Efeitos do risedronato na reparacao 6ssea de ratos machos e fémeas com osteopenia
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REsumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar histomorfolégica e morfometricamente a a¢do do risedronato na reparacdo 6ssea de
ratos com osteopenia. Utilizaram-se trinta ratos machos e trinta fémeas castrados e apés um més deste procedimento,
confeccionou-se um defeito 6sseo de 3mm de didmetro nas tibias direitas dos animais. Estes foram divididos em quatro
grupos: I (machos controle); II (machos tratados); I1I (fémeas controle); IV (fémeas tratadas). Administrou-se nos grupos
I e IV, apds execugdo do defeito, 0,1mg/Kg/dia de risedronato na 4gua de beber, durante cinco dias e nos grupos I e III,
somente dgua. O sacrificio dos animais ocorreu sete, 14 ou 28 dias apds a realizac@o do defeito. Os cortes histoldgicos
foram analisados qualitativa e quantitativamente. Os dados obtidos na histomorfometria foram submetidos a andlise
estatistica (ANOVA e Teste de Tukey, p=0,05) que revelou um maior preenchimento dsseo nos ratos machos, sobretudo
aos sete e 28 dias, independente da utilizagdo do medicamento. Evidenciou-se, ainda, maior grau de maturac¢do do 0sso
neoformado nos ratos machos. Concluiu-se que o tratamento com risedronato mostrou-se ineficaz na reparagao dssea
e que a diminui¢do hormonal causou maior prejuizo ao processo de neoformagdo dssea em fémeas quando comparado
aos efeitos da deficiéncia hormonal em machos.
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INTRODUCAO idoso, representam uma preocupagdo atual, sobretudo
por parte dos profissionais da saude.

A populacgao brasileira acima dos 65 anos € a que A perda de massa muscular, o enfraquecimento

mais cresce e tende a elevar-se nas proximas décadas,
ao contrario do que ocorre com outros grupos etarios.
Sendo assim, medidas de prevencdo contra os males
do envelhecimento, bem como estudo de novos trata-
mentos que proporcionem melhor qualidade de vida ao
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do sistema imunoldgico, doencas cronicas como hip-
ertensdo, artrite, diabete e problemas vasculares sdao
importantes indicadores do declinio metabdlico no
processo do envelhecimento. De acordo com Harrison
8(1996) e Castro & Uyeno #(2000), a osteoporose € a
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mais comum das doencgas dsseas metabdlicas e causa
importante de morbidade do idoso, caracterizando-se
por baixa massa ¢ssea e deterioracdo da microarquite-
tura do esqueleto, levando a acentuada fragilidade
deste tecido e conseqiiente aumento do risco de
fraturas. Durante muitos anos, a preocupagdo com
a osteoporose foi direcionada principalmente para a
populacdo do sexo feminino.

Segundo Lépez ° (2000), Delmas 3 (2000), Sahni
et al. *(1993) e Monkkonen et al.!' (1990), indmeras
substancias como calcio, calcitonina, isoflavonas,
raloxifeno e bisfosfonatos t€ém sido ministradas na
tentativa de se estabelecer uma conduta terapéutica
eficaz na inibi¢do da atividade reabsortiva §ssea com
o minimo de efeitos adversos para o paciente. Dentre
as substancias citadas, as maiores reducdes dos riscos
de fraturas t€m sido reportadas ao uso dos bisfosfo-
natos, segundo Sagraves ' (2003). Sendo assim, o
impacto positivo da terapia hormonal pés-menopausa
na prevencio e controle da osteoporose feminina,
bem como os numerosos estudos objetivando o apri-
moramento desta terapia, delegaram a um segundo
plano a importancia desta doenga no sexo masculino.
Somente nos tltimos anos € que vem se observando
maior preocupacio a este respeito, refletindo a im-
portancia que a osteoporose relacionada a andropausa
vem adquirindo em termos de saide publica, segundo
Anderson ! (1998).

