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NOBRE, M.D.P. Agéao local do alendronato sédico no processo de
reparagao 6ssea de fémures de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). 2006. 116f. Dissertacdo (Mestrado em Biopatologia Bucal, Area
Biopatologia Bucal) — Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista. Sdo José dos Campos, 2006.

RESUMO

Este trabalho analisou a agao local do alendronato sodico no processo de reparagao
6ssea em fémures de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Foram utilizados
quarenta ratos machos e quarenta fémeas, para a confecgcdo de um defeito dsseo de
2,5mm de didmetro. De acordo com o material utilizado, criaram-se quatro grupos:
controle (C), amido (Am), alendronato 1mol (A1) e alendronato 2mol (A2). Os animais do
grupo C nao tiveram seus defeitos 6sseos preenchidos. Apos o periodo de sete e 21
dias, os animais foram sacrificados. Foi realizada a andlise histolégica e
histomorfométrica e os dados submetidos a andlise estatistica ANOVA. Aos sete dias,
encontrava-se tecido conjuntivo com hemorragia e infiltrado inflamatério ocupando a
area do defeito em todos os grupos experimentais €, em alguns grupos, focos de matriz
ostedide. Os animais dos grupos A1 e A2 apresentavam uma rede de fibrina no tecido
conjuntivo. Aos 21 dias, as trabéculas 6sseas fechavam praticamente toda a extenséo
do defeito nos grupos C e Am. No grupo A1 de animais machos, observavam-se
trabéculas que se irradiavam do interior da medula éssea até a area do defeito. Nos
demais grupos A1 e A2 constatava-se apenas a presenca de tecido conjuntivo, com
deposicao de fibras colagenas e minima deposicdo de matriz ostedide. Um achado
histologico marcante foi a formagdo de tecido ésseo extra-cortical subperiosteal nos
animais dos grupos A1 e A2. O estudo concluiu que, neste modelo experimental, a
administracao local do alendronato sédico ndo contribuiu para o processo de reparacao

6ssea nas concentragdes molares utilizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Alendronato; ratos endogamicos SHR; hipertensdo; regeneragao

ossea.
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1 INTRODUGAO

O processo de reparagcdo O0ssea permanece um desafio
na busca da restauragdo anatébmica e funcional do tecido perdido como
resultado de doenca ou trauma. Embora o osso apresente grande
capacidade de regeneracgdo, muitos defeitos O0sseos cicatrizam com a
formacgédo de tecido fibroso, frequentemente acompanhado de grandes
reabsorgdes 6sseas (LINDHE®, 2005).

Sabe-se que algumas doengas sistémicas podem
interferir diretamente no processo de reparagao éssea. A hipertensao
arterial sistémica (HAS) consiste numa desordem de grande prevaléncia
na populagcdo mundial, que pode causar alteragdes na densidade mineral
0ssea dos individuos.

Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR) podem ser
utilizados como modelo de estudo da hipertensao arterial, uma vez que
estes desenvolvem a doencga de forma similar aquela encontrada em
humanos, com as mesmas alteragdes no metabolismo do calcio, como a
hipercalciuria, aumento dos niveis de paratorménio (PTH) e perda de
calcio 6sseo (IZAWA et al.?®, 1985; INOUE et al.?®, 1995).

Em 2004, Pereira® realizou um estudo que relacionou a
hipertensdo ao processo de reparacdao 6ssea em ratos tipo SHR. Seu
estudo mostrou que a reparacao 6ssea em fémures de SHR, apos sete e
21 dias, apresentava-se mais avangada quando comparada com aquela
observada nos animais normotensos.

O alendronato sodico é um bisfosfonato amplamente
empregado no tratamento de doengas caracterizadas pela reabsorgao
O0ssea, como a osteoporose, doenca de Paget, ostedlise induzida por
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tumores e hipercalcemia maligna (FLEISCH'®, 1997; REINHOLZ et al.®,
2000; ALENCAR et al.", 2002). Na Odontologia, tem se estudado sua
aplicagcdo na prevencgao de reabsorgdes Osseas apos cirurgias de retalho
total, como coadjuvante no tratamento da doenga periodontal e associado
a implantes dentarios (YAFFE et al.®', 1997; MERAW et al.*?, 1999;
ROCHA et al.’’, 2001; TAKAISHI et al.®’, 2001; TENENBAUM et al.?,
2002). No entanto, pouco se conhece a respeito de sua administragao
local como material de preenchimento ésseo (FERNANDES', 2005;
JAIME et al.%, 2005).

O alendronato sédico é um farmaco que tem a
capacidade de se ligar fortemente aos cristais de hidroxiapatita do osso,
principalmente nas areas de remodelacdo Ossea ativa (KULAK &
BILEZIKIAN®®, 2000; TENENBAUM et al.®®, 2002). Apesar de seu
mecanismo de acdo ainda nao estar bem esclarecido, sabe-se que o
alendronato age diminuindo a reabsorgao 6ssea através da inibic&do direta
dos osteoclastos, além de estimular os osteoblastos a produzirem um
fator inibidor de recrutamento dos osteoclastos, contribuindo para um
aumento da densidade mineral 6ssea (REDDY et al.>®, 1995; FLEISCH'®,
1997; FISHER et al.’®, 1999).

Estudos recentes realizados in vitro demonstram que,
além de inibir a reabsorcdo 6ssea, o alendronato sédico também atua
estimulando a proliferacdo e a maturagéo dos osteoblastos, o que sugere
uma agao relevante na formacgédo 6ssea (REINHOLZ et al.*®, 2000; IM et
al.?*, 2004).

A acado do alendronato sédico na reparagado Ossea tem
sido avaliada por varios trabalhos (MERAW et al.*, 1999; SILVA®*, 2000;
FAYAD', 2001; FERNANDES'®, 2002). No entanto, os resultados ainda
sdo conflitantes e a maioria dos estudos demonstra que a administracao
do medicamento de forma sistémica ndo interfere no processo de
reparacdo 6ssea (SILVA®*, 2000; FERNANDES', 2002).
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A acado sistémica dos bisfosfonatos é limitada nesses
casos, pois apresentam baixa absor¢do no trato gastrintestinal e no
plasma sanguineo desaparecem rapidamente, depositando-se no osso de
forma ndo homogénea (LIN*®, 1996). De acordo com a literatura, a agéo
local desses medicamentos parece ser mais efetiva (MERAW et al.*,
1999; YAFFE et al.®?, 2000; SHIBATA et al.®, 2004), no entanto, ainda
nao se identificou a melhor forma de biodisponibilizar o farmaco
localmente para que haja uma acgdo positiva no reparo 0&sseo
(FERNANDES", 2005; JAIME et al.?, 2005). Alguns autores sugerem
gue esse medicamento apresenta uma resposta bifasica e que diferentes
concentragdes podem resultar em efeitos distintos.

De acordo com o que foi relatado, acreditamos ser
pertinente estudar, neste modelo experimental, a acdo local do
alendronato sodico no processo de reparo do tecido Osseo de ratos
hipertensos (SHR).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertensao arterial sistémica

As doengas do aparelho circulatério constituem a principal
causa de morte no Brasil, em ambos os sexos, com tendéncia claramente
ascendente na mortalidade proporcional a partir da quarta década de vida
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE?*®, 2002). Neste quadro,
a hipertensao arterial sistémica (HAS) se destaca como fator de risco.

A HAS é considerada uma condi¢ao crénica, com efeitos
prolongados, que se caracteriza pela pressao sanguinea com valor igual
ou acima de 140/90mmHg, em pelo menos duas aferigbes realizadas no
mesmo momento (BRASIL®, 2001). No entanto, o conceito real da HAS
compreende um contexto sindrébmico, englobando varias alteragbes
hemodinamicas, tréficas e metabdlicas importantes (NOBRE & LIMA*,
2000).

Estima-se que a hipertensdo, em todo o mundo, atinja em
torno de um bilhdo de individuos e aproximadamente 7,1 milhdes de
mortes por ano podem ser atribuidas a esta doenca (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH*, 2004).

Considerando os niveis da pressdo arterial (PA) maior
que 140/90mmHg como indicadores de hipertensdo, levantamentos
populacionais realizados em algumas cidades brasileiras demonstraram
que as taxas de prevaléncia da doencga na populacdo urbana adulta tém
variado entre 22,3% a 43,9%. Essa prevaléncia aumenta, sobretudo,
entre as mulheres, os negros e os idosos. Constatou-se que mais de 50%
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dos individuos entre sessenta e 69 anos e aproximadamente trés quartos
da populagdo acima dos setenta anos sao afetados (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HIPERTENSAO®, 2002).

A HAS representa uma causa importante de mortalidade
cardiovascular, pois tem como consequéncias a doenca cerebrovascular,
a doenca arterial coronaria, insuficiéncia renal crénica e doenga vascular
de extremidades. Dados do Ministério da Saude demonstram que, no
Brasil, a hipertensdo causa 40% das mortes por acidente vascular
cerebral e 25% daquelas por doenga coronaria (BRASIL6, 2001).

Embora ainda n&o seja totalmente conhecido, o
desenvolvimento da HAS depende da interagcdo entre predisposicao
genética e fatores ambientais. Sabe-se, no entanto, que a hipertenséo é
acompanhada por alteragdes funcionais renais, do sistema nervoso
simpatico (SNS), do sistema renina-angiotensina (SRA), além de
alteragdes em outros mecanismos humorais e de disfungdo endotelial.
Assim a hipertensao resulta de varias alteragbes estruturais do sistema
cardiovascular que tanto amplificam o estimulo hipertensivo, quanto
causam dano cardiovascular (WORLD HEALTH ORGANIZATION",
2003).

O SRA esta envolvido no controle fisiologico da pressao
arterial e no controle do sodio. Tem importantes implicacbes no
desenvolvimento da hipertensdo renal e parece estar envolvido na
patogénese da hipertensao arterial essencial (DOUGLAS'®, 2002).

Tortora & Grabowski”® (2002) citaram que a ativagao
deste sistema ocorre quando as células renais liberam quantidade
aumentada da enzima renina na corrente sanguinea, a qual junto com a
enzima conversora da angiotensina (ECA), atua sobre seus substratos
produzindo o horménio ativo angiotensina Il (Ang Il), largamente

conhecido como um potente agente vasoconstritor.
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A Ang Il é um octapeptideo que exerce papel importante
na manutengéo do volume de fluido extracelular e da pressdo sanguinea.
No entanto, sua fungdo ndo esta somente limitada a acéo direta sobre o
musculo liso dos vasos sanguineos. A Ang Il aumenta a atividade do
sistema nervoso simpatico (WOLF & WENZEL'®, 2004) e estimula a
liberacdo das catecolaminas pela glandula adrenal, amplificando a
resposta cardiovascular. Também regula a concentracdo de sodio e o
volume sanguineo através da secregcdo de aldosterona pelo cortex da
adrenal e de horménio pituitario antidiurético (PACKER®®, 2006).

Além do seu papel bem elucidado na homeostase
circulatoria, é relatada a agdo da Ang Il numa variedade de processos,
como nas respostas imune e inflamatoria, estimulando a agdo das
citocinas no desenvolvimento embrionario, nos processos de injuria e
reparacgao tecidual no adulto (PACKERSO, 2006). Influi ainda no aumento
da susceptibilidade a trombose, nos processos de fibrose, na
remodelagdo dos tecidos, na modulagdo do crescimento celular e
estimulando a producdo de outros fatores hormonais (BURNIER &
BRUNNER?, 2000).

Dependendo do tipo celular, do subtipo de receptores
para Ang Il e da presencga de outros fatores de crescimento e citocinas, a
Ang |l pode estimular o crescimento celular por meio da proliferagdo ou
hipertrofia, ou, alternativamente, agir como supressora desse
crescimento, através da apoptose ou induzindo a diferenciagcao celular
(WOLF & WENZEL'®, 2004).

Apesar da etiologia da hipertensdo primaria ainda ser
desconhecida, existem indicadores de que ela tenha sua patogenia
semelhante em humanos e em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), estando associada a alteragdes no metabolismo do calcio (IZAWA
et al.?®, 1985; BARBAGALLO et al.?, 1991; OSHIMA & YOUNG*®, 1995).
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Nos humanos, niveis reduzidos de ions calcio sérico,
niveis aumentados de calcio e AMP ciclico na urina e niveis séricos
aumentados de 1,25-diidroxicolecalciferol (vitamina D3) e de paratormdnio
(PTH) tém sido associados com a hipertensdo (McCARRON et al.*", 1981;
BRICKMAN et al.” 1990; JORDE et al.*3, 2000). Tais alteragdes no
metabolismo do calcio podem determinar o indice de massa dssea nesse
grupo de pacientes.

Nos quadros de HAS, os baixos niveis de ions calcio no
soro, principalmente devido a presenca de hipercalciuria, podem estimular
um aumento compensatério na producido do PTH. Este € o principal
hormdnio relacionado com o controle do nivel plasmatico de calcio no
organismo, ou seja, quando o nivel de calcio sérico encontra-se abaixo do
normal, as paratiredides aumentam a secregao do hormdnio. Desta forma,
niveis elevados de PTH tendem a contribuir para o processo de
remodelagao Ossea, pois estimulam a atividade osteoclastica e mobilizam
o calcio presente no esqueleto, podendo levar a uma diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (JESPERSEN®, 1997). Além da sua acéo sobre
o tecido 6sseo, o PTH também estimula a absorgao intestinal do calcio e
reduz sua excrecao renal.

Alguns estudos tém demonstrado a relagdo entre os
niveis séricos do PTH e a pressao sanguinea (PS) dos individuos. Além
disso, experimentos in vitro e in vivo comprovam o efeito anabdlico do
horménio sobre o metabolismo ésseo.

Brickman et al.” (1990) observaram que os individuos com
hipertensao essencial apresentavam niveis significantemente maiores de
calcio intracelular, de PTH e de vitamina D3 além de uma menor
guantidade de calcio sérico.

Uzawa et al.” (

1995) compararam os efeitos do PTH
humano sintético (hPTH(1,32)) sobre o tecido 6sseo de ratos, quando
administrado por injecdo intermitente ou continua, durante quatro

semanas. Os resultados demonstraram que o tratamento com infusdo
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continua de hPTH(1,32) tanto acelerou a formagédo 6ssea quanto a sua
reabsorcdo havendo, portanto, maior remodelagdo do tecido. Ja sob o
tratamento com infusdo intermitente do horménio, houve uma
predominancia da aposicdo 0ssea sobre a reabsorcao.

Ishizuya et al.?’ (

1997) realizou estudo in vitro, tratando
células osteoblasticas isoladas de calvaria de ratos recém-nascidos com
PTH e concluiram que o horménio tem diversos efeitos, dependendo da
forma de administracdo. Observaram que a exposi¢cao continua ao PTH
resultou na inibicdo da diferenciagao osteoblastica, enquanto a exposicao
intermitente levou a um efeito anabdlico sobre a diferenciacido das
células.

Jilka et al.*" (1999) observou que a infusdo diaria de PTH
em ratos resultou em maior formacéo 6ssea, sem influenciar na formagao
e diferenciagdo de novos osteoblastos, mas aumentando sua meia-vida
através da inibicdo do processo de apoptose.

