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RESUMO

AMARAL, Glaucia Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Novembro
de 2010. Uso isolado ou combinado de etidronato, risedronato, pravastatina
e ipriflavona no tratamento da osteoporose induzida por ovariectomia em
ratas. Orientador: Aloisio da Silva Pinto. Co-orientadores: Ricardo Junqueira Del
Carlo e Claudio César Fonseca.

Este trabalho constituiu em um ensaio biolégico com o objetivo de
estudar o possivel tratamento da osteoporose induzida por ovariectomia, por
meio do uso isolado e combinado, utilizando, neste caso, metade das doses
dos compostos isolados etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona, que
sdo agentes que demonstraram efeitos positivos sobre o metabolismo ésseo.
Ratas Wistar, adultas, pesando em média 250g foram utilizadas. O processo da
indugdo da osteoporose foi feito por intervencéo cirdrgica quando os animais
completaram 5 meses de idade, por incisao retroumbilical, dando acesso a
cavidade abdominal, sob anestesia geral, utilizando da associagdo de
quetamina e xilazina nas doses de 50 e 5 mg/Kg, respectivamente, a excegéo
dos animais que constituiu o grupo controle (G1). Apés 12 semanas, deu-se
inicio ao tratamento farmacologico. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 11 grupos experimentais, sendo os grupos constituidos de 6
animais. O grupo 1 (G1), controle, foi constituido de animais que n&do foram
submetidos a cirurgia ou ao tratamento. No grupo 2 (G2) houve somente a
cirurgia. Os demais grupos, além do processo cirurgico, foram tratados com os
medicamentos; o grupo 3 (G3) recebeu etidronato (6 mg/kg), o grupo 4 (G4)
risedronato (0,07 mg/kg), o grupo 5 (G5) pravastatina (0,6 mg/kg), o grupo 6
(G6) ipriflavona (100 mg/kg), o grupo 7 (G7) etidronato e pravastatina (3 mg/kg
e 0,3 mg/kg), o grupo 8 (G8) etidronato e ipriflavona (3 mg/kg e 50 mg/kg), o
grupo 9 (G9) risedronato e pravastatina (0,035 mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 10
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(G10) risedronato e ipriflavona (0,035 mg/kg e 50 mg/kg) e o grupo 11 (G11)
pravastatina e ipriflavona (0,3 mg/kg e 50 mg/kg). Todas as substancias foram
administradas por via oral, diariamente, durante 30 dias. Imediatamente antes
dos animais serem eutanasiados, aos 35 dias, apds o tratamento, foram
coletados sangue para dosagens de calcio, fésforo, albumina e proteinas totais,
analisados no equipamento multiparamétrico de bioquimica Alizé e fosfatase
alcalina 6ssea analisado no equipamento de quimioluminescéncia Access
Immunoassay System da Beckman Coulter. A seguir, através de dissecgcédo do
tecido muscular, as tibias direitas foram coletadas e congeladas para estudo
densitométrico, utilizando densitdbmetro 6sseo de Raio-X com Smart Scan
modelo DPX-ALPHA, com software especial para pequenos animais e as tibias
esquerdas foram coletadas, depois de fixadas, foram descalcificadas e
processadas rotineiramente para estudo histomorfométrico, os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina e para avaliacdo da densidade trabecular
Ossea foi aplicado o método de calculo planimétrico por contagem de pontos. O
ensaio bioldgico foi realizado segundo delineamento inteiramente casualizado,
com 11 tratamentos em 6 repetigdes. Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia. Os grupos controles (G1 e G2) foram comparados entre
si por meio do teste F (p<0,05). Os grupos tratados (G3 a G11) foram
comparados entre si, através do teste de comparagédo multipla Tukey, a 5% de
probabilidade. As comparag¢des também foram realizadas entre os grupos
tratados e os controles G1 e G2, sendo que, para o mesmo, foi aplicado o teste
de Dunnett a 5% de probabilidade. Os resultados ndo mostraram significativos
entre o grupo controle (G1) e o grupo osteoporético (G2), bem como, entre os
grupos tratados (G3 a G11) quanto aos valores séricos de calcio, fésforo,
albumina, proteinas totais e fosfatase alcalina dssea. Através da densitometria
e histomorfometria foi possivel constatar a indugao da osteoporose por meio da
ovariectomia. Quando comparado grupos tratados ao grupo osteoporotico G2,
todos os tratamentos apresentaram diferengas estatisticamente significativas,
tanto para densitometria quanto para histomorfometria. Assim, os farmacos
etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona, usados isoladamente ou
combinados, apresentaram efeitos positivos sobre o metabolismo ésseo, sendo
eficazes em restaurar o tecido 6sseo nas condigbes experimentais.

Considerando que a associagao dos medicamentos constituiu-se da metade
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das doses usadas isoladamente, a possibilidade de reducdo de efeitos
colaterais com a associagdao torna-se uma alternativa promissora na

terapéutica da osteoporose.



ABSTRACT

AMARAL, Glaucia Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November,
2010. Isolated or combined use of etidronate, risedronate, pravastatin and
ipriflavone in osteoporosis induced by ovariectomy in rats. Adviser: Aloisio da
Silva Pinto. Co-Advisers: Ricardo Junqueira Del Carlo e Claudio César Fonseca.
This work was in an assay to study the possible treatment of osteoporosis
induced by ovariectomy through the use of isolated and combined, using, in this
case, half the doses of the compounds isolated etidronate, risedronate,
pravastatin, and ipriflavone, which are agents that have shown positive effects on
bone metabolism. Wistar rats, adult, weighing on average 250g were used. The
process of induction of osteoporosis was made by surgery when the animals were
5 months old, for retroumbilical incision, giving access to the abdominal cavity
under general anesthesia using the combination of ketamine and xylazine at
doses of 50 and 5 mg / Kg , respectively, except for animals that constituted the
control group (G1). After 12 weeks, was started to drug treatment. The animals
were randomly divided into 11 experimental groups, with groups consisting of 6
animals. Group 1 (G1), control, consisted of animals that did not undergo surgery
or treatment. In group 2 (G2) there was only surgery. The other groups, besides
the surgical process, were treated with medication, group 3 (G3) received
etidronate (6 mg / kg), group 4 (G4) risedronate (0.07 mg / kg), group 5 ( G5)
pravastatin (0.6 mg / kg), group 6 (G6) ipriflavone (100 mg / kg), group 7 (G7)
etidronate and pravastatin (3 mg / kg and 0.3 mg / kg), Group 8 (G8) etidronate
and ipriflavone (3 mg / kg and 50 mg / kg), Group 9 (G9) risedronate and
pravastatin (0.035 mg / kg and 0.3 mg / kg), group 10 (G10) risedronate and
ipriflavone (0.035 mg / kg and 50 mg / kg) and Group 11 (G11) pravastatin and
ipriflavone (0.3 mg / kg and 50 mg / kg). All substances were administered orally

daily for 30 days. Immediately before the animals were euthanized at 35 days
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after treatment, blood was collected for serum calcium, phosphorus, albumin and
total protein analyzed in the equipment Alizé multiparametric biochemistry and
bone alkaline phosphatase analysis equipment Access Immunoassay System
chemiluminescence of Beckman Coulter. Then, by the dissection of muscle
tissue, the right tibias were collected and frozen for densitometric study using
bone densitometry X-ray with Smart Scan DPX-ALPHA, with special software for
small animals and the left tibias were collected after of fixed, decalcified and were
routinely processed for histomorphometric study, the sections were stained with
hematoxylin and eosin for evaluation of trabecular bone density was applied to the
calculation method for planimetric point count. The assay was performed
according to a randomized design with 11 treatments in six replicates. The results
were subjected to analysis of variance. The control groups (G1 and G2) were
compared using the F test (p <0.05). Treated groups (G3 to G11) were compared
by the Tukey multiple comparison test, the 5% probability. Comparisons were also
performed between treated groups and controls G1 and G2, applying Dunnett test
at 5% probability. The results showed no significant between the control group
(G1) and the osteoporotic group (G2), as well as between the treated groups (G3
to G11) for values of serum calcium, phosphorus, albumin, total protein and bone
alkaline phosphatase. By densitometry, and histomorphometry was possible to
observe the induction of osteoporosis by ovariectomy. Treated groups compared
to the osteoporotic group G2, all treatments showed statistically significant
differences, for density and histomorphometry. Thus, the drug -etidronate,
risedronate, pravastatin, and ipriflavone, used isolated or in combination, showed
positive effects on bone metabolism and effective in restoring bone tissue in
experimental conditions. Whereas the association of drugs constituted half of the
doses used in isolation, the possibility of reduced side effects with the

combination becomes a promising alternative for the treatment of osteoporosis.
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1. INTRODUCAO

