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Resumo

Com o objetivo de se investigar as repercussdes clinicas, densitométricas,
biomecanicas e microtomogréaficas do acido zoledrénico sobre o tecido 6sseo de
ratas osteoporoticas, ap0s menopausa induzida por ooforectomia bilateral, foram
estudadas, prospectivamente, 80 ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus), adultas e virgens. Com trinta dias de vida, os animais foram aleatorizados,
pelo método de sorteio de envelopes opacos e lacrados, em dois grupos, segundo o
tipo de procedimento cirirgico a que seriam, imediatamente, submetidos: grupo O
(ooforectomia bilateral) (n=40) e grupo S (cirurgia sham) (n=40). No 30° dia de pos-
operatorio, os animais foram novamente sorteados e divididos em quatro subgrupos,
de acordo com a administragdo, intraperitoneal, de 0,1mg/kg de acido zoledrénico ou
dgua destilada, totalizando o0s quatro grupos de estudo: grupo OAZ
(ooforectomizado com acido zoledrénico) (n=20), grupo OAD (ooforectomizado com
agua destilada) (n=20), grupo SAZ (cirurgia sham com acido zoledrénico) (n=20) e
grupo SAD (cirurgia sham com &gua destilada) (n=20). Todos os animais foram
mensalmente pesados ao longo do experimento. A eutanasia ocorreu com dose letal
de pentobarbital sédico 3% (80 mg/kg), intraperitonealmente, em dois momentos,
apos a administracdo das substancias: nove meses (Momento 1) e 12 meses
(Momento 2). Para a analise do peso, foi considerada a sua curva evolutiva ao longo
de todo o experimento. Os fémures direitos foram utilizados para o estudo
biomecéanico, analisando-se as variaveis: carga maxima (N), limite de elasticidade
(N) e coeficiente de rigidez (N/mm). Os fémures esquerdos foram utilizados para o
estudo densitométrico (mmAl) e para o estudo microtomografico, analisando-se o

volume 6sseo (mm?), o nimero de trabéculas (mm™), o didmetro das trabéculas



(mm) e a distancia intertrabecular (mm). A andlise estatistica foi realizada por meio
da andlise de variancias e complementada com testes de compara¢des multiplas,
em um esquema fatorial 2 x 2 x 2 (duas substancias, dois tipos de procedimentos
cirirgicos e dois momentos de eutanasia). Utilizou-se o modelo inteiramente
casualizado e o nivel de significancia de 95%. Pela analise dos resultados, concluiu-
se gue o acido zoledrénico nao teve influéncia no peso dos animais. Em se tratando
do estudo biomecanico, o acido zoledrénico aumentou, significativamente, a carga
méxima e o limite de elasticidade, diminuindo o coeficiente de rigidez das pecas
anatdbmicas. Com relacdo a andlise densitométrica, o acido zoledrénico aumentou,
significativamente, a densidade éssea dos fémures. Na avaliagcdo microtomografica,
0 &cido zoledrbnico aumentou, significativamente, o volume 6sseo, 0 numero de
trabéculas e o diametro das mesmas, diminuindo a distancia intertrabecular.

Descritores: Acido zoledrénico; menopausa; ooforectomia; osteoporose; rato.



Abstract

The objective of this study was to prospectively investigate the clinical, densitometric,
biomechanical and microtomographyc effects of zoledronic acid in the femurs of 80
female Wistar rats (Rattus norvegicus albinus), with osteoporosis due to bilateral
oophorectomy. With the age of thirty days, the animals were randomized into two
groups, according to the surgical procedures: bilateral oophorectomy (group O)
(n=40) and sham surgery (group S) (n=40). On the 30" postoperative day, the
subjects were randomly divided into four groups, according to the intraperitoneal
administration of 0.1 mg/kg of zoledronic acid or distilled water: group OAZ
(ovariectomized group with zoledronic acid) (n=20), group OAD (ovariectomized
group with distilled water) (n=20), group SAZ (sham group with zoledronic acid)
(n=20) and group SAD (sham group with distilled water) (n=20). All animals were
monthly weighted. The animals were euthanized with a lethal intraperitoneal dose of
sodium pentobarbital 3% (80 mg/kg) after a follow up period of nine months (n=40)
and 12 months (n=40). For the analysis of weight, it was considered the weight curve
throughout the experiment. The right femurs were used for biomechanical tests,
analyzing the maximum load (N), the yield point (N) and stiffness coefficient (N/mm).
The left femurs were used for both, densitometric (mmAl) and microtomographyc
tests, getting the bone volume (mm?), the trabecular number (mm™), the trabecular
diameter (mm) and intertrabecular separation (mm). The statistical analysis was
performed through the analysis of variances and complemented with the multiple
averages comparison tests, for a 2 x 2 x 2 factorial project (two substances, two
types of surgical procedures and two periods of euthanasia). It was used an entirely

casual model, with a significance level of 95%. Through the results it was concluded



that the zoledronic acid had no influence on the weight of the animals. In the
biomechanical evaluation, zoledronic acid significantly increased the maximum load
and yield point, decreasing the stiffness coefficient of the bones. Concerning to the
densitometric analysis, the zoledronic acid significantly increased the density of the
femurs. Concerning to the microtomographic evaluation, zoledronic acid significantly
increased the bone volume, the trabecular number and the trabecular width,
reducing, in a significant way, the intertrabecular separation.

