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RESUMO

O o0sso € um tecido multifuncional, metabolicamente muito ativo, constituido por
uma populacédo heterogénea de células, em diferentes estagios de diferenciacéo
celular. Esta em equilibrio dindmico, com regulacdo da mobilizagdo e deposi¢cao
mineral, durante a vida do individuo. E um tecido metabolicamente que sofre um
processo continuo de renovagéo e remodelagcdo. Diversos s&o os tipos de fraturas
e suas causas etioldgicas podem partir e eventos patoldgicos a traumaticos. Sendo
assim o processo de remodelacido Ossea desenvolve-se com base em dois
processos antagdnicos, mas acoplados: a formacao e a reabsor¢cédo 6ssea a cargo
das células das linhas osteoblastica e osteoclastica. Varias técnicas de avaliagéo
tém sido propostas para o diagnéstico e acompanhamento da regeneracéo 6ssea.
Por exemplo, as radiografias s&o usadas para dar informag¢des qualitativas sobre a
linha de fratura e observar a unido dos fragmentos 6sseos, ou mesmo quantificar
parametros da geometria, porém ¢é incapaz de predizer a rigidez do calo. Existem
ainda as op¢des sobre o efeito de algumas medicagdes entre outras. Sendo assim,
objetivou-se neste trabalho verificar a atuacao da hidroclorotiazida no processo de
regeneracao 0ssea apos lesdo por escareacdo na tibia de ratas Wistars. Para tal,
foram utilizados 24 animais fémeas, divididos em dois grupos contendo cada 12
animais: grupo | ou controle e grupo Il ou hidroclorotiazida. Estes grupos foram
subdividos em 02 subgrupos de 06 animais cada, analisados aos 7 e 15 dias da
lesdo na tibia realizado com procedimento cirdrgico com animais devidamente
sedados. Em suma, este trabalho mostrou que a hidroclorotiazida n&o favorece
maior formacao de tecido 6sseo primario em comparagao ao grupo controle, porém
pode observar que o grupo tratado com a Hidroclorotiazida obteve uma maior
maturacdo de tecido 6sseo secundario ou permanente em comparagao ao grupo
controle.

Palavras-chaves: Consolidacdo de Fratura. Regeneracdo Ossea. Tecido Osseo.
Tiazidas.



ABSTRACT

Bone is a multifunctional, metabolically very active tissue composed of a
heterogeneous population of cells at different stages of cell differentiation. It is in
dynamic equilibrium, with regulation of the mobilization and mineral deposition,
during the life of the individual. It is a metabolically fabric that undergoes a
continuous process of renovation and remodeling. Several are the types of fractures
and their etiological causes can leave and pathological to traumatic events. Thus,
bone remodeling develops based on two antagonistic but coupled processes: bone
formation and resorption by osteoblastic and osteoclast lines. Several evaluation
techniques have been proposed for the diagnosis and follow-up of bone
regeneration. For example, radiographs are used to give qualitative information
about the fracture line and to observe the union of the bone fragments, or even to
quantify parameters of the geometry, but it is unable to predict the stiffness of the
callus. There are also options on the effect of some medications among others.
Therefore, the objective of this study was to verify the performance of
hydrochlorothiazide in the process of bone regeneration after tibial remarking of
Wistars rats. For this, 24 female animals were used, divided into two groups
containing each 12 animals: group | or control and group Il or hydrochlorothiazide.
These groups were subdivided into 02 subgroups of 06 animals each, analyzed at
7 and 15 days of tibial lesion performed with a surgical procedure with properly
sedated animals. In summary, this study showed that hydrochlorothiazide does not
favor greater formation of primary bone tissue in comparison to the control group,
but it can be observed that the group treated with Hydrochlorothiazide obtained a
greater maturation of secondary or permanent bone tissue in comparison to the
control group.

Keywords: Fracture Consolidation. Bone Regeneration. Bone Tissue. Thiazides.



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIAGOES

% — Percentagem;

+ — Osso primario;

1 — Matriz 6ssea secundaria;

® — Marca registrada;

ad libitum — a vontade;

ARFIS — Area de Ciéncias Fisiologicas;

C — cortical 6ssea;

Ca2* - jon Calcio:

CEBEA - Comissao de Etica, Bioética e Bem-Estar Animal;
CEUA - Comité de Etica na Utilizacdo de Animais;
CFMV - Conselho Federal de Medicina Veterinaria;
EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-acético:

et al — E colaboradores;

F — Frequéncia;

GL - Grau de Liberdade;

HE — Hematoxilina-Eosina;

ICBIM - Instituto de Ciéncias Biomédicas;

kg — quilogramas;

M — Medula 6ssea;

mg — Miligramas;

NO - Neoformacéo éssea;

°C — Grau celsius;

RPM - Rotagao por minuto;

SIG - Significancia;

UFU - Universidade Federal de Uberlandia;

Ul — Unidades Internacionais.



LISTA DE FIGURAS

Figura1— O tecido 6sseoe suasestruturas ......................oooooci
Figura 2 — Desenho representativo de fratura fechada e fratura exposta ....
Figura 3 — Tipos de fraturas doS 0SSOS ..........cooviiiiiiiiiiiie e

Figura 4 — Fluxograma de distribuicao dos grupos controle e tratamento ...

Figura 5 — Etapas cirurgicas para realizagdo da les&o dssea, na metafise
proximal datibiaderatas ...

Figura 6 — Extens&o de citologia vaginal de ratas em periodo de estro ........

Figura 7 — Administracdo dos farmacos pelo método de gavavem em um
dos animais do experimento ...

Figura 8 — Fotomicrografia de sec¢ao longitudinal da tibia dos animais do

Figura 9 — Concentracao plasmatica de Ca2* entre os grupos controle e
tratamento hidroclorotiazida aos sete e quinze dias de tratamento ..............
Figura 10 — Fotomicrografia de sec&o longitudinal de tibia, aos sete e
quinze dias detratamento ...
Figura 11 — Porcentagem de neoformac¢&o 6ssea entre 0s grupos controle

e tratamento hidroclorotiazida aos sete e quinze dias de tratamento ...........

