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RESUMO

JUNGES, Alessandra Claudia. Avaliacédo das caracteristicas microscépicas do fémur de
ratos tratados com diferentes bisfosfonatos. 2013. 35f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduagdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Os bisfosfonatos sdo drogas inibidoras da atividade osteoclastica, sendo empregados no
tratamento de enfermidades do metabolismo 6sseo. A principal reacdo adversa, associada ao
emprego dessa classe medicamentosa, relatada a partir de 2003, é a osteonecrose dos
maxilares. Tal condicdo é exclusiva da maxila e mandibula. Muitos sdo os estudos que
objetivam compreender os mecanismos envolvidos na sua patogénese. A maioria das
pesquisas in vivo, realizadas em modelos experimentais animais, estuda o fendmeno na regiao
dos maxilares. Contudo, poucos sdo os trabalhos que avaliam o efeito dos bisfosfonatos em
outras estruturas 6sseas do esqueleto. Portanto, esse trabalho objetiva investigar o efeito de
diferentes bisfosfonatos nitrogenados (alendronato de sodio e acido zoledrénico), por via oral
e parenteral, na cartilagem femoral, de ratos. Dezenove ratos albinos, isogénicos, cepa Wistar,
foram distribuidos em trés grupos: Grupo 01: alendronato de sodio (3mg/kg/dia); Grupo 02:
acido zoledrénico (0,2mg/kg/semana); Grupo 03: controle (sem administracdo de
medicamentos). Esses animais foram mortos apds 21 dias, os fémures (direito e esquerdo)
foram coletados, preparados e corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina para posterior
avaliacdo histoldgica. No presente estudo, foi quantificada a area do disco epifisario femoral
porcdo distal utilizando o programa Adobe Photoshop CS3 Extended®. A maior area foi
observada no Grupo 03, seguida pelo Grupo 01 e Grupo 02. A andlise estatistica mostrou
diferencas significativas entre os grupos (p<0,05). Sugere-se que a administracdo dos
bisfosfonatos interfere no processo de ossificacdo endocondral, diminuindo a area do disco
epifisario, podendo desencadear alteracdes no desenvolvimento ¢sseo.

Palavras-chave: Bisfosfonatos. Fémur. Disco epifisario.



ABSTRACT

JUNGES, Alessandra Claudia. Evaluation of microscopic features of the femur of rats
treated with different bisphosphonates. 2013. 35f. Final Paper (Graduation in Dentistry) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2013.

Bisphosphonates are drugs that inhibit osteoclast activity being applied in the treatment of
diseases of bone metabolism. The most important adverse reactions associated with the use of
this drug class it’s osteonecrosis of the jaws, which are reported since 2003. This condition is
exclusive of the maxilla and mandible. There are many studies that aim to understand the
mechanisms involved in its pathogenesis. Most in vivo research were conducted in
experimental animal models that study the phenomenon in the region of the jaws. However,
there are few studies evaluating the effect of bisphosphonates in other bone structures of the
skeleton. Therefore, this study aims to investigate the effects of different nitrogen
bisphosphonates (alendronate sodium and zoledronic acid) orally and parenterally in the
femoral cartilage in rats. Nineteen albino rats, inbred and Wistar strain were divided into three
groups: Group 01: alendronate sodium (3mg/kg/day), Group 02: zoledronic acid (0.2 mg / kg /
week); Group 03: control (no drug administration). These animals were killed after 21 days,
the femurs (right and left) were collected, prepared and stained with hematoxylin and eosin
for subsequent histological evaluation. In the present study, we quantified the area of the
distal femoral epiphyseal disk using Adobe Photoshop ® CS3 Extended. The largest area was
observed in Group 03, after in Group 01, and then in group 02. Statistical analysis showed
significant differences between groups (p <.05). It suggests that the administration of
bisphosphonates can reduce the area of the epiphyseal disk, which can trigger changes in bone
development.

Keywords: Bisphosphonates. Femur. Epiphyseal disk.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

A pesquisa é introduzida através da revisdo de literatura pertinente ao tema.

1.1 BISFOSFONATOS

Os bisfosfonatos sdo drogas potentes que inibem a atividade osteoclastica, diminuem a
reabsorcdo Ossea deixando o 0sso resistente e com menor risco de fraturas (BAGAN et al.,
2005).

Os bisfosfonatos foram sintetizados no século XIX, na Alemanha. Porém, apenas nos
ultimos 40 anos vém sendo estudada a sua utilizacdo em humanos (MAAHS et al., 2011). A
Foods and Drugs Administration (FDA) aprovou em 1997 o uso do alendronato de sédio e,
em agosto de 2001, do &cido zoledrénico (CAPELARI, 2010).

