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O alendronato prejudica as bombas de ions chave e desencadeia
danos estruturais na mucosa das vias aéreas superiores e no bulbo
olfativo
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Alendronato reduz Na*/K*-ATPase e v-ATPase e
causa dano nas vias aéreas superiores e no bulbo olfatorio

Estudo experimental em ratos
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Artigo Original

RESUMO

de condicdes ésseas patolédgicas.

avaliar a integridade estrutural do tecido.

v-ATPase.

Introdugdo: O alendronato (ALN) é um bisfosfonato usado na prdtica clinica para reduzir as consequéncias adversas

Objetivo: Investigar os efeitos da administracdo de alendronato (ALN) na imunoexpressdo de Na+K+ATPase e v-ATPase
na mucosa das vias aéreas superiores e no bulbo olfativo de ratos.

Método: Dezesseis animais foram distribuidos igualmente em grupos controle e experimental, com estes Gltimos
recebendo doses didrias intraperitoneais de ALN (2,5 mg/kg). Apds sete dias, os ratos foram eutanasiados e suas cabecas
processadas para avaliacdo histolégica e quantificacdo imunohistoquimica de ambas as bombas de prétons alvo para

Resultados -. Amostras tratadas com ALN apresentaram diminvicdo da presenca de Na+K+ATPase e v-ATPase tanto no
epitélio respiratério quanto no bulbo olfatério. Esses achados coincidiram com vacuolizacdo e perda de polaridade
dentro do epitélio respiratério, juntamente com profunda degeneracéo celular no bulbo olfatério.

Conclusdo: A administracdo de alendronato pode alterar a histomorfologia do epitelial respiratério, comprometendo
adicionalmente a integridade do bulbo olfatério devido & regulacdo negativa da expresséo de Na+K+ATPase e de

PALAVRAS-CHAVE: Alendronato. Epitélio respiratério. Bulbo olfativo. v-ATPase. Na+K+ATPase.

INTRODUGCAO
lendronato  (ALN) é um bisfosfonato
comum vusado na prdtica clinica para

reduzir as consequéncias adversas de
condicdes patoldgicas que culminam em ostedlise,
como osteoporose, otospongiose, doencas de Paget,
osteogénese imperfeita, mieloma miltiplo ou metdstase
4ssea devido & invasividade das neoplasias.'?

O efeito dele na modulacdo éssea é vasto e sua
acdo fundamental esté associada & reducdo do
nimero de osteoclastos e da viabilidade.®* Além disso,
o alendronato parece promover a osteogénese em
defeitos craniofaciais.** Apesar de sua importancia, o
seu uso pode causar indmeros efeitos colaterais, entre
eles mucosite erosiva e efeitos téxicos sobre células de
Schwann e neuronais.””?

Vérias dreas anatémicas sGo compostas por 0sso e
cartilagem e podem ser afetadas pelo alendronato. Entre
elas, estdo os septos nasais e cornetos que sustentam
estruturas adjacentes, como o epitélio respiratério. '

O trato respiratério superior é coberto por um epitélio
de revestimento pseudoestratificado cilindrico ciliado
delgado contendo células caliciformes que possuem
acdo importante na fisiologia dos érgdos respiratérios,
pois regulam a temperatura e a umidade do ar inalado
e filtram particulas estranhas.” Contudo, uma porcéo
do epitélio especializado com caracteristicas olfativas
conhecido como bulbo olfatério consiste em mdltiplos
tipos celulares. Uma dessas células é célula bipolar
conhecida como neurdnio receptor olfatério. Em sua
superficie basal, origina-se um axénio de pequeno
diametro, ndo mielinizado, que transmite sinais olfativos
entre o epitélio olfatério e o cérebro olfatério primdrio. ™

Diversas proteinas atuam para a acéo histofisiolégica
adequada do epitélio respiratério e do bulbo olfatério.
Nesse contexto, Brezillon et al.™® destacam que proteinas
que exibem atividade ATPase parecem desempenhar um
papel crucial na disposicdo do epitélio respiratério. Isso
ocorre porque essas proteinas dependentes de ATP sdo
responsdveis pela formacdo de complexos juncionais na
interface entre células basais e ciliadas. Além disso, essas
proteinas sustentam a integridade do epitélio basolateral
da interface nas células colunares, e o ATP parece ajudar
na ancoragem de filamentos intermedidrios como actina

e citoqueratinas.