O osso é um tecido conectivo que contém duas distintas linhagens de
células, osteoblastos e osteoclastos, que mantém o balango mineral do corpo
em equilibrio. Algumas interagcbes anormais entre os osteoblastos e os
osteoclastos podem causar um balango negativo entre a formagdo e a
reabsorcdo Ossea, induzindo assim, a varias doengas relativas ao 0sso,
incluindo a osteoporose (Pagani et al., 2005).

Temos que a osteoporose pds-menopausa € a causa mais comum de
perda 0ssea. Sabe-se que a deficiéncia de horménios ovarianos € o maior fator
de risco para a osteoporose (Chen et al., 2006; Prynne et al., 20006).

A osteoporose € uma desordem multifatorial que envolve uma complexa
interac&do entre genética, estilo de vida e fatores nutricionais (Ralston, 2007).

A ovariectomia em ratas desencadeia uma acentuada reducao das
concentracbes de estrogeno enddégeno e induz a  anormalidades de
remodelacdo 6ssea que aumentam a perda o0ssea e o risco de desenvolver
osteopenia. Assim, a ovariectomia em ratas tem sido validada como um modelo
para a perda de massa 6ssea nas mulheres pds-menopausa (Wronski et al.,
1985; Wronski et al., 1989; Kalu, 1991; Wimalawansa, 1993; Wronski et al.,
1993; Richard e Wasnich, 2001).

Para o tratamento da osteoporose, agentes biomedicinais tem sido
utilizados e podem ser divididos, de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas, em agentes antirreabsortivos e formadores de osso (Kim et
al., 2003).

Como agentes antirreabsortivos destacam-se os bisfosfonatos como o
etidronato e o risedronato, em relagao aos formadores de o0ssos apresentam-se
as estatinas como a pravastatina e os que teriam a atuagao antirreabsortiva e
também na formacao 6ssea seriam os flavonoides como a ipriflavona (Pinto et
al., 2005).

Os bisfosfonatos aprovados no tratamento da osteoporose se ligam aos
cristais de hidroxiapatita, reduzindo risco de fraturas em locais, tais como, o
colo do fémur e vértebra lombar (Folgeman et al., 1981; Cauley et al., 2003).

Quimicamente, os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos do pirofosfato, nos



quais o atomo de fosforo se liga ao carbono, formando ligagdes P-C-P e séo
mais resistentes a hidrolise quimica e enzimatica (Hamdy, 1993).

As estatinas, tais como a cerivastatina e pravastatina (Mundy et al., 1999),
sinvastatina (Maeda et al., 2001), lovastatina (Li et al., 2003), atorvastatina (Pinto,
2004), que atuam como agentes formadores de osso, tém demonstrados efeitos
benéficos na prevencado e tratamento da osteoporose por causa dos efeitos

potenciais no aumento da diferenciagdo de células progenitoras dsseas.

Em relagdo aos flavondides, efeitos favoraveis a remodelacdo 6ssea com
diferenciagcdo dos osteoblastos foram demonstrados por Katai et al., (1992) e
Cheng et al., (1994) e inibicao da reabsor¢ao 6ssea também foi observada (Azria
et al., 1993; Notoya et al., 1993; Albanese et al., 1994, Passeri et al., 1995).

As terapias farmacoldgicas de reposigdo hormonal, uso de substancias
estabilizadoras do processo reabsortivo ou de substancias formadoras de osso
representam importantes estratégias no campo da saude publica, pois tém
objetivo de impedir a perda adicional de osso e diminuir a probabilidade de futuras
fraturas, além de prevenir o aparecimento de disturbios cardiovasculares e, até
mesmo, psiquicos, decorrentes da deficiéncia hormonal na pds-menopausa
(Jaime et al., 2005).

A combinacdo terapéutica possui consideravel aceitagdo como meio de
aumentar os beneficios do tratamento em pacientes com doengas cronicas.
Assim, combinagdes de drogas sao frequentemente usadas para tratar
hipertensdo arterial, diabetes mellitus ndo dependente de insulina ou artrite
reumatoide (Cortet, 2004). Em osteoporose, poucos dados estao disponiveis para
regimes de combinagdes e avaliagdes seguras tém sido confiadas em densidade
mineral 6ssea (DMO) usada como um marcador, ao contrario do que em

resultados clinicos (Cosman et al., 2001).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A osteoporose é uma doenga progressiva que envolve deterioragao
estrutural do tecido 6sseo assintomaticamente, levando a fragilidade e aumento
da suscetibilidade a fraturas, devido reducdo da massa Ossea e ao aumento do
turnover 6sseo (NOF, 2002). E uma doenca com consequéncias fisicas,
psicossociais e financeiras (Sinaki et al., 2002). Estima-se que, uma em cada
duas mulheres e um em cada quatro homens com mais de 50 anos de idade,
tera alguma experiéncia de fratura relacionada a osteoporose (Gammage et al.,
2009).

O envelhecimento populacional esta se dando de forma extremamente
rapida. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente,
um terco das mulheres de raca branca, com idade superior aos 65 anos, sao
portadoras de osteoporose (WHO, 1994). Existem proje¢des indicando que, em
2050, a proporgdao de idosos devera alcangar 15% da populagdo mundial
(Chaimowicz, 1997).

Estudos realizados nos Estados Unidos mostram que a prevaléncia da
osteoporose em mulheres pds-menopausa € de aproximadamente 38%.
Estima-se que 10 milhdes de americanos acima de 50 anos de idade tem
osteoporose e que mais 34 milhdes correm o risco de ter a doenga. Tem-se
também citagcbes de que 1,5 milhdo de fraturas estejam associadas a
osteoporose. Tendo em vista o aumento da expectativa de vida da populacao,
acredita-se que no ano de 2040 o numero de fraturas eleve cerca de trés vezes
(Cooper, 1999; Tosteson et al., 2008).

No Brasil, poucos dados estatisticos sdo encontrados. Utilizando-se da
densitometria 6ssea, tem-se o estudo feito por Carneiro (2001), no qual a
osteoporose atinge de 25 a 30% das mulheres brancas durante a pos-
menopausa e 40 a 60% dos individuos com mais de 60 anos de idade e o de
Camargo et al. (2005), realizado em Sao Paulo, demonstrando que 33% das
mulheres e 16% dos homens com mais de 65 anos apresentam osteoporose.