20

21
22

23

25

27

28



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......ccuiueeiirreeeeisessssessesssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 10
2. JUSTIFICATIVA . ....ceeeree e e sesssccsssses s e e s e s s s ssmms s s e e e e e s s s s ammnn e e e e e esnn s nnnnnnnnnes 11
3. OBUETIVO ... oiiiiccccceeeerees s ssssssssssssss s s s e s sssssssssssss s s s s e ssssssssssnsssssssssssnnsssnnnnsnsnnes 12
3.1 ODJEtIVO GEIaAI ... 12
3.2 Objetivos ESPeCITiCOS. ........uiiiiiiiiiiii 12
4. REFERENCIAL TEORICO......coiiiecieescssssssss s ssssssessssssssssssssssssssssssssaes 13
4.1 0 TGO OSSO ..o 13
4.2 Fraturas OSSEaS ..........c.ocoovoeeeeeeee e 15
43 Reparodas Fraturas .............ccoooiiiiiii 17
4.4 Hidroclorotiazida ..o 18
5. MATERIAL E METODOS .....oocoiieiiemscrissesssess s sessssesssssssssssesssssssssssesssssssnas 19
O ANIMAIS ... 19
5.2 Grupos EXPerimentais ................ouuuiiiiiiiiiiiiiii 19
5. 3 Preparacgbes do Veiculo e Medicamento .................cccooooeeee i, 20
5.4 Procedimento CirlrgiCO .............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiee 20
5.5 Administracdo dos farmacos emestudo...................., 22
5.6 Analise da Concentragédo Plasmatica de Caélcio (Ca2*)......................... 23
5.4 BULANASIA . ...t 24
5.5 Analise Histologica e Histomorfométrica.......................oooooeen, 24
5.7 Analise EstatistiCa................ovviiiiiiiiii 25
6. RESULTADOS........ceerrrerrisssssssssssseseersssssssssssssses s s s s ssssssssssnsssnsssssssssssssnnnnnsnnes 27
6.1 Concentracdo Plasmaticade Ca2™ ..o 27
6.2 Analise HistolOgica. ... 28
6.3 Analise HiStomorfomMEtriCa ............c.ovooioeeeeeeee e 31
7. DISCUSSAD ...t sesss s esss s sss s s sas e s sae e sae s s sae s sesas s sesasannnin 32
8. CONCLUSAOD .....cucecireerireess s ess s sas s sas e s sas e sae s s sae e sae s s e sae s nin 34
REFERENCIAS.........coitcrurerccareresasssesessssssessssssessasssesessssssesssssssasssssesssssnesassnenes 35
L 111 = LSS 39

Anexo | - Parecer de Aprovacdo da Comissdo de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA). ... 40



1. INTRODUGAO

A mineralizacdo da matriz confere a este tecido uma extrema dureza, o
que lhe permite desempenhar importantes fun¢gdes de sustentacéo e protecéo.
Por sua vez, a matriz colagénica proporciona-lhe uma certa maleabilidade
fornecendo-lhe algumas possibilidades de extens&o e flexdo. A matriz dssea
representa, também, o maior reservatério de ions minerais do organismo,
particularmente de calcio e fésforo, participando ativamente na manutencao da
homeostase dos niveis de calcio no sangue e, consequentemente, em todos 0s
fluidos tissulares, condicdo essencial para a preservacao da vida (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

O tecido 6sseo € um dos tecidos com maior capacidade de reparacéo,
exibindo um potencial de regeneracdo surpreendente, capaz de restaurar
perfeitamente sua estrutura original e suas propriedades mecanicas. No entanto,
o conhecimento sobre os multiplos mecanismos dsseos regulatorios devem tanto
auxiliar o entendimento sobre a remodelag&o 6ssea quanto oferecer explicacdes
para as alteracdes que ocorrem em varias enfermidades, sendo esse estudo de
extrema importancia (KAWAMOTO; NAGAOKA, 2000).

A consolidagdo de uma fratura € um dos mais notaveis processos de
reparo do corpo humano, porque dela resulta ndo somente uma cicatrizacao,
mas uma reconstituicdo do tecido lesado em outro semelhante a sua formacéo
original. Isto acontece porque 0 0sso esta continuamente sendo depositado e
absorvido, gerando assim um processo de remodelagem constante do mesmo
(CORMACK, 2003).

O reparo de tecidos musculoesqueléticos ocorre por meio de resposta
tecidual composta de trés fases, que nado ocorrem separadamente e séo
descritas como inflamacgéo, reparacéo e remodelagdo (MULLER, 2004).

A aplicabilidade do uso de drogas com a fungdo de remodelacdo do
tecido 6sseo pode aumentar a afetividade dos processo basicos que direcionam
e regulam a reparacgdo do tecido. Sendo assim, objetivou-se neste trabalho,
pesquisar a influéncia da hidroclorotiazida sobre o processo de remodelacéo

O0ssea em ratos da raca Winster.
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2. JUSTIFICATIVA

A néo consolidacdo 6ssea € um dos principais problemas encontrados na
pratica ortopédica, sendo a condicdo inicial para 0 desenvolvimento de
pseudoartroses, que sao responsaveis por alta morbidade, pois nem sempre se
observa sua reparacéo. O uso de enxertos 6sseos tem auxiliado os cirurgides na
tentativa de reestabelecer a fisiologia 6ssea normal dos pacientes. Porém, nem
sempre sao efetivos, devido a pouca quantidade obtida, grande morbidade ao
doador, e possiveis rea¢des imunolégicas que podem levar ao retardo e
insucesso da técnica. Assim, surge a necessidade de encontrar uma alternativa
que contribua para uma consolidagdo éssea que cause menos danos ao animal
e uma rapida recuperacdo apods a fratura. Acreditamos que os efeitos da
hidroclorotiazida possa acelerar o processo cicatrizagéo 6ssea. Se comprovada
sua eficiéncia, essa droga pode se tornar mais um método a ser empregado no

auxilio da reparagao dos tecidos 6sseos.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho serda o de verificar a atuagcdo da
hidroclorotiazida no processo de regeneragado dssea apds lesdo por escareacao

na tibia de ratas Wistars.