Key words: Zoledronic acid; menopause; oophorectomy; osteoporosis; rats.
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[.1 Osteoporose

Em abril de 1998, na cidade de Lund - Suécia, um comité internacional,
composto por 15 especialistas de diversas éareas da saude e de diversas
nacionalidades, reuniu-se para estabelecer as metas e o0s objetivos de um
movimento global que, anos depois, seria chamado de “The Bone and Joint Decade”
(A Década dos Ossos e Articulacbes). No ano 2000, a “Década dos Ossos e
Articulacbes” foi formalmente inaugurada, na sede da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), em Genebra - Suica. Profissionais e especialistas de quase todos 0s
paises, inclusive o Brasil, com o apoio incondicional das Nac¢des Unidas,
comprometeram-se em trabalhar em unissono, para melhorar a qualidade de vida de
pessoas com problemas musculoesqueléticos (WOOLF, 1999). Esta campanha
estendeu-se além dos 10 anos inicialmente propostos, e, atualmente, é composta
por, aproximadamente, 60 paises e mais de 760 sociedades e organizacdes
médicas mundiais, dentre as quais, influentes representantes brasileiros, como o
Conselho Federal de Medicina, a Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia
e a Sociedade Brasileira de Reumatologia. Dentre todas as enfermidades
musculoesqueléticas, a osteoporose foi eleita como o principal alvo de acéo desta
acdo mundial, considerando-a como “a epidemia do século 21” (NIH CONSENSUS
DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND
THERAPY, 2001).

Contrariando o mito de que a osteoporose é uma doenca recente,
conseqguente aos habitos deletérios da civilizacdo moderna, estudos paleontoldgicos,
ligados a patologia médica, demonstraram que esta ndo €, em absoluto, uma

entidade clinica contemporanea. Provavelmente, um dos mais antigos casos
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documentados sobre osteoporose, diz respeito a uma mumia egipcia do sexo
feminino, datada da Xll dinastia (1990 - 1786 a.C.), na qual pGde-se observar a
presenca de fraturas, do tipo acunhamento, nos corpos vertebrais toracicos (Tze Tg),
além de fratura do colo femoral, todas associadas a intensa osteoporose,
identificada nas radiografias e tomografias realizadas (DEQUEKER et al., 1997).
Recentemente, PERZIGIAN (2005), analisou a densidade mineral 6ssea (DMO) dos
restos mortais de duas populacdes indigenas norte-americanas preé-historicas, 0s
indios Knoll (2500 - 2000 a.C.) e os indios Pete Klunk (50 a.C. a 250 d.C.), ambas
com habitos e costumes alimentares inteiramente diferentes uns dos outros,
descobrindo que a osteoporose estava presente, nas duas populacdes, em graus
equivalentes aos encontrados nos dias atuais.

Dada a sua alta prevaléncia e importancia, muitas e diferentes sdo as
definicbes para osteoporose, contudo, pode-se observar, dentre as mesmas, a
reproducdo sistematica de alguns conceitos que traduzem a real gravidade da
enfermidade. NGUYEN et al. (2000) definiram a osteoporose como um conjunto de
consequéncias diretas do disturbio da homeostase esquelética, que culminaria com
a diminuicdo da forca 6ssea e fraturas a minimos traumas. O Departamento Norte-
Americano de Saude (NIH) ratifica o conceito de NGUYEN et al. (2000), definindo a
enfermidade como uma desordem esquelética que apresenta, como caracteristicas
principais, o comprometimento da densidade e da qualidade do osso, o que
predisporia ao maior risco de fraturas (NIH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL
ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND THERAPY, 2001). O
Consenso Brasileiro de Osteoporose (PINTO NETO et al.,, 2002) utiliza outros
parametros para definir a doenca, classificando a osteoporose como um distarbio

osteometabolico, caracterizado pela diminuicdo da densidade mineral &ssea,
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associada a deterioracdo de sua microarquitetura, culminando no aumento da
fragilidade esquelética e riscos de fraturas. ROSEN et al. (2004) caracterizam a
enfermidade considerando trés pilares principais: a fragilidade do esqueleto, a
diminuicdo da densidade mineral 6ssea e a alta morbidade que acompanha a
moléstia. A micromorfologia do tecido ésseo foi objeto de especial atencdo por
GAMEIRO & SCHOTT (2006), que relataram a importancia do conceito de alteracao
da arquitetura O0ssea, ou seja, a competéncia do 0sso estaria relacionada néo
apenas a quantidade de o0sso presente, mas, principalmente, ao arranjo espacial de
suas trabéculas. Independentemente da definicdo utilizada, ha que se dar o devido
valor a dois conceitos de suma importancia: quantidade e qualidade 6ssea.