Em 2000, Jorde et al.*? observaram que os pacientes que
ingeriam pouco calcio na dieta apresentavam niveis séricos aumentados
de PTH, com reducdo moderada do conteudo mineral 6sseo e da
densidade mineral 6ssea (DMO) da coluna vertebral lombar. Nas
mulheres, o aumento do PTH sérico também esteve associado a
presencga de pressao sanguinea marcadamente elevada.

A relagéo entre os niveis de PS e a DMO dos individuos
foi estudada por alguns autores (CAPPUCCIO et al.®, 1999; TSUDA et
al.”?, 2001; MUSSOLINO et al.*®, 2003; NICHOLS et al.*®, 2003; PEREZ-
CASTRILLON et al. ®?, 2003).

Cappuccio et al.”® (1999) estudaram a relacdo entre a PS
e a perda 6ssea mineral em mulheres brancas idosas, ao longo do tempo.
Em um primeiro momento, os autores avaliaram a PS e a densidade
mineral 6ssea (DMO) do colo do fémur e, apés 3,5 anos, repetiram a
densitometria 6ssea por meio do sistema de dupla emissdo de raios X
(DXA). Os autores concluiram que a PS elevada em mulheres brancas
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idosas esta associada com 0 aumento da perda 6ssea no colo do fémur, o
que pode contribuir para o risco de fraturas.

Estudo comparativo da DMO da coluna lombar de
mulheres japonesas foi realizado por Tsuda et al.”> (2001). O estudo
verificou que as mulheres hipertensas apresentavam uma maior
propor¢do de calcio/sodio presente na urina, quando comparadas as
mulheres normotensas. Os autores observaram que quanto mais alta
essa proporgdo, mais baixa a DMO, sugerindo que a HAS pode estar
associada com a diminui¢ado da DMO.

Pérez-Castrillon et al.* (

2003) avaliaram a massa 0ssea
de mulheres hipertensas, pdés-menopausa, e a influéncia da hipertensao
sobre a homeostase do calcio e os marcadores de remodelagao Ossea.
Observaram que as mulheres hipertensas e osteoporéticas apresentaram
indices de massa corporal, calciuria e razao calcio/creatinina
significativamente maiores, quando comparadas aquelas mulheres
hipertensas que ndo apresentavam osteoporose. Apesar dos niveis de
osteocalcina estarem diminuidos nas mulheres hipertensas, n&o foi
encontrada relagao direta entre as pressodes arteriais sistélica e diastdlica
com os indices de massa 6ssea. Nas normotensas, notaram que apenas
a calciuria foi menor. Os autores acreditam que o aumento da
remodelagdo Ossea provavelmente esteja ligado a hipercalciuria,
desordem frequente nos individuos hipertensos, estando associada com a
diminui¢cdo da DMO, apesar de outros fatores poderem estar envolvidos.
A relagao entre a DMO e o polimorfismo genético da ECA

foi estudada por Pérez-Castrillén et al.> (

2003) em mulheres hipertensas
pos-menopausa. Nos casos de delecdo e inser¢cdo nos genes da ECA,
houve uma reducdo da DMO, verificando que € possivel a existéncia de
uma relacdo do SRA com os processos de remodelacéo do tecido 6sseo.
Mussolino et al.** (2003) realizaram um estudo
longitudinal, relacionando a DMO com a incidéncia e mortalidade por

acidente vascular cerebral (AVC). Os autores utilizaram dados
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epidemiologicos para relacionar a DMO das falanges da méo esquerda
com a incidéncia de AVC, no periodo de vinte anos. A amostra incluiu um
numero de 3402 individuos, brancos e negros, com faixa etaria entre 45 a
74 anos de idade. Os resultados demonstraram que n&o houve
associagao significativa da DMO com o desenvolvimento de AVC nos
individuos em ambas as racas, com o passar do tempo.

Segundo Nichols et al.*® (

2003), em homens e mulheres
hipertensos, a associag¢ao entre PS e DMO pode ser resultado da menor
frequéncia na realizag&o de atividade fisica observada nos individuos com
pressao arterial elevada.

Todo esse quadro sinaliza que a hipertensdo arterial
sisttmica pode provocar alteragdes Osseas importantes, podendo

interferir nos processos de reparo 0sseo.

2.1.1 Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

Os ratos tipo SHR consistem num modelo experimental
de estudo da hipertensao amplamente utilizado em pesquisa médica, pois
desenvolvem a doenga com caracteristicas similares a do homem
(McCARRON et al.*', 1981; BARBAGALLO et al.?, 1991; WANG et al.”,
1993; INOUE et al?®, 1995, WRIGHT & DeMOSS™, 2000;
TRIANTAFYLLIDI et al.’’, 2004). Estes animais desenvolvem
geneticamente a hipertens&o primaria, sendo esta observada em 90% dos
casos encontrados em humanos hipertensos (UDENFRIEND et al.”,
1976).

Os SHR foram criados no centro de animais Wistar na
Universidade de Kyoto em 1966, por Okamoto e Aoki, os quais
examinaram a PS de centenas de ratos e escolheram o macho e a fémea

que apresentavam os maiores valores. Apds o cruzamento sucessivo dos
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ratos, nasceram animais que apresentaram, uniformemente, um valor de
PS maior que 180mmHg, quando com vinte semanas de idade. Dessa
forma, alcancaram 100% de hipertensdo na populagcdo dos SHR
(UDENFRIEND et al.”®, 1976). Contudo a etiologia da doenga nesses
animais continua incerta.

Varias diferencgas relacionadas a pressao arterial tém sido
relatadas entre os SHR e os ratos normotensos Wistar Kyoto. Uma
diferenga importante esta na atividade do SNS, a qual parece estar mais
elevada nos SHR. Estes animais apresentam disfungdo no mecanismo
adrenérgico central, originando um aumento na liberagdo de
noradrenalina e subseqiiente hipertensdo (GAVRAS et al.??, 2001;
TRIANTAFYLLIDI et al.”", 2004).

Os receptores adrenérgicos do SNS sao divididos em
duas grandes categorias, alfas e alfay sendo que cada um deles se divide
em subgrupos. O estimulo dos receptores do subgrupo alfaza leva a
supressdo do SNS e provoca hipotensdo. Ja os receptores do subgrupo
alfags, quando ativados, estimulam o SNS provocando uma resposta
hipertensiva (TRIANTAFYLLIDI et al.”", 2004).

Triantafyllidi et al.”' (2004) revelaram que o
desenvolvimento da hipertensdo nos ratos tipo SHR nao parece estar
apenas relacionado com a variagao genética dos receptores adrenérgicos
alfazs, uma vez que os resultados da analise do genoma desses animais
foram idénticos quando comparados aos dos ratos normotensos. Os
autores sugerem que a hipertensédo arterial nos SHR pode ser decorrente
de alteragdes funcionais que atuam num estagio tardio de transcrigdo do
DNA, no citoplasma ou na membrana celular, ou mesmo devido a
presenca de diferencas quantitativas na propor¢cdo de subtipos de
receptores em varios sitios do cérebro.

Além de apresentarem a hipertensao arterial semelhante
a dos humanos, esta comprovado que os SHR também apresentam
alteracbes no metabolismo do calcio devido a elevada PS que podem
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interferir na composi¢cdo do esqueleto 6sseo desses animais. Por
exemplo, baixa absor¢do duodenal de calcio, e DMO e conteudo de calcio
0sseo reduzidos sao caracteristicas que tém sido evidenciadas nos SHR
quando comparados com os ratos normotensos (McCARRON et al.!,
1981; LUCAS et al.*, 1986; WRIGHT & DeMOSS’®, 2000).

Estudos realizados em ratos tipo SHR demonstram que,
com o passar do tempo, a hipercalciuria e a ativagdo secundaria das
glandulas paratiredides levam a um menor crescimento do tecido ésseo e
a uma diminuicdo da massa mineral dssea total (McCARRON et al.*',
1981; IZAWA et al.?®, 1985), culminando em desordens dsseas.

Izawa et al.?® (1985) realizaram um estudo comparativo do
tecido 6sseo de ratos machos SHR e Wistar Kyoto (WKY) normotensos,
através de analise bioquimica e histologica. Os resultados demonstraram
niveis do calcio sérico semelhantes nos dois grupos, apesar dos niveis de
fésforo sérico terem sido significantemente menores nos hipertensos. Os
autores também observaram que os SHR apresentavam fémures mais
curtos, bem como uma reducdo da espessura cortical, do crescimento
osseo longitudinal e da porcentagem de area cortical da tibia.

Barbagallo et al® (1991) relataram que além da
diminui¢cado da densidade 6ssea, os SHR também apresentam alteracdes
no mecanismo de remodelagdo 0ssea e sugeriram que estes animais sao
osteopénicos. Os autores compararam ratos SHR e WKY machos,
avaliando a histomorfometria da por¢céo proximal da tibia, a densidade
mineral dos fémures pela DXA e as medidas do conteudo calcico do
fémur. A DMO e o conteudo de calcio 6sseo foram maiores nos animais
normotensos, enquanto nenhuma diferenga significante foi encontrada
nos valores do fésforo. Os autores evidenciaram ainda, que os ratos
hipertensos apresentaram maiores taxas de reabsorgcdo e de
neoformacédo O6ssea, com aumento significante na area da superficie de
reabsorgédo, na area da superficie do tecido ostedide e no volume do
tecido osteodide.
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Yamori et al.®® (1991) realizaram um estudo comparativo
para avaliar o conteudo calcico e a DMO do fémur, tibia e primeira
vértebra lombar de dez ratos SHR e dez ratos WKY. As analises
soroldgicas indicaram que pode existir uma ativagédo do PTH nos animais
tipo SHR, em que, tanto as concentragdes de calcio ionizado e total
estavam elevadas. Uma diminuicdo do osso trabecular foi evidenciada
nesses animais, como resultado dos estudos de microradiografia e
histomorfometria éssea, além de mostrar-se mais fragil em resposta aos
testes mecanicos de torgao e resisténcia. Os autores sugerem que esses
animais desempenham papel importante como modelo animal para o
estudo do desenvolvimento da osteoporose.

A presencga de osso medular deficiente no esqueleto dos
SHR, com uma atividade osteoclastica mais proeminente que a
osteoblastica foi evidenciada por Wang et al.”® (1993). Os autores
estudaram as mudangas histomorfométricas da porgéo proximal da tibia
de ratos tipo SHR e ratos normotensos WKY, com 26 semanas e
observaram que os SHR apresentaram menores valores do peso
corporal, com uma diminuicdo do volume do osso trabecular, menor
numero e espessura das trabéculas &sseas, menor quantidade de
osteoblastos e células osteoprogenitoras. Ja& o numero de osteoclastos,
nucleo de osteoclastos por milimetro e razdo osteoclastos/osteoblastos
estavam significantemente aumentados. Concluiram que a diminuigdo do
volume trabecular pode estar associada principalmente aos niveis
elevados do PTH, bem como aos niveis reduzidos de vitamina D3, baixa
absorcao de calcio, baixo peso corporal, diminuindo as cargas mecanicas
sobe o tecido, entre outros fatores ainda a serem elucidados.

Inoue et al.?® (

1995) estudaram ratos normotensos do tipo
Sprague-Dawley (SD) e SHR de ambos os sexos, e observaram que o
peso corporeo do rato, comprimento, volume e peso seco da tibia
apresentaram maiores valores nos SD machos e menores nas SHR

fémeas. Ao avaliarem parametros bioquimicos séricos, entre eles: calcio



31

ionizado, calcio total, PTH, fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e fosfatase
acida tartarato resistente (TRAP), os autores constataram que os valores
foram semelhantes e que todos mostraram a mesma tendéncia em ambos
os sexos dos dois grupos, exceto a FAO que, em ambos 0s grupos,
apresentou nivel sérico com maiores valores nos machos que nas
fémeas. Na analise morfométrica, os autores notaram que a taxa de
aposicao mineral, volume do osso trabecular e espessura trabecular
foram semelhantes entre os mesmos sexos de ambos os grupos. Quanto
a DMO, na area proximal da tibia, os autores verificaram que ambos os
sexos dos SHR apresentaram menores valores quando comparados aos
SD. Estes achados sugerem que o osso trabecular dos SHR apresenta
menor condigdo mineral do que nos ratos normotensos.

Estudo realizado por Wright & DeMoss’® (2000) comparou
a reabsorgao 6ssea do esqueleto de ratos machos e fémeas SHR, WKY e
SD. Nos animais com oito semanas de idade, a taxa de reabsor¢ao nos
SHR de ambos os sexos foi significantemente maior que a encontrada
nos normotensos, apesar dessa tendéncia mostrar-se reduzida nas
fémeas quando comparadas aos machos. Grande diferenca entre os
sexos foi observada na 242 semana, com uma elevada taxa de
reabsorcdo nas fémeas hipertensas. Os autores puderam observar uma
alteracdo no processo de remodelagao éssea, notando que a atividade de
reabsorgéo foi significantemente maior nos SHR, quando comparada com
controles normotensos, principalmente nas fémeas.

Apesar de varios estudos comprovarem a ag¢ao da HAS
nos mecanismos de remodelagdo Ossea, até entdo nenhum trabalho
havia verificado o processo de reparagao 0ssea em ratos hipertensos.

Em 2004, Pereira® realizou um estudo comparando o
processo de reparacdo O0ssea em ratos normotensos WKY e ratos tipo
SHR. Foi realizado um defeito 6sseo no fémur esquerdo dos animais de
ambos o0s sexos e, apos sete e 21 dias, os mesmos foram sacrificados.
Foram entdo realizadas as analises histologica e histomorfométrica da
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area do defeito 6sseo. Os resultados demonstraram que os animais
hipertensos apresentaram uma reparagao 6ssea mais avangada quando
comparados aos normotensos, sendo a reparagcao maior no periodo de 21
dias em todos os animais, sem diferenca entre os sexos.

Desde modo, ha indicacdo suficiente para utilizar ratos
SHR como um modelo para a investigacdo do reparo 0sseo, ja que 0s
mesmos apresentam inumeras alteragdes estruturais e metabdlicas
devido a doenga hipertensiva, com grande semelhanga ao que ocorre nos

humanos.

2.2 Bisfosfonatos e o tecido 6sseo

O osso €& um tecido conjuntivo especializado composto
por fases minerais e organicas, perfeitamente organizado para
desempenhar suas fungdes. Ele é formado por uma combinagdo de osso
compacto denso e 0sso esponjoso (trabecular). O osso compacto contém,
em média, cerca de 30% de matriz organica e 70% de sais. (DOUGLAS",
2002). Contudo, o osso recém-formado pode conter uma porcentagem
consideravelmente maior de matriz em relagéo aos sais.

A matriz organica do osso € constituida de 90 a 95% de
fibras colagenas tipo |, sendo o restante de substéncia fundamental e
proteinas nado-colagenosas. As fibras colagenas estendem-se
principalmente em torno das linhas de forga tensional, proporcionando ao
osso sua forga elastica. Além do colageno, encontramos também as
proteinas nao-colagenosas, tais como osteonectina, osteocalcina,
proteina morfogenética Ossea e sialoproteina Ossea. A substancia
fundamental é composta de liquido extracelular, glicoproteinas e
proteoglicanos, principalmente o sulfato de condrointina e &acido

hialurénico. A matriz organica, quando o0 o0sso se apresenta
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descalcificado, cora-se com os corantes especificos do colageno (TEN
CATE®®, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO®, 2004).

