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RESUMO

AMARAL, Glaucia Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,abril de 2014.
Farmacos isolados ou combinados no tratamento de ratas com osteoporose
induzida.Orientadora: Rilene Ferreira Diniz Valadares. Coorientadores: Aloisio da
Silva Pinto e Fabricio Luciani Valente.

Dois experimentosforam conduzidos,utilizando 108 ratas Wistar, com o objetivo de
avaliar os efeitos do uso isolado ou combinado de alendronato, atorvastatina e
iprifflavona no tratamento da osteoporose induzida por ovariectomia ou por
glicocorticoide.A ovariectomia foi feitaem 48 ratas Wistar por incisdo retroumbilical e
a inducgéao por glicocorticoide foi feita em outras 48 ratas Wistar pela administragcéao
semanal de dexametasona, por via intramuscular, na dose de 7,5 mg/Kg de peso
corporal, durante cinco semanas. Apds 75 dias da cirurgia e ao final da quinta
semana da administracdo de dexametasona, oito tratamentos com seis repeticoes
foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado aos 48 animais de
cada grupo. Os tratamentos foram controle, sem medicacédo; D1 - 0,06 mg de
alendronato; D2 - 0,36 mg de atorvastatina; D3 - 30 mg de ipriflavona; D1+D2 - 0,03
mg de alendronato + 0,18 mg de atorvastatina; D1+D3 - 0,03 mg de alendronato +
15 mg de ipriflavona; D2+D3 - 0,18 mg de atorvastatina + 15 mg de ipriflavona;
D1+D2+D3 - 0,02 mg de alendronato + 0,12 mg de atorvastatina + 10 mg de
ipriflavona. Dois gruposcompostos por seis animais cadaforam mantidos sem
inducdo e submetidos ao estresse de aplicagado intramuscular de solugao fisioldgica
ou a SHAM cirurgia, para comparagdo com O0s grupos osteoporoéticos sem
medicacdo. A medicacao foi administrada durante 30 dias. Foi feita uma coleta de
amostra de sangue de cada animal antes da eutanasia para avaliagdo de
parametros bioquimicos séricos. Apds a disseccdo do tecido muscular, os 0ssos
fémur e tibia foram coletados para estudo densitométrico, biomecanico e
histomorfométrico. Os parametros bioquimicos séricos e 6sseos dos grupos
osteoporoéticos medicados foram comparados ao grupo sem medicacgao, utilizando o
procedimento GLM do SAS e o teste Dunnett a 0,05. Para a comparagao entre os
grupos sem indugao e os osteoporéticos sem medicacédo e entre as formas de
indugdo foi avaliado o intervalo de confianga das médias. Para todos os
procedimentos estatisticos adotou-se a = 0,05. Entre os grupos nao induzido e

osteoporético sem medicagao, em ambas formas de indugdo, ndo houve diferenca
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(P>0,05) para os parametros bioquimicos seéricos, entretanto, foi observada menor
(P<0,05) densidade mineral éssea areal e volume trabecular 6sseo, para os grupos
osteoporoéticos. Os medicamentos nao afetaram os parametros bioquimicos séricos,
mas aassociagao de ipriflavona e atorvastatina ou a associacéao tripla (incluindo o
alendronato) aumentou (P<0,05) a densidade mineral 6ssea areal e o volume
trabecular 6sseo.Conclui-se que essas associacgdes ipriflavona e atorvastatina ou a
associagao triplapodem ser uma alternativa ao uso isolado do alendronato,

apresentando como vantagem a redugao da dose e dos efeitos colaterais.



ABSTRACT

AMARAL, Glaucia Guimaraes, D. Sc.,Universidade Federal de Vigosa,April, 2014.
Isolate orcombineduse of drugs in treatment of rats with induced osteoporosis.
Advisor: Rilene Ferreira Diniz Valadares . Co-advisors : Aloisio da Silva Pinto and
Fabricio Luciani Valente.

Two experiments were conducted using 108 female Wistar rats to evaluate theeffects
of isolate or combined use of alendronate, ipriflavone and atorvastatin in treatment of
ovariectomy or glucocorticoid-induced osteoporosis. The ovariectomy was performed
by retroumbilical incision in 48 female Wistar rats and theintramuscular administration
of dexamethasone in other 48 female Wistar rats was performed at a dose of 7.5
mg/kg body weight, once a week,during 5 weeks. Seventy-five days after surgery and
at the end of the fifth week of dexamethasone administration, eight treatmentswere
distributed to the rats in random design, resulting in 6 replications per treatment.The
treatments were: control — without medication; D1 - 0.06 mg alendronate; D2 - 0.36
mg atorvastatin; D3 - 30 mg ipriflavone; D1 + D2 - 0.03 mg alendronate + 0.18 mg
atorvastatin; D1 + D3 - 0.03 mg alendronate + 15 mg ipriflavone; D2 + D3 - + 0.18
mg atorvastatin + 15 mg ipriflavone; D1 + D2 + D3 - 0.02 mg alendronate + 0.12 mg
atorvastatin + 10 mg ipriflavone. Two groups, each of them with six animals, were
maintained without induction and subjected to salineintramuscular administration or
SHAM surgery for comparison the osteoporotic groups without medication. The
medication was administeredfor 30 days. Blood samples were collected prior to
euthanasia for evaluation of serum biochemical parameters. After dissection of
muscle tissue, tibia and femur bones were collected for densitometric,
histomorphometric and biomechanical study. Serum biochemical and bone
parameters of the osteoporotics treated groups were compared to the group without
medication, using the GLM procedure of SAS and the Dunnett test. Effects of
osteoporosis and type of osteoporosis-induction was evaluated by confidence
interval of the mean. For all statistical procedures was adopted a = 0.05. There were
no difference (P > 0.05) for serum biochemical parameters between groups without
induced-osteoporosis and osteoporotic without medication, in both forms of induction,
however, lower (P < 0.05) areal bone mineral density and bone trabecular
volumewere observed for osteoporotic groups. The drugs did not affect serum

biochemical parameters, but the combination of ipriflavone and atorvastatin or the
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triple combination (including alendronate) increased (P < 0.05) areal bone mineral
density and bone trabecular volume. We conclude that the association of ipriflavone
and atorvastatin or triple association may be an alternative to the isolate use of

alendronate, showing the advantage of reducing the dose and side effects.
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1. INTRODUGAO

A osteoporose € uma desordem metabdlica do tecido 6sseo, com perda de
massa e reducado da densidade, acompanhada por danos na microarquitetura,
aumentando os riscos de fratura (Lindsay, 1993; Undurti, 2013). Esta constitui uma
condigdo crbnica, que afeta a qualidade de vida do paciente, cria significativa carga
para a sociedade,sendo um problema mundial de saude, com alta morbidade e
mortalidade. A cada ano a busca por drogas para o tratamento da osteoporose vem
aumentando os custos para os servigos de saude de muitas regides em todo o
mundo (Hamdy, 2002; Gass e Dawson-Hughes, 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima a prevaléncia da osteoporose
em torno de 20 a 30% em mulheres com mais de 50 anos de idade; entretanto,
segundo Woolf e Pfleger (2003), a prevaléncia ndo é bem esclarecida por ser uma
doenca frequentemente assintomatica.

Diversos fatores de risco para a osteoporose tém sido sugeridos, entre eles,
baixa absorcédo de calcio (Lloyd et al., 1993 ; Prince et al., 1995), baixa atividade
fisica (Ross, 1998), nicotina (Vogel et al., 1997), alcool (Ross, 1998), cafeina (Lloyd
et al., 1997), proteina animal e fosfato em excessos (Karlkainen e Lamberg-Allardt,
1996). O risco da osteoporose pode ser reduzido por medicagdes e por alteragdes
no estilo de vida, que incluem dieta e exercicios (Undurti, 2013).

As alternativas para as terapias farmacoldgicas envolvem a reposigéo
hormonal, a administracido de substancias estabilizadoras do processo reabsortivo
ou de substancias formadoras de 0sso, que representam importantes estratégias no
campo da saude publica; todas tém por objetivo impedir a perda adicional de osso e
diminuir a probabilidade de futuras fraturas (Kim et al., 2003; Jaime et al., 2005).

Como agentes estabilizadores do processo reabsortivo ou antirreabsortivos
podem-se destacar os bisfosfonatos e como formadores de 0ssos, as estatinas; ja os
flavonodides teriam atuagdo na diminuicdo do processo de remodelagao do tecido
6sseo (Pinto et al., 2005).

A terapia de combinagdo medicamentosa tem sido frequentemente usada em
doencas crbnicas, possibilitando a reducdo da dose administrada, oque poderia
mitigar os efeitos colaterais. No caso da osteoporose, poucos dados de regimes de
combinagdesestdo disponiveis e nao foi encontrada na literatura descricdo da

associagao dos farmacos alendronato, atorvastatina e ipriflavona.
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O alendronato de sédio, um dos mais potentes farmacos dos
bisfosfonatos,tem sido largamente utilizado na prevencdo da reabsor¢cdo Ossea
sistémica da osteoporose (Altunda e Gursoy, 2005).Entretanto, fraturas atipicas
relacionadas ao uso prolongado de bisfosfonatos tem sido relatadas em estudos
observacionais (Schiclher et al., 2011; Guisti et al., 2011;Meier et al., 2012; Erviti et
al., 2013), desaconselhando a sua utilizacdo.No entanto, o alendronato foi utilizado
no presente trabalho para verificar seus efeitos em associagcdo com outros
medicamentos, apresentando a vantagem de reducao da dose,oque poderia mitigar
os efeitos colaterais, ndo evidenciado na literatura.

Tem sido descritos trabalhos com associagdo dos antirreabsortivos
estrégeno/progesterona e risedronato (Harris et al., 2001; Greenspan etal., 2002),
estrégeno/progesterona e alendronato (Lindsay et al.,, 1999; Bone et al., 2000;
Greenspan et al.,2003) estrogeno/progesterona e etidronato (Wimalawansa, 1998)
eraloxifenoe alendronato (Johnell et al., 2002). Entretanto, em todas associagdes
descritas nao foram testadas redugdes nas doses do alendronato.

A associagao de um antirreabsortivo com um agente formador de osso tem a
finalidade de atuar em dois pontos do ciclo de remodelagao, reabsorgcao e formacgao.
A combinagcdo de um agente formador de osso com um inibidor da reabsorgao é
vista como muito promissora para a manutengcdo e aumento da massa Ossea
(Garcés e Garcia, 2006) e foi descrita nos trabalhos que utilizaram da associacao de
PTH com calcitonina (Hesch etal.,, 1998; Hodsman etal., 1997), com
estrégeno/progesterona (Lindsay etal., 1997) ou com alendronato (Cosman etal.,
2001; Black etal., 2003; Finkelstein et al., 2003). No presente trabalho a estatina foi
testada como agente formador de osso alternativamente ao PTH.

