, ndo por peso, nao por
massa (NOCOES™, 1980).

Teorias sobre os medicamentos homeopaticos, chamados

de medicamentos energéticos, estdo sendo atualmente exploradas.
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Instrumentos agora sdo capazes de medir o campo eletromagnético do
corpo. Um remédio homeopatico pode ter uma frequéncia ressonante que
€ capaz de interagir com uma frequéncia produzida pelos tecidos do
corpo e assim causar um estado de equilibrio que foi perturbado durante
a doenca. Pode ser possivel aumentar a intensidade do campo
eletromagnético de uma substancia por meio de potencializagcdo (BOYD',
1993).

Os mecanismos de ag¢ao da homeopatia envolvem a
biofisica e tem-se utilizado estudos de absorg¢ao de ultravioleta, técnicas
de difragdo de raios X e ressonancia magnética para se achar a
explicagdo para a inversdo do efeito segundo a diluicdo (PATRiCIO78,
2003). Um estudo usando ressonancia magnética nuclear mostrou que 23
medicamentos e poténcias homeopaticas tinham nitidas leituras de
atividade subatémica, o que ndo acontece com um placebo (ULLMAN'"?,
1988).

Sharma® apud Ullman''? (1988), professor de biofisica na
india, teoriza que as pequenas doses usadas em homeopatia s&o
capazes de atravessar a barreira sanguinea do cérebro e as membranas
celular e nuclear. Sua hipotese € a de que os medicamentos
homeopaticos mais potencializados podem atuar por mais tempo e com
mais profundidade que os medicamentos menos potencializados, porque
sdo capazes de penetrar nessas Dbarreiras fisiolégicas e,
consequentemente, liberar seus efeitos terapéuticos com maior
profundidade.

A atividade do medicamento é proporcional a sua
homeopaticidade (ou semelhanga com os sintomas do doente) e ao seu
grau de dinamizagdo ou potencializagdo que, quanto maior, maior é a
atividade medicamentosa. Portanto, a atividade do medicamento é
proporcional a estas duas observacbes e ndo a sua quantidade
(NASSIF"", 1995).

A simplicidade dos meios terapéuticos € outra grande
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caracteristica da doutrina homeopatica. A concepg¢ao holistica do ser
humano em seu estado fisiopatologico resulta em uma imagem dada
pelos sintomas caracteristicos. A esta imagem Uunica s6 pode
corresponder uma  imagem medicamentosa  também Unica
(CORNILLOT?, 2005).

O medicamento homeopatico provém, basicamente, dos
trés reinos da natureza — vegetal, animal e mineral — bem como da
industria quimico-farmacéutica (vacinas, toxinas, sintéticos) e de
laboratdrios biopatoldgicos (NASSIF'!, 1995).

Todo ser vivo é composto de substancias orgénicas e
inorganicas (sais minerais). A matéria inorganica € fundamental para
manutencao da integridade estrutural e da atividade funcional dos 6rgaos
e tecidos. De acordo com a teoria de Schuessler, “0 método bioquimico
substitui os esforgcos curativos da natureza pelas substancias que fazem
falta nas partes afetadas, ou seja, pelos sais inorganicos” (NOCOES™,
1980). Segundo ele, a substancia quimica predominante no tecido
alterado pela doenga tem ciclo biolégico viciado, passivel de ser
restabelecido pela administracdo de doses reduzidas da mesma
substancia (KOSSAK-ROMANACH®, 1984).

Os medicamentos bioquimicos sdo empregados em baixa
poténcia (NOCOES™, 1980), como a 6CH — dinamizado até a sexta
poténcia, na escala centesimal, pelo método hahnemanniano (NASSIF'",
1995), ou em trituragdo e tém patogenesia sob o ponto de vista
homeopatico, isto &, foram experimentados no homem sdo (NOCOES",
1980). A administragcdo em doses reduzidas, mas nao infinitesimais, nao
visa a alteracdo das ceélulas normais, porém, sao suficientes para
compensar os menores desvios funcionais (KOSSAK-ROMANACH®,
1984).

Esses medicamentos teciduais, os sais de Schussler, sao:
Calcium carbonicum, Calcium fluoricum, Calcium phosphoricum, Calcium

Sulphuricum, Kallium muriaticum, Kalium phosphoricum, Kalium
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sulphuricum, Ferrum phosphoricum, Natrium muriaticum, Natrium
sulphuricum e Silicea (NOCOES", 1980).

Calcarea fluorica ou Calcium fluoricum, CaF», ou fluoreto
de calcio, sal de cor branca-acinzentada quando reduzido ao pd, pouco
soluvel na agua, dispde de minuciosa patogenesia e se destaca pela
coincidéncia da sua totalidade sintomatica com alguns aspectos do
comprometimento da hipdéfise, semelhantes a hipo- ou disfuncéo
hipofisaria. Hipofise e Calcarea fluorica influenciam a tonicidade dos
ligamentos e das articulagdes. O individuo relacionado ao quadro de
Calcarea fluorica apresenta sinais evidentes de hipertireoidismo
(KOSSAK-ROMANACH®, 1984).

E indicado fundamentalmente em doencas das fibras
elasticas e do tecido 6sseo, principalmente periosteal, como medicamento
tecidual. Nas deformacdes Osseas e exostoses em diversas localizagdes
como: cranio, mandibula, omoplata, dedos, patela, tibia e membros em
geral, as vezes apos a ocorréncia de um traumatismo, ele é
provavelmente o melhor medicamento. Também tem sido util em casos de
gota com deposicado de cristais de monourato de sédio nas articulagdes
(KENT*2, 1989; VIINOVSKY'"®, 1992).

O tratamento homeopatico curativo e, principalmente,
preventivo da osteoporose oferece uma alternativa interessante aos
tratamentos classicos toda vez que estes forem contra-indicados ou,
mesmo, como primeira intengdo. Segundo Cornillot*® (2005) o tratamento
homeopatico da osteoporose comporta todos os “calcarios” da Matéria
Médica, ou seja, 34 medicamentos, mas trés realmente sao utilizados
nesta indicagdo que sdo os medicamentos constitucionais: Calcarea
carbonica, Calcarea phosphorica e Calcarea fluorica. Entre os principais
medicamentos de tropismo o&sseo esta a Calcarea fluorica, com
importante acdo no metabolismo 6sseo. Com efeito, a intoxicagcado crénica
fluorada pode acarretar disturbios de osteocondensacdao e também

disturbios de hipocondensagao muito proximos da osteomalacia, a qual
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também ¢é proxima da osteoporose. Este autor recomenda prescricao
diaria em 5CH ou, em caso de sujeito distréfico em 15CH, durante seis
meses até um ano, e posteriormente, em tratamento de dez dias por més,
durante trés anos.

Palermo et al.’”® (1999) estudaram os efeitos do
medicamento homeopatico FMS Calciumfluor prescrito especificamente
para tratar osteoporose e que envolvia uma preparagao de ressonancia
simultdnea de Calcarea fluorica (CaF;), Silicea (SiO;) e Magnesia
phosphorica (MgHPOQO,4), nas poténcias D6/D12 em culturas de
osteoblastos derivados da tibia de ratos. O objetivo foi de verificar
diferencas nas células osteogénicas em relacdo a proliferacédo e/ou
diferenciagcdo através da modulacdo da expressdao e produgdo de
marcadores osteogénicos como a fosfatase alcalina (AP), indicador da
maturagcdo de osteoblastos, além da mineralizagdo do ostedide, atraves
da incorporacdo de calcio a matriz e formacédo de nddulos, eventos da
ultima fase de osteogénese. O tratamento ndo afetou a proliferagéo
celular ou a expressao de metaloproteinases 2 e 9, envolvidas na
remodelagcdo da matriz extracelular. A atividade e os niveis de AP se
mostraram aumentados e a incorporacao de Ca a matriz aumentou, com a
formacao de ndédulos de mineralizacdo precocemente e em maior numero
quando comparado com as culturas nao-tratadas. Esses efeitos foram
obtidos com doses muito menores (0,043-0,086 uM) do que as
concentragdes de fluoretos (NaF) necessarias (10 -100 yM) (MANDUCA
et al.??, 2005).

Os fluoretos sé&o conhecidos agentes anabdlicos para
osso, atuando na proliferagcdo e diferenciagdo de pré-osteoblastos e
células mais maduras, mas possuem estreita janela terapéutica e efeitos
adversos em altas doses terapéuticas, impedindo sua aplicagdo no
tratamento de perdas 6sseas como ocorre na osteoporose. Acrescenta-se
que a qualidade 6ssea obtida apds longo tratamento com os fluoretos é

muito baixa devido ao excessivo acumulo de fldor na matriz 6ssea
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(MANDUCA et al.®?, 2005).

Um estudo radiografico da densidade optica avaliando o
reparo de lesdes confeccionadas em tibias de ratos SHR castrados e
medicados com risedronato, Calcarea fluorica e Calcarea phosphorica,
avaliados sete e 21 dias apds a confecgao das lesdes, mostrou valores
sempre maiores nos animais tratados com risedronato, seguido dos
tratados com Calcarea phosphorica, mas sem diferenca estatisticamente
significante deste ultimo para aqueles que receberam Calcarea fluorica
(SENRA et al.®, 2004).

Para o National Center for Complementary and Alternative
Medicine (NCCAM72, 2006), varias explicagbes tém sido propostas sobre
como a homeopatia funciona, porém nenhuma teoria foi cientificamente
comprovada. Estudos usando homeopatia tém sido contraditérios em
seus achados, mas mesmo os resultados positivos ndo sdo explicados
cientificamente. Esse centro ainda ressalta que as controvérsias e
debates que ocorrem sobre a homeopatia sdo causados principalmente
pelo grande numero de conceitos-chave que sdao seguem as leis da
ciéncia, particularmente a quimica e a fisica. As falhas cientificas na
comprovacao de tratamentos ndo sdo exclusivas da homeopatia. Existem
opinides de que a homeopatia funciona e € segura, mas que meétodos

cientificos modernos n&o explicaram ainda porque funciona.



3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo avaliar e comparar os
efeitos do risedronato e da Calcarea fluorica na reparagao 6ssea em

defeitos realizados em tibias de ratas ovariectomizadas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais e grupos experimentais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas 140
ratas (Rattus novergicus, var. albinus, Wistar) com 105 dias de idade e
peso aproximado de 300g, mantidas em gaiolas em temperatura ambiente
e alimentadas com ragdo Guabi Nutrilabor e agua ad libitum, fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacédo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP sob protocolo n°® 025/2003-PA/CEP (Anexo A).

Os animais foram divididos em quatro grupos
experimentais:

a) Grupo O - ratas ovariectomizadas e tratadas com

placebo (agua filtrada), via oral, duas gotas/animal/dia;

b) Grupo S - ratas Sham (falso ovariectomizadas) e

tratadas com placebo (agua filtrada), via oral, duas

gotas/animal/dia;

c¢) Grupo R - ratas ovariectomizadas e tratadas com

risedronato (Actonel - Hoeschst), via oral, 1,5mg/kg/dia

em suspensao aquosa calculada para que a dose por

animal correspondesse a trés gotas;
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d) Grupo Cf - ratas ovariectomizadas e tratadas com
Calcarea fluorica 6CH (Pharmaciantiga — Sao José dos
Campos, SP), via oral, trés gotas/animal/dia em solugéo

hidroalcodlica de preparagédo homeopatica.

