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Bertucci DV. Estudo sobre o efeito do atenolol na mineralizacdo de dentes e 0ssos
de filhotes de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) e normotensas

[dissertac&o]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2009.

Resumo

O tratamento da hipertensdo durante a gravidez visa diminuir 0s riscos maternos e
fetais. Entre os diferentes tipos de anti-hipertensivos que podem ser utilizados
durante este periodo, estdo os antagonistas dos receptores B-adrenérgicos. O
atenolol € um antagonista seletivo de receptores [;-adrenérgicos que atravessa a
barreira placentaria e é excretado no leite materno chegando com facilidade ao feto
de mées tratadas e aos recém-nascidos amamentados. Embora varios estudos em
humanos e animais tenham avaliado os efeitos téxicos do atenolol no periodo pré-
natal (alteracdes placentarias, retardo de crescimento intra-uterino, diminuicdo do
peso fetal) e pos-natal (diminuicAo do ganho de peso), pouca atencado foi
direcionada aos efeitos do atenolol sobre os tecidos mineralizados, quando
administrado durante a organogénese e o periodo pés-natal. Estudos clinicos e
experimentais tém sugerido a participacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico
(SNS) no metabolismo 6sseo e no crescimento dental. O objetivo do presente
estudo foi avaliar se o tratamento com atenolol de ratas hipertensas (SHR) e
normotensas (Wistar) durante a prenhez e lactagéo altera a formacao dental e 6ssea
dos filhotes. Filhotes de ratas Wistar e SHR né&o tratadas e tratadas com Atenolol
(100mg/kg,v.0) foram sacrificados aos 30 dias de vida e as analises da densidade
mineral 6ssea (DMO), comprimento e largura e de microdureza foram feitas nos
dentes incisivos inferiores, crista 6ssea alveolar, fémur, tibia e 4% vértebra lombar
(L4). As imagens digitais foram obtidas em placas opticas, lidas em escaner a laser e
analisadas no programa de computador Digora. As medidas do comprimento e
largura foram feitas nas mesmas imagens utilizadas para a analise da DMO, com
uso do mesmo programa de computador. A leitura da microdureza do esmalte foi
realizada em microdurémetro HMV-2 Shimadzu. Os resultados foram expressos
como a média + Erro Padrdo da Média (EPM) e comparados entre os grupos (teste
ANOVA, com post-test de Tukey, e teste t de Student ndo-pareado, p<0,05). Filhotes
SHR apresentaram menor DMO de fémur, tibia, crista 6ssea alveolar e 4° vértebra

lombar, menores comprimentos de dente incisivo inferior, fémur, L4 e menor



comprimento e largura da tibia do que filhotes de ratas Wistar. O tratamento das
ratas com atenolol ndo alterou a DMO das pecas anatdmicas de filhotes SHR,
porém, diminuiu o comprimento do fémur, a largura do dente incisivo, a microdureza
do fémur e do esmalte se comparados aos filhotes SHR néo tratados. Em filhotes
Wistar, o atenolol diminuiu a DMO do fémur, tibia, crista éssea alveolar, 4% vértebra
lombar e do dente incisivo. Diminuiu também o comprimento e a largura da tibia,
comprimento e largura da L4, comprimento e largura do dente incisivo inferior, a
largura do fémur se comparados aos filhotes Wistar sem tratamento. O tratamento
com atenolol ndo alterou a microdureza dos tecidos ésseos e dentais de filhotes
Wistar. A partir dos resultados apresentados neste estudo, demonstramos que SHR
em idade pré-hipertensiva tem alteracdes importantes de tecidos 6sseos e que o
atenolol altera a formacdo e ou desenvolvimento de tecidos mineralizados, o que
sugere a participagdo dos receptores [i-adrenérgicos na formacdo e ou

desenvolvimento de tecidos mineralizados.

Palavras-chave: Hipertens&do. Densidade Ossea. Calcificacéo fisioldgica. Atenolol.

Osteogénese.
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Bertucci DV. Study of the effect of atenolol on the mineralization of teeth and bone of
offspring of spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive [dissertation].
Aracatuba: UNESP-S&o Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

Treatment of hypertension during pregnancy aims at reducing the risks for mother
and foetus. Among the different types of antihypertensive drugs that may be used
during this period are the p-adrenergic antagonists. Atenolol is a selective antagonist
towards [3;-adrenergic receptors, which crosses the placental barrier and is excreted
in breast milk coming easily to the fetus of treated mothers and breastfed newborns.
Although several studies in humans and animals have evaluated the toxic effects of
atenolol in prenatal (placental changes, intrauterine growth-retardation, decreased
fetal weight) and postnatal (decreased weight gain) periods, little attention has been
directed to the effects of atenolol on mineralized tissues, when administered during
organogenesis and postnatal period. Clinical studies with humans and experimental
studies with animals have suggested the involvement of the sympathetic autonomic
nervous system (SNS) in bone metabolism and in dental growth. The aim of this
study was to evaluate whether treatment of hypertensive rats (SHR) and
normotensive ones (Wistar) during pregnancy and lactation with atenolol alters bone
and dental formation of puppies. Offspring of female Wistar and SHR rats untreated
and treated with Atenolol (100 mg / kg, per day) were sacrificed at 30 days and the
analyses of bone mineral density (BMD), length and width, and microhardness were
made in their lower incisor teeth, alveolar bone crest, femur, tibia and 4th lumbar
vertebra (L4). Digital images were obtained with optical plates read in a laser scanner
and manipulated in software Digora. The measurements of length and width were
performed in the same images obtained for the analysis of BMD, and with the same
software. The reading of the enamel microhardness was performed with Shimadzu
HMV-2000 microhardness meter. The results were expressed as mean + SEM and
compared between the groups (ANOVA with Tukey's post-test, and t of Student’'s
test, non-paired, p <0.05). SHR offspring had lower BMD of the femur, tibia, the bone
crest and L4, shorter lengths of lower incisor tooth, femur, L4 and shorter lengths and



width of the tibia than Wistar offspring. Treatment of rats with atenolol did not alter
the BMD of the anatomical specimens of young SHR, however, it decreased the
length of the femur, the width of the incisor, the microhardness of the femur and
enamel when compared to non-treated SHR offspring. In Wistar pups atenolol
decreased the BMD of the femur, tibia, the bone crest, 4th lumbar vertebra and the
incisor tooth. It also decreased the length and width of the tibia, length and width of
L4, length and width of the lower incisor tooth, the width of the femur when compared
to untreated Wistar pups. The treatment of the rats with atenolol did not alter the
microhardness of dental and bone tissues of Wistar pups. From the results presented
in this study, we demonstrated that SHR pre-hypertension goes through important
changes in bone tissue and that atenolol alters formation and or development of
mineralized tissues, suggesting the involvement of pl-adrenergic receptors in the

formation and / or development of mineralized tissues.

Key-words: Bone Density. Calcification, Physiologic. Atenolol. Osteogenesis.
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[ Introducdo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera a hipertensdo arterial
como uma das 10 principais causas de morte no mundo. Existem basicamente dois
tipos de hipertensédo arterial, a primaria, também conhecida como hipertensao
arterial essencial, a qual ndo apresenta causa conhecida e a secundaria, que ocorre
como consequéncia de alguma causa. A taxa de incidéncia da hipertensao é de 20 a
30% na populacao brasileira, sendo 90% do tipo essencial e 10% do tipo secundaria
(Sociedade Brasileira de Hipertenséo).

A hipertensdo na gravidez humana apresenta incidéncia de 5-7% e esta
associada a significativas complicagcbes maternas, fetais e neonatais (NESS;
ROBERTS, 1999). Caso nao seja diagnosticada ou tratada, pode evoluir para
condi¢cdes hipertensivas sérias como a pré-eclampsia e eclampsia. Entre as
complicacBes que podem ocorrer devido a hipertensdo na gravidez estéo retardo de
crescimento intra-uterino, baixo peso ao nascimento e recém nascidos pequenos
para a idade gestacional (ALMEIDA, 1995). Patologias associadas aos disturbios de
calcio e magnésio e hormdnios relacionados a manutencdo das concentracdes
destes minerais no soro e nos tecidos, como paratormoénio (PTH) e calcitonina,
também foram diagnosticados em recém-nascidos e criancas de maes hipertensas
(GOSHI; IBIDI, 1994). Diferentes medicamentos com acgao anti-hipertensiva tém sido
utilizados para tratamento da hipertenséo, porém, na gravidez algumas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas destes medicamentos limitam sua utilizacdo
devido aos efeitos téxicos que podem ser produzidos nos fetos (LINDHEIMER et al.,
2008; QASQAS et al., 2004).

Associacdo entre a hipertensdo materna e alteragcfes na formacéo de tecidos

mineralizados dos descendentes

A hipertensdo na gravidez poderia ser considerada uma condicdo sistémica
que altera a formacédo dental, uma vez que Garn et al. (1979) observaram que o
didmetro da coroa de dentes deciduos e permanentes estd reduzido em filhos de
maes hipertensas. No entanto, estudos epidemiolégicos mais recentes nao
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conseguiram correlacionar diretamente a hipertensdo materna e possiveis
alteracfes dentais em criancas (SHULMAN, 2005).

O rato espontaneamente hipertenso (SHR) é o modelo experimental de
hipertensdo que mais se assemelha "a hipertensdo essencial humana. As
caracteristicas hemodinamicas destes animais sdo muito semelhantes as
observadas em humanos (YAMORI; SWALES, 1994). Filhotes de ratas SHR nascem
normotensos e a partir da 8* semana de nascimento desenvolvem
espontaneamente, ou sem uma causa pré-determinante, um aumento da pressao
arterial que atinge niveis préximos a 200 mmHg na 12% semana de idade.

Estudos realizados previamente (ELIAS et al., 2006) demonstraram que
filhotes machos aos 30 dias de vida, de ratas SHR apresentam uma reduzida
microdureza de esmalte e de dentina em dentes incisivos quando comparados aos
filhnotes de mesma idade de ratas Wistar. Neste estudo avaliamos os dentes de ratos
aos 30 dias de vida, pois sendo o dente um tecido que nao sofre remodelacgéo,
gualquer alteracdo na sua formacéo in Utero poderia ser observada neste periodo,
no qual o desgaste total da coroa que acontece em ratos adultos a cada 45 dias
ainda ndo teria ocorrido. Posteriormente, também observamos reduzida microdureza
do esmalte e dentina de dentes molares de filhotes de ratas SHR (ELIAS, 2006). Aos
30 dias, idade pré-hipertensiva, as menores microdurezas de esmalte e dentina de
dentes incisivos e molares poderiam ser associadas a hipertensdo materna como
sugerido anteriormente. No entanto, a possibilidade de estas alteracdes estarem
correlacionadas ao gendtipo da “cepa” nao pode ser desconsiderada.