Este experimento foi idealizado com o intuito de verificar a eficacia do
tratamento da osteoporose na busca por alternativas mais eficazes e menos
prejudiciais ao organismoatravés do uso isolado ou combinado dos farmacos
alendronato, atorvastatina e ipriflavona em ratas com osteoporose induzida. As
formas de inducdo da osteoporose foram aovariectomia, por se tratar de uma
simulagcdo da menopausa na mulher e o uso de glicocorticéide, por ser a causa mais

comum de osteoporose secundaria.



2. REVISAO DE LITERATURA

O processo de remodelagado do tecido 6sseo ao longo da vida ocorre em
resposta a forgcas mecéanicas e a um ciclo de remodelagdo 6ssea composto por
células formadoras de osso (osteoblasto) e as envolvidas na reabsorgéo
(osteclasto), que trabalham acopladas em pequenos conjuntos de células chamadas
unidades multicelulares basicas de remodelagdo (BMU), sendo fundamental para a
renovacgao e preservagao da qualidade do esqueleto. Neste processo ha constante
troca de sinais entre essas células do tecido 6sseo, para que ocorra a substituicao
do osso danificado ou velho (Mundy e Oyajobi, 2003; Hernandez, 2008; Pivonka et
al., 2008).

O osteoblasto é estimulado pelo horménio da paratiredide (PTH) e pela
vitamina D, enquanto o osteoclasto € inibido pela calcitonina. Receptores para o
estrogeno sdo encontrados em osteoblastos e osteoclastos que apresentam
respostas diferentes, sendo a agao osteoblastica estimulada e a osteoclastica inibida
(Levinson e Altkorn, 1999; Wooldft e Dixon, 1999).

Conforme apresentado na Figura 1, estimulos sistémicos que levam a
liberagcdo de PTH, 1,25-diidroxivitamina D, interleucina 1,interleucina 2, interleucina 6
e TNFa podem desencadear o processo de remodelagcdo por estimular os
osteoblastos a produzir RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa
B). A ligacdo do RANKL ao receptor RANK, presente na membrana de células
hematopoiéticas precursoras dos osteoclastos, induz a formacdo de osteoclastos
multinucleados, ativando-os e aumentando a reabsorcdo Ossea(Roblinget al.,
2006).Em contrapartida, ha substancias inibidoras da reabsorcao éssea tais como o
estrégeno e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP),que estimulam a producgéao
de osteoprotegerina (OPG), que inibe a ligacdo entre o RANKL e seu receptor,
impedindo o recrutamento, a proliferacdo e a ativagdo dos osteoclastos, tendo,
portanto, efeito inibitério sobre as células precursoras dos osteoclastos(Robling et
al., 2006).

Assim sendo, a relacio RANKL/OPG ¢é responsavel por controlar a
remodelacdo 6ssea. Com isso, as alteragdes na concentragdo dessas substancias,
induzidas por variagdes nos niveis de citocinas, administragdo de glicocorticoide ou
deficiéncia de estrogeno, podem levar ao aumento do numero e da atividade dos



osteoclastos, determinando perda na massa déssea (Gonzalez, 2000; Hofbaueret al.,
2000; Kierszembaum, 2008).

Precursor do . TEEY |
osteoclasto : /
RANKL Os estrégenos @
secretado pelos . inibem a atividade @

osteoblastos a dos osteoclastos

. RANKL se une ao RANK
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TR » ativacdo dos osteoclastos
Osteoblastos
Fo

rmacao 6ssea

© RANKL Substancias

Q“Q RANK inibidoras da

reabsorcéo :
OPG Reabsorcdo 6ssea

Osteoclastos

Figura 1- Acdo RANKL/RANK/OPG no mecanismo de ativagdo e inibicdo dos

osteoclastos ( Adaptado de Morote e Planas, 2011)

Em condigdes fisiologicas a remodelagao, que se constitui em reabsorgao e
formacéo, € um fenbmeno acoplado e dependente, e o predominio de um sobre o
outro pode resultar em ganho ou perda de massa 0ssea (Saraiva e Lazaretti-Castro,
2002).

A homeostase O0ssea se mantém até aproximadamente 30 anos no ser
humano. Depois deste periodo, pode-se constatar discreto predominio da
reabsorcao sobre a formagao éssea, caracterizando estado de osteopenia que tende
a ser mais acentuada em mulheres devido a redugao dos niveis de estrégeno pods-
menopausa, podendo levar a osteoporose (Russo et al., 2002).

Os farmacos utilizados no tratamento da osteoporose sao classificados como
agentes que impedem a reabsorg¢ao ou estimulam a formagao de tecido 6sseo. Dos
agentes antirreabsortivos, podem ser citados o calcio, estrogenos/progesteronas,
calcitonina, bisfosfonatos e vitamina D. Os agentes formadores de o0sso
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compreendem o fluoreto de sodio, esterdides anabdlicos, PTH e estatinas
(Fernandes et al., 1996; Pinto et al., 2005). O PTH é classificado como agente
formador de osso quando administrado em doses mais baixas que a liberada pelo
organismo em caso de hipocalcemia (Weinstein e Manolagas, 2000).

Quimicamente, os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos do pirofosfato, nos
quais o atomo de fosforo se liga ao carbono, formando ligagdes P-C-P que sdo mais
resistentes a hidrolise quimica e enzimatica (Hamdy,1993).

Os bisfosfonatos, internalizados pelos osteoclastos na superficie Ossea,
inibem diretamente a enzima farnesil pirofosfato sintase, envolvida na sintese de
lipidios isoprendides, farnesil pirofosfato (FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP),
requeridos para a prenilacdo de proteinas (Figura 2). A reagao de prenilagdo que
consiste na transferéncia de um dos lipidios para o terminal C da cisteina da
proteina alvo, ancorando-a na membrana celular, € crucial para o funcionamento e
sobrevivéncia dos osteoclastos (Luckman et al., 1998; Rogers, 2004; Rogers et al.,
2011).

Adicionalmente, os bisfosfonatos inibem a desmineralizacdo (Vitte et al.,
1996), inibem a reabsorgdo pelos osteoclastos, aumentam a proliferacéo
osteoblastica e a sua maturagcédo (Fogelman et al., 1992; Knoch et al. 2005). Além
disso, se ligam aos cristais de hidroxiapatita que podem manter-se por anos,
reduzindo, assim, o risco de fraturas em locais, tais como, o colo do fémur e
vértebras lombares (Cauley et al., 2003; McClung et al., 2013). A acdo anti-fratura
dos bisfosfonatos em pacientes com osteoporose tem sido descrita, dentre outros,
por MacLean et al. (2008).

O alendronato de sddio, um dos mais potentes farmacos deste grupo,tem sido
utilizado na prevencao da reabsorgcao Ossea sistémica da osteoporose (Altunda e
Gursoy, 2005).Entretanto, fraturas atipicas relacionadas ao uso prolongado de
bisfosfonatos tém sido relatadas em estudos observacionais (Schiclher et al., 2011;
Guisti et al., 2011;Meier et al., 2012; Erviti et al., 2013), desaconselhando a sua
utilizagdo. Destacam-se ainda os seus efeitos colaterais tais como nausea,
dispepsia, dor abdominal, constipacdo, diarréia, dor musculo-esquelética, cefaléia,
esofagite, Ulcera esofagica, gastrite, duodenite, disfagia, estenose esofagica,
disfungcado renal (albuminuria) e flebite, quando administrado intravenosamente
(Adami e Zamberlan, 1996).



As estatinas, tais como a cerivastatina e pravastatina (Mundyet al., 1999),
sinvastatina (Maeda et al., 2001), lovastatina (Li et al., 2003) e atorvastatina (Pinto et
al., 2005), sdo os agentes mais efetivos e bem tolerados na terapia das
dislipidemias. Estas drogas sao inibidoras competitivas da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) redutase, a qual catalisa a etapa limitante na via da
biossintese de colesterol,bloqueando a conversdo de HMG-CoA em mevalonato.
Assim, havera o comprometimento da formagao de farnesilpirofosfato e
geranilgeranilpirofosfato, metabdlitos importantes na prenilagdo de proteinas
fundamentais na regulagdo do metabolismo dos osteoclastos, o que resulta em
aumento da apoptose destas células (Cumming e Bauer, 2000;Mahley e Bersot,
2001) (Figura 2).

Os efeitos na formagdo O6ssea das estatinas sao atribuidos aoaumento da
transcricdo do gene daBMP-2(proteina morfogenética éssea-2), a qual conduz a
diferenciacdo osteoblastica e a formagdo Ossea, podendo causar ganhos
substanciais de tecido ésseo (Mundy, 2001).

Uyar et al. (2009) observaram aumento da densidade mineral éssea areal da
regiao mediana e da metafise distal do fémur em ratas ovariectomizadas tratadas
comrisedronatoou atorvastatina. Esses resultados foram confirmados em estudo de
meta-analise, utilizando trabalhos de dezembro de 1999 a agosto de 2012, onde Liu
et al. (2013) relacionaram o uso de estatina e 0 aumento da massa 6ssea medida
por densitometria. Estes autores concluiram que a estatina pode auxiliar no aumento

e/ou manutencgao do tecido 6sseo, tendo um importante papel na formacao do osso.
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Figura 2 — Diagrama da via do mevalonato - mecanismo de acdo das estatinas e

bisfosfonatos na cascata da prenilagdo de proteinas (Adaptado de Rogers et al., 2011).

Os flavondides sao compostos polifendlicos naturais encontrados em
alimentos, principalmente nas verduras e frutos. Sdo0 compostos cuja sintese néo
ocorre na espécie humana, entretanto possuem uma série de propriedades
farmacolégicas sobre sistemas biologicos (Peterson e Dwyer, 1998; Nijveld et al.,
2001; Imai et al., 2004).

Efeitos favoraveis dos flavondides a remodelacdo 6ssea com diferenciacéo
dos osteoblastos foram demonstrados por Katai et al. (1992) e Cheng et al. (1994),
enquanto inibicdo da absor¢cdo Ossea foi observada por Notoya et al. (1993) e
Albanese et al. (1994).

Oflavondideipriflavona preveniu a perda de massa 6ssea em pacientes com
osteoporose e provocou decréscimo no turnover 0Gsseo resultante
dehipogonadismo(Gambacciany et al., 1994).Adicionalmente, a capacidade da
ipriflavona de induzir aumento de massa 6ssea apos 12 meses de tratamento em
mulheres osteoporoticas foi descrita por Cecchettin et al. (1995). A utilizagdo da
ipriflavona em ratas ovariectomizadas, durante 30 dias,preveniu completamente a
perda da densidade 6ssea do fémur eaumentou as taxas de formagdo Ossea,
avaliadas por histomorfometria (Arjmandi et al.,2000).