4.2 Método

421 Anestesia

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

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

4.2.2 Procedimentos cirurgicos

4.2.2.1 Ovariectomia e falsa ovariectomia (Sham)

Nos animais dos grupos ovariectomizados, apds a
anestesia geral, foi realizada depilagao da regido lateral do corpo, proxima
a altura dos rins e logo abaixo da ultima costela (Figura 2) seguida de

antissepsia com alcool iodado. Uma incisdo longitudinal com extensao
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média de 1cm na pele e na camada muscular foi confeccionada com o
uso de lamina de bisturi n®15 montada em cabo de bisturi BardParker. O
ovario foi identificado e exposto, com o auxilio de uma pinca, para fora da
cavidade abdominal e, apés amarria da vasculatura local, com linha de
algodao, para haver contengdo da hemorragia, fez-se a excisdo dos
ovarios e de parte do utero e tecidos moles adjacentes (Figura 3). As
trompas foram reposicionadas na cavidade abdominal e, em seguida, a
camada muscular e a pele foram suturadas com fio de seda 3.0 (Ethicon -
Johnson & Johnson). Nova anti-sepsia foi realizada na regiao com alcool
iodado. Estes procedimentos foram realizados bilateralmente.

Nos animais do grupo falso ovariectomizado, ou grupo
Sham todos os procedimentos acima foram realizados, incluindo a
exposig¢ao dos ovarios, exceto a amarria da vasculatura e a remogao dos

mesmos.
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FIGURA 2 - Rata apds a realizagdo da depilagdo da regido a ser operada
para a realizagdo da OVX.

FIGURA 3 - Ovariectomia: a) corte da camada muscular; b) exposicédo dos
ovarios e utero; c) amarria e excisdo dos ovarios; d) parte do
utero e tecido retirado.
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4.2.2.2 Execugao da lesao Ossea

Em todos os animais foi realizado um defeito Osseo
monocortical, arredondado, até o limite da medula éssea, na tibia direita,
apoés 35 dias de castragcdo. Apds serem novamente anestesiados,
realizou-se depilagcao da regiao (Figura 4) e, apds antissepsia local com
alcool iodado, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1,5cm na
pele e musculo, na regido do terco proximal tibiano, face medial, com o
uso de lamina de bisturi n®15 montada em cabo de bisturi BardParker
(Figura 5). Apds a exposicao da tibia do animal, o peridsteo e os tecidos
moles foram afastados com espatula n°7 e até a exposi¢do do tecido
0sseo. O defeito monocortical, realizado na face medial do osso, com a
utilizagdo de uma broca esférica carbide de 2,5 mm de didmetro (n°8)
utilizando-se motor elétrico (Asséptico — AEV 707 Implant Surgery
System), na velocidade de 1500 rpm, sob irrigagado constante e abundante
com solucdo de NaCl 0,9% estéril durante toda a manipulagdo. Apds
preenchimento do defeito 6sseo com coagulo sanguineo e estabilizagao
do mesmo a regiao foi suturada por planos com fio de seda 3.0 (Ethicon -
Johnson & Johnson). Nova anti-sepsia foi realizada na regido com alcool
iodado.
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FIGURA 4 - Rata apés a realizagcado da depilagdo da regido a ser operada
para a realizagao do defeito dsseo.

s

FIGURA 5- Execucdo do defeito Osseo: a) incisdo; b) afastamento da
musculatura; c) perfuragdo com broca e irrigagdo; d) defeito
criado.
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4.2.3 Tratamento

No dia seguinte a realizagdo da lesdo, os animais
iniciaram o tratamento, via oral, com auxilio de apreensao manual, através

de conta-gotas, ficando entdo os grupos divididos conforme a Figura 6.

140 ratas g E{. golggmesesde idade

35 35 35 35
OVX Ol/X Ollx SHf\M
35 dias 35 dias 35 dias 35 dias
lesdo lesdo lesdo lesdo
Ossea ésiea ésiea 6ssea

Placebo Risedronato Calcarea fluorica Placebo
Grupo O Grupo R Grupo Cf Grupo S

FIGURA 6 - Divisdo dos grupos experimentais para a realizagdo do
tratamento.
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4.2.4 Sacrificio e tempos experimentais

Todas as ratas foram sacrificadas, em grupos de sete
animais, apos trés, seis, 12, 18 e 24 dias a partir do inicio do tratamento.
Para a realizacdo do sacrificio foi utilizada anestesia geral em dose
excessiva. Em seguida as tibias foram retiradas, parcialmente
descarnadas e fixadas com solugdo de formol a 10% (Formaldeido -

Regentes Analiticos Dinamica), durante o periodo minimo de 48 horas.

4.2.5 Analise do reparo 0sseo

O reparo 6sseo na regiao do defeito monocortical na tibia

foi recebeu avaliagbes radiografica, histologica e histomorfométrica.

4.2.5.1 Analise radiografica

As tibias foram radiografadas pelo Sistema de Radiografia
Digital Direta Intrabucal RVGui, versao 5.0 (Trophy Radiology, Marnela-
Vallée, France) dotado de dispositivo de carga acoplada, o sensor CCD
(charged-coupled device) para captura direta de imagem constituido de
um sistema ligado por cabo ao microcomputador, e utilizando aparelho
radiografico com corrente continua Gendex 765DC (Gendex Dental
Systems, Dentsply International, Chicago, IL, USA) de 65kVp e 7mA com
filtracdo de 2mm/Al, ponto focal efetivo de 0,4mm? e area focal de 6cm.
Para isso as tibias foram posicionadas sobre o sensor, que estava fixado

em uma mesa, com a face na qual se encontrava a lesdo Ossea
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centralizada na area ativa, que é de 30x20mm, e voltada para o sensor de
forma a ndo ser observada sobreposigdo das corticais na imagem
radiografica da lesdo. As tomadas radiograficas, com tempo de exposigao
de 0,125s e com o cilindro posicionado com distancia focal de 40cm foram
realizadas pela técnica do paralelismo (Figura 7).

O sensor do sistema de radiografia digital direta intrabucal
RVGui proporciona trés tipos de imagens e dois modos de resolugéo
espacial. O modo de alta resolucédo, que foi utilizado nesta pesquisa,
produz imagens grandes de 1840x1360 pixels e este foi associado ao tipo
de imagem do modo “perio”, que é utilizado para observagcdo do o0sso
alveolar. As imagens radiograficas foram obtidas com resolugdo de 600
dpi, salvas em formato bitmap (bmp) e analisadas pelo programa
UTHSCSA Image Tool, versdo 3.00 (University of Texas Health Sciences
Center, San Antonio, Texas, USA) quanto a densidade optica (DO). A
densidade optica foi medida em uma regido selecionada por uma elipse
que delimitava toda area do defeito criado e era demonstrada pelo
programa em uma escala de 256 niveis de cinza onde o preto

correspondia ao zero e o branco ao 255.
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FIGURA 7 - Sistema de radiografias digitais RVGui (Trophy) e monitor do
computador mostrando a imagem radiografica digital capturada.
Em detalhe, sensor CCD com a tibia montada na posicao utilizada
para radiografar.

4.2.5.2 Analise histologica

ApOs a realizagdo da tomada radiografica das pecas, as
tibias foram aparadas e submetidas a descalcificagdo com solugéo de
Plank-Rychlo. A solugao estoque foi preparada da seguinte forma: cloreto
de aluminio 126,10gramas + acido cloridrico 10N, 85ml + acido férmico
88%, 54ml dissolvidos em 1 litro de agua destilada. Na hora da utilizagao
esta solugao foi diluida em agua destilada na proporgao de 1:4. Apds a
descalcificagdo completa, as tibias foram seccionadas transversalmente
adjacente ao limite distal do defeito ésseo. O fragmento contendo a lesao
foi incluido, no sentido da superficie de corte, em bloco de parafina e

submetido a processamento histolégico de rotina com obteng¢ao de cortes
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semi-seriados com aproximadamente 5 a 6um de espessura e
aprofundamento de 100um em cada nivel, somando um total de doze
laminas em cada bloco. Para cada nivel foram confeccionadas duas
laminas, uma foi corada com Hematoxilina e Eosina (HE — Merck & Co.,
Inc.) e a outra com Tricrobmio de Masson (SIGMA Diagnostics — St. Louis,
MO, USA).

Apods, os cortes mais centrais do defeito foram
selecionados e submetidos a analise, com o auxilio de microscopia de luz,
avaliando-se os aspectos morfolégicos da reparagédo 6ssea, analisando o
desenvolvimento, substituicdo, maturagcdo e remodelacido das diversas
estruturas que se formam nas fases sequenciais do reparo ésseo: coagulo
sanguineo, tecido de granulacéo, aparecimento de células osteogénicas,
trabéculas ésseas neoformadas (matriz ostedide e matriz mineralizada),

trabéculas 6sseas maduras e remodelacdo das mesmas.

4.2.5.3 Analise histomorfométrica

Para a documentagdo e analise histomorfométrica, as
laminas foram fotografadas em diferentes aumentos com microscopio de
luz Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkéchen, Alemanha), com camera
digital acoplada Cyber-shot Sony, modelo DSC-S85. As imagens digitais
(formato JPEG) em aumento de 25x, de quatro laminas, para cada animal,
da regido mais central do defeito e coradas por Tricrémico de Masson
foram selecionadas para analise quantitativa do tecido ésseo neoformado

Utilizou-se o programa NIH Image J (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA - http://rsb.info.nih.govVl/ij/),
versdo 1.31 para Windows. Foi calculada a area em pixels? de uma regido
delimitada que abrangia todo o defeito criado e o canal medular

adjacente, chamada de area A, e também calculada uma segunda area
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formada pela delimitagcdo de toda a area preenchida por osso, chamada
de area B (Figura 9). Usando os valores obtidos calculou-se a proporgao
de area preenchida por osso em relagdo a area A no corte analisado

seguindo a equacao:

Preenchimento (%) = Area B x 100
Area A

FIGURA 8- Foérmula para realizacdo do calculo do percentual de
preenchimento do defeito e canal medular.

A seguir, utilizou-se a ferramenta magic wand do
programa Adobe Photoshop, versédo 7.0, para selecionar somente as
trabéculas Osseas presentes na area B, apds delimitagao prévia da area
de preenchimento com a ferramenta eraser. Essas trabéculas marcadas
foram copiadas e salvas como uma nova imagem (Figura 11) que foi
analisada pelo programa Image J para calculo da area dessas trabéculas
através dos seguintes passos:

a) conversao da imagem para escala de cinza: Image —

Type — 8-bit;

b) conversdo da imagem para preto e branco: Process

— Binary — Threshold;

c) medicdo da area: Analyze — Analyze Particles

(coloque 500 para minimum particle size, escolha

Summarize e clique em 'OK’);



78

FIGURA O -

Delimitagbes das areas A e B: a) area A (soma da area do
defeito e do canal medular); b) area B e demarcagao dos limites
das trabéculas (pontilhado) em detalhe.
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Com esses passos a area analisada (trabéculas) foi
delimitada e medida automaticamente em pixels®. A propor¢do de 0sso
formado (area trabecular) foi entdo calculada através da relagcéo entre a
area ocupada somente pelas trabéculas 6sseas neoformadas (area C)

(Figura 11) e a area preenchida por osso (area B) segundo a equacéo:

Area trabecular (%)= Area C x 100
Area B

FIGURA 10 - Foérmula para realizagcdo do calculo do percentual de area
trabecular dentro da area de preenchimento.

Esse calculo permite o conhecimento da proporcéo entre

trabéculas Osseas e espaco intertrabecular.