O tecido 6sseo é distinguido dos outros tecidos pela
presencga de fosfato e calcio mineral ao longo das fibras colagenas, como
a hidroxiapatita [Ca1o(PO4)sOH>], que incorpora em sua estrutura outros
ions e sais, sendo o principal componente mineral constituinte do osso e o
elemento essencial responsavel pela funcdo de apoio mecanico
(DOUGLAS", 2002).

Devido a sua dinédmica, o tecido Osseo esta
constantemente sofrendo remodelacdo, um processo complexo que
envolve a reabsorgdo do osso numa superficie em particular, seguida por
uma fase de formagao éssea. Em adultos normais, ha um equilibrio entre
a quantidade de osso reabsorvido pelos osteoclastos e a quantidade de
osso formado pelos osteoblastos (FROST?, 1964). No entanto, algumas
doengas como a osteoporose, doenca de Paget e hipercalcemia da
malignidade s&o caracterizadas pela prevaléncia da reabsorg&o dssea.

Os bisfosfonatos sdo compostos quimicos conhecidos
pela sua afinidade pela hidroxiapatita e constituem uma classe unica de
drogas caracterizadas farmacologicamente por sua capacidade de inibir a
reabsorgdo dssea (LIN*, 1996).

S&o considerados analogos sintéticos da substancia
endégena denominada pirofosfato (P-O-P), o qual se encontra
naturalmente presente no soro e na urina, atuando como um regulador
fisiolégico da calcificacdo e da reabsorcdo Ossea. A acgdo dos
bisfosfonatos deve-se a semelhanga estrutural com esse grupo de
compostos. No entanto, a sua estrutura se caracteriza pela ligagao P-C-P,
contendo o atomo de carbono substituindo o atomo central de oxigénio.
Esta modificagdo torna os bisfosfonatos mais resistentes a degradagéo
enzimatica no organismo, com uma meia-vida biolégica maior suficiente
para influenciar o metabolismo 6sseo (FLEISCH'®, 1997; CASTRO et
al."', 2004).
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A possibilidade de configuragbes variadas da molécula
dos bisfosfonatos, através de alteragbes nas suas cadeias laterais,
oferece uma grande adaptabilidade quimica a esses compostos,
resultando em diferencas farmacologicas importantes (KULAK &
BILEZIKIAN>®, 2000).

Para Geddes et al.?* (1994) os bisfosfonatos se
caracterizam pela presenca de dois grupos fosfonatos ligados a um atomo
de carbono geminal unico (P-C-P), que possui duas cadeias laterais com
estruturas variaveis R1 e R2. Os dois grupos fosfonatos e a cadeia lateral
R1 séo os principais determinantes da afinidade pelo mineral 6sseo, com
um grupo hidroxila ressaltando essa caracteristica, que pode variar de um
composto para outro. A cadeia R2 determina a poténcia anti-reabsortiva,
com os grupos amino ou pirinidil, contendo nitrogénio.

Ja na metade do século XIX, um dos primeiros
bisfosfonatos a ser sintetizado foi o acido etano-1-hidroxi-1,1-bisfosfénico
(etidronato), cujo principal objetivo era ser utilizado como aditivo para
detergentes (BIOMEN®, 1995). Mas logo foram observados seus efeitos
fisiolégicos, como a capacidade de inibir a reabsorgéo 6ssea (LOVDAHL
& PIETRZYK?®, 1999). A partir desta observacdo, iniciaram-se pesquisas
para a sintese de diversos outros bisfosfonatos e para a avaliacdo de
seus efeitos fisiologicos.

De acordo com sua composi¢ao quimica e poténcia, os
bisfosfonatos podem ser agrupados em farmacos de primeira, segunda e
terceira geragdo. Os bisfosfonatos que contém um atomo de nitrogénio
primario em uma cadeia alquilica (pamidronato e alendronato) podem ser
10 a 100 vezes mais potentes que o etidronato e o clodronato. Entre os
mais potentes estdo aqueles contendo o atomo de nitrogénio em um anel
heterociclico (risedronato, ibandronato e zoledronato) (GEDDES et al.?,
1994; RUSSEL et al.®°, 1999).
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Os bisfosfonatos sdo farmacos que apresentam baixa
absorcdo intestinal em humanos, com biodisponibilidade de cerca de
0,7% para o alendronato, 0,3% para o pamidronato, 3 a 7% para
etidronato e 1 a 2% para clodronato (LIN*®, 1996). Sua baixa absorgao
ocorre devido a sua baixa lipofilicidade, o que dificulta o transporte
através do epitélio. Além do mais, sdo moléculas relativamente grandes,
negativamente carregadas no pH intestinal, formando complexos com o
calcio, o que dificulta sua absor¢ao (KULAK & BILEZIKIAN®, 2000).

A excregdo renal € a unica forma de eliminacdo dos
bisfosfonatos. Apos a administracao intravenosa, desaparecem do plasma
rapidamente, com uma meia-vida de uma a duas horas. Por outro lado,
quando incorporada ao 0sso, a droga sO € liberada quando este sofre
reabsorgéo. Os bisfosfonatos ligam-se preferencialmente ao tecido 6sseo
que apresenta altas taxas de remodelagéo, devido a grande exposi¢céo da
hidroxiapatita nesses sitios (LIN*®, 1996).

Os bisfosfonatos apresentam poucos efeitos adversos. O
etidronato pode causar inibicdo da mineralizagdo normal dos 0ssos,
originando fraturas (FERNANDES'®, 2005). Alguns bisfosfonatos podem,
ainda, provocar efeitos inflamatorios indesejaveis, como febre em 10 a
50% dos pacientes, bem como estimulando a producao de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e TNF-a) em humanos e em animais (SUGAWARA et
al.®®, 1998; YAMAGUCHI et al.®%, 2000). Quando administrados por via
oral, podem provocar disturbios gastrintestinais.

A sua utilizagdo clinica tornou-se uma alternativa para o
tratamento de uma variedade de patologias caracterizadas pela
reabsorgéo O0ssea, como a doencga de Paget, hipercalcemia associada a
malignidade e na prevencao e no tratamento da osteoporose (FLEISCH'®,
1997; KULAK & BILEZIKIAN®®, 2000). Também t&m sido empregados nos
procedimentos cirurgicos odontologicos e no tratamento da doenca
periodontal, com o objetivo de diminuir as perdas de tecido &sseo
(MERAW et al.*?, 1999; TENENBAUM et al.*®, 2002).
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O tratamento com os bisfosfonatos leva a um aumento da
densidade mineral do tecido &sseo, que tem sido atribuido a uma
diminuicdo da remodelagdo Ossea. No entanto, seus verdadeiros
mecanismos de acgdo sdo ainda pouco conhecidos (WEINREB et al.”®,
1994; LIN*, 1996; ALENCAR et al.”, 2002).

Todos os bisfosfonatos se ligam ao osso através da sua
estrutura P-C-P, que colabora para a incorporagao rapida ao tecido e para
sua acao seletiva no esqueleto. Inicialmente, acreditava-se que apéds a
adsorcdo Ossea, apenas um mecanismo fisico-quimico fosse suficiente
para sua acgdo. Devido a grande afinidade pelos cristais de calcio, ha a
formacdo de complexos com a hidroxiapatita do osso, acarretando em
modificagbes na sua estrutura cristalina e inibindo seu crescimento,
agregacdo e dissolugcdo (RODAN & FLEISH®®, 1997; CASTRO et al.",
2004). Nos ultimos quinze anos se tornou importante o estudo dos
fendbmenos celulares que também estdo envolvidos no mecanismo de
acao desses farmacos.

Sabe-se que a inibicdio da reabsorcao Ossea
proporcionada pelos bisfosfonatos € mediada por uma agao direta sobre
os osteoclastos. O farmaco presente nas lacunas de reabsorcdo €
assimilado por essas células, podendo afetar o seu metabolismo
intracelular e induzir a apoptose (SATO et al. ®', 1991; ROGERS et al. **,
1999; NEVES et al.**, 2002).

Evidéncias sugerem que os bisfosfonatos inibem a
reabsorcdo Ossea por meio de alteracbes nas bordas “em escova” dos
osteoclastos e por meio do aumento de sua permeabilidade ao calcio e a
outros ions, afetando a atividade celular e sua sobrevivéncia (SATO et
al.’’, 1991). Através de uma agdo indireta, os bisfosfonatos também
inibem a diferenciacdo e o recrutamento dos osteoclastos para a
superficie éssea. Essa agao é, em parte, mediada pelos osteoblastos, que
passam a produzir um fator inibidor de recrutamento dos osteoclastos
(FLEISCH™, 1997).
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Outros estudos sugerem, ainda, a agéo dos bisfosfonatos
sobre a proliferagdo dos osteoblastos, com importante acdo na formagcao
6ssea (GIULIANI et al.®®, 1998; REINHOLZ et al.>®, 2000; IM et al.®,
2004). Segundo os autores, os efeitos observados até entdo, parecem
depender da droga, concentragdo empregada e forma de administragao.

Garcia-Moreno et al.?' (1998) analisaram o efeito direto do
alendronato, nas concentragées de 10" a 10”"°mol/L, sobre a viabilidade
celular, a sintese de colageno e a capacidade de mineralizagdo de
osteoblastos normais humanos em cultura. As concentragdes entre 10° e
10"?mol/L ndo exerceram efeito na capacidade proliferativa celular, no
entanto, em concentragao igual ou maior que 10“mol/L, a viabilidade das
células osteoblasticas foi afetada. A sintese de colageno diminuiu apés a
incubagdo com alendronato, mas nenhum efeito da droga foi observado
sobre o depodsito de calcio por osteoblastos na concentragdo igual ou
menor que 10°mol/L.

Giuliani et al.® (1998) realizaram estudo in vitro,
investigando a ac&o do etidronato e do alendronato sobre cultura de
células da medula o¢ssea de ratos e de humanos, mensurando a
quantidade de unidade formadora de colénias para fibroblastos (CFU-F) e
de unidade formadora de colbnias para osteoblastos (CFU-OB). Os
resultados demonstraram que nas culturas de medula 6ssea de ratos, o
etidronato estimulou, significativamente, a formagao de CFU-F, com efeito
maximo numa concentragdo de 10mol/L, enquanto o alendronato
apresentou um efeito bifasico, estimulando quando a concentracbes
menores que 10”mol/L e sendo inibidor em concentracdes maiores. A
formagdo de CFU-OB na medula 6ssea de ratos também foi inibida por
ambas as drogas nas suas maiores concentragbes, mas foi
significativamente estimulada quando estas foram mais baixas. No caso
das culturas de células de medula 6ssea humana, o alendronato
aumentou a formacao de CFU-F e de CFU-OB, havendo o efeito maximo
do farmaco na concentragdo de 10™°mol/L.
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A partir do estudo in vivo realizado em ratas, Giuliani et
al.® (1998) observaram a agdo dos bisfosfonatos na formagdo de
precursores dos osteoblastos na cultura de células da medula Gssea
desses animais. Um primeiro grupo de ratas jovens recebeu,
semanalmente, inje¢cdes subcutaneas de etidronato (0,3mg/kg, 3mg/kg, e
30mg/kg) ou alendronato (0,3ug/kg, 3pg/kg, e 30pg/kg). O segundo grupo
era composto de ratas mais velhas, que receberam injecbes de ambos os
bisfosfonatos, nas suas dosagens mais baixas. Apos um més de
experimento, o etidronato (0,3 mg/kg e 3mg/kg) e o alendronato (0,3ug/kg
e 3ug/kg) causaram um aumento significativo no numero de CFU-F na
cultura de células da medula 6ssea de ambos os grupos de animais. Os
autores sugerem que os bisfosfonatos podem ter influéncia relevante
sobre as células da linhagem osteoblastica, diferente de sua agao
inibitéria sobre os osteoclastos.

Reinholz et al.*® (2000) estudaram a agao direta de varios
bisfosfonatos sobre cultura de células osteoblasticas de fetos humanos,
avaliando a proliferagcéo celular, a expressao génica e a formagao éssea.
O pamidronato e o =zoledronato estimularam a diferenciagdo dos
osteoblastos e aumentaram a formacédo 6ssea. No entanto, no caso do
pamidronato, os efeitos diminuiram com o aumento da dose. O
pamidronato nao induziu a proliferacdo das células osteoblasticas, mas
aumentou sua citodiferenciagdo, com produg¢do de grande quantidade da
proteina celular total, da FAO e de colageno tipo I, ou seja, havendo a
maturagao dessas células para uma fase de deposicdo de matriz éssea.

Im et al.?® (2004) estudaram os efeitos do alendronato e
do risedronato sobre cultura de células osteoblasticas e observaram que
ambos os bisfosfonatos aumentaram significativamente o numero de
células quando comparados ao grupo controle, atingindo maiores niveis
de proliferagdo na concentragdo de 10°mol. Observaram ainda acéo
aumentada da FAO, bem como um aumento da expressdo génica da

proteina morfogenética Ossea-2 (BMP-2), colageno tipo | e da
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osteocalcina. Os autores concluiram que os bisfosfonatos, além de
apresentarem importante papel na inibicdo da reabsor¢do Ossea pelos
osteoclastos, s&o promotores da proliferacdo e maturacdo dos
osteoblastos.

2.2.1 Alendronato sédico e a reparacgao tecidual

Dentre os bisfosfonatos, o alendronato de sédio é um dos
mais potentes aminobisfosfonatos. E um sal monosédico trihidratado,
derivado do acido alendrénico, caracterizado como um pd branco
cristalino, soltivel em agua e com pH de quatro a cinco (SWEETMAN®®,
2002).

De acordo com Budavari et al.® (1996) o farmaco é
quimicamente  descrito como  4-amino-1-hidroxibutilideno-1, 1-
bisfosfonato, com férmula estrutural C4H{3NNaO;P,.3H,0 de peso
molecular 325,10g. Sua composi¢do, formada com quatro carbonos e
uma cadeia lateral do grupo amina, inibe a reabsor¢do 0ssea causada
pelos osteoclastos.

O alendronato de sdédio, um bisfosfonato de segunda
geragdo, foi o primeiro largamente utilizado que apresentou dados
convincentes sobre sua eficacia na reducao de fraturas em pacientes com
osteoporose. E também um potente inibidor da reabsorcdo 6éssea in vitro,
em experimentos animais e em pacientes com doenga de Paget (REDDY
etal.”®, 1995; FLEISCH", 1997; KULAK & BILEZIKIAN>*, 2000).

O primeiro medicamento contendo alendronato de sodio
foi langado pela Merck Sharp & Dohme (Fosamax® - comprimidos de 10 e
70mg) e recebeu a aprovagdo do FDA para comercializagdo e uso em
1995. No Brasil, o farmaco encontra-se disponivel para administracao

oral, em comprimidos de alendronato monossédico, na forma triidratada
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ou nao, apresentando doses de 5, 10 e 70mg de acido alendrénico por
comprimido. Em fevereiro de 2004 foi registrado, no pais, o primeiro
medicamento genérico fabricado pela empresa Biossintética (comprimidos
de alendronato de sédio 10mg) (FERNANDES™, 2005).