3.2 Objetivos Especificos

v' Avaliar através de analise histolégica os efeitos da hidroclorotiazida na

v

regeneracao 0ssea entre 0s grupos controle e grupo tratamento;
Determinar a concentragéo plasmatica do ion Calcio (Ca2*) entre os grupos

controle e tratamento.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 O Tecido Osseo

O sistema esquelético € dividido em esqueleto axial, que compreende
cranio, coluna vertebral, costelas e esterno, e o esqueleto apendicular, que &
dividido em cingulos do membro superior, inferior, com bracos e pernas. Na
composicdo do esqueleto désseo, existem quatro tipos de ossos, que séo
caracterizados como: longos, curtos, planos e irregulares. O sistema 6sseo
constitui a maioria das estruturas no sistema esquelético, e o esqueleto
representa aproximadamente 20% do peso total corporal (HAMILL; KNUTZEN,
2012).

O tecido osso se compbe basicamente de substancia mineral, na forma
de hidroxiapatita de calcio, e por colageno do tipo | numa substancia fundamental
de glicosaminoglicanos. A matriz colagenosa € conhecida como ostedide (essa
matriz é produzida pelo principal tipo celular do osso, o0 esteoblasto (uma célula
que reveste as superficies formadoras de tecido 6sseo. Mais tarde, essas células
terminam encarceradas no interior da matriz e passam a chamar-se osteocitos
(JONES et al., 2000).

Na sua formacéo o 0sso se desenvolve por substituicdo de um tecido
conjuntivo preexistente. Os dois processos de formagéo do 0sso ou osteogénese
observados no embrido sdo: 1 (ossificagdo intramembranosa, na qual o tecido
0sseo e depositado diretamente no tecido conjuntivo primitivo ou mesénquimal)
e 2 (ossificagdo endocondral, na qual o tecido 6sseo substitui uma cartilagem
hialina preexistente, o molde do futuro osso (KIERSZENBAUM, 2004).

Macroscopicamente, o tecido 0sseo pode se apresentar como
compacto, na regido mais periférica dos ossos, denominada cortical, € esponjoso
ou trabecular, com rede de trabéculas contendo espacos intercomunicantes que
abrigam a medula 6ssea (figura 1). As superficies 0sseas internas e externas
s&o revestidas respectivamente pelo enddsteo e peridsteo. O peridsteo constitui
membrana de grande importancia para a integridade dos 0ssos
(KATCHBURIAN; ARANA, 2004).
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Figura 1 — O tecido 0sseo e suas estruturas.
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Fonte: (DYCE et al., 2004).

O tecido 6sseo € um tecido que exerce variadas fungbes no organismo
vertebrado, atua na protecdo e suporte dos tecidos moles, protegem 6rgaos,
ancoram e apoiam musculos e participa como moradia para a medula 6ssea na
producdo de células sanguineas. E um tipo especializado de tecido conjuntivo
formado por células e material extracelular calcificado (STEVENS; LOWE, 2001;
PORTINHO et al., 2008; FEITOSA, 2008).

O o0sso € um tecido dinamico, complexo, influenciado por fatores
fisioldgicos, nutricionais e fisicos, como estresse mecanico e atividades fisicas.
Para atender as necessidades de crescimento do organismo 0s 0ssos sofrem
processo de modelagem, que representa o alongamento longitudinal e do
didmetro. Ha& uma variac¢do individual e especifica do crescimento de cada 0sso
cujo controle se da sobre a fise, isto é, cada cartilagem de conjugagao tem uma
taxa especifica de crescimento, em que 0 controle € geralmente hereditario
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O osso esta estreitamente relacionado com o desenvolvimento do
animal, sofrendo adaptacgbes frequentes quanto a sua constituicdo, podendo
estar hipertrofiado quando € mais exigido, ou atrofiado quando em desuso. Serve
de reserva metabdlica de calcio e fosforo no organismo, 0s quais podem ser

mobilizados durante altera¢cdes da homeostase (MACARI et al., 2002).
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O tecido 6sseo constitui um notavel material de constru¢do, de natureza
biolégica, com a singular capacidade de edificar estruturas muito resistentes que

se remodelam e reparam a si proprias (FALONI, 2006).
4.2 Fraturas Osseas

Em uma analise mecanica, fratura representa a perda da capacidade
ossea de transmitir dentro da normalidade a carga durante o movimento,
causada pela perda da integridade da estrutura esquelética (HAMILL,;
KNUTZEN, 2012).

As fraturas s&o classificadas como fechadas/interna e ou
aberta/expostas. Na fratura fechada (figura 2b) pode haver pouco ou nenhum
movimento ou deslocamento dos 0ssos quebrados sem penetracdo no tecido
superficial. No entanto, na fratura exposta (figura 2a), ha deslocamento de
extremidades fraturadas com o 0sso penetrando nos tecidos que circundam o
local, inclusive na pele, que fica lacerada. Os dois tipos de fratura podem ser
graves se ndo forem tratados adequadamente. Os sinais e sintomas s&o
deformidade, sensibilidade pontual, edema e dor durante os movimentos ativos
e passivos (SLATTER, 1998, PRENTICE, 2012).