FIGURA 11 - Imagem: a) somente das trabéculas 6sseas obtidas pelo Adobe
Photoshop; b) apés o Threshold do Image J representando a
area C (em negro) que é considerada para o calculo da area
trabecular.

As imagens possuiam codigo que ndo permitia a
identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam, possibilitando

uma analise cega dos dados, que foram tabulados e submetidos a analise



80

estatistica. O valor da porcentagem de area preenchida por osso e a
porcentagem de volume trabecular nessa area, por animal,
corresponderam a média dos valores obtidos nas quatro laminas

analisadas.

4.2.6 Analise estatistica

A reparacao foi medida operacionalmente de trés formas:

a) densidade Optica da regido do defeito criado (n=7);

b) proporcao de area preenchida por osso (n=6);

c) proporcao de area trabecular (n=6).

Os dados obtidos por meio da analise da densidade
optica (0 a 255 da escala de cinza) e da analise histomorfométrica (%)
foram analisados de forma descritiva (média e desvio-padrdao) e
inferencial. Para a analise estatistica foram utilizados a Anadlise de
Variancia (ANOVA, fator duplo) e o teste de Comparagdo Multipla de
Tukey, com nivel de significancia de 5% através da utilizacdo dos
programas STATISTICA for Windows, versédo 7.0 (2000 - Analytical
Software Co.) e Excel 2003 for Windows.

A andlise estatistica foi realizada em duas partes. A
primeira seguiu um esquema fatorial tipo 2x5, para a densidade o6ptica, e
2x4 para as analises histomorfométricas, sendo que as variaveis
independentes consideradas foram a presenga (Sham) ou auséncia de
ovarios (OVX) e os tempos de sacrificio dos animais (trés, seis, 12, 18 e
24 dias, para a densidade Optica, e seis, 12, 18 e 24 dias, para a
histomorfometria). A segunda parte da analise estatistica seguiu um
esquema fatorial tipo 4x5, para a densidade Optica, e 4x4 para as analises
histomorfométricas, sendo que as variaveis independentes consideradas

foram os tipos de tratamento - Sham e placebo (S), OVX e placebo (O),
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OVX e Calcarea fluorica (Cf), além de OVX e risedronato (R) e os tempos
de sacrificio dos animais (trés, seis, 12, 18 e 24 dias, para a densidade
optica, e seis, 12, 18 e 24 dias, para a histomorfometria)

A variavel resposta (ou dependente) foi a reparagao

Ossea das tibias dos animais em cada uma das condi¢gdes experimentais.



5 RESULTADO

Neste capitulo foram analisados os dados da reparagao
Ossea obtidos por meio de andlise histoloégica morfométrica e descritiva e
da analise da densidade Optica.

Para as analises quantitativas, os dados obtidos foram
divididos e analisados em duas partes. Na primeira foram analisados os
grupos que receberam placebo, os grupos O e S, enquanto que na
segunda comparou-se o0s dados dos animais dos grupos

ovariectomizados entre si (R, Cf e O).

5.1 Densidade optica

5.1.1 Analise estatistica dos grupos O e S

Os dados referentes a analise descritiva das médias de
densidade optica estdo apresentados na Tabela 1 e representados na

Figura 12, mostrados a seguir.
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Tabela 1- Média e desvio-padrdo dos dados de densidade éptica segundo
as variaveis: ovariectomia (presenca ou auséncia de ovarios) e
tempo de reparo (dias)

Tempo de 0 Ovariectomia (mzdp)
Reparo O S
3 7 95,36 80,71
17,12 +5,88
6 7 98,00 96,79
18,88 19,78
12 7 104,57 102,00
18,93 14,41
18 7 97,00 101,21
19,04 17,42
24 7 92,21 101,43
17,29 19,34

n = tamanho da amostra

O = Ovariectomizado + placebo
S = Sham + placebo

mzdp = média * desvio-padrao

Observou-se que os valores médios do grupo O foram
superiores aos do grupo S nos periodos de trés, seis e 12 dias. Ja nos
periodos de 18 e 24 dias o grupo S mostrou valores superiores ao grupo
O (Tabela 1).

Os valores de densidade optica no grupo O se mostraram
crescentes com o aumento do tempo de reparo até os 12 dias, quando
sofreram uma queda. Ja para o grupo S houve crescimento dos valores
até os 12 dias, mas apos isso, mostraram tendéncia a estabilizag&o.

A analise de variancia (ANOVA) referente a esses dados

encontra-se na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultado da ANOVA para aos dados de
densidade optica
Fonte de
o SQ QM F P
Variagao

Tempo 4 1742,57 435,64 6,84 0,0001"

Ovariectomia 1 17,50 17,50 0,27 0,602
Interagbes 4 1120,57 280,14 4,40 0,0034
Residuos 60 382150 63,69

Total 69 6702,14

*p<0,05

Os resultados (Tabela 2) revelaram como efeito
significante o fator tempo e a sua interagdo com o fator ovariectomia.

Quando realizado o teste de Tukey (5%) (Tabela 3 e
Figura 12) verificou-se que nao ha diferenga estatisticamente significante
entre os valores dos diferentes periodos do grupo O, enquanto que o
grupo S mostrou, no periodo de trés dias, média significantemente
diferente das médias dos outros dias do grupo.

Apos a comparagao entre os grupos O e S nos diferentes
tempos de reparo, verificou-se que as médias de densidade Optica so
diferiram estatisticamente no periodo de trés dias e mostraram valores

significantemente iguais em todos os outros periodos.
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FIGURA 12 — Grafico das médias referentes aos valores de densidade
Optica considerando o efeito da ovariectomia e do tempo de
reparo, mostrando grupos homogéneos (Tukey).

Tabela 3 — Representacdo, em ordem crescente, das médias de densidade
6ptica (DO) dos grupos, apds o teste de comparagao multipla de

Tukey (5%)
Grupos R;:I-Sar?g? dc?:s) Média DO Grupos Homogéneos

S 3 80,71 A

O 24 92,21 A B
O 3 95,36 B
S 6 96,79 B
@) 18 97,00 B
O 6 98,00 B
S 18 101,21 B
S 24 101,43 B
S 12 102,14 B
O 12 104,57 B

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante
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5.1.2 Analise estatistica dos grupos R, Cfe O

Para a analise dos resultados de densidade oOptica dos
grupos ovariectomizados com diferentes tipos de tratamento, em relagao
ao tempo de reparo, foi realizada a estatistica descritiva, cujos valores

encontram-se na Tabela 4 e representados na Figura 13.

Tabela 4 — Meédia e desvio-padrdo dos dados de densidade éptica segundo
as variaveis: tratamento e tempo de reparo (dias)

Tempo de 0 Tratamentos (mzdp)
Reparo R Cf @]
3 7 90,93 80,00 95,36
15,35 17,00 17,12
6 7 91,86 92,86 98,00
14,92 15,56 +8,88
12 7 111,93 105,21 104,57
18,37 16,79 +8,93
18 7 116,50 98,86 97,00
16,72 17,29 19,04
24 7 113,50 90,43 92,21
17,38 15,34 17,29

n = tamanho da amostra

R = Ovariectomizado + risedronato

Cf = Ovariectomizado + Calcarea fluorica
O = Ovariectomizado + placebo

mzdp = média * desvio-padrao

Os grupos Cf e O mostraram médias de densidade 6ptica
com valores crescentes até o periodo de 12 dias e, a partir deste periodo,
as médias tiveram valores decrescentes. Ja o grupo R mostrou valores
crescentes até os 18 dias, com decréscimo de valores apds este periodo

de tempo.
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Tabela 5 — Resultado da ANOVA referente aos dados de
densidade 6ptica
Fonte de
o SQ QM F p
Variagao
Tempo 4 4638,96 1159,74 22,43 0,0000*
Tratamento 2 2376,70 1188,35 22,98 0,0000*
Interacdes 8 2810,82 351,35 6,80 0,0000*
Residuos 90 4653,14 51,70

Total 104  14479,63

*p<0,05

Os dados apresentados na Tabela 5 possibilitaram rejeitar

a hipotese de igualdade entre os efeitos do tratamento e tempo de reparo,

mostrando interagao significante entre os fatores.

ApoOs o teste de comparagdo multipla de Tukey (5%)

(Tabela 6), pode-se afirmar que as condigdes com o0s maiores valores

foram aquelas formadas pelo grupo R aos 18 e 24 dias, sendo seguidas

pelo periodo de 12 dias para todos os grupos.
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FIGURA 13— Grafico das médias referentes aos valores de densidade
Optica considerando os tratamentos, os tempos de reparo e
mostrando os grupos homogéneos (Tukey).

Tabela 6 — Representacdo, em ordem crescente, das médias de densidade
optica (DO) dos grupos, apds o teste de comparagao multipla de
Tukey (5%)
Grupos Rl—g:,g? dc::s) Média DO Grupos Homogéneos
Cf 3 80,00 A
Cf 24 90,43 A B
R 3 90,93 A B
R 91,86 A B C
O 24 92,21 A B C
Cf 6 92,86 A B C
O 3 95,36 B C
O 18 97,00 B C
O 6 98,00 B C
Cf 18 98,86 B C D
O 12 104,57 C D E
Cf 12 105,21 C D E
R 12 111,93 D E
R 24 113,50 E
R 18 116,50 E

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

Quando comparou-se os grupos dentro dos tempos de
reparo foi observado que aos trés dias o grupo Cf mostrou a média mais
baixa de densidade sem, no entanto, diferir de forma estatisticamente
significante do grupo R. Tanto para o periodo de seis dias, quanto para 12
dias, ndo houve diferenca entre os tratamentos para os valores médios de
densidade Optica. Aos 18 e 24 dias o grupo R mostrou os valores mais

altos, com diferenga estatisticamente significante dos outros grupos.
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5.2 Anélise histomorfométrica

5.2.1 Preenchimento com tecido 6sseo nos grupos O e S

A estatistica descritiva dos dados de preenchimento com
tecido 6sseo (%) na area do defeito e canal medular encontra-se na
Tabela 7 e Figuras 14 e 15.

Os valores referentes ao periodo de trés dias nédo se
encontram representados, pois a quantidade de osso presente em alguns
animais nesse periodo era muito pequena e imensuravel pelo método

utilizado neste estudo e foi considerado como zero.

Tabela 7 — Meédia e desvio-padrdao dos dados preenchimento com tecido
6sseo (% da éarea total) segundo as varidveis: ovariectomia
(presenca ou auséncia de ovarios) e tempo de reparo (dias)

Tempo de 0 Ovariectomia (mzdp)
Reparo @) S
6 6 24,56 33,86
+12,66 +14,04
12 6 65,93 67,40
+14,65 18,26
18 6 23,77 30,18
13,88 18,96
24 6 21,25 29,29
17,36 +6,30

n = tamanho da amostra
O = Ovariectomizado + placebo
S = Sham + placebo
mzdp = média * desvio-padrédo
Ambos os grupos, O e S, mostraram comportamento

semelhante em relagcdo ao tempo de reparo. Seus valores médios de
preenchimento cresceram até os 12 dias e, a partir de entdo, sofreram

uma queda, sempre mostrando valores proximos entre os dois grupos.
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ApoOs a realizagdo da analise de variancia (ANOVA),
representada pela Tabela 8 verificou-se auséncia de interagéo significante
e entdo os fatores ovariectomia e tempo foram analisados
separadamente, ambos fatores mostrando diferenca estatisticamente

significante (p<0,05).