Sabe-se que o alendronato atua sobre as células 0sseas,
porém seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem definido. Estudos
demonstram que o farmaco se incorpora ao 0sso nas lacunas de
reabsorcdo e s6 sera liberado localmente durante o processo de
reabsorcdo Ossea devido a acidificagdo do meio, aumentando sua
concentragdo abaixo dos osteoclastos. Isso interfere no processo de
reabsorcdo o6ssea e na formacdo das “bordas em escova” dos
osteoclastos (SATO et al.’’ 1991). O mecanismo responsavel, pela agao
direta sobre os osteoclastos e seus precursores, parece estar relacionado
com a inibigdo da via do mevalonato (FISHER et al."®, 1999).

Apesar de comprovada a sua agao sobre os processos de
reabsorcao dssea, poucos sao os estudos que demonstram uma atividade
relevante na reparacgao tecidual, inclusive no reparo 6sseo.

Weinreb et al.”® (1994) testaram em macacos a eficacia
do alendronato na reducédo da reabsorgcdo éssea provocada por doenca
periodontal induzida. Vinte e sete animais foram divididos em trés grupos,
0s quais receberam por via endovenosa solug¢do salina (placebo), solugao
de alendronato 0,05mg/kg ou 0,25mg/kg respectivamente, a cada duas
semanas, durante 16 semanas. Os resultados das analises radiograficas
e histomorfométricas demonstraram que apenas o grupo tratado com
alendronato 0,05mg/kg obteve reducéo significativa da reabsor¢cado 6ssea
alveolar induzida pela periodontite experimental, e que ndo se percebeu
efeito da medicagdo usada na concentracdo de 0,25mg/kg. Os autores
sugerem que o alendronato, bem como os horménios e fatores de
crescimento, apresentam uma resposta bifasica, ou seja, que diferentes

concentragbes de alendronato podem dar diferentes resultados, dai a
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necessidade de mais estudos para se determinar a relagcdo dose-efeito
desse farmaco.

Reddy et al.®® (1995) utilizaram o alendronato em caes
com doenga periodontal, administrado por via oral na concentracdo de
3mg/Kg, semanalmente por um periodo de seis meses. Em seus
resultados, puderam observar a diminuicdo da mobilidade dentaria e,
através de analise histomorfométrica, concluiram que esse bisfosfonato
reduziu a perda Ossea relativa a progressao da doenga periodontal, com
um aumento significante da densidade 6ssea dos animais medicados,
comparados aos animais do grupo ndo medicado.

Através de estudo realizado em ratos, Yaffe et al.®" (1997)
demonstraram pela primeira vez a ag¢ao local positiva do alendronato
sobre a reabsorgcédo alveolar provocada apds a confecgcdo de retalhos
mucoperiosteais em cirurgia periodontal. A cirurgia foi realizada na regiao
de pré-molar e molar mandibulares, com a exposi¢do do osso alveolar e
colocagdao de uma membrana embebida em 0,025ml de alendronato
sobre o mesmo. A solugdo foi preparada dissolvendo 20mg de
alendronato em 1ml de solugéo salina. Os autores observaram que houve
uma redugao significativa da reabsorgdo 6ssea ao final do experimento,
com manutengao de 90% do osso, comparado ao grupo controle.

Meraw et al.*? (1999) avaliaram, em caes, o efeito da
aplicacao local do alendronato na regeneragédo 0ssea guiada ao redor de
implantes dentarios. Foram colocados quatro tipos de implantes, todos
protegidos por uma membrana de colageno reabsorvivel: implante de
hidroxiapatita revestido por alendronato, implante de titanio revestido por
alendronato, implante de hidroxiapatita e implante de titanio. Os
resultados observados apds 28 dias comprovaram que o alendronato
contribuiu para a osseointegragdo em ambos os tipos de implante
(hidroxiapatita e titanio).
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Binderman et al.* (2000) realizaram um estudo em ratos
para observar a efetividade da aplicacao local de alendronato na redugéao
da reabsorgdo Ossea alveolar apds a realizagao de cirurgia periodontal
nesses animais. Num primeiro experimento, foi confeccionado retalho
mucoperiosteal e os autores aplicaram, sobre o 0sso alveolar exposto,
uma membrana embebida em diferentes concentragdes de alendronato
(0, 10, 50, 200 ou 400ug/ml). Num segundo experimento, a membrana
com alendronato (0, 50, 200 ou 400ug/ml) foi colocada numa regido a
distdncia do sitio cirurgico, na regido esquerda da submucosa
mentoniana. Foi realizada analise radiografica dos processos alveolares e
os resultados demonstraram que a aplicagao topica de 200 e 400ug/ml de
alendronato foi significativamente efetiva na reducdo da perda éssea
alveolar. A aplicagdo a distéancia de 400ug/ml de alendronato também
diminuiu a reabsor¢cdo alveolar, sugerindo uma agao sistémica do
farmaco.

Silva® (2000) estudou a agdo do alendronato na
reparagdo Ossea de ratas ovarectomizadas. A amostra incluia quatro
grupos constituidos por nove ratas ovarectomizadas adultas e em cada
animal foi realizada uma lesdo na tibia. O grupo controle nao foi
medicado, enquanto os outros trés receberam na agua de beber doses
diarias de 0,25mg/Kg, 0,50mg/Kg, 0,75mg/Kg de alendronato. Apds os
periodos de trés, sete e 14 dias de experimento, as ratas foram
sacrificadas. Os resultados histologicos revelaram maior formagéo Gssea
nos grupos medicados com doses mais elevadas de alendronato. O grupo
de 14 dias, com dose de 0,50mg/Kg, apresentou trabéculas mais maduras
e organizadas, sugerindo um processo de remodelacdo Ossea mais
desenvolvido, demonstrando a acdo dose-dependente do alendronato
sodico.

Fayad™ (2001) avaliou as a¢des de duas formulagdes de
bisfosfonatos no processo de reparagcao 6ssea em defeitos realizados em
mandibula de ratos. Esses animais foram divididos em cinco grupos,
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sendo: um controle, um medicado com alendronato durante dez dias,
iniciando o tratamento no dia da cirurgia; um medicado com clodronato
durante dez dias, iniciando o tratamento no dia da cirurgia; um medicado
com alendronato durante dez dias, iniciando o tratamento cinco dias antes
da cirurgia e um medicado com clodronato durante dez dias, iniciando o
tratamento cinco dias antes da cirurgia; todos na dose de 1mg/Kg/dia. O
autor concluiu que o alendronato e o clodronato nao estimularam a
reparagao 0ssea neste modelo experimental e que a administragcéo prévia
a confeccdo do defeito ndo apresentou acdo benéfica no processo de
reparo.

Fernandes'® (2002) avaliou a acéo do alendronato sédico
e sua associacdo com hidroxiapatita pura granular na reparagdo de
defeitos 0sseos na mandibula de coelhos. Foram utilizados 27 animais,
divididos em trés grupos: grupo controle, grupo medicado com
alendronato sodico e grupo medicado associado com preenchimento do
defeito com a hidroxiapatita. O alendronato foi administrado via oral numa
dose de 1mg/Kg nos grupos medicados. Apos os periodos de 14, 21 e 28
dias, os animais foram sacrificados e os resultados demonstraram que
nao houve diferenca entre os tratamentos, apenas entre os periodos de
observacdo. Concluiu-se que o uso do alendronato sédico e sua
associacdo com a hidroxiapatita n&o interferiram na reparagcdo Ossea
nesse modelo experimental.

Matsura*® (2003) avaliou a agdo do gel de alendronato de
sédio na reparacdo de defeitos infra-60sseos periodontais em humanos.
Posteriormente aos procedimentos basicos de orientagcdo de higiene
bucal, raspagem e aplanamento corono-radicular, foi realizado o
tratamento cirargico de 28 defeitos periodontais infra-6sseos de duas a
trés paredes em dentes unirradiculares, com bolsas periodontais maiores
ou iguais a 4mm. Os grupos controle e teste apresentaram retragao
gengival e redugdo da profundidade clinica de sondagem noventa dias
apos os procedimentos cirurgicos. Houve, no grupo controle, ganho
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clinico de inser¢édo médio de 0,85mm, o0 que nao ocorreu no grupo teste.
O autor nado verificou alteragdo estatisticamente significante no tecido
0sseo em nenhum dos grupos

Kawata et al.** (

2004) analisaram o efeito do alendronato
sédico numa concentracdo de 10™mol dissolvido em solugao salina, sobre
a reabsorcao de enxerto 0sseo inserido no subcutaneo de camundongos.
Os autores notaram que no grupo ndo medicado (controle), o enxerto
desapareceu apos cinco semanas. Ja no grupo experimental, no qual o
enxerto O0sseo foi embebido na solugcdo de alendronato, houve uma
reabsorgdo Ossea de somente 20 a 40% no mesmo periodo. O grupo
experimental também foi subdivido em dois grupos que receberam ou nao
injec&o intraperitoneal de alendronato apds cinco semanas da realizagao
do enxerto. O grupo medicado demonstrou reducdo significativa no
numero de osteoclastos apds nove semanas da cirurgia. Os autores
puderam concluir que o alendronato na concentragdo de 10™*mol inibiu a
reabsorcao 6ssea do enxerto 6sseo ectopico.

Reddy et al.>* (2004) formularam um gel com alendronato
e avaliaram sua agao por seis meses, no tratamento de lesdes dsseas
decorrentes de periodontite em humanos. Os resultados revelaram uma
melhora significativa nos parametros clinicos estudados (indice gengival,
profundidade de bolsa periodontal e nivel de insergao clinica), além de
demonstrarem um potente efeito inibitério sobre a reabsorgéo 6ssea e um
aumento na formacao 6ssea local.

Altundal & Giivener? (2004) estudaram o efeito do
alendronato na inibicdo da reabsorcdo éssea alveolar apds extracdo
dentaria de ratos WKY machos. Os animais foram divididos em trés
grupos: um grupo controle, um grupo tratado com solugdo salina
diariamente e um grupo tratado com alendronato subcutaneo,
administrado diariamente a 0,25mg/Kg. Os resultados demonstraram que
a reabsorcao 6ssea alveolar vestibulo-lingual foi significativamente menor

que aquela encontrada nos outros grupos. Os autores também
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encontraram uma reducado significativa dos niveis de calcio sérico e
urinario, além de um menor numero de osteoclastos presentes na regiéo,
revelando a supressdo da reabsorgdo Ossea alveolar no grupo tratado
com alendronato.

Shibata et al.®® (2004) avaliaram o efeito do tratamento
local prévio com alendronato em raizes de molares para reimplante
dentario, avaliando a fungdo de suporte do ligamento periodontal
cicatrizado apos sete, 14 e 21 dias. Os autores concluiram que o
tratamento prévio com alendronato, quando comparado ao grupo controle
tratado apenas com solugdo salina, inibiu a formacdo de tecido
mineralizado no periodonto e a inibiu a anquilose, restaurando a fungao
de suporte do ligamento periodontal.

Correia (2005) avaliou a citotoxidade in vitro do
alendronato de sdédio sobre fibroblastos do ligamento periodontal de
humanos em cultura celular. O grupo controle G1 ndo recebeu medicagao
e os grupos G2, G3 e G4 receberam alendronato nas concentragdes de
10, 10° e 10" mol respectivamente, em diferentes tempos experimentais.
Os resultados mostraram que as culturas tratadas com a maior
concentragdo da droga (G2), apresentaram porcentagens de viabilidade
celular significantemente menores, que as dos outros grupos (G1, G3 e
G4) nos tempos de 12 e 24 horas. O grupo G2 apresentou crescimento
significantemente menor que dos demais grupos. A autora concluiu que o
alendronato de sddio, em contato direto com os fibroblastos do ligamento
periodontal em cultura, é citotéxico em concentragdes mais elevadas (10
e 10° mol).

Jaime et al.® (2005) estudaram a influéncia da
administragdo local de alendronato sodico no reparo 6sseo em ratas
ovarectomizadas. Foram utilizadas 24 ratas, que sofreram ovarectomia ou
falsa-ovarectomia aos trés meses de idade, e apos o periodo de um més,
foram submetidas a cirurgia de confec¢ao do defeito de 8mm de didmetro
na regido da calvaria. Os animais do grupo teste tiveram o defeito 6sseo
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preenchido com esponja de colageno reabsorvivel embebida em solugao
de alendronato sédico na concentracdo de 20mg/ml e os do grupo
controle em solugao fisioldgica. Apds trinta dias da cirurgia, as ratas foram
sacrificadas e os resultados demonstraram que nao houve diferencga
estatisticamente significante em relagdo a formagdo &ssea entre os
grupos, apos a analise histomorfométrica. Histologicamente, todos os
grupos apresentaram-se muito semelhantes, com pouca formacéo éssea
nas bordas da les&o, que estava preenchida por tecido conjuntivo fibroso.
Os autores concluiram que a ovarectomia e/ou aplicacdo topica de
alendronato n&o influenciaram no reparo 6sseo na calvaria de ratas.

Fernandes'’ (2005) estudou a acao local do alendronato
sédico, da hidroxiapatita e da associagdo do alendronato com a
hidroxiapatita, no reparo 6ésseo de fémures de ratos. Um defeito ésseo
medindo 2,5mm de diametro foi confeccionado no fémur de 168 ratos, os
quais foram divididos em sete grupos de acordo com o material de
preenchimento utilizado: controle (sem preenchimento), amido,
alendronato 1mol, alendronato 2mol, hidroxiapatita 1mol, hidroxiapatita
2mol e alendronato mais hidroxiapatita. O exame histomorfolégico
demonstrou que, nos grupos sacrificados apos sete dias, observou-se
neoformagéo 6ssea com trabéculas imaturas em todos os grupos, exceto
nos animais machos nos quais o alendronato foi utilizado. Aos 21 dias, as
trabéculas praticamente fechavam o defeito na maioria dos espécimes
estudados. O autor concluiu que a reparacao 6ssea foi maior nas fémeas
do que nos machos, independente do periodo estudado. No entanto, os
resultados demonstraram que o alendronato sodico, associado ou néo a
hidroxiapatita, interferiu negativamente no processo de reparagao Ossea
neste modelo experimental.

Alguns estudos demonstram uma resposta tecidual
bifasica ao uso do alendronato de sodio, ou seja, a droga pode inibir ou
estimular a formagéo 6ssea dependendo da dose empregada e da forma
de administracdo (WEINREB et al.”®, 1994; SILVA®*, 2000; BINDERMAN
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et al.*, 2000; CORREIA'?, 2005). Uma vez que a sua administracdo pode
contribuir para a neoformacédo Ossea, investiga-se a acgado local de
diferentes concentracdes de alendronato sédico no processo de reparo

0sseo.



3 PROPOSIGAO

Estudar a acao local do alendronato sédico na reparagao
de defeitos 6sseos em fémures de ratos hipertensos (SHR) de ambos os

sexos, em diferentes periodos experimentais.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Esta pesquisa foi realizada seguindo os principios éticos
para a experimentagdo animal da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(Anexo A).

Foram utilizados oitenta ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), sendo quarenta machos e quarenta fémeas, com
aproximadamente seis meses de idade, pesando em torno de 300g. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciéncias
Biomédicas — USP e permaneceram durante o periodo experimental nas
dependéncias do Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP.