A quantidade Ossea, ou densidade mineral 6ssea (DMO), traduz,
principalmente, a concentracdo de calcio em sua composicdo. Esta é uma variavel
gue pode ser avaliada pelos mais simples exames de imagens, tendo sido eleita,
pela Organizacdo Mundial de Saude (1994), como o melhor pardmetro para a
determinacdo da forca e da resisténcia 6éssea. O exame de densitometria 0ssea
(DXA) mostrou-se, a época, ser o de maior sensibilidade, sendo, até a atualidade,
amplamente utilizado para o diagnostico, tratamento e controle da osteoporose.
Neste exame, a densidade mineral 6ssea, ou quantidade Ossea, é estimada
indiretamente, pela relagdo entre o total de gramas da parte mineral do tecido ésseo
e a area ou volume do mesmo (g/cm?); o diagndstico de baixa concentracéo 6ssea,
ou osteoporose, € confirmado quando a DMO esta abaixo de 2,5 desvios-padréo
(DP) da média do pico da massa 6ssea em adulto-jovens saudaveis do mesmo sexo
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DENSITOMETRIA CLINICA, 2003).

A qualidade dssea caracteriza-se por ser um conceito mais abrangente

gue a quantidade Ossea isoladamente. Esta € uma variavel que engloba diferentes
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caracteristicas, intrinsecas ao tecido 6ésseo, que acabam por se interpolar e
completar: a arquitetura 6ssea, ou seja, a morfologia das trabéculas que compéem o
tecido, representadas pela quantidade, espessura e nivel de conectividade entre as
mesmas; o grau de remodelacdo do o0sso, ou turnover, que manifesta a taxa com
gue o mesmo é renovado, na propor¢cdo em que este € produzido e reabsorvido; 0s
danos intrinsecos, ou microfraturas, que sdo a origem das macrofraturas, e,
finalmente, o grau de mineralizagdo, ou quantidade de osso, propriamente dito.

A osteoporose pode ser classificada em dois tipos: primaria e secundaria.
Embora ndo haja registros exatos sobre a origem de tal divisdo, sdo de ALBRIGHT
et al. (1940, 1941) e de REIFENSTEIN & ALBRIGHT (1946), os primeiros artigos
gue, formalmente, classificam a osteoporose nestas duas classes. A osteoporose
primaria caracteriza-se por apresentar-se em sua forma “original”, ou seja,
consequente a fatores inerentes ao processo de envelhecimento fisiolégico humano,
podendo ser subdivida em tipo I, a mais comum e causada pelo aumento da
atividade osteoclastica, relacionada a deficiéncia de estrogenos, e sendo
caracteristica de mulheres na pos-menopausa; e tipo I, ou senil, relacionada ao
envelhecimento natural do individuo, na qual a reabsor¢cdo Ossea encontra-se
ligeiramente aumentada, em detrimento da atividade osteoblastica diminuida
(RIGGS & MELTON, 1986). A osteoporose secundaria €, geralmente, consequente a
outras enfermidades primarias ou a fatores externos, como o0 uso prolongado de
algumas medicagbes, como os glicocorticoides, alteracdes fisicas, como ocorre no
hipogonadismo, e véarias doencas (diabetes mellitus, doenca celiaca,
hipertireoidismo, tumores da medula d&ssea, hiperparatireoidismo, etc.)
(GUARNIERO & OLIVEIRA, 2004). Outras condicbes como 0 tabagismo e o

alcoolismo podem aumentar, em até duas vezes, o risco de desenvolvimento da
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enfermidade (LANE et al., 2000). Habitos alimentares, sequelas de doencas e/ou
acidentes, principalmente os neuroldgicos, que mantém os pacientes acamados por
longos periodos, também podem culminar com o desenvolvimento da enfermidade
em sua forma secundaria (CARVALHO, 2006). Estudos recentes demonstram,
inclusive, o aumento da incidéncia de osteoporose em individuos submetidos a
privagdo do sono (VGONTZAS et al.,, 1999, 2004), bem como, a procedimentos
cirdrgicos bariatricos, como a gastroplastia (OLMOS et al., 2008; WUCHER et al.,
2008).