O mecanismo envolvido na agdo modulatéria dos flavondides em células do
tecido 0sseo parece envolver atividade antirreabsortiva (Azria et al., 1993; Passeri et
al.,, 1995). Entretanto, Garcia et al. (2005) atribuiram os efeitos inibidores da
formacao de osteoclasto e redutores de perda de massa éssea deisoflavonas a leve
atividade estrogénica de seus metabdlitos (Imai et al., 2004).

Recomendam-se modelos animais especificos para a avaliagdo de agentes
farmacolégicos para o tratamento da osteoporose clinica (Thompson et al., 1995),
sendo a ovariectomia e o uso de glicocorticdide os mais utilizados. Estes modelos
permitem estudar a diminuicdo 0ssea e a consequente perda de resisténcia, como
também validar estratégias terapéuticas (Bagi et al., 1995), por intermédio de
parametros bioquimicos, estudos histomorfométricos, densitometria d6ssea, entre
outros (Thorndike e Turner, 1998;Pinto et al., 2005; Ferreira Jr. et al., 2008).

A ovariectomia em ratas adultas propicia marcante reducdo nas
concentragbes endogenas de estrégeno, o que acarreta aumento da perda 6ssea e
osteopenia (Wronski et al.,1988; Dempster et al.,, 1995). Segundo Hughes et al.
(1996), o estrogeno é responsavel por promover a apoptose de osteoclastos e além
disso, quando interage com o receptor osteoblastico inibe a liberagdo de fatores
estimuladores dos osteoclastos ou o aumento de atividade inibidora dos mesmos.
Segundo Weinstein e Manolagas (2000), o estrégeno além de ser responsavel por
induzirapoptose dos osteoclastos pode atuar também,em menor intensidade,
provocando apoptose de osteoblastos, acelerando a perda de tecido dsseo. A
evidéncia da osteoporose pode ser obtida aos 60 dias pds-ovariectomia em ratas
(Uyar et al., 2009). Caracteristicas idénticas em relagao a perda dssea entre ratas
ovariectomizadas e mulheres na pés-menopausa foram observadas, o que
possibilita a utilizagdo de ratas ovariectomizadas como modelo experimental para
investigar agentes que auxiliem na prevencao da osteoporose humana (Kalu, 1991;
Barlet et al., 1994).

O uso crbnico de glicocorticdide € a causa secundaria mais comum de
osteoporose. Nesse caso, ao contrario da osteoporose pds-menopausa, ocorre
diminuicdo acentuada no numero de osteoblastos e perda de desenvolvimento da
sua principal fungao nos ossos (Weinstein, 2011).

A indugéo da osteoporose em ratas foi obtida por Southard et al. (2000) por
administragao do glicocorticoide dexametasona por via intramuscular durante quatro

semanas. A agao dos glicocorticéides (Figura 3) resulta da alteragdo da atividade
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metabdlica e proliferativa das células Osseaspela potente repressao da funcao
osteoblastica, por induzir sua apoptose e, provavelmente, estimulacdo da maturagao
dos osteoclastos (Brandli et al.,1991; Patschan et al., 2001; Canalis et al., 2007).
Adicionalmente, o processo pelo qual o glicocorticéide pode induzir a osteoporose
pode ser explicado pelo balango negativo de calcio devido a mudangas no transporte
de calcio renal e intestinal, o que pode levar ao hiperparatireoidismo secundario
(Bikle et al., 1993; Reid, 1997).
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Figura 3 — Mecanismos que resultam em perda 6ssea pelo uso glicocorticéide (Adaptado de
Reid, 2000)

A necessidade de combinar mais de um agente € consequéncia da
inabilidade das terapias atuais de proteger os pacientes osteoporéticos das fraturas
durante longos periodos (Garcés e Garcia, 2006) e da impossibilidade da utilizagdo
de um unico medicamento devido a questdes de intolerancia ou resisténcia do
organismo(Pinkerton e Dalkin, 2007).Entretanto poucos dados a cerca de uso
combinado de medicamentos sao disponiveis.

A associacdo medicamentosa objetivaobter resultados mais satisfatérios no
combate a enfermidade. Na osteoporose, por haver agentes atuantes no 0sso com

diferentes mecanismos de acado, antirreabsortivo e formadores de 0sso seria,



teoricamente, esta uma forte razdo para utiliza-los conjuntamente. No entanto, os
primeiros estudos ndo se mostraram tdo promissores, segundo Black et al. (2003).

A grande maioria dos estudos tem associado formadores de o0sso e
antirreabsortivos, como por exemplo, horménio da paratiredide (PTH) e bisfosfonato.
Entretanto, segundo Audran (2006) a interagdo desses dois agentes mostrou-se
pouco eficiente.

Lindsay et al. (1999) constataram um ganho ésseo 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
Ossea areal de 8,3% versus 6% e 6%, respectivamente, em dois anos de terapia.

Outros estudos tem associado bisfosfonatos, moduladores seletivos do
receptor estrogénico, PTH, estrogeno isolado e associado com progesterona e
calcitonina (Pinkerton e Dalkin, 2007).

Os parametros bioquimicos sanguineos sao utilizados, hoje em dia, nas
avaliacbes de efetividade de drogas para tratamento da osteoporose, além de
teremtrazido grandes contribui¢ées cientificas sobre fisiologia e fisiopatologia do
tecido 0sseo (Saraiva e Lazaretti-Castro, 2002).

As proteinas plasmaticas, devido a sua intima relagdo com o metabolismo
hepatico e as interacbes com outros tecidos por todo o corpo, ocupam posi¢cao
central na avaliagdo do metabolismo proteico (Coles, 1984). A mensuragdo das
proteinas plasmaticas poderia ser indicativo de efeito anabdlico no metabolismo
proteico, além de poder indicar plena atividade do figado (Roughead, 2003). Na
avaliagao do tratamento da osteoporose poderia sinalizar a recuperacéo ou aumento
do tecido 6sse0.0 padrao de normalidade para as proteinas totais em ratas Wistar
sdo 6,6 a 8,6 g/dL (Diniz et al.,2006); 5,8 a 7,8 g/dL (Harkness e Wagner, 2010) e
6,1a 7,4 g/dL (Branco et al., 2011).

A albumina, entre as proteinas plasmaticas, € a mais abundante,
correspondendo a 50% do total de proteinas(Gonzalez e Scheffer, 2002). Sintetizada
no figado pelos hepatdcitos e catabolizadanos tecidos periféricos, a albuminaé a
principal responsavel pela pressdo osmoética intravascular(Fenner, 2003). Em ratas
Wistar foram descritos como padrao de normalidade 3,2 a 4,5mg/dL(Nunes et al.,
2004); 3,0 a 4,5mg/dL (Diniz et al.,2006); 3,8 a 4,8mg/dL (Harkness e Wagner, 2010)
e 3,0a 3,2 mg/dL (Branco et al., 2011).
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O calcio participa ativamente na estrutura dos ossos e dentes, sendo o
elemento presente em maior quantidade na molécula da hidroxiapatita,
representando cerca de 20% ou mais do peso de um osso. A concentragao
plasmatica de calcio é regulada pelas agdes do paratormdnio (PTH), calcitonina e
vitamina D nos ossos, rins e intestino. A queda nesta concentracdo estimula a
secrecdo de PTH pela paratireoide que, conjuntamente com a vitamina D, mobiliza
calcio dos ossos, aumenta a absorcio intestinal e estimula a sua reabsorgao nos
rins, normalizando a concentragao de calcio. No entanto, quando a concentracéo de
calcio esta elevada, o horménio calcitonina € secretado, depositando calcio nos
0ss0s ou excretando-o na urina.

Além dessa fungado estrutural, o calcio esta envolvido diretamente na
contragdo da musculatura cardiaca, esquelética e lisa, indiretamente na passagem
de estimulos nervosos pelo neurdnio e esta relacionado com a coagulagéo
sanguinea (Horst, 1986).Em ratas Wistar os valores de normalidade descritos s&o
5,2 a 11,2 (Nunes et al., 2004); 5,0 a 9,3mg/dL (Diniz et al.,2006); 5,1 a 13mg/dL
(Harkness e Wagner, 2010) e 5,2a 9,7mg/dL (Branco et al., 2011).

Cerca de 80% do fésforo se encontra presente nos ossos e dentes, na forma
complexada com o calcio, representando 10% do peso de um 0sso; os outros 20%
se distribuem principalmente no interior das células sanguineas, hepaticas e de
outros oOrgaos, sendo baixos os niveis de fosforo nos fluidos intersticial e
plasma(Horst, 1986). A sua concentragdo é associada ao calcio, visto a correlagao
existente entre eles.Segundo Nakano et al. (2000), o padrdo de normalidade em
ratas Wistarvaria de 6,2 a 8,5 mg/dL.

O estudo do perfil metabdlico das enzimas no plasma sanguineo é de grande
ajuda diagnéstica (Gonzalez e Scheffer, 2002), refletindo os teores dessas enzimas
em diferentes 6rgéos, tecidos ou células. Entretanto enzimas tecido-especificasséo
mais uteis como teste diagndstico. O aumento da atividade sérica de enzimas ocorre
devido ao extravasamento pelas células lesionadas ou ao aumento da produgao
enzimatica nos tecidos (Baker et al., 2007).

A aspartatoaminotransferase (AST) € uma enzima citoplasmatica e
mitocondrial, presente em varios tecidos como figado, musculo esquelético e
cardiaco. Em todas as espécies domésticas, a atividade AST é alta no figado;
portanto na presenga de lesdo hepatica aguda ou crbénica a atividade sérica de AST

estara elevada (Frape,1994).
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A alanina aminotransferase (ALT) é encontrada no plasma e em varios tecidos

corporais, mas € geralmente associada ao figado. Esta enzima é liberada no sangue
em grandes quantidades quando ha dano a membrana do hepatdcito, resultando em
aumento da permeabilidade, mas ha baixa correlacdo entre o grau de lesao
hepatocelular e o nivel das aminotransferases. Assim, a elevagdo absoluta das
aminotransferases tem grande significado diagndstico, e n&o progndstico, nas
hepatopatias agudas (Frape,1994).
A fosfatase alcalina (FA) € uma enzima associada a membrana celular, que esta
amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada em altas concentragdes
nos 0ssos, na mucosa intestinal, nas células tubulares renais, no figado e na
placenta (Coles, 1984). O aumento da producdo de fosfatasealcalina e de sua
concentracao seérica esta associado,entre outras, a maior atividade osteoblastica e
varias doencas cronicas (Bakeret al., 2007).

Existe uma isoforma da FA especifica para o osso denominada fosfatase
alcalina o6ssea (FAO). Secretada pelos osteoblastos,é encontrada em maior
concentracdo plasmatica desde a infancia até o fim do crescimento longitudinal,
quando entdo a hepatica passa a ser a forma circulante mais abundante (Saraiva e
Lazaretti-Castro, 2002).AFAO ¢é considerada marcador de formagédo Ossea
importante, pois, além de nao sofrer influéncias hepaticas, € mais sensivel a
pequenas variagdes no pool circulante (Bikle, 1997 ; Vieira, 1999).

