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Resumo: O objetivo do trabalho foi avaliar, por parametros biomecanicos e fisicos, a
qualidade 6ssea dos fémures de ratas ovariectomizadas tratadas com nifedipina.
Foram utilizadas 28 ratas Wistar, de 4 meses de idade, divididas nos grupos: intactas
(Int); ovariectomizadas tratadas com salina (Ovx+Sal); ovariectomizadas tratadas
com nifedipina (Ovx+Nfd), intactas tratadas com nifedipina (Int+Nfd). O tratamento
durou oito semanas, seis dias por semana, com administracdo de nifedipina ou
salina, por gavage, na dose de 10 mg e 0,1g/100g PC respectivamente. Tendo-se
retirado o fémur direito de cada animal, verificou-se a carga maxima suportada, a
densidade mineral e a qualidade 6ssea. Os resultados foram analisados
estatisticamente, com nivel de significancia fixado em p<0,05). Houve diminuigao
significativa da carga maxima dos fémures dos animais tratados com nifedipina
(grupos Ovx+Nfd e Int+Nfd). Nesse dltimo grupo, houve aumento significativo da
densidade mineral. Os resultados mostram que o tratamento com nifedipina
promove pior qualidade 6ssea dos fémures de ratas.

Descritores: Densidade 6ssea; Doengas 6sseas metabélicas; Nifedipina; Ratos

AsstracT: The aim of this study was to assess, by biomechanical and physical
parameters, the bone quality of femurs from ovariectomized female rats treated
with nifedipine. Twenty eight Wistar female rats, 4 months old, were divided into
four groups: intact (Int); intact treated with nifedipine (Int+Nfd); ovariectomized
treated with saline (Ovx+Sal); ovariectomized treated with nifedipine (Ovx+Nfd).
Treatment was carried out for eight weeks, six days per week, with administration
of 10 mg of nifedipine or 0.1/100g BW of saline, by gavage. After removing the
right femur of each animal, maximum load support, mineral density, and bone
quality were assessed. Results were statistically analysed and significance level set
at p<0.05. A significant reduction of maximal load support was found in femur of
rats treated with nifedipine (Ovx+Nfd and Int+Nfd groups). In the latter group, a
significant increase in mineral density was noticed. Results show that treatment
with nifedipine resulted in lower bone quality.

Kev worps: Bone density; Bone diseases, metabolic; Nifedipine; Rats
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INTRODUCAO

Sabe-se que 0 0sso é uma forma rigida
de tecido conjuntivo que estd geralmente
disposto em estruturas definidas, agru-
padas em células (principalmente
osteoblastos e osteoclastos) e uma matriz
extracelular formando o esqueleto. A
matriz intercelular é formada por uma
fracdo organica e outra inorganica. A
fragdo organica do tecido ésseo consiste
em 90% a 95% de fibras coldgenas e o
restante é constituido por meio gelatino-
so homogéneo denominado substancia
amorfa. Os componentes inorganicos
proporcionam rigidez ao osso e sdo
constituidos principalmente de fosfato e
de carbono de calcio, com baixa quan-
tidade de hidréxido, fluoreto e sulfato
de magnésio, variando segundo a idade
e uma série de fatores de dieta'?.

Segundo Bedani e Rossi®, o célcio tem
grande importancia para a prevengao de
algumas doengas, inclusive a osteopo-
rose, e estudos demonstram relacdo
positiva com a sua suplementagdo na
dieta. Essa doenca é considerada impor-
tante problema de sadde publica e esta
presente, em média, em 15% da popu-
lacdo mundial de 50-59 anos de idade?,
provavelmente afetando 15 milhdes de
brasileiros. Manifesta-se no decorrer da
idade e principalmente em mulheres
pds-menopausa, pois nao ha tratamento
eficaz e sim preventivo. Sabe-se que esta
relacionada a remodelagio éssea e,
conseqlientemente, ligada ao calcio®.

Alguns estudos demonstram o papel
da nifedipina como bloqueador de
canais de célcio em tecido muscular liso
e esquelético, porém ha certa escassez
de estudos quanto a sua interferéncia no
tecido ésseo®’. Duarte et al.” realizaram
um experimento de curta duragdo, em
que avaliaram a influéncia da adminis-
tracao de ciclosporina ou nifedipina e
sua interrupgao sobre a densidade dssea
em uma regido lateral a superficie de
implantes de titanio inseridos em coelho,
concluindo que a nifedipina ndo apre-
sentou influéncia negativa na densidade
do osso.