Os ratos ficaram acondicionados, durante todo o
experimento, em gaiolas coletivas a temperatura ambiente, recebendo

racao (Guabi — Nutrilabor) e agua ad libitum.
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4.2 Divisao dos grupos

Os oitenta animais foram divididos em quatro grupos
experimentais constituidos por vinte animais (Quadro 1): C (controle), Am
(amido), A1 (alendronato 1mol) e A2 (alendronato 2moles). Todos os
animais foram submetidos a cirurgia para confec¢gao de um defeito 6sseo.
No grupo controle (C) os ratos foram submetidos apenas a cirurgia, ndo
recebendo qualquer preenchimento do defeito. Os animais do grupo
amido (Am), apos serem submetidos ao ato cirurgico, receberam
preenchimento do defeito 6sseo apenas com o amido, excipiente utilizado
no experimento. Os animais do grupo (A1) receberam 1mol de
alendronato sdédico, associado ao amido, para completo preenchimento
do defeito d6sseo. Finalmente, o grupo (A2) teve o defeito cirurgico
totalmente preenchido por 2mol de alendronato sodico, também

associado ao amido.

Quadro 1 — Divisdo dos animais por grupos experimentais, numero e sexo

Grupos experimentais Machos Fémeas
Controle (C) n=10 n=10
Amido (Am) n=10 n=10

Alendronato 1mol (A1) n=10 n=10

Alendronato 2mol (A2) n=10 n=10

n = numero de animais
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4.3 Farmaco

O farmaco utilizado para preenchimento ésseo em nosso
estudo foi um bisfosfonato de segunda geragao, o alendronato sodico na
sua apresentagcao pura. O amido desempenhou papel de excipiente por
ser inerte ao alendronato. Para avaliar se ele influenciou ou n&o no
processo de reparo, realizamos também um grupo experimental utilizando
apenas o amido.

O alendronato sdédico e o amido empregados nesta
pesquisa foram cedidos pela Farmacia Escola da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara - UNESP.

Seguindo o protocolo desenvolvido por Fernandes'’
(2005) em sua pesquisa, foi realizada a administragdo local de
alendronato sédico na quantidade de 1mol (A1) e 2mol (A2) para o
preenchimento dos defeitos ésseos.

As proporgcdes dos materiais foram calculadas de acordo
com o peso molecular (PM) do alendronato sodico, que equivale a
325g/mol. O calculo das quantidades em peso foi realizada utilizando-se
0,01mol, para mensurarmos quantias volumétricas apropriadas ao
tamanho do defeito 6sseo, isto &, utilizamos 3,25g no grupo experimental
A1 e 6,59 no grupo experimental A2. Deste modo, foi possivel
acompanhar as definigdes ja estabelecidas por Fernandes'’ (2005), como
pode ser visto no Quadro 2. Com esta quantidade de material,
preenchemos 26% do defeito com alendronato sédico no grupo A1 e 52%
no grupo A2, sendo o restante dos defeitos 0sseos preenchidos com 74%
e 48% de amido, respectivamente.



Quadro 2 - Porcentagem e peso dos materiais utilizados (FERNANDES”,

2005)
_ % do material _
Material % de amido % total
peso em gramas
Hidroxiapatita 100%
0% 100%
(HA2) 12,444
Hidroxiapatita 50% 50%
100%
(HA1) 6,229 6,229
Alendronato 52% 48%
100%
(A2) 6,59 5,949
Alendronato 26% 74%
100%
(A1) 3,259 9,19¢g
Alendronato
+ 76% 24%
_ _ _ 100%
Hidroxiapatita 3,259 + 6,22¢g 2,97¢g
(A +HA)

Como se pode notar neste quadro, o autor tomou por
referéncia a hidroxiapatita (HA), por apresentar o maior PM, para calcular
as propor¢cdes porcentuais das substancias para o preenchimento de
100% do defeito 6sseo, nos diversos grupos experimentais.

Visto serem poucos os relatos na literatura que
padronizam a administragao local e a dose do alendronato sédico no
processo de reparo 6sseo, a opg¢ao pelas proporgdbes mencionadas no
Quadro 2 permitira comparar os nossos resultados com os obtidos por
Fernandes'’ (2005). Seguindo a mesma linha de pesquisa desenvolvida
por este autor, estabelecemos entdo, bases adequadas para comparagao

dos resultados em relagéo a reparacao ossea.
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Os materiais foram pesados em balanga de precisdo (AB
204 - Metter Toledo) e misturados através de agitacdo, conforme
recomendacgdes de manipulagao, tendo sido posteriormente armazenados

em frascos de vidro.

4.4 Procedimentos cirurgicos

As cirurgias foram realizadas na sala cirurgica do Biotério
da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP, a qual
recebeu adequada limpeza e desinfec¢cédo das suas superficies, anterior a
utilizacdo de campos cirurgicos estéreis. No momento da cirurgia, o
operador e o auxiliar estavam devidamente paramentados com
equipamento de protegédo individual (avental, gorro, mascara, luvas e
oculos de protegdo). Todo o instrumental cirurgico estava adequadamente
esterilizado para o uso.

Foi realizado um procedimento cirurgico para a confec¢ao
de um defeito ésseo de 2,5mm de didmetro no fémur esquerdo de todos
0s animais envolvidos no experimento.

Uma vez realizada a pesagem prévia dos animais, estes
receberam indugdo anestésica, empregando-se uma mistura de solugao
aquosa de cloridrato de xilasina a 2% (Rompun — Bayer do Brasil),
medicamento sedativo e relaxante muscular, e de ketamina base
(Dopalen - Agribrands do Brasil), anestésico geral, na propor¢ao de 1:0,5
respectivamente. A dosagem da solugédo injetada foi de 0,1ml/100g,
utilizando-se uma seringa descartavel de 1ml por via intramuscular.

ApOs a anestesia, foi realizada a depilagdo da regido do
fémur esquerdo e a antissepsia da pele com solugdo aquosa de
polividona, com 10% de iodo ativo, por friccdo com gaze estéril.

Posteriormente, com uma lamina de bisturi n®15 montada em cabo Bard &
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Parker, realizou-se uma incisdo longitudinal ao fémur de
aproximadamente 2,5cm de extensao, na pele e na fascia muscular da
regiao do tergo distal do fémur esquerdo (Figura 1a).

A divulsdo da musculatura foi realizada utilizando-se
tesoura reta de ponta romba (Figura 1b), para posterior incisédo e
descolamento do peridsteo até a completa exposicdo do tecido Osseo
(Figura 1c).

A confeccdo do defeito dsseo foi realizada utilizando-se
uma broca trefina de 2,5mm de didmetro externo, no local de maior
extensdo lateromedial da regido distal da diafise do fémur, até o
rompimento da cortical 6ssea externa (Figura 1d). Todo procedimento
recebeu abundante irrigagdo com solugdo de cloreto de sédio estéril a
0,9%.

Os materiais foram levados para o interior do defeito
através da utilizagdo de um porta-amalgama, e acomodados com o auxilio
de um condensador, misturando-se ao sangue proveniente da propria
ferida cirurgica (Figura 1e). O preenchimento dos defeitos 6sseos seguiu
a especificacdo do material correspondente a cada grupo:

a) Grupo Controle (C): ndo foi realizado o preenchimento

do defeito;

b) Grupo Amido (Am): o defeito foi completamente
preenchido com amido (excipiente);

c) Grupo 1mol de alendronato (A1): o defeito foi
completamente preenchido com 3,25g de alendronato
sédico e 9,19g de amido;

d) Grupo 2mol de alendronato (A2): o defeito foi
completamente preenchido com 6,50g de alendronato

sédico e 5,94g de amido.
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Posteriormente, foi realizada a irrigagdo da musculatura e
pele com soro fisiolégico e os tecidos foram delicadamente
reposiocionados por meio de sutura da camada muscular com fio
absorvivel (Cirumédica n° 4) e da pele com fio seda (Ethicon — Johnson &
Johnson n° 4). Apds a sutura, nova antissepsia da pele foi efetuada com
solug&o aquosa de polividona (Figura 1f).

Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas,
levando em média trinta minutos para retornarem do estado de analgesia,
quando se verificava a retomada dos reflexos normais, através da

resposta ao estimulo do membro inferior.
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4.5 Sacrificio

O sacrificio dos animais foi executado por meio de
anestesia e decapitacdo em guilhotina, decorridos sete e 21 dias da data

da cirurgia (Quadro 3).

Quadro 3 — Divisdo dos animais em grupos e periodo de sacrificio

Tempo de Sacrificio
Grupos
7 dias 21 dias

Macho n=>5 n=>5

Controle (C)
Fémea n=>5 n=>5
Macho n=>5 n=>5

Amido (Am)
Fémea n=>5 n=>5
Alendronato Macho n=>5 n=>5
1mol (A1) Fémea n=>5 n=>5
Alendronato Macho n=>5 n=>5
2mol (A2) Fémea n=>5 n=>5

n = numero de animais

4.6 Analise do defeito 6sseo

Os fémures esquerdos dos animais foram removidos e
fixados em solugcédo de formaldeido a 10% durante o periodo minimo de
48 horas. Apods a fixacao dos tecidos, as pecgas foram descalcificadas em
solucdo de acido formico a 20%, durante aproximadamente dez dias, no
Laboratério de Patologia Cirurgica da Disciplina de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo - USP. As
pecas foram, posteriormente, processadas e incluidas em blocos de
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parafina para que fossem confeccionados cortes transversais da area do
defeito, com aproximadamente 5um de espessura. As sec¢des foram
realizadas em toda extensdo do defeito, de forma semi-seriada e as

l&minas coradas com hematoxilina-eosina (HE).

4.6.1 Analise histomorfologica

Foram realizadas as avaliagbes histolégicas com relagao
ao tecido 6sseo neoformado em toda extensdo do defeito, sendo
observadas as caracteristicas das trabéculas Osseas imaturas e
remodelagdo das mesmas, dos espag¢os medulares e da remodelacao
O0ssea na superficie de corte. A morfologia das células Osseas
encontradas também foi analisada e descrita.

4.6.2 Analise histomorfométrica

Todas as laminas foram fotografadas na regido central do
defeito com um aumento original de cem vezes, através da camara digital
Cyber Shott modelo DSC-585 (Sony Corporation) acoplada ao
microscopio de luz Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkdchen, Alemanha).
As imagens foram visualizadas em um monitor de TV e, depois de
digitalizadas, foram transferidas para um microcomputador e submetidas
a analise histométrica da neoformacgao 6ssea. Para isso, foi empregado o
método da planimetria por contagem de pontos, utilizando o programa
Image-J (Versédo 1,32 para Windows), de dominio publico, do Instituto
Nacional de Saude (NIH), Bethesda, EUA.

Utilizou-se um reticulo quadriculado composto por dez
linhas verticais e dez horizontais, formando cem pontos de intersec¢do. O
reticulo posicionado sobre a regido central da imagem histolégica do
defeito 6sseo foi empregado para a conferéncia do numero de pontos de
interseccdo sobrepostos ao tecido ésseo neoformado. A partir de uma
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amostragem sistematica, foram selecionados para analise dois cortes
histologicos das laminas numero um, trés e cinco de cada animal. Desta
forma foram avaliados seis cortes por espécime, totalizando seiscentos
pontos analisados por animal. Os valores encontrados, entao

transformados em porcentagem, foram submetidos a analise estatistica.

4.6.3. Analise estatistica

Os resultados obtidos da analise histomorfométrica foram
submetidos a analise estatistica descritiva e a analise de variancia
(ANOVA), utilizando como nivel de significancia a margem de erro de 5%.
Foram analisados os tratamentos dos quatro grupos de animais (C, Am,
A1, A2), os dois periodos de observacgao (sete e 21 dias) e o sexo dos
animais (macho e fémea). Quando necessario, foi aplicado o teste de
comparacao multipla de Tukey (5%).

Para a realizacdo da analise estatistica e a confecg¢ao do
grafico, utilizou-se o software Statistica 6.0 e Excel 2003.



5 RESULTADOS

5.1 Analise histomorfolégica

Os cortes histologicos analisados referem-se aos fémures
de ratos SHR, que foram seccionados transversalmente na regidao do
defeito 6sseo.

Os animais apresentaram caracteristicas histologicas
distintas de acordo com o grupo experimental, o sexo e o periodo de
observagdo. Dessa forma, a descrigao histomorfoldgica dos espécimes foi
realizada separando os grupos por sexo e periodo de observacéo, para
facilitar a comparagado da neoformagéo 6ssea evidenciada nos diferentes
grupos experimentais.

Numa primeira vista panoramica dos cortes, pbéde-se
observar a cortical 6ssea do fémur, o canal medular, a area do defeito
0sseo e os tecidos moles adjacentes, como o tecido muscular
remanescente.

Os detalhes do processo de neoformagao Ossea foram
descritos numa maior aproximagao, sendo possivel evidenciar as
caracteristicas do tecido ostedide, das trabéculas ésseas e das células

osteogénicas.



61

5.1.1 Animais machos - sete dias

Na analise histologica dos espécimes, observava-se o
corte transversal do fémur na area do defeito 6sseo. Este apresentava
suas bordas nitidas e evidentes (Figura 2).

Ocupando a area do defeito 6sseo, foi encontrado um
tecido conjuntivo frouxo, bastante celularizado, com focos de hemorragia
(Figura 3a, 3b) e infiltrado inflamatério em todos os grupos experimentais.
O interior do canal medular caracterizava-se pela presenga de quantidade
variavel de tecido medular (Figura 2a, 2b, 2c, 2d).

Alguns espécimes dos grupos controle (C) e amido (Am),
ainda apresentavam focos de tecido ostedide imaturo em meio ao tecido
conjuntivo frouxo (Figura 3b).

Contudo, nos animais machos aos sete dias, n&o foi
observada a presenca de trabéculas Osseas organizadas na area do
defeito 0sseo (Figura 2; Figura 3).

Todos os espécimes referentes aos grupos alendronato
1mol (A1) e alendronato 2mol (A2) apresentavam uma rede de fibrina em
meio ao tecido conjuntivo na area do defeito 6sseo, com auséncia de
formagéo 6ssea. (Figura 3c e 3d) Alguns espécimes dos grupos tratados
com alendronato sédico também apresentavam degeneragao hidropica
(Figura 3c) no tecido conjuntivo.

Nesta fase, ndo se observava a presenca do peridsteo
sobre a area do defeito 6sseo. Em alguns espécimes, pdde-se observar o
tecido muscular recobrindo parcialmente a superficie do defeito 6sseo
(Figura 3c).

Uma caracteristica histologica marcante observada nos
animais dos grupos A1 e A2, em particular neste ultimo, foi a presenca de
formagbes Osseas extra-corticais subperiosteais na regido oposta ao

defeito Osseo, nas faces medial e lateral do osso (Figura 2d).



FIGURA 2 - SHR machos, sete dias (vista panoramica): a) grupo C: foco
de hemorragia na area do defeito; b) grupo Am: hemorragia
na area do defeito; ¢) grupo A1: rede de fibrina no
conjuntivo preenchendo o defeito; d) grupo A2: rede de
fiborina no defeito Osseo e tecido Osseo extra-cortical

subperiosteal neoformado (—) HE. Aumento original de 25x.
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O tecido 6sseo extra-cortical subperiosteal neoformado
mostrava caracteristicas de tecido ésseo imaturo, com poucas trabéculas
limitando amplos espagos medulares contendo tecido conjuntivo frouxo. O
periosteo e o tecido muscular recobriam o tecido 6sseo extra-cortical.