Figura 2 — Desenho representativo de fratura fechada e fratura exposta.

| |
Exposta i Fechadai
a

A B
Fonte: adaptado (MACHADO, 2014).
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De acordo com Jones et al. (2000), ainda existem mais 6 tipos de
fraturas: fratura transversa (quando o traco de fratura atravessa o 0sso numa
linha mais ou menos reta); fratura cominutiva (quando existem muitas partes
fraturadas); fraturas impactada (raramente ocorre, mas neste tipo de fratura um
fragmento 0sseo se projeta forcadamente para dentro de outro 0sso); fratura em
galho verde (quando o peridésteo permanece intacto e mantém no lugar as
extremidades do 0sso); fratura por tensdo (quando 0 0sso se encontra sob
repetida tensdo, aumenta a atividade de remodelagem — que possivelmente esta
direcionada para o reparo das micro lesdes. Quando a tens&o continua, formam-
se 0s calos periosteais e endosteais, que ajudam a fortalecer o 0sso, ao mesmo
tempo que ocorre a remodelagem ativa) e por ultimo, fratura patolégica (fratura
que ocorre nao como resultado de qualquer traumatismo pouco habitual, mas
porque 0 0sso sofreu debilitacdo precedente por alguma outra moléstia, como

exemplo cita-se a distrofia fibrosa, ou tumores 6sseos) (figura 3).

Figura 3 — Tipos de fraturas dos 0ssos.

5 5

Impactada Obliqua Transversa

Cominutiva Galho verde Espiral

Fonte: adaptado (BIOSOM, 2017).
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Dentre as complicagbes mais comuns destacam-se, a ndo unido 6ssea,
a unido retardada e a pseudoartrose. Ambas levam a desvios e inadequacéo

0ssea, comprometendo a deambulagéo do animal (PRENTICE, 2012).

4.3 Reparo das Fraturas

Os eventos envolvidos no processo de reparacao déssea s&o de extrema
complexidade, pois incluem uma série de eventos interagindo em prol da cura
do 0ss0; esses eventos sdo: sintese de gene, atividade de grande quantidade
de células e proteinas, atuando na restauragéo da integridade do tecido 6sseo
para a restauragdo das extremidades envolvidas na fratura (OLIVEIRA et al.,
2011).

Ainda de acordo com Oliveira et al. (2011), a reconstrugéo de grandes
defeitos dsseos continua sendo um dos desafios da engenharia de tecidos. Na
tentativa de reparar defeitos 6sseos, novas abordagens propdem a utilizacdo de
medicamentos e ou agentes bioativos que favorecam a sua remodelagdo em
periodos de tempo mais curtos.

As fases de recuperacdo necessitam das chamadas “moléculas
sinalizadoras”, que regulam a atividade e diferenciagdo das diversas células
envolvidas. Essas moléculas, basicamente s&o o fator de crescimento de
transformacéao beta (TGF-B), proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), citocinas (interleucina-
1, ou IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral — TNFa), metaloproteinases, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), e angiopoietina (DIMITRIOU et al,,
2005).

Alguns fatores podem atrasar ou mesmo impedir a uniao dos fragmentos
0sseos, como a severidade e a localizacdo da fratura, a natureza do suprimento
sanguineo para o0 0ss0, a extensido da lesdo em tecidos moles, perda 6ssea,
contato com o ar e contaminagéo, ou mesmo presencga de tumor. Qutros fatores
sistémicos podem estar envolvidos, como alcoolismo, fumo, idade e diabetes
(HADJIARGYROU et al., 1998).
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4.4 Hidroclorotiazida

Os diuréticos tiazidicos foram os primeiros anti-hipertensivos disponiveis
para uso em larga escala. Lancados em meados dos anos 50 continuam a ser
administrados, isolados ou em associacdo, a milhdes de hipertensos em todo o
mundo. Foi com esta classe de drogas que se demonstrou reducado da
morbimortalidade com o tratamento anti-hipertensivo.

Atua sobre o mecanismo tubular renal de absorcdo de eletrédlitos,
aumenta a excrec¢do urinaria de sédio e agua por inibicdo da reabsor¢ao de sédio
no principio dos tubulos distais e aumenta a excre¢cdo urinaria de potassio
incrementando a secrecao de potassio no tubulo contornado distal € em tubos
coletores. Absorve-se com relativa rapidez apds sua administragdo oral. Sua
meia-vida normal € de 15 horas, o efeito diurético comec¢a apos 2 horas, o efeito
maximo € obtido apds 4 horas e sua acido dura de 6 a 12 horas. Elimina-se por
via renal de forma inalterada (SPINOSA et al., 2006).

Ainda de acordo com Spinosa et al. (2006), suas indica¢des estéo
empregadas no tratamento de diversas doengas como: edema associado com
insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica com ascite, sindrome
nefrética, glomerulonefrite aguda e insuficiéncia renal crénica e hipertenséo
(HUNGRIA, 2007).

Além disso, a hidroclorotiazida diminui a excreg¢ao de calcio pelos rins,
contribuindo positivamente com a densidade mineral 6ssea e com a diminui¢c&o
do risco de fraturas (AUNG, HTAY, 2011). Segundo Bokrantz et al. (2016) o
tratamento com tiazidas em pacientes hipertensivos diminuiu o risco de fratura
relacionadas a osteoporose. Estudos sugerem que 0 aumento da densidade
mineral éssea ndo esta diretamente relacionado ao aumento do transporte de
calcio tubular renal, mas a uma ac¢do direta no osso onde as tiazida podem
exercer seu efeito através da inibicdo da reabsorcido Ossea mediada por
osteoclastos e/ou refor¢o da atividade dos osteoblastos.

De acordo com Bolland et al. (2007) a hidroclorotiazida mostra-se
benéfica em relagdo a densidade mineral 6ssea em mulheres em idade pos-
menopausa, prevenindo a perda éssea que ocorria principalmente em pacientes

com histérico de hipertens&o e calculo renal.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Inicialmente este trabalho foi submetido ao Comité de Etica na Utilizacdo
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e aprovado
sob numero de protocolo N° 014/16 (anexo ).