Reconhecidamente, a bomba de Na+K+ATPase
é proteina importante cuja atividade ATPase manteve
composicdo iénica de seu citoplasma, mantendo
baixo sédio e potdssio alto, além de manter potencial
hidrogeniénico (Ph) neutro. Além disso, vdrios estudos
demonstraram a importancia da Na+K+ATPase na
modulacdo do desenvolvimento de juncdes apertadas,
permeabilidade e polaridade celular14, e atua como
um transportador de ions, seja no axénio neural e
na membrana plasmdtica do epitélio e nas células
neuroepiteliais, como ocorre em células bulbo olfatérias. '

Por outro lado, a v-ATPase é proteina transmembrana
que possui acdo fundamental tanto em células epiteliais
quanto em células neuroepiteliais. As v-ATPases
intracelulares desempenham papel crucial na regulacéo
d4cido-base intracelular, atuando no processamento e
degradacéo de proteinas, no trafego de vesiculas e no
transporte acoplado de pequenas moléculas.™

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do ALN no epitélio respiratério da mucosa nasal e do
bulbo olfatério, ao mesmo tempo em que verificava
simultaneamente a imunoexpressdo de Na+K+ATPase
e v-ATPase, a fim de entender os mecanismos celulares
subjacentes a toxicidade mucosa e neuronal relacionada

ao ALN

METODO

Animais

O Conmité Etico para Pesquisa Animal aprovou esse
trabalho, que cumpriu as regulamentacées de uso animal
e os Principios de Cuidado com Animais de Laboratério
(Publicacdo NIH 85-23, revisada em 1985). Nesta
investigacdo, foram usadas dezesseis ratas (Rattus
norvegicus albinus, Holtzman) pesando entre 240 e 260
g aos dois meses de idade. Os animais eram alojados
em uma sala com ciclo de 12 horas de claro/escuro,
umidade regulada (52%%5%) e acesso ad libitum &
comida e dgua.

Randomicamente, oito  ratos  recém-nascidos
receberam 1 ml de solucdo salina estéril a 0,9% (grupo
controle); enquanto outros oito receberam 2,5 mg/kg/
dia de alendronato triidrato (Biolife, Curitiba, Brasil;
nimero do lote: 14042132C) por sete dias (grupo ALN).
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Injecdes intraperitoneais de solucdo salina e alendronato
eram aplicadas diariamente até o sétimo dia, periodo
em que uma overdose com isoflurano levou & eutandsia.
Constatado o ébito dos animais, este foram submetidos a
decapitacdo imediata para andlise histoldgica.

Procedimento histolégico

As  amostras  cirirgicas  foram  coletadas
instantaneamente apés o processo de eutandsia e
colocadas em solucdo fixativa de formaldeido a 4%,
feita misturando paraformaldeido com fosfato de sédio
0,1 MapHde 72, por 48 horas em temperatura entre 18
e 20°C. Cada amostra foi desidratada em quantidades
graduadas de etanol, clarificada em xileno e incorporada
em parafina apds ser descalcificada por 21 dias em 7%
de dcido tetrassédico de etilendediaming, tetraacético
(EDTA), contendo 0,5% de formaldeido em 0,1 M fosfato
de sédio (pH 7,2).

De cada espécime, secdes histoldgicas sequenciais
de 3 pm de espessura foram cortadas na direcdo
anteroposterior, de acordo com o plano anatémico
coronal. As fatias foram colocadas em lédminas
silanizadas  (Sigma-Aldrich ~ Chemie,  Steinheim,
Alemanha) para detectar Na+K+ATPase e v-ATPase
usando imunohistoquimica.