Fraturas podem ser decorrentes de minimos traumas, como queda de
altura do proprio corpo. As mais comuns relacionadas com a osteoporose s&o
as vertebrais. Quando ndo sao vertebrais, as fraturas ocorrem no quadril,

punho, pelve, sacro, costelas, esterno, clavicula, fémur e umero. Todas elas
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sao importantes, visto acarretarem dor e incapacidade, o que resulta em
significativa morbidade e mortalidade, tendo elevado encargo para a sociedade
e grande impacto econémico (Cauley et al., 2000). Dados fornecidos por
Cooper (1999) mostram que os custos, nos Estado Unidos, relacionados
somente a fraturas decorrentes da osteoporose giravam em torno de 17,9
bilhdes de ddlares por ano, enquanto que no Reino Unido foram gastos 1,7
bilhdo de libras. Dados recentes mostram que o custo anual de fraturas
relacionadas com a osteoporose foi de 20 bilhdes de ddlares nos Estados
Unidos e 30 bilhdes de ddlares na Uniao Européia (Holroyd et al., 2008).

No Brasil, 70 mil individuos apresentam, anualmente, fratura do colo do
fémur, sendo que pelo menos 20% morrem de complicagdes nos primeiros seis
meses e metade perdem independéncia em suas atividades diarias. Além
disso, aproximadamente 30% destes pacientes necessitardo de cuidados
institucionais ou de enfermagem domiciliar (Compstom, 2001; Amadei et al.,
2006; Anbinder et al., 2006).

O processo de remodelagdo do tecido 6sseo € continuo ao longo da vida
em resposta a forcas mecanicas e a fatores do meio interno, sendo
fundamental para a renovacado do esqueleto e preservacdo da sua qualidade.
Esse processo envolve o acoplamento da atividade dos osteoblastos e dos
osteoclastos, que é determinado por uma constante troca de sinais entre essas
células, com o intuito de remover partes do osso danificado ou mais velho,
substituindo com osso recém formado (Mundy e Oyajobi, 2003; Hernandez,
2008; Pivonka et al., 2008).

Como mencionado, a remodelagao do tecido ésseo é feita por agao do
osteoblasto e osteoclasto, o primeiro apresenta receptores para o hormdnio da
paratiredide (PTH) e vitamina D, sendo estes responsaveis por estimular a
formagao de tecido 6sseo e, o ultimo, apresenta receptores para calcitonina,
responsavel por inibir a agdo do mesmo. Ambos apresentam receptores para o
estrogeno, no entanto as respostas sao diferentes, favorecendo a agédo do
osteoblasto e inibindo a do osteoclasto (Levinson e Altkorn, 1999; Wooldft e
Dixon, 1999).

O processo de remodelacdo éssea pode ser desencadeado por
estimulos sistémicos, como o realizado pelo PTH, ou locais, como

microfraturas e tensdo mecanica. Assim, a liberagdo de PTH, 1,25-
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diidroxivitamina D, interleucina 1, interleucina 2, interleucina 6, e TNFa séo
responsaveis por estimular os osteoblastos a produzir RANKL (ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa B), que se ligam ao receptor RANK
presente na membrana de células hematopoiéticas precursoras dos
osteoclastos, induzindo-as a se fundirem umas com as outras para formacao
de osteoclastos multinucleados, ativando-os e aumentando a reabsorgao
O0ssea. Em contrapartida, ha substancias inibidoras da reabsor¢céo 6ssea que
estimulam a producéo de osteoprotegerina (OPG), que é responsavel por inibir
a interacdo entre o RANKL e seu receptor, impedindo o recrutamento, a
proliferacdo e a ativacdo dos osteoclastos, tendo, portanto, efeito inibitorio
sobre as células precursoras dos osteoclastos (Figura 1). Assim sendo, a
relagcdo entre RANKL/OPG é responsavel por controlar a remodelagao éssea.
Com isso, as alteracbes na concentracao dessas substancias, induzidas por
variagbes nos niveis de citocinas, administracdo de glicocorticdide ou
deficiéncia de estrogeno, podem levar o aumento do numero e da atividade dos
osteoclastos, determinando perda na massa 6ssea (Gonzalez, 2000; Hofbauer
et al., 2000; Kierszembaum, 2008).

<> “, > Citocinas, Fatores de
Crescimento, etc

Pré-Osteoclasto p
recursor

Osteocldstico Célula de Origem

.., = Hematopoiética
' AR ... >
[~ ._ . -
- \ -

RANK

" . Osteoclasto
Quiescente

Tecido Gsseo

steoclasto
Ativo

Figura 1- Acdo RANKL/RANK/OPG no mecanismo de ativagéo e inibicdo dos
osteoclastos (Wittrant et al., 2004 — Modificado).



Em situacbes fisiolégicas, a remodelagdo, que se constitui em
reabsorcdo e formacdo, € um fendbmeno acoplado e dependente, e o
predominio de um sobre o outro pode resultar em ganho ou perda de massa
Ossea (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002)

A homeostase 0ssea se mantém até aproximadamente 30 anos. Depois
deste periodo, pode-se constatar um discreto predominio da reabsor¢ao sobre
a formacéo Ossea, caracterizando um estado de osteopenia fisiolégica. Em
mulheres, esta condicdo tende a ser mais acentuada devido a reducao dos
niveis de estrégeno pdés-menopausa, 0 que acaba por desencadear a
osteoporose (Aires, 2008).

Diversos fatores influenciam o risco de osteoporose, entre eles o género
feminino, as etnias amarela e branca, a idade mais avangada, a precocidade
do inicio da menopausa, a hereditariedade (presenca de osteoporose ou de
fratura osteoporética entre os ancestrais e os colaterais), erros nutricionais
(baixa ingestdo de calcio, baixa ingestdo de vitamina Ds ou baixa insolagao
para producdo da mesma, situagdes de ma absorgao de alimentos, etc.), maus
habitos (ingestdo exagerada de café, alcool, tabaco), sedentarismo, certas
medicacbes (glicocorticéides, anticonvulsivantes), doengas como a artrite
reumatdide e quase todas as doencgas inflamatorias sistémicas e disfuncdes
tireoidianas (Maddalozzo et al., 2009; Souza, 2010).

O fator genético pode ser um agente importante na predisposicédo a
osteoporose. Em estudo feito por Khoury (1998), foram encontradas fortes
evidéncias sugerindo que a interacédo entre genes e ambiente desempenha um
papel na densidade mineral 6ssea. Em 1997, foram listados, no Online
Mendelian Inheritance in Men, 67 genes associados com a osteoporose,
incluindo o gene da vitamina D (Khoury, 1998). Zmuda et al. (2000) apontam
haver relagao entre o fator genético e a osteoporose. Apesar das evidéncias, o
fator hereditariedade é de dificil analise, mas o histérico familiar pode auxiliar
guando se deseja diagnosticar a doencga.

A osteoporose esta principalmente relacionada com a deficiéncia do
horménio ovariano nas mulheres pés-menopausa (Johnell, 1996). As células
osteoclasticas possuem receptores estrogénicos, cuja interagdo com este
hormdnio libera mediadores quimicos que sao responsaveis por inibir a sua
atividade reabsortiva (Igbal, 2000).



Os farmacos utilizados no tratamento da osteoporose sao classificados
como agentes que impedem a reabsorgdo 6ssea ou estimulam a formacao de
tecido 6sseo. Dos agentes antirreabsortivos, temos como exemplos o calcio,
estrogenos/progesteronas, calcitonina, bisfosfonatos e vitamina D. Dos agentes
formadores de osso compreendem o fluoreto de sddio, esterdides anabdlicos,
PTH e estatinas (Fernandes et al., 1996; Pinto et al., 2005).