Em nossos dias, a osteoporose é classificada como uma pandemia,
tamanha a sua incidéncia e prevaléncia nas mais variadas populacfes e paises.
Dados de 1991 estimavam que dentre as populacfes dos Estados Unidos, Europa e
Japao, cerca de 75 milhBes de pessoas estivessem afetadas, em diferentes graus,
pela osteoporose (MEIRIK & ROWE, 1998; BORAH et al., 2001). Dez anos depois,
somente nos Estados Unidos, 20 milhdes de pessoas tinham o diagndstico
confirmado de osteoporose, e 18 milhdes o de osteopenia (NIH CONSENSUS
DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND
THERAPY, 2001). Em se tratando da incidéncia e prevaléncia da osteoporose em
uma determinada populagdo, CUMMINGS & MELTON (2002), sugerem que a
maneira mais plausivel de se determinar tais indicadores, é pela medicdo das taxas
de fraturas proximais do fémur, em individuos acima de 60 anos de idade.

De fato, € consenso que ocorrem, anualmente, em nivel mundial,
aproximadamente, 2,66 milhdes de fraturas patoldgicas na regido do quadril, devido
a osteoporose, e que, até o ano 2050, este numero quadruplique (OMS, 2003). As
vitimas mais frequentes s&o, principalmente, as mulheres brancas, na pos-

menopausa: estas sofrem quase ¥ de todas as fraturas na regido do quadril,
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secundérias a osteoporose (NIH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL ON
OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND THERAPY, 2001). Certamente,
muitas destas fraturas patoldgicas, ligadas a raca e a idade, podem ser explicadas
pela variacéo inferior da DMO (PEIXOTO & ROCHA, 2001; GAMEIRO & SCHOTT,
2006), contudo, outros fatores, como alteragcbes na geometria 6ssea do fémur
proximal e pelve (PINHEIRO et al., 1999; CANTO et al., 2003; GIORDANO et al.,
2007), quedas frequentes (SOUZA & IGLESIAS, 2002; COUTINHO & SILVA, 2002;
FABRICIO et. al., 2004; SADIGH et al., 2004) e fatores genéticos (HOFBAUER et al.,
2000; NGUYEN et al., 2000; COXON et al., 2000; LI et al., 2005), fazem parte desta
casuistica.

N&o se pode negar, pois, que a osteoporose seja um problema de saude

publica mundial.

[.2 Osteoporose e o0 envelhecimento da populacéao

A expectativa de vida esta diretamente relacionada a qualidade da
mesma. Em se tratando de osteoporose, o aumento da longevidade das populacdes
€ um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da enfermidade. O
avanco cultural, socioeconémico e tecnoldgico, que muitos paises experimentam
atualmente, terdo consequéncias diretas sobre diferentes aspectos de saude publica
dos mesmos.

No Brasil, de acordo com o censo demografico do ano 2000, a populagéo
brasileira ultrapassou, em janeiro de 2004, 180 milhdes de habitantes (IBGE,
2004a), com o aumento, significativo e proporcional, da populacdo idosa. O

envelhecimento da populacdo brasileira pode ser identificado, de maneira
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contundente, pelos dados da Divisdo de Estudos e Analise Demogréfica (IBGE,

2000): no ano 2000, o Brasil possuia uma populacdo acima de 80 anos de,

aproximadamente, 1,1 milhdes de habitantes; as projecdes para o ano 2050 sao de

que, em apenas 50 anos, haja um aumento real de 713,5% da mesma, ou seja, uma

populacdo acima de 80 anos de, aproximadamente, oito milhdes de pessoas, sendo

que, 68,3% deste total, serdo formados pelo sexo feminino. O proprio IBGE realizou,

em 2004, a revisdo e a atualizacao destas projecoes, expressando dados ainda mais

preocupantes: a populacéo acima de 80 anos, em comparacado com a do ano 2000,

tera, em 2050, um aumento de, aproximadamente, 860%, atingindo nameros em

torno de 13,7 milhdes de pessoas (IBGE, 2004b) (figura 1).
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Figura 1 - Evolucao da populagéo acima de 80 anos, por idade e sexo, no

Brasil, com projecéo para 2050 (Fonte: IBGE/DPE/COPIS 2004).

Estima-se que, na populagéo feminina, o declinio hormonal, caracteristico

do climatério, seja iniciado a partir dos 50 anos de idade (REBAR, 1997). Assim,
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comparando-se a piramide etaria de 1980 (figura 2) a projetada para o ano 2050
(IBGE, 2004b) (figura 3), o envelhecimento da populagdo torna-se ainda mais
evidente: a piramide etaria do ano 1980 apresenta base alargada, pico baixo e
estreito, forma tipica dos paises com altas taxas de natalidade, porém, pequena
expectativa de vida e altas taxas de mortalidade em individuos idosos; em
contrapartida, a piramide etaria projetada, relativa ao ano 2050, manifesta
informacdes referentes a um pais com taxas de natalidade e mortalidade de idosos
em franco declinio, identificadas, respectivamente, pela base estreita e topo
alargado, além de um discreto, porém visivel, aumento da expectativa de vida,

representado pelo aumento da altura da piramide.

