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Reparacao de Defeitos Osseos em Fémures de Ratos Machos
e Fémeas Espontaneamente Hipertensos. Estudo Histologico e
Histométrico

Bone Healing in Drill Hole Defects in Spontaneously Hypertensive Male and Female Rats’ Femurs. A Histological and Histometric Study
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Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a reparacao 6ssea em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e compara-la
com a de ratos normotensos, avaliando machos e fémeas.

Métodos: Um defeito désseo foi criado no fémur esquerdo de 24 SHR (12 machos e 12 fémeas) e 24 ratos normotensos (12
machos e 12 fémeas). Os animais foram divididos em dois grupos com diferentes periodos de sacrificio: sete e 21 dias apés o
procedimento cirtrgico. Apds processamento laboratorial de rotina, as analises histolégica e histométrica foram realizadas e
os dados submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (5%).

Resultados: Machos e fémeas do mesmo grupo apresentaram caracteristicas histolégicas similares. Apos sete dias, todos os
animais apresentaram trabéculas 6sseas irregulares, entretanto, os osteoblastos periosteais eram achatados nos SHR, enquanto
nos normotensos, essas células apresentavam formato cibico. Ap6s 21 dias, todos os espécimes mostraram fechamento linear
em toda a extensao superficial do defeito 6sseo e os SHR apresentaram osteoblastos achatados, enquanto os normotensos
apresentaram células clbicas circundando as trabéculas 6sseas. A andlise estatistica dos dados histométricos indicou médias
similares entre machos e fémeas, exceto para ratos normotensos, aos sete dias. Além disso, aos 21 dias, foi observada maior
neoformagao dssea nos ratos hipertensos quando comparados aos normotensos, tanto machos quanto fémeas.

Conclusao: Concluiu-se que os animais SHR apresentaram maior neoformagao e maturidade éssea nos defeitos que animais
normotensos, no periodo de 21 dias apés a cirurgia.

Palavras-chave: Fémur/anormalidades, hipertensao, ratos espontaneamente hipertensos.

Objective: The aim of this study was to evaluate the bone healing in spontaneously hypertensive rats (SHR) and compare the results with

normotensive rats, evaluating male and female animals.

Methods: A bone drill defect was created in the left femur of 24 SHR (12 males and 12 females) and 24 normotensive rats (12 males and 12
females). The animals were divided into two groups and sacrificed 7 and 21 days after the surgical procedure. After the routine laboratory
processing, histological and histometric analysis were carried out and data were submitted to ANOVA and Tukey’s test (5%).

Results: Males and females from the same group had similar histological characteristics. After seven days, all animals presented irregular bone
trabeculae. The periosteal osteoblasts were flattened in SHR, and presented a cuboid shape in normotensive animals. After 21 days, the bone
defects of all specimens showed a linear closure in all the superficial extension. In addition, SHR presented flattened osteoblasts surrounding the
bone trabeculae, while normotensive ones showed cuboidal cells. Statistical analysis of the histometric data indicated similar means between
the male and female groups, except for normotensive rats on day 7. In addition, a larger amount of new bone formation was observed in
hypertensive when compared to normotensive rats on day 21, in males as well as females.

Conclusion: We conclude that bone healing in SHR was more significant than in normotensive ones, as shown by the histological and histometric
evaluation 21 days after surgery.
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A hipertensao arterial sistémica é um dos maiores
problemas mundiais de satide. Determinadas patologias dsseas
podem ser agravadas em hipertensos devido ao seu padrao
de regulagdo do calcio, o qual induz a perda dssea, tanto em
humanos hipertensos'?, quanto em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR)**. Desse modo, a densidade mineral dssea
(BMD), encontra-se reduzida em humanos hipertensos' e nos
SHR*® quando comparados aos controles normotensos.

Apesar da possibilidade desta patologia atingir ambos os
sexos, a maioria dos estudos experimentais foi realizada em
ratos machos. Liang e cols.” afirmaram que sao necessarias
investigacoes mais detalhadas do comportamento ésseo
em fémeas de ratos, devido ao fato de que, em humanos,
a osteoporose é mais prevalente em mulheres do que em
homens.