Tabela 8 — Resultado da ANOVA para os dados de
preenchimento com tecido ésseo nos grupo O e
S
Fonte de
o SQ QM F p
Variagao

Tempo 1 0,044848  0,044848 4,1860 0,0477*

Ovariectomia 3  1,379722  0,459907 42,9259 0,0000*

Interagbes 3  0,010426  0,003475  0,3244 0,8077#
Residuos 38 0,407131 0,010714

Total 45 1,84

*p<0,05
#p>0,05, portanto ndo ha interagdo: cada fator deve ser analisado separadamente

100%
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FIGURA 14 — Grafico das médias referentes aos valores preenchimento com
0sso (%), considerando a ovariectomia, mostrando grupos
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homogéneos.

Pode-se observar na Tabela 9 o efeito da ovariectomia,
mostrando que o grupo O apresentou valores menores de preenchimento
com tecido 6sseo com diferenga estatisticamente significante do grupo S.

ApOs a realizagao do teste de Tukey (Tabela 10) para o
fator tempo de reparo verificou-se a existéncia de dois grupos
homogéneos, um representado pelo periodo de 12 dias e o outro, pelo

conjunto dos outros tempos de reparo (seis, 18 e 24 dias).
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FIGURA 15— Grafico das médias referentes aos valores de preenchimento
com 0sso (%), considerando o tempo de reparo, mostrando
grupos homogéneos (Tukey).

Tabela 9 — Representacdo, em ordem crescente, das médias de
preenchimento com tecido 6ésseo (%) dos grupos O e S,
mostrando os grupos homogéneos considerando separadamente
a variavel ovariectomia (presenca ou auséncia de ovarios)

Grupos Média Grupos Homogéneos

O 33,88 A
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S 41,17 B

Letras iguais n&o diferem de forma estatisticamente significante

Tabela 10 — Representagdo, em ordem crescente, das médias de
preenchimento com tecido 6sseo (%) dos grupos O e S, apds o
teste de comparacdo multipla de Tukey (5%), realizado
separadamente para a variavel tempo de reparo (dias)

Tempo de Reparo Meédia Grupos Homogéneos
24 24,47 A
18 26,97 A
6 29,21 A
12 66,67 B

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

5.2.2 Preenchimento com tecido 6sseo nos grupos R, Cfe O

Os dados da estatistica descritiva (média e desvio-
padrdo) referentes aos tratamentos e aos diferentes periodos de
observacgao estado apresentados na Tabela 11 e representados na Figura
16.

Os valores referentes ao periodo de trés dias nao se
encontram representados, pois a quantidade de osso presente em alguns
animais nesse periodo era muito pequena e imensuravel pelo método
utilizado neste estudo, sendo considerados como zero.

Observou-se (Tabela 11 e Figura 16) que todos os grupos
apresentam picos dos valores médios de preenchimento com 0sso aos 12
dias, havendo decréscimo desses valores até 24 dias, com exceg¢ao do
grupo R, que sofreu uma queda aos 18 dias e elevou novamente seus

valores aos 24 dias.
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Tabela 11 — Média e desvio-padrao dos dados preenchimento com tecido
0sseo (% da area total) segundo as variaveis tratamento e
tempo de reparo (dias)

Tempo de Tratamentos (mzdp)
Reparo n R Cf @)
6 6 80,86 60,87 24,56
15,13 +8,39 +12,66
12 6 98,21 65,38 65,93
18,21 13,41 +14,65
18 6 75,61 24,36 23,77
+13,85 +10,29 +3,88
24 6 95,78 23,41 21,25
15,87 +9,58 +7,36

n = tamanho da amostra

R = Ovariectomizado + risedronato

Cf = Ovariectomizado + Calcarea fluorica
O = Ovariectomizado + placebo

mzdp = média + desvio-padrédo

Quando aplicado o teste ANOVA para as variaveis tempo
de reparo e tratamento, verificou-se que o efeito conjunto dessas duas

variaveis foi estatisticamente significante, como observado na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultado da ANOVA referente aos dados de
preenchimento com tecido ésseo nos grupo R, Cf
eO

Fonte de
SQ QM F p
Variagao

Tempo 2 3,94082 1,97041 194,955 0,0000*

Tratamento 3 1,29409 0,43136 42,680 0,0000*

Interagbes 6 0,68300 0,11383 11,263  0,0000*
Residuos 60  0,60642 0,01011

Total 71 6,52
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*p<0,05

As médias das condicbes experimentais estabelecidas
pelas variaveis tempo e tratamento foram comparadas pelo teste de
Tukey (5%) (Tabela 13).

Tabela 13 — Representagdo, em ordem crescente, das médias de
preenchimento com tecido 6sseo (%) dos grupos R, Cf e O,
apos o teste de comparacédo multipla de Tukey (5%)

Grupos Rgs;?g(z dciI:s) Média Grupos Homogéneos
o) 24 21,25 A
Cf 24 23,41 A
o) 18 23,77 A
Cf 18 24,36 A
o) 6 24,56 A
Cf 6 60,87 B
Cf 12 65,38 B C
o) 12 65,93 B C
R 18 75,61 B C
R 6 80,86 c D
R 24 95,78 D
R 12 98,21 D

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante
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Grafico das médias referentes aos valores preenchimento com
0sso (%), considerando os tratamentos e os tempos de reparo,
mostrando os grupos homogéneos (Tukey).

Em todos os periodos de observagéo o grupo R mostrou

os maiores valores de preenchimento, diferindo estatisticamente dos

outros grupos.

Os grupos Cf e O se mostraram com valores

estatisticamente iguais em todos os periodos de tempo, diferindo somente

aos seis dias, quando o grupo Cf se mostrou superior ao O.

5.2.3 Area de osso trabecular nos grupos O e S

Os dados da estatistica descritiva (média e desvio-

padrao) referentes a ovariectomia (presenga ou auséncia de ovarios) e

aos diferentes periodos de observagao estao apresentados na Tabela 14

e representados nas Figuras 17 e 18.
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Pbde-se observar que as médias dos valores de
porcentagem de area trabecular nos grupos O e S mostraram
comportamento semelhante em relagdo aos dias de observacao através
de valores em queda do sexto para o 12° dia e aumento desses valores
até o 24° dia. Os valores maiores foram encontrados no grupo O (Tabela
14).

Tabela 14 — Média e desvio-padrédo dos dados éarea trabecular (% do
preechimento) segundo as variaveis ovariectomia (presenca ou
auséncia de ovarios) e tempo de reparo (dias)

Tempo de 0 Ovariectomia (mzdp)
Reparo O S
6 6 50,75 4479
+21,05 5,19
12 6 43,60 40,15
12,45 18,25
18 6 61,60 52,98
14,67 18,76
24 6 75,22 71,53
15,18 +8,39

n = tamanho da amostra

O = Ovariectomizado + placebo
S = Sham + placebo

mzdp = média + desvio-padrédo

Quando realizada a andlise de variancia ANOVA (Tabela
15) foi verificado que o fator ovariectomia (presenca ou auséncia de
ovarios) nao foi significante, assim como sua interagdo com o fator tempo.
Assim, o fator tempo, foi o uUnico a apresentar significancia, sendo

analisado separadamente pelo teste de Tukey (5%) (Tabela 16 e 17).
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Tabela 15 — Resultado da ANOVA para os dados de area
trabecular (%) nos grupo O e S
Fonte de
o SQ QM F p
Variagao

Ovariectomia 1 0,03330 0,03330 3,652  0,0671
Tempo 3 0,59629 0,19876 21,201  0,0000*
Interagbes 3 0,00501 0,00167 0,178 0,9104#
Residuos 38  0,35626 0,00938

Total 45 0,99

*p<0,05
#p>0,05, portanto n&o ha interagéo: cada fator deve ser analisado separadamente

Tabela 16 — Representacdo, em ordem crescente, das médias de area
trabecular (%) dos grupos O e S, mostrando os grupos
homogéneos considerando separadamente a variavel
ovariectomia (presenga ou auséncia de ovarios)

Grupos Média Grupos Homogéneos
O 57,80 A
S 50,62 A

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

Tabela 17 — Representacdo, em ordem crescente, das médias de area
trabecular (%) dos grupos O e S, apds o teste de comparagéo
multipla de Tukey (5%), mostrando separadamente a variavel
tempo de reparo (dias)

Tempo de Média Grupos Homogéneos
Reparo
12 41,87 A
6 47,77 A B
18 57,29 B
24 73,74 C

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante
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A Figura 17 mostra que as médias dos grupos O e S nao
diferem de forma estatisticamente significante e fazem parte de um

mesmo grupo homogéneo.
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FIGURA 17 — Grafico das médias referentes aos valores de area trabecular
(%), considerando a ovariectomia, mostrando grupos
homogéneos (Tukey).

Considerando o fator tempo de reparo no teste de Tukey
observa-se a presenga de trés grupos homogéneos. O periodo de seis
dias mostrou valores intermediarios aos dos periodos de 12 e 18 dias
(Figura 18).

A condicdo com maior area percentual ocupada por

trabéculas, nos grupos O e S, foi encontrada aos 24 dias.
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FIGURA 18 — Grafico das médias referentes aos valores de area trabecular
(%), considerando o tempo de reparo, mostrando grupos
homogéneos (Tukey).

5.2.4 Area de osso trabecular nos grupos R, Cfe O

Os dados da estatistica descritiva (média e desvio-
padrdao) referentes aos grupos ovariectomizados com os diferentes
tratamentos, e aos tempos de reparo estdo apresentados na Tabela 18 e
representados na Figura 19.

Pdde-se observar que as médias dos valores de
porcentagem de &rea trabecular nos grupos R, Cf e O mostraram
comportamento semelhante em relagdo aos dias de observagao através
de valores em queda do sexto para o 12° dia e aumento desses valores
até o 24° dia. Com excecéo do sexto dia, quando o grupo R apresentou os
maiores valores de porcentagem de area trabecular, em todos os outros
dias de observacao, foram encontrados no grupo O os maiores valores
médios (Tabela 18).
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Tabela 18 — Média e desvio-padrao dos dados de area trabecular (% do
preechimento) segundo as variaveis tratamento e tempo de
reparo (dias)

Tempo de 0 Tratamentos (mzdp)
Reparo R Cf @)
6 6 63,28 58,23 50,75
18,01 17,80 121,05
12 6 41,83 41,05 43,60
15,44 17,77 12,45
18 6 45,69 57,65 61,60
+5,50 +7,61 14,67
24 6 48,87 62,62 75,22
19,27 12,73 15,18

n = tamanho da amostra

R = Ovariectomizado + risedronato

Cf = Ovariectomizado + Calcarea fluorica
O = Ovariectomizado + placebo

mzdp = média + desvio-padrédo

A ANOVA da Tabela 19 mostrou que o fator tratamento e

tempo foram significativos, bem como sua interagao.

Tabela 19 — Resultado da ANOVA referente aos dados area
trabecular (% do preechimento) nos grupos R, Cf
e O
Fonte de
SQ QM F p
Variagao

Tempo 2 0,07605 0,03803 4,346 0,0172*

Tratamento 3 0,39690 0,13230 15,122 0,0000*

Interagbes 6 0,26439 0,04407 5,037 0,0003*
Residuos 60 0,52493 0,00875

Total 71 1,26

*p<0,05

Quando realizado o teste de comparacdo multipla de



101

Tukey (5%) (Tabela 20) verificou-se a formagdo de quatro grupos
homogéneos indicando pouca diferenga entre os tratamentos dentro dos
periodos de observagdo, ou seja, os grupos apresentaram espagamento

intertrabecular bastante semelhantes.