Figura 2 - Pirdmide etéria absoluta do Brasil do ano 1980 (Fonte:

IBGE/DPE/COPIS, 2004).

Faz-se importante salientar que, em apenas 70 anos (1980 a 2050), a

populacao total brasileira, homens e mulheres, acima de 50 anos de idade, ter4 um
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aumento absoluto de 550%; no mesmo periodo, em se tratando apenas da
populacdo feminina, este aumento sera de 595,2% (IBGE, 2004b), ou seja, em 2050,
teremos 45.027.859 mulheres acima de 50 anos de idade, 20% de toda a populacao
brasileira. Dados ainda mais expressivos sao projetados pela OMS acerca da
expectativa de vida para a populagao brasileira, nascida em 2004: 67 anos para
homens e 74 anos para mulheres (OMS, 2006). Considerando-se que a menopausa
tenha seu inicio, nas mulheres brasileiras, por volta dos 50 anos de idade, teremos,
no ano de 2078, mais de 45 milhdes de mulheres em pleno periodo poés-
menopausico, mais de 36,5% de toda a populacédo feminina brasileira, propensas a
apresentar qualquer uma das complicacbes decorrentes da osteoporose,

principalmente fraturas (IBGE, 2000).

Figura 3 - Piramide etaria absoluta do Brasil projetada para o ano 2050

(Fonte: IBGE/DPE/COPIS, 2004).

[.3 Os custos da osteoporose
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As fraturas patoldgicas por osteoporose, de uma maneira geral, deveriam
se constituir em objeto de apreensao pelos Estados, bem como, de profundos
estudos, ndo somente devido aos altos custos, hospitalares e domiciliares,
decorrentes do tratamento das mesmas, mas, principalmente, as altas taxas de
morbidade e mortalidade a que estdo associadas. COOPER et al. (1993) estimam
que, para o ano 2050, a Asia, a Africa e a América Latina serfio sede de mais de
70% de todas as fraturas proximais femorais, devido a osteoporose, em nivel
mundial. Informagbes prestadas pela Academia Americana de Cirurgidoes
Ortopédicos (AAOS) expressam que, somente nos Estados Unidos, em 1999,
ocorreram, aproximadamente, 320 mil hospitalizacdes por fraturas osteoporoéticas na
regido do quadril, a um custo anual de 12,6 bilhdes de ddlares. Levando-se em
consideracdo o aumento global da expectativa de vida naquele pais, espera-se que
0 numero anual de fraturas do fémur proximal atinja niveis proximos de 650 mil até o
ano 2050, gerando, proporcionalmente, vultosos gastos de 25,6 bilhdes de ddlares
(AAQOS, 2001). Somam-se a estes valores, as consequéncias e sequelas diretas das
mesmas.

As fraturas patolégicas do fémur proximal, por osteoporose, sdo as que
apresentam pior prognostico. KIEL et al. (1987) e KANIS & McCLOSKEY (1996)
afirmam que dentre todos os pacientes que sofrem fratura da regido proximal do
fémur, 20% terdo uma sobrevida de até um ano e outros 50% n&o voltardo a andar
de maneira autbnoma, necessitando de cuidados domiciliares permanentes. Nao ha,
no Brasil, indicadores atuais referentes aos nimeros destas fraturas. Alguns autores,
contudo, fornecem dados isolados de algumas regibes do pais, que néao

representam, em absoluto, a realidade vivida pela nacdo. KOMATSU et al. (1999)

analisaram a incidéncia de fraturas femorais no idoso, em uma determinada regiao
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do interior do estado de S&o Paulo, relatando que a incidéncia de fraturas proximais
do fémur foi, significativamente, maior em pacientes com 60 anos ou mais.
Resultados semelhantes foram encontrados por CASTRO & RIBEIRO (2003), na
cidade de Sobral — Ceara, e por SILVEIRA et al. (2005), na cidade de Fortaleza —
Ceard. Nao existem, tampouco, no Brasil, dados atuais sobre o custo real
decorrentes das internacbes e tratamentos destas fraturas. O Nucleo de
Informacdes do Ministério da Saude, por ocasido da “Campanha Nacional de
Prevencdo da Osteoporose”, em 2001, disponibilizou os dados referentes aos
nameros de fraturas de quadril, do ano de 1988, bem como os custos do tratamento
hospitalar das mesmas, relacionando-os com as cinco regiées do pais, em pacientes

acima de 60 anos de idade (MARQUES NETO, 2001) (tabela 1).

Tabela 1 - Total de fraturas do fémur proximal e de seus custos, em
individuos acima de 60 anos, no Brasil em 1988.

Regido Regido Regido E:gtl?:_ Regido Total
Sudeste Norte Nordeste Sul
Oeste
Total de
fraturas 9.709 514 1.756 3.824 3.184 18.987
Custos
(RS) 10.920.464,73 1.042.684,03 1.543.384,32 4.496.308,85 9.392.820,62 27.395.662,55

Fonte: Nucleo de Informag6es/Ministério da Saude.