A descoberta de que os bisfosfonatos poderiam inibir a reabsor¢ao
O0ssea ocorreu apos experiéncias, na década de 60, para a identificagcao de
agentes semelhantes ao pirofosfato que pudessem também regular a
calcificacdo o6ssea, sendo potencialmente uteis para a prevencao de
calcificagbes ectopicas (Rogers et al., 1999). Os bisfosfonatos s&o analogos ao
pirofosfato, no qual a ponte de oxigénio € substituida por um atomo de carbono
e modificada por cadeias laterais de comprimentos e configuracdes variaveis
(Russel et al., 1999). A presengca de um atomo de carbono ligando os dois
grupos fosfato proporciona aos bisfosfonatos resisténcia a hidrélise enzimatica
(Rogers et al., 1999). Como o pirofosfato, os bisfosfonatos tém afinidade pelos
cristais de hidroxiapatita, ligando-se fortemente a eles, especialmente nos
pontos de remodelamento ativo (Bandeira et al., 2000). Esta adsorgcéo é
importante porque o osteoclasto, ao reabsorver o tecido 6sseo, absorve
também o bisfosfonato. Dentro do citoplasma do fagdcito, os bisfosfonatos
atuam na cadeia do mevalonato, inibindo a enzima farnesil pirofosfato sintase
(FPPS). Esta enzima promove a transformacao do geranilpirofosfato em
geranilgeranilpirofosfato e farnesilpirofosfato (Figura 2). Estes metabdlitos pro-
movem a prenilacdo das pequenas proteinas essenciais para a fungdo da
borda em escova e para a sobrevivéncia do osteoclasto. Assim, interrompendo
a cadeia do mevalonato, inibe-se a funcdo osteorreabsortiva do osteoclasto
(Fogelman et al., 1981; Souza, 2010).

Estima-se que o tempo de vida dos osteoclastos seja de duas a quatro
semanas in vivo e de no maximo duas semanas in vitro. Estudos feitos por
Hughes et al. (1995), descrevem que os bisfosfonatos aumentam a apoptose
de osteoclastos , tanto in vivo quanto in vitro. Segundo Benford et al. (2001), os
bisfosfonatos contendo nitrogénio como o risedronato, alendronato,
pamidronato e acido zolendrénico e os nao nitrogenados clodronato e

etidronato causam apoptose de osteoclastos em coelhos. Esta apoptose
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estaria relacionada a trocas metabdlicas, perda da membrana mitocondrial e
ativacao de proteases caspases-3, capazes de clivar substratos peptidios.

As caspases estdo presentes no citosol sob forma de pré-enzimas
inativas, tornando-se ativas apds clivagem proteolitica a altura de residuos do
acido aspartico, ocupando uma fungao de destaque na execugao do programa
de morte celular (Thompson, 1999).

Estudos realizados, tanto in vitro como in vivo, tém demonstrado que os
bisfosfonatos, além de sua conhecida propriedade antirreabsortiva, atuam
promovendo atividade osteoblastica e, consequentemente, formacao de tecido
0sseo. Estudos de Knoch et al. (2005), em cultura de células de medula éssea
humana tratadas com os bisfosfonatos alendronato, risedronato e zoledronato,
evidenciaram a proliferacdo celular e diferenciagdo osteogénica determinada
por, além da contagem de células, aumento dos niveis de fosfatase alcalina.

Os bisfosfonatos tem seu uso no tratamento de diversas doencgas
Osseas, com destaque na doenca de Paget, hipercalcemia maligna,
osteoporose, doenga metastatica e osteolitica (Russo, 2001; Fernandes et al.,
2005).

Coronho et al. (2001) mostraram que o uso de etidronato em mulheres
com osteoporose, na dose de 400 mg/dia durante duas semanas e
suplementacado de 500 mg/dia de calcio durante trés meses, com repeticdo do
ciclo a cada trés meses durante trés anos, desencadeou ganho de massa
Ossea vertebral de 5% e reducéao de fraturas vertebrais.

O risedronato na dose de 5 mg diarios, também foi utilizado em estudos
feitos por Reginster et al. (2000), resultando em aumento de densidade
mineral 6ssea, reducao de fraturas e capacidade de prevenir a perda de massa
0ssea em homens submetidos a tratamento com corticéides.

As estatinas sdao os agentes mais efetivos e bem tolerados na terapia
das dislipidemias. Dentre os varios compostos denominados estatinas temos a
atorvastatina, a fluvastatina, a pravastatina, a mevastatina e a sinvastaina.
Estas drogas séo inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMG-Coa) redutase, a qual catalisa a etapa taxa limitante na via da
biossintese de colesterol, bloqueando a conversdao de HMG-CoA em acido
mevaldnico, responsavel por comprometer a formagéo de geranil pirofosfato e

farnesil pirofosfato (Figura 2), metabdlitos importantes na prenilacdo de
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proteinas fundamentais na regulacdo do metabolismo dos osteoclastos, o que
resulta em aumento da apoptose destas células (Cumming e Bauer, 2000;
Mahley e Bersot, 2001).

Segundo Mundy et al. (1999), as estatinas podem ter efeitos benéficos
sobre o tratamento da osteoporose e fraturas. Este fato esta relacionado a sua
capacidade de causar ganhos substanciais de tecido 6sseo devido a seus
efeitos promotores sobre o fator de crescimento BMP-2 (proteina
morfogenética Ossea-2), o qual conduz a diferenciacdo osteoblastica e a
formacado oOssea. O provavel mecanismo responsavel por estes efeitos € o
aumento da transcricao do gene do BMP-2 (Mundy, 2001).

O tratamento com atorvastatina em osteoblastos humanos aumentou a
expressao de marcadores de diferenciacdo osteoblastica, osteocalcina e
fosfatase alcalina, indicando que houve ganho de tecido 6sseo (Viereck et al.,
2005).

Segundo Uyar et al. (2009), houve diminuicdo da densidade mineral
Ossea da regido mediana e da metafise distal do fémur em ratas
ovariectomizadas, bem como uma melhora na regido mediana do fémur com o
uso de risedronato e atorvastatina. Estes resultados foram observados através
da analise de densidade mineral o6Ossea, ensaio biomecanico e

histomorfometria.
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Figura 2 — Mecanismo de acao das estatinas e bisfosfonatos na cascata da

Colesterol

prenilagao de proteinas (Braga Jr. et al., 2002).

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem
natural. Sdo compostos polifendlicos, cuja sintese nao ocorre na espécie
humana, sendo encontrados nos alimentos, principalmente nas verduras e
frutos. Entretanto, possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que os
fazem atuar sobre os sistemas biologicos (Peterson e Dwyer, 1998; Nijveldt et
al., 2001). Efeitos favoraveis a remodelagcao éssea com diferenciacdo dos
osteoblastos foram demonstrados por Katai et al. (1992) e Cheng et al. (1994)
e inibicdo da reabsor¢cdo Ossea também foi observada (Azria et al., 1993;
Notoya et al., 1993; Albanese et al., 1994; Passeri et al., 1995).

Foi verificado por Gambacciany et al. (1994), que o flavondide ipriflavona
previne a perda de massa O0ssea em pacientes osteoporéticos e provoca
decréscimo no turnover 6sseo provocado por hipogonadismo. Cecchettin et al.
(1995) mostraram que a ipriflavona foi capaz de induzir aumento de massa
Ossea apos tratamento de 12 meses em mulheres osteoporéticas e também foi
efetivo em prevenir perda éssea. Segundo Arjmandi et al. (2000), com a

utilizacdo de flavonoide, em ratas ovariectomizadas, foi capaz de prevenir
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completamente a perda da densidade oOssea do fémur e, através da

histomorfometria, observou taxas de formacgdes dsseas elevadas.

Estudos tém demonstrado que ratas ovariectomizadas tratadas com
flavonoides genisteina ou daidzeina apresentaram aumento na densidade
mineral O6ssea, taxa de formacgao 6ssea e reducdo na taxa de reabsorcao
0ssea, quando comparadas as ratas ovariectomizadas nao tratadas com estes
compostos (Blair et al., 1996; Anderson et al., 1998; Fanti et al., 1998; Ishida et
al., 1998).