Tabela 20 — Representagdo, em ordem crescente, das médias da area
trabecular (%) dos grupos R, Cf e O apdés o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%)

Grupos R;-sgr]gcz ddi:s) Média Grupos Homogéneos
Cf 12 41,05 A

R 12 41,83 A

o) 12 43,60 A B

R 18 45,69 A B C
R 24 48,87 A B C
o) 6 50,75 A B C
Cf 18 57,65 A B c D
Cf 6 58,23 A B c D
o) 18 61,60 B c D
Cf 24 62,62 c D
R 6 63,28 ¢c D
o) 24 75,22 D

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante
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FIGURA 19— Grafico das médias referentes aos valores de area trabecular
(%), considerando os tratamentos e os tempos de reparo,
mostrando os grupos homogéneos (Tukey).

Confirmaram-se esses resultados quando comparadas as
médias dos grupos dentro dos tempos de reparo (Figura 19). Aos seis, 12
e 18 dias, os grupos R, Cf e O ndo mostraram diferencas estatisticamente
significantes entre si. Aos 24 dias o grupo O apresentou os maiores
valores de area trabecular, sendo diferente do grupo R, com os menores
valores. O grupo Cf mostrou valores intermediarios entre os outros dois,

mas sem diferencas estatisticamente significantes.
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5.3 Analise histolégica descritiva

Verificou-se, pela anadlise histolégica, a presenca de
diferengas entre os grupos experimentais, tanto em relagdo ao tratamento
quanto em relagdo aos periodos de observagdo. Em nenhum dos
periodos e tratamentos observados verificou-se jungédo perfeita do osso

novo com as bordas corticais do defeito.

5.3.1 Periodo de trés dias

Os cortes histoldgicos ja mostraram, neste periodo, nos
grupos tratados tanto com Calcarea fluorica (Cf) como com risedronato
(R), o inicio de formacdo 6ssea com a presencga de tecido de granulagéao
diferenciando em osso na periferia e no fundo do canal medular, originado
a partir do enddésteo, e preenchimento da regido central do defeito e canal
medular (area A) com tecido de granulagéo e, por vezes, coagulo bem
formado, no entanto esses dois grupos diferiram em alguns aspectos. No
grupo R o preenchimento da area A foi completo. Seu ostedide mostrou-
se repleto de células osteogénicas e areas com mineralizac&o iniciada;
nas areas onde persistia a presenga de tecido de granulagcédo este se
mostrou denso na periferia e mais frouxo no centro, com pequenos
coagulos. No grupo Cf ndo houve preenchimento do fundo do canal
medular e o tecido de granulagéo se apresentou mais fibroso.

Nos grupos S e O houve atraso na diferenciagcao, sem a
ocorréncia de formagao de trabéculas e ostedide. No grupo S, o tecido de
granulagao era pobre em fibras colagenas e células, preenchia o fundo do
canal medular enquanto que sua parte superior, além do defeito estavam

preenchidos por coagulo estavel, bastante fibrinoso. O grupo O (Figura
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20a) mostrou-se ainda mais atrasado, com coagulo fresco ocupando toda
area, quase sem tecido de granulagéo, que s6 apareceu em alguns cortes

no fundo do canal medular.

5.3.2 Periodo de seis dias

Aos seis dias foi observado nos grupos R e Cf a presencga
de trabéculas finas e entrelagadas, de distribuicdo homogénea, com a
presenca de muitos ostedcitos e espaco intertrabecular preenchido por
tecido de granulagdo. Observou-se certo atraso do grupo Cf em relagao
ao grupo R. O grupo R apresentava osso preenchendo todo o canal
medular, quase sempre, até a superficie do defeito, sem entretanto formar
ponte de osso cortical na unido das bordas do mesmo e mostrando,
poucas vezes, pequena quantidade de tecido de granulagdo na regiao
mais central e superficial (Figura 20b). Alguns cortes apresentavam
esquirolas Osseas envolvidas por osso neoformado. Ja o grupo Cf
mostrava uma area um pouco menor de preenchimento de osso, quase
sempre deixando o fundo do canal medular livre e sem a ocorréncia da
nivelagdo ossea superficial, area que permaneceu com tecido de
granulagao na maioria dos cortes.

Os grupos O e S mostraram-se em fase anterior do
processo de reparagdo quando comparados com os grupos R e Cf.
Houve, neste periodo, formagao éssea de trabéculas jovens, finas e com
ostedcitos volumosos que ocupavam somente o fundo e a periferia do
canal medular, ficando grande parte da regido preenchida pelo tecido de
granulagcdo e coagulo centrais. Esse tecido de granulagdo se mostrou
repleto de vasos sanglineos de diversos calibres e com pouca
celularidade e fibras. No espaco intertrabecular do grupo S ja havia a

presenca de tecido medular.
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5.3.3 Periodo de 12 dias

No grupo R havia osso jovem e bastante celularizado
preenchendo todo canal medular e formando ponte trabecular entre as
bordas do defeito na maioria dos cortes (Figura 20c). Esse 0sso se
mostrou com trabéculas grosseiras, de limites irregulares e aspecto
desorganizado, apresentando formagdes semelhantes a enovelados. O
espaco intertrabecular estava preenchido por tecido conjuntivo fibroso
com algumas areas ja apresentando tecido medular.

O grupo Cf diferenciou-se por mostrar sinais de
remodelacdo 6ssea. Na periferia foi observada a presencga de trabéculas
maduras, sem ostedide e com 0sso0 menos celularizado enquanto no
centro do defeito havia osso jovem e com bastante celularidade. Mostrava
também liberacdo de parte do canal medular na maioria dos cortes. Os
espacos intertrabeculares eram maiores e sem tecido de granulagao, mas
tecido medular.

Os grupos O e S apresentaram trabéculas jovens
bastante celularizadas fazendo alinhamento no terco mais superficial da
area A, mas com algumas areas de tecido de granulagao. Verificou-se a
presenca de tecido medular nos espacos intertrabeculares e no fundo do

canal medular.
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FIGURA 20 — Aspecto das fases iniciais do reparo ésseo; Tricrbmio de
Masson. a) grupo O, trés dias, area do defeito e canal medular
preenchidos por coagulo sangiineo (m) e com inicio de
formacao de tecido de granulagéo (» ). Aumento original 100x;
b) grupo R, seis dias, area central do defeito preenchida por

tecido de granulagéo (») e formagéo de osso trabecular (¢), a
partir da periferia do defeito e canal medular. Aumento original
100x; c) grupo R, 12 dias, calo 6sseo totalmente formado por
osso trabecular preenchendo area do defeito e canal medular.
Aumento original 25x.
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5.3.4 Periodo de 18 dias

Aos 18 dias o grupo R mostrava pobre remodelagdo com
formagao de ponte delgada unindo as extremidades do defeito, mas com
permanéncia de osso trabecular em grande parte do canal medular
(Figura 21a). As trabéculas ainda eram irregulares, com presenca de
algumas estruturas enoveladas e fendas (Figura 22c) alternando com
areas de osso com caracteristica mais lamelar, com fibras orientadas,
mas menos celularizadas que aos 12 dias.

No grupo Cf (Figura 21b) a remodelagdo foi mais
acentuada, mostrando ponte 6ssea unindo as extremidades do defeito.
Esse osso aproximava-se do aspecto de osso cortical, com certa
continuidade, pequena espessura e pouca celularidade. Praticamente nao
havia mais 0osso no canal medular, somente alguns restos de trabéculas
em alguns individuos.

Nos grupos O (Figura 21c) e S foi observada bastante
similaridade com o grupo Cf, com trabéculas alinhadas e orientadas no
sentido borda a borda no terco superficial do defeito e com o canal
medular liberado. Estes grupos apresentavam osso com mais celularidade

que o grupo Cf e de caracteristica mais trabecular.
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FIGURA 21 — Aspecto do reparo 6sseo aos 18 dias; Tricrdbmio de Masson. a)
grupo R, calo ésseo volumoso constituido por osso trabecular
(#) preenchendo éarea do defeito e canal medular, com
auséncia de remodelag¢do. Aumento original 25x (+zoom digital
1,5x); b) grupo Cf, calo 6sseo mostrando extensa remodelacao
(m) formando ponte O6ssea (®) alinhada com a superficie do
defeito e manutencdo de remanescentes 6sseos (o) na area
do canal medular. Aumento original 25x (+zoom digital 1,5x);
c) grupo O, ponte 6ssea delgada (®) na superficie do defeito e
canal medular liberado (m).Aumento original 25x (+zoom digital
2,2X).
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5.3.5 Periodo de 24 dias

Foi observado que o grupo R ainda apresentava
trabéculas ocupando cerca de 2/3 da area A (Figura 22a), mas com sua
organizagcao e orientagdo superficial mostrando aspecto semelhante a
osso cortical. A presenca das estruturas enoveladas (Figura 22c)
diminuiu, o osso tinha aspecto mais maduro, com pouca celularidade e
permanéncia de areas com 0SSO mais jovem.

Os grupos Cf, O e S apresentaram ponte Ossea ora
formando lamina cortical continua (Figura 22d), ora mostrando perda de
continuidade (Figura 22h), ligando as bordas do defeito sem, entretanto,
apresentar unido com o osso cortical velho (Figura 22e). Essa ponte era
formada por osso maduro (Figuras 22f e 22i) e com pouca celularidade de
espessura variavel, mas bastante delgada, ndo atingindo e espessura do

osso cortical da borda do defeito.
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Aspecto do reparo 6sseo aos 24 dias. a, b, c: grupo R; d, e, f:
grupo Cf; g, h, i: grupo O; Tricrobmio de Masson. a) calo
volumoso de osso trabecular preenchendo area do defeito e
grande parte do canal medular. Aumento original 25x; b)
trabéculas com contorno (A) e celularidade irregulares.
Aumento original 200x; c) trabéculas de textura irregular
mostrando fendas (<) e enovelados (e). Aumento original
200x; d) calo bastante remodelado com formacédo de ponte
delgada (=) de osso lamelar na superficie do defeito. Aumento
original 25x; €) auséncia de uniao da ponte éssea com 0 0sso
cortical ( ). Aumento original 100x; f) osso de aspecto
lamelar. Aumento original 200x; g) calo bastante remodelado
com formacgdo de ponte 6ssea delgada (m) na superficie do
defeito. Aumento original 25x; h) lamina 6ssea bastante
delgada e com é&reas de descontinuidade (V). Aumento
original 100x; i) osso predominantemente trabecular, com
bastante celularidade e com areas de descontinuidade (V).
Aumento original 200x.
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6 DISCUSSAO

Com o objetivo de comparar o efeito de dois
medicamentos na reparagdo o6ssea em animais com alteracbes
metabdlicas que interferem na formacdo e remodelagdo éssea, um
medicamento alopatico, o risedronato e outro homeopatico, a Calcarea
fluorica 6CH, foi realizado este estudo experimental em ratas
ovariectomizadas.

Os ratos sao os animais usados com mais freqléncia
como modelo experimental de osteoporose (JEE**, 1995; SZEJNFELD'®?,
2000; NAMKUNG-MATTHAI et al.®®, 2001; TURNER'®, 2001; TURNER et
al.’ 2001; EGGERMANN et al.*°, 2005). Sa0 também amplamente
utilizados em experimentos sobre doengcas Osseas e testes
farmacologicos. A perda Ossea induzida pela ovariectomia em ratas tem
muitas caracteristicas similares a perda o&ssea pds-menopausa em
humanos, entre elas, algumas de importancia para este estudo como:
aumento na taxa de remodelacdo éssea com a taxa de reabsorcao
excedendo a taxa de formacido 6ssea, uma fase inicial de perda Ossea
rapida seguida de uma fase muito mais lenta e resposta terapéutica 6ssea
similar com o uso de bifosfonatos entre outros medicamentos (KALU*,
1991).