As informagfBes acima, embora pertencam a década de 80, revelam
dados preocupantes em relacédo ao futuro, em se tratando da qualidade de vida de
individuos acima de 60 anos de idade no Brasil, bem como, ndo deixam davidas
acerca dos altissimos custos econémicos e, consequentemente, sociais, oriundos
das fraturas osteoporoticas. Expressam também a premente necessidade de acoes

de saude voltadas, exclusivamente, para a chamada “terceira idade”.
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.4 Osteoporose e os farmacos

A Medicina do século XXI apresenta um enfoque particularmente
preventivo das enfermidades, dando-se maior importancia a profilaxia das mesmas.
Em se tratando da osteoporose, sabe-se que a “poupanca 0ssea”’, realizada durante
a mocidade, é um dos fatores primordiais para instalacdo ou ndo da doenca. Para
tanto, anualmente, dezenas de estudos instituem diversos mecanismos para o
combate e/ou reversao da enfermidade: exercicios fisicos de todas as formas, tipos
e intensidades; mudanca de habitos deletérios de vida, apregoando, desde varias
horas de sono a alimentacdo macrobidtica; atividades relacionadas a Medicina
alternativa, como acupuntura e ioga, entre outras (KREY, 1982; DHONUKSHE-
RUTTEN et al.,, 2005; PHOOSUWAN et al., 2009; KRUCOFF et al., 2010; LIN &
PAN, 2010; KORPELAINEN et al., 2010; HAMDY et al., 2010; NAKAGI et al., 2010;
OU-YANG et al., 2011). Nao obstante o grande volume de informacdes disponiveis
sobre o tema, muitas delas sem qualquer grau de evidéncia cientifica, €
perfeitamente possivel o planejamento de métodos profilaticos, associados, ou nao,
ao uso de farmacos, que proporcionem alguma qualidade de vida e o minimo de
seguranca nas atividades diarias de pacientes osteoporéticos.

Embora a cura da osteoporose esteja longe de ser alcancada, existem,
dezenas de opcles farmacoldgicas que visam minimizar os danos causados pela
instalacdo da enfermidade. Atualmente, consideram-se como drogas eficazes no
tratamento da osteoporose, aquelas que, primariamente, reduzem os riscos de
fraturas em estudos cientificos controlados (LEITE, 1999; PINTO NETO et al., 2002).
Atualmente, existem varias classes farmacoldgicas disponiveis, para o tratamento da

osteoporose, e os bisfosfonatos sdo seus principais representantes. Uma vez que a
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osteoporose € caracterizada por altas taxas de remodelacao tecidual, as drogas que
agem diminuindo a reabsorcdo éssea (antirreabsortivos) e/ou aumentando a
formacdo do mesmo (estimuladores da formacédo) devem ser alvo de estudos

aprofundados (tabela 2).

Tabela 2 — Principais drogas de acéo antirreabsortivas e

estimuladoras de formacédo 6ssea.

_ _ Drogas estimuladoras da
Drogas antirreabsortivas

formacao 6ssea

Terapia de reposi¢ao hormonal

Modeladores dos receptores de Hormonio da Paratireoide

estrogénio (SERMs) (PTH 1-34)
Calcitonina Teriparatida
Calcio e vitamina D Fluoreto de Sodio

Bisfosfonatos (BF)
Adaptado de Leite (1999).

A terapia de reposicdo hormonal (TRH) firma-se em solidos alicerces,
como opgao para o tratamento e prevencdo da osteoporose. Varios estudos, de
curto e longo prazos, demonstram sua eficacia no aumento da DMO e na reducgéo
das taxas de fraturas patologicas por osteoporose (NIH CONSENSUS
DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND
THERAPY, 2001; PINTO NETO et al., 2002; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DENSITOMETRIA CLINICA, 2003; GUARNIERO & OLIVEIRA, 2004). A OMS (OMS,
1994) e WIMALAWANSA (1995), através de estudos epidemiolégicos, em usuarias

da TRH, demonstraram a reducéo de até 50% das fraturas vertebrais e de até 25%
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das fraturas néo-vertebrais. Dados ainda mais animadores s&o descritos por
GUARNIERO & OLIVEIRA (2004), que relatam a reducéo de 40% a 50% das
fraturas patologicas de fémur e de até 90% do risco de fraturas vertebrais.

Os modeladores de receptores de estrogénio (SERMSs) tém como principal
objetivo aumentar os efeitos benéficos dos estrogénios nos 0ssos, diminuindo 0s
efeitos carcinogénicos dos mesmos na mama e no endométrio (ETTINGER et al.,
1999; NIH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS
PREVENTION, DIAGNOSIS, AND THERAPY, 2001). O principal representante
desta classe, o raloxifeno, foi capaz de prevenir e diminuir o risco de fraturas
vertebrais em 40% a 55% em pacientes com osteoporose (NIH CONSENSUS
DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND
THERAPY, 2001; PINTO NETO et al., 2002; CARVALHO, 2006).