Imuno-histoquimica

Cada lamina composta por amosiras com espessura
de trés micrémetros foi desparafinizada em xileno e, apés
dez minutos em dlcool absoluto, e foram hidratados em
dlcool 70%. Uma solucdo de pepsina a 1% (pH 1,8)
(Sigma-Aldrich, Alemanha) foi usada para o processo de
coleta de antigeno, que durou uma hora a 37°C. Apds
20 minutos de resfriamento em temperatura ambiente,
receberam mergulho de 10 minutos em dgua destilada e,
posteriormente, foram imersos em peréxido de hidrogénio
(H202) a 0,1% (Thermo Fisher Scientific, EUA) por 15
minutos, até que a afividade enddgena da peroxidase
fosse inibida. Apés cinco minutos de lavagem com dgua
da torneira corrente, as amostras foram imersas em soro
sorolégico tamponado com fosfato  (Sigma-Aldrich,
Alemanha) por mais cinco minutos. Os anticorpos primérios
anti-a1-Na+K+ATPase (Santa Cruz Biotechnology Inc.” sc-
166848, CA, EUA, fator de diluicdo: 1:180) e v-ATPase
(Santa Cruz Biotechnology Inc sc-166848, CA, EUA,
fator de diluicdo: 1:150) foram incubados durante a
noite para as amostras. Para identificar os anticorpos
primdrios, foi utilizado por 30 minutos um sistema de
deteccdo de ligacdo de anticorpos de biotina com
estreptavidina (Kit Universal de Imunocoloracdo HRP -
Diagnostic Byosystem Kit Universal de Imunocoloracdo
HRP, Diagnostic Byosystem, Foster City, CA, EUA) por 30
minutos. Apds isso, a amostra foi imersa em cromégeno
de dimetano (Kit Universal de Imunocoloracdo HRP — Kit
Diagnéstico Byosystem Universal HRP Imunocoloracéo,
Diagnostic Byosystem, Foster City, CA, EUA) por duracéo
de 15 minutos, resultando em um precipitado marrom no
local do antigeno. Hematoxilina de Harris foi usada por
dois minutos como contra-coloracdo nos espécimes. Para
cada amostra omitida, foi realizado um controle negativo.

Andlises de imagens

Usando uma cémera digital (Samsung, Coreia do
Sul) e um microscépio Sptico, imagens das secdes
histolégicas e imunohistoquimicas foram tiradas com
ampliacdes de x100 e x200. Com resolucdo de 300
dpi, NN0xfotografias digitais de 65 cm foram firadas e
armazenadas.

Para a avaliacdo histolégica e imuno-histoquimica,
as imagens de microscopia foram processadas usando
Adobe Photoshop versdo 11.0 para Mac. Para cada
imagem obtida, toda a drea da cavidade nasal foi
considerada para avaliacdo e ela foi composta por septos
nasais inteiros recuperados pelo epitélio respiratério. Em
fatias posteriores seriadas, foram consideradas dreas
que apresentavam regido interna integral do bulbo
olfatério para anélise. No entanto, como a histolégica é
uma técnica limitada usada para obter o bulbo olfativo
em pecas cirirgicas, foi possivel analisar apenas dreas
do bulbo olfatério posteriormente ao osso etmoide, e
todos os achados foram apresentados de acordo com
as camadas que a representacdo original do Cajal da
regido frontal do bulbo olfatério descrevia.”

Cada micrografia foi submetida ao software Image J
(https://imagej.nih.gov/ij), e a positividade para células
Na+K+ATPase e v-ATPase (detectadas pela cor marrom
na membrana e citoplasma de células de interesse) foi
contada e marcada manualmente. Foram consideradas
5.9 células para espetdeulos e a drea considerada
foi escolhida aleatoriamente. Os resultados foram
transformados na porcentagem de positividade.

Andlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para estabelecer
normalidade, e o de Kruskal-Wallis ndo paramétrico
para identificar diferencas de grupo estatisticamente
significativas. Foi estabelecido critério de significéncia de
p <0,05.

RESULTADOS

Os dados imuno-histoquimicos da expressdo
de Nat+K+ATPase e v-ATPase estdo representados,
respectivamente, presentes na Figura 1, enquanto a
ilustracdo de imunohistoquimica é apresentada na Figura

2.

Epitélio respiratério

No sétimo dia de avaliacdo, o grupo controle
apresentou epitélio respiratério com caracteristicas
histolégicas normais. Em contraste, numerosas regides de
vacuolizacdo intraepitelial e alteracdes na polaridade
epitelial foram observadas em espécimes que receberam
ALN. Além disso, as amostras tratadas com ALN
demonstraram transicdo de um epitélio colunar para
cuboidal, bem como dreas que apresentaram perda de
adesé&o basolateral dentro do epitélio. Ainda, as regides
onde essas modificacdes microscépicas foram detectadas
coincidiram com a perda de expressdo das proteinas
Na+K+ATPase e v-ATPase (Figura 1). No grupo controle,
essas proteinas foram expressas por toda a membrana e
citoplasma do epitélio pseudoestratificado ciliado, bem
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FIGURA 1 — Diagrama de caixa revelando os valores mediano, méximo e minimo de Na+K+ATPase, bem como v-ATPase no epitélio respiratério e no bulbo
olfativo durante o estudo. O mesmo caractere sobrescrito (asterisco) néo é estatisticamente diferente, p > 0,05.