E evidente a relagdo entre a hipertensio e o metabolismo
6sseo, entretanto, o processo de reparo 6sseo em
hipertensos é pouco conhecido. Desse modo, o objetivo
deste estudo foi avaliar, histoldgica e histometricamente,
o processo de reparagdo dssea em ratos espontaneamente
hipertensos, de ambos os sexos, comparando-o com animais
normotensos.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica desta
Faculdade (Protocolo n® 051/2002 PA/CEP).

Um defeito 6sseo monocortical (2 mm) foi criado no local
de maior didmetro da regido proximal da diafise do fémur
esquerdo de 48 ratos (24 hipertensos e 24 normotensos).
Sete dias ap6s a cirurgia, 12 animais normotensos e 12 SHR
(seis machos e seis fémeas) foram sacrificados. Os animais
remanescentes foram sacrificados 21 dias ap6s a cirurgia de
confecgao do defeito.

Ap6s o sacrificio, os fémures foram removidos, fixados em
solugao de formaldeido a 10% e descalcificados na solucao
de Plank-Rychlo. Apés o processamento histolégico, foram
obtidos cortes de aproximadamente 5 um de espessura, os
quais foram corados com hematoxilina e eosina (HE).

As laminas coradas com HE foram entdao examinadas
sob microscopia de luz e os aspectos histolégicos do osso
neoformado foram avaliados, baseando-se na remodelagido
das trabéculas 6sseas imaturas, na morfologia dos osteoblastos
e dos ostedcitos e nas caracteristicas do peridsteo.

Para a andlise histométrica, cinco cortes por animal foram
selecionados e fotografados na sua drea central. As mensuragoes
foram realizadas usando um reticulo confeccionado por meio
de um programa de andlise de imagens (Image-) 1.32 for
Windows; National Institutes of Health, Bethesda, USA),
contendo 100 pontos de interseccao eqidistantes (drea
total: 3.000 (um?). O reticulo era entdo posicionado sobre
a imagem e eram contados os pontos que se sobrepunham
as trabéculas 6sseas neoformadas (fig. 1). Os dados obtidos
a partir dessa mensuragao foram tabulados e submetidos a
andlise estatistica descritiva e inferencial. Na primeira, os
dados foram expressos como média e desvio-padrao e, na
segunda, foram aplicados a andlise de variancia (ANOVA - 3
fatores) e o teste de Tukey (5%), visando relacionar os valores
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de neoformagao 6ssea com a presenca da hipertensao, o sexo
e o periodo de sacrificio.

Fie Cdt mage Process Arsfhae Pughs Widow Help

Bolzlo~ =+ Al [sl@lel [ |11 ]

Fig. 1 - Andlise histométrica realizada com o auxilio de um reticulo
posicionado sobre a imagem, objetivando a contagem dos pontos que se
sobrepunham as trabéculas ésseas neoformadas.

Resultados

Achados histolégicos - Os animais normotensos e
hipertensos apresentaram, aos sete dias, caracteristicas
histol6gicas gerais de neoformacdo éssea semelhantes,
com pequenas variagdes nas células proximas ao peridsteo.
Ja aos 21 dias, normotensos e hipertensos apresentaram
caracteristicas distintas. Verificou-se, ainda, que machos e
fémeas do mesmo grupo apresentaram comportamentos
similares.

No periodo de sete dias, todos os animais apresentaram
a area do defeito preenchida por trabéculas ésseas delicadas
e entrelagadas (fig. 2a), além do espago inter-trabecular
preenchido por tecido conjuntivo. As trabéculas neoformadas
continham ostedcitos volumosos e eram circundadas por
osteoblastos clibicos em todos os espécimes (fig. 2b).

Os animais normotensos apresentaram, na sua maioria,
hemdcias formando um codgulo na superficie de tecido
conjuntivo fibroso (fig. 2a) e osteoblastos ctbicos na regiao
periosteal. Entretanto, esses achados nao foram observados
nos ratos SHR, sendo que, nestes animais, havia presenca de
osteoblastos achatados na superficie periosteal (fig. 2b).