Foram utilizadas 24 ratas, (Rattusnorvegicus, variagao albinus, Wistar),
com peso medio de 230g e idade aproximada de 10 semanas, adquiridos junto
& Comiss3o de Etica, Bioética e Bem-Estar Animal (CEBEA) da UFU.

Os animais foram mantidos na Area de Ciéncias Fisioldgicas (ARFIS) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) também da UFU em gaiolas
apropriadas, condicionadas em estantes climatizadas a temperatura de 22°C,
forradas com maravalha recebendo agua e ragéo ad /ibitum. Cada gaiola alojou
seis animais. Os animais passaram por um periodo de ambientac&o desde 0 seu

nascimento, até serem submetidos ao procedimento de experimentagao.
5.2 Grupos Experimentais

Apds a cirurgia, os animais foram divididos em dois grupos com 12
animais cada (figura 4), sendo o grupo | o controle e o grupo Il submetido ao

tratamento com hidroclorotiazida, como mostrado a seguir:

v' O grupo | - GRUPO CONTROLE: submetidos a osteotomia, receberam
carboximetilcelulose (veiculo usado para diluicdo das drogas) por via oral,
duas horas apds a lesao, até o dia da eutanasia. Este grupo foi subdividido
em dois subgrupos de seis animas cada, analisados aos 7 e 15 dias de

poOs-operatorio.

v' O grupo Il - GRUPO HIDROCLOROTIAZIDA: submetido a osteotomia,
receberam 15 mg/kg dia de hidroclorotiazida por via oral, 24 horas apds a
lesdo, até o dia da eutanasia. Este grupo também foi subdividido em 02
subgrupos de 06 animas cada, analisados aos 7 e 15 dias de pos-

operatdrio.
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Figura 4 — Fluxograma de distribuicdo dos grupos controle e tratamento.
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5. 3 Preparacgdes do Veiculo e Medicamento

Ambos a carboximetilcelulose e a hidroclorotiazida foram adquiridas de
uma farmacia de manipulacdo de medicamentos veterinarios da cidade de
Uberlandia, MG, Brasil. Suspensdes de hidroclorotiazida na dose de (15mg/mL)
foram preparadas imediatamente antes das administragdes utilizando-se como

veiculo carboximetilcelulose na concentracao de (5%).

5.4 Procedimento Cirurgico

Por se utilizar fémeas no modelo experimental, tomou-se o cuidado para
padronizar as lesGes Osseas, realizando o procedimento cirurgico sempre na
mesma fase estral (estro/cio). Para identificacdo do ciclo estral, os animais foram
submetidos a um lavado vaginal, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de 3
mL, foi injetado aproximadamente 0,5 mL de solucéo salina 0,9% no canal
vaginal, e aspirado em seguida, posteriormente realizou-se com essa solugao
extensao em lamina (figura 5) para visualizagao ao microscopio nas objetivas de
10 e 40x. Ainda de acordo com 0 mesmo autor (figura 5) ilustra um lavado vaginal

de rata para determinacgéao do ciclo estral (VILELA et al., 2007)

20



Figura 5§ — Extensao de citologia vaginal de ratas em periodo de estro.
—

Legenda: Fotomicrofrafia de conteudo vaginal obtido através de extensdo em lamina de rata
como comparativo para confirmacéo da fase de estro, representado por células superficiais, com
aspecto orangi6filo e anucleadas, poucas células nucleadas e auséncia de polimorfonucleares
coradas pelo método de Ginsa.

Fonte: adaptado (VILELA et al., 2007).

Os animais foram anestesiados com protocolo de associagao entre
cloridado de quetamina 10% (10 mg/kg) e cloridado de xilazina 2% (10 mg/kg),
aplicados por via intramuscular. Apds 10 minutos da aplicagao da anestesia, 0s
animais sofreram tricotomia da regido medial da perna, incluindo a articulacéo
do joelho, no membro pélvico direito (figura 6A). Com o animal em decubito
dorsal, foi feita anti-sepsia com polivinilpirrolidona 2% seguido de alcool-iodado
3%.

Verificada a presenca de analgesia (pingamento de cauda e dos espacos
interdigitais), foi feita uma incis&o longitudinal de pele, na face medial da perna
sob a regiao proximal da tibia (figura 6B). A musculatura nesta regi&o foi afastada
com o auxilio de pingas anatdmicas, de modo a expor a por¢&o proximal da tibia
(figura 6C). Em seguida, uma falha 6ssea de 2mm de didmetro com profundidade
bicortical foi criada de aproximadamente 8 mm distal a articulacdo do joelho
(figura 6D), em ambos 0s membros pélvicos, com o auxilio de uma broca de
2mm acoplada a uma mini retifica de baixa rotacdo marca Wester®, com irrigagao

constante de solugéo fisioldgica para evitar superaquecimento do tecido dsseo.
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Figura 6 — Etapas cirurgicas para realizacido da lesdo dssea, na metafise

proximal da tibia de ratas.

Legenda: (A) Tricotomia da regido medial da articulagdo femoro-tibia-patelar; (B) Acesso
cirargico cutédneo na face medial da perna, na regido proximal da tibia; (C) Afastamento da pele,
tecido cutédneo e periosteo para a exposicdo da regido proximal da tibia; e (D) Lesdo 0ssea
circular de 2mm de diametro com profundidade bicortical na regido proximal da tibia.

Apds inspecao da regido osteotomizada e das partes moles adjacentes,
foi realizada a limpeza da area com solugdo fisiolégica para remo¢édo dos
detritos. A pele juntamente com a musculatura foi aproximada com pontos tipo

simples separado de fio de nylon n° 3-0.