Evidéncias indicam que os flavondides se ligam aos receptores beta do
estrogénio, estimulam in vitro a sintese protéica de células da linhagem
osteoblastica e, seu uso por mulheres na pds-menopausa, aumenta a
concentragdo de osteocalcina, o que reflete também aumento da atividade

osteoblastica (Moreira, 2004).

O tratamento com ipriflavona ja vem sendo utilizado como uma terapia
alternativa de reposicdo hormonal, tendo em vista que possui efeito
estrogénico. Foi demonstrado que é eficaz na prevencdo de perda dssea
associada com o uso crénico de esterodides, imobilizagdo e ovariectomia (Head,
1999).

Recomendam-se modelos animais especificos para avaliagcdo de novos
agentes com potencial para terapéutica da osteoporose clinica, como também
para validar estratégias terapéuticas (Thompson et al., 1995), sendo a
ovariectomia, o mais utilizado para estudar a diminuicido O6ssea e a
consequente perda de resisténcia (Bagi et al., 1997). Nos animais
ovariectomizados, ocorre um aumento do turnover Osseo, com taxa de
reabsorcao dos osteoclastos excedendo a formagao dos osteoblastos. Estes
estudos sao realizados por meio de marcadores bioquimicos, estudos
histomorfométricos, densitometria 6ssea, entre outros (Thorndike e Turner,
1998; Santos, 2004; Pinto et al., 2005; Ferreira Junior et al., 2008).

Varias espécies de animais tém sido utilizadas para estudos da perda de
massa oOssea, dentre elas, os primatas ndo humanos, caes, ovinos, suinos,
coelhos, ratos e camundongos (Priemel et al., 2002). No entanto, os ratos,

devido as semelhancas na arquitetura 6ssea em relagdo aos humanos, tem
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sido utilizados na caracterizagcao das alteracdes do tecido 6sseo associadas a
idade, fatores hormonais e efeitos terapéuticos (Li et al., 2003).

A terapia de combinacdo possui consideravel aceitacdo como um meio
de aumentar os beneficios do tratamento em pacientes com doencgas crénicas
(Cortet, 2004). Mulheres pdés—menopausa possuem um alto risco de
desenvolverem disturbios metabdlicos, doengas cardiovasculares, obesidade,
diabetes tipo Il e a osteoporose (Burguera et al., 2001; Saengsirisuwan et al.,
2009).

Dados relacionados a regimes de combinagdes no tratamento da
osteoporose sédo pouco frequentes. Avaliagdes seguras tém sido confiadas a
densidade mineral 6ssea (DMO) usada como um marcador (Cosman et al.,
2001). A mensuragao da DMO ¢ feita utilizando a absorc¢éo de raios-X de dupla
energia (DXA®). A DXA é reconhecida como o método mais valioso néo-
invasivo para medicdo mineral éssea (Fogelman e Ryan, 1992) e sua ampla
utilizacdo se deve a caracteristicas tais como a velocidade, precisao e baixa
exposicao a radiagao. Na pesquisa clinica, medidas de DMO mensuradas pela
DXA sado de crucial importancia para o acompanhamento de pacientes
detentores de doencas Osseas, em particular para avaliacdo da eficacia de
tratamentos para a osteoporose (Svendsen et al., 1995).

Segundo Borelli (1998), a osteoporose pode ser classificada pela
histomorfometria 6ssea. A histomorfometria éssea permite analise estatica e
dindmica, bem como deteccao de alteracdes tissulares na unidade metabdlica
Ossea, particularmente, no osso trabecular, tornando possivel a avaliagao
patogénica da mesma com a definicdo do elemento funcional predominante
(Pinto, 2004).

Segundo Thompson et al. (1995), avaliagdes de densitometria Gssea,
marcadores bioquimicos, testes biomecéanicos e histomorfometria s&o

realizados no modelo animal da mesma maneira que nos humanos.
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3. OBJETIVO

Diante da premissa que a osteoporose € a doenga osteometabdlica mais
frequente na atualidade, tendo altos indices de morbidade e mortalidade,
devido ao aumento na expectativa de vida da populacdo mundial, torna-se
necessario pesquisas que possam prevenir ou amenizar os altos custos com a
saude, cada vez mais onerantes, principalmente em paises em
desenvolvimento.

Assim, na busca de alternativas mais eficazes e menos dispendiosas no
controle e principalmente no tratamento da osteoporose estabelecida, o
presente experimento foi idealizado na tentativa de tratar a osteoporose
induzida por ovariectomia através do uso isolado e combinado, utilizando,
neste caso, metade das doses dos compostos isolados etidronato, risedronato,
pravastatina e ipriflavona, que sao agentes que demonstraram efeitos positivos

sobre o metabolismo ésseo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
supervisionados por um Médico Veterinario e estdo em concordancia com as
Normas de Conduta para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensédo do
DVT/UFV, tendo sido o projeto aprovado pela Comissdo de Etica do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, processo n°
27/2009.

Foram utilizadas 66 ratas da raca Wistar, adultas, pesando em média
250g, procedentes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e alimentadas com ragdo padronizada
comercial para alimentagéo de ratos de laboratério e agua ad libitum durante todo
experimento. Eles permaneceram em gaiolas de polietileno opaco e fechadas
com tampa de aco inoxidavel em forma de grade, no Biotério de Experimentacao
do Departamento de Educagédo Fisica da UFV contendo, em cada uma, seis

animais. Os animais foram mantidos em um ambiente climatizado a temperatura

13



média de 22° C, com periodo de luz de 12 horas e as gaiolas higienizadas trés

vezes por semana.

4.2. Grupos Experimentais

A osteoporose foi induzida por ovariectomia. A intervencéo cirurgica, em
60 animais, foi feita quando os animais completaram 5 meses de idade, por
incisdo retroumbilical, dando acesso a cavidade abdominal, sob anestesia geral,
utilizando a associagdo de quetamina e xilazina nas doses de 50 e 5 mg/Kg,

respectivamente.

Apos 12 semanas da cirurgia, deu-se inicio ao tratamento farmacoldgico.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 11 grupos experimentais, sendo
os grupos constituidos de 6 animais. O grupo 1 (G1), controle, foi constituido de
animais que ndo foram submetidos a cirurgia ou ao tratamento. No grupo 2 (G2)
houve somente a cirurgia. Os demais grupos, além do processo cirurgico, foram
tratados com os medicamentos: o grupo 3 (G3) recebeu etidronato (6 mg/kg)
(dose de 400mg preconizada para humanos), o grupo 4 (G4) risedronato (0,07
mg/kg) (dose de 5mg preconizada para humanos), o grupo 5 (G5) pravastatina
(0,6 mg/kg) (dose de 40mg preconizada para humanos), o grupo 6 (G6)
ipriflavona (100 mg/kg), dose esta utilizada em ratas intactas ou ovariectomizadas
(Yamazaki, 1986; Arjmandi et al., 2000), o grupo 7 (G7) etidronato e pravastatina
(3 mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 8 (G8) etidronato e ipriflavona (3 mg/kg e 50
mg/kg), o grupo 9 (G9) risedronato e pravastatina (0,035 mg/kg e 0,3 mg/kg), o
grupo 10 (G10) risedronato e ipriflavona (0,035 mg/kg e 50 mg/kg) e o grupo 11
(G11) pravastatina e ipriflavona (0,3 mg/kg e 50 mg/kg). Todas as substéncias

foram administradas por via oral, diariamente, durante 30 dias.

4.3. Coleta de Material

Imediatamente antes dos animais serem eutanasiados com sobredosagem
anestésica (tiopental sédico 50mg/kg), aos 35 dias, foram coletados, através de
puncdo da veia cava caudal, 5mL de sangue para a dosagem dos niveis séricos
de calcio, fésforo, albumina, proteinas totais e fosfatase alcalina 6ssea (FAO). A

seguir, com os animais ja eutanasiados, foi efetuada a disseccédo do tecido
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muscular, as tibias direitas foram coletadas e congeladas para estudo
densitométrico e as tibias esquerdas foram coletadas para estudo

histomorfométrico.