A calcitonina € um horménio secretado pelas células “C” parafoliculares
da tireoide. A droga similar, na forma de calcitonina de salmao, foi a primeira
inibidora osteoclastica a ser utilizada, diminuindo as taxas de remodelacédo 6ssea,
contudo, seu alto custo financeiro, maior indice de efeitos adversos e menor
efetividade, em relacdo a outras drogas de menor custo, tem-na colocado em
segundo plano no tratamento da osteoporose (PINTO NETO et al., 2002; GRIZ et
al., 2006a). A calcitonina apresenta eficacia comprovada, acima de 90%, nos casos
de osteoporose transitéria do quadril (DRUMOND et al.,1999), contudo, sdo também
relatados o desenvolvimento de reagfes, do tipo antigeno-anticorpo, em cerca de
60% dos pacientes (GRUER et al., 1993; LEITE, 1999; GRIZ, 2006b).

A ingestdo de calcio e de vitamina D deve fazer parte de qualquer
programa terapéutico para pacientes com diminuicdo da DMO e, principalmente,

naqueles com potencial risco de fraturas patolégicas. CARVALHO (2006), contudo,
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alerta que, principalmente em pacientes idosos, a perfeita absorcao de calcio pelo
intestino, s6 se faz na presenca da vitamina D3. Outros estudos demonstram que a
ingestdo simultdnea de célcio e vitamina D tem reduzido, significativamente, as
taxas de fraturas na regido do quadril e de outras fraturas ndo-vertebrais em idosos
(NIH CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION,
DIAGNOSIS, AND THERAPY, 2001; GAMEIRO & SCHOTT, 2006; SEIBEL, 2006).

O PTH 1-34, que apresenta em sua composicdo o0s 34 primeiros
aminoacidos da molécula original do paratorménio humano, € considerado um
analogo, de grande eficacia, da mesma. Dependendo da dose e da maneira como é
utilizado, pode favorecer tanto a formacdo quanto a reabsorcdo oOssea (PINTO
NETO et al., 2002). Sua principal indicacdo diz respeito a pacientes com
osteoporose estabelecida, ou seja, aqueles com -2,5 DP ao exame densitométrico e
gue apresentem pelo menos uma fratura osteoporotica (GUARNIERO & OLIVEIRA,
2004).

A teriparatida, um derivado sintético do horménio da paratireoide, € a
Unica substancia que consegue um real ganho de massa 6ssea, pela estimulagéo e
formacdo de osteoblastos, quando administrada subcutaneamente por um periodo
de um a dois anos (OLIVEIRA et al., 2003; CARVALHO, 2006). Outros autores,
contudo, relatam a necessidade de maiores estudos relacionados a utilizacdo da
teriparatida no tratamento da osteoporose, uma vez que seu mecanismo de acéo e
resultados ainda permanecem obscuros (GUARNIERO & OLIVEIRA, 2004,
FERRARI & RIZZOLI, 2005).

O uso do fluoreto de sodio, no tratamento da osteoporose, aumenta a
mineralizacdo e a massa 6ssea as radiografias, por sua atuacdo direta sobre 0s

osteoblastos, além de promover a diminuicdo da reabsorcédo 6ssea (GUARNIERO &
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OLIVEIRA, 2004), contudo, ndo h& dados suficientes que comprovem a diminui¢ao
dos indices de fraturas pelo seu uso cronico (CARVALHO, 2006, COMPSTON,
2006).

Os bisfosfonatos (BF) sdo uma classe de medicamentos, derivados do
pirofosfato, largamente utilizados em enfermidades com altas taxas de remodelacéo
0ssea como a osteoporose, doencga de Paget e tumores com metastases ésseas (LI
et al., 1999). Devido a sua alta afinidade pelo calcio ésseo, estas substancias agem
especificamente no sistema esquelético, mais precisamente diminuindo a
reabsorcdo 6ssea através, basicamente, de sua acéo inibitoria sobre 0 mecanismo
osteoclastico (SEEDOR et al., 1991; TAKAHASHI et al., 1999; AMANAT et al. 2005).
DUNFORD et al. (2001) relatam que os bisfosfonatos acumulam-se internamente
nos osteoclastos, provocando alteracdes em seu citoesqueleto e a consequente
apoptose dos mesmos. Este mecanismo também foi descrito por COXON et al.
(2000).