Assim como observamos em filhotes de ratas SHR, Ishibashi et al. (1990)
observaram alteragcdo na mineralizacdo do esmalte em dentes de ratos adultos
hipertensos SHR-SP (SHR stroke-prone). Denominada amelogénese imperfeita, 0s
autores sugeriram que esta alteracédo seria consequente do subdesenvolvimento de
ameloblastos, células envolvidas com producéo, reabsorcdo e degradacdo de matriz
de esmalte e transporte de calcio para mineralizacdo (SASAKI et al., 1997,
TAKANO, 1995). Entretanto, variacdes na concentracdo de célcio, assim como de
paratorménio (PTH) plasmatico, poderiam estar associadas as alteracbes de
formacéo dental observadas em SHR, uma vez que a existéncia de receptores de
PTH em odontoblastos e na papila dental de camundongos (CALVI et al., 2004),

sugere o controle hormonal na odontogénese.
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Variacbes na concentracdo de PTHrP (proteina relacionada ao PTH) e de
calcio no plasma, no liquido amniético e no leite de fémeas SHR tém sido
correlacionadas com alteracdes de crescimento pré e pés-natal de ratos SHR (DI
NICOLANTONIO et al., 2006; O'DOWD et al., 2008; WLODEK et al., 2000, 2003).
Nestes estudos foram avaliados diferentes parametros, como a medida do tamanho
dos filhotes em idade pré-hipertensiva (14 dias) que foi significativamente menor que
ratos normotensos WKY. Porém, ndo foram avaliadas possiveis alteracdes na
formacdo e desenvolvimento de tecidos 6sseos.

No entanto, Lucas et al. (1986) demonstraram que ratos SHR com idade de
23 semanas apresentam alteracdo de formacdo Ossea caracterizada por menor
densidade 6ssea do fémur (expressa pela média do conteido mineral por espessura
do fémur). Naito et al. (1993) demonstraram que a densidade mineral éssea (DMO)
do fémur esté diminuida em SHR-SP (6 a 36 semanas). Pereira et al. (2007) também
observaram menor DMO do fémur de SHR. Estas alteracées ndo seriam especificas
ao fémur, uma vez que Inoue et al. (1995) demonstraram que ratos SHR, machos e
fémeas, jovens e velhos apresentam menor DMO na regido proximal da tibia (rica
em 0sso trabecular) que ratos normotensos. Evidéncias de uma possivel correlagéo
entre hipertensdo e alteracbes na DMO também foram obtidas em humanos
(AFGHANI; GORAN, 2007).

O uso de antagonistas p-adrenérgicos ou [-bloqueadores no tratamento da

hipertenséo

Os antagonistas ou blogqueadores de receptores [}-adrenérgicos proporcionam
uma terapia eficaz para todos os graus de hipertensédo. Entre os medicamentos do
grupo, foram observadas variacdes na lipossolubilidade, seletividade para o subtipo
de receptor (31, presenca de atividade simpatomimética intrinseca ou de agonista
parcial e nas propriedades estabilizantes da membrana (HOFFMAN, 2007). Porém,
apesar destas diferencas, todos 0s antagonistas de receptores p-adrenérgicos,
mostram-se eficazes como medicamentos anti-hipertensivos. Os antagonistas de
receptores p-adrenérgicos disponiveis para uso clinico tém sido classificados em
antagonistas de receptores [3-ndo seletivos de subtipos (ou de “primeira geragao”),

antagonistas de receptores [};-seletivos (ou de “segunda geragdo”) e antagonistas
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dos receptores [3-ndo seletivos de subtipos ou seletivos de subtipos com acgbes
cardiovasculares adicionais, nao correlacionadas ao bloqueio p (ou de “terceira
geracao”). O atenolol, metoprolol, acetobutolol, mesiprolol e o esmolol exibem
atividade ligeiramente maior pelos receptores [; do que pelos [, constituindo
exemplos de antagonistas [3;-seletivos ou de segunda geracdo, apesar desta
seletividade ndo ser absoluta (WESTFALL; WESTFALL, 2006).

O atenolol tem sido também utilizado como medicamento eficaz para o
controle da presséao arterial na gravidez (BARTON et al., 1999; CHUNG et al., 2001,
HADDAD; SIBAI, 1999; LINDHEIMER et al., 2008; ZHANG et al., 2000). No entanto,
apesar do benéfico efeito anti-hipertensivo sobre a mae e o feto, estudos clinicos e
experimentais (com ratos e coelhos) associaram o tratamento com atenolol a
respostas clinicas de toxicidade pré e poés-natal como alteragcbes na placenta,
retardo de crescimento intrauterino, reducéo do peso fetal ou do peso ao nascimento
e reducdo de ganho de peso poés-natal, porém com auséncia de malformacdes
congénitas (EASTERLING et al.,, 2001; TABACOVA et al.,, 2003). Estes efeitos
estariam associados as propriedades farmacocinéticas do atenolol, as quais foram
revisadas em estudos anteriores e demonstraram que este medicamento pode
atravessar rapidamente a placenta durante a gestacdo ou prenhez, na prenhez em
concentracdo muito menor (REEVES et al., 1978 apud TABACOVA; KIMMEL, 2002)
e se acumular no leite materno durante a fase de lactacdo (HEBERT et al., 2005;
QASQAS et al., 2004), chegando com facilidade até ao feto de mées tratadas e
recém-nascidos amamentados.

Em um estudo realizado previamente (ELIAS, 2006) foi observado que o
tratamento de ratas SHR, que apresentavam presséao arterial sistélica acima de 150
mmHg, com 100 mg/Kg/dia de atenolol por via oral, reduziu os valores e aboliu as
variacdes de pressao arterial durante os periodos de prenhez e lactacdo. Neste
estudo observamos que o atenolol promoveu efeito toxico sobre as glandulas
salivares de ratos Wistar e SHR filhos de maes tratadas. Observamos que o atenolol
reduziu a atividade salivar ao reduzir o peso das glandulas salivares
submandibulares, o fluxo salivar e a concentracdo total de proteinas na saliva.
Associado as alteracdes salivares foi observado um aumento da microdureza tanto
do esmalte quanto da dentina dos dentes incisivos dos filhotes (30 dias) de ratas

SHR e de ratas Wistar tratadas com atenolol, sem alteracdo da espessura do
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esmalte nos dentes dos filhotes de ratas tratadas (ELIAS, 2006). Estes dados
levaram a sugestdo de que, independentemente do efeito anti-hipertensivo, uma vez
gue este efeito também foi observado em filhotes de ratas normotensas, o atenolol
interferiria com o processo de formacé&o dental dos filhotes de ratas tratadas durante
a prenhez e lactacdo. Estes resultados demonstraram que a utilizacdo do atenolol
nos periodos de prenhez e lactacdo altera a formacdo e a atividade dos tecidos
avaliados nos filhotes, corroborando os resultados que demonstraram que o atenolol
atravessa a placenta e age diretamente sobre o feto em formacdo e em
desenvolvimento intra-atero e no periodo pds natal, durante a amamentacao.

Estudos que avaliaram a toxicidade do atenolol sobre o feto relataram que
sua utilizacdo durante o primeiro trimestre de gestacéo levaria a bebés com menor
peso e menor comprimento ao nascimento (LYDAKIS et al., 1999; BAYLISS et al.,
2002), retardo do crescimento fetal intra-uterino (EASTERLING et al., 2001; MAGEE
et al.,, 1999 apud BARRILLEAUX; MARTIN, 2002; LIP et al., 1997 apud
BARRILLEAUX; MARTIN, 2002).

N&o encontramos na literatura estudos que avaliassem o efeito do atenolol
guando utilizado nos periodos de gravidez/prenhez e lactacdo sobre a formacao ou
desenvolvimento de tecidos 6sseos.

Muitos estudos recentes tém apresentado evidéncias clinicas e experimentais
do efeito de antagonistas [3-adrenérgicos em tecidos 6sseos. As primeiras evidéncias
foram obtidas em estudos que demonstraram que o tratamento com baixas doses de
propranolol por 19 dias consecutivos aumentou o indice de aposicdo mineral do
tecido esponjoso ou trabecular, aumento do calo 6sseo e unido 6ssea em defeitos
0sseos criados no terco médio da diafise femural de ratos, preenchidos com matriz
0ssea desmineralizada (MINKOWITZ et al., 1991). Também foi observado que, em
modelo experimental de perda 0ssea induzida por auséncia de carga mecanica, o
tratamento por 30 dias consecutivos com propranolol (5g/L, diluido na agua de
beber) preveniu a perda 6ssea (ASSEUR et al., 2003). Os primeiros estudos clinicos
epidemiologicos demonstraram que 0 uso de [-bloqueadores, como anti-
hipertensivos, estava associado com uma reducao de 23-30% no risco de fraturas
vertebrais ou ndo vertebrais (méo, antebraco, pé) em mulheres menopausadas
(PASCO et al., 2004; SCHLIENGER et al., 2004). Apesar de efeitos controversos

terem sido apresentados, muitos outros estudos demonstraram que o tratamento
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com antagonistas [}-adrenérgicos estaria diretamente associado com ganho de
massa 0ssea, aumento de densidade 6ssea e formacdo O0ssea em animais e em
humanos.

A partir destes dados, foi sugerido que a remodelacdo 0ssea seria controlada
pelo sistema nervoso central, com participagdo do sistema autbnomo simpético
(SNS) como componente periférico e da leptina, como regulador das vias nervosas
centrais envolvidas (ELEFTERIOU et al., 2005; TAKEDA et al., 2002). Foi sugerido
que receptores [3-adrenérgicos em osteoblastos seriam ativados pela noradrenalina,
levando a producdo da proteina ligante RANK (RANKL) que se ligaria ao receptor
ativador de fator nuclear (FN)-kB (RANK) e estimularia a formacdo de osteoclastos.
Assim, o efeito dos antagonistas p-adrenérgicos sobre os tecidos 0sseos estaria
correlacionado com a reducao da formacéo de osteoclastos, inibindo, desta forma, a
reabsorcdo 6ssea.

Ossos e dentes sado tecidos duros especializados que se assemelham entre
si. A densidade Ossea é mantida por balanco dindmico entre a formacdo Ossea
realizada por atividade de osteoblasto e a reabsorcao 6ssea, pelos osteoclastos. Os
componentes mineralizados do dente, além do osso alveolar, consistem do esmalte,
dentina e cemento, secretados pelos ameloblastos, odontoblastos e cementoblastos,
respectivamente. Similares aos osteoclastos, os odontoclastos reabsorvem a dentina
e a matriz extracelular. Fortes evidéncias experimentais sugerem que 0 SNS
também teria importante papel no metabolismo 6sseo mandibular e no crescimento
dental (BOGGIO et al., 2004). A polpa dental e culturas de odontoblastos expressam
osteoprotegerina (OPG, fator inibidor de ostoeclastogenese), RANKL e M-CSF (fator
estimulador de col6nia de macréfagos), fatores envolvidos na regulacao da formagao
do osteoclasto. As proteinas RANKL e OPG foram localizadas em odontoblastos,
ameloblastos e células de polpa de dentes de camundongos em desenvolvimento
(SHEELA RANI; MAC DOUGALL, 2000), assim como no botao epitelial, nos epitélios
internos e externos e no mesénquima da papila dental (OHAZAMA et al., 2004),
sugerindo a participacdo destas no desenvolvimento dental. Nao encontramos na
literatura estudos que avaliassem o efeito de B-bloqueadores sobre a formacao e
desenvolvimento de tecidos mineralizados (6sseo e dental) durante o periodo intra-

uterino e pés-natal (30 dias).
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Havendo efeito sobre a formacdo e/ou desenvolvimento de tecidos
mineralizados, provavelmente encontrariamos alteracbes importantes nos
parametros anatdomicos dos 0ssos e dentes, como comprimento e largura , na DMO
e também na forca dssea e dental, podendo a uUltima ser medida pela microdureza,
em filhotes de ratas tratadas com atenolol.