Segundo a estrutura quimica, podem ser divididos em dois grupos: bisfosfonatos
nitrogenados e ndo nitrogenados. Em relacdo a poténcia, os bisfosfonatos nitrogenados séo 0s
de maior destaque, os quais acabam por desregular a membrana celular lipidica da celula
clastica levando-a a apoptose (FELGUEIRAS, 2008).

Essa classe medicamentosa pode ser administrada via intravenosa ou via oral. Os
bisfosfonatos intravenosos sdo indicados nos tratamentos de hipercalcemia maligna, mieloma
multiplo, e nos diversos casos de metastases 0sseas. Como exemplo de farmacos de uso
intravenoso, podemos citar o &cido zoledrénico, o pamidronato e o ibandronato. Os
bisfosfonatos orais sdo comumente empregados no tratamento da osteoporose, osteopenia e
doenca de Paget, destacando-se o alendronato de sédio (RUGGIERO et al., 2009).

A principal reacdo adversa associada ao emprego dos bisfosfonatos, que tem
aumentado em progressao geomeétrica, € a osteonecrose dos maxilares. A condicdo foi descrita
pela primeira vez em 2003, em uma revisdo extensa que relatou 36 casos da doenca
(CAPELARI, 2010). Consiste na destruicdo do complexo vascular levando a necrose 0ssea.
Essa patologia tem carater progressivo e esta relacionada ao uso de bisfosfonato (pregresso ou
atual) quando o paciente apresentar 0sso exposto na regido maxilo-facial por mais de oito
semanas, sem histérico de radioterapia de cabeca e pesco¢o (FELGUEIRAS, 2008; RADHE,
2010; MAAHS et al., 2009; MAAHS et al., 2011; RUGGIERO et al., 2009; MARX et al.,
2005; CAPELARI, 2010). Como consequéncia da infeccdo secundaria, os tecidos podem
apresentar edema, eritema, dor e supuragdo. As fraturas 0sseas patologicas e sequestros 0sseos
poderdo estar presentes (MAAHS et al., 2009; MAAHS et al., 2011; AGUIRRE et al., 2010).



O uso de bisfosfonatos intravenosos parece aumentar O risco para osteonecrose, em
contrapartida aqueles administrados via oral (MAAHS et al., 2011).

Quanto a absorcao e excrecdao do medicamento no organismo, a meia vida plasmatica
é muito curta, sendo entre 20 minutos e trés horas o tempo necessario para sua eliminacéo.
Contudo, a meia vida 6ssea, € muito longa podendo persistir por 10 a 12 anos, motivo pelo
qual a osteonecrose pode ocorrer mesmo nos pacientes que ndo estdo fazendo uso do

medicamento no momento em que a condigéo se desenvolve (CAPELARI, 2010).

1.2 ESTUDOS EXPERIMENTAIS

A literatura ndo apresenta muitos estudos que investigam as alteracdes que possam
ocorrer nos demais 0ssos, além dos maxilares, quando o individuo for submetido a terapia
com bisfosfonatos. E desconhecido o efeito dessa classe de medicamento sobre a formagéo
Ossea. Na literatura existe a hipotese de que o medicamento além de inibir a apoptose dos
osteoblastos pode induzir a sua diferenciacdo, aumentando a formacao 0ssea.

Ferretti et al. (1995), reafirmam que a maior gravidade de uma doenca 0ssea é 0
comprometimento das propriedades mecénicas do 0sso. Para tanto realizaram um estudo onde
avaliaram o uso de altas doses de olpandronato de sddio em fémur de ratos (fémeas e
machos), as doses foram de 0, 8, 40 e 200mg/kg, administradas seis dias na semana, durante
27 semanas. A maior dose (200mg/kg) provocou efeitos toxicos e reducdo de crescimento,
porém apresentou-se favoravel nos critérios de forca e rigidez, assim como a dose
intermediaria (40mg/kg). Os resultados obtidos mostram que altas doses do olpandronato
apresentaram efeitos positivos sobre as propriedades mecanicas, aumentando a rigidez e
reduzindo o risco de fraturas, do fémur, assim como ndo mostrou haver prejuizo na densidade
0ssea.