Noestudo de Linder et al. (2013) foi feita a caracterizagdo das isoformas da FA
total em ratos, no qual os autores constataram que as isoformas 6sseas presentes
no soro dos ratos eram idénticas as do soro humano, indicando, assim, a utilidade
desses animais como modelos experimentais para a mensuragao da FAO.

A densidade mineral 6ssea areal (DMOgea) pode explicar até 80% da
variabilidade da resisténcia mecanica do osso e, uma diminuicdo desta densidade,
possui um forte correlagédo com a fratura em osteoporose (Bell et al., 1967; Mcbroom
et al., 1985; Mosekilde et al., 1987; Cortet et al., 1995). A densitometria 6ssea é
referida como um recurso de utilidade para o diagnéstico e orientagao terapéutica
com vistas ao tratamento de doencas osteometabdlicas, estudos de reparacdes
Osseas e procedimentos cirurgicos (Louzada et al., 2001), na avaliagdo da eficacia
de tratamentos para a osteoporose (Svendsen et al., 1995; Cosman et al., 2001) e
para avaliar agentes farmacolégicos que agem no aumento da densidade mineral

Ossea areal porsuprimirem o turnover 6sseo (Jerome e Peterson, 2001).
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A utilizacdo da absorgdo de raios-X de dupla energia (DXA®) para medigao
da DMOgea € reconhecida como o melhor método n&o-invasivo (Fogelman e Ryan,
1992), tendo como caracteristicas favoraveis a velocidade, precisdao e baixa
exposicao a radiacado.Analisa-la é de fundamental importancia, pois relaciona os
valores encontrados com a fragilidade e consequentes lesdes 6sseas (Prado Filho e
Sterman, 2004).

Testes biomecanicos podem também ser considerados de grande importancia
para estudos da osteoporose pelas informagdes sobre forga maxima e rigidez. In
Vvivo 0 0SS0 € equipado por um sistema mecanosensorial que facilita a adaptagao do
esqueleto a carga, possibilitando suportar a contragdo muscular e a gravidade
induzida por forgas mecanicas, sem que ocorra fratura, permitindo a locomocao
(Leppanen et al., 2008; Sehmisch et al., 2009).

Os ossos possuem propriedades elasticas e plasticas. Pelas propriedades
elasticas, o osso absorve energia, sendo reversivel, ou seja, o 0sso sofre
deformagdo, mas volta a normalidade. Quando a carga imposta exceder a
capacidade da deformacéao elastica, essa passa a ser denominada plastica por ser
permanente (Seeman et al., 2008). Os ossos também possuem propriedades
estruturais como rigidez ou flexibilidade, resisténcia a flexdo, torcdo e compressao e
tenacidade (Borer, 2005). A rigidez reflete a resisténcia estrutural elastica do osso
apods a aplicagao de uma carga. A tenacidade corresponde a energia absorvida pelo
0sso antes de fraturar e a forga maxima indica a maior forca aplicada ao osso até a
fratura (Borer, 2005; Guadalupe-Grau et al., 2009).

Forca maxima e rigidez sao importantes propriedades que expressam o
enfraquecimento do osso e maior risco de fraturas. Segundo Sedlin e Hirsch (1966)
os fatores que influenciam os resultados das propriedades mecanicas no 0sso,
sofrem dependéncia direta do tipo de osso analisado, da reparacdo Ossea,
condi¢cbes de armazenamento da amostra e tratamentos aos quais os animais foram
submetidos. A porosidade em materiais estruturais exerce forte influéncia nas
propriedades mecanicas (Hashin, 1962; Brown, 1964). Nos ossos esse fato também
pode ser considerado, assim a forga e a rigidez variam inversamente com o aumento
da porosidade, ou seja, em individuos osteoporéticos. O inverso costuma ocorrer,
melhoras nas propriedades mecanicas, com o aumento da densidade Ossea
(Galante, 1970; Evans, 1973; Carter e Hayes, 1977; Martin, 1993). Assim, tem-seque
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menor forga e rigidez 6ssea aumentam a probabilidade para a ocorréncia da fratura
(Lirane — Galvao e Castro, 2010).

Avaliagbes Osseas pela histomorfometria permitem analises estatica e
dindmica, bem como a detecg¢ao de alteracdes tissulares na unidade metabdlica
0ssea, particularmente em osso trabecular, tornando possivel a avaliagdo patologica
da mesma com a definigdo do elemento funcional predominante (Borelli, 1998; Pinto
et al., 2005). A histomorfometria se caracteriza por ser um método de extrema valia
utilizado para a verificagao da remodelagcao 6ssea, precisando a extensao da perda
Ossea e das taxas de calcificacdo e de formagao do tecido ésseo, sendo capaz de
identificar alteragbes osteometabdlicas como a osteoporose (Junqueira e Carneiro,
2008). Este método ¢é considerado padrdo—ouro para a quantificagcdo da

remodelagao 6ssea (Eastell et al., 1988; Eriksen et al., 1993).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e manejo

Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pela CEUA da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) sob o protocolo numero 85/2012.

Procedentes do Biotério do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
UFV,108 ratas da raga Wistarcom 30 dias de idadeforam mantidas no Laboratério de
Biofarmacosem ambiente climatizado a temperatura média de 22°C, com periodo de
luz de 12 horas, em rack ventilado (Alesco), contendo 36 caixas, que foram
higienizadas trés vezes por semana.

As ratas tiveram livre acesso a agua e a ragéo padronizada comercial para
ratos de laborat6rio, desde 30 dias até 6 meses, quando atingiram a idade adulta e o
peso corporal de 250+20 g. Neste momento foi efetuada a indugao de osteoporose
em 96 ratas, sendo que em 48 ratas por ovarietomia e em 48 com 0 uso de
glicocorticéide intramuscular. Doze ratas foram mantidas sem indugado, sendo que
seis foram submetidas ao estresse de aplicagédo intramuscular de solugao fisioldgica

e seis submetidas a SHAM cirurgia.
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3.2. Preparo da medicagao

Os farmacosalendronato, atorvastatina, ipriflavona e suas associagdes foram
adquiridos de farmacia de manipulagdo comercial, bem como os veiculos
administrados ao grupo sem medicagdo. O volume diario administrado aos animais,
0,03mL, continha as doses dos medicamentos de cada tratamento (0,06 mg de
alendronato, 0,36 mg de atorvastatina ou 30 mg de ipriflavona para as drogas
individuais; 0,03 mg de alendronato + 0,18 mg de atorvastatina, 0,03 mg de
alendronato + 15 mg de ipriflavona ou 0,18 mg de atorvastatina + 15 mg de
ipriflavona para as associagdes duplas; 0,02 mg de alendronato + 0,12 mg de

atorvastatina + 10 mg de ipriflavona para a associagéo tripla).

3.3. Indugcdao por ovariectomia ou pelo uso de glicocorticoide e

tratamentos

A ovariectomia foi realizada em 48 animais porincisdo retroumbilical, dando
acesso a cavidade abdominal, sob anestesia geral, utilizando da associagdo de
quetamina e xilazina nas doses de 33 e 13mg/Kg de peso corporal, respectivamente
(Anbinder et al.,, 2007). Para a indugdo com glicocorticoide, em 48 animais,
foiadministrado semanalmente dexametasona, por via intramuscular, na dose de 7,5
mg/Kg de peso corporal, durante cinco semanas (Southard et al., 2000).

Os animais induzidos foram distribuidos aleatoriamente e mantidos nas
caixas, recebendo agua e alimentagao diariamente.

Apos 75 dias da cirurgia(Uyaret al., 2009) e ao final da quinta semana da
administracdo da dexametasona, os animais foram medicados com trés farmacos
isolados ou suas associacoes, perfazendo oito tratamentos com seis repeticdes para
cada forma de indugdo: o controle, composto por ratas ovariectomizadas sem
medicagao, que receberam 0,03 mL do veiculo; os animais tratados com 0,06 mg de
alendronato (D1), 0,36 mg de atorvastatina (D2); 30 mg de ipriflavona (D3), 0,03 mg
de alendronato + 0,18 mg de atorvastatina (D1+D2); 0,03 mg de alendronato + 15
mg de ipriflavona (D1+D3), 0,18 mg de atorvastatina + 15 mg de ipriflavona (D2+D3)
e 0,02 mg de alendronato + 0,12 mg de atorvastatina + 10 mg de ipriflavona
(D1+D2+D3). Todos os farmacos e suas associagbes foram administrados

diariamente por via oral, em 0,03 mL de veiculo, durante 30 dias.
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3.4.Eutanasia e coleta dos ossos

Ao final do experimento os animais foram submetidos a eutanasia com
sobredosagem anestésica (tiopental sédico 50mg/Kg de peso corporal) e 0s 0ssos
de cada animal (tibia e fémur) esquerdos e direitos foram isolados e coletados para

posteriores analises.

3.5. Parametros Bioquimicos

Imediatamente antes dos animais serem eutanasiados, foram coletados
através de puncado da veia cava caudal 5mL de sangue em tubos vacutainer com
acelerador de coagulagdo. Em seguida, procedeu-se a centrifugacdo em
1.765xgdurante cinco minutos. O soro obtido foi utilizado para as dosagens dos
niveis séricos de calcio, fésforo, albumina, proteinas totais,
aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) , fosfatase
alcalina (FA) e fosfatase alcalina 6ssea (FAO).

As dosagens sorolégicas foram realizadas no Laboratério de Fisiologia do
Departamento de Zootecnia da UFV, utilizando o analisadorbioquimico automatico
BS 200E, marca Mindray,paracalcio, fosforo, albumina, proteinas totais,
aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) , fosfatase
alcalina (FA). Para a mensuragdo da FAO, foi utilizado o equipamento de
quimioluminescéncia Access Immunoassay System da Beckman
Coulter.Asquantificacdées de calcio e fésforo foram efetuadas através de reacao
colorimétrica de ponto final e leitura a 600 a 680nm e 340nm, respectivamente,
sendo os resultados expressos em mg/dL. A albumina e as proteinas totais foram
avaliadas por método colorimétrico com leitura a 630nm e 545nm, respectivamente,
e os resultados expressos em g/dL. As enzimas AST, ALT e FA foram analisadas
pelo teste cinético. As leituras foram efetuadas a 340nm para AST e ALT ea 405nm
para FA e os resultados expressos em Ul/L. Os resultados da analise de FAO foram

expressos em pg/mL.
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3.6. Analise Densitométrica

A tibia e o fémur direitos de cada animal foram identificados e envolvidos em
gaze umedecida com solugao fisioldgica e conservados em freezer a -20°C. Para a
analise densitométrica, os ossos foram transferidos para refrigerador comum, sendo
mantidos por 24 horas. Em seguida, permaneceram a temperatura ambiente até
atingir equilibrio térmico, quando foram analisados, na Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho" - Unesp /Campus de Aragatuba, utilizando
densitdmetro 6sseo de Raio-X com Smart Scan modelo DPX-ALPHA, com software
especial para pequenos animais.