como na membrana das células caliciformes que revestem
o trato respiratério. Tanto Na+K+ATPase (Figuras 2A e
E) quanto v-ATPase (Figuras 2B e F) compartilhavam o
mesmo padréo de expressdo nos espécimes tratados
com alendronato (Figuras 2B e F para Na+K+ATPase;
Figuras 2C e G para v-ATPase); no entanto, o nimero
de células positivas foi significativamente menor (Figura
1). Curiosamente, o revestimento epitelial no dpice dos
cornetos nasais foi negativo para ambas as proteinas
avaliadas, enquanto outras regides topogrdficas do trato
respiratério apresentaram dreas substanciais com perda
de positividade proteica. Um padrdo de expressdo
semelhante foi observado no seio maxilar; no entanto,
as células epiteliais do seio maxilar apresentavam
morfologia distinta, caracterizada por células epiteliais
escamosas a cuboidais.

Bulbo olfatério

Diferencas significativas também foram observadas
no bulbo olfatério para proteinas Na+K+ATPase e
v-ATPase e histomorfologia. No controle, todas as
células que compuseram a camada glomerular do bulbo
olfatério foram positivas para Na+K+ATPase (Figura 21)
e v-ATPase (Figura 2K). Os glomérulos apresentaram

imunopositividade para Na+K+ATPase e v-ATPase tanto
no citoplasma quanto na membrana, enquanto as células
periféricas tufadas, que cercavam cada corpo glomérulo,
demonstraram positividade para v-ATPase no axdnio de
membrana e no dendrito, enquanto Na+K+ATPase foi
restrita &s dreas de prolongamento neuronal. No grupo
que recebeu alendronato, a presenca de Na+K+ATPase
(Figura 2J) e v-ATPase (Figura 2L) foi encontrada em
poucas células glomerulares anucleadas, enquanto
outros corpos celulares de glomérulos foram negativos.
Além disso, apenas dreas axonais e dendriticas esparsas
apresentaram positividade focal em regides ocupadas
por células periféricas tufadas.

No entanto, no grupo controle, tanto a v-ATPase
quanto a Na+K+ATPase também foram bem expressas
na camada plexiforme interna, uma drea compativel com
grdos e camada de substéncia branca no corpo celular,
axdnio e dendrito; no entanto, a camada de células mitrais
exibiu apenas expressdo para v-ATPase. Em contraste,
os espécimes que receberam ALN apresentaram perda
de positividade tanto para v-ATPase quanto para
Na+K+ATPase em comparacdo com o grupo controle.

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a expresséo
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FIGURA 2 — As micrografias A e B demonstram o padrdo de
imunoexpressdo de Na+K+ATPase (em cor marrom) em
cornetos nasais para controle e em amostras que receberam
alendronato, respectivamente. Note a presenca das
imunoexpressdes (sefas) para Na+K+ATPase em qualquer
grupo controle ou alendronato; no entanto, o grupo de
teste demonstrou dreas de perda de imunopositividade
para proteina (chevron). Micrografias C e D revelam
padréo semelhante para v-APTase no grupo controle e
ALN. E e G demonstram imunoexpressdo de positividade
de Na+K+ATPase e v-ATPase (cor marrom-sefas) para
controle, enquanto F e H revelam perda de positividade
para Na+K+ATPase e v-ATPase no epitélio respiratério
(flechas) do grupo ALN. Note perda de aderéncia e
vacuolizacdo intraepitelial no grupo alendronato (chevron).
Micrografias | e ) mostram a expresséo para Na+K+ATPase
(em cor marrom) para os grupos controle e alendronato,
respectivamente. Note a intensa positividade nas células
glomerulares (seta) no grupo controle, enquanto no grupo
de teste hd degeneracdo celular (chevron). No entanto,
hd expressdo para proteina (flecha entalhada) na érea
axonal. Note que a expresséo organizada ocorreu no
grupo controle enquanto em amostras de alendronato
ocorreu expressdo desorganizada e pouco frequente.
Micrografias K e L demonsiram que a v-ATPase revela
padréo semelhante de Na+K+ATPase. (De AaDelal -
Ampliacdo original 100; E a H- ampliacdo original 200; a
drea de positividade ocorre em cor marrom).

de v-ATPase e Na+K+ATPase diminuiu significativamente
em amostras que receberam ALN. Esses resultados foram
consistentes com dreas que revelaram degeneracdo
celular no bulbo offatério, particularmente em seus corpos
glomerulares do bulbo offatério, e alteracses histolégicas
no tecido epitelial do revestimento respiratério.