Iwata et al. (2006), avaliaram as alteracdes ocorridas na formacdo dssea em regido
periosteal e endocortical, do fémur e da tibia, de ratos submetidos a tratamento subcutaneo
com risedronato (0,05mg/kg/dia; 0,5mg/kg/dia; 5mg/kg/dia) e alendronato de sddio
(0,1mg/kg/dia; 1mg/kg/dia; 10mg/kg/dia) comparado a um grupo controle (solucdo salina).
Os autores observaram que nos animais tratados com bisfosfonatos houve reducédo na taxa de
aposicdo mineral, a qual é considerada um marcador para atividade celular, bem como a
inibicdo da atividade clastica. Porém, ndo encontraram alteracdo na formacdo éssea,

sugerindo que o medicamento ndo influencia na proliferacdo ou diferenciagdo dos



osteoblastos, mas sim na atividade individual dos mesmos justificando a reducgdo na aposicao
mineral.

Outro estudo que investigou alteragdes no fémur e tibia de ratos, realizado por Gasser
(2005), com o objetivo de avaliar alteracdes nos niveis de paratorménio (PTH), tanto em ratos
submetidos a uma Unica injecdo do bisfosfonato (alendronato de sddio 200ug/kg e acido
zoledronico 32ug/kg e 322ug/kg) como em ratos submetidos ao tratamento cronico (quatro
meses) com alendronato de sodio. Os efeitos foram diferentes: os animais que sofreram
apenas uma injecdo do medicamento apresentaram resposta anab6lica 6ssea normal tanto em
parametro cortical como esponjoso, o0 PTH foi capaz de induzir a transformacéo das bone
lining cells em células secretoras de tecido 6sseo — osteoblastos. Por outro lado, a exposicdo
crdnica ao alendronato de sodio reduziu a capacidade do PTH induzir a secre¢do 6ssea.

Muitos estudos buscam explicar o papel dos bisfosfonatos no desenvolvimento da
osteonecrose dos maxilares, porém essa associacao ainda nao foi estabelecida (MAAHS et al.,
2009; BAUSS; PFISTER; PAPAPOULOQS, 2008).

Né&o existem relatos na literatura da ocorréncia de osteonecrose em outros 0ssos, além
dos maxilares (MAAHS et al., 2009). Esses 0ssos, por possuirem dentes associados estao
constantemente sofrendo forcas de impacto, apresentando elevada remodelacdo Ossea. Esse
fato poderia estar relacionado a maior absorcdo do bisfosfonato intensificando o processo de
osteonecrose (BAUSS; PFISTER; PAPAPOULOQS, 2008).

Para testar essa associacdo, Bauss, Pfister, Papapoulos (2008), realizaram um estudo
experimental a fim de comparar a absorcdo de um bisfosfonato nitrogenado intravenoso, o
ibandronato, em diferentes ossos: mandibula, fémur e coluna vertebral. As doses variaram de
0,003mg/kg/dia para 0,3mg/kg/dia em injecGes subcutaneas aplicadas durante nove dias. Apos
esse periodo, os animais foram mortos, as pecas coletadas e corretamente armazenadas.
Realizou-se a andlise por espectrometria de massa de cromatografia gasosa. Os resultados
demonstraram que houve semelhante absorcdo em todos os 0ssos, porém a absorcdo na
mandibula mostrou ser estatisticamente menor em relacdo aos demais 0ssos. Com esse
resultado, ndo é valida a relacdo de absorcdo do medicamento com a ocorréncia de

osteonecrose. Os achados deste estudo corroboram com os resultados de Lin et al. (1991).



1.3 FEMUR

O fémur € um osso longo, cuja epifise é formada por 0sso esponjoso coberto por uma
delgada camada de osso compacto. A diafise é formada praticamente em sua totalidade por
0SSO compacto, apenas na porcdo central, delimitando o canal medular, encontra-se 0sso
esponjoso (Figura 1) (GARDNER, 1964; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

Figura 1 — Fémur.
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Fonte: Adaptado de INTRODUCAO & osteologia, 2010.

O desenvolvimento de o0ssos longos se da inicialmente pela ossificacéo
intramembranosa do pericondrio, na por¢do média da diafise. A ossificacdo intramembranosa
é aquela que ocorre no interior de uma membrana conjuntiva, transforma o pericéndrio em
peridsteo, configurando o centro de ossificacdo primaria. Essa ossificacdo contribui para o
crescimento em espessura dos 0ssos longos (GARDNER, 1964; HAM, 1967; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1995).