Dentro deste contexto, estudos farmacolégicos
sugerem que os bisfosfonatos, cuja agdo mostra-se
eficaz em mulheres, poderiam ter efeitos similares
no tratamento da osteoporose masculina. Dentre os
farmacos desta classe, o risedronato sédico, que € um
piridinil bisfosfonato desenvolvido para o tratamento
e prevencio da osteoporose pds-menopausa ou aquela
induzida pelo uso cronico de corticosterdides, tem
apresentado, em estudos como os de Mortensen et al.
12(1995) e de Watts et al.! (2004), maior poténcia de
acdo, melhor tolerancia em sua administragdo por via
oral e menores efeitos colaterais quando comparado a
outras substincias da mesma classe. Além disso, este
medicamento apresenta alta afinidade pelo tecido 6s-
seo e alta poténcia de anti-reabsor¢do, de acordo com
Sietsema et al. ' (1989).

MaTeRIAL E METODOS

Foram utilizados trinta ratos machos e trinta
fémeas com sessenta dias de idade e peso aproximado
de 250g, manipulados de acordo com os Principios
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Eticos para a Experimentacio Animal e alimentados
com racao balanceada e 4gua ad libitum. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia do Campus de Sao José dos Campos-
UNESP.

Os animais foram divididos em quatro grupos,
sendo I: machos controle; II: machos tratados; III:
fémeas controle; IV: fémeas tratadas. Cada um dos
grupos foi subdividido em trés, de acordo com o0s
periodos de observacdo (7, 14 e 28 dias).

Inicialmente, todos os animais foram castrados
sob efeito de anestesia via intramuscular promovida
pelo uso da associagdo de Rompun- Bayer do Brasil
(cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3
tiazina), com Francotar- Virbac do Brasil (cetamina-
base), na proporc¢ao de 1:0,5ml respectivamente e na
dose de 0,1ml/100gr.

Ap6s trinta dias, confeccionou-se defeito 6sseo
monocortical na tibia direita de cada animal com o
uso de broca trefina de 3,0mm de didmetro. Para este
procedimento, os ratos foram anestesiados utilizando
a mesma metodologia anterior. Depois da realizagdo
do defeito cirdrgico, aos animais dos grupos Il e I'V foi
administrado por via oral, 0,1mg/kg/dia de risedronato
adicionados a 4gua de beber, durante cinco dias e aos
grupos I e 11, apenas dgua.

Todos os ratos foram sacrificados por superdosa-
gem anestésica apds sete, 14 ou 28 dias da realizagdo
da lesdo dssea, sendo a tibia removida e fixada em
formol a 10%.

As pecas Osseas foram descalcificadas em
solu¢do de EDTA a 4,13%, processadas segundo
técnica de rotina para coloracdo com hematoxilina-
eosina (H.E.) e os cortes analisados histolégica e
morfometricamente a microscopia de luz. A andlise
da quantidade de matriz éssea neoformada foi reali-
zada por planimetria por contagem de pontos. Para
a contagem, utilizou-se um sistema teste-padrio
quadrangular composto por um reticulo de 81 pontos
resultantes das interseccdes entre linhas verticais
e horizontais, o qual foi superposto a imagem his-
tolégica observada em aumento original de 200x.
A quantidade de tecido 6sseo neoformado, em por-
centagem de 4rea, foi obtida pela razao entre nimero
de pontos incidentes sobre a matriz 6ssea € nimero
total de pontos do reticulo aplicado.

Os dados obtidos na andlise histomorfométrica
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
e, em seguida, Teste de Tukey (p = 0,05), segundo
Vieira ' (1999).
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REsuLTADOS

Analise Histolégica

No periodo de sete dias, nos ratos machos dos gru-
pos I e II (Figuras 1A e 1B) observou-se que o defeito
6sseo foi completamente preenchido por trabéculas
Osseas imaturas com grandes espagos medulares. Além
disso, as mesmas mostraram-se distribuidas uniforme-
mente na regido de reparacdo 6ssea. Nas fémeas, neste
mesmo periodo de observacdo (Figuras 2A e 2B), a
regido do defeito foi quase totalmente preenchida por
tecido conjuntivo fibroso, com escassas trabéculas na
regido periférica e profunda do defeito.

Aos 14 dias de observacdo nos ratos machos
(Figuras 1C e 1D), verificou-se a presenca de trabéculas
Osseas volumosas e imaturas, distribuidas por toda a ex-
tensao do defeito dsseo, tanto no grupo controle quanto
no tratado. Nas fémeas dos grupos Il e IV (Figuras 2C
e 2D), constatou-se, no periodo em questao, o preenchi-
mento da loja dssea por trabéculas celularizadas e mais
numerosas na porg¢ao superficial.