4.4. Avaliacdo dos Marcadores Bioquimicos

As dosagens soroldgicas de calcio, fosforo, albumina e proteinas totais
foram realizadas utilizando o Aparelho Multiparamétrico de Bioquimica (Alizé),
bem como “kits” especificos da marca Biolab.

Para as dosagens sorolégicas de fosfatase alcalina éssea foi utilizado o
equipamento de quimioluminescéncia Access Immunoassay System da Beckman
Coulter, assim como “kits” Ostase, especifico para dosagem da FAO, também da

mesma industria.

4.5. Exame Histomorfométrico

As tibias esquerdas foram colocadas em formol 10% neutro tamponado,
durante 72 horas para fixacdo e, posteriormente, foram descalcificadas e
processadas rotineiramente para estudo histologico.

O exame histolégico constou de coloragdo de hematoxilina e eosina (HE) e
para avaliacao da densidade trabecular éssea foi aplicado o método de calculo
planimétrico por contagem de pontos.

Para calculo da densidade ocupada por osso trabecular, foi obtida uma
imagem amostral de osso trabecular, contido na regido subcondral, de cada corte
histolégico da tibia, em microscoépio optico equipado com camara digital (Olympus
Biological CX31). Estas imagens foram analisadas através do sistema para
analises de imagem Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 em monitor de
microcomputador de 15 polegadas, com aumento final de 200X. Uma graticula
composta por 494 intersegbes, distando 1cm cada uma, foi aplicada sobre a
imagem, sendo uma area de 100 intersegdes isolada para a mensuragao. Estas
intersecgdes foram computadas como pontos coincidentes a trabecula 6ssea ou
ao espaco intertrabecular. Realizou-se 6 repeticbes, sendo, assim, para cada
animal, computados um total de 600 pontos, perfazendo, portanto, 3600 pontos
por grupo de 6 animais de cada tratamento. Desta forma, obteve-se o percentual

da densidade trabecular 6ssea dos animais experimentais (Pinto et al., 2006).
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4.6. Analise Densitométrica

Para analise densitométrica, as tibias direitas foram identificadas e
envolvidas em gaze umedecida com solugéo fisiologica e conservadas em freezer
a 20°C negativos. Para o procedimento da densitometria, os ossos foram
posteriormente transferidos para refrigerador comum, sendo mantidos por 24
horas. Em seguida, permaneceram em temperatura ambiente, até atingir
equilibrio térmico, quando foram analisadas.

A densidade mineral 6ssea (DMO), em g/cm?, dada pelo contetido mineral
6sseo (CMO), em g, pela area, em cm?, (DMO = CMO / AREA) foi mensurada nas
tibias dos animais, utilizando densitometro 6sseo de Raio-X com Smart Scan

modelo DPX-ALPHA, com software especial para pequenos animais.

4.7. Analise Estatistica

O ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado, com 11 tratamentos em 6 repeticdes.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Os grupos
controle e osteoporotico (G1 e G2) foram comparados entre si por meio do teste
F (p<0,05). Os grupos tratados (G3 a G11) foram comparados entre si, através do
teste de comparagcédo multipla Tukey, a 5% de probabilidade. As comparagdes
também foram realizadas entre os grupos tratados e os controles G1 e G2, sendo
que, para o mesmo, foi aplicado o teste de Dunnett a 5% de probabilidade. As

analises estatisticas foram realizadas pelo Software SAEG/UFV.

5. RESULTADOS

Os resultados dos marcadores bioquimicos séricos calcio, fdsforo,
albumina, proteinas totais e fosfatase alcalina 6ssea de ratas submetidas aos
tratamentos com etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona isolados ou

combinados sao apresentados na Tabela I.
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TABELA I- Valores médios de calcio, fésforo, albumina, proteinas totais, e fosfatase alcalina éssea séricos de
ratas submetidas ou ndo a diferentes tratamentos.

Grupos Calcio Fésforo Albumina Proteinas Fosfatase
mg/dL mg/dL g/dL Totais Alcalina Ossea
g/dL pg/dL
G1 Controle 12,72+ 0,26 A 7,70+ 0,46A 4,52+ 0,17 A 82,54+4,36 A 0,067+ 0,030 A
G2 Osteoporoético 12,64+ 0,29 A 7,74+ 0,30A 4,35+t0,26 A 80,21£2,87 A 0,060+ 0,032 A
G3 Etidronato 12,36+ 0,48 a 7,53t0,40a 4,24+0,19a 76,27+245a 0,063+ 0,025 a
G4 Risedronato 12,73+ 0,64 a 7,55+£0,65a 4,32+0,26a 81,69+3,46a 0,064+ 0,031 a
G5 Pravastatina 12,82+ 0,50 a 7,80£0,33a 4,26x0,15a 81,24+344a 0,061+ 0,026 a
G6 Ipriflavona 12,75+ 0,57 a 7,90£0,29a 4,27+0,08a 7592+4,41a 0,060+ 0,034 a
G7 Etidronato+Pravastatina 12,45+ 0,55 a 7,62+0,54a 4,61+£0,18a 84,35+1,99a 0,064+ 0,031 a
G8 Etidronato+lpriflavona 12,54+ 0,48 a 7,68+£0,61a 4,41+0,13a 82,75t3,21a 0,060+ 0,036 a
G9 Risedronato+Pravastatina 12,47+ 0,61 a 7,57£0,57a 4,69+0,09a 84,68+£4,10a 0,061+ 0,024 a
G10 Risedronato+lprifavona 12,56+ 0,53 a 766x042a 457+0,10a 82,31+£3,30a 0,062+ 0,028 a
G11 Pravastatina+lpriflavona 12,53+ 0,56 a 767+0,35a 4,53+0,21a 83,57+3,54a 0,063+ 0,027 a

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P< 0,05).

Médias seguidas de pelo menos um letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Na tabela |, verificamos que ndo houve diferenca significativa para os

valores de calcio, fésforo, albumina, proteinas totais e fosfatase alcalina 6éssea

séricos entre os grupos tratados, bem como entre os grupos controle (G1) e

osteoporotico (G2). Desta forma, estes parametros bioquimicos, neste estudo,

nao possibilitam direcionar no sentido do diagndstico da osteoporose.

Na Tabela Il, sdo apresentados os resultados da densidade mineral

o0ssea (DMO) das tibias de ratas ovariectomizadas submetidas aos tratamentos

com etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona isolados ou combinados.
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TABELA 1l - Valores médios de densidade mineral éssea das tibias e variagdes percentuais em relagéo ao
grupo controle G1 e ao grupo osteoporoético G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

Grupos DMO Variacéo % em Variagéo % em
(g/cm?) relacéo a G1 relacéo a G2

G1 Controle 0,181+0,0341 A e e
G2 Osteoporotico 0,146+0,0151B = e s
G3 Etidronato 0,175+0,0093 a - 3,31 +19,86**
G4 Risedronato 0,192+0,0075 a + 6,07 +31,50**
G5 Pravastatina 0,179+0,0166 a -1,10 +22,6**

G6 lIpriflavona 0,184+0,0162 a + 1,66 +26,0**

G7 Etidronato+Pravastatina 0,182+0,0063 a + 0,55 +24,6**

G8 Etidronato+lpriflavona 0,182+0,0099 a + 0,55 +24,6**
G9Risedronato+Pravastatina 0,184+0,0113 a + 1,66 +26,0**
G10Risedronato+lpriflavona 0,180+0,0024 a -0,55 +24.6**
G11Pravastatina+lpriflavona 0,170+0,0167 a - 6,07 +16,43**

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05)

Médias seguidas de pelo menos um letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05)

**Estatisticamente diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnett (P< 0,05).

Na tabela Il, a inducdo da osteoporose por meio da ovariectomia pdde

ser constatada, o que valida este método para ser usado no estudo desta
patologia. Foi verificado que os tratamentos com etidronato, risedronato,
pravastatina e ipriflavona e suas combinagcdes aumentaram os valores de
densidade mineral 6ssea a niveis semelhantes aqueles encontrados nos
animais do grupo controle, ndo ocorrendo diferenca significativa entre eles.
Quando comparado ao grupo osteoporotico G2, todos os tratamentos
apresentaram diferengas estatisticamente significativas, o que demonstra a
capacidade destes tratamentos de restaurar o tecido 6sseo.