A forca Ossea é influenciada por diferentes fatores. Além da massa, tamanho,
geometria e microarquitetura, a forca Ossea €& também influenciada pelas
propriedades intrinsecas do material do tecido. Estas incluem a mineralizacdo do
0SSO e as caracteristicas da matriz organica (orientacdo e estrutura quimica das
fibras coldgenas), o acumulo de microdanos, e indiretamente, a apoptose dos
ostedcitos (CURREY, 1975; KRUZIK; RITCHIE, 2008; PETERLIK et al., 2006;
SEEMAN; DELMANS, 2006). A “qualidade” oOssea é também profundamente
influenciada pela taxa de turnover 60sseo (DEMPSTER, 2002). O grau de
mineralizacdo Ossea influencia ndo somente a resisténcia mecanica do 0sso
(FOLLET et al., 2004) mas também determina parcialmente a sua DMO (BOIVIN et
al., 2008).

A medida da dureza é uma maneira de se avaliar a resisténcia de um material
a deformacao, ou seja, a habilidade de um material de resistir a uma for¢a exercida
por uma carga com ou sem marcacgao permanente (CURREY, 2003; OYEN, 2006;
RITCHIE et al., 2005). O teste de microdureza permite investigar a relacao entre a
estrutura e as caracteristicas mecanicas de um material em uma escala
microestrutural.

Sabendo que o tecido 6sseo torna-se mais friavel quando ocorre um excesso
no contetdo mineral chegando um valor critico e também torna-se menos habil a
suportar carga quando o conteudo mineral estd muito baixo (CURREY et al., 2001;
ZIOUPOS et al., 2000), podemos avaliar indiretamente possiveis alteracdes na
formacdo 6ssea com a avaliacdo da dureza destes tecidos.

A qualidade dental, que seria relacionada a habilidade do dente em preencher
suas fungbes de sustentar as forcas mastigatorias, pode ser avaliada através das
medidas de seu material, suas propriedades mecanicas e estruturais. A microdureza
do esmalte estaria diretamente relacionada ao seu grau de mineralizacdo uma vez
gue, o esmalte é composto basicamente por conteddo mineral (96-98%), diferente

da dentina, que apesar de ser também composta em sua maior parte por contetdo
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mineral (70%), possui uma guantidade maior de tecido organico (30%), o qual teria
uma certa influéncia na sua microdureza.

Considerando os dados acima citados, formulamos a hip6tese de que o tratamento
de ratas com atenolol, durante os periodos de prenhez e lactacdo alteraria a

formacéo e/ou desenvolvimento 0sseo e dental dos filhotes.



2 Proposicdo
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2 Proposicdo

O objetivo geral do nosso estudo foi avaliar o efeito dos receptores B1-
adrenérgicos, antagonizados pelo atenolol, durante os periodos de prenhez e
lactacdo, sobre a mineraliacdo de ossos e dentes de filhotes SHR.

Os experimentos foram realizados com o objetivo de se responder as
seguintes perguntas:

1- Ratos SHR pré-hipertensos apresentam alteracdes de mineralizacdo em

0Ssos e dentes?

2- O tratamento da hipertensdo materna com atenolol reverte possiveis

alteracbes encontradas nos filhotes?

3- O bloqueio dos receptores B;-adrenérgicos, realizado pelo atenolol, altera

a mineralizacao de ossos e dentes?



3 Materiais ¢
M¢gtodos
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3 Matgriais ¢ M¢todos

Os experimentos conduzidos neste estudo foram previamente aprovados pela
Comissdo de FEtica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia, Campus de Aracatuba, UNESP, de acordo com o protocolo no. 2007-
003175. Certificado em anexo (Anexo A).

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No presente estudo foram utilizados filhotes machos, aos 30 dias, de ratas
Wistar e SHR, tratadas ou ndo com Atenolol. Os ratos Wistar (machos e fémeas)
foram fornecidos pelo biotério do Campus da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (FOA-UNESP). Os ratos SHR (machos e fémeas) eram provenientes de
uma cepa mantida pelo biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da FOA-
UNESP. Os animais foram mantidos em condi¢gdes controladas de temperatura (22-
24°C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) no biotério do referido departamento e

receberam racao padrao e agua “ad libitum”.

3.2 MEDIDA DE PRESSAO ARTERIAL

Os filhotes foram obtidos a partir do acasalamento de ratos machos e fémeas
Wistar com pressao arterial sistdlica (PAS) proxima a 112mmHg e ratos machos e
fémeas SHR com PAS igual ou superior a 150mmHg. A medida da PAS foi realizada
pelo método indireto de pletismografia de cauda, com a utilizacdo de pletismégrafo
adaptado para medidas em ratos (Plethysmograph Physiiograph® MK-III-S / NBS —
Narco Bio-Systems / Houston, Texas, USA).

3.3 TRATAMENTO

Em experimentos piloto o efeito anti-hipertensivo do atenolol foi testado em
ratas SHR. Analisando as curvas dose-efeito, observamos que a dose 100mg/kg foi
a menor dose com efeito anti-hipertensivo significativo em SHR, sem causar
alteracdo na PAS de ratas Wistar (Fig. 1). A medida da PAS foi realizada pelo
método indireto de pletismografia de cauda, com a utilizacdo de pletismégrafo
adaptado para medidas em ratos (Plethysmograph Physiiograph® MK-III-S / NBS —
Narco Bio-Systems / Houston, Texas, USA) nos dias 0, 7, 14, 16, 18 e 20 de
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prenhez e nos dias 7, 14, 21 e 28 de lactacéo (Fig. 1). Ratas Wistar e SHR foram
tratadas com o anti-hipertensivo atenolol na dose de 100mg/kg/dia por via oral,
durante os periodos de prenhez (de 0 a 21 dias) e lactacdo (30 dias apds o
nascimento). O dia “zero” de prenhez foi identificado pela presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal (MONTES; LUQUE, 1988). A via oral foi
selecionada para a administracdo do atenolol uma vez produzia o menor grau de
stresse para ratas hipertensas.

O atenolol foi diluido em volume de agua de beber, pré-determinado, a ser
ingerido ao dia pelos animais. As ratas controles receberam o mesmo volume de

agua de beber sem a adicédo de atenolol.
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FIGURA 1: Ratas Wistar (O, n=10), SHR (O, n=10), Wistar tratadas (M, n=10) e SHR tratadas (@,
n=10) com atenolol durante a prenhez (P) e lactacdo (L). Média + SEM dos experimentos. *p<0.05
entre SHR e outros grupos. # p<0.05 entre SHR tratadas e outros grupos (ANOVA).

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As ratas foram divididas em grupos: ratas Wistar sem tratamento (n=5), ratas
Wistar tratadas com Atenolol (n=5), ratas SHR sem tratamento (n=5), ratas SHR
tratadas com Atenolol (n=5). Foram estudados dois filhotes machos (30 dias) de

cada uma das ninhadas, perfazendo um total de dez filhotes por grupo experimental:
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A) Filhotes machos de ratas Wistar ndo tratadas (fW, n=10), B) filhotes machos das
ratas Wistar tratadas com Atenolol (fWA, n=10), C) filhotes machos de ratas SHR
nao tratadas (fSHR, n=10) e D) filhotes machos de ratas SHR tratadas com Atenolol
(fSHRA, n=10).

3.5 ANALISE DENSITOMETRICA DE DENTES E OSSOS

Os filhotes das ratas controles e tratadas foram sacrificados aos 30 dias de
vida e as seguintes pecas anatdmicas foram removidas: mandibulas, tibias e
fémures esquerdos e a 4% vértebras lombares (L4). As pecas retiradas dos animais
foram dissecadas para a remoc¢édo dos tecidos moles e mantidas congeladas em
solucdo fisiolégica, em freezer a -70°C, até o momento da andlise radiografica. A
metodologia descrita por Silva et al. (2007) foi seguida para obtencdo e analise das
imagens radiogréficas, sendo adaptadas para nossas condi¢cdes experimentais.

Para obtencdo das imagens radiograficas foi utilizado o aparelho de raios-X
GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70 kvp, 10 mA, 12 pulsos.
A distancia foco-filme utilizada foi de 50 cm, com incidéncia perpendicular ao plano
filme-objeto. A imagem digital direta foi obtida com a placa Optica do sistema digital
Digora (Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). Como referencial
densitométrico nas tomadas radiograficas foi utilizada uma escada de aluminio (liga
6063, ABNT) de 9 degraus. Sobre cada placa Optica foram colocadas duas pecas
anatémicas (hemi-mandibula e vértebra, tibia e fémur), a escada e uma identificacéo
com numeros de chumbo. Sobre a regido central da placa éptica, alinhada mais para
a esquerda, a hemi-mandibula foi disposta com a face lingual voltada para baixo e
com a incisal voltada para a esquerda. A direita foi colocada a L4, no sentido
horizontal estando o corpo vertebral voltado para a regido superior da placa. No
canto superior esquerdo foi colocada a numeracéo e na regido inferior foi disposta a
escada de aluminio. Em outra placa foi disposto o fémur na regido central alinhado
mais para a direita da placa éptica com a cabeca voltada para a direita. Na regiao
superior ao fémur foi colocada a tibia com a insercao distal da fibula voltada para a
esquerda e para a regido inferior da placa Optica. No canto esquerdo foi disposta a
numeracao e na regiao inferior foi disposta a escala (Fig. 2). Foi obtida 1 imagem de
cada uma das pecas anatdomicas por animal de cada grupo experimental (controles e
tratados).



39

As leituras das placas Opticas sensibilizadas foram efetuadas em escaner a
laser do proprio equipamento Digora, e as imagens foram analisadas pelo software
Digora for Windows 1.51. Este software possibilita, entre outros recursos, a
determinacdo da densidade radiografica (analise densitométrica), ou seja, a
radiopacidade de um determinado objeto, através de seus niveis de cinza. Foram
selecionadas areas ou linhas de tamanho padronizado para leitura nas diferentes
pecas anatdmicas. Foi delineada uma &rea retangular no fémur (80x14), tibia (50x6),
L4 (16x8) e nos degraus (26x70) e foi desenhada uma linha na crista 6ssea alveolar
de 6 pixels no dente e de 14 pixels de comprimento (Fig. 1). O valor de densidade
média foi utilizado para os calculos necessarios. Foram efetuadas 3 repeticbes de
medidas em cada uma das areas, em cada imagem e calculadas as médias dessas
repeticdes, correspondendo a densidade radiografica (DR) da area. O valor de DR
foi convertido em milimetros de aluminio (mmAl) a partir de uma equacgao obtida no
grafico de disperséo relacionando os valores de radiopacidade de cada degrau de
aluminio e sua espessura correspondente. Os valores em mmAl foram submetidos a
analise estatistica empregando o teste de multivariancia (ANOVA) ou o teste t de

Student para comparagao entre 0S grupos experimentais.