FIGURA 3 - SHR machos, sete dias (centro do defeito): a) grupo C:
tecido conjuntivo frouxo com foco de hemorragia na area
do defeito (¢); b) grupo Am: areas de hemorragia na area
do defeito (¢) e deposicdo de matriz ostedide (—); c)
grupo A1: rede de fibrina e degeneragdo hidropica no
tecido conjuntivo preenchendo o defeito; d) grupo A2:
rede de fibrina na area do defeito 6sseo (+). HE. Aumento
original de 100x.
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Animais fémeas - sete dias

As caracteristicas gerais visualizadas no grupo de animais
fémeas, aos sete dias, foram semelhantes aquelas observadas no grupo
anterior, dos animais machos, do mesmo periodo de observagao.

Numa vista panoramica, observava-se o fémur num corte
transversal, com as bordas do defeito dsseo visiveis nos espécimes de
todos os grupos estudados. O tecido muscular encontrava-se recobrindo
parcialmente o fémur dos animais (Figura 4).

Da mesma forma como foi constatado nos animais
machos, os defeitos 6sseos das fémeas também mostravam areas de
hemorragia no interior do tecido conjuntivo, principalmente nos espécimes
do grupo C (Figura 4a; Figura 5a). Outras vezes, a hemorragia ja se
mostrava substituida por um tecido conjuntivo bastante celularizado e
vascularizado (Figura 4b; Figura 5b).

Os espécimes dos grupos A1 e A2 apresentavam uma
rede de fibrina que se tornava evidente na area do defeito ésseo e, muitas
vezes, invadia o canal medular (Figura 4c; 4d; Figura 5c; 5d).

A presenca de focos de tecido ostedide no tecido
conjuntivo frouxo foi um achado histolégico encontrado em alguns
espécimes grupos C, Am e A2 (Figura 5d). Tal formagdo de matriz
ostedide nido foi encontrada nos animais do grupo A1. Ja nos animais
machos aos sete dias, nenhum grupo tratado com alendronato sodico
apresentava esse achado histologico.

A formacéo Ossea extra-cortical subperiosteal nas fémeas
também foi constatada nos animais tratados com alendronato sodico
(Figura 4c, 4d). Essa formacdo ossea ja se mostrava maior e mais
evidente nos animais fémeas quando comparado ao grupo de animais

machos.



Figura 4 - SHR fémeas, sete dias (vista panoramica): a) grupo C: foco de
hemorragia na area do defeito; b) grupo Am: auséncia de
hemorragia e presengca de tecido conjuntivo na area do
defeito; ¢) grupo A1: rede de fibrina no conjuntivo
preenchendo o defeito e formacdo Ossea extra-cortical
subperiosteal (—) d) grupo A2: rede de fibrina na area do
defeito 6sseo e detalhe da formacdo &ssea extra-cortical
subperiosteal (—). HE. Aumento original de 25x.



66



67

Aos sete dias, o tecido 0sseo extra-cortical subperiosteal
neoformado mostrava-se composto por trabéculas ésseas delgadas, que
se anastomosavam e limitavam amplos espag¢os medulares contendo
tecido conjuntivo frouxo. O tecido neoformado continha ostedcitos
volumosos em grande quantidade, que se encontravam abrigados em
amplas lacunas. O peridsteo e o tecido muscular recobriam o tecido

0sseo extra-cortical (Figura 10a).



Figura 5 - SHR fémeas, sete dias (centro do defeito): a) grupo C: foco de
hemorragia na area do defeito (—); b) grupo Am: tecido
conjuntivo frouxo com deposicdo de fibras colagenas; c)
grupo A1: rede de fibrina no conjuntivo preenchendo o defeito
(#); d) grupo A2: rede de fibrina (¢) e matriz ostedide na area

do defeito 6sseo (—). HE. Aumento original de 100x.
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5.1.3 Animais machos - 21 dias

A avaliagdo histomorfologica realizada nos grupos C e
Am, aos 21 dias, apresentava o fechamento do defeito 6sseo em toda a
sua extensdo, com a presenca de um tecido 6sseo neoformado que se
continuava com o tecido cortical adjacente ao defeito (Figura 6a, 6b).
Nesses espécimes, observava-se a presencga de trabéculas dsseas, que
se anastomosavam e limitavam espag¢os ocupados por tecido medular
(Figura 7a, 7b).

Em alguns espécimes dos grupos C e Am, foi observada
a presenca de um tecido conjuntivo fibroso recobrindo o tecido ésseo
neoformado, com o periosteo bem definido, (Figura 7a, 7b).

Nos espécimes do grupo A1, também se observava a
presenca de trabéculas 6sseas neoformadas, porém estas se mostravam
mais delgadas e com aspecto imaturo (Figura 7c). O osso trabecular
continha ostedcitos volumosos em grande quantidade, no interior de
amplas lacunas. Entre as trabéculas, observava-se a presenca de
grandes espagos medulares preenchidos com tecido conjuntivo frouxo,
ricamente celularizado e vascularizado (Figura 7c, Figura 10c).

No entanto, o tecido d6sseo neoformado n&o fechava
totalmente a extensdo do defeito nos espécimes do grupo Af.
Caracterizava-se por assumir um padrao histolégico distinto, no qual as
trabéculas O0sseas, ao nosso ver, se projetavam do canal medular em
diregdo a area do defeito (Figura 6c¢). Tudo indica que as trabéculas
Osseas se formaram a partir do endosteo adjacente a superficie de corte.
Essa caracteristica n&o foi observada em nenhum outro grupo de animais.

Nos defeitos 6sseos dos animais do grupo A2, somente
foi constatada a presenca de um tecido conjuntivo frouxo, com pequena
deposigao de tecido ostedide no seu interior (Figura 7d). Alguns casos
também mostravam areas de hemorragia presentes na area do defeito

o0sseo (Figura 6d; Figura 7d). Nos animais do deste grupo, néo se



Figura 6 - SHR machos, 21 dias (vista panoramica): a) grupo C: defeito
osseo fechado em extensao; b) grupo Am: anastomoses das
trabéculas na superficie externa do defeito; ¢) grupo A1:
trabéculas Osseas partindo do canal medular em diregcdo ao
defeito 6sseo (¢); d) grupo A2: rede de fibrina na area do

defeito 60sseo e neoformacé&o Ossea extra-cortical (—). HE.
Aumento original de 25x.
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evidenciava a formacao de trabéculas 6sseas maduras fechando o defeito
0sseo em toda sua extensao (Figura 6d; Figura 7d).

No grupo A1 e, principalmente, no grupo A2 observava-se
uma neoformacao Ossea extra-cortical subperiosteal, nas faces medial e
lateral do osso (Figura 6d). Aos 21 dias, o o0sso extra-cortical
caracterizava-se pela presenca de trabéculas 6sseas mais maduras,
regularmente distribuidas, que delimitavam espagcos medulares

preenchidos por tecido conjuntivo frouxo.



Figura 7 - SHR machos, 21 dias (centro do defeito): a) grupo C:
trabéculas Osseas anastomosadas limitando espacos
medulares com tecido conjuntivo frouxo b) grupo Am:
tecido 6sseo neoformado recoberto por peridsteo na area do
defeito 6sseo (—); ¢) grupo A1: trabéculas ésseas imaturas
e superficie externa da area do defeito 6sseo recoberta por
tecido conjuntivo fibroso; d) grupo A2: tecido conjuntivo,
com areas de hemorragia, deposi¢cédo de fibras colagenas e
tecido ostedide (—). HE. Aumento original de 100x.
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5.1.4 Animais fémeas - 21 dias

Os achados histologicos do tecido 6ésseo nos grupos C e
Am foram semelhantes aos encontrados nos machos ao 21 dias, havendo
o fechamento de toda a extensdo do defeito 6sseo na maioria dos
espécimes analisados (Figura 8a, 8b).

A porgédo mais externa do defeito 6sseo aparecia formada
por um tecido 6sseo mais maduro e compacto (Figura 9a, 9b), recoberto
por um tecido conjuntivo fibroso (Figura 9b). Em algumas regides
observavam-se areas de remodelamento 0sseo, evidenciando assim um
arranjo semelhante ao lamelar (Figura 10d).

O periosteo mostrava-se bem definido nos animais dos
grupos C e Am. Este se constituia por uma camada superficial de tecido
conjuntivo fibroso e uma camada profunda formada por osteoblastos
achatados (Figura 10d).

O tecido 6sseo neoformado, observado aos 21 dias,
mostrava-se formado por osso lamelar com lacunas contendo osteocitos
menos volumosos e achatados (Figura 10d). Os osteoblastos de formato
achatado margeavam as trabéculas ésseas.

No entanto, nos grupos A1 e A2 ndo se observava a
organizagao de trabéculas 0sseas na area do defeito (Figura 8c, 8d).
Constatava-se apenas a presenca de tecido conjuntivo frouxo (Figura 9c e
9d), com deposicdo de feixes de fibras colagenas dispostas
aleatoriamente, bem como a presenca de minima deposigdo de matriz
ostedide em alguns casos.

As formagdes Osseas subperiosteais na regido oposta ao
defeito O0sseo estavam presentes em todos os grupos tratados com
alendronato 1mol (A1) e 2mol (A2) e mostravam-se mais expressivas nos
animais fémeas quando comparado aos animais machos, aos 21 dias
(Figura 8c, 8d; Figura 10b). O tecido neoformado encontrava-se recoberto
pelo periosteo e tecido muscular (Figura 10b). Continha ostedcitos em



Figura 8 - SHR fémeas, 21 dias (vista panoramica): a) grupo C: defeito
osseo fechado em extensao; b) grupo Am: trabéculas dsseas
anastomosadas fechando todo o defeito; ¢) grupo A1: tecido
conjuntivo na area do defeito e neoformacdo Ossea extra-
cortical subperiosteal (—); d) grupo A2: tecido conjuntivo na
area do defeito e neoformacdo Ossea extra-cortical
subperiosteal (—). HE. Aumento original de 25x.
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grande quantidade, que se encontravam abrigados em lacunas de
menores propor¢des quando comparado aos animais dos grupos de sete
dias. Os espagos medulares contendo tecido conjuntivo frouxo e vasos
sanguineos também se mostravam reduzidos O osso apresentava maior
maturagdo, com caracteristicas evidentes de remodelagdo 6ssea, devido

a presenca das linhas reversas basofilicas (Figura 10b).



FIGURA 9 - SHR fémeas, 21 dias (centro do defeito): a) grupo C:
trabéculas Osseas anastomosadas delimitando espacgos
medulares; b) grupo Am: defeito 6sseo fechado por tecido
0sseo neoformado, recoberto por tecido conjuntivo fibroso
(—); c) grupo A1: tecido conjuntivo na area do defeito; d)
grupo A2: defeito preenchido por tecido conjuntivo frouxo.
HE. Aumento original de 100x.
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5.2 Analise histomorfométrica

A analise quantitativa da neoformacao 6ssea foi realizada
por contagem total de pontos de interseccdo do reticulo sobre as
trabéculas 6sseas neoformadas (P), correspondendo a analise de seis
cortes para cada animal estudado. Os resultados foram relatados em
numeros absolutos (P) e em média porcentual (P/600). A analise
histomorfométrica sera apresentada por grupos de acordo com 0 sexo
dos animais e os periodos de observacgao.

A Tabela 1 apresenta os dados obtidos no grupo controle
(C), aos sete dias, em machos e fémeas.

Tabela 1 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual* do grupo C no periodo de sete dias, macho e fémea

Periodo 7 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
C 35 0,0583 1 0,0017
C 10 0,0167 0 0,0
C 110 0,1833 15 0,0250
C 16 0,0267 65 0,0184
C 4 0,0067 9 0,0150

*média porcentual=P/600
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As Tabelas 2 a 4 apresentam os dados obtidos aos sete
dias, nos animais machos e fémeas, dos grupo amido (Am), alendronato

1mol (A2) e alendronato 2mol (A2), respectivamente.

Tabela 2 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo Am no periodo de sete dias, macho e fémea

Periodo 7 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
Am 8 0,0133 13 0,0216
Am 10 0,0167 0,0 0,0
Am 12 0,0200 10 0,0167
Am 0,0 0,0 0,0 0,0
Am 61 0,1017 3 0,005

*média porcentual=P/600

Tabela 3 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo A1 no periodo de sete dias, macho e fémea

Periodo 7 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
A1 0,0 0,0 0,0 0,0
A1 0,0 0,0 0,0 0,0
A1 0,0 0,0 0,0 0,0
A1 0,0 0,0 0,0 0,0
A1 0,0 0,0 0,0 0,0

*média porcentual=P/600
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Tabela 4 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo A2 no periodo de sete dias, macho e fémea

Periodo 7 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
A2 0,0 0,0 0,0 0,0
A2 0,0 0,0 0,0 0,0
A2 0,0 0,0 3 0,0075
A2 0,0 0,0 10 0,0167
A2 0,0 0,0 18 0,0300

*média porcentual=P/600

As Tabelas 5 a 8 apresentam os dados obtidos aos 21
dias, nos animais machos e fémeas, dos grupos controle (C), amido (Am),

alendronato 1mol (A1) e alendronato 2mol (A2), respectivamente.

Tabela 5 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo C no periodo de 21 dias, macho e fémea

Periodo 21 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
C 126 0,21 104 0,1733
C 151 0,2516 133 0,2217
C 164 0,2733 158 0,2633
C 183 0,305 159 0,265
C 162 0,27 243 0,405

*média porcentual=P/600
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Tabela 6 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo Am no periodo de 21 dias, macho e fémea

Periodo 21 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
Am 79 0,1320 189 0,315
Am 104 0,1733 252 0,420
Am 84 0,1400 250 0,4167
Am 172 0,2867 250 0,4167
Am 158 0,2633 240 0,40

*média porcentual=P/600

Tabela 7 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo A1 no periodo de 21 dias, macho e fémea

Periodo 21 dias

Grupo Macho Fémea
P Média P Média
A1 10 0,0167 0,0 0,0
A1 133 0,2217 11 0,0183
A1 94 0,1567 14 0,0233
A1 57 0,0950 11 0,0183
A1 120 0,20 3 0,0050

*média porcentual=P/600
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Tabela 8 - Resultado da contagem total de pontos (P) e valor em média
porcentual® do grupo C no periodo de 21 dias, macho e fémea

Periodo (21 dias)

Grupo Macho Fémea
P % P %
A2 2 0,0033 67 0,117
A2 0 0 36 0,06
A2 16 0,0267 29 0,0483
A2 0 0,0 36 0,06
A2 15 0,025 0 0,0

*média porcentual=P/600

5.3 Analise estatistica

Os dados obtidos a partir da analise histomorfométrica
foram submetidos a analise estatistica descritiva, destacando o valor
porcentual médio de neoformacao éssea e o desvio padrao para cada
grupo experimental. Trés fatores foram considerados na analise de
variancia (ANOVA): o tratamento realizado em cada grupo experimental
(C, Am, A1 e A2), o sexo dos animais (macho e fémea) e o periodo de
observagao (sete e 21 dias).