Os valores médios da densidade trabecular éssea de ratas submetidas
aos tratamentos com etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona isolados

ou combinados sao apresentados na Tabela lIl.
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TABELA 11l - Valores médios de densidade trabecular 6ssea em pontos percentuais e percentual de variagéo

em relagao ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporético G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

Grupos Densidade Trabecular Variagéo % em Variagéo % em
Ossea % relagdo a G1 relagdo a G2
G1 Controle 51,5+832A W e e
G2 Osteoporotico 33,00+£8,32B @ e e
G3 Etidronato 45,00 £9,52 b -12,62 +36,36™*
G4 Risedronato 53,00 £ 6,56 ab +2,91 +60,60**
G5 Pravastatina 60,50 + 6,17 a +17,47* +83,30**
G6 lIpriflavona 59,50+ 7,45 a +15,53* +80,30**
G7 Etidronato + Pravastatina 55,95 + 11,86 ab +8,64 +69,54**
G8 Etidronato + Ipriflavona 52,50 £ 10,26 ab +1,94 +59,09**
G9 Risedrnato + Pravastatina 52,10 £ 8,46 ab +1,17 +57,87**
G10 Risedronato + Ipriflavona 52,60 £ 11,08 ab +2,13 +59,39**
G11 Pravastatina + Ipriflavona 4350+7,38Db -15,53* +31,81**

Médias seguidas de pelo menos uma letra maiuscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05)
Médias seguidas de pelo menos um letra minudscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05)

*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P< 0,05).

**Estatisticamente diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnett (P< 0,05).

Na tabela Ill, também pode-se constatar a eficacia da ovariectomia, pois o
valor médio da densidade trabecular 6ssea do grupo osteoporotico (G2)
apresentou-se significativamente diminuido quando comparado ao do grupo

controle (G1).

Quando comparamos os tratamentos ao grupo controle (G1), pode-se
observar valores significativos para os grupos G5, G6 e G11, pravastatina,
ipriflavona e a associacdo destes, respectivamente. Nos dois primeiros, os
valores foram positivamente significativos e no ultimo negativo. Isto demonstrou
que, quando utilizados isoladamente pravastatina e ipriflavona, tem-se resultados
superiores inclusive ao grupo controle, porém a associagdo dos mesmos causou
resultado inferior a este grupo, podendo se inferir que ocorreu um antagonismo
competitivo parcial. Em relacdo ao grupo osteoporético (G2), todos os
tratamentos foram significativamente positivos, indicando o sucesso na

restauracao do tecido 6sseo.
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Nas figuras 3 e 4, temos microfotografias de cortes histoldgicos da regiao
do terco proximal da tibia esquerda dos animais, onde pode ser observado uma
diminuigao trabecular éssea, identificada principalmente pela menor espessura
das trabéculas 6sseas no grupo osteoporoético (G2), havendo, portanto, uma
maior area de medula éssea, neste grupo, quando comparado ao grupo controle
(G1). Em relagdo aos grupos tratados, pode ser observado um aumento na
espessura das trabéculas ésseas e uma reducédo dos espacos intertrabeculares
ocupados por medula dssea, ratificando a restauracdo do tecido 6sseo pelo uso
isolado ou associado dos medicamentos, corroborando com os resultados da
tabela Ill.
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Figura 3 — Microfotografias do osso esponjoso (trabecular) do ter¢o proximal de
tibia das ratas dos grupos controle (G1), osteoporético (G2) e isolados (G3 a G6).
HE — 200X.

Seta amarela: regiao medular
Seta vermelha: trabécula éssea
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Figura 4 — Microfotografias do osso esponjoso (trabecular) do ter¢o proximal de
tibia das ratas dos grupos controle (G1), osteoporético (G2) e combinados (G7 a
G11). HE — 200X.

Seta amarela: regiao medular
Seta vermelha: trabécula éssea

22



6. DISCUSSAO

Segundo estudo realizado por Dempster et al. (1995), as ratas
apresentam um aumento no turnover ésseo apos a ovariectomia que é
evidenciado pelo aumento de osteoclastos na superficie 6ssea. Thompson et
al. (1995), em ratas castradas, observou que a tibia proximal e a vértebra
lombar, por exemplo, respondem similarmente a deficiéncia de estrogeno como
mensurado pela perda de osso trabecular e resposta positiva ao tratamento
com estrégeno. O nosso estudo, utilizando-se desta metodologia, evidenciou
as mesmas respostas em tibias de ratas por meio da densitometria 0ssea e
histomorfometria.

A densitometria 6ssea vem sendo utilizada para avaliar a densidade
Ossea e é referida como recurso util no diagndstico e orientagdo terapéutica
com vistas ao tratamento de doengas osteometabdlicas, estudos de reparagdes
Osseas de fraturas e procedimentos cirurgicos (Louzada, 2001). A DMO explica
de 60 a 80% da variabilidade na resisténcia mecanica do osso e, uma
diminuicdo na DMO, tem uma proxima correlacdo com a ocorréncia das
fraturas na osteoporose (Bell et al., 1967; Mcbroom et al., 1985; Mosekilde et
al., 1987; Cortet et al., 1995). Os agentes farmacologicos responsaveis por
suprimir o turnover 6sseo, aumentando a densidade mineral éssea, estido
sendo desenvolvidos e avaliados por esse método (Jerome e Peterson, 2001).

O uso associativo de medicamentos tem sido visto como uma forma de
otimizar o tratamento de doencas crénicas. Em relagdo a osteoporose, as
associagdes ainda sao reduzidas e avaliagbes seguras tem sido confiadas a
densidade mineral éssea (DMO), usada como um marcador, ao contrario dos
resultados clinicos (Harris et al., 2001).

Em relagdo aos marcadores bioquimicos, resultados significativos nao
foram encontrados entre os grupos controle, osteoporético e tratados. O que
pode ser explicado no caso de calcio e fosforo pela homeostase presente no
organismo. Estes dois ions devem ser avaliados conjuntamente, visto que a
concentragdo sanguinea de um é dependente do outro. Qualquer alteragéo
sanguinea de calcio inferior a 2,4 mmol/L é rapidamente corrigida
principalmente pelo horménio da paratiredide (PTH). Assim, quando a

concentracao de calcio no sangue € baixa, o PTH normaliza-a pela mobilizagao
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de calcio dos ossos, aumento da absorcao intestinal e estimulagdo da sua
reabsorcdo nos rins. Em contrapartida quando a concentracdo € alta, a
calcitonina assegura que o calcio seja deslocado de volta para os 0ssos ou
excretado pela urina (Guyton e Hall, 2002). Resultados concordantes com
estes também foram encontrados por Cecchettin et al. (1995), Deyhim et al
(2003), Motta (2003), Santos (2004), Pinto et al. (2005) e Silva (2006) em
estudos sobre a osteoporose em ratas.