ApoOs essa primeira fase, ocorre a ossificacdo endocondral, caracterizada pelo
desenvolvimento a partir de um molde cartilaginoso. A cartilagem hialina sofre modificacdes,
iniciando pela hipertrofia dos condrdcitos, reducdo da matriz cartilaginosa a finos tabiques,
mineralizacdo e posterior morte dos condrocitos. Em seguida, as lacunas onde haviam
condrécitos sdo ocupadas por capilares sanguineos e células osteogénicas vindas do tecido
conjuntivo, essas células sdo os osteoblastos que depositam matriz dssea sobre os tabiques

calcificados. O tecido cartilaginoso serve de molde para a formacéo do tecido 6sseo, havendo


http://fisio-sempre.blogspot.com.br/2010/08/introducao-osteologia.html

uma substituicdo, portanto, os tabiques de matriz calcificada servem de apoio para
ossificacdo. A diafise apresenta crescimento longitudinal répido, e o peridsteo na epifise
também estd em crescimento. Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsor¢do no centro da
cartilagem e é com isso que se forma o canal medular, que cresce longitudinalmente conforme
a ossificacdo progride (GARDNER, 1964; HAM, 1967; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

O centro de ossificacdo secundario surge na epifise, semelhante ao centro de
ossificacdo primario, porém com crescimento radial (GARDNER, 1964; HAM, 1967,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

O tecido cartilaginoso se reduz a dois lugares: cartilagem articular, presente durante
toda a vida do individuo; disco cartilaginoso (epifiséario), que é responsavel pelo crescimento
longitudinal do osso, seu desaparecimento identifica a parada de crescimento longitudinal
(HAM, 1967; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995).

1.3.1 Disco Epifisario

O disco epifisario é composto por cartilagem hialina. E encontrado na metéfise, regio
entre a diafise e epifise dos ossos longos em crescimento com a funcdo de promover o
crescimento do o0sso em extenséo (Figura 2) (GARDNER, 1964; ROSS; REITH; ROMRELL,
1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Figura 2 - Lamina fémur.

Fonte: Imagem do acervo de laminas do Laboratdrio de Patologia Bucal Jodo Jorge Diniz Barbachan da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Nota: Tecido 6sseo e disco epifisério. 1) Epifise; 2) Disco epifisério; 3) Diéfise.



A cartilagem é um tecido conjuntivo de consisténcia rigida, porém flexivel, o que
caracteriza a propriedade elastica do tecido. As células presentes sdo 0s condrdcitos e ao seu
redor a matriz extracelular. O tecido cartilaginoso é fundamental para o crescimento dos
0ss0s, mas, além disso, realiza funcéo de revestimento de superficies articulares, absorcdo de
impactos, e facilita o deslizamento dos 0ssos nas articulagbes (GARDNER, 1964; ROSS,;
REITH; ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Para definir o tipo de cartilagem é preciso conhecer as caracteristicas de sua matriz
extracelular. Na cartilagem hialina, presente no disco epifisario, a matriz extracelular é vitrea,
homogénea e amorfa, formada por fibrilas de colageno tipo Il associada ao &cido hialurénico,
proteoglicanos muito hidratados e glicoproteinas. O coldgeno ndo se distingue, em
coloragbes comuns, pois seu indice de refracdo é muito semelhante ao das macromoléculas
pelas quais esta envolvido. Cada molécula de proteoglicanos irradia numerosas moléculas
curtas de glicosaminoglicanos sulfatados que formam um arcabouco macromolecular da
matriz junto as fibras de colageno e ao &cido hialurdnico. As proteoglicanas coram-se com
corantes béasicos e com hematoxilina, a basofilia observada informa a distribuicdo de
proteoglicanas sulfatadas, e, isso ocorre, principalmente, em torno da lacuna. A quantidade de
proteoglicanas diminui & medida que a cartilagem envelhece. A matriz de cartilagem que esta
para ser substituida por material 6sseo fica impregnada por sais de calcio que séo receptivos a
hematoxilina. As lacunas aumentadas (espacos brancos) onde os condrocitos ficaram fora
correspondem ao momento da hipertrofia dos condrdcitos, evento necessario para calcificacdo
da matriz (Figura 3) (GARDNER, 1964; HAM, 1967; ROSS; REITH; ROMRELL, 1993;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).



Figura 3 - Fotomicrografia da cartilagem, corada em HE.
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Fonte: ROSS; REITH; ROMRELL, 1993.
Nota: A basofilia presente indica tratar-se de uma cartilagem jovem. As setas representam a &rea do aparelho de

Golgi.

As celulas e a matriz cartilaginosa sofrem retracdo durante o processamento
histolégico, ficando afastados da capsula, como foi possivel visualizar na Figura 4. Os
condrdcitos, quando corados com hematoxilina e eosina, apresentam distor¢do, pois contém
glicogénio e lipidios que sdo perdidos na preparacdo. Nas células ativas, o citoplasma
apresenta areas de basofilia (sintese protéica) e areas claras (aparelho Golgi). Nas células
velhas, o aparelho de Golgi esté reduzido, o glicogénio e lipidios sdo vistos em areas mais
claras (ROSS; REITH; ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O pericondrio, por sua vez, € um tecido conjuntivo muito rico em fibras colagenas que
aléem de realizar a funcdo de nutricdo € responsavel pela formacdo de condroblastos, esta
ilustrado acima, na Figura 4 (HAM, 1967; ROSS; REITH; ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).