3.6 ANALISE DO COMPRIMENTO E DA LARGURA DENTAL E OSSEA

Utilizando as mesmas imagens digitais e o software Digora foi realizada a
analise do comprimento e da largura dental e 0ssea.

A largura do dente incisivo inferior foi medida na regido da insercao 6ssea da
face lingual. O comprimento do dente foi medido tragando uma linha da incisal até
encontrar a linha feita para a medida da largura (Fig. 3F).

Na imagem horizontal do fémur e da tibia, a medida do comprimento foi feita
tracando uma linha que unia as duas extremidades dos 0ssos em regibes que
fossem possiveis de serem identificadas em todas as imagens. A medida da largura
foi feita na metade do comprimento (Fig. 3C e D, respectivamente).

Na L4, disposta na posigcédo horizontal, foi feita primeiramente a medida da
largura, tracando uma linha que unia as duas extremidades em seus pontos mais
proeminentes no sentido vertical. A medida do comprimento foi feita em seguida,
tragcando uma linha que une os dois pontos mais proeminentes no sentido horizontal,

na altura da metade da largura (Fig. 3E).
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FIGURA 2: Andlise da densidade radiografica: A) regides selecionadas no fémur e
na tibia e B) regides selecionadas no dente incisivo inferior, na crista 6ssea alveolar

e na L4.

FIGURA 3: Medida de comprimento e largura 6sseos e dental: A) medida do

comprimento e largura do fémur, B) medida do comprimento e largura da tibia, C)
medida do comprimento e largura da L4 e D) medpida do comprimento e largura do

dente incisivo.
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3.7 TESTE DE MICRODUREZA DENTAL E OSSEA EM SECCAO LONGITUDINAL

Os dentes incisivos inferiores foram embebidos em resina acrilica através de
embutidora AROTEC PRE-30S, de forma a permitir o polimento e teste de
microdureza em seccéo longitudinal.

Os dentes incisivos inferiores foram removidos da hemi-mandibula e
embutidos com a face mesial voltada para a face superior do bloco (Fig. 4 A), ou
seja, a face mesial foi colada com Super Bonder® na embutidora, juntos aos dentes
foi colocado uma numeracao, e a resina acrilica colocada sobre estes. Os fémures e
as tibias tiveram suas epifises removidas, em seguida foram colados com Super
Bonder® as formas utilizadas, estando posicionados com a mesial voltada para a
parte direita do bloco (marcada) e a parte anterior voltada para a parte de cima do
bloco. A L4 foi embutida na posicdo horizontal, estando o corpo da vértebra
posicionado para a regido central do bloco. Os trés tecidos ésseos de cada animal
foram embutidos juntos em um Unico bloco, ficando na seguinte sequéncia: a
vértebra na regido superior do bloco, logo abaixo o fémur, e abaixo deste a tibia (Fig.
4 B).O desgaste foi realizado em seccéo longitudinal até ser exposta a parte média
das pecas, determinada a olho nu.

Para a inclusdo dos dentes foi utilizado massa suficiente de resina acrilica
transparente (+ 6g) para 0 embutimento a quente POWER TRANSOPTIC™
BUEHLER® n° 20-3400-080 2,3Kg (41 Waukegan Rd.-Lake Bluff, IL 60044 USA),
pressdo de aproximadamente 125Kgf/cm?, aquecimento e resfriamento por 7
minutos. Para a inclusdo dos ossos foi utilizada uma forma fabricada especialmente
para estes experimentos, que permitisse a inclusao das pecas de maneira diferente,
pois o0s tecidos 0sseos nao suportariam a pressdo exercida pela embutidora.
Portanto, os ossos foram embutidos em resina acrilica transparente (a mesma
utilizada para o embutimento dos dentes), na propor¢do pé/liquido de 1:1, utilizando-
se uma forma de ferro com 6 orificios com o0 mesmo diametro da embutidora. Apés a
manipulacdo da resina esta foi colocada sobre as pecas previamente coladas as
formas, de maneira a preencher todos os orificios, foi inserida também uma
numeracéo, e entdo, feita pressdo manual com uma tampa de vidro contendo as
mesmas medidas da forma utilizada. Logo em seguida a forma foi colocada em uma
panela de pressdo (60 mmHg), contendo agua fervente, para a polimerizacdo da

resina, durante 20 minutos.
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Na sequéncia, os corpos de prova foram polidos em maquina para polimento
APL-4 AROTEC utilizando-se 2 pesos, tempo de polimento de 5 minutos e
refrigeracdo a agua, para as lixas com granulagdes de 320, 600, 800 e 1200. Entre
cada polimento, foi realizada limpeza dos corpos de provas em lavadora ultra-sénica
BRANSON 2210R-MTH (BRANSONIC® Ultrasonic Cleaner, BRANSON Ultrasonics
Co.-41 Eagle ROAD, Danbury, CT. 06813, USA) e agua deionizada (500ml para 40
corpos de provas) durante 2 minutos. O acabamento final foi obtido com pano de
polimento (disco de feltro) TEXMET 1000, refrigerado com suspensédo de % de
diamante a base de 4gua (1 borrifada a cada 1 minuto) durante 5 minutos e 2 pesos.
Em seguida, os corpos de prova foram lavados em lavadora ultra-sénica BRANSON
2210R-MTH (BRANSONIC® Ultrasonic Cleaner, BRANSON Ultrasonics Co.-41
Eagle ROAD, Danbury, CT. 06813, USA) utilizando agua deionizada. A seguir 0s
corpos de prova foram secos suavemente com papel. Para andlise da microdureza
em seccao longitudinal (MDLS) foi utilizado o microdurometro SHIMADZU MICRO
HARDNESS TESTER HMV-2,000 (Shimadzu Co.- Kyoto-Japan), com penetrador
tipo Knoop (KHN), carga estatica de 25 gramas para os dentes e 10 gramas para 0s
0sso0s, e tempo de 10 segundos. As impressdes foram visualizadas com auxilio de
microscépio acoplado, com lente de aumento de 500 vezes. A andlise da imagem foi
feita pelo Software CAMS -WIN (New Age Industries, USA) acoplado ao
microdurémetro.

Nos dentes foram realizadas 9 impressdes no esmalte. A 200 um da incisal no
sentido horizontal, foram feitas 3 impressdes no sentido vertical com distancia de 20
um entre elas, sendo a primeira a 20 um da superficie externa do esmalte (20, 40 e
60 pum). Na sequéncia, foram feitas mais 3 impressfes com um intervalo de 500 um
no sentido horizontal, seguindo o0 mesmo padrao no sentido vertical, e finalmente,
mais 3 marcas com intervalo de 500 um no sentido horizontal seguindo o0 mesmo
padrdo no sentido vertical. Na dentina também foram realizadas 9 impressées
seguindo a mesma seqUéncia descrita para o esmalte. O valor médio da
microdureza do esmalte e da dentina de cada dente foi calculado através dos
valores das 9 impressfes obtidas em cada um destes tecidos (ver Fig 4 C e D). No
fémur e na tibia foram feitas 18 impressoées, sendo 9 na regido cortical superior e 9
na regido cortical inferior. Em cada cortical foram feitas trés marcas na regido
central, sendo esta determinada a olho nu, com uma distancia entre elas

determinada de acordo com a espessura desta cortical, dividindo este valor da
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espessura por 5, realizando portanto, 3 impressdes equidistantes no sentido vertical.
No sentido longitudinal foram feitas mais 3 marcas a 1000um para a direita da regiédo
determinada como central, seguindo o mesmo padrédo no sentido vertical, e mais 3
marcas a 1000um para a esquerda da regido central, seguindo novamente o0 mesmo
padrdo vertical. A microdureza média do fémur e da tibia foi obtida através dos
valores das 18 impressfes em cada uma destas pecas (ver Fig. 4 E e F). Na L4
foram feitas 3 impressfes aleatorias. Devido a grande porosidade da L4 nao foi
possivel fazer as impressbes em regides padronizadas, desta maneira, as
impressdes foram feitas na regido de melhor visualizacao do tecido 6sseo. Com 0s
valores das 3 impressoes foi calculado a microdureza média.

O valor da microdureza em cada ponto medido foi determinado pela medida
da distancia entre as extremidades de cada impresséo. Os valores de microdureza
foram submetidos & analise estatistica empregando o teste multivariancia (ANOVA)

para comparagao entre 0s grupos experimentais.
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Figura 4: A e B Dentes e 0ssos (respectivamente) embutidos em resina acrilica para a andlise da
microdureza. C Visualizacéo do dente incisivo com indentacdes em esmalte e dentina em aumento de
100x. D Visualiza¢&@o das indenta¢Bes no esmalte em aumento de 500x. E Visualizagdo da cortical
Ossea em aumento de 100x. F Visualiza¢do da indentacdo na cotical 6ssea em aumento de 500x.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo software Graph Pad 3.0. Inicialmente foi
avaliada a homogeneidade entre os valores obtidos aplicando o teste de distribuicé&o
Gaussiana com 95% de confiabilidade. Aos grupos homogéneos foi aplicado o teste
paramétrico ANOVA, com post-test de Tukey, sendo consideradas as diferencas
significativas quando p<0,05. Para as variaveis que se apresentaram nao
homogéneas (teste de Bartllet) foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis, com post-test de Dunn, sendo consideradas as diferencas significativas
quando p<0,05.
Para uma andlise mais criteriosa, alguns resultados foram também submetidos ao
teste t de Student, ndo-pareado, comparando 0s grupos aos pares, e a diferenca foi

considerada significativa quando p<0,05.



4 Resultados
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4 RESULTHAPOS

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM), dos valores obtidos nos diferentes experimentos realizados.

A analise da DMO foi realizada para avaliarmos possiveis diferencas no
contetdo mineral de tecidos 0sseos e dentais de ratos Wistar e SHR,e de possiveis

alteracbes causadas nos mesmo tecidos pelo tratamento com atenolol.

Andlise da Densidade Mineral Ossea

Como descrito anteriormente em materiais e métodos, os valores de DMO
foram expressos em milimetros de Aluminio (mmaAl).