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados da
estatistica descritiva, obtidos com relagcdo aos diferentes grupos
experimentais, no periodo de sete dias, nos SHR machos.
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Tabela 9 - Estatistica descritiva referente aos grupos experimentais, no periodo
de sete dias, SHR machos

Periodo 7 dias (machos)

Grupo
Média DP
C 0,0583 0,0725
Am 0,0303 0,0406
A1 0,0 0,0
A2 0,0 0,0

DP: desvio padrao

Na Tabela 10, encontram-se relatados os resultados da
estatistica descritiva realizada em todos os grupos experimentais, no

periodo de sete dias, nos SHR fémeas

Tabela 10 - Estatistica descritiva referente aos grupos experimentais, no
periodo sete dias, SHR fémeas

Periodo 7 dias (fémeas)

Grupo
Média DP
C 0,03 0,045
Am 0,0087 0,01
A1 0,0 0,0
A2 0,0108 0,0127

DP: desvio padrao

Nas Tabela 11 e 12 encontram-se os resultados da
estatistica descritiva realizada em todos os grupos experimentais, no

periodo de 21 dias, nos SHR machos e fémeas, respectivamente.
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Tabela 11 - Estatistica descritiva referente aos grupos experimentais, no
periodo 21 dias, SHR machos
Periodo 21 dias (machos)
Grupo
Média DP
C 0,2620 0,0348
Am 0,1992 0,0717
A1 0,138 0,0833
A2 0,011 0,0136

DP: desvio padrao

Tabela 12 - Estatistica descritiva referente aos grupos experimentais, no
periodo 21 dias, SHR fémeas
Periodo 21 dias (fémeas)
Grupo
Média DP

C 0,2655 0,0864

Am 0,3937 0,0447

A1 0,013 0,0099

A2 0,056 0,0398

DP: desvio padrao
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O gréafico ilustrado na Figura 11 refere-se aos valores das
médias percentuais e DP dos dados da neoformacdo Ossea nos
diferentes grupos experimentais (C, Am, A1 e A2), aos sete e 21 dias, nos
SHR machos e fémeas.

0,5

0,4 -

P ﬁ ffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff

0,2 -

—t—

0,1 A

i

Cc Am A1 A2

Tratamento

3
J_‘l——|

W fémeas 7 dias @ machos 7 dias @ fémeas 21 dias @ machos 21 dias ‘

Figura 11 - Gréfico ilustrativo das médias e DP dos dados da neoformagao
Ossea nos diferentes grupos experimentais, aos sete e 21 dias, nos
SHR machos e fémeas

De acordo com a Figura 11, constatou-se que os valores
das médias de neoformagado 6ssea foram maiores nos grupos de 21 dias
de observagédo. Nos grupos C, Am e A2 observou-se que as fémeas
apresentaram médias de neoformagdo Ossea maiores que 0s machos,
que somente superaram as fémeas no grupo A1.

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados
estatisticos da ANOVA (nivel de significancia 5%) com relagao aos fatores

estudados, bem como em relagdo a interacao entre estes fatores.
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Tabela 13 - Analise de variancia a trés fatores

Soma dos Grau de Quadrado

Fatores F P
quadrados liberdade médio
Grupo 0,3278 3 0,1093 51,71 0,000*
experimental
Sexo 0,0019 1 0,0019 0,92 0,341
Interagéc? 0,2068 3 0,0689 32,62 0,000*
grupo x periodo
Interagao 0,0596 3 0,0198 9,4 0,000
grupo x sexo
Ipteragéo 0,0077 1 0,0077 3,64 0,061
periodo x sexo
Interacao
X SexX0o
Residuo 0,1352 64 0,0021
Total 1,2623 79

* P<0,05 = diferenga estatisticamente significante

Analisando os dados obtidos na Tabela 13, observamos
que houve diferenca estatisticamente significante com relacdo aos
seguintes fatores estudados: grupos experimentais; periodos de
observagédo; interacdo grupos experimentais e periodos de observagao;
interagdo grupos experimentais e sexo dos animais; interacdo grupos

experimentais, periodos de observacéo e sexo dos animais.
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Esses resultados tornaram necessaria a aplicagdo do
teste de comparagdo multipla de Tukey para a comparagdo entre os

valores encontrados.

Tabela 14 - Formacdo de grupos homogéneos apos o Teste de Tukey (5%)
para as variaveis grupos experimentais, periodos de observagéao e

sexo dos animais, em relagcao a média de neoformacgao dssea

Grupo Periodo de o Grupos
experimental observagéao Sexo Media homogéneos

A1 7 dias Machos 0,00 a

A2 7 dias Machos 0,00 a

A1 7 dias Fémeas 0,00 a

Am 7 dias Fémeas 0,0086 a

A2 7 dias Fémeas 0,0108 a

A2 21 dias Machos 0,011 a

A1 21 dias Fémeas 0,0129 a

C 7 dias Fémeas 0,03 a

Am 7 dias Machos  0,0303 a

A2 21 dias Fémeas 0,056 a b

C 7 dias Machos 0,0582 a b

A1 21dias Machos 0,138 b c

Am 21dias Machos  0,1992 c d
C 21dias Machos 0,262 d
C 21dias Fémeas 0,2654 d

Am 21dias Fémeas 0,3936 e

* grupos com letras iguais nao diferem estatisticamente a 5%
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De maneira geral, os resultados dispostos na Tabela 14
demonstraram que os animais dos grupos C e Am exibiram maior
formacéo 6ssea aos 21 dias.

Aos sete dias, apenas o grupo C de animais machos
apresentou maior formagado 6ssea. Entre os demais grupos, ndo houve
diferenca estatistica.

Nos animais machos aos 21 dias, as médias de
neoformagdo Ossea mostraram-se mais baixas, com diferencga
estatisticamente significante, no grupo tratado com 2mol de alendronato
sodico (A2). O grupo A1 de animais machos, aos 21 dias, foi o unico
grupo que demonstrou maior formagéao 6ssea com resultado mais proximo
aos grupos C e Am, no mesmo periodo de observagéo.

Ja nos animais fémeas, aos 21 dias, ambos os grupos A1
e A2 mostraram menor neoformacgao éssea, com os valores das médias

diferindo estatisticamente dos grupos C e Am.



6 DISCUSSAO

A HAS consiste numa doencga relacionada a alteragbes
O0sseas importantes, que pode originar principalmente a diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (IZAWA et al.?®, 1985; INOUE et al.®, 1995;
CAPPUCCIO et al.’, 1999; NICHOLS et al.*, 2003; PEREZ-
CASTRILLON et al.*?, 2003). Alguns autores sugerem que existe uma
relacdo entre as alteragbes dos fatores de regulagdo do calcio e a
tendéncia & perda éssea nos individuos hipertensos (JORDE et al.*,
2000; TSUDA et al.”?, 2001; MUSSOLINO et al.**, 2003).

As principais alteragbes no metabolismo do calcio
evidenciadas na HAS consistem na elevacao dos niveis do PTH sérico,
no aumento do calcio sérico ionizado, na diminuicdo do conteudo de
calcio 6sseo e no aumento da excrecdo urinaria do calcio (McCARRON et
al.*", 1981; BRICKMAN et al.” 1990; JORDE et al.*2, 2000).

O metabolismo do tecido 6sseo de individuos hipertensos
tem como importante fator o PTH, uma vez que estes apresentam niveis
mais elevados do hormdnio circulando no sangue. O PTH estimula a
atividade osteoclastica e mobiliza o calcio presente no esqueleto,
podendo levar a uma diminuicdo da densidade mineral O&ssea
(JESPERSEN®, 1997).

Apesar dos estudos demonstrarem que a HAS origina
alteracdes evidentes no tecido 6sseo dos individuos, influenciando na
evolucdo de diversas patologias, pouco se conhece a respeito da
influéncia dessa doencga nos processos de reparagao 6ssea. Em 2004, o

estudo de Pereira®' constatou que os ratos tipo SHR apresentavam uma
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neoformacdo Ossea mais avancada, com diferenca estatisticamente
significante em relagdo aos normotensos.

Os ratos tipo SHR consistem num bom modelo de estudo
da hipertensdao experimental, uma vez que reproduzem a doengca com
muita similaridade com aquela apresentada por humanos (McCARRON et
al.*', 1981; BARBAGALLO et al.®>, 1991; WANG et al.”’, 1993). As
pesquisas comprovam que a hipertensao arterial presente nesses animais
também esta relacionada a anormalidades no metabolismo do calcio, o
que resulta em modificagbes importantes no tecido ésseo (YAMORI et
al.®® 1991; WANG et al.”’, 1993; WRIGHT & DeMOSS™, 2000). Sao
considerados animais osteopénicos, por apresentarem alta taxa de
remodelacdo do esqueleto (BARBAGALLO et al.®, 1991; WRIGHT &
DeMOSS’®, 2000).

Sabe-se que o0 mecanismo de reducdo da massa 0Ossea
nos ratos tipo SHR ocorre devido ao desequilibrio da relacdo existente
entre as atividades osteoclastica e osteoblastica, caracterizando-se por
um aumento da reabsorgédo e na diminuigdo da massa 6ssea (WANG et
al.”®, 1993).

Os SHR caracterizam-se por apresentarem menor peso
corporeo quando comparados aos ratos normotensos, com relatos de
menor comprimento e volume de osso (IZAWA et al.?®, 1985, INOUE et
al.?® 1995). Izawa et al.?® (1985) verificaram que o tecido 6sseo dos SHR
apresentou menor area cortical quando comparado ao osso dos ratos
normotensos. Quanto ao 0sso esponjoso, autores como Yamori et al.®®
(1991) e Wang et al.”® (1993) relatam que esses animais apresentam uma
diminuicdo do volume e da espessura do osso trabecular.

Inoue et al.?® (

1995) através de analise histomeétrica,
observaram que o0 volume e a espessura do osso trabecular foram
semelhantes entre os ratos SHR e SD. No entanto, observaram que a
DMO dos SHR demonstrou ser reduzida, sugerindo uma menor

guantidade mineral no tecido 6sseo dos ratos SHR.
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A DMO alterada também foi evidenciada por Barbagallo et
al.® (1991) que encontraram valores diminuidos nos SHR, sendo este fato
também observado em humanos por Cappuccio et al.™ (1999) e Tsuda et
al.”? (2001).

Barbagallo et al.® (1991) demonstraram que os ratos tipo
SHR, além de apresentarem DMO reduzida, apresentavam baixos niveis
de calcio 6sseo. No entanto, Wright & DeMoss’® (2000) ndo observaram
alteracao no conteudo desse elemento no esqueleto.

Niveis séricos elevados do PTH tém sido observados nos
ratos tipo SHR, caracterizando o predominio do processo de reabsorcao
O0ssea sobre a formacdo Ossea nesses animais. A presenca do PTH
mobiliza o calcio presente no tecido 6sseo, levando a elevagao das taxas
de calcio sérico, além de resultar num quadro de hipercalciuria (YAMORI
et al.®, 1991). Wang et al.”” (1993) justificam a diminuigdo do volume
trabecular nos SHR devido aos altos niveis de PTH no soro.

Neste estudo observamos que os SHR mostraram
reparagcdo Ossea mais retardada quando comparado ao estudo de
Pereira® (2005) realizado em ratos SHR e ao estudo de Fernandes'’
(2005) com ratos normotensos WKY.

A analise histologica deste trabalho mostrou resultados
que diferiram daquele encontrado por Pereira®’ (2004). O autor observou
que aos sete dias, os ratos tipo SHR apresentavam a formacdo de
trabéculas 6sseas imaturas na maioria dos espécimes estudados.

Neste estudo, no periodo de sete dias, a maioria dos
grupos experimentais ainda apresentava um tecido conjuntivo frouxo com
focos de hemorragia na area do defeito 6sseo, sugerindo que a fase de
substituigdo do hematoma por tecido de granulagdo ainda ndo havia se
completado. Ainda no periodo de sete dias, alguns espécimes dos grupos
C e Am apresentavam tecido ostedide em meio ao tecido conjuntivo,
caracterizando a formagcao éssea imatura presente na primeira semana

do experimento.
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A avaliagado histomorfologica realizada nos grupos C e
Am, aos 21 dias, mostrou o fechamento de toda a extensdo do defeito
0sseo0 na maioria dos espécimes, com a presenca de um tecido 6sseo
neoformado que se continuava com o tecido cortical adjacente. Nesses
espécimes, observou-se a presenca de trabéculas Osseas dispostas
irregularmente em meio a um tecido conjuntivo frouxo e bastante
celularizado. Observou-se em alguns casos, a presengca de linhas
reversas basofilicas, que sugere a ocorréncia de um processo de
remodelagao dssea.

Ainda no periodo de 21 dias, pudemos constatar que as
trabéculas 6sseas se anastomosavam e encontravam-se circundadas por
osteoblastos achatados, semelhante ao que foi encontrado por Pereira®’
(2004) em seu estudo.

Alguns autores relatam caracteristicas O0sseas distintas
entre os animais tipo SHR machos e fémeas. Os estudos mostram que os
SHR fémeas apresentam peso corpéreo, comprimento e volume 0sseos
reduzidos (INOUE et al.?®, 1995) e taxas de reabsorcdes dsseas mais
elevadas (WRIGHT & DeMOSS’, 2000). No entanto, Pereira®’ (2004)
observou que o processo de reparo 0sseo nos ratos normotensos e
hipertensos n&o apresentou diferengas entre os sexos.

Neste estudo n&o se observou diferenga estatistica entre
0s sexos dos animais, mas apenas quando se avaliou a interagdo do sexo
com os outros fatores estudados.

Uma vez que se reconhecem as alteragbes Osseas
presentes em individuos com hipertensao arterial, utilizou-se neste estudo
o alendronato sddico como medicamento no local do defeito 6sseo, a fim
de observar seus efeitos na reparacéo 6ssea em ratos tipo SHR.

Por apresentar grande afinidade pela matriz 6ssea e
capacidade de inibir sua reabsorcdo, o alendronato soédico é amplamente
utilizado no tratamento de desordens relacionadas ao tecido 6sseo, como
é o caso da osteoporose (FLEISCH'®, 1997; CASTRO et al.", 2004).
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O mecanismo molecular pelo qual os bisfosfonatos inibem
a reabsorgcdo 0ssea ainda nao é completamente entendido. Sabe-se que
esta relacionado com a inibicdo dos osteoclastos nas lacunas de
reabsorcdo. Uma vez que essas células produzem endocitose, os
bisfosfonatos presentes no local penetram nos osteoclastos, afetando seu
metabolismo intracelular e induzindo a apoptose. Através de uma acgao
indireta, os bisfosfonatos também atuam estimulando os osteoblastos a
produzirem mediadores quimicos que inibem o recrutamento dos
osteoclastos. Tudo isso contribui para um aumento da densidade mineral
dssea (SATO et al.®’, 1991; ROGERS et al. *°, 1999; NEVES et al.®®,
2002).

Os bisfosfonatos apresentam baixa absor¢ao intestinal em
humanos, uma vez que estes farmacos sao pouco lipofilicos, dificultando
o transporte através da barreira epitelial. Quando administrados por via
endovenosa, desaparecem do plasma rapidamente com uma meia-vida
de uma a duas horas. Por outro lado, sabe-se que uma vez ligados ao
0sso0, os bisfosfonatos sé sao liberados quando o tecido sofre reabsorcao
(FLEISCH, 1997; KULAK & BILEZIKIAN®, 2000).

Nos ultimos dez anos, tém-se estudado o uso do
alendronato sodico com o objetivo de inibir os processos de reabsorcao
o0ssea decorrentes de procedimentos cirurgicos e melhorar a reparagao
tecidual, com destaque para a reparagao do tecido ésseo.