Ratos fémeas sao usados mais freqientemente que os
machos (FUKUDA & IIDA*, 2004), pois 80% dos casos de osteoporose
ocorrem em mulheres apds a menopausa.

Modelos animais com roedores sado frequentemente
utilizados para examinar a reparacao de fraturas femorais, tibiofibulares

ou fibulares (WALSH et al."'®, 1997), e essas pesquisas sdo de grande
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importancia, pois a taxa de mortalidade, a morbidade e os custos
representam grandes prejuizos trazidos pela osteoporose e suas fraturas.

Estudos histologicos de reparagdo oOssea (WALSH et
al.""®, 1997; NAMKUNG-MATTHAI et al.®®, 2001; EGGERMANN et al.*,
2005) verificaram que a osteoporose muda o curso da reparagao Ossea
causando um atraso na formagao do calo 6sseo e na diferenciagdo de
células 6sseas que participam do processo, apresentando persisténcia de
tecido fibroso imaturo em animais OVX em periodos de reparacdo nos
quais animais sham ja apresentam formagao ossea.

No presente estudo também foram observadas diferengas
na velocidade de diferenciacdo celular dentro do defeito, havendo no
grupo O permanéncia de coagulo e, posteriormente, de tecido de
granulagdo por mais tempo que no grupo S, que apresentou uma
formagdo mais precoce de tecido medular intertrabecular. Essas
diferencas s6 foram observadas nos periodos de trés e seis dias. Nos
periodos posteriores houve tendéncia a aproximacdo da aparéncia
morfoldgica e celular entre os grupos O e S.

Também a média das porcentagens de quantidade de
osso formado foi menor no grupo O (33,88%) quando comparado ao
grupo S (41,17%), com diferengca estatisticamente significante,
concordando com os estudos de Amadei® (2004), Silveira® (2004) e
Eggermann et al.*® (2005) que relataram formac&o de calo 6sseo menor
nos animais ovariectomizados.

Esta evidéncia fisica de reparagdo Ossea alterada na
osteoporose tem grande importancia na avaliagcdo de tratamentos para
osteoporose e seus potenciais efeitos na reparacao de fraturas ou
defeitos 6sseos.

Segundo Stepan et al.?® (2003) a histomorfometria dssea
€ 0 método de escolha para o estudo das consequéncias do uso de
medicamentos com distintos mecanismos de acéo tecidual, o que € o

caso deste estudo, que usa um medicamento alopatico e um
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homeopatico. Optou-se aqui pela quantificacdo da porcentagem de area
preenchida por osso em relagao a area total disponivel no defeito criado e
canal medular, técnica que expressa a quantidade real de osso formado,
mediante a acdo dos diferentes medicamentos, nos cortes analisados e
nao a expressao de somente uma area selecionada no defeito ou de uma
projecdo da quantidade de osso formado através da contagem de pontos
de interseccdo de um reticulo graduado sobreposto ao tecido Gsseo.
Também a segunda analise histomorfométrica de porcentagem de area
de osso trabecular dentro da area preenchida por osso, excluindo a
participacdo de tecido mole intertrabecular, forneceu subsidios para
verificar se os tratamentos interferiam na disposicdo das trabéculas
Osseas e se havia espacamento intertrabecular maior nos animais
tratados com um medicamento ou outro.

Neste estudo optou-se pela realizacdo da ovariectomia
em ratas jovens (trés meses de idade) e aguardou-se 35 dias para que 0s
seus efeitos na perda dssea fossem estabelecidos antes da realizagao
dos defeitos. Esta escolha foi suportada por informagdes obtidas na
literatura. Diversos estudos histomorfométricos, sobre reparagcdo e
qualidade ésseas, tém utilizado ratas ovariectomizadas aos trés meses de
idade (PENG et al.”®, 1997; WALSH et al.’®, 1997, CAO et al."’, 2002;
AMADEI®, 2004; SILVEIRA®, 2004; TIVESTEN et al.'®, 2004). Kalu*
(1991) enfatiza que ratos jovens, com aproximadamente trés meses de
idade sao facilmente disponiveis e baratos e, principalmente, manifestam
os efeitos da ovariectomia em um més ou menos, com perda éssea com
caracteristicas proximas da encontrada no rato senil.

Wronski et al.""® (1989) relataram que em ratas
ovariectomizadas aos trés meses foi observada dramatica perda Ossea
trabecular na regido proximal da tibia, que foi progressiva e evidente apés
duas semanas, mas inequivoca apds um més. Resultado similar foi
encontrado por Thompson et al.'® (1995) com aumento da remodelacgéo

0ssea, estreitamento e perda de elementos trabeculares no 14°dia apos a
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OVX. Esses autores indicam que ratos em crescimento respondem com
uma perda 0ssea mais rapida e em maior magnitude que ratos adultos
apos OVX e recomendam que a OVX para indugéo de osteoporose seja
realizada em animais de trés meses de idade e ainda sugerem que,
provavelmente, estudos de agentes com potencial terapéutico sejam
feitos com n&o mais que seis meses de duragao apds a OVX.

Os 35 dias utilizados neste estudo foram suficientes para
gerar diferengas na reparagao ocorrida nos animais OVX quando
comparados aos animais sham, principalmente nos periodos de
observacado de trés e seis dias, mas nido impediu a formacédo do calo
0sseo bastante volumoso aos 12 dias. Esses dados indicam que apds 35
dias de ovariectomia podemos observar atraso na diferenciacdo celular
nas fases iniciais de reparacdo, mas sem haver muita interferéncia na
formacéao 6ssea posterior.

A metafise da tibia proximal mostra consideravel perda
dssea apos ovariectomia (SIMS et al.®’, 1996). Namkung-Matthai et al.®®
(2001) mostraram secgbes de tibia com evidéncia de elevada
remodelacdo Ossea, demonstrada pela incorporacdo aumentada de
tetraciclina.

O conhecimento de que a tibia € um osso bastante
envolvido na osteoporose associado a presenca de poucos planos
teciduais sobrepostos que conferem facilidade de acesso cirurgico levou a
escolha da tibia para a realizagdo dos defeitos 6sseos desse estudo. Os
defeitos 6sseos foram preferidos a realizagado de fraturas completas por
estarem menos sujeitos a fatores mecanicos e obstrugdes de suprimento
sangiineo, conforme explicitado por Schenk® (1994), além de permitirem
uma padronizagdo do tamanho da lesdo 6ssea e controle da quantidade
de necrose no local, tanto de tecido 6sseo como de tecido mole
adjacente. Além disso, defeitos monocorticais evitam o atraso da
reparacdo que ocorre quando ha invasdo de tecidos conjuntivo e

muscular adjacentes para o local do defeito (ALKAN et al.’, 2002)
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eliminando a necessidade de uso de barreiras e tornando o procedimento
cirurgico simplificado.

Neste trabalho, todos os animais tiveram os defeitos
criados fechados linearmente durante o periodo de observagao indicando
que o tamanho de 2,5 mm de didmetro utilizado nao foi critico. Para
Gosain et al.* (2000) que sugerem uma analise tridimensional do defeito
considerando o volume de osso formado ou, pelo menos uma analise
bidimensional da porcentagem de osso dentro da area do defeito, esse
defeito seria considerado de tamanho critico, pois ndo houve, em trés
grupos, apos os 24 dias de observacéo, preenchimento completo da area
do defeito (Cf 23,41%; O 21,25% e S 29,29%), que deveria corresponder
a aproximadamente 30,21+5% da area total A. Os valores encontrados
demonstram que houve a formagédo de uma ponte de espessura bastante
menor que a espessura da cortical das margens do defeito, pois estes
valores se referem nao s6 ao osso que formou a ponte éssea, mas
também as trabéculas remanescentes na area do canal medular. Sendo
ainda mais rigorosos no conceito de tamanho critico, mesmo no grupo R o
tamanho poderia ser considerado critico uma vez que mostrava a area do
defeito toda preenchida por osso aos 24 dias, mas esse 0Sso era
trabecular, ndo ocupando 100% do espaco do defeito por causa da
presenca dos espacos intertrabeculares.

Durante a reparagao 6ssea, o calo € remodelado, sendo
continuamente reabsorvido e formado até a obtengao da arquitetura e da
integridade mecanica normais no osso restaurado (LI et al.*®, 2001).
Neste estudo a remodelagao nao chegou ao seu final em todos os grupos
experimentais, no entanto, foi notado que os grupos Cf, O e S
remodelaram seu calos, mas formaram uma ponte delgada de osso
cortical de espessura bem menor que a da cortical original. Ja o grupo R
mostrou atraso na remodelagdo o6ssea com permanéncia de calo
volumoso composto por osso trabecular aos 24 dias.

A reparacao 6ssea depende, no seu periodo mais longo e
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final, da taxa de remodelagdo 6ssea (LI et al.*®, 2001). O atraso da
remodelacdo e da maturacédo éssea levando a formagao de osso lamelar
no grupo R estd em concordancia com varios estudos que analisaram o
uso de bifosfonatos na reparagdo 6ssea em ratos (LI et al.?®°, 1999; LI et
al.>®, 2001; CAO et al."””, 2002; NAGASHIMA et al.?®®, 2005) e também
observaram atraso na substituicdo do osso primario por osso lamelar com
o uso de diferentes bifosfonatos, inclusive do risedronato.

Li et al.®® (2001) afirmaram que a reparacdo ndo é
completa enquanto ndo houver a unido 6ssea nas bordas do defeito
radiograficamente, o que acontece antes da unido histologica. Esse
atraso de unido é clinicamente problematico, podendo trazer risco de
novas fraturas (AMANAT et al.*, 2005).

Neste estudo apresentado foi constatada uma falha, pois
nao foi observada a unido histolégica do osso neoformado com as
margens corticais do defeito 6sseo em nenhum dos grupos e tratamentos.
De fato, ndo se pode prever entdo quando havera a regeneragao 6ssea
completa desses defeitos em cada tratamento proposto, ndo sendo
possivel responder ao questionamento de qual medicamento, risedronato
ou Calcarea fluorica, ou até mesmo, o placebo, ira promover essa
regeneragao em menor tempo.

O atraso na reparagao ou uma nao unido 6ssea pode ser
uma devastadora complicagdo de uma fratura mesmo apdés uma longa
recuperacdo (AMANAT et al.*, 2005). Assim, alguns autores chegaram a
sugerir (LI et al.®°, 1999; CAO et al."”, 2002) que se deveria interromper o
uso de medicamentos para osteoporose em casos de fraturas nao
vertebrais por conta do atraso da remodelagao do calo, ja que o objetivo é
a regeneracgao ossea, com formacédo de osso de estrutura histologica e
propriedades biomecanicas iguais as originais (Li et al.?®, 1999). No
entanto, esses mesmos autores acabaram por concluir que os
bifosfonatos atrasam a remodelagdo do calo, mas nao prejudicam a

recuperacdo da integridade biomecénica da fratura, pois levam a
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formagao de um calo maior que reflete uma adaptacédo segura da fratura
para a presencga de osso de qualidade estrutural e mecéanica inferior ao
lamelar. Amanat et al.* (2005) complementam que o atraso na
remodelacdo do calo primario na presenga do medicamento pode ser
benéfico por favorecer o aumento do tamanho deste calo aumentando a
resisténcia do reparo inicial principalmente na presenga de implantes
intra-6sseos.