A densidade mineral 6ssea areal (DMOgwa), €m g/cmz, foi mensurada pelo
contelido mineral ésseo (CMO), expresso em g, e pela area, expressa em cm?,
segundo a seguinte relacdo: DMOgaea = CMO / AREA. Valores esses obtidos

automaticamente pelo sistema apods o delineamento digital dos ossos escaneados.
3.7. Testes Biomecanicos

O fémur direito de cada animal foi identificado e envolto em gaze umedecida
em solugao fisiolégica e armazenado em freezer a -20°C. Para obtencao da forca
maxima e rigidez os testes mecanicos, flexao simples em trés pontos (ter¢o médio
da diafise do fémur) eflexo-compressé&o na regido proximal do fémur (colo do fémur),
foram realizados na maquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000* do
Departamento de Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia -
UNESP/Aragatuba — SP com carga aplicada a uma velocidade de 5mm/min
(Vicentini et al., 2007).

O ensaio de flexao de trés pontos consistiu em apoiar o f€mur horizontalmente
entre dois suportes distanciados entre si em 20 mm e a carga de 2000N aplicada no
centro da amostra. O computador automaticamente registrou a deformacéao
correspondente a cada incremento de carga aplicada. Construiu-se um grafico carga
vs deformacdo que possibilitou a obtencdo da forca maxima que € a maior forca
aplicada a amostra e da rigidez que é dada pela inclinagao da curva na fase elastica.
Quanto maior a rigidez menor a deformacao resultante da aplicagao da carga.
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No colo do fémur foi realizada a flexo-compressdo sendo a amostra fixada
verticalmente em um aparato mecanico, sendo calculado os mesmos parametros,

forca maxima e rigidez.

3.8. Exame Histomorfométrico

Para o estudo histomorfométrico, a tibia e o fémur esquerdos de cada
animalforam coletados e mantidos em formol 10% neutro tamponado, durante 72
horas para fixagdo e, posteriormente, foram descalcificados e processados
rotineiramente para estudo histolégico.

Foi utilizada a coloragdo de hematoxilina e eosina e aplicado o método de
calculo planimétrico por contagem de pontos para avaliacdo do volume trabecular
osseo (VTO).

O percentual do volume trabecular ésseo dos animais experimentais foi
efetuado conforme Pinto et al. (2006). O calculo do volume ocupado foi obtido a
partir de uma imagem amostral de osso trabecular imediatamente abaixo da linha de
crescimento, excluindo tecido cartilaginoso, de cada corte histolégico do fémur e da
tibia, em microscépio oOptico equipado com camara digital (Olympus Biological
BX53). Estas imagens foram analisadas através do sistema para analises de
imagem Image-Pro Plus versado 4.5.0.29, com aumento final de 200X. Uma graticula
composta por 494 intersegdes foi aplicada sobre a imagem, sendo uma area de 100
intersegdes isolada para a mensuracao. Estas intersec¢des foram computadas como
pontos coincidentes a trabécula 6ssea ou ao espaco intertrabecular. Realizou-se 6
repeticoes, sendo, assim, para cada animal, computados um total de 600 pontos,

perfazendo, portanto, 3600 pontos por grupo de 6 animais de cada tratamento.

3.9. Analise Estatistica

A osteoporose foi induzida por ovariectomia em um grupo de 48 animais e por
glicocorticéide em outro grupo de 48 animais. Os animais de cada grupo receberam
oito tratamentos, segundo delineamento inteiramente casualizado, resultando em
seis repeticdes por tratamento. Os indices bioquimicos séricos e os parametros

0sseos dos grupos induzidos medicados foram comparados aos grupos sem
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medicacdo (induzido por ovarietomia ou glicorticoide), utilizando o procedimento
GLM do SAS e o teste de Dunnett.

Dois grupos de seis animais cada foram mantidos sem indugcdo e foram
utilizados como referéncia para comparagdo com o0s grupos induzidos (por
ovariecmia ou por glicocorticoide) sem medicagdo. O intervalo de confiangca da
meédia foi utilizado para comparar os indices bioquimicos séricos e parametros
0sseos entre esses grupos. Diferenca significativa entre as situagdes foi considerada
no caso de auséncia de sobreposigao entre os intervalos de confianga das médias.

O efeito dos métodos de indugido de osteoporose foi avaliado utilizando-se o
intervalo de confianca das médiasdos indices bioquimicos séricos e parametros
O0sseos dos grupos induzidos por ovariectomia ou glicocorticoide. Diferenca
significativa entre métodos foi considerada no caso de auséncia de sobreposicéao
entre os intervalos de confianga das médias.

Para todos os procedimentos estatisticos adotou-se a = 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2as médias e os limites inferior e superior
dos intervalos de confianga para os parametros bioquimicos dos grupos sem
indugdo e com osteoporose induzida por ovariectomia ou glicocorticoide,
respectivamente. Observa-se ndo haver diferenca significativa (P>0,05) dos
parametrosbioquimicos entre os grupos sem indugcdo e com osteoporose induzida,
seja por ovariectomia ou glicocorticoide. Trabalhos de Pinto et al. (2006), Ferreira

Jr.et al. (2008) e Sequetto (2008) também demonstraram esse comportamento.
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TABELA 1 — Médias e limites inferior e superior dos intervalos de confianca para os parametros
bioguimicos dos grupos sem indugédo e com osteoporose induzida por ovariectomia

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

Prot. Totais  S/inducgao 8,3 0,70 6,8 9,6
(g/dL) OSH 7,0 0,33 6,3 7,7
Albumina S/indugao 4.1 0,30 3,4 4,7
(g/dL) OSH 3,2 0,11 2,9 3,5
Calcio S/inducéao 10,2 0,20 9,8 10,6
(mg/dL) OSH 10,0 0,19 9,6 10,4
Fésforo S/indugao 7,9 0,60 6,7 9,1
(mg/dL) OSH 6,2 0,30 5,6 6,8
AST S/inducéao 127,5 26,9 73,2 181,8
(U/L) OSH 71,6 8,7 54,0 89,2
ALT S/indugao 46,2 6,5 39,7 52,7
(U/L) OSH 30,7 4,7 21,2 40,2
FA S/inducao 68,8 15,2 38,1 99,5
(U/L) OSH 78,6 16,7 44,7 112,5

*médias seguidas por (*) diferem em relagdo ao grupo sem indugéo (P<0,05).

TABELA 2 — Médias e limites inferior e superior dos intervalos de confianga para os parametros
bioguimicos dos grupos sem indugéo e com osteoporose induzida por glicocorticoide

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

Prot. Totais  S/indugao 9,2 0,81 7,6 10,8
(g/dL) Glico 8,5 0,32 7,8 9,2
Albumina S/indugao 43 0,32 3,6 49
(g/dL) Glico 3,5 0,12 3,3 3,7
Calcio S/inducao 10,3 0,30 9,7 10,9
(mg/dL) Glico 9,3 0,24 8,8 9,8
Fosforo S/indugao 8,4 0,75 6,9 9,9
(mg/dL) Glico 6,6 0,33 5,9 7,6
AST S/inducao 144.,5 26,8 90,4 198,6
(U/L) Glico 88,0 12,2 63,4 112,6
ALT S/inducao 48,0 4,3 39,3 56,7
(U/L) Glico 29,2 5,7 17,7 40,7
FA S/inducao 61,0 16,8 27,1 94,9
(U/L) Glico 88,8 15,3 57,9 119,7

*médias seguidas por (*) diferem em relagdo ao grupo sem indugéo (P<0,05).

Ressalta-se que as concentragdes de calcio e de fésforo se mantiveram
dentro da normalidade tanto para os animais com osteoporose induzida como para
0s que nao foram submetidos a indugao, o que condiz com Amadei et al. (2006) e
Motta (2009) que destacam n&o haver alteracdo, em humanos, nas concentragdes
plasmaticas de calcio e fésforo na osteoporose. Esse resultado pode ser explicado
pelos processos envolvidos no controle de calcio e fosforo, visto que suas
concentracbes sao dependentes. A homeostase de calcio e fésforo envolve a
interacdo coordenada de trés sistemas de 6rgéos — 0ssos, intestino e rins- e de trés

20



horménios — paratormdnio, calcitonina e vitamina D. Qualquer alteragdo sanguinea
de calcio é rapidamente corrigida principalmente pelo horménio da paratiredide
(PTH). Assim, quando a concentracdo de calcio no sangue é baixa, o PTH e a
vitamina D mobilizam calcio dos ossos, aumentam a absorcio intestinal e estimulam
a reabsorcdo nos rins, normalizando a concentragdo. Em contrapartida, quando a
concentragcédo é alta, a calcitonina assegura que o calcio seja deslocado de volta
para 0s 0ssos ou excretado pela urina (Guyton e Hall, 2002; Koeppen e Stanton,
2009).

Ndo houve alteracdo na concentracdo plasmatica de FA resultante da
osteoporose, entretanto na literatura observam-se controvérsias. Segundo Motta
(2009) e Saraiva e Lazaretti-Castro (2002), alteragbes nado sao frequentes,
mantendo-se a concentragdo seérica dentro dos valores de normalidade.A
mensuracido de FA sérica inclui os teores daisoforma da FA especifica para o 0sso
denominada fosfatase alcalina o6ssea (FAO), que, sendo secretada pelos
osteoblastos, pode apresentar aumento em casos de remodelagdo Ossea
(Christiasen et al.,1999 ; Kress et al.,1999). Assim, a FA sérica poderia acompanhar
esse perfil; entretanto, alguns autores (Pinheiro, 2009; Fernandes et al., 2014)
descreveram diminuicdo da FAO com a remodelagem. Segundo Allen (2003), a
interpretacdo da FA total é complicada por poder ser afetada pelas variantes 6ssea,
intestinal, renal e hepatica, ndo se recomendando a sua utilizagdo como marcador
da remodelagado 6ssea. Para Stepan etal.(1987), Hill et al. (1989) e Devareddy et al.
(2008), apesar da atividade da FA plasmatica n&o ser especifica do tecido
0sseo,pode ser utilizada como indicador da taxa de formacao 6ssea por poder estar
aumentada devido ao processo de remodelacdo Ossea, refletindo a taxa de
formacgao Ossea.

Essa auséncia de efeito da osteoporose sobre os parametros bioquimicos tem
implicagéo pratica, langando questionamento sobre a efetividade de sua utilizagao
para avaliagao de estados osteoporoéticos.