Ap6s 21 dias da cirurgia, todos os espécimes foram
caracterizados por uma camada de osso neoformado unindo
as bordas do defeito, como uma ponte (figs. 3a-b), sendo
que esta se apresentava mais espessa nos SHR (fig. 3b). Em
todos os espécimes, tanto normotensos quanto hipertensos,
as trabéculas ésseas neoformadas eram densas e o tecido
conjuntivo fibroso inter-trabecular foi substituido por tecido
hematopoiético. As trabéculas ésseas continham ostedcitos
pequenos, linhas reversas e, na regiao periosteal, osteoblastos
achatados. Nas bordas cirtrgicas, houve unido do osso
neoformado com o osso maduro adjacente.

Ainda aos 21 dias, as trabéculas ésseas dos animais
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Fig. 2 - Morfologia microscépica do defeito 6sseo nos ratos sacrificados sete dias apds a cirurgia: normotensos (a) e hipertensos (b). Trabéculas ésseas delicadas (*) e
hemdceas na regido superficial (G). (b) Ostedcitos volumosos (W), osteoblastos achatados (=) e osteoblastos ctibicos (). HE.

normotensos apresentavam-se recobertas por osteoblastos
clbicos enquanto células achatadas recobriam as trabéculas
6sseas dos SHR (figs. 4a-b).

Achados histométricos - Os dados obtidos estao resumidos
na tabela 1 e representados por um gréfico de colunas na
figura 5.

Os dados foram submetidos a ANOVA (3 fatores) para
avaliar a relagdo entre a presenca da hipertensdo, o sexo
e o periodo de sacrificio. O efeito interacao entre todas as
variaveis nao foi significante (p = 0,33).

O teste de Tukey (5%) foi realizado e a formacao dos grupos
homogéneos foi representada na figura 6.

A analise estatistica mostrou que as médias da porcentagem
de osso neoformado foram similares entre machos e fémeas,
exceto para os ratos normotensos avaliados aos sete dias. E
possivel ainda afirmar que a condigdo em que ocorreu uma
maior porcentagem de neoformagdo dssea foi nos animais
hipertensos aos 21 dias, tanto machos quanto fémeas.

Discussao

No presente trabalho, comparou-se a reparagao de defeitos
6sseos no fémur de ratos normotensos e hipertensos, de
ambos o0s sexos, aos sete e 21 dias. No perfodo mais curto,
houve semelhanga na neoformacao éssea entre normotensos
e hipertensos, sendo o defeito de todos os espécimes
preenchido por trabéculas ésseas imaturas. Aos 21 dias, houve
o fechamento linear de ambos os grupos, porém, a quantidade
de osso neoformado na regido do defeito foi maior nos
hipertensos. Em adicdo, nao foram notadas diferencas entre
animais machos e fémeas dentro de um mesmo grupo.

Os SHR apresentam uma alteragao no processo de turnover®®?
6sseo, quando comparados aos animais normotensos. Apesar
do conhecimento desses dados, ndao encontramos estudos
que tenham comparado o processo de reparacao éssea entre
animais SHR e normotensos.

Devido as alteragbes metabdlicas 6sseas, como o baixo teor
de calcio e aumento das taxas de reabsorcao, animais SHR
poderiam ser caracterizados como animais osteopénicos®® ou

Fig. 3 - Morfologia microscépica do defeito 6sseo nos ratos sacrificados 21 dias ap6s a cirurgia: normotensos (a) e hipertensos (b). Ponte 6ssea unindo as bordas do

defeito (#) e trabéculas Ssseas (¥) interpostas por tecido hematopoiético (Q). HE.
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Fig. 4 - Morfologia microscépica do defeito Gsseo nos ratos sacrificados 21 dias apés a cirurgia: normotensos (a) e hipertensos (b). Pequenos ostedcitos (I>). (a)
Osteoblastos ctbicos (»). (b) Osteoblastos achatados (=) na periferia das trabéculas. HE.