Como podemos observar na fig. 5, filhotes de ratas SHR (fSHR) aos 30 dias
de vida, apresentaram menor (p<0,05) DMO do fémur (0,43 = 0,03 mmAl) do que
filhotes de ratas Wistar (fw, 0,63 £ 0,04 mmaAl). Os filhotes de ratas Wistar tratadas
com Atenolol (fWA, 0,47 £ 0,04 mmAl) apresentaram menor (p<0,05) DMO do fémur
do que os fW (0,63, £ 0,04 mmAl) ndo tratados. Nao houve alteracdo significativa na
DMO do fémur dos fSHRA (0,34 + 0,04 mmAl) quando comparados aos fSHR (0,43
+ 0,03mmAl).
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FIGURA 5. DMO do fémur de filhotes de ratas Wistar (fW , n=10) e SHR (fSHR, n=11) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=10, e fSHRA, n=7). As barras representam a média +
EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).

Tibias de fSHR apresentam menor (p<0,05) DMO que de fW (0,77 £+ 0,05
mmAl; 0,93 + 0,03 mmAl, respectivamente). O tratamento com atenolol reduziu
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(p<0,05) a DMO em fWA (0,71 + 0,03 mmAl) porém nao alterou significativamente
em fSHRA (0,65 + 0,03 mmAl) (Fig. 6).
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FIGURA 6: DMO da tibia de filhotes de ratas Wistar (fW , n=10) e SHR (fSHR, n=12) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (f'WA,n=10, e fSHRA, n=10). As barras representam a média +
EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (teste T de Student)

Na comparacdo da DMO da crista 0ssea alveolar entre os grupos (Fig. 7)
observamos uma significativa reducdo destes valores em filhotes de ratas
hipertensas (fSHR: 0,39 £ 0,04 e fW: 0,60 = 0,03 mmAl). O tratamento com atenolol
promoveu uma importante reducéo (p<0,05) dos valores de DMO em fWA (0,33 +
0,05 mmaAl), porém, nao alterou significativamente em fSHRA (0,45 + 0,04 mmaAl).
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FIGURA 7: DMO da crista 6ssea alveolar de filhotes de ratas Wistar (fW , n=10) e SHR (fSHR, n=8)
sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=10, e fSHRA, n=8). As barras representam a média *
EPM dos experimentos realizados.* p<0,05 (ANOVA).

A DMO da L4 de fSHR (0,89 £ 0,04 mmAl) também foi menor (p<0,05) do que
fw (1,14 = 0,04 mmAl). Na L4 o efeito do tratamento com atenolol foi observado
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apenas em Wistar (fWA: 0,97 £ 0,05 mmAl; fSHRA: 0,97 + 0,05 mmAl; p<0,05) (Fig.
8).
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FIGURA 8. DMO da quarta vértebra lombar (L4) de filhotes de ratas Wistar (fW , n=10) e SHR
(fSHR, n=9) sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=10, e fSHRA, n=8). As barras
representam a média £ EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).

Os tecidos dentais dos incisivos nao apresentaram diferencas significativas de
DMO entre ratos hipertensos e normotensos (fSHR: 1,08 + 0,07; fw: 1,16 + 0,04
mmaAl). O tratamento com Atenolol ndo alterou os valores de DMO em fSHRA (0,92
+ 0,04 mmAl), mas promoveu uma reducéo destes em fWA (0,9034 + 0,04523 mmAl;
p<0,05)(Fig. 9).

o 1.5m
o=
> £ T
9O~ 104 *
(@) ) o
q >
=%
o
LR
Q=
T O
Q ©
0.0
fw fWA fSHR fSHRA

FIGURA 9: Densidade radiografica do dente incisivo inferior de filhotes de ratas Wistar (fw , n=12) e
SHR (fSHR, n=12) sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=15, e fSHRA, n=10). As barras
representam a média £ EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).

Os resultados em conjunto demonstraram que filhotes SHR apresentam
menores DMO de fémur, tibia, crista 6ssea alveolar, L4, do que filhotes Wistar. Nao
houve diferenga na DMO do dente incisivo entre os filhotes normotensos e
hipertensos.
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O tratamento de ratas Wistar com atenolol reduziu as DMO do fémur, tibia,
crista 6ssea alveolar, L4 e dente incisivo dos filhotes. No entanto, o tratamento com
atenolol ndo alterou as DMO das pecas anatdbmicas analisadas nos filhotes SHR.

Anélise do Comprimento Osseo e Dental

Como mostra a fig. 10, fSHR (16,67 £ 0,43 mm) apresentaram menor (p<0,05)
comprimento do fémur do que fW (18,44 = 0,35 mm). O tratamento com atenolol ndo
causou alteragdo significativa no comprimento do fémur em fWA (17,71 + 0,21 mm)
todavia, diminuiu (p<0,05) 0 mesmo em fSHRA (15,71 £ 0,54 mm).
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FIGURA 10: Comprimento do fémur de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR) sem tratamento e

tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos experimentos
realizados (n=9). * p<0,05 (teste T de Student)

Podemos observar a seguir, na fig. 11, que o comprimento da tibia foi menor
(p<0,05) em fSHR (21,01 = 0,44 mm) do que em fW (23,99 £ 0,30 mm). Em fWA
(22,81 + 0,22 mm) o tratamento com atenolol diminuiu (p<0,05) o comprimento da
tibia, porém nao causou alteracao significativa em fSHRA (20,11 + 0,45 mm), em
relac@o a seus respectivos grupos controle.
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FIGURA 11: Comprimento da tibia de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR) sem tratamento e

tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos experimentos
realizados (n=10). * p<0,05 (teste T de Student).

Quando analisado o comprimento da L4 (Fig. 12), este foi menor (p<0,05) em
fSHR (4,12 + 0,03 mm) do que em fW (4,42 + 0,03 mm). Na L4 também observamos
gue o tratamento com atenolol diminuiu (p<0,05) seu comprimento em fWA (4,15 +
0,03 mm), mas nao alterou significativamente em fSHRA (4,10 + 0,05 mm).
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FIGURA 12: Comprimento da L4 de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR) sem tratamento e

tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos experimentos
realizados (n=10). * p<0,05 (ANOVA).

Como podemos observar na fig. 13, o comprimento do dente incisivo de fSHR
(3,85 = 0,07 mm) foi menor (p<0,05) do que em fW (4,65 + 0,09 mm). O tratamento
com atenolol diminuiu (p<0,05) o comprimento do dente incisivo em fWA (4,38 + 0,07
mm) contudo, ndo alterou significativamente em fSHRA (3,72 £ 0,12 mm).
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FIGURA 13: Comprimento do dente incisivo inferior de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR)
sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos
experimentos realizados (n=11). * p<0,05 (teste T de Student).

Analisando os resultados do comprimento 0sseo e dental, podemos observar
gque fSHR apresentaram menor comprimento do fémur, tibia, L4 e dente incisivo
inferior quando comparados aos fW. Em SHR, o tratamento com atenolol reduziu
apenas o comprimento do fémur, no entanto, em filhotes Wistar, o atenolol diminuiu
0 comprimento da tibia, L4 e dente incisivo inferior

Andlise da largura 6ssea e dental

N&o houve diferenca significativa entre a largura do fémur (Fig. 14) de fSHR
e f\W (2,46 + 0,09 e 2,61 £ 0,04 mm, respectivamente). Uma reducao (p<0,05) na
largura do fémur foi observada em fWA (2,36 £ 0,04 mm) no entanto, ndo houve
alteracao significativa da mesma em fSHRA (2,26 + 0,08 mm).
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FIGURA 14: Largura do fémur de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR) sem tratamento e
tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos experimentos
realizados (n=9). * p<0,05 (teste T de Student).

Ao avaliarmos os resultados obtidos da largura da tibia de fW, a analise
estatistica demonstrou que ndo havia normalidade entre os valores e que as
variancias diferiam significativamente. Como optamos por nado fazer transformacao
de dados, os resultados obtidos foram comparados entre todos os grupos pelo teste
de Kruskall-Wallis, que compara os valores de mediana. Por sugestdo de estatistico
consultado na realizacdo deste teste é importante os valores de mediana, assim, na
figura 11 foram incluidos o grafico que representa os valores da média + EPM dos
resultados obtidos e os respectivos valores de mediana.

A largura da tibia de fSHR (1,68 + 0,05 mm) foi menor (p<0,05) do que de fW
(1,87 £ 0,01 mm) e nao diferiu significativamente de fSHRA (1,58 + 0,04 mm). O
tratamento com atenolol diminuiu (p<0,05) a largura da tibia em fWA (1,69 + 0,03
mm) quando comparados aos fW (Fig. 15).
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FIGURA 15: Largura da tibia de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR) sem tratamento e
tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos experimentos
realizados (n=10). * p<0,05 (Kruskal-Wallis).

Na fig. 16, podemos observar que fSHR (4,16 £ 0,11 mm) apresentaram
menor (p<0,05) largura da L4 do que fW (4,75 + 0,07 mm). Na L4 o atenolol reduziu
a largura apenas em filhotes Wistar (fWA: 4,21 + 0,05 mm; fSHRA: 3,89 + 0,13 mm;
p<0,05).
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FIGURA 16: Largura da quarta vértebra lombar (L4) de filhotes de ratas Wistar (fW) e SHR (fSHR)
sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos
experimentos realizados (n=8). * p<0,05 (ANOVA).

A largura do dente incisivo de fSHR (1,36 + 0,03 mm) e fW (1,41 + 0,02 mm)
é semelhante. O atenolol diminuiu (p<0,05) a largura do dente incisivo tanto em fWA
(1,32 £ 0,02 mm) quanto em fSHRA (1,28 £ 0,03 mm) (Fig. 17).
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FIGURA 17: Largura do dente incisivo inferior de filhotes de ratas Wistar (fW ) e SHR (fSHR) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (fWA e fSHRA). As barras representam a média + EPM dos
experimentos realizados (n=11). * p<0,05 (teste T de Student).

Os resultados da analise da largura dssea e dental, em conjunto,
demonstraram que fSHR apresentam menor largura da tibia e L4 do que fW, e
ainda, que o atenolol diminuiu a largura do fémur, tibia, L4 e dente incisivo de fWA,
ja em fSHRA, diminuiu somente a largura do dente incisivo, quando comparados aos
seus respectivos grupos controle.

Analise da microdureza 6ssea e dental



55

Na fig. 18 podemos observar que ndo houve diferenca significativa na
microdureza do fémur entre fSHR (21,99 + 1,02), fW (24,47 + 1,03) e fWA (24,80 £
0,72). No entanto, a microdureza do fémur de fSHRA (17,25 %= 1,273) foi menor
(p<0,05) quando comparada com seu respectivo controle.
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FIGURA 18: Microdureza do fémur de filhotes de ratas Wistar (fW , n=13) e SHR (fSHR, n=12) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=15, e fSHRA, n=8). As barras representam a média +
EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).

Na comparacgao dos grupos observamos que nao houve diferenga significativa
na microdureza da tibia entre ratos normotensos e hipertensos tratados ou ndo com
atenolol (fW: 24,61 + 0,63; fSHR: 22,77 + 0,90; fWA: 26,65 * 0,88; fSHRA: 23,97 +
0,68) (Fig. 19) .
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FIGURA 19: Microdureza da tibia de filhotes de ratas Wistar (fW , n=12) e SHR (fSHR, n=12) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=13 e fSHRA, n=10). As barras representam a média +
EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).
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A microdureza da L4 nao foi significativamente diferente entre os grupos
normotensos e hipertensos néo tratados e tratados com atenolol (fW: 55,87 + 2,87,
fSHR: 60,23 + 1,73; fWA: 62,72 + 2,75; fSHRA: 64,69 + 2,22) (Fig. 20) .
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FIGURA 20: Microdureza da L4 de filhotes de ratas Wistar (fW , n=13) e SHR (fSHR, n=10) sem
tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=15 e fSHRA, n=6). As barras representam a média + EPM
dos experimentos realizados. * p<0,05 (ANOVA).