A descoberta prévia de que o ALN inibe a farnesil
pirofosfato  sintase na via metabdlica da cascata
de mevalonato pode ajudar a explicar a perda da

proteina ATPase de membrana.’® Esse evento inibitério
pode levar ao acimulo de proteinas ndo preniladas
que se ligam a GTP distribuidas no citoplasma da
célula devido & supressGo do colesterol. Assim, a
capacidade da proteina de ligacdo de facilitar a
interacdo proteina-proteina na membrana celular é
eliminada em seu estado nédo prenilado, condicdo que
pode proporcionar desnaturacdo proteica.'”2° E preciso
destacar que, quando uma proteina que atua como
proteina receptora transmembrénica se espalha por
todo o citoplasma, ela pode apresentar alteracdes em
sua configuracdo proteica tercidria ou quaterndria, além
da modificacdo da organizacdo das proteinas de nivel
que simula a desnaturacéo da proteing, inibindo tanto
sua acdo funcional usual quanto sua deteccéo imuno-
histoquimica.?'-?2

Deve-se considerar que o dano da Na+K+ATPase
no epitélio também estd associado a processos
degenerativos, induzindo degeneracdo hidrépica ou
vacuolar devido ao acimulo de Na+ no compartimento
intracelular, além de levar & perda da polaridade da
membrana superficial da célula epitelial.?® Além disso,
h& evidéncias que associam a perda de Na+K+ATPase
ao descolamento do citoesqueleto e das estruturas da
membrana superficial, cujos resultados levam a indmeras
adaptacdes fisiopatoldgicas celulares, incluindo danos
ao contato célula-célula, bem como adesdo célula-
matriz extracelular. Consequentemente, a perda de
Na+K+ATPase parece ser também relevante para a
acdo funcional do epitélio respiratério, j@ que essa
proteina também colabora para a limpeza mucociliar
e o liquido do revestimento das vias aéreas. Deve-se
destacar que as células epiteliais ciliadas que compdem
o epitélio respiratério sdo importantes para impulsionar
o muco pelas vias aéreas, removendo assim material
particulado.”

Além disso, a supressdo de Na+K+ATPase ou
v-ATPase ndo s6 pode induzir danos na histofisiologia
respiratéria, mas também parece facilitar infeccdes
secunddrias, uma vez que esse epitélio também estd
associado ao desenvolvimento dos seios nasais e
controla o fluxo de 4dgua e fons para o muco nas vias
aéreas, secreta lactoferring, lisozima e peptideos
antimicrobianos (catelicidas e [B-defensinas) e libera
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio para aniquilar
patégenos que invadem o trato respiratério.?>-2¢

Por outro lado, a perda de Na+K+ATPase, bem como
de v-ATPase no bulbo olfatério, coincidiu com mudancas
estruturais na morfologia desse 6rgdo. E bom notar que
Na+K+ATPase é importante para a despolarizacéo e
repolarizacdo da membrana, condicdo que também &
importante para a neurotransmisséo.?

Especificamente, a v-ATPase é um biomarcador de
célulasespecializadas que secretam prétons. Essaproteina
estd presente na membrana lateral de subpopulacdo de
células sensoriais olfativas e nas microvilosidades da
membrana plasmdtica apical das células sustentaculares.
Também foi descoberto que, quando produzida em
neurdnios olfativos, a v-ATPase normalmente assumia
maior localizac&o subapical nas células sustentaculares
olfativas. Tipicamente, a v-ATPase pode estar associada
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a deteccdo de CO2 quando expressa em neurdnios
olfativos, auxiliando na transducéo de sinais que apoia a
homeostase do trato respiratério e a integridade celular.?®
Apoiando essa hipétese, a falta de expressdo de v-ATPse
parece ter contribuido para a acidez intracelular do
epitélio sensorial do bulbo olfatério, e essa situacdo
pode ser sugerida aqui, j& que a integridade das células
glomerulares mostrava evidente degeneracéo celular.?

CONCLUSAO

Assim, ficou demonstrado que o alendronato induz
perda na expressdo de Na+K+ATPase e v-ATPase,
situacdes que podem modificar a histofisiologia do
epitélio respiratério da cavidade nasal, bem como a
degeneracédo do bulbo olfatério.
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