Nas Tabelas 3 e 4 sao apresentados as médias e os limites inferior e superior
dos intervalos de confiangados parametros 6sseos para os grupos sem indugao e
com indugao da osteoporose por ovariectomia ou glicocorticoide, respectivamente.
Podem-se destacar as diferengas entre os grupos nao induzido e com indugéo por
ovariectomia ou glicocorticoide (P<0,05) para a densidade mineral 6ssea areal, seja
do fémur (DMOfyea) ou da tibia (DMOtaea).Reducdo da densidade ossea nos
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animais osteoporoéticos em relagdo aos grupos sem indugcdo também foram
observados por Guillerminet et al. (2009), Zhao et al. (2011) e Khan et al. (2013).
Segundo Mosekilde et al. (1987) e Holroyd et al.(2008), na osteoporose o turnover
0sseo desequilibrado leva a absor¢cdo mais acentuada que a formacgao de tecido
0sseo, o que reduz o conteudo mineral ésseo, aumentando o risco de
fraturas.Assim, a mensuragdoda densidade mineral éssea areal € considerado o
melhor método, ndo invasivo,para predizer fraturas, devido a forte relagéo existente

entre a DMOgcq € a osteoporose(Fogelman e Ryan, 1992).

TABELA 3 — Médias e limites inferior e superior dos intervalos de confianga dos intervalos de
confiangada densidade mineral 6ssea areal, forga maxima, rigidez e volume trabecular dsseo

para os grupos sem indugdo e com osteoporose induzida por ovariectomia

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

DMOf,ea Slinducdo 0,195 0,02 0,155 0,235
(g/cm?) OSH 0,130* 0,006 0,118 0,142
DMOt,ea Slinducdo 0,146 0,007 0,136 0,160
(g/cm?) OSH 0,103* 0,006 0,097 0,109
FMeoio S/inducdo 113, 1 7,8 97,3 128,9
(N) OSH 94,0 8,0 77,8 110,2
FMgisfise S/indugao 134,5 75 119,3 149,7
(N) OSH 116,3 6,5 103, 1 129,5
RIGco0 Slindugdo  370,2 34,4 300,7 439,7
(x10°N/m)  OSH 255,8 39,7 175,6 336,0
RIGgiafise Slindugao  217,1 19,4 177,9 256,3
(x10°N/m)  OSH 183, 1 13,5 155,8 210,4
VTO Slinducdo 66,5 2,7 61,0 72,0

Fémur % OSH 27,0* 3,0 21,0 33,0

VTO Slindugdo 65,5 2,7 60,0 71,0

Tibia% OSH 24, 5* 2.4 19,7 29,3

*médias seguidas por (*) diferem em relagdo ao grupo sem indugéo (P<0,05).
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TABELA 4 — Médias e limites inferior e superior dos intervalos de confianga da densidade
mineral éssea areal, forga maxima, rigidez e volume trabecular ésseo para os grupos sem
inducdo e com osteoporose induzida por glicocorticoide

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

DMOf real S/inducéao 0,208 0,01 0,188 0,228
(g/cm?) Glico 0,117* 0,005 0,112 0,122
DMOteal S/inducao 0,149 0,007 0,136 0,164
(g/cm?) Glico 0,107* 0,006 0,101 0,113
FMcoio S/inducéo 101,9 16,2 69,2 134,7
(N) Glico 94,6 6,8 80,9 108,3
FMaisfise S/inducao 130,2 7.4 115,3 145,1
(N) Glico 119,6 55 108,5 130,7
RIG¢0 S/inducéao 379,2 35,6 307,3 451,0
(x10°N/m) Glico 2827 42.8 196,2 369,2
RIGyisfise S/indugao 281,9 29,3 159,7 278,1
(x10°N/m) Glico 175,9 15,4 144.8 207,0
VTO S/inducéao 67,0 2,6 61,8 72,3

Fémur % Glico 28,0* 2,7 22,5 33,5

VTO S/inducao 66,0 3,4 53,1 72,9

Tibia % Glico 27,8* 1,9 24,0 31,6

*médias seguidas por (*) diferem em relagdo ao grupo sem indugéo (P<0,05).

A forca maxima e rigidez ndo foram afetadas (P>0,05) pela osteoporose
induzida por ovariectomia ou por glicocorticéide quando comparados ao grupo sem
inducdo.No presente trabalho ratas osteoporéticas apresentaram valores de forga
maxima e de rigidez préximos aos obtidos por Guillerminent et al. (2010) e Zhao et
al. (2011) de 98+7,5N e 167+20x10°N/m, respectivamente. A auséncia de efeito da
ovariectomia sobre estas variaveis foi descrita por Guillerminent et al. (2010); Silva et
al (2009) e Zhao et al. (2011). Entretando, Dai et al. (2008) e Huang et al. (2008)
relataram que ratas ovariectomizadas tiveram a resisténcia Ossea reduzida em
comparagao aos grupos SHAM, apos seis meses a cirurgia. Ressalte-se que no
presente trabalho os animais iniciaram a medicagao 75 dias apos a cirurgia.Khan et
al. (2013) demostraram que o uso de glicocorticoide reduziu a forgca maxima e rigidez
no teste de flexdo de trés pontos, diferindo do que foi encontrado neste estudo.

Observou-se diminuicdo (P<0,05) do volume trabecular 6sseo em ratas
osteopordticas, semelhante aos resultados de Pinto et al. (2006), Ferreira Jr. et al.
(2008), Sequetto (2008) eFernandes (2010). O aumento da reabsorgédo na
osteoporose leva ao estreitamento das trabéculas Osseas (Borelli, 1998),
aumentando a porosidade do 0sso, e consequentemente, sua fragilidade (Eriksen et
al., 1993).
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As Tabelas 5 e 6 apresentamas médias e os limites inferior e superior dos
intervalos de confianca para os parametros bioquimicos e dsseos,respectivamente
dos grupos induzidos por ovariectomia ou glicocorticoide. A sobreposicado em todos
os intervalos de confianga das médias possibilitou inferir que ndo houve diferenca

significativa (P>0,05) entre os métodos de indugao.

TABELA 5 — Médias e limitesinferior e superior dos intervalos de confianga dos parametros
bioquimicos dos grupos osteoporéticos induzidos por ovariectomiaouglicocorticoide.

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

Prot. Totais Glico 8,5 0,32 7,8 9,2
(g/dL) OSH 7,3 0,33 6,6 8,0
Albumina Glico 3,5 0,12 3,3 3,7
(g/dL) OSH 3,2 0,11 3,0 3,4
Calcio Glico 9,3 0,24 8,8 9,8
(mg/dL) OSH 10,0 0,19 9,6 10,4
Fosforo Glico 6,6 0,33 5,9 7,3
(mg/dL) OSH 6,2 0,30 5,6 6,8
AST Glico 88,0 12,2 63,4 112,6
(U/L) OSH 71,6 8,7 54,0 89,2
ALT Glico 29,2 5,7 17,7 40,7
(U/L) OSH 30,7 4.7 21,2 40,2
FA Glico 88,8 15,3 57,9 119,7
(U/L) OSH 78,6 16,8 44,7 112,5
FAO Glico 7.8 1,6 4,57 11,0
(pg/dL) OSH 5,9 1,0 3,93 7,97

* médias seguidas por (*) diferem os métodos de indugéo (P<0,05).

TABELA 6 — Médias e limites inferior e superior dos intervalos de confianga da densidade
mineral 6ssea areal, forga maxima, rigidez e volume trabecular ésseo dos grupos osteoporéticos
induzidos por ovariectomia ouglicocorticoide.

Variavel Método Média EPM Limite Limite
Inferior Superior

DMOf srea Glico 0,117 0,005 0,112 0,122
(g/cm?) OSH 0,130 0,006 0,118 0,142
DMOtreal Glico 0,107 0,006 0,101 0,113
(g/cm?) OSH 0,103 0,006 0,097 0,109
FMcoio Glico 94,6 6,8 80,9 108,3
(N) OSH 94,0 8,0 77,8 110,2
FMaistise Glico 119,6 5,5 108,5 130,7
(N) OSH 116,3 6,5 103, 1 129,5
RIG¢oi0 Glico 2827 42,8 196,2 369,2
(x10°N/m)  OSH 255,8 39,7 175,6 336,0
RIGisfise Glico 175,9 15,4 144.8 207,0
(x10°N/m)  QSH 183,1 13,5 155,8 210,4
VTO Glico 28,0 2,7 22,5 33,5

Fémur % OSH 27,0 3,0 21,0 33,0

VTO Glico 27,8 1,9 24,0 31,6

Tibia % OSH 245 24 19,7 29,3

*médias seguidas por (*) diferem os métodos de indugédo (P<0,05).
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Estdo apresentadas nasTabelas7 e 8, as médiasdos parametros bioquimicos
sanguineos de ratas com osteoporose induzida por ovariectomia e glicocorticoide
(controles), respectivamente, recebendo medicamentos isolados ou combinados.

Verifica-se que naohouve efeito (P>0,05) dos tratamentos em relagcéo

TABELA 7 — Médias, coeficientes de variagéo e probablidades de pardmetros sanguineos de ratas com osteoporose
induzida por ovariectomia tratadas com medicamentos isolados ou combinados

Paréametro Controle D1 D2 D3 D1+D2 D1+D3 D2+D3 D1+D2+D3 CV Valor P

(%)
Prot. Totais 7,0 70 69 73 6,9 7,2 7,3 6,4 11,6 0,561
(g/dL)
Albumina 3,2 32 32 35 3,5 3,4 3,4 3,2 8,4 0,113
(g/dL)
Calcio 10,0 93 91" 96 9,0* 9,5 9,7 9,6 5,0 0,014
(mg/dL)
Fosforo 6,2 7.1 6,7 6,9 6,4 6,8 7,8* 7,4* 10,8 0,010
(mg/dL)
AST 71,6 77 71,2 680 121,3* 70,0 746 78,3 26,9 0,002
(U/L)
ALT 30,6 253 31,0 26,6 355 29,2 31,3 35,8 37,4 0,738
(U/L)
FA 786 866 77,0 1206 1123 121,5 109,8 95,3 41,0 0,366
(U/L)
FAO 5,9 0,3* 1,00 27 2,3 1,5% 0,2* 0,2* 137,9 0,005
(pg/mL)

*meédias seguidas por (*) diferem em relagdo ao controle (P<0,05).
D1- Alendronato, D2 — Atorvastatina, D3 — Ipriflavona.