Figura 4 - Fotomicrografia da cartilagem hialina, corada em HE.

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008.

Nota: Condrocitos estdo situados nas lacunas de matriz. A letra “P” indica o pericondrio.

A cartilagem hialina do disco epifisario é o esqueleto inicial do feto. Enquanto ocorre
ossificacdo endocondral essa cartilagem atua como placa de crescimento epifisario
(GARDNER, 1964; ROSS; REITH; ROMRELL, 1993).

A cartilagem de conjugacdo ou disco epifisario € responsavel pelo crescimento
longitudinal do osso e, portanto, esta presente até a parada desse crescimento (em torno dos
20 anos de idade), seguem as camadas na Figura 5 (GARDNER, 1964; ROSS; REITH;
ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008):



Figura 5 - Fotomicrografia do disco epifisario corado com pararrosanilina e azul-de-toluidina.

Zona de repouso: primeira camada apo6s epifise,
cartilagem hialing;

Zona de cartilagem seriada ou de proliferacéo:
condrdcitos em divisdo formando colunas
achatadas em sentido longitudinal;

Zona de cartilagem hipertréfica: condrocitos
volumosos (glicogénio e lipideos), matriz
reduzida a finos tabiques, condrdcitos em
apoptose;

Zona de cartilagem calcificada: mineralizacdo
dos tabiques;

Zona de ossificacdo: tecido 6sseo, presenca de
capilares sanguineos e células osteoprogenitoras
originando osteoblastos.

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008.
Nota: Possivel visualizar as cinco zonas e as alteragdes na cartilagem que dao origem ao tecido 6sseo.

Tendo em vista a escassez de estudos que observam o desenvolvimento dos 0ssos
longos em animais submetidos a terapia com bisfosfonatos, este estudo se propde a investigar
as alteracdes ocorridas no fémur de ratos tratados com dois bisfosfonatos nitrogenados, por

meio da mensuracao da area do disco epifisario.



2 OBJETIVOS

Os objetivos sdo apresentados de forma estruturada, em geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo propde-se a avaliar as caracteristicas microscopicas do fémur de
ratos tratados com diferentes bisfosfonatos nitrogenados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar e comparar as areas do disco epifisario de fémures de ratos nos diferentes
grupos:
e Grupo 01: alendronato de sodio (3mg/kg/dia);
e Grupo 02: acido zoledrdnico (0,2mg/kg/semana);

e Grupo 03: controle (sem administracdo de medicamentos).



3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia da pesquisa € descrita referindo o paradigma, caracterizando o tipo de
estudo realizado, local de execucdo da parte experimental e processamento do material
bioldgico.

3.1 PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, quantitativo e

descritivo.

3.2 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo fez o aproveitamento de material biologico (19 ratos), oriundos da

pesquisa intitulada “Caracteristicas histologicas do tecido 0sseo de ratos tratados com

diferentes dosagens de bisfosfonatos nitrogenados: estudo piloto”. A participagdo nas
atividades da pesquisa (periodo experimental e de processamento do material biolégico) como
Bolsista de Iniciacdo Cientifica (PIBIC — CNPq), vinculada ao projeto, correspondeu ao
periodo de agosto de 2010 a julho de 2012.

3.3 LOCAL

O experimento com os animais foi realizado na Unidade de Experimentacdo Animal
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em Porto Alegre, RS, Brasil. As anélises
microscopicas das laminas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Experimental do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.4 DESCRICAO DA AMOSTRA E PROCEDIMENTOS

Estudo experimental in vivo, cego, controlado em modelo animal. A amostra foi
selecionada de forma aleatoria ou probabilistica simples - randomizada.
A amostra para este estudo foi de 19 ratos albinos, isogénicos, da espécie Rattus

novergicus albinus, cepa Wistar, machos, com idade média de 120 dias e peso médio de



300g, provenientes da Unidade de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.
Os ratos foram agrupados da seguinte forma:
Grupo 01: alendronato de sodio (3mg/kg/dia) composto por sete animais;
Grupo 02: acido zoledrdnico (0,2mg/kg/semana) composto por sete animais;
Grupo 03: controle (sem administracdo de medicamentos) composto por cinco animais.