De qualquer modo, como foi demonstrado por Nancollas

et al.”® (

2006), o risedronato tem menor afinidade pelo osso que o
alendronato, bifosfonato utilizado no estudo de Cao et al.'” (2002).
Portanto, os efeitos de atraso na remodelacdo do calo podem acontecer
por um periodo de tempo menor que o promovido pelo alendronato nao
sendo necessaria a interrupgao da administragcao desse medicamento em
pacientes com ocorréncia de fraturas.

Assim, parece ser uma caracteristica de todas as classes
de bifosfonatos a formagao de calo 6ésseo maior, com forte inibicdo da
remodelagdo e maturacdo (CAO et al."”, 2002), em conseqiiéncia da
inibicdo dos osteoclastos promovida por estes medicamentos, havendo
somente uma variagcao do periodo de inibicdo promovida pelos diferentes
bifosfonatos como demonstram os estudos de Li et al.*® (2001) e Cao et
al.’ (2002) onde n&o houve remodelagdo do calo apds 49 semanas sob
tratamento com o incadronato e de 16 semanas sob tratamento com
alendronato, respectivamente.

Nesse estudo, o grupo O, aos 24 dias mostrava ponte
Ossea delgada e remodelada de osso cortical, mesmo que com
descontinuidade em alguns pontos, o que deve ser uma consequéncia da
maior taxa de remodelacdo 6ssea promovida pela ovariectomia, através
da deficiéncia dos horménios ovarianos.

Também no presente estudo, o tamanho do calo formado
nos animais tratados com risedronato foi maior que nos grupos que

receberam placebo e Calcarea fluorica. Atualmente vem sendo sugerido
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nas publicagcdes que os bifosfonatos tém efeitos anabdlicos na massa
6ssea (COMPSTON', 1994) e acabam por promover aumento do
tamanho do calo 6sseo (LI et al.?®, 1999; LI et al.*®, 2001; CAO et al.”,
2002; KOIVUKANGAS et al.>®, 2003).

No estudo de D’Aoust et al.® (2000) comprovou-se efeito
do etidronato aumentando a marcagao imunoistoquimica de osteopontina
e de sialoproteina o6ssea e aumentando a formacdo de tecido
ostedide/mineralizado em defeitos 6sseos, mas ndo houve comprovagao
de aumento da proliferacdo de células precursoras de osteoblastos.
Concluiram entdo, que o etidronato promove diferenciagdo de
osteoblastos.

Estudos mais recentes (IM et al.*?, 2004; VON KNOCH et
al.’ 2005) parecem comprovar o efeito dos bifosfonatos alendronato e
risedronato na proliferacdo e diferenciagcdo de células de culturas de
osteoblastos através da promocg¢ao do aumento do numero de células em
relacdo aos controles e aumento da expressdao de fosfatase alcalina,
BMP-2, colageno tipo |, osteocalcina e sialoproteina Il.

Através do presente estudo ndo se pode confirmar estes
dados, mas a observacao histologica nos diferentes tempos de reparagao
analisados permite que se afirme que o risedronato apresentou efeito
estimulatério da formacao 6ssea, uma vez que, aos trés dias havia inicio
de formacao de trabéculas 6sseas na area do defeito dos animais do
grupo R, sendo que tal fato ndo ocorreu nos grupo O e nem sequer nos
individuos normais do grupo S. Esse estimulo gerou os resultados
encontrados que foram formagado mais precoce de 0sso nos grupo R e
formagdo de maior quantidade de osso primario nesse grupo, que se
manteve superior aos seis (80,86%) e 12 dias (98,21%). A formagao de
0ss0 secundario ou lamelar parece ter sido inibida numa fase
subsequente da reparacao, aos 18 e 24 dias, através da inibicdo da
reabsorgao osteoclastica que antecede esta fase.

Mesmo com essa evidente acdo do risedronato na



122

formagao 6ssea e, portanto, nos osteoblastos, poder-se-ia afirmar que os
osteoclastos s&o células mais sensiveis ao tratamento com esse
medicamento que os osteoblastos, havendo maior interferéncia na
reabsorcao do que na formagao dssea.

O mesmo nao pode ser dito sobre o medicamento
homeopatico utilizado, a Calcarea fluorica. Assim como o grupo R, o
grupo Cf também mostrou evidéncias de estimulagdo da formagao 6ssea
aos trés dias, com aumento rapido da massa Ossea até os seis dias
(60,87%), ultrapassando os valores do grupo O (24,56%) e S (33,86%) e
crescente até os 12 dias (65,38%), mas este medicamento parece nao
interferir na remodelacédo 6ssea, uma vez que se observou depois uma
extensa remodelacdo e substituicido do osso primario por lamelar, se
comportando esse grupo, a partir dos 12 dias, de forma semelhante ao
grupo O.

Experimentos em homeopatia veterinaria mostram
resultados bastante promissores em ensaios controlados em animais,
onde o efeito placebo é menos provavel (BOYD', 2003).

O calcio e o fluor tém varias acdes sobre os tecidos
O0sseos. A combinagdo quimica de calcio e acido fluoridrico gera a
Calcarea fluorica, um medicamento duplo com natureza e propriedades
novas. Esse medicamento pode manter algumas acgdes da cal e do acido
fluoridrico, mas talvez apresente propriedades diferentes das observadas
nas duas substancias isoladamente (NOCOES"®, 1980).

Segundo a teoria de Schuessler um método bioquimico
substitui os esforcos curativos da natureza pelas substancias minerais
que fazem falta nas partes afetadas dos tecidos. Esses medicamentos
bioquimicos sao representados por sais minerais que podem ser repostos
no organismo através de medicamento homeopaticos formulados em
baixa poténcia (6CH) ou em trituracdo e apresentam patogenesia sob o
ponto de vista homeopatico, com acgado descrita nas matérias médicas.

Alguns medicamentos homeopaticos constitucionais sdo indicados para
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tratamento de osteoporose. A Calcarea fluorica € um deles e mostra
afinidade 6ssea (NOCOES", 1980; KOSSAK-ROMANACH?®?, 1984).

O complexo FMS Calciumfluor foi usado no estudo de
Palermo et al.”® (1999), que mostrou promover osteogénese in vitro, mas
nao analisou seus efeitos in vivo. No estudo de Palermo et al.”® (1999), foi
usada homeopatia complexa de ressonancia, isto € com o uso de trés
medicamentos preparados simultaneamente, Calcarea fluorica, Silicea e
Magnesia phosphorica, e foi observado um efeito dose dependente do
complexo CalciumFluor. Isso sugere que este medicamento nao agiu
como medicamento homeopatico, que teria a poténcia aumentada com o
maior numero de dilui¢gdes. Outro fato curioso € a realizacdo do estudo in
vitro contrariando os preceitos da terapia homeopatica que explica a
resposta ao medicamento como uma resposta do organismo como um
todo, ndo podendo assim ter seus resultados extrapolados para uma
condicdo in vivo (BOYD®, 1993; KOSSAK-ROMANACH®, 1984). A
atividade do medicamento homeopatido € proporcional a sua
homeopaticidade (ou semelhanga com os sintomas do doente) e ao seu
grau de dinamizagdo ou potencializagdo que, quanto maior, maior é a
atividade medicamentosa. Portanto, a atividade do medicamento é
proporcional a estas duas observacbes e ndo a sua quantidade
(NASSIF"", 1995).

No presente estudo, a Calcarea fluorica foi escolhida a
fim de verificar sua atuagdo na forma homeopatica tradicional: in vivo e
como medicamento Unico, mesmo sem a possibilidade de individualizacao
do tratamento.

Assim, foi possivel comprovar, in vivo que a Calcarea
fluorica agiu positivamente na formagé&o 6ssea, mas por um periodo de
tempo muito curto e sem interferéncia na remodelagdo Gssea e na
melhora da condi¢ao clinica do individuo. O medicamento ndo se mostrou
totalmente eficiente e vantajoso talvez porque ndo tenha sido feita a

individualizagdo do tratamento. Achar o medicamento certo para um dado
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individuo e situagdo é a chave do funcionamento da homeopatia
(KOSSAK-ROMANACH®, 1984). Isso é obtido pela individualizagdo do
tratamento. Trabalhando com ratos n&o foi possivel verificar essa variavel.
No entanto, sdo usados tratamentos homeopaticos na veterinaria com
varios relatos de sucesso, baseados na escolha dos medicamentos ndo
apenas pela individualizagdo do caso, mas também pela possibilidade de
acao tecidual dos medicamentos, como é o caso dos medicamentos
constitucionais (NOCOES™®, 1980; SCHOEN & WYNN?®', 1998).

A analise da porcentagem de area trabecular dentro do
osso neoformado no calo nos permitiu concluir que, nas diferentes
condigdes experimentais, os tratamentos e a presenca ou auséncia de
ovariectomia néao interferiram no tipo de osso formado no reparo, dada a
auséncia de significAncia entre as condigbes experimentais. Assim,
animais ovariectomizados ou sham mostraram quantidade de o0sso
trabecular semelhante dentro da area de preenchimento. O tempo de
reparacdo por sua vez interferiu nesses resultados, mostrando valores
decrescentes até os 12 dias, e crescentes aos 18 (57,29%) e 24 dias
(73,74%), indicando a ocorréncia de remodelagao éssea e uma tendéncia
a substituicdo do osso trabecular por osso cortical na area do defeito.

Na andlise que considerou os animais ovariectomizados
nas diferentes condi¢cdes relativas aos diferentes medicamentos,
homeopatico, alopatico e placebo, a interagdo entre os fatores tempo e
tratamento nos leva a considerar os tratamentos dentro de cada dia de
reparacdo. Assim, aos seis, 12 e 18 dias, observa-se que nao houve
diferencas entre os tratamentos no que diz respeito a porcentagem do
osso dentro da area de preenchimento e aos 24 dias vé-se diferencas
estatisticamente significantes somente entre o grupo R (48,87%) e O
(75,22%), o que se explica pela grande deficiéncia de remodelagcéo do
osso primario e de formacdao de ponte de osso cortical no grupo R,
comportamento extremamente diferente do ocorrido no grupo O que,

como ja explicado, sofreu intensa remodelagdo do osso neoformado, que
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foi substituido por osso lamelar formando uma ponte cortical.

Enfim, essa semelhanga dos valores da porcentagem de
osso trabecular observado nos diferentes tratamentos vem valorizar os
dados obtidos através da area de preenchimento (volume do calo),
reforcando que esses valores e suas diferencas entre os grupos
expressam diferengas reais de quantidade de o0sso, ja que O 0SSO
neoformado apresenta semelhancas de area trabecular dentro dos
periodos de observacao para os diferentes tratamentos.

Dessa forma, a analise histomorfométrica realizada pela
associacdo dessas duas medidas de formagao déssea se mostrou um
método bastante fiel de quantificacdo de formacido 6ssea dentro de um
defeito cortical criado cirurgicamente.

E importante salientar que a analise histomorfométrica
realizada compreende uma regido representada por quatro cortes da area
central do defeito. Na evolucdo do reparo esta € a ultima area a ter
formacdo de osso, a qual ocorre a partir das bordas do defeito e da
membrana endosteal, e é também a ultima area a sofrer remodelacgéo,
representando assim a regido em que o processo de reparagao se
encontra mais atrasado em relagado as demais areas do defeito.