TABELA 8 — Médias, coeficientes de variagao e probabilidades de pardmetros sanguineos de ratas com
osteoporose induzida por glicocorticoide tratadas com medicamentos isolados ou combinados
Pardmetro Controle D1 D2 D3 D1+D2 D1+D3 D2+D3 D1+D2+D3 CV  Valor P

(%)
Prot. Totais 8,5 8,2 8,5 7,5 9,2 8,6 9,1 7,0* 94 <0,001
(g/dL)
Albumina 3,6 3,5 4,0 3,8 4,0 4,0 4,1 4,1 7,8 0,135
(g/dL)
Calcio 9,3 98 10,0 98 10,0 10,1 104" 9,0 6,2 0,006
(mg/dL)
Fosforo 6,6 6,3 84 77 6,7 6,4 6,7 6,8 11,8 <0,001
(mg/dL)
AST 88,0 98,0 1150 108,0 113,0 750 83,0 80,0 31,4 0,148
(U/L)
ALT 29,1 255 341 383 328 312 37,2 36,5 41,9 0,757
(U/L)
FA 89,0 95,0 107,2 86,3 101,2 956 93,0 94,8 39,4 0,987
(U/L)
FAO 7,8 1,6 23 1,3 3,5 1,3* 0,2* 3,1 147,6 0,007
(pg/mL)

*médias seguidas por (*) diferem em relagéo ao controle (P<0,05).
D1- Alendronato, D2 — Atorvastatina, D3 — Ipriflavona.
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ao controle para a concentracdo plasmatica de proteinas totais nas ratas
ovariectomizadas, sendo a média de 7,0g/dL. Para as ratas osteoporoéticas induzidas
por glicocorticoide observou-se uma diminuicdo em relagdo ao controle (P<0,05)
com a associacao das trés medicacdes, no entanto este valor se encontradentro do
padrdao de normalidade descrito na literaturapara ratas Wistar de 6,6 a 8,6 g/dL
(Diniz et al.,2006); 5,8 a 7,8 g/dL (Harkness e Wagner, 2010) e 6,1 a 7,4 g/dL
(Branco et al., 2011).

Nao houve efeito dos medicamentos sobre a albumina sérica (P>0,05) para
ambas as formas de indugdes,obtendo-se médias de 3,3g/dL para a ovariectomia e
3,9g/dL para o uso do glicocorticoide, que se encontram na faixa do padrdo de
normalidade descrito na literatura para ratas Wistarde 3,2 a 4,5 mg/dL(Nunes et al.,
2004); 3,0 a 4,5 mg/dL (Diniz et al.,2006); 3,8 a 4,8 mg/dL (Harkness e Wagner,
2010) e 3,0 a 3,2 mg/dL (Branco et al., 2011).

Em ratas ovariectomizadas observou-se quea atorvastatina isoladamente ou
em associagdo com o alendronato proporcionou queda (P<0,05) na concentragcéo
sérica de calcio em relacdo ao controle de 10,0 para 9,1 mg/dL e 10,0 para 9,0
mg/dL, respectivamente. Ja em ratas com osteoporose induzida por glicocorticoide
houve aumento (P<0,05) decorrente da administracdo associada de atorvastatina e
ipriflavona, de 9,3 para 10,4 mg/dL. Entretanto todos os valores obtidos se
encontram dentro da normalidade de 5,2 a 11,2 (Nunes et al., 2004); 5,0 a 9,3mg/dL
(Diniz et al.,2006); 5,1 a 13mg/dL (Harkness e Wagner, 2010) e 5,2a 9,7mg/dL
(Branco et al., 2011).

A administracdo da associacao de atorvastatina e ipriflavona e das trés
medicagcdes promoveu o aumento na concentracao de foésforo(P<0,05) para as ratas
ovariectomizadas, enquanto para as ratas osteoporéticas induzidas por
glicocorticoideaumento  (P<0,05) foi verificado com o wuso isolado de
atorvastatina;entretanto estes valores se mantiveram dentro dos padrbes de
normalidade descrito na literatura para ratas Wistar de 6,2-8,5 mg/dL, segundo
Nakano et al (2000).

Alteracdes em calcio e fosforo ndo costumam ser observadas em humanos na
osteoporose, devido a interacao coordenada entre os 0ssos, intestino e rins para a
manutengdo da homeostasia (Amadei et al., 2006; Motta, 2009). Variagbes
significativas de calcio e fésforo também nao foram encontradas por Pinto et al.

(2005) apds a indugao de osteoporose em ratas com glicocorticoide e tratamento
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com alendronato, atorvastatina e ipriflavona separadamente. De forma
similarFerreira Jr. et al.(2008), que trataram a osteoporose induzida por
glicocorticoide com bisfosfonatos (alendronato e risedronato) ou estatinas
(atorvastatina e lovastatina), ndo observaram variagdes significativas de calcio e
fésforo, assim como Sequetto (2008) no tratamento da osteoporose induzida por
dexametasona, utilizando alendronato de sodio, sinvastatina, crisina e tintura de
Camellia sinensis

Observou-se aumento (P<0,05) nos teores séricos de AST para as ratas
ovariectomizadas apenas em resposta a associagao de alendronato e atorvastatina,
valor esse que se encontra dentro dos padrdes de normalidade. Para as ratas com
osteoporose induzida por glicocorticoide, o efeito dos tratamentos nao foi observado
(P>0,05), obtendo-se a média de 95UI/L, que encontra-se dentro dos padrbes de
normalidade para ratas Wistar de 75,7 a 142,3 (Branco et al., 2011), 102 a 130 UI/L
(Kurata et al., 2000).

Os teores de ALT nao foram alterados pelos medicamentos (P>0,05)em
ambas formas de inducdo,sendo as médias de 30,6Ul/Lpara a ovariectomia e
33,2UI/L para o uso de glicocorticoide.Esses valores se encontram dentro do padréo
de normalidade para ratas Wistar de 24 a 35 Ul/L(Kurata et al., 2000) ou até 62
Ul/L(Branco et al., 2011).

As aminotransferases AST e ALT sao indicadores de alteragao funcional ou
estrutural da célula hepatica (Motta, 2009), o que poderia ocorrer em resposta a
associacdo dos medicamentos, tendo em vista que a atorvastatina e a ipriflavona
sdo metabolizadas ativamente pelo figado (Katzung, 2010). Em geral, parece nao ter
havido comprometimento hepatico, sugerindo, assim, a viabilidade na utilizagdo da
associagao medicamentosa quando indicada.

Ndo houve efeito dos medicamentos sobre a FA (P>0,05) em ambas
indugdes, obtendo-se média de 100,2 UI/L para ratas ovariectomizadas e 95,3Ul/L
para a indugao por glicocorticoide, que se encontram na faixa do padrdao de
normalidade descrito na literatura para ratas Wistar de 88 a 130 UI/L (Nakano et al.,
2000), 77 a 156 UI/L (Branco et al., 2011).

O uso isolado de alendronato ou atorvastatina e suas associagdes promoveu
redugdo na concentragdo sérica de FAO(P<0,05)para ratas ovariectomizadas,
enquanto o uso isolado de ipriflavona e suas associagbes reduziu (P<0,05) a

concentracdo sérica de FAO em ratas com osteoporose induzida por
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glicocorticoide.Ressalta-se que as comparagdes foram feitas com animais
osteoporéticos e ndo foi encontrada na literatura padrao de normalidade para a FAO
em ratos.Estudosfeitos por Pinto et al. (2006), Ferreira Jr. et al. (2008) e Sequetto
(2008)ndo indicaram efeitos dos tratamentos com bisfosfonatos, estatinas e
flavonoides sobre os teores de FAO na osteoporose induzida de ratas. No entanto,
Christiasen et al. (1999) e Kress et al. (1999),em trabalhos com seres
humanos,apresentaram resultados que corroboram o presente trabalho. Os autores
demonstraram aumento dos valores séricos de FAO nas mulheres osteoporéticas,o
que foi restabelecido apds terapéutica com alendronato (Kress et al., 1999) e
reposi¢cao hormonal (Christiasen et al., 1999).0 aumento dos niveis séricos de FAO
na osteoporose pode ser entendido como resposta do organismo ao aumento
excessivo de reabsor¢cdo quando ha queda do estrogeno.Sendo o processo de
turnover 6sseo intimamente acoplado, os processos de reabsor¢ao e formacéao
o0ssea aumentam ou diminuem na mesma direcdo em caso de normalidade, com
similar magnitude (Kress et al., 1999).Assim, a queda nos teores séricos de
FAO(P<0,05) decorrente da medicagao pode sinalizar uma redugao da remodelagao
O0ssea desordenada gerada pela osteoporose e restauragao do tecido ésseo.

As Tabelas 9 e 10 apresentam as médias da densidade mineral 6ssea areal
do fémur e da tibia, forca maxima e rigidez do fémur e volume trabecular 6sseo do
fémur e da tibia de ratas com osteoporose induzida por ovariectomia e
glicocorticoide (controles), respectivamente, tratadas com medicamentos isolados ou
combinados.

Pode-se verificar aumento (P<0,05) da densidade mineral éssea areal do
fémur devido a associagdao de alendronato, atorvastatina e ipriflavona para ambas
formas de indugdo. Para as ratas com osteoporose induzida por
glicocorticoide,adicionalmente, houve aumento (P<0,05) em resposta a todas
medicacoes isoladas ou combinadas, com excecao da associa¢ao de alendronato e
atorvastatina.

Para a tibia observou-se aumento da DMOgea (P<0,05) em resposta a
associacdo de atorvastatina e ipriflavona e das trés medicagdes para as ratas
ovariectomizadas e ao uso isolado de alendronato, para as ratas induzidas por

glicocorticoide.
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TABELA 9 — Médias,coeficientes de variacdo e probablidades da densidade mineral dssea areal do fémur e da
tibia, forca maxima e rigidez do fémur e volume trabecular 6sseo do fémur e da tibia de ratas com osteoporose
induzida por ovariectomia tratadas com medicamentos isolados ou combinados

Pardmetro Controle D1 D2 D3 D1+D2 D1+D3 D2+D3 D1+D2+D3 CV Valor P
(%)

DMOf real 0,130 0,146 0,128 0,140 0,132 0,135 0,146 0,226* 10,4 <0,001
(g/cm?)

DMOt,eal 0,103 0,126 0,116 0,111 0,117 0,113 0,128* 0,140* 12,8 0,006
(g/cm?)

FMcoio 94 .1 115,3 131,0* 131,1* 117,7 127,6* 118,9 135,5* 16,2 0,021
(N)

FMyistise 116,4 151,9* 127,2 1406 1354 132,3 134,8 139,0 11,8 0,030
(N)

RIG¢0 255,8 447,9* 256,8 3895 3556 401,0 3634 467,1* 26,5 0,002
(x10°N/m)

RIGisfise 183,17 257,2* 215,0 261,8* 223,6 253,6* 230,9 245,3* 14,2 0,002
(x10°N/m)

VTO 27,0 68,6 68,8* 63,2 70,5 69,6 61,3* 69,3* 11,6 <0,001
Fémur %

VTO/ 24,5 61,5 66,0+ 64,0~ 685 68,2 64,2* 62,2* 9,6 <0,001
Tibia%

*meédias seguidas por (*) diferem em relagdo ao controle (P< 0.05).

D1- Alendronato, D2 — Atorvastatina, D3 — Ipriflavona.