Os animais do grupo 01 foram submetidos a gavagem oral, diariamente, para
administracdo do alendronato de sédio. Os animais do grupo 02 receberam, semanalmente,
acido zoledrénico, via intraperitoneal. E, os do grupo 03 ndo receberam intervencao
medicamentosa. Os animais do grupo 01 e 02 receberam a medicacao por 21 dias. Apds esse
periodo os animais foram mortos e as pecas (fémur direito e esquerdo) foram coletadas.

Apos a remocdo das pecas, estas foram fixadas e conservadas em formalina neutra
tamponada 10%, por 48 horas, descalcificadas em acido nitrico 10%, durante sete dias,
preparadas e coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) para a avaliagéo histoldgica.

As imagens foram capturadas com auxilio do software Qcapture® da regido do disco
epifisario do fémur porcao distal, direito e esquerdo, com aumento de 400x. Nesse aumento
foi possivel observar todas as areas analisadas (disco epifisario) nos diferentes grupos. Para a
mensuracdo da area da cartilagem foi utilizado o programa Adobe Photoshop CS3 extended.
Apos identificacdo, a area do disco cartilaginoso foi delimitada e gerou uma medida em
pixel?, para isso foi utilizado uma ferramenta do proprio programa. Seguem abaixo, duas
imagens histoldgicas, ilustrando a area que foi capturada (Figura 6) e a delimitacdo da area

que foi mensurada (Figura 7).

Figura 6 - Disco epifisario (aumento de 400x). Figura 7 - Disco epifisario delimitado.
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Fonte: Dados da pesquisa. Fonte: Dados da pesquisa.



Cada animal originou duas laminas, correspondentes ao fémur direito e esquerdo. Em
cada lamina foram selecionadas trés areas (indicadas em vermelho na Figura 8), que foram
capturadas e mensuradas. Portanto, cada animal, gerou seis medidas de area. Para fins de
analise, foi considerada a média das areas para cada animal (ANEXO A). As medidas de area

foram comparadas entre os diferentes grupos.

Figura 8 — Desenho esquemético do fémur e corte histoldgico do disco epifisario.
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proliferacdo
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hipertréfica
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calcificada
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N
Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995, 2008.

3.5 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SPSS for Windows
versdo 19.0. Foi feito o teste de Kruskal-Wallis para comparacdo da distribuicdo dos grupos
pela variavel. Realizou-se a andlise de Generalized Estimating Equations comparando 0s

grupos. Foi feita a comparagdo Post-Hoc de Bonferroni. O nivel de significancia usado foi de

0,05.



3.6 CONSIDERACOES ETICAS

Esse estudo realizou o aproveitamento de material biolégico da pesquisa intitulada
“Caracteristicas histol6gicas do tecido ésseo de ratos tratados com diferentes dosagens de

bisfosfonatos nitrogenados: estudo piloto ”, projeto desenvolvido no HCPA, protocolado sob

0 n° 09-366, que seguiu as normas de utilizacdo de animais em projetos de pesquisa, conforme
Resolugdo Normativa 04/97, da Comissdo de Pesquisa e Etica em Salide/GPPG/HCPA. O
referido projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brasil (ANEXO B).



4 RESULTADOS

O estudo fez a avaliacdo de 38 laminas correspondentes aos 19 ratos (fémur direito e
esquerdo). Em cada lamina foram delimitadas trés regibes de mensuragédo, originando seis
medidas de area de disco epifisario para cada animal. Dessas seis medidas foi obtida uma
média para fins de comparacéo.

A figura a seguir, ilustra a média de cada rato. Pode-se perceber que os animais
mantém medias de area de disco epifisario semelhante dentro de seu grupo, porém ao ser

comparados com o0s outros dois grupos ha diferenca.

Figura 9 - Area de disco epifisario de cada animal em seus grupos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os animais do grupo 01, os quais receberam alendronato de s6dio, mantém média
entre 118821pixel? e 160774pixel? (Figura 10). Os animais do grupo 02, os quais receberam
acido zoledronico, apresentam médias entre 106943pixel? e 139697pixel? (Figura 11). E, os

animais do grupo 03, controle, mostram média entre 199165pixel? e 267069pixel? (Figura 12).



Figura 10 - Fotomicrografia representativa do Grupo 01 — Alendronato de sédio.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Area do disco epifisario, coloragio HE, aumento de 400x.

Figura 11 - Fotomicrografia representativa do Grupo 02 — Acido Zoledrénico

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Area do disco epifiséario, coloragio HE, aumento de 400x.



Figura 12 - Fotomicrografia representativa do Grupo 03 — Controle

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Area do disco epifisario, coloragio HE, aumento de 400x.