T dias

14 dias

No periodo de 28 dias, houve preenchimento de
toda a extensao superficial e profunda do defeito, por
tecido 6sseo maduro, nos ratos machos (Figura 1E e
1F). Nas fémeas dos grupos Il e IV, a regiao do defeito
foi totalmente preenchida por tecido dsseo apenas na
porcao superficial, onde este tecido mostrou-se bem
organizado e com espessura significativa (Figura 2E
e 2F).

Os aspectos histolégicos, referentes aos
periodos acima relacionados, ndo apresentaram
alteragdes teciduais relevantes frente a utilizacgéo
do risedronato, tanto em ratos machos como em
fémeas.

Analise Histomorfométrica

Os resultados estatisticos mostraram que houve
maior preenchimento ésseo nos ratos machos, esta-
tisticamente significante aos sete e 28 dias, indepen-
dente da utilizagdo do medicamento. Evidenciou-se,
também, maior grau de maturagio do osso neoformado
nos ratos machos quando comparados as fémeas
(Figura 3).

Cantrole

FIGURA 1- Cortes transversais das tibias de ratos machos.
Aumento original 25x- HE.
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FIGURA 2- Cortes transversais das tibias de ratos fémeas.
Aumento original 25x- HE.
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Reparacio Ossea

T dias

FIGURA 3 - Grifico das médias de drea dssea (%) nos periodos analisados.

Discussio

A osteoporose € uma doenga que provoca sérios
danos como fraturas, perda de densidade 6ssea prin-
cipalmente em mulheres apds a menopausa, carac-
terizando-se como um problema de saide publica.
Ocorre, também, no sexo masculino, porém tem sido
pouco estudada.

Atualmente, existem vdrias substancias disponiveis
no mercado para o tratamento da osteoporose, como
calcitonina, isoflavonas, raloxifeno e bisfosfonatos,
porém em sua grande maioria, apresentam efeitos co-
laterais indesejaveis. Os bisfosfonatos constituem uma
classe de medicamentos amplamente utilizados pelos
profissionais da satdde no tratamento desta patologia.
Entre os diversos tipos, o risedronato € um dos que
apresenta menores efeitos colaterais, de acordo com
Szejnfeld '®* (2000).

No presente trabalho, estudou-se a reparacao dssea
em ratos machos e fémeas com osteopenia, tratados com
risedronato na dose de 0,1mg/kg/dia, durante cinco dias
consecutivos. Verificou-se maior formacdo 6ssea nos
animais machos castrados, corroborando os achados
de Salgado " (2002) que estudou ratos machos castra-
dos ou ndo e tratados com o medicamento em questdo
durante um més na dose de 0,1mg/ Kg/dia.

De acordo com Szejnfeld '® (2000), doses padroni-
zadas e reduzidas, associadas ao periodo limitado de
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administracdo do risedronato, podem ter sido causas
da ineficacia do medicamento frente ao reparo, nao
estimulando o processo de neoformacio almejado
neste estudo.

Boyce et al. * (1995) verificaram que a remodela-
¢do dssea trabecular de caes beagle fémeas apresentou
taxa de reabsorcdo diminuida para as doses de 0,5 e
2,5mg/kg/dia de risendronato, administradas durante
dois meses. Watts et al. 2° (2003) concluiram que
o tratamento de mulheres na pds-menopausa com
Smg/dia de risedronato durante um ano reduziu o
risco de fraturas em 62%. McClung '° (1997), que
estudou administragdo didria de risedronato durante
dezoito meses, demonstrou um aumento significativo
da densidade 6ssea tanto em mulheres na fase inicial
da pés-menopausa quanto naquelas em estdgio tardio
deste processo.

E proviével que o uso didrio, cronico e intermitente
de risedronato em doses mais elevadas que a utilizada
neste estudo possa afetar consideravelmente o reparo
0sseo de maneira mais efetiva que o uso de doses
reduzidas por um curto periodo de tempo. Esta pos-
sibilidade também pode ser embasada pelos resultados
de Silva ' (2000) que avaliou a agio do alendronato
sodico na reparacdo em tibias de ratas ovariectomiza-
das, tratadas com doses de 0,25, 0,5 e 0,75mg/Kg/dia
e concluiu que os melhores resultados foram obtidos
com a dosagem de 0,5mg/Kg, confirmando que a acdo
dos bisfosfonatos € dose-dependente.