Proteinas totais sdo envolvidas em multiplas fungbes, tais como a
manutencao da pressdo osmotica e da viscosidade do sangue, o transporte de
nutrientes, metabdlitos, horménios e produtos de excrecao, regulacido do pH
sanguineo e a participacdo na coagulagdo sanguinea (Gonzalez e Scheffer,
2002). No estudo da restauragcéo da osteoporose induzida por dexametasona,
utilizando alendronato de sdédio, sinvastatina, crisina e tintura de Camellia
sinensis, Sequetto (2008), observou que as alteragdes entre os grupos tratados
e o0 osteoporaético foram estatisticamente significativas, o que nao foi observado
neste estudo. Ja no estudo feito por Pinto et al. (2005) e Silva (2006), onde foi
utilizado alendronato, atorvastatina e ipriflavona na restauracdo do tecido
0sseo que estava osteoporético por indugdo de glicocorticoide, alteragdes
estatisticas também nao foram observadas em relagdo as proteinas totais,
corroborando com o encontrado neste estudo. Estes resultados podem ser
explicados devido a mensuracdo ser realizada nas proteinas soluveis, nao
sendo contabilizado pequenos peptidios e/ou aminoacidos que sao obtidos
pela desnaturacao decorrente da acidificagcdo do meio pelos osteoclastos.

Com relagdo as albuminas, Sequetto (2008) também encontrou
diferencga significativa entre os tratamentos e o grupo osteoporético. Tendo em
vista que albumina é a principal proteina responsavel pelo transporte de
medicamentos e nutrientes, um aumento na sua concentragédo acaba sendo
refletido nos valores de proteinas totais, o que também foi constatado pela
pesquisadora. No entanto, neste estudo, as albuminas, assim como as
proteinas totais, ndo foram significativas, sendo possivelmente reflexo da
diferente metodologia de inducao.

A fosfatase alcalina 6ssea (FAO) é o marcador de formag&o 6ssea mais
frequentemente utilizado (Bikle, 1997; Vieira, 1999). A FAO é uma isoforma da

fosfatase alcalina total, que apesar de semelhancga estrutural com essa, pode
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ser detectada através de imunoensaios especificos, apresentando baixa reacao
cruzada. A medida da isoforma O&sseo-especifica tem vantagens sobre a
fosfatase alcalina total, uma vez que além de n&o sofrer influéncias hepaticas,
€ mais sensivel a pequenas variagdes no pool circulante (Saraiva e Lazaretti-
Castro, 2002). Alteragdes estatisticamente significativas nos valores de
fosfatase alcalina 6ssea nao foram observadas no presente estudo,
corroborando resultados obtidos por Pinto et al. (2006), Ferreira Junior et al.
(2008) e Sequetto (2008), em estudos sobre a osteoporose. No entanto, os
resultados encontrados por Kim et al. (2003) divergem dos anteriores, visto que
esta enzima é um marcador utilizado para formagao éssea, pois 0 mesmo
encontra-se presente na membrana plasmatica de osteoblastos (Bikle, 1997;
Vieira, 1999). A falta de resultados significativos pode ser decorrente de sua
atividade ser inibida por alguns aminoacidos livres como L-fenilalanina, L-
triptofano, L-leucina e L-homoarginina, que podem ter sido obtidos pela
desnaturacao das proteinas Osseas, decorrente da acidificacdo do meio
(Lehninger et al., 2007).

O estudo histomorfométrico € um método de extrema valia utilizado para
a verificagado da remodelacido 6ssea, precisando a extensdo da perda dssea e
das taxas de calcificagdo e de formacao do tecido 6sseo, sendo capaz de
identificar alteragdes osteometabdlicas como a osteoporose (Junqueira e
Carneiro, 2008). Estudos feitos por Pinto et al. (2005), no qual foi utilizado
alendronato, atorvastatina e ipriflavona, isolados e associados, Silva (2006),
que utilizou alendronato, ipriflavona e rutina isoladamente e associados,
Ferreira Junior et al. (2008) utilizando alendronato, risedronato, atorvastatina e
lovastatina e Uyar et al. (2009), que utilizaram risedronato e atorvastatina com
o intuito de verificar a restauracao do tecido dsseo de ratas osteoporéticas,
foram capazes de viabilizar a utilizagdo da histomorfometria em pesquisas
sobre osteoporose e tratamento da mesma. Estes resultados foram
condizentes com os encontrados neste trabalho.

Tendo em vista que ha agentes formadores de osso, como as estatinas
e agentes antirreabsortivos, como os bisfosfonatos, existe uma forte razéo
tedrica para a associacdo dos mesmos, no intuito de obter resultados mais
satisfatérios. No entanto, os primeiros estudos ndo se mostraram tao

promissores, segundo Black et al. (2003).
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A maioria dos estudos sobre combinagdes de farmacos tem associado
os inibidores de reabsorcdo Ossea e os formadores de o0sso, como por
exemplo, bisfosfonato e horménio da paratiredide (PTH). No entanto, o
sincronismo deles ndo tem mostrado resultados satisfatorios, sendo até
denominado por Audran (2006) como desapontadores.

Lindsay et al. (1999) constataram um ganho &sseo significativo ao
associar alendronato ao estrogeno, em mulheres, por um periodo de um ano.
Bone et al. (2000) verificaram que o tratamento simultdneo de alendronato com
estrogénio foi mais efetivo do que as substancias isoladas, sendo o ganho em
densidade mineral 6ssea de 8,3% versus 6% e 6%, respectivamente, em dois

anos de terapia.

Outros estudos tem associado bisfosfonatos, moduladores seletivos do
receptor estrogénico, hormdnio da paratiredide, estrégeno, estrogeno e
progesterona e calcitonina (Pinkerton e Dalkin, 2007). As primeiras pesquisas
associando estatinas, flavonoides e bisfosfonatos foram feito por Pinto et al.
(2006), que obteve excelentes resultados com as associagdes, mostrando-as

bem mais efetivas que o uso isolado dos medicamentos.

Neste estudo, também pbéde se observar resultados positivos com as
associagbes, apesar delas ndo terem se mostrado melhores do que os
compostos isolados como foi constatado por Pinto (2004), o que nao inviabiliza
sua utilizagdo, pois nos tratamentos associados etidronato + pravastatina,
etidronato + ipriflavona, risedronato + pravastatina, risedronato + ipriflavona e
pravastatina + ipriflavona foi utilizada a metade da dose dos isolados, tornando-
os assim, uma forma menos danosa ao organismo. Sabe-se que o0s
medicamentos apresentam efeitos adversos, podendo-se destacar para os
bisfosfonatos: nausea, dispepsia, dor abdominal, constipacdo, diarréia, dor
musculo-esquelética, cefaléia, esofagite, ulcera esofagica, gastrite, duodenite,
disfagia, estenose esofagica, disfungédo renal (albuminuria) e flebite quando
administrada intravenosamente. As estatinas podem acarretar diarréia, insonia,
mialgia, rabdomidlise, opacidade do cristalino e parestesias. Quanto aos
flavondides, sua toxicidade seria baixa, sendo pouco expressivo os efeitos
indesejaveis. Considerando os niveis de doses utilizadas na posologia de

combinagdo, espera-se minimizar os possiveis efeitos colaterais destes
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medicamentos. Assim, sugere-se que as associagdes realizadas neste
experimento poderiam ser utilizadas como alternativas na terapéutica da

osteoporose.
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7. CONCLUSOES

Os farmacos etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona, usados
isoladamente, apresentaram efeitos positivos sobre o metabolismo 6&sseo,
sendo eficazes em restaurar o tecido 6sseo nas condicdes experimentais.

As associagdes etidronato + pravastatina, etidronato + ipriflavona,
risedronato + pravastatina, risedronato + ipriflavona mantiveram a mesma
atividade farmacoldgica obtidas com os compostos isolados.

Considerando que a associagcao dos medicamentos constituiu-se da
metade das doses usadas isoladamente, a reducéo de efeitos colaterais com a

associacao torna-se uma alternativa promissora na terapéutica da osteoporose.
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