Normotenso Hipertenso
7 dias 21 dias 7 dias 21 dias
Machos 15,94 + 578 42,75+ 6,79 27,44 =895 69,78 + 16,24
Fémeas 37,05 6,26 37,03 = 12,40 27,05 = 17,16 55,33 = 10,09

Tabela 1 - Dados percentuais de neoformacao 6ssea (média +
desvio-padrao) referentes aos grupos hipertenso e normotenso,
machos e fémeas, aos 7 e 21 dias (nimero de animais = 6)

Lan

(151

Neoformagao 6ssea

7 dias

21 dias

Fig. 5 - Grdfico de colunas (média + desvio-padrao) para os dados da
porcentagem do osso neoformado em machos normotensos (NM) e hipertensos
(HM), fémeas normotensas (NF) e hipertensas (HF), aos 7 e 21 dias.

osteoporéticos’. Nos animais normotensos osteoporéticos, o
reparo 6sseo é considerado deficiente quando comparado ao
de animais normai’®*:.

Apesar desse fato, no presente estudo observamos que, 21
dias ap6s a confeccao do defeito, a reparagao éssea nos SHR
foi mais expressiva, histolégica e histometricamente, que a
observada nos animais normotensos.

Aos 21 dias apds a confeccao do defeito ésseo, os SHR
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Fig. 6 - Médias dos dados das condigoes experimentais (0sso neoformado
expresso em %) em ratos machos e fémeos, normotensos e hipertensos, aos 7 e
21 dias. Valores com letras similares nao sao significantemente diferentes (Tukey
com p = 0,05).

apresentaram maior porcentagem de osso neoformado
que os normotensos, tanto machos quanto fémeas, e
histologicamente exibiram osteoblastos achatados na periferia
das trabéculas dsseas, caracterizando um aspecto quiescente
dos mesmos''°. Esse fato leva-nos a supor que nos SHR os
osteoblastos reduziram ou até mesmo cessaram a produgao
de matriz éssea, nesse periodo, enquanto que, nos animais
normotensos, os osteoblastos volumosos ainda estavam
ativos e poderiam produzir matriz por um periodo maior.
Consequentemente, podemos supor que, num periodo
experimental mais longo, a reparagao 6ssea nos SHR poderia
ser menor que a observada em animais normotensos.

No periodo de sete dias, quando comparamos os
normotensos com os SHR, constatamos que ndo houve
diferenga na quantidade de osso neoformado. Entretanto,
algumas caracteristicas histolégicas distintas foram notadas
entre os grupos. Na maioria dos SHR nao foram observados
focos de hemorragia na regido superficial do defeito, sugerindo
uma aceleragao na substituicao do codgulo por tecido de
granulagao. Além disso, a presenga de osteoblastos achatados
no periésteo dos animais hipertensos, também sugere um
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processo mais adiantado de reparagao nesses animais, quando
comparados aos normotensos.

Fatores ligados a neoformacgao, degradagao ou inflamagao
tecidual, podem exercer papel importante durante a
reparagao tecidual. Artigos recentes tém investigado o papel
da angiotensina Il (Ang 1) nos processos de inflamagao e
reparagao tecidual’®'®. Desse modo, a maior formagao
6ssea nos animais hipertensos, aos 21 dias apés a confecgao
do defeito, poderia ter ocorrido devido a outros fatores
metabdlicos, que ndo os dsseos.

Humanos hipertensos apresentam niveis aumentados de
Ang 1, a qual estd relacionada com etapas iniciais do processo
dainflamagao, pelo recrutamento de células inflamatérias'°,
e também com a reparagao e remodelagao tecidual, pelo
crescimento celular e sintese de matriz?'. Estudos recentes,
in vitro e in vivo, mostraram que a Ang |l apresenta acao pro-
inflamatéria'® e efeito fibrinogénico no rim?2.

Ja em cultura de células semelhantes a osteoblastos, a Ang
Il estimula a proliferacao celular, pela sintese de DNA%?*, e
aumenta a formagao de coldgeno pelas células osteogénicas®.

Desse modo, pode-se supor que os niveis aumentados
de Ang Il (presentes na hipertensdo) poderiam estimular a
formagao da matriz 6ssea nos SHR. Entretanto, é questionavel
o grau de mineralizagdo do tecido neoformado, visto que
Hagiwara e cols.?> demonstraram que a Ang Il reduz o processo
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