Sua utilizagdo sistémica foi bastante estudada em
processos de reabsorgao 6ssea decorrentes de doenga periodontal e de
procedimentos cirdrgicos. Autores como Weinreb et al.”® (1994), Reddy et
al.>® (1995) e Altundal & Giivener® (2004) observaram que a
administracdo do alendronato sédico resultou em menor reabsorgao
o0ssea alveolar nos animais tratados, mostrado em alguns casos uma
reducdo significativa dos niveis de calcio sérico e urinario, além de um

menor numero de osteoclastos no tecido 6sseo.
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Varios estudos também empregaram os bisfosfonatos por
via sistémica para avaliar os processos de reparacao 6ssea. Em 2000,
Silva® administrou o alendronato sédico por via oral, na agua de beber e
avaliou a sua acao no reparo de tibias de ratas ovarectomizadas. A
analise histolégica demonstrou maior formagdo Ossea nos animais
tratados com as maiores doses do medicamento. O grupo de 14 dias, sob
a dose de 0,5mg/kg, apresentou a formagdo de osso trabecular mais
maduro e organizado. O autor sugere que a agao do alendronato sodico
possa ser dose-dependente.

Ja Fayad™ (2001) demonstrou em sua pesquisa que
nenhum dos bisfosfonatos, dentre eles o alendronato soédico, contribuiu
para a reparagao 0ssea em defeitos confeccionados na mandibula de
ratos. Os medicamentos foram administrados por via oral antes e apds a
cirurgia, todos na dose de 1mg/kg. Fernandes (2002) estudou a
reparagao ossea em coelhos e utilizou o alendronato sddico por via oral,
também na dose de 1mg/Kg. Seus resultados mostraram que o uso do
alendronato sédico e sua associagdo com a hidroxiapatita ndo interferiram
na reparagao 6ssea nesse modelo experimental.

Considerando as suas propriedades farmacocinéticas, a
administracao local dos bisfosfonatos parece ser mais efetiva (MERAW et
al.*?, 1999; YAFFE et al.??, 2000; SHIBATA et al.®®, 2004). No entanto, a
forma de administracdo e a dose dos farmacos ainda sao fatores
importantes a serem elucidados, uma vez que existem muitas
controvérsias a respeito de seu mecanismo de acdo, principalmente nos
processos de reparagao o0ssea.

O primeiro estudo que revelou a acéo local positiva do
alendronato sddico sobre a reabsor¢cédo do tecido ésseo foi realizado por
Yaffe et al.®' (1997). Os autores utilizaram uma membrana embebida em
0,025ml de alendronato sodico sobre o tecido 6sseo de ratos exposto
apos a confecgao de retalhos mucoperiosteais em cirurgia periodontal. Os

resultados demonstraram uma redugado significativa da perda Ossea
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alveolar em comparagéo ao grupo controle. Uma ac¢éo positiva também foi
observada por Binderman et al.* (2000), em estudo semelhante ao
anterior, no qual utilizaram uma membrana embebida em diferentes doses
de alendronato sdédico. Neste caso, a redugdo da reabsorcdo Ossea
alveolar foi evidenciada apos o emprego das concentragées mais altas do
farmaco (200 e 400ug).

Um segundo experimento realizado por Binderman et al.*
(2000) demonstrou que a aplicagdo a distédncia do sitio cirurgico de
400ug/ml de alendronato também diminuiu a reabsorgdo alveolar,
sugerindo uma agao sistémica favoravel do farmaco.

Kawata et al.** (

2004) demonstraram redugéo significativa
da reabsorcdo do tecido 6sseo nas formas de administragcdo local e
sistémica de solucdo de alendronato sédico na concentracdo de 10*mol.
Os autores observaram que a acgdo local do medicamento diminuiu a
reabsorcdo de enxertos Osseos inseridos no subcutaneo de
camundongos. Também observaram que a injegcdo intraperitonial do
medicamento reduziu o numero de osteoclastos apdés nove semanas da
cirurgia.

Em 1999, o estudo de Meraw et al.** demonstrou a
contribuigao positiva do alendronato sédico para a regeneragao do tecido
0sseo apos a realizagdo de implantes osseointegraveis.

A aplicacdo local do alendronato sédico na forma de gel
tem sido estudado recentemente, principalmente na cicatrizacdo dos
tecidos do periodonto. Matsura®® (2003) utilizou gel de alendronato sédico
no tratamento de defeitos periodontais infra-6sseos de humanos observou
que o tratamento n&o contribuiu para o ganho de inserg&do clinica dos
tecidos periodontais, tampouco provocou alteragdes significativas no
tecido dsseo. Ja, Reddy et al.® (2004), em estudo semelhante,
observaram que o gel de alendronato sodico contribuiu para uma melhora

significativa nos pardmetros clinicos periodontais, bem como para a



96

formacédo ossea local, com reducdo das perdas Osseas relacionadas a
doenca.

Além de contribuir para a reparagdo dos tecidos
periodontais, o alendronato sddico também pode diminuir a formacéo de
tecido mineralizado no periodonto (Shibata et al.®®, 2004), mantendo as
propriedades biolégicas do ligamento periodontal.

S&o0 poucos os estudos que empregam localmente o
alendronato sodico para avaliar os processos de reparacao 6ssea. Jaime

et al.?® (

2005) demonstraram que o medicamento ndo contribuiu para a
reparacao ossea, quando administrado localmente no defeito 6sseo da
calvaria de ratas ovarectomizadas.

Fernandes'’ (2005) também nao observou acdo positiva
do medicamento na reparacdo O0ssea em fémures de ratos. O autor
estudou a acdo local do alendronato sédico, da hidroxiapatita e da
associacdo do alendronato com a hidroxiapatita, no reparo 6sseo de
defeitos medindo 2,5mm de didmetro. O sal de alendronato sédico foi
administrado localmente sobre duas concentragdes diferentes (1mol e
2mol). Os resultados demonstraram que os todos os grupos sacrificados
apos sete dias do procedimento cirurgico, apresentaram formacgéo éssea
com trabéculas imaturas, exceto nos animais machos nos quais o
alendronato foi utilizado. Aos 21 dias, o tecido 6sseo neoformado fechava
o defeito na maioria dos espécimes estudados. Depois de realizada a
analise histomorfométrica, o autor concluiu que a reparacdo éssea foi
maior nas fémeas do que nos machos, independente do periodo
estudado. Entretanto, observou-se que a aplicacédo local do alendronato
sbédico, associado ou nao a hidroxiapatita, administrado na forma de
concentragdo molar, ndo contribuiu para a reparacao 6ssea nesse modelo
experimental.

Neste estudo, observamos que o grupo experimental
tratado com alendronato 2mol (A2) mostrou menor formagado déssea ao

final dos 21 dias, quando comparado ao grupo tratado com alendronato
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1mol (A1), com diferenca estatisticamente significante nos SHR machos.
Esse dado pode ser explicado pelo fato do alendronato sodico apresentar
efeitos citotdxicos quando administrado em concentragdes mais elevadas.

Além disso, nossos resultados demonstram que os
animais de ambos os grupos A1 e A2 apresentaram menor neoformagao
o0ssea quando comparados aqueles dos grupos C e Am, independente do
sexo ou periodo de observagdo. Dados semelhantes foram observados
por Fernandes'’ (2005), que mostrou a influéncia do alendronato sédico
retardando o processo de reparagao dssea.

Nos grupos A1 aos 21 dias, a analise histologica
demonstrou a presenca de trabéculas Osseas imaturas, interpostas por
tecido conjuntivo frouxo nos animais machos, que se irradiavam do
interior do canal medular do fémur até a area do defeito. Este achado nao
foi observado nas fémeas, que apresentavam na area do defeito dsseo
apenas a presenca de tecido conjuntivo denso, com deposigcao de feixes
de fibras colagenas e, em alguns casos, a deposi¢cao de matriz ostedide.

Apesar de poucos ensaios clinicos comprovarem a agao
anabdlica do alendronato sodico sobre o tecido 6sseo, estudos realizados
in vitro demonstram sua atividade estimulando a neoformacgao ossea.

Giuliani et al.?® (

1998) observaram que o alendronato
sddico estimulou a formacao de CFU-F e de CFU-OB da medula éssea de
ratos, quando administrado em baixas concentragdes e inibiu 0 processo
em concentragbes maiores. No caso das culturas de células da medula
o0ssea humana, o alendronato aumentou a formacado de CFU-F e de CFU-
OB, havendo o efeito maximo do farmaco na concentracéo de 10™"°mol/L.
Im et al.?’ (2004) demonstraram que o emprego do alendronato sobre a
cultura de células osteoblasticas, estimulou a proliferacdo celular, com
niveis maximos na concentragéo de 10®¥mol.

Os estudos tém demonstrado que os bisfosfonatos
apresentam uma acdo bifasica, estimulando a proliferacdo celular e

formacédo de tecido ostedide nas concentracbes mais baixas e inibindo
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esse processo em maiores concentragdes. (WEINREB et al.”®, 1994;
GIULIANI et al.®, 1999; REINHOLZ et al.*®, 2000; IM et al.?®, 2004;
CORREIA™, 2005). As concentragbes mais elevadas do farmaco parecem
influenciar na viabilidade das células, prejudicando suas fungdes
metabdlicas.

Garcia-Moreno et al.?" (1998) comprovaram em estudo in
vitro que as concentragdes mais elevadas de alendronato sodico (igual ou
maior que 10“mol/L) interferiram na viabilidade das células
osteoblasticas, prejudicando a sua capacidade proliferativa. Correia
(2005) demonstrou acdo semelhante do medicamento sobre fibroblastos
do ligamento periodontal de humanos em cultura celular. O autor
observou que as maiores concentragdes da droga (10° e 10° mol)
afetaram a viabilidade celular, sendo o alendronato sédico considerado
citotoxico nesses casos.

Acreditamos que a concentragdo molar empregada possa
ter afetado a viabilidade das células osteoblasticas e, por isso, ter
desempenhado uma acéao tecidual citotoxica, que interferiu na reparacao
O0ssea nos grupos A1 e A2. As analises histolégicas comprovaram essa
acao, pois ficou evidente a presenga de um tecido conjuntivo com
infiltrado inflamatodrio, associado frequentemente a uma rede de fibrina
nas areas do defeito 6sseo dos grupos A1 e A2, aos sete dias. No periodo
de 21 dias, ndo se observava neoformacgao éssea com o fechamento do
defeito 6sseo. Esta quando presente mostrava-se com trabéculas ésseas
imaturas, diferente do que foi observado nos grupos C e Am.

No entanto, a analise histomorfolégica nos levou a um
achado interessante que foi a formacdo de tecido OGsseo extra-cortical
subperiosteal, em todos o0s grupos experimentais tratados com
alendronato 1mol e 2mol. Este fato foi mais marcante nos animais SHR
fémeas do grupo A2, aos 21 dias do experimento.
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O tecido 6sseo extra-cortical presente sob o peridsteo,
encontrava-se no lado oposto ao defeito 6sseo e apresentava
caracteristicas de um tecido maduro remodelado, com presenca de linhas
reversas basofilicas, espagos medulares aumentados, quando comparado
a cortical 6ssea adjacente e com a presenga de inumeras lacunas
ocupadas por ostedcitos volumosos.

Essa caracteristica também foi evidenciada por
Fernandes'’ (2005) em ratos normotensos, em todos os grupos tratados
com alendronato sodico. O autor acredita que este fendmeno possa ter
sido desencadeado pela penetragdo do medicamento sob o peridsteo, no
momento da insercdo do material. Além dessa acdo local do
medicamento, acreditamos que o alendronato, através da sua insergcéo no
interior da medula 6ssea no momento da cirurgia, possa ter sido
incorporado pelo tecido dsseo.

Mesmo tendo sido utilizado na sua forma pura, na
apresentacao de po, o alendronato sédico ndo possui a natureza de um
material de preenchimento, que desempenhe papel osteocondutor na
reparacao Ossea. Suas propriedades fisico-quimicas demonstram que
este medicamento é rapidamente reabsorvido quando n&o se deposita no
tecido 6sseo, fixando-se aos cristais de hidroxiapatita. No entanto, quando
incorporado ao 0sso, este € liberado lentamente com o passar do tempo.
Isso poderia estimular as células mesenquimais indiferenciadas presentes
na medula 6ssea e as células quiescentes do enddsteo e peridsteo a
produzirem tecido 6sseo.

Com base nessa teoria, também tentamos justificar o
padrao de formagao 6ssea encontrado no grupo A1, de ratos machos ao
final de 21 dias. Observava-se que a area do defeito 6sseo nido se
encontrava totalmente fechada por tecido ésseo. Nesses animais, a
formagdo do osso partia do interior da medula 6ssea, com trabéculas

osseas imaturas que se irradiavam da medula 0ssea a regido do defeito
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0sseo. Acreditamos que o alendronato sodico possa ter estimulado as
células da medula e do enddsteo, contribuindo para esse fenbmeno.

Apesar dos resultados demonstrarem que a aplicagao
local do alendronato sddico ndo contribuiu para o processo de reparagao
O0ssea, sabe-se que variagdes na metodologia, como novas formas de
administracao e diferentes concentragdes molares, podem dar resultados
positivos. Portanto, acreditamos que se tornam necessarios estudos mais
aprofundados para avaliar a acado local do alendronato sédico sobre o
processo de formacéo ossea.



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho,

podemos concluir que:

a) a aplicagao local do alendronato sédico n&o contribuiu
para reparagao 6ssea nos SHR;

b) a reparacéo dssea entre os grupos experimentais foi
maior no periodo de 21 dias quando comparada ao de
sete dias, exceto no grupo A1 de animais fémeas e
nos grupos A2 de animais de ambos 0s sexos;

c) com relagdo ao sexo dos animais nao houve diferenca
estatisticamente significante;

d) possivelmente, o alendronato sédico contribuiu para a
formacgado do tecido ésseo extra-cortical subperiosteal

encontrado.
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ABSTRACT

This study evaluated the local action of alendronate sodium on bone repair in
spontaneously hypertensive rats (SHR). A bone defect of diameter 2,5mm was created in
forty males and forty females. Four groups were created according to the treatment
received: control (C), amido (Am), alendronate 1mol (A1) and alendronate 2mol (A2). The
C group did not have their defect filled in with any material. The animals were sacrificed
seven and 21 days after the surgical procedure. Histological and histomorfometric
analyses were performed and the results submitted to ANOVA statistical analysis. On the
seventh day, all groups presented a connective tissue with hemorrhage and inflammatory
cells in the bone defect. In some groups osteoid matrix was observed. In A1 and A2
groups, the animals also presented a fibrin deposition. After 21 days, a formation of bone
trabeculae was observed closing the superficial extension of the bone defect in C and Am
groups. On male rats of group A1, the trabeculae formation projected from inside the
bone medulla to the defect site, without completely closing it. In the others animals of
groups A1 and A2, bone trabeculae were not observed in the defect site. It was only
observed a deposition of dense collagen fibers and minimal osteoid matrix. An important
histological feature found in this study was the formation of extra-cortical subperiosteal
bone in the animals of A1 and A2 groups. The study concluded that the local
administration of alendronate sodium did not contribute for the bone repair, in this

experimental model.

KEYWORDS: Alendronate; rats, inbred SHR; hypertension; bone regeneration
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