A nifedipina, indicada em casos de
hipertensao arterial e doenca arterial
coronariana8,9, é uma droga adminis-
trada por via oral, caracterizada pelo
acentuado efeito de primeira passagem,
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pela elevada ligagdo as proteinas plas-
maticas e metabolismo extenso. Ela
bloqueia a entrada do fon calcio ao lon-
go das zonas selecionadas sensiveis a
voltagem, chamadas canais lentos,
através das membranas celulares do
musculo liso e cardiaco. Ao diminuir a
concentragdo de calcio intracelular,
dilata as artérias coronarias, artérias e
arteriolas periféricas, e pode diminuir a
freqliéncia cardiaca, reduzir a contratili-
dade miocardica e retardar a conducao
nodal atrio-ventricular.

Souza et al.'’ avaliaram a influéncia
da nifedipina no bloqueio neuromus-
cular produzido pelo atracdrio e cisa-
tracdrio (anestésicos) em um estudo em
preparacdes do nervo frénico-diafragma
de ratos e concluiram que a nifedipina
potencializou o bloqueio neuromuscular
produzido pelo atracurio e cisatracurio,
onde estudos eletrofisiolégicos demons-
traram agao pré-sinaptica e auséncia de
acao despolarizante sobre a fibra mus-
cular. Embora a nifedipina administrada
isoladamente ndo altere a amplitude das
respostas musculares, ela aumenta
significativamente a atividade bloquea-
dora neuromuscular produzida pelos
anestésicos.

Petermann et al.® avaliaram o
efeito da nifedipina nas reservas mus-
culares de glicogénio em ratos imobili-
zados e constataram aumento nessas
reservas energéticas, sugerindo que a
nifedipina interfere no processo da
atrofia desencadeadas pelo periodo
inicial de desuso da musculatura. Verifica-
ram que a nifedipina impediu a protedlise
em decorréncia da imobilizagdo, consta-
tando que ela reduz a atividade das
proteases calcio-dependentes.

A administragdo da nifedipina, um
bloqueador de canais de célcio, é
sugestiva para realizagdo de uma analise
ossea pelo fato de a literatura relatar que
ela ndo tem efeito sobre a densidade
Ossea. Apesar de os estudos abordarem
sua atuacdo sobre o tecido muscular,
ndo sdo bem conhecidos os efeitos no
osso de individuos osteopénicos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da nifedipina sobre o tecido 6sseo
de ratas osteopénicas, por parametros
biomecanicos e fisicos. A rata ovariecto-
mizada constitui modelo experimental
de osteopenia e seu estudo permite

inferéncias para intervengdes terapéuti-
cas sobre o tecido 6sseo, na prevengao
de alteragdes estruturais ou da perda de
massa 6ssea.

METODOLOGIA

Este foi um ensaio controlado rando-
mizado. Foram utilizadas 28 ratas Wistar,
com 4 meses de idade, provenientes do
biotério da Universidade de Uberaba.
Elas ficaram mantidas em um regime de
claro/escuro de 12 horas e temperatura
controlada, com dgua e ragao comercial
a vontade, durante todo o periodo de
experimento.

Para realizacao do trabalho, conforme
as normas do comité de ética em
pesquisa institucional, foram seguidos
todos os principios propostos por alguns
autores11 e ratificados pela Unesco, em
1978, que elaborou a Declaragdo dos
Direitos dos Animais. O experimento
cercou-se de todos os cuidados neces-
sarios para evitar o sofrimento de cada
animal'.

Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: ovariectomizadas
tratadas com salina (Ovx+Sal, n=7);
ovariectomizadas tratadas com nife-
dipina (Ovx+Nfd, n=7); intactas (Int,
n=7): intactas tratadas com nifedipina
(Int+Nfd, n= 7). A ovariectomia foi
realizada conforme técnica descrita por
Zarrow et al.”>.

O tratamento dos animais ocorreu
durante oito semanas, seis dias por
semana. A dose de nifedipina foi de 0,1
ml, por gavage, diariamente, entre 10-
12 h. A dose de salina utilizada foi de
0,1 ml/100g peso corporal (PC), por
gavage, também diariamente, entre 10
e12h.

No decorrer das seis semanas de trata-
mento, semanalmente, foram verificados
os valores de peso corporal dos animais,
a fim de preparar a solugdo a ser inje-
tada, de acordo com o peso de cada
uma, bem como para avaliar o ganho
de peso corporal.

Analise dssea

Para obtencdo dos valores da carga
maxima, volume 6sseo, densidade mi-
neral, densidade éssea e qualidade do
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0ss0, a analise éssea foi realizada pelas
propriedades fisicas do fémur direito e
o ensaio mecanico de flexdo a trés
pontos.