5.5 Administragcao dos farmacos em estudo

Apds duas horas do término da cirurgia (tempo aguardado para que o
animal se recuperasse da anestesia) iniciou-se a administragdo dos farmacos

(carboximetilcelulose e hidroclorotiazida) em estudo de acordo com 0s grupos
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experimentais estabelecidos, através de gavagem (figura 7), e repetidos a cada

24 horas, até o dia da eutanasia dos animais.

Figura 7 — Administracdo dos farmacos pelo método de gavavem em um dos

animais do experimento.

5.6 Analise da Concentracao Plasmatica de Calcio (Ca2*)

No final dos respectivos dias de observacao todos os animais de ambos
os grupos foram novamente anestesiados com o0 mesmo protocolo citado para o
procedimento cirurgico e submetidos a colheita de sangue para dosagem sérica
de calcio. Foram coletados 0,5 mL de sangue por pun¢do cardiaca, através de
toracotomia pela técnica de esternotomia mediana, com uma seringa de vidro
contendo 60 unidades internacionais (Ul) de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e depois armazenado em tubo VACUNTAINER® com gel separador.

Apos o procedimento o sangue foi centrifugado em velocidade de 4.000
rotacGes por minuto (RPM), durante cinco minutos afim de separar e coletar o
plasma para armazenamento em frascos de ependorfes e congelados a - 8°C
até serem encaminhados para um laboratorio de analises clinicas para

mensuragao da concentracdo de Ca2* método de Arsenazo lll.
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5.4 Eutanasia

Os animais de ambos os grupos foram submetidos a eutanasia no final
dos respectivos dias de observacéo (7 e 15 dias de pds-operatdrio), com sobre
dose de Tiopental Sodico por via intraperitoneal e apos sedagéo submetidos a
técnica de deslocamento cervical, conforme recomendado pela resolugcdo 1000
de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),
que dispbe sobre métodos de eutanasia para animais de laboratorio € ou
experimentacéo (CFMV, 2012).

Apds a eutanasia os animais tiveram suas tibias dissecadas e
desarticuladas proximalmente a articulagéo do joelho e distalmente a articulacéo
tarsica e em seguida, fixadas em formol para analise histoldégica e

histomorfométrica.

5.5 Analise Histolégica e Histomorfométrica

Apds a fixacdo em formol 10%, as pecgas foram desmineralizadas em
solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (solugdo contendo 4,13% de EDTA
e 0,4% de hidréxido de sbédio) por 25 dias. Posteriormente, foram
hemiseccionadas no sentido longitudinal na regido central da falha 6ssea. Cada
fragmento foi incluido, no sentido da superficie de corte, em um bloco de parafina
e submetido a técnica histoldégica de rotina. Foram confeccionados cortes
seriados de cada bloco, com cinco micrdmetro de espessura, corados com
hematoxilina eosina (HE) e Tricbmico de Mallory no qual a primeira foi usada
para analise histoldgica qualitativa e a segunda para analise histomorfométrica.

A analise histologica qualitativa avaliou os aspectos morfolégicos do
reparo 0sseo na area da lesdo, observando a presencga de coagulo, de células
inflamatérias e de tecido de granulagao, tipo de tecido 6sseo, morfologia das
células Osseas e a organizacdo e a espessura das trabéculas dsseas.

Na analise histomorfométrica foi quantificada a propor¢édo de
preenchimento ésseo dentro do defeito realizado. As laminas foram digitalizadas
utilizando scaner modelo ScanScope AT Turbo® (LeicaBiosystemsNussloch,
Shinjuku-ku, NuBloch/Alemanha) e analisadas utilizando o programa de

imagem Aperio Image Scope® (Aperio Technologies, Inc. 2003-20013, Version
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12.1.0.5029), com aumento de 4x. Cada fotomicrografia foi obtida através da
unido das imagens de cada defeito 6sseo com o software editor de imagens
Adobe Photoshop CS6 (Adobe®, Adobe System Inc., San Jose, CA/EUA). Esse
mesmo software também foi utilizado para remover toda area de tecido mole da
fotomicrografia. Através do software grafico HL Image 97 ++ (Western Vision
Software, Utah/EUA), as imagens de cada lamina fotografada e editada foram
transformadas em imagens binarias e em seguida a regido de cada defeito foi
delimitada em quatro linhas, estendendo-se das bordas inferiores da cortical
Ossea lesionada até a cortical oposta através da ferramenta draw. Os dados de
interesse foram os valores referentes a porcentagem de matriz, fornecidos em

pixels, que foram calculadas com a ferramenta measurement (figura 8).

Figura 8 — Fotomicrografia de seccao longitudinal da tibia dos animais do

Legenda: (A) seccio longitudinal da tibia mostrando cortical 6ssea [C], medula 6ssea [M],
neoformacao ¢ssea [NOJ; (B) fotomicrografia apds remocao de tecido mole 0sseo; (C) imagem
binaria; e (D) delimitacdo da regido de interesse [quadrilatero vermelho]. Tricrémico de Mallory
4x.

5.7 Analise Estatistica

Todos os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA), para verificagdo de sua normalidade. O pds-teste de
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Newman-Keuls foi utilizado para analise entre 0s grupos experimentais com mais
de dois tratamentos, sendo o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Toda a
analise estatistica foi realizada pelo programa R 3.1.2 (R Development Core
Team 2014).
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6. RESULTADOS

6.1 Concentracao Plasmatica de Ca2*

Todos os animais de ambos os grupos avaliados aos sete dias de pés-
operatério n&o apresentaram diferencas significativas em relacdo a
concentragdo plasmatica do ion Ca2*(F = 0,46; GL = 23; SIG = 0,716) (figura
9A). Os animais analisados aos quinze dias também nao apresentaram
diferencgas significativas para o mesmo teste (F = 1,741; GL = 23; SIG = 0,191)
(figura 9B).