Para a realizacdo da analise da densidade o6ptica foi
usada a radiografia digital direta pela técnica do paralelismo com distancia
focal de 40 cm e colocando a face na qual se encontrava a lesdo 6ssea
voltada para o sensor, diminuindo o espago entre objeto e sensor, e
centralizada na area ativa do mesmo. Este posicionamento satisfaz as

condicdes de Schulze & D’Hoedt¥

(2002) para obtengao de imagem com
a melhor projecao no filme ou sensor, que sao raios X paralelos devido a
distancia fonte/objeto e incidindo perpendicularmente ao filme ou sensor e
ao objeto. O objetivo foi obter aumentada acuracia da radiografia e,
consequentemente, menor distorgao da imagem.

O uso de radiografias digitais diretas possibilita a

realizacdo de radiografias com obtengcdo de imagens imediatas,
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rapidamente transferidas e arquivadas para um computador que podem
ser analisadas por programas de facil acesso e de dominio publico, como
€ o caso do Image Tool. A andlise das radiografias por computador pode
ser util, uma vez que o diagnostico do radiologista € baseado em
avaliagao subjetiva, estando sujeito a variagdes intra e interpessoais, bem
como perda de informag&o devido a natureza sutil do achado radioldgico,
fadiga visual ou distragdo (AZEVEDO-MARQUES®, 2001). A imagem
digital formada fornece uma informagao de 256 niveis de cinza, porém o
olho humano reconhece aproximadamente 32 tons de cinza. Assim, o
programa Image Tool auxiliou na quantificacdo de caracteristicas da
imagem que expressavam a densidade do tecido neoformado no defeito
criado cirurgicamente, a densidade Ooptica (DO) do defeito que,
dependendo do grau de contraste da imagem pode nao ser compativel de
ser analisado pela visdo humana.

Apesar das qualidades e vantagens da radiografia digital,
a analise radiografica falhou em demonstrar a quantidade de tecido 6sseo
neoformado na regido do defeito. Quando comparados os grupos O e S, a
avaliagdo da densidade O6ptica ndo demonstrou diferenca entre esses
grupos em nenhum periodo de observagcédo que nao fosse os trés dias de
reparo, justamente o periodo em que se verificou, posteriormente, pela
analise histolégica, ndo haver formacdo &ssea nesses grupos. As
diferencas encontradas na DO desses dois grupos aos trés dias deve ter
sido encontrada por diferengcas na leitura radiografica da cortical 6ssea
sobreposta ao defeito monocortical e de tecidos moles.

O grupo S mostrou valores de DO crescentes até o 12°
dia, com manutencgdo dos valores alcangados até o 24° dia, mesmo tendo
sido verificado através da histomorfometria uma reducdo da area
preenchida por osso a partir do 12° dia. As alteragdes morfoldgicas que
ocorreram no 0sso durante o experimento foram bastante significativas
para nao promoverem alteragdes na DO significativas e detectaveis. O

grupo O manteve valores de DO sem diferengas significantes durante
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todos os periodos de observacao, também nao fazendo um paralelo com
o observado na analise histomorfométrica.

Nos grupos ovariectomizados e tratados, os grupos R e Cf
mostraram valores de DO sem diferengas estatisticamente significantes
nos tempos de reparo de trés, seis e 12 dias. Aos 18 e 24 dias o grupo R
mostrou os valores mais altos, com diferenga estatisticamente significante
dos outros grupos, demonstrando presenga de maior massa 6ssea, 0 que
ocorreu devido a inibicado de remodelagao proporcionada pelo risedronato.

Outro estudo radiografico da densidade dssea usando
radiografias digitais em lesées em tibia de ratos SHR usando risedronato,
Calcarea fluorica e Calcarea phosphorica por sete e 21 dias mostrou
valores de DO sempre maiores para o risedronato, seguido da Calcarea
phosphorica, mas sem diferencas significativas deste ultimo para a
Calcarea fluorica (SENRA et al.?%, 2004).

Pode-se sugerir também que os valores mais altos de DO
no grupo tratado com risedronato se deva, em parte, a uma maior
mineralizagao do calo 6sseo, como acontece com outro aminobifosfonato,
o alendronato (CAO et al."’, 2002).

Possivelmente, varios fatores influenciam a densidade do
tecido 6sseo e do tecido neoformado no defeito, além da quantidade de
osso neofomado, como o grau de mineralizagdo do tecido, a maturagao
Ossea, a transformagdo do osso trabecular em lamelar compacto e a
remodelacio.

Segundo Werkman'" (2005), os tratamentos estdo
relacionados com diferentes alteragbes morfoldégicas como variagao na
quantidade, espessura e qualidade das trabéculas, na celularidade
apresentada nos tecidos do calo ésseo e no grau de mineralizag&o. A alta
variabilidade dos fatores observados, quando em conjunto, podem
possivelmente interferir de maneira direta na variagdo da densidade
optica.

Associado a isso ha também as deficiéncias no método
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de avaliacdo radiografico. Alguns autores afirmaram que o exame
radiografico apresenta pouca sensibilidade, revelando alteragbes na
massa 0ssea quando esta ja é maior do que 30-50% (RADOMINSKI et
al.®', 2002; GUEDES JUNIOR et al.*®, 2003; LANGER®®, 2004; BRANDAO
& HAUACHE"®, 2005).

Outro fator que possivelmente interfere em analises de
estruturas tdo pequenas € o processamento das informacdes
radiograficas. O processamento da imagem pelo computador € baseado
em estatisticas locais (média e desvio-padrao) dos valores de cinza dos
pixels contidos em uma regido com a finalidade de realizar a binarizagéo
da imagem, isto &, de transforma-la em uma imagem digital (AZEVEDO-
MARQUES?®, 2001). Para Wagner et al."’® (2005) este processamento da
imagem pode manipular o aspecto visual da densidade optica levando a
uma representacdo irreal da densidade do objeto, diferentemente da
radiografia convencional, que tém contrastes mais definidos que a
radiografia digital. Essa alteragdo da imagem digital poderia ser uma das
causas que levaram a perda de informacao radiografica do objeto e
interferiu na analise de imagens com diferengas sutis de densidade, como
€ o caso das tibias de ratos.

Alguns estudos da literatura (LI et al.?%, 1999; LI et al.*,
2001; CAO et al."”, 2002) tém utilizado radiografias realizadas com soft X-
ray, que possui menor corrente e poténcia (kVp) para a analise
radiografica da reparagao de fémures fraturados de ratos.

O risedronato, neste estudo, estimulou formacido de
grande calo 6sseo, com inibicdo de remodelagédo, mas o aspecto irregular
do osso neoformado, com bordas de trabéculas indefinidas, aspecto de
fiboras desorganizadas formando estruturas enoveladas trazem
preocupacdes a respeito da qualidade do osso neoformado. Estudos de
histologia 6ssea realizados em mulheres com osteoporose tratadas com
risedronato, 5mg diarios, sem fraturas, indicam que o osso formado
durante o tratamento é de qualidade normal (RISEDRONATE®, 2001).
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Mas fica o questionamento de qual é a qualidade do osso formado em
defeitos 0sseos e fraturas sob tratamento continuo com risedronato, uma
vez que a qualidade 6ssea depende de varios fatores.

O o0sso primario deve ser um 0ssO provisorio, pois tem
disposicdo de fibras e mineralizagao irregulares, ostedcitos grandes,
numerosos e distribuidos aleatoriamente. A composigdo mineral e
colagena e as caracteristicas estruturais da matriz 6ssea também
interferem na resisténcia 6éssea e a organizagéo lamelar fornece a maior
densidade de colageno por volume de tecido, sendo estruturalmente
importante para o osso cumprir suas fungdes mecanicas. O importante
papel dos osteoclastos na regulagdo da formacdo déssea osteoblastica,
particularmente no desenvolvimento de matriz 6ssea lamelar descrito por
DAI et al.?*® (2004) poderia ser suprimido com o uso de medicamentos
inibitérios da agao osteoclastica.

Ha necessidade de estudos mais prolongados usando o
risedronato para se verificar apds quanto tempo havera a regeneragao
completa do osso da lesdo com o restabelecimento das caracteristicas
histolégicas e mecénicas normais do osso cortical e se ela ocorrera sob
tratamento continuo ou em longo prazo com este medicamento.

Esse estudo conseguiu demonstrar que a Calcarea
fluorica teve agao tecidual uma vez que estimulou o reparo em sua fase
inicial, apesar da observacgao ter sido puramente descritiva. Assim, se
fazem necessarias mais pesquisas com medicamentos homeopaticos,
que sejam realizadas com maior rigor cientifico, abordando ndo so6
aspectos clinicos, mas também aspectos bioquimicos, histolégicos,
fisioldgicos e de biologia molecular entre outros, buscando a

compreensao dos mecanismos de acdo dos mesmos.



7 CONCLUSAO

A analise dos resultados, sob as condicdes experimentais

utilizadas, possibilitou concluir que:

e) a ovariectomia prejudicou a reparagdo Ossea na

auséncia de tratamento especifico;

f) o risedronato foi o que estimulou maior formagao

ossea;

g) o risedronato inibiu a remodelagcdo e maturacéo

osseas;

h) a Calcarea fluorica 6CH estimulou formagdo éssea

nas fases iniciais da reparacgao;

i) a Calcarea fluorica 6CH n&o inibiu a remodelagéo e

maturagao 6sseas.
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ABSTRACT

The increase in life expectancy is associated with a higher incidence of degenerative
diseases such as osteopenia and osteoporosis, which elevate the occurrence of bone
fractures, and demand long treatment. The medication used to treat osteoporosis can
interfere with bone fractures repair. The aim of this work was evaluating the effects of
Risedronate (1,6mg/Kg/day) and of the homeopathic medicine Calcarea fluorica 6CH (3
drops/day) on bone repair in rats with induced osteopenia. For that, 105 rats were
ovariectomized and 35 were sham operated. After 35 days, 2,6 mm monocortical bone
lesions were drilled on all animals tibiae. Then, treatment began. The ovariectomized
animals were divided in three groups, one received Risedronate (R), the other Calcarea
fluorica (Cf), and the third one (O) as well as the Sham group (S) received distilled water
as a placebo. The animals were sacrificed at three, six, 12, 18 and 24 days after the
beginning of treatment. Their tibiae were removed, radiographed, decalcified and
processed for morphological analysis. Data were submitted to ANOVA and Tukey (5%)
tests. According to optical density analysis, there were no differences between treatments
at three, six and 12 days, but at 18 and 24 days, group R showed the highest values
(p<0,05). Histomorphometric analysis evaluated the filling percentage by newly formed
bone within the total area available in the defect and medullar cavity together; and also
the percentage of trabecular bone within the callus. According to the first measure, the
group R showed the highest values in all periods, surpassing all the groups (p<0,05)
while the groups Cf and O showed similar results in all periods, except on day 6, when
group Cf was higher. The measure of the trabecular area in the callus showed no
difference between the groups R, Cf and O on the 6th, 12th and 18th days. On the 24th
day, group O showed the higher trabecular value and group R showed the lower value. It
was possible to conclude that ovariectomy has interfered negatively on the bone repair
process and that Risedronate stimulated a great amount of bone formation with low bone
turn over. Calcarea fluorica 6CH stimulated high bone formation at the initial stages of
bone repair when compared to the control group but didn’t inhibit bone remodelation.

KEYWORDS: Allopathy; homeopathy; Calcarea fluorica 6CH;
diphosphonates;, bone regeneration; osteoporosis; rats; radiography,
dental, digital; histomorphometry.
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