TABELA 10 — Médias, coeficientes de variagédo e probablidades da densidade mineral 6ssea areal do fémur e da
tibia, forca maxima e rigidez do fémur e volume trabecular 6sseo do fémur e da tibia de ratas com osteoporose
induzida por glicocorticoide tratadas com medicamentos isolados ou combinados

Parametro Controle D1 D2 D3 D1+D2 D1+D3 D2+D3 D1+D2+D3 CV Valor P
(%)

DMOfreal 0,117 0,188* 0,150* 0,149* 0,130 0,142* 0,142* 0,188* 8,9 <0,001

(g/cm?)

DMOt,eal 0,107 0,132* 0,105 0,113 0,118 0,118 0,111 0,126 12,2 0,002

(g/cm?)

FMcoio 946 131,6* 114,0 133,9* 126,3* 127,8* 130,8* 143,4* 13,3 <0,001

(N)

FMgiatise 119,6 138,9 130,5 129,4 1452 136,4 1319 133,3 10,0 0,009

(N)

RIG¢o0 282,6 452,9* 300,8 357,3 325,7 347,6 514,9* 475,6* 27,5 0,001

(x10°N/m)

RIGgiafise 175,9 241,2* 210,5 240,5* 238,2* 251,6* 239,0* 267,7* 16,2 0,007

(x10°N/m)

VTO 28,0 67,2* 66,6* 68,2* 608 66,8 68,3* 63,4* 10,9 <0,001

Fémur %

}I_/'[)O/ 27,8 66,5 62,8* 68,0 63,5 63,0 64,3 68,3 7,7 <0,001

ibia %

*médias seguidas por (*) diferem em relagao ao controle (P< 0.05).

D1- Alendronato, D2 — Atorvastatina, D3 — lpriflavona.

Os aumentos na DMOgea sugerem resposta positiva no restabelecimento do

tecido 6sseo ao tratamento aplicado.Se os resultados forem analisados em relagao
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aos animais sem indugdo (intervalo de confianga das médiasnasTabelas 3 e 4),
observa-se que a DMOfye € DMOt,edas ratas ovariectomizadas tratadas
apresentaram-se dentro do intervalo de confianga dos animais sem indugéo,
sugerindo, assim, uma restauragéo do tecido 6sseo. No caso das ratas com indugao
da osteoporose por glicocorticoide, somente o uso isolado de alendronato e a
associacao tripla apresentaram valores de DMOf,.5dentro do intervalo de confianca
da média dos animais sem indugado. Ja para os valores da tibia,nenhum tratamento
mostrou ter havido restauragdo da DMO,egpara a normalidade.

O aumento nadensidade mineral 6ssea areal também foi observado por Uyar
et al. (2009) com o uso de risedronato (bisfosfonato) e atorvastatina (estatina) e por
Amaral (2010) que utilizou etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona isolados
e associados no tratamento de ratas ovariectomizadas.Khan et al. (2013)
observaram em ratas, cuja osteoporose foi induzida com glicocorticoide,diminuigéo
da DMOf,.a, que foi restabelecida com o uso de um flavondide.A utilizagdo de
ipriflavona por 30 dias em ratas ovariectomizadas preveniu completamente a perda
da densidade 6ssea do fémur e aumentou as taxas de formagao éssea, avaliadas
por histomorfometria (Arjmandi et al.,2000).

Em ratas ovariectomizadasa forga maxima medida no colo do
fémurfoiaumentada (P<0,05) com o uso isolado de atorvastatina e ipriflavona, com a
associagao de alendronato e ipriflavona, e com a associagao tripla.Para as ratas
com osteoporose induzida por glicocorticoideo uso de praticamente todas as
medicacdes e suas associagdes, exceto a atorvastatina isoladamente, promoveu
aumento (P<0,05)da forca maxima medida no colo do fémur.Japara a diafisedo
fémur nas ratas ovariectomizadas,0 aumentoda forca maxima (P<0,05)foi
encontrado com o uso isolado de alendronato, enquanto que para as ratas com
osteoporose induzida por glicocorticoide o aumento (P<0,05) foi observado com a
associacao de alendronato com atorvastatina.

A rigidez medida no colo do fémur foi aumentada (P<0,05) com o uso isolado
de alendronato e com a associagao das trés medicagdes (alendronato, atorvastatina
e ipriflavona) para as ratas ovariectomizadas; para ratas com osteoporose induzida
por glicocorticoide, o aumento (P<0,05) da rigidez medida no colo do fémur foi
observada com o uso isolado de alendronato e com as associagdes de atorvastatina

com ipriflavona e dos trés medicamentos.
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Para as ratas com osteoporose induzida por ovariectomia, foi obtidoaumento
(P<0,05) da rigidez medida na diafise do fémur,nos tratamentos isolados ou
combinados de alendronato ou ipriflavona,bem como na associagao tripla; para as
ratas com osteoporose induzida por glicocorticoide, o aumento (P<0,05) da rigidez
medida na diafise do fémursé ndo foi observado com o uso isolado de
atorvastatina.Khan et al. (2013),utilizando ratas com osteoporose induzida por
glicocorticéide, obtiveram aumento dos parametros biomecanicos com a
administracao de flavonéide para restaurar o tecido 6sseo.

O aumento de forga maxima e da rigidez medidos no colo ou diafise do fémur
observados nos tratamentos poderiam ser um indicativo de melhora na restauragao
O0ssea (Lirane—Galvao e Castro, 2010); entretanto a osteoporose ndo apresentou
efeito sobre esses parametros (Tabelas 3 e 4), o que estd de acordo
comGuillerminent et al. (2009), Silva et al (2009) e Zhao et al. (2011).

Quanto ao volume trabecular ésseo, observa-se que todos os tratamentos
proporcionaram aumento (P<0,05) em relacdo ao controle osteoporético sem
medicagao, seja o ovariectomizado ou o com uso de glicocorticoide. Avaliando-
seesses resultados em relacdo ao intervalo de confianga da média dos animais sem
inducao (Tabelas 3 e 4), pode-se constatar que estdo dentro desse intervalo, o que
sugere que os medicamentos isolados ou combinados foram efetivos em
restabelecer o tecido Oésseo dos animais osteopordticos.Utilizando a
histomorfometria muitos estudos identificaram alteracbes osteometabdlicas na
osteoporose (Pinto et al. ,2005; Silva, 2006; Ferreira Jr. et al., 2008; Uyar et al.,
2009; Amaral, 2010). No presente trabalho todas as medicagdes e suas associagdes
foram positivas em restaurar o tecido 6sseo, o que viabiliza a ideia das
associagdesserem alternativas no combate a osteoporose.

NasFiguras4 e 5, respectivamente, sdo apresentadasfotomicrografias de cortes
histolégicos da regido do tergo proximal dos ossos fémur e tibia esquerdos dos
animais com osteoporose induzida por ovariectomia ou por aplicagdo de
glicocorticoide. Pode ser observada diminuigdo trabecular 6ssea, identificada
principalmente pela menor espessura das trabéculas Osseas nos grupos
osteoporéticos localizados ao centro das imagens, havendo, portanto, maior area de
medula 6ssea nestes grupos. Em relagdo aos grupos tratados, distribuidos ao redor
do grupo controle no sentido horario, pode ser observado aumento na espessura

das trabéculas 6sseas e reducdo dos espacos intertrabeculares ocupados por
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medula éssea, ratificando a restauragcdo do tecido 6sseo pelo uso isolado ou
associado dos medicamentos, corroborando os resultados dasTabelas9 e 10.

Figura 4 — Fotomicrografias do osso esponjoso (trabecular) do ter¢o proximal de

fémur (A) e tibia (B) de ratas ovariectomizadas. HE — 200X
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Seta amarela: regido medular

Seta vermelha: trabécula 6ssea

Figura 5 — Fotomicrografias do osso esponjoso (trabecular) do ter¢o proximal de

fémur (A) e tibia (B) de ratas com uso de glicocorticoide. HE — 200X
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Seta amarela: regido medular
Seta vermelha: trabécula 6ssea

No presente estudo, sendoa restauracdo do tecido ésseo sugerida pelo
aumento da DMOf4rea, DMOtarea, FMeoo, RIGeoo, RlGuisise, VTOf e VTOU,verifica-se
que o alendronato isoladamente seria indicado para ratas com osteoporose induzida
por glicocorticoide.Entretanto, sua efetividade pode ser diminuida,desaconselhando
a sua utilizacdo, com o uso prolongado. Fraturas atipicas tem sido relatadas
relacionadas ao uso prolongado de bisfosfonatos em estudos observacionais
(Schiclher et al., 2011; Guisti et al., 2011;Meier et al., 2012; Erviti et al.,
2013).Destacam-se ainda os seus efeitos colaterais tais como nausea, dispepsia,
dor abdominal, constipagao, diarréia, dor musculo-esquelética, cefaléia, esofagite,
Ulcera esofagica, gastrite, duodenite, disfagia, estenose esofagica, disfuncao renal
(albuminuria) e flebite quando administrada intravenosamente (Adami e Zamberlan,
1996).

Alternativamente, verificou-se a efetividade da ipriflavona para aumentar
DMOgarea;, FMcoo, RlGuaisiise, VTOf € VTOL, estando descrita na literatura sua baixa
toxicidade e pouco expressivos os efeitos colateriais (Havsteen, 2002).Além disso, a
associacdoda ipriflavona com atorvastatina mostrou-se efetiva em aumentar
DMOf,rea, FMeoio, RIGeoi, RlGgiafise, VTOf € VTOt, ressaltando-se a vantagem da
dose utilizada ser metade daquela da medicagao isolada. Isto tem grande utilidade
para a saude publica, devido a redu¢cao ndo somente da dose, mas também dos
efeitos colaterais que podem ser bem prejudiciais ao organismo. Para
asestatinas,nausea, diarréia, cefaléia, insbnia, perda da memoria, disfuncéo
hepatica, alteracdo do paladar, dores musculares, mialgia,rabdomiolise, disfungao
sexual, ginecomastia, opacidade do cristalino e neuropatia periféricatem sido
descritas (Marques, 2001).

Considerando ainda arestauracao do tecido 6sseo sugerida pelos parametros
Osseos, verifica-se que a associagao ftripla seria indicada para ratas com
osteoporose induzida por ovariectomia.

Assim, sugere-se que as associagdes realizadas neste experimento poderiam
ser utilizadas como alternativa na terapéutica da osteoporosequando necessario.
Essas medicagdes poderiam ser uma alternativa ao uso isolado do alendronato, que
pode apresentar muitos efeitos colaterais e cuja eficacia pode diminuir com o uso

prolongado.
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5. CONCLUSOES

Os parametros bioquimicos sanguineos de rotina parecem nao ser indicados
para detectar alteragbes decorrentes da osteoporose, bem como para avaliar os
efeitos da medicacgao, devido a auséncia de alteragdes consistentes.

Considerando as respostas sobre adensidade mineral 6ssea areal € o volume
trabecular 6sseo, recomenda-se o0 uso da associacido de ipriflavona e atorvastatina
ou a associacao tripla (incluindo o alendronato), devido as vantagens decorrentes da

diminui¢cao da dose aplicada.
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