Figura 9 — Concentracdo plasmatica de Ca2* entre os grupos controle e

tratamento hidroclorotiazida aos sete e quinze dias de tratamento.
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Legenda: (A) Grupos tratados aos setes dias [C] controle, [H] tratamento com hidroclorotiazida;
(B) Grupos tratados aos quinze dias [C] controle, [H] tratamento com hidroclorotiazida (Teste
Newman-Keuls).
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6.2 Analise Histolégica

Em ambos os dois grupos analisados para o periodo de sete dias, os
cortes histoldgicos revelaram area da lesdo Ossea apresentando focos de
hemorragia e debris de matriz dssea originados durante o procedimento
cirurgico. A area da lesdo dssea apresentava-se parcialmente preenchida por
trabéculas dsseas constituidas por tecido 6sseo primario.

Essas trabéculas preenchiam o espaco do canal medular n&o apenas na
area da lesdo, mas se estendiam além dessa area no interior do canal medular.
Além disso, encontravam-se permeadas por tecido de granulagdo ricamente
celularizado. A matriz éssea possuia varios ostedcitos no interior de lacunas e
de aspectos usuais. Observaram-se inumeros osteoblastos volumosos, com
nucleo excéntrico de cromatina mais frouxa e citoplasma basofilico. Tais
caracteristicas morfolégicas sdo compativeis com alta atividade sintética.
Inumeros desses osteoblastos ativos revestiam a superficie da matriz 6ssea e
muitos deles estavam associados a matriz ostedide, que foi observada em areas
relativamente extensas. Foram observados poucos osteoclastos na area da
lesdo Ossea. Nao foi observado infiltrado inflamatério em nenhum espécime
(figura 9).

Ja para o periodo de 15 dias, os cortes histologicos dos grupos
analisados revelaram area da lesdo O0ssea em ambas corticais totalmente
preenchidas por trabéculas dsseas constituidas por tecido 6sseo primario. Essas
trabéculas também preenchiam a area do canal medular e se estendiam além
da area da lesdo. No entanto, essas trabéculas estavam permeadas por medula
O0ssea e nado por tecido de granulacdo. Apresentavam ostedcitos no interior de
lacunas e estavam revestidas por osteoblastos de morfologia variada. Alguns
desses osteoblastos exibiam aspecto de células ativas e estavam associados a
matriz ostedide. Foram encontrados alguns osteoclastos localizados em lacunas
de Howship na matriz éssea o que indica atividade de reabsorc¢éo 6ssea (figura
10)
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Figura 10 — Fotomicrografia de sec¢do longitudinal de tibia, aos sete e quinze

dias de tratamento.

7DIAS

Legenda: (C) Grupo Controle; (H) Grupo tratamento Hidroclorotiazida. Nota-se area com
formacéo de tecido 6sseo primario representado pelo simbolo (+) em amarelo e areas formadas
com matriz 6ssea secundaria indicadas pelas setas também em amarelo. Coloracido com HE,
ampliacéo de 40x.

Foram observados como mostrado na (figura 9) maiores quantidades da
area preenchida por tecido de granulacdo. Além disso, notou-se menor
quantidade de hemacias extravasadas e areas de reorganizacdo da medula
ossea.

No (quadro 1) nota-se que aos 7 dias de tratamento, a maioria dos
animais haviam desenvolvido reparo 6sseo primario, sendo 6 (100%) dos
animais no grupo controle, ao passo que para o grupo tratamento 5 (83,33%)
também apresentavam reparo 6sseo do mesmo tipo. Através desta analise, fica
evidente que que aos 7 dias de tratamento h&o houve interferéncia da

hidroclorotiazida sob a formac&o de tecido 6sseo secundario.
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Quadro 1 - Estagio do reparo 0sseo nos grupos tratados: controle
(carboximetilcelulose) e grupo tratamento (hidroclorotiazida) aos 7 dias do

procedimento cirdrgico.

Estagio do Controle Tratamento Total
reparo 6sseo (carboximetilcelulose) | (hidroclorotiazida)
Inicial 6 (100%) 5 (83,33%) 11
(91,67%)
Avangado 0 (0%) 1(16,67%) 1
(8,33%)
Total 6 6 12

N&o houve diferencga significativa no estagio do reparo 6sseo entre os grupos (p=1,0). Teste
exato de fisher.

Em 01 (16,67%) animal do grupo controle (carboximetilcelulose) e em 06
(100%) animais do grupo tratamento (hidroclorotiazida) aos 15 dias de
tratamento, foram observados na area da lesdo algumas trabéculas Osseas
constituidas por tecido ésseo secundario (quadro 2). Estes achados, comprovam
a ocorréncia do processo de remodelacdo 6ssea com substituicdo do tecido
0sseo primario, evolugdo natural do processo de reparo 6sseo. Evidenciando
portanto, que aos 15 dias de tratamento com hidroclorotiazida a formacéo de

tecido 6sseo secundario se mostrou mais evidente.

Quadro 2 - Estagio do reparo 0sseo nos grupos tratados: controle
(carboximetilcelulose) e grupo tratamento (hidroclorotiazida) aos 15 dias do

procedimento cirdrgico.

Estagio do Controle Tratamento Total
reparo 6sseo (carboximetilcelulose) | (hidroclorotiazida)
Inicial 5 (83,33%) 0 (0%) 5
(41,67%)
Avangado 1 (16, 67%) 6 (100%) 7
(58,33%)
Total 6 6 12

A frequéncia de aparecimento do tecido 6sseo secundario no grupo tratado com hidroclorotiazida
foi maior do que aquela apresentada pelo grupo controle (p=0,08). Teste exato de Fisher.
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6.3 Analise Histomorfométrica

O percentual de neoformacdo O6ssea n&o apresentou diferenca
significativa quando comparados o0s grupos tratados aos sete dias apods o
procedimento cirurgico (F = 2,337; GL = 21; SIG = 0,108) (figura 11A). Os grupos
tratados por quinze dias também nao tiveram resultados com diferencas
significativas para a analise histomorfométrica (F = 0,236; GL = 18; SIG = 0,870)
(figura 11B).