No final do experimento os animais
foram sacrificados utilizando tiopental.
Foram retirados os fémures, dissecados
e mantidos em salina a 0,9% a -20 °C.
Doze horas antes dos ensaios, 0s 0ss0s
foram descongelados a temperatura
ambiente e mantidos em solugdo salina
até o momento imediatamente anterior
ao teste. Foram medidos os comprimen-
tos dos fémures direitos com um pa-
quimetro. Os ensaios mecanicos foram
realizados numa maquina de ensaio
universal Emic DL3000, em temperatura
ambiente, do Laboratério de Pesquisa
em Odontologia da Universidade de
Uberaba. As extremidades do fémur
ficaram apoiadas em dois roletes com
diametro de 3 mm, suportados por
apoios distanciados de 20 mm.

A forca foi aplicada perpendicular-
mente ao eixo longitudinal do osso, no
sentido postero-anterior, no meio da
distancia entre os dois apoios, por uma
haste cilindrica com um rolete de 3 mm
fixada em sua extremidade, numa
velocidade constante de 0,5 cm/min até
a fratura do osso. Os gréficos de forga
por deslocamento permitiram obter valo-
res de carga maxima suportada pelas
amostras até a fratura, e do deslo-
camento do travessdo na carga maxima
(em mm).

Apos o teste biomecanico, 0s 0ssos
foram mantidos em dgua destilada e
colocados no dessecador durante 24
horas a fim de ser retirado o ar dos poros
Osseos. Foram verificadas as seguintes
medidas de peso do osso: peso imerso
(Pi) e peso umido (P). A seguir, 0s 0ssos
foram colocados em estufa a 100 °C
durante 24 horas para serem desidrata-
dos. Obteve-se em seguida o peso seco
(Ps). No passo seguinte, os 0ssos foram
colocados numa mufla a 800 °C durante
24 horas a fim de se obter somente o
material mineral, do qual também se
verificou o peso (Pm)™*'.

Para obtencao de todas as medidas
citadas, foi utilizada balanca eletronica
(Chyo). Seguindo o principio de Arquimedes,
foram calculadas a densidade dssea e
mineral dos fémures direitos, bem como
0s respectivos percentuais 6sseos.

Apos a obtencdo dos resultados
referentes a densidade mineral e ao teste
de flexdo do fémur direito, esses dados
foram relacionados entre si a fim de se
verificar a qualidade 6ssea, identificada
pela forca maxima normalizada'®.

Analise dos resultados

Para a andlise simultanea dos grupos
foi utilizado o teste Anova e para compa-
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racdo entre os grupos foi utilizado o teste
de Tukey-Kramer, sendo adotado para
ambos um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Em relagdo ao ganho de massa cor-
poral dos animais, observou-se diferenga
significativa comparando o grupo
Ovx+Sal com o de ratas intactas e intactas
tratadas com nifedipina (Gréfico 1).
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Nao houve diferenga significativa
entre os valores de densidade 6ssea com-
parando os quatro grupos, conforme o
Gréfico 2.

O Gréfico 3 indica os valores de
densidade mineral dos fémures dos
animais. Houve diferenca significativa
entre os grupos Ovx+Nfd (613,64+21,3)
e Int+Nfd (785,211« 52,33).

Houve diferenca significativa entre os
valores da carga maxima suportada,
comparando os grupos Ovx+Sal
(13,6+0,2) e Int (12,6+0,6) em relacao
aos demais grupos, como mostra o
Gréfico 4.

O Gréfico 5 apresenta a qualidade 6ssea
dos fémures. Houve maiores valores para
os grupos Ovx+Sal (0,0201+0,0006) e Int
(0,0181+0,0011), comparados cada qual
com seu controle que recebeu nifedipina.
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DISCUSSAO

A nifedipina é um antagonista blo-
queador de canal de célcio tipo Il do
grupo de dihidropiridina. E utilizada em
vdrias situagoes clinicas em que se
deseja relaxamento de musculatura,
principalmente a lisa. Ela reduz a am-
plitude e freqiiéncia de contragdes
musculares e, portanto, atua como im-
portante farmaco para controle da
hipertensao'”'®.

Sabe-se que os bloqueadores de
canais de calcio atuam impedindo o
influxo do mineral através da membrana
dos canais lentos de calcio. Alteram,
assim, a concentracao de célcio e de
adenosina monofosfato ciclico pré-
sindptica. Com isso, inibem a transmis-
sdao neuromuscular e a contracdo mus-
cular propriamente dita'.

O misculo esquelético contém canais
de cadlcio tipo lento, semelhante ao
observado nos musculos cardiaco e liso
vascular, com locais especiais de ligagao
para os bloqueadores de canais de
calcio. Esses canais, nos musculos liso
vascular e cardiaco, encontram-se situa-
dos sobre toda a membrana muscular e
sao muito sensiveis aos bloqueadores de
canais de célcio, enquanto que no mds-
culo esquelético sdo menos sensiveis e
localizam-se no sistema tubular trans-
verso. Devido a essas particularidades,
alguns processos fisioldgicos na jungdo
neuromuscular ou no mdsculo podem
ser alterados por drogas bloqueadoras
de canais de calcio®.