N&o houve diferenca significativa entre a microdureza de esmalte do dente
incisivo de fSHR(310,2 + 6,72) e fW (312,8 =+ 3,10). O atenolol n&o alterou a
microdureza de esmalte do dente incisivo em fWA (339,1 £ 11,97),no entanto,
causou aumento (p<0,05) da mesma em fSHRA (276,5+£8,54), quando comparados
aos seus respectivos grupos controle (Fig. 21).
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FIGURA 21: Microdureza de esmalte do dente incisivo inferior de filhotes de ratas Wistar (fW , n=10)
e SHR (fSHR, n=9) sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=8 e fSHRA, n=8). As barras
representam a média =+ EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (teste T de Student).

A microdureza da dentina do dente incisivo de fSHR (47,25 + 1,08) foi maior
(p<0,05) quando comparada a de fW (44,48 + 0,29).0 atenolol ndo alterou a
microdureza de dentina em fWA (45,90 + 0,96) quando comparados aos fW, assim
como também néo alterou em fSHRA (48,90 £ 0,51) em relacdo aos fSHR (Fig. 22).
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FIGURA 22: Microdureza de dentina do dente incisivo inferior de filhotes de ratas Wistar (fW , n=13)
e SHR (fSHR, n=11) sem tratamento e tratadas com Atenolol (fWA,n=15 e fSHRA, n=11). As barras
representam a média + EPM dos experimentos realizados. * p<0,05 (teste T pareado).

Os resultados da andlise da microdureza 6ssea e dental demonstraram que
fSHR apresentaram maior microdureza da dentina do dente incisivo inferior, e que
ndo houve diferenca na microdureza 6ssea, quando comparados aos fW. O atenolol
diminuiu a microdureza do fémur e do esmalte em fSHRA, porém, ndo alterou a

microdureza dos tecidos 6sseos e dentais em fWA.
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5 Piscussdo

O conteddo mineral em 0ssos, mas ndo em dentes, esté alterado em SHR.

Neste estudo demonstramos pela primeira vez que SHR, aos 30 dias,
apresentam menor DMO do fémur, tibia, crista 0ssea alveolar e L4, mas nao
apresentam alteracdo na DMO do dente incisivo inferior. Uma vez que a analise da
DMO mede basicamente o contetdo mineral e que 0ssos e dentes Sd4o compostos,
em sua maior parte, por uma matriz inorganica de cristais de hidroxiapatita (67% em
0Ss0s, 96-98% em esmalte e 70% em dentina), estes resultados sugerem que SHR
em idade pré-hipertensiva apresentariam menor quantidade de mineral nos tecidos
0sseos, sem alteracdo dos tecidos dentais.

Na literatura sdo encontrados muitos estudos que avaliaram a DMO de
tecidos de ratos SHR em diferentes idades. Lucas et al. (1986) demonstraram que
fémures de ratos SHR com 23 semanas apresentam menor densidade Ossea
(expressa pela média do conteldo mineral por espessura do fémur) e com 31
semanas, menor conteudo de célcio (mg de Cal/g de cinzas). Naito et al. (1993)
demonstraram que a DMO do fémur de SHRSP (Stroke-Prone) com idade de 6 a 36
semanas esta diminuida em relacdo aos ratos normotensos. Inoue et al. (1995)
demonstraram que ratos SHR machos e fémeas apresentam menor DMO na regiao
proximal da tibia (rica em osso trabecular), mas néo na regiao central (rica em 0sso
cortical), quando comparados aos ratos Sprague-Dawley. As alteracdes observadas
foram encontradas tanto em SHR velhos quanto em jovens (6, 12, 18, 24, 30, 36, 42,
48, 54 e 60 semanas). Estas alteragcbes poderiam estar associadas a uma
significativa diminuicdo na espessura trabecular, no ndmero de trabéculas, na
formacao 6ssea e no aumento da separacao trabecular em tibia e fibula observado
em SHR com 25 semanas. O perimetro (calceina marcado) e porcentagem de
superficie das trabéculas da metéfise também estdo significativamente diminuidos
em SHR (WANG et al., 1993).

Neste estudo demonstramos que a DMO de dentes incisivos de SHR néao
estava alterada ao ser comparada com de ratos controles. Nao foram encontrados
na literatura estudos que avaliassem a DMO em dentes de animais hipertensos. Em
nossos estudos demonstramos que as alteragdes sao especificas de tecidos dsseos,
incluindo osso alveolar e que nédo afetam tecido dental. O presente estudo foi um
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entre os primeiros a demonstrar que estas alteracées podem ser observadas ja na
fase pré-hipertensiva em SHR.

Em humanos a hipertensao arterial essencial tem sido correlacionada com a
diminuicdo da DMO, no entanto, resultados controversos sao encontrados na
literatura. Goto et al. (1995) demonstraram que algumas patologias 0sseas sao
agravadas em hipertensos devido ao metabolismo de calcio alterado nestes
individuos. Afghani e Goran (2007) demonstraram que adolescentes latinos, de
ambos 0s sexos, com sobrepeso e hipertensos apresentam menor conteddo mineral
0sseo corporal total e que a pressdao arterial sistlica estd inversamente
correlacionada com o contetdo mineral 6sseo em adolescentes do sexo masculino
pos-puberdade com sobrepeso. Em contraste, Pludowski et al. (2008) observaram
gue, independentemente do género, criancas e adolescentes hipertensos
apresentaram valores de conteido mineral ésseo corporal total e DMO corporal total
dentro dos parametros fisiolégicos para suas idades. Pérez-Castrillén et al. (2003)
nao encontraram relacdo entre hipertensdo e DMO em mulheres pds-menopausa.
No entanto, demonstraram que um aumento na calcilria estaria associado com uma
diminuicdo na DMO em mulheres hipertensas.

Tem sido demonstrado que SHR apresentam varias anormalidades no
metabolismo do calcio, podendo ser esta uma das possiveis explicacbes para as
alteracbes 0Osseas encontradas. As anormalidades incluem elevacdo do
paratorménio (PTH) no plasma (KOTCHEN et al., 1989; MCCARRON et al., 1981;
MERKE et al., 1989), aumento da calcitonina plasmatica (BINDELS et al., 1987),
aumento na excrec¢do urinéria de célcio (BINDELS et al., 1984 apud BINDELS et al.,
1987; LAU et al., 1986; MCCARRON et al., 1981; SCHEDL et al., 1986), diminui¢do
na absorcdo de calcio (LUCAS et al, 1986; SCHEDL et al., 1986), discreta
diminuicdo do calcio plasmatico ionizado (MCCARRON et al., 1981, 1982; WRIGHT
et al., 1980; WRIGHT e RANKIN, 1982), hipofosfaturia em combinacdo com
hipofosfatemia (BINDELS et al., 1986; BLOOMQUIST et al., 1983; MCCARRON,
1982; HSU et al., 1984), alteracdes na concentracdo plasméatica de metabdlitos da
vitamina D 1,25(0OH).D3; (BINDELS et al., 1987; LUCAS et al., 1986) e diminuicéo
dos niveis circulatérios de calcitriol (MERKE et al., 1989), os quais também
participam do metabolismo do célcio. Em conjunto, todos os resultados sugerem
alteragbes importantes no metabolismo do célcio e/ou no conteudo mineral 6sseo
em SHR.
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Outra possivel explicacdo para a diminuicio da DMO em SHR, seria 0
turnover 6sseo aumentado (WRIGHT e DEMOSS, 2000), evidenciado pela maior
taxa de reabsorcédo 6ssea em todo o esqueleto de SHR com 8 e 24 semanas. Wang
et al. (1993) sugerem que as alteracbes esqueléticas encontradas em SHR
ocorreriam como resultado de um aumento da reabsor¢cdo 0ssea, pois somente um
aumento desta poderia causar uma diminuicdo na massa de 0sso medular, no
ndamero e espessura trabecular e no aumento da separagéo trabecular, uma vez que
a diminuicdo da formacédo Ossea levaria a reducdo do osso medular e da espessura
trabecular. Ainda, sugerem que a histomorfometria 6ssea do SHR melhor se encaixa
no modelo de adaptacdo esquelética a baixa carga, uma vez que ratos SHR
apresentam menor massa corporal.

Em nosso estudo verificamos que SHR apresentam menores comprimentos
de fémur e de L4, sem alteragdo em suas larguras, e menor comprimento e largura
da tibia. Nossos resultados corroboram os de Bindels et al. (1987) que
demonstraram que filhotes SHR com 6 semanas apresentam menor comprimento
fémur, porém com maior volume (em cm®). Wang et al. (1993) demonstraram que
ratos SHR com 25 semanas apresentam reducdo significativa na taxa de
crescimento longitudinal e menor espessura da placa de crescimento da tibia. Estes
resultados sugerem que as alteracbes nos mecanismos de formacdo e/ou
desenvolvimento dos tecidos 0sseos ocorrem em SHR e ndo estariam diretamente
associados a hipertensdo uma vez que foram observados também em idade pré-
hipertensiva.

Acontecendo em idade pré-hipertensiva estas alteracdes poderiam estar
associadas diretamente ao gendtipo do rato, ou a hipertensdo materna. Wlodek et al.
(2003) observaram que ratos SHR aos 14 dias de vida sdo menores do que ratos
Wistar, devido a restricdo de crescimento intra-uterino como consequéncia da
hipertensdo materna, restricdo esta que pode ser constatada clinicamente em
humanos, filhos de mées hipertensas. A restricdo de crescimento intra-uterino em
SHR seria conseqiente da diminuicdo no fluxo sangliineo para a placenta e no
transporte de nutrientes para o feto, resultando em reducdo do peso fetal. No
mesmo estudo, demonstraram que o crescimento poés-natal de SHR seria
prejudicado pela nutricdo através do leite materno. Ratas SHR produzem menos
leite devido a uma deficiéncia no desenvolvimento das glandulas mamarias
(GOULDSBOROUGH et al.,, 1998 apud WLODEK et al., 2003; WLODEK et al.,
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2003). O leite materno é a Uunica fonte de calcio para o recém nascido e uma
deficiéncia na lactacdo poderia causar um grande impacto na homeostase do célcio
e no crescimento 6sseo. No leite de SHR foram observadas menores concentracdes
de proteina relacionada ao paratorménio (PTHrP) e menor concentracdo de célcio.
Defeitos na homeostase do célcio e nos niveis celulares de calcio estdo associados
com restricdo de crescimento assim como com a hipertensdo (PITKIN, 1975 apud
WLODEK et al.,, 2003). O PTHrP presente no leite promove o crescimento, a
maturacdo do intestino e o transporte de célcio através das paredes intestinais no
recém-nascido (KOVACS e KRONENBERG, 1997 apud WLODEK et al., 2003,).
Wilodek et al. (2003) também sugerem que o PTHrP presente no leite materno é um
modulador significativo do crescimento e desenvolvimento pds-natal.