A figura seguinte ilustra a média dos animais dentro de seu grupo e o desvio padrdo
correspondente. A média do grupo 01 é de 136945pixel? e desvio padrédo é de 34221pixel2. No
grupo 02, foi encontrada média de 120529pixel? e desvio padrdo del3591pixel2. E, no grupo
03 a média foi de233905pixel? e desvio padréo correspondente a 51959pixel?.

Figura 13 - Média da area de disco epifisario dos animais em cada grupo.
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Para avaliacdo das médias mensuradas foi utilizado o programa estatistico SPSS for
Windows versdo 19.0. As médias dos animais foram comparadas nos diferentes grupos, as
quais apresentam diferenca significativa.

Tabela 1: Comparagdo Post-Hoc de Bonferroni. Nivel de significancia de 0,05.

() Grupo  (J) Grupo  Mean Difference (I-J) Std. Error Bonferroni Sig.

01 02 16415,85 5834,486 ,015
03 -96960,57 12507,835 ,000
02 01 -16415,85 5834,486 ,015
03 -113376,42 11606,869 ,000
03 01 96960,57 12507,835 ,000
02 113376,42 11606,869 ,000

Fonte: Dados da pesquisa.

Notas: Comparacdo da area do disco epifisario do fémur, porcao distal, de ratos.
Grupo 01: alendronato de sodio.
Grupo 02: acido zoledrénico.

Grupo 03: controle.



5 DISCUSSAO

Apbés a andlise de diversos estudos envolvendo terapia medicamentosa com
bisfosfonatos, encontramos no rato o modelo animal adequado, sendo de custo acessivel,
pequeno porte e facil manipulacdo (BAUSS; PFISTER; PAPAPOULOS, 2008; IWATA et al.,
2006; SONIS et al., 2009; FERRETTI et al., 1995; XIONG et al., 2010). Existem estudos que
avaliaram o uso dessa classe de medicamentos nesse modelo animal, porém associada a
procedimento cirurgico (MAAHS et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2010; AGUIRRE et al.,
2010), associada a administracdo de dexametazona, a fim de simular resposta imunoldgica do
animal (SONIS et al., 2009), e também aqueles que simularam menopausa através de
ovarectomia (AGUIRRE et al., 2010). Em contrapartida, ndo sé@o encontrados estudos que
buscam esclarecimentos para o uso dos bisfosfonatos e suas consequiéncias diretas nos tecidos
0sseos e cartilaginosos sem a influéncia de viesses.

A correlacdo de idade entre ratos e humanos é muito dificil de definir. No critério
musculo-esquelético, do qual foi lancado mao, vimos que o rato apresenta maturacdo 0ssea
em torno dos 210 dias. Porém, diferente dos humanos, esse modelo animal ndo apresenta
fechamento das epifises nos o0ssos longos, estando elas presente pela vida toda do animal.
Portanto, pode ser feita a mensuracdo do disco epifisario do animal aos 120 dias (QUINN,
2005).

O uso dessa classe de medicamentos esta crescendo progressivamente em humanos.
Tais farmacos sdo administrados em diferentes estagios de doenca, como por exemplo, em
caso de osteoporose que pode ser tratada com alendronato de sodio enquanto o &cido
zoledronico pode ser empregado nos casos de metastases Osseas (RUGGIERO, 2009).
Pensando nisso, esse trabalho buscou avaliar as alteraces produzidas unicamente pelo uso do
farmaco no tecido cartilaginoso, em regido de disco de crescimento.

Foram usados dois farmacos com vias de administracdo diferentes. A dose de
alendronato de sodio para humanos é de 1mg/kg/semana, via oral. Em ratos essa dose deve ser
aumentada, pois a biodisponibilidade oral em humanos € muito reduzida (aproximadamente
1%), além disso, a taxa de eliminacdo do medicamento é maior nos ratos (HUANG et al.,
2005). Portanto, as doses foram calculadas e ajustadas. Com base na literatura, a dose do
nosso estudo para alendronato de sddio, via gavagem oral, foi de 3mg/kg/dia assemelhando-se
aquela administrada por humanos.

O segundo farmaco utilizado foi o acido zoledrénico, aprovado em 2001 pela FDA.

Esse medicamento vem adquirindo sucesso pela eficacia e por necessitar um tempo de infuséo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sonis%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18715819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sonis%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18715819

mais curto. E usado para tratamento de metastases Osseas, com dosagens de 4mg/kg/més
durante, pelo menos, 15 minutos (KHOSLA et al., 2007). Para o estudo foi utilizado dosagem
de 0,2mg/kg/semana.