Sugere-se que a situagdo de relaxa-
mento muscular prolongado devido ao
tratamento com nifedipina possa inter-
ferir na mineralizacdo 6ssea de forma
indireta, uma vez que deixa de haver
estimulo mecanico, essencial para as
células responsaveis pela deposicao de
calcio sobre a matriz.

No corpo humano adulto ha cerca de
1.200g de calcio, dos quais no minimo
99% estdo depositados no osso e o
restante disposto nas células e no liquido
extracelular, mantendo a homeostasia.
A concentragdo de calcio é regulada
com extrema precisao, sendo essencial
para que haja desempenho adequado
em muitos processos fisiolégicos, como
a contracdo do musculo esquelético,
cardiaco e liso, coagulagdo sangiinea,
transmissdo de impulsos nervosos e
formacao do tecido 6sseo. Os ions
magnésio, sddio, potdssio e carbonato
também estdo presentes entre os sais
6sseos. Esses fons e o célcio sdo absor-
vidos pelo intestino no tubo digestivo e
pelas células de absorgao éssea, princi-
palmente na presenca de vitamina D'2.

Propde-se, entao, que o tratamento
com nifedipina possa interferir nos niveis
séricos de célcio, alterando o processo
de absorgao de calcio por meio da
vitamina D, reduzindo assim a absorcdo
do fon pelo trato gastrintestinal.

As células osteogénicas sdo constitui-
das por trés tipos: os osteoblastos, os
ostedcitos e os osteoclastos, que sio
células relacionadas a formacdo de
matéria dssea do 0sso em crescimento.
Os osteoblastos secretam os componen-
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tes organicos da matriz, tendo certa
influéncia sobre a incorporagdo de
minerais. Os ostedcitos aparecem a
partir de osteoblastos, por modulagao,
e atuam na manutencdo dos constituin-
tes da matriz intercelular em niveis
normais. Os osteoclastos estdo normal-
mente situados em depressdes onde esta
ocorrendo reabsorcdo dssea. Os ions
calcio e fosfato, principais compostos
organicos do tecido 6sseo, reagem entre
si para formar um composto relativamen-
te insoltvel, o fosfato de célcio, que for-
ma a hidroxiapatita, o principal sal do
0sso, oferecendo resisténcia do osso a
compressao'~.

A medida que a matriz éssea é
formada, os osteoblastos ficam envoltos
por ela e passam a ser denominados
ostedcitos. Essas células tém como
funcao manter a viabilidade do tecido
Osseo e reabsorver a matriz e os minerais
do osso pela ostedlise osteocitica, meca-
nismo de reabsorgao profunda, essencial
para manter constantes os niveis de
calcio extracelulares'®.

A nifedipina, ao atuar nos niveis séri-
cos de célcio, pode interferir na sobre-
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osteoporose. Semin Cienc Biol Saude. 2006;26(1):3-14.
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www.datasus.gov.br.

5 Costa-Paiva L, Horovitz AP, Santos AO, Fonsechi-
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associagdo com fatores clinicos e reprodutivos. Rev Bras
Ginecol Obstet. 2003;25(7):507-12.

6  Ptermann CED, Cancelliero KM, Silva CA. Tratamento

posicao desse mineral na estrutura éssea.
Apesar de interferir na absorcdo de
célcio pelo epitélio intestinal, supde-se
que, direta ou indiretamente, atue pro-
movendo a retirada de célcio da matriz
organica rigida, a fim de manter o nivel
sangliineo normal quando a absorcao
nao é suficiente, causando um desequi-
librio entre as células osteogénicas'.

A reabsorcdo 6ssea tem a funcdo vital
de manter constantes os niveis de célcio
extracelulares. A sintese e mineralizagdo
da matriz éssea tém como principais
objetivos repor o tecido 6sseo perdido
pelo processo catabélico e suprir as
necessidades do 6rgao de se adaptar as
condigdes funcionais. Ao longo da vida
do individuo, vao sendo acumulados
desequilibrios entre esses dois processos,
principalmente em fungdo da isocal-
cemia. Com a supremacia do processo
catabdlico, a perda 6ssea se instala, prin-
cipalmente se fatores inibidores da
neoformagao éssea. como os inerentes
a senescéncia. estiverem associados.
Assim, alteracbes no metabolismo, na
absorcao de calcio e no perfil hormonal,
principalmente em mulheres apds a
menopausa, associadas a inatividade
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