Neste estudo demonstramos que ratos SHR apresentam menor comprimento
do dente incisivo inferior sem alteracdo na sua largura, resultados sugestivos de
alteracdo no processo de erupcao dental. Shimada (2004) observaram que em
modelo experimental de hipertenséo induzida por infusdo de angiotensina Il, ocorre
uma diminuicdo da microcirculacdo na base do dente incisivo inferior (incluindo
ligamento periodontal e polpa) e uma diminuicdo no seu movimento eruptivo. Uma
reducdo no numero de arteriolas e capilares, um fendbmeno conhecido como
rarefacdo, sdo os achados mais consistentes na hipertensdo humana e animal (LE
NOBLE et al., 1998). Como foi demonstrado, em ratos SHR muito jovens ha uma
diminuicdo na densidade arteriolar e capilar (LE NOBLE et al., 1990 apud WANG et
al., 2004) e esta poderia estar associada a menor erupcdo dental observada. Foi
demonstrado também que o PTHrP é um fator auto/paracrino no desenvolvimento
dos orgéos e dentre eles, no desenvolvimento dental. Calvi et al. (2004) sugeriram
que a ativacdo do receptor de PTH/PTHrP tem um papel importante na
citodifenciacdo de odontoblastos e ameloblastos e assim na morfogénese dental.
Este mecanismo poderia estar associado ao menor comprimento do dente incisivo
em SHR, uma vez que foi demonstrado por Wlodek et al. (2003) que ratas SHR
apresentam menor concentracdo do peptideo (PTHrP) no leite materno e no plasma.
Na revisdo de literatura de Boggio et al. (2004) foi citado que o sistema nervoso
autbnomo seria um dos fatores que modificam a erupcédo dental, uma vez que a
denervagédo simpatica altera o crescimento dental. No entanto, os dados na literatura

ndo séo conclusivos, pois o efeito estimulatério da denervacao simpatica na taxa de
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erupcdo do incisivo de roedores € observado somente quando em infra-oclusao,
ocorrendo efeito contrario quando o dente recebe o stress da ocluséo.

A partir dos resultados obtidos nesta primeira parte do estudo, concluimos
gue SHR aos 30 dias apresentam alteracdes de formacdo 6ssea e dental bastante
significativas se comparados aos ratos normotensos. As alteracbes observadas
ocorrem em tecido 6sseo apendicular (fémur e tibia) e axial (vértebra L4) sugerindo
gue estas alteracdes nao estariam correlacionadas com o menor peso corporal de
SHR.

SHR e Wistar apresentam microdureza do fémur, tibia, L4 e esmalte semelhante,
enquanto que a microdureza da dentina € maior em SHR do que em Wistar.

A fim de avaliarmos se, assim como ocorrem alteracbes na DMO, no
comprimento e largura de ossos e dentes em SHR, ocorreriam também alteracdes
na dureza destes tecidos, foi realizado o teste de microdureza nas diferentes pecas
anatomicas estudadas.

Embora SHR tenham apresentado menor densidade radiografica do fémur,
tibia, e L4 estas mesmas estruturas ndo apresentaram alteracdo de microdureza
gquando comparadas aos ratos Wistar.

No dente incisivo ndo podemos correlacionar a microdureza do esmalte e da
dentina com a DMO do dente uma vez que na analise da DMO nao foi feita distingéo
entre estas estruturas, ja a analise da microdureza foi feita separadamente para o
esmalte e a dentina.

A andlise da DMO avalia possiveis alteracées no conteudo mineral do tecido,
porém, ndo nos possibilita distinguir a que nivel ocorre estas alteracfes. Estas
alteracdes podem ser resultado tanto de uma deficiéncia de mineralizagdo quanto de
uma alteracdo na microestrutura do tecido, como por exemplo, menor nimero de
trabéculas ou aumento da separacao entre as trabéculas.

Lane et al. (2003) observaram alteragbes na microarquitetura O0ssea da
metéfise tibial de ratos osteopénicos (alteracdes estas que refletiiam na DMO do
mesmo tecido), que foram tratados ou ndo com PTH humano ou bFGF (fator basico
de crescimento de fibroblastos), no entanto, ndo observaram alteracdo da dureza
guando foram realizadas nanoindentacdes nas mesmas, um outro método (“Vikers
indenter”) de se medir a dureza de um material. Sheng et al. (2006) demonstraram

que a deficiéncia de estrogeno causada por ovarectomia em ratas promove
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significativas alteracdes osteoporoticas na vértebra, incluindo reducdo na DMO, no
entanto, ndo altera as propriedades nanomecanicas das trabéculas, sugerindo que
nao haveria correlacao entre a DMO e a dureza de um determinado tecido. Boivin et
al. (2008) foram os primeiros a demonstrar correlagdo positiva entre microdureza e o
grau de mineralizacdo 6ssea no 0sso iliaco de homens e mulheres saudaveis e/ou
com osteoporose. Demonstraram, ainda, que a matriz organica é responsavel por

aproximadamente 1/3 da dureza do tecido 4sseo.

O atenolol altera a formacéo e/ou desenvolvimento de tecidos 6sseos e dentais.

A fim de avaliarmos se estas alteracdes poderiam estar associadas a um
possivel efeito da hipertensdo materna sobre os processos de formacdo e/ou
desenvolvimento do tecido mineralizado, as ratas foram tratadas com atenolol, um
anti-hipertensivo utilizado na clinica médica, durante os periodos de prenhez e
lactacdo. Estudo anterior realizado em nosso laborat6ério demonstrou que o atenolol
ndo altera a pressado arterial de ratas normotensas, mas é eficaz como anti-
hipertensivo em ratas SHR durante os periodos de prenhez e lactacéo (ELIAS et al.,
2008).

Testamos a hipétese de que as alteragdes observadas em SHR de 30 dias,
pré-hipertensos, seriam consequentes da hipertensdo materna. Assim ao reduzirmos
a pressao arterial das ratas SHR durante a prenhez e lactacéo, alteracdes de tecidos
0sseos e dentais ndo deveriam ser mais observadas nos filhotes. Porém, para
avaliarmos se o atenolol teria um efeito (direto) sobre a formacao/desenvolvimento
dos tecidos analisados, independentemente do efeito sobre a pressdo arterial,
realizamos o mesmo tratamento em ratas Wistar e comparamos o0s efeitos
observados nos filhotes. O tratamento das ratas SHR com atenolol ndo alterou a
DMO das pecas anatbmicas analisadas em filhotes SHR. Porém, diminuiu o
comprimento do fémur, a largura do dente incisivo, a microdureza do fémur e a
microdureza do esmalte. O tratamento das ratas Wistar com atenolol diminuiu a
DMO do fémur, tibia, crista dssea alveolar, 4% vértebra lombar e do dente incisivo
nos filhotes. Diminuiu também o comprimento e a largura da tibia, comprimento e
largura da L4, comprimento e largura do dente incisivo inferior, a largura do fémur,
todavia, o atenolol ndo alterou a microdureza dos tecidos 0sseos e dentais em
filhotes Wistar. Os resultados obtidos sugerem que o atenolol teria efeito direto

sobre a formacao e ou desenvolvimento de tecidos mineralizados.
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Os efeitos do atenolol em filhotes Wistar seriam mais evidentes do que em
SHR uma vez que ratos Wistar ndo apresentariam alteracfes de formacdo ou
desenvolvimento dos tecidos como as observadas em SHR antes do tratamento. As
alteracdes pré-existentes em SHR poderiam modular o efeito do atenolol nestes
animais.

Nossos resultados reforcam as avaliagcdes clinicas prévias que demonstraram
gue mulheres tratadas com atenolol desde os periodos iniciais de gestagdo (antes
de 20 semanas), tiveram filhos mais leves, menores em comprimento do que
aguelas que foram tratadas com atenolol depois da 302 semana de gestacao e fetos
com retardo do crescimento intra-uterino (EASTERLING et al., 2001; LIP et al., 1997,
MAGEE et al., 1999) quando comparadas aquelas que foram tratadas com outros
tipos de anti-hipertensivos ou com medicamentos placebo.

A toxicidade do atenolol no periodo pré-natal tem sido demonstrada por
alteracbes placentarias, retardo de crescimento fetal intra-uterino, redugéo do peso
fetal e ao nascimento, com auséncia de ma-formacgdes congénitas, e efeito pds-natal
como reducdo de ganho de peso, similares em diferentes espécies animais (ratos e
coelhos) e em humanos (TABACOVA et al., 2003), entretanto, pouca atencao foi
direcionada para examinar se o tratamento com atenolol durante a organogénese
poderia afetar os tecidos mineralizados. Demonstramos, pela primeira vez, que o
atenolol altera a formacéo e/ou desenvolvimento de tecidos mineralizados de filhotes
de ratas tratadas.

A partir destes resultados poderiamos sugerir que receptores [j;-adrenérgicos,
antagonizados pelo atenolol, participariam da formacdo (organogénese) e/ou
desenvolvimento de tecidos mineralizados (osso e dente). Varios mecanismos
poderiam estar envolvidos no efeito do atenolol observado sobre os tecidos
mineralizados de filhotes de ratas Wistar e SHR tratadas.

Estudos recentes tém demonstrado que antagonistas -adrenérgicos podem
alterar o metabolismo 0sseo, processo associado a formacdo e reabsorcdo de
tecidos mineralizados. Os primeiros estudos clinicos epidemiolégicos demonstraram
que o uso continuo de p-bloqueadores como anti-hipertensivos, estaria associado a
uma redugédo de 23-30% no risco de fraturas vertebrais ou nao vertebrais (méao,
antebraco, pé€) em mulheres menopausadas (PASCO et al., 2004; SCHLIENGER et

al., 2004). Levasseur et al. (2003) demonstraram que o (B-bloqueador, propranolol,
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reverteu a perda 0ssea causada por auséncia de carga em fémur, modelo bastante
utilizado em estudos de metabolismo 0sseo. Kondo et al. (2005) também
demonstraram que o tratamento com propranolol, assim como o tratamento com
guanetidina, impediu a reducdo da massa O0ssea observada neste mesmo modelo
animal. Yirmiya et al. (2006) demonstraram que em epifise distal femural e da 32
vértebra lombar, o propranolol atenua as alteracbes causadas na massa (perda
0ssea) e na estrutura 0ssea e previne a inibicdo da formacdo 0ssea induzida pelo
modelo de perda 6ssea causada por depresséo (induzida por stress crénico medio).
Bonnet et al. (2006) demonstraram que o propranolol reverte a perda 6ssea em
fémur, tibia e L4, causada por ovarectomia em ratas e que estes efeitos dependem
da dose do propanolol e do tecido analisado. Neste estudo, os autores observaram
que o propranolol aumentou a DMO da tibia, do fémur e da L4 em ratas
ovarectomizadas e preveniu os danos causados a michoarquitetura 6ssea. Zhang et
al. (2007) também demonstraram que o propranolol reverte a perda éssea causada
por ovarectomia em fémur, tibia e 4%, 5% e 6° vértebra lombar em ratas. O propranolol
aumentou a densidade mineral 6ssea do fémur, da tibia e das vértebras lombares
(4%,5% e 6% em ratas ovarectomizadas ao mesmo nivel do grupo controle. Ainda no
mesmo estudo, foi observado que o propranolol aumentou a area trabecular, o
namero de trabéculas e diminuiu a separacdo entre as trabéculas. Todos estes
estudos sugerem a participacdo de receptores [B-adrenérgicos, especificamente
receptores do tipo Pr-adrenérgicos, no processo de formacdo e/ou remodelacéo
0ssea, com base de que até o momento, ndo foram identificados receptores [i-
adrenérgicos em osteoblastos.