Figura 11 — Porcentagem de neoformagao dssea entre 0s grupos controle e

tratamento hidroclorotiazida aos sete e quinze dias de tratamento.
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Legenda: (A) Grupos tratados aos setes dias [C] controle, [H] tratamento com hidroclorotiazida;
(B) Grupos tratados aos quinze dias [C] controle, [H] tratamento com hidroclorotiazida (Teste
Newman-Keuls).
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7. DISCUSSAO

O entendimento dos tipos de fraturas é fator importante para o
tratamento, pois tem por objetivo uma melhor orientagdo quanto ao plano de
tratamento, deve permitir um progndstico, e serve de parémetro para a
comparacao dos resultados obtidos no tratamento (BENTO et al., 2011).

Ratos da linhagem Wistar foi o modelo experimental usados nesta
pesquisa por se tratar de uma das espécies mais utilizadas em trabalhos
relacionados ao tratamento de fraturas ésseas (PRADO et al., 2006). Além disso,
€ um animal décil, o que favorece o acompanhamento das lesbes sem
necessidade de imobilizacdo (LI et al, 1990; MAEDA, 1993; OTTO, 1995).

Optou-se por trabalhar com fémeas pois estas s&do mais dbceis que
animais machos e pela facilidade de obtenc¢ao, visto que na maioria dos biotérios
estas sdo descartadas. No entanto as ratas apresentam diferentes fases em seu
ciclo estral com concentracbes variadas de estradiol, horménio diretamente
ligado a osteogénese (COMPSTON, 2001). Por este motivo foi realizado a
padronizacdo do ciclo estral, através da citologia vaginal demonstrou ser uma
técnica rapida, pratica e de facil execugdo, o que permitiu que todos os
procedimentos cirurgicos fossem realizados no estro, diminuindo uma possivel
variavel (VILELA et al., 2007).

O protocolo anestésico utilizado no trabalho mostrou-se eficiente para a
realizacdo da osteotomia na por¢cdo proximal da tibia. A associacdo dos
anestésicos cloridado de quetamina 10% (0,2 ml/kg) e cloridado de xilazina 2%
(0,07 ml/kg), aplicados por via intraperitoneal mostrou-se efetivo, permitindo
todas as intervengbes no animal, com uma boa margem de seguranc¢a, n&o
havendo perda de nenhum animal no trans e pos-cirurgico. A técnica utilizada
para a realizacdo da osteotomia foi a mesma descrita por Marino (2003) e Lirani-
Galvdo (2006). Que promove lesGes Osseas esféricas de dimensdes
padronizadas, na cortical da tibia de ratos, sendo uma técnica de facil execucéo.

A concentracdo plasmatica de calcio n&o apresentou diferenca
significativa em nenhum dos grupos deste experimento, tanto no periodo de sete,
quanto no de quinze dias de tratamento apds a cirurgia. Nao ha relatos na

literatura sobre a ac&o da hidroclorotiazida nos processos de reparacéo 0ssea,
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apesar da hidroclorotiazida diminuir a excregéo de calcio pelos rins (AUNG;
HTAY, 2011).

No presente trabalho n&o foram encontradas diferengas significativas
entre as fémeas tratadas com hidroclorotiazida e o grupo controle em relagdo a
concentracdo de calcio no plasma, resultados semelhantes ao descrito por
Runyan et al. (2005), que mesmo utilizando uma dose maior de medicagéo
(50m/kg) durante quatro semanas, também nao encontrou diferenca significativa
na concentracéo plasmatica de calcio.

Os resultados das concentragdes plasmaticos de calcio observados
neste trabalho se devem provavelmente ao controle promovido pelo horménio
paratireoideano, que realiza a homeostase em alteragcdes sanguineas de calcio
superior a 2,4 mmol/L (AMARAL et al., 2014).

O grupo tratamento (hidroclorotiazida) apresentou relevante aumento na
frequéncia de aparecimento de tecido 6sseo secundario em relagcdo ao grupo
controle. Kang et al. (2013) mostra em seu estudo que os tiazidicos afetam
positivamente a densidade mineral éssea de ratas ovariectomizadas. Ja Sakis et
al. (2012) descreve a acéo no 0sso, dos diuréticos tiazidicos de trés maneiras:
diminuindo a excrecao de calcio, que resulta numa diminuicdo da secrecdo de
PTH e diminuicdo na remodelagdo 6ssea; aumentando o bicarbonato sérico o
que beneficia o tecido désseo; acdo direta do farmaco estimulando os osteoclatos
e inibindo os osteoblastos. Em nosso estudo a hidroclorotiazida promoveu uma
melhora direta na recuperacdo da falha oOssea confirmando o potencial
osteogénico citado pelos autores.

Como ja descrito neste estudo a hidroclorotiazida, € uma droga
amplamente utilizadas para controle da hipertens&do. Estes farmacos também
atuam na reparagao 6ssea, melhorando a densidade mineral éssea (KANG et al
2013). Fato analisado neste estudo isoladamente onde observou-se uma maior
tendéncia a reparagao 6ssea do grupo tratamento se comparado com o controle.
Permitindo assim dizer que a hidroclorotiazida causou uma melhora na

cicatrizacio da lesado dssea.
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8. CONCLUSAO

A hidroclorotiazida nao favorece maior formacédo de tecido Osseo
primario em comparagio ao grupo controle, porém pode observar que 0 grupo
tratado com a Hidroclorotiazida obteve uma maior maturagcéo de tecido 6sseo
secundario ou permanente em comparac¢ao ao grupo controle.

Os animais n&o apresentaram diferencas significativas para a
concentracao de calcio nem para o0 grupo controle nem para o grupo tratamento.

Como nado ha na literatura estudos sobre a sua interferéncia, faz se
necessario, maiores estudos para entender como a hidroclorotiazida sofre

interferéncia no remodelamento ésseo.
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