O presente trabalho analisou o efeito do uso de dois bisfosfonatos com diferentes
formas de administracdo e diferentes indicacBes de uso a fim de observar as possiveis
alteracbes microscopicas desenvolvidas em regido de disco epifisario do fémur porc¢éo distal
de ratos. O resultado do trabalho apresentou alteracdo na estrutura do disco epifisario, por
meio da andlise da area correspondente. A comparacdo das médias de area dos grupos
mostrou diferenga significativa, ou seja, as terapias com bisfosfonatos utilizadas mostraram
que 0s animais, dentro de seus grupos, mantiveram semelhante comportamento em relacdo a
estrutura de disco epifisario. Da mesma forma, o grupo que ndo recebeu qualquer
medicamento teve comportamento desigual e apresentou area de disco epifisario muito maior.

A diferenca estatistica encontrada foi evidente quando comparado os animais do grupo
controle (ndo receberam medicacdo) com o0s animais do grupo teste (receberam algum
medicamento) mostrando haver alteracdo a nivel molecular na area estudada. Sugere-se que a
medicacdo se incorpore a matriz cartilaginosa interferindo no processo de aposicdo de
cartilagem e substituicao pelo tecido 6sseo. Uma vez que foi possivel observar uniformidade,
fator limitador do tecido Gsseo, nos grupos que receberam a terapia medicamentosa. Porem,
ndo ha na literatura qualquer estudo semelhante analisando o efeito de tais farmacos no disco

epifisario do fémur de ratos, para fins de comparacao.



6 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou alteracbes ao comparar a area de disco epifisario de
diferentes animais tratados com bisfosfonatos, bem como aqueles que ndo receberam
medicacdo. Essa alteracdo equivale ao tamanho de &rea apresentada, sendo que a maior area
corresponde ao grupo controle e a menor ao grupo que recebeu terapia medicamentosa com
acido zoledrénico.

Os resultados podem sugerir que os bisfosfonatos interferem no processo de

ossificacdo endocondral resultando em alteracfes no desenvolvimento ésseo.
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ANEXO A — TABELA MICROSOFT EXCEL ILUSTRANDO DISPOSICAO DOS
ANIMAIS EM TRES GRUPOS E SUAS MEDIAS

Grupo Rato Cddigo Média Final (pixel?)
1 1 aa21 (1) 160774,6667
1 2 aa21(2) 126120,6667
1 3 aa21(3) 123445,3333
1 4 aa2l (4) 137222,8333
1 5 aa21(5) 118821,1667
1 6 aa2l (6) 145048,8333
1 7 aa2l (7) 147183,5
2 1 za21 (1) 117664,8333
2 2 za21(2) 122455,8333
2 3 za21 (3) 121079
2 4 za21 (4) 139697,3
2 5 za21 (5) 116839
2 6 za21 (6) 106943
2 7 za21(7) 119415,7
3 1 c21(1) 267069,5
3 2 c21(2) 226947,3333
3 3 c21(3) 238177
3 4 c21(4) 211965
3 5 21 (5) 199165,3




ANEXO B - CARTA DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE, BRASIL

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
% Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagdo
COMISSAD CIENTIFICA E COMISSAD DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissiic Clentifcaea ComissSo de Pesquisa e Etica em Sadde, que & recanhecida pela Comissda
Nadional de Etica em Pesgusa (COMEPWMS como Comibh de Etica em Pesquisa do HCPA, & pels Office
Far Human Research Probsctions (OHRPUUSDHHS, coma Insfluciorsl Review Beoand [IRBODD0DSRE1)
AMAlBAram O progin;

Projeto: 05-368
Pesquisadares:

EDELA PLIRICELLI
ADAIAKE CORBETTI
RICOL T DA LA RAMOE
DEEE PONIDMI

Titula: CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO TECIDD OSSED DE RATOS TRATADOS
COM DIFERENTES DOSAGENS DE BISFOSFONATOS MITROGEMADDS: ESTUDD
PILOTO

Esle projein foi Aprovadn em seus aspecics #ticos & metodoldgicas, de acordo com as Direlrizes e
Marmnas Iniemnacionais & Nacionais, especialmante as Resolugbes 19688 & complemantares do Conselho
Maoginol de BEadde. Tedo & qualgus altemsds de Mrejebs devdsnd Saf semufieddn os CERHTPA.

Os mambras do CEP/HCPA ndo partisipararn do processs de avaliasho doas projelos ande conslam coms

pesquisadores,

Parta Alagre, 08 de oulubro de 2003,

Clau
Soordersadora o SRS a HCGMA