Os receptores adrenérgicos sao mais conhecidos por seu papel no sistema
cardiovascular, uterino e masculo liso vascular e ndo-vascular e respiratorio.
Entretanto, ap6s a demonstracao histolégica de fibras de noradrenalina nos 0ssos,
estudos farmacologicos tem demonstrado que células osteoblasticas e
osteoclasticas apresentam receptores (de noradrenalina) [(-adrenérgicos,
especificamente receptores do tipo B, (BONNET et al., 2008a). Entretanto, em
estudos realizados em camundongos deficientes de receptores [,-adrenérgicos
(ELEFTERIOU et al., 2005) foi demonstrado que o Sistema Nervoso Auténomo
Simpatico (SNS) favorece a reabsorcdo Ossea por aumentar a expressao, no
osteoblasto, de um fator de diferenciacéo de osteoclasto, denominado de RANKL, o

qual se liga ao RANK. Ainda neste estudo foi demonstrado que haveria o controle
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neuroenddcrino deste processo, mediado pela acdo da leptina. A leptina € um
horménio produzido pelas células adiposas que exerce varios papéis fisiologicos,
incluindo a regulacdo do SNS. Camundongos deficientes de leptina (ob/ob) possuem
uma taxa maior de formagédo 6ssea com um aumento concomitante na reabsorcao
ossea (DUCY et al., 2000 apud TAKEDA, 2008). A infusdo intra-cérebro ventricular
de leptina diminui a massa Ossea tanto em camundongos ob/ob quanto em
camundongos selvagens (ELEFTERIOU et al., 2004). Camundongos ob/ob e
selvagens tratados com isoproterenol, um agonista B-adrenérgico, apresentaram
uma diminuicdo expressiva da massa 0ssea, jA 0 tratamento com propranolol
aumentou a massa O0ssea em camundongos selvagens. Elefteriou et al. (2005)
demonstraram que a leptina controla a reabsorcdo 6ssea, através da sinalizacéo
simpatica via receptores [.-adrenérgicos promovendo a diferenciacdo de
osteoclastos. O mecanismo proposto foi que a leptina agiria no hipotalamo ativando
o SNS, levando a ativacdo de receptores B,-adrenérgicos no osteoblasto. O
osteoblasto ativado liberaria RANKL que ao se ligar ao receptor RANK na célula
precursora de osteoclasto, estimularia sua diferenciacdo para osteoclasto maduro.
Quanto maior a quantidade de osteoclastos ativados, maior a reabsor¢ao 6ssea.

Vérias outras proteinas modulariam este mecanismo como a OPG que
compete com o RANKL pelo receptor RANK na célula precursora de osteoclasto
(SIMONET et al. 1997; apud SAKAKURA et al. 2005) e células TRAP-positivas
(células multinucleadas resistentes a fosfatase acida tartarato) que sdo altamente
expressas em osteoclastos e macrofagos ativados, com papel semelhante ao
osteoclasto.

Recentes estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que dentes em
desenvolvimento funcionam como fatores para diferenciacdo e ativacdo de
osteoclastos na superficie do osso alveolar (KITAHARA et al., 2002; LIU et al. 1998,
2000) e que o foliculo dental tem um papel essencial na atividade de osteoclastos
através da regulacédo do sistema RANKL/OPG (WISE et al., 2000). Outros estudos
demonstraram que camundongos RANKL-knockout apresentam severa
osteopetroses com uma total auséncia de osteoclastos e dentes ndo erupcionados
(KIM et al. 2000; KONG et al. 1999). Sakakura et al. (2005) demonstraram a
presenca de RANKL, OPG e atividade da enzima TRAP nas diferentes areas e
células da cartilagem de Meckel e do foliculo dental no interior desta, durante as

diferentes fases do periodo embrionario, distribuidas com diferentes padrées nas
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diferentes fases. Sheela Rani e MacDougall (2000) demonstraram a expressao
(RNAm e proteinas) de RANKL e OPG em odontoblastos e células da polpa dental
em cultura de células de camundongos. No mesmo estudo, através da andlise
imunohistoquimica observaram a presenca de RANKL e OPG em dente de
camundongos recém-nascidos. Ohazama et al. (2004) demonstraram que RANK,
RANKL e OPG apresentaram um padrdo de expressao dinamico na fase
embrionaria do desenvolvimento dental (molar) e 6sseo. No mesmo estudo,
demonstraram também que germens dentais tratados com OPG exdgena
apresentaram esmalte e dentina mais finos e tecido pulpar esparso. Concluiram,
portanto, que o desenvolvimento e o crescimento do dente incisivo estdo envolvidos
no aparecimento e na diferenciacdo das células TRAP-positivas, através da
regulacao diferencial da expressdo de RANKL e OPG no foliculo dental no momento
apropriado e na posicao correta. Em conjunto, estes resultados sugerem que o
controle da formagdo e do crescimento dental possa ocorrer atraves de um
mecanismo parecido com o mecanismo de controle da formacéo e reabsorcdo 6ssea
via receptores B-adrenérgicos ou via SNS.

Ao considerarmos o0s estudos acima descritos e ainda, ao considerarmos o
atenolol como antagonista de receptores [B;-adrenérgicos, esperavamos que O
tratamento com este antagonista favorecesse a formagédo ou desenvolvimento ésseo
e dental dos filhotes, mas ndo foram estes os resultados obtidos. No entanto,
diferente dos estudos citados, usamos um antagonista seletivo de receptores [i-
adrenérgicos. A seletividade aos receptores [3;, 0 tratamento durante a prenhez
iniciado desde o dia 0 (zero), inicio da fase embrionéria e o periodo de tratamento,
gue compreendeu todo o periodo de prenhez e lactacao, destaca nosso estudo entre
0s demais citados.

Os resultados obtidos por n6s demonstraram que o tratamento das ratas com
atenolol prejudicou a formacao e ou desenvolvimento de tecidos mineralizados nos
filhotes. Estes resultados poderiam ser considerados contrarios aos da literatura,
entretanto estudos recentes tém sugerido a participacdo indireta (sistémica) dos
receptores (1, além dos receptores 32, no processo de remodelacdo 6ssea.

Em estudo clinico sobre fraturas consequientes de osteoporose em mulheres
na menopausa, foi demonstrada uma inconsistente associagdo entre uso de
antagonistas [3;-seletivos e menores riscos de fraturas (REID et al, 2005). Estudos

experimentais com camundongos deficientes (knockout) de ambos os receptores 1
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e Be-adrenérgicos apresentaram uma marcante inibicdo dos indices de formacao na
cortical 6ssea dos tecidos analisados (PIERROZ et al., 2006 apud BONNET et al.,
2008a). A partir destes dados, foi sugerido que os maiores indices de formacéo
O0ssea em camundongos deficientes de receptores B, dependem da funcionalidade
de receptores B;-adrenérgicos. Considerando que os receptores 31 ndo aparecem e
nao sao expressos no 0sso (BONNET et al., 2008b), € possivel considerar que a
sinalizacdo [;-adrenérgica estimularia a formacdo Ossea indiretamente, efeito
contrario ao efeito inibitério direto da sinalizacdo B.-adrenérgica nos osteoblastos. O
mecanismo molecular pelo qual os receptores [;-adrenérgicos regulariam a
formacdo Ossea ainda nado foi descrito. No entanto, foi sugerido que enquanto a
estimulacdo de receptores [(r-adrenérgicos de osteoblastos, leva a
osteoclastogénese e induz a perda 0ssea, a atividade de receptores B;-adrenérgicos
sistémicos poderia aumentar os niveis ou a atividade do eixo GH-IGF1 (hormdnio de
crescimento e fator 1 de crescimento semelhante a insulina), contribuindo para a
manutencdo da massa 6ssea (HAMRICK; FERRARI, 2008).

Os resultados obtidos em nosso estudo estariam de acordo com a sugestao
sobre a participacdo dos receptores B1 no metabolismo ésseo, uma vez que ao
inibirmos estes receptores ; com atenolol, os efeitos observados estdo mais
correlacionados com reducdo de formacdo e ou desenvolvimento ésseo em ratos
Wistar e SHR. Como ndo encontramos resultados semelhantes na literatura, este
trabalho poderia ser considerado um dos primeiros a demonstrar que a transferéncia
vertical direta (rata-filhote) do atenolol, via placenta ou através do leite materno,
reduz a DMO do fémur, tibia, crista éssea alveolar, 4% vértebra lombar e do dente
incisivo nos filhotes, reduz o comprimento e a largura da tibia, da L4, do dente
incisivo inferior, reduz a largura do fémur, apesar de n&o alterar a microdureza dos
tecidos 0sseos e dentais em filhotes de ratas Wistar tratadas. Como ressaltamos
anteriormente, estes efeitos seriam mais evidentes em ratos Wistar do que em SHR,
pois nos filhotes de ratas hipertensas sem tratamento as alteragcbes dos tecidos
mineralizados, poderiam mascarar o efeito do atenolol.

A partir destes resultados, novos estudos serdo conduzidos para analisarmos
0S possiveis mecanismos associados aos receptores B;-adrenérgicos, avaliando a
expressdo das proteinas RANK, RANKL e OPG nos tecidos dos filhotes de ratas
Wistar e SHR tratadas com atenolol.
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6 Conclusdes

Nossos resultados demonstraram que:

1) SHR apresentam alteragcdo da formacgao/desenvolvimento de tecidos

mineralizados

2) O controle da presséo arterial das ratas durante a prenhez e lactagdo com

atenolol ndo reverteu as alteracdes observadas em filhotes SHR.

3) Receptores p;-adrenérgicos, antagonizados pelo atenolol, participariam da
formacdo (organogénese) e ou desenvolvimento de tecidos mineralizados
(osso e dente). Varios mecanismos poderiam estar envolvidos no efeito do
atenolol observado sobre os tecidos mineralizados de filhotes de ratas Wistar
e SHR tratadas.
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ANEXO A- Certificado da Comissao de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da
Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba, UNESP, de acordo com o
protocolo no. 2007-003175.
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