Cienc Odontol Bras 2005 jul./set.; 8 (3): 77-82



Piai CR, Carvalho VAP, Werkman C, Anbinder AL, Rocha RF

EFEITOS DO RISEDRONATO NA REPARACAO OSSEA DE RATOS MACHOS E FEMEAS COM OSTEOPENIA

De acordo com nossos resultados, o risedronato
ndo estimulou a reparagdo 6ssea, vindo ao encontro
dos achados de Fayad ¢ (2001) que estudou outros
bisfosfonatos (alendronato e clodronato) em ratos
machos, ndo obtendo resultados efetivos no pro-
cesso de reparagdo éssea. Fernandes 7 (2002) também
demonstrou que a reparacio 6ssea em mandibulas de
coelhos ndo foi estimulada sob a acdo do alendronato
sédico.

A andlise estatistica desta pesquisa mostrou uma
crescente e uniforme porcentagem de drea dssea no
decorrer dos periodos analisados. Além disso, houve
diferenca significativa entre os sexos nos periodos
de sete e 28 dias, sendo que os machos de ambos os
grupos (controle e tratado) apresentaram maior taxa
de neoformacgdo dssea em relagdo as fémeas. De
acordo com esta andlise, a presenca do risedronato
ndo influenciou a reparacdo éssea. Por outro lado,
constatou-se que a reduc@o de estrogénio prejudi-
cou de forma significativa a reparagdo do tecido
6sseo em fémeas, quando comparada aos efeitos da
queda dos niveis de testosterona, cuja diminuicio
ndo representou danos relevantes a2 neoformacio
d0ssea em machos, confirmando a importancia da
manutencao da taxa de estrogénio no sexo feminino
na pés-menopausa.

Os achados acima mencionados concordam com as
observagdes clinicas de Borelli? (1998) e com Ander-
son ! (1998), que relacionam a existéncia de fatores de
diversas origens interagindo na osteoporose senil mas-

culina, como fumo, uso abusivo de dlcool, terapia com
corticosterdides, sedentarismo, aliados a observagao de
que apenas um niimero reduzido de homens desenvolve
osteoporose associada ao hipogonadismo.

Somente investigacdes futuras e mais abrangentes,
permitirdo avaliar diferentes tempos de administracio
e variacdes de dosagens do risedronato no decorrer
do tratamento, fornecendo assim, maiores subsidios
para a andlise dos mecanismos de agdo deste firmaco
e dos fatores que influenciam no processo de repara-
¢do Ossea em portadores de reduzida massa dssea de
ambos 0s sexos.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e dentro
das condicdes experimentais desta pesquisa, pode-se
concluir que:

a) o risedronato nao exerceu efeito estimulador
sobre a reparacio dssea;

b) a anélise histoldgica revelou que o grau de
organizacao estrutural e a maturacio do tecido
dsseo nos ratos machos (controle e tratado) foi
superior ao das fémeas (controle e tratada);

c¢) areducdo de estrogénio causou maior prejuizo
ao processo de neoformagdo dssea em fémeas
quando comparado aos efeitos do déficit de
testosterona em machos.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate histological and histomorphometrically the effects of risedronate in the
process of bone repair of rats with osteopenia. Thirty male and thirty female rats were castrated and, a surgical bone
defect of 3mm in diameter was made on the right tibia one month after this procedure. The animals were divided into
Sfour groups: I (male control); II (male treated); 111 (female control); IV (female treated). The groups Il and 1V were
treated with 0.1mg/Kg/day of risedronate in water for five days after bone surgery and the animals of groups I and 111
received only water. The animals were sacrificed 7, 14 or 28 days after surgery. The tibiae were analyzed histological
and histomorphometrically. The results obtained were submitted to statistical analysis, ANOVA and Tukey Test (p=
0.05), that showed a higher level of bone repair of the male rats, mainly after 7 and 28 days, in both control and treated
groups. The new bone tissue in male rats was more mature than in the female. It was concluded that the treatment with
risedronate was not effective on bone repair and that the decline of hormonal rates affected the bone regeneration more

in female than in male animals.

UNITERMS

Osteoporosis; bone regeneration; risedronate; bone discases, metabolic; rats
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