Diferentes tipos de BF podem ser obtidos alterando-se a estrutura de
suas cadeias laterais (R1 e R2), presas ao atomo de carbono central da estrutura P-
C-P (fésforo-carbono-fosforo) (COXON, 2000) (figura 4). Pode-se dizer que existem
duas classes de bisfosfonatos: aqueles que apresentam nitrogénio em suas cadeias
laterais (aminobisfosfonatos) e os que nao apresentam nitrogénio (GRIZ, 2006b;
WALTER et al., 2007) (tabela 3). Ainda segundo GRIZ (2006a), os
aminobisfosfonatos sdo mais potentes, em termos terapéuticos, que 0S que nao

apresentam nitrogénio em sua molécula.
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Figura 4 — Representacdo da estrutura molecular dos

bisfosfonatos.

Tabela 3 - Bisfosfonatos com e sem nitrogénio em sua

composicao.

Bisfosfonatos com nitrogénio  Bisfosfonatos sem nitrogénio

na cadeia lateral na cadeia lateral
Alendronato Etidronato
Ibandronato
Pamidronato Tiludronato

Residronato

Zoledronato Clodronato

Fonte: Walter et al., 2007.

Outros estudos demonstram que a poténcia terapéutica de um
bisfosfonato esta, também, relacionada a outros fatores, além da presenca, ou néo,
de nitrogénio em sua molécula. Segundo SHINODA et al. (1983), a adicdo de um
grupo hidroxila, ao atomo de carbono na posicdo lateral (R1) do bisfosfonato,
aumentaria sua poténcia antirreabsortiva. Para FERNANDES et al. (2005), a

presenca de um grupo amino, no final da cadeia lateral (R2), da ao BF poténcia
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superior aos demais. Em verdade, a poténcia clinica destes farmacos est4,
diretamente, relacionada ao niumero de carbonos que faz parte da cadeia lateral R2:
guanto mais atomos de carbono, maior a atividade antirreabsortiva da droga.

A maioria dos BF, de uso oral, tem efeitos bastante satisfatérios no
tratamento de doengas com altos indices de remodelagdo 6ssea, contudo, seus
efeitos adversos acabam por diminuir, em larga escala, a adesdo dos pacientes a
tais tratamentos. CRAMER et al. (2007) apresentam taxas de adeséo dos pacientes,
aos tratamentos com bisfosfonatos orais, que variam de 17,9% a 78%. Um dos
principais efeitos adversos relatados, principalmente em relacdo aqueles de uso oral,
€ o desconforto gastrointestinal que provocam, geralmente associado a queixas de
pirose intensa, diarreia, vOmitos, cefaleia e obstipacdo (NEER et al., 2001,
ZEHNDER et al.,2004); sintomas como os de gripe e edema periférico (ETTINGER
et al., 1999), além de efeitos mais graves como hepato-toxicidade, peritonite e 6ébito
(YAMK et al., 2007). A osteonecrose de mandibula é um efeito adverso
frequentemente relatado por diversos autores e, até o presente momento, sem
elucidacdo quanto a sua fisiopatologia (ANGUITA et al., 2006; SHANE et al., 2006;

SOMERMAN & McCAULEY, 2006; BILEZIKIAN, 2006).

I.5 Osteoporose e o acido zoledrénico

Dentre os representantes da classe farmacéutica dos bisfosfonatos, o
acido zoledrénico, um novo aminobisfosfonato, tem se mostrado o mais potente
inibidor da reabsorcao 6ssea que qualquer outro (PATAKI et al., 1997; CHEER &
NOBLE, 2001; GLATT et al., 2004). Um recente estudo, realizado em caes, sugere

gue o acido zoledrbnico ndo é apenas um potente agente antirreabsortivo, mas
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também promove nova aposicdo o0ssea (WISE et al., 2005). Quanto a sua poténcia,
estudos demonstram uma efetividade, no minimo, 100 vezes maior que O
alendronato, o mais comum BF prescrito no Brasil, e até 10.000 vezes maior, se

comparado ao etidronato (FERNANDES et al., 2005) (tabela 4).

Tabela 4 - Principais bisfosfonatos e suas poténcias antirreabsortivas.

Bisfosfonato Cadeia Cadeia R2 Potencia
R1 antirreabsortiva

Etidronato OH CHs ~1
Clodronato Cl Cl ~10
Pamidronato OH (CH2)2NH> ~ 100
Neridronato OH (CH2)sNH> ~ 100
Alendronato OH (CH2)3NH> 100 - 1000
Olpadronato OH (CH2)2N(CH3), 100 - 1000

Ibandronato OH  (CH2)2N(CH3)(CH,)4CH3 1000 - 10.000
Risedronato OH CH,-3-piridina 1000 - 10.000

Zoledronato OH CHs»-imidazol > 10.000

Adaptado de FERNANDES et al. (2005).

Aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration — USA) em 2001, o
acido zoledrdnico foi, inicialmente, indicado para o tratamento da hipercalcemia
maligna, causada por metastases tumorais 6sseas (CHEN et al., 2002; WENZEL et
al., 2004), contudo, verificou-se que sua acao estendia-se, também, as
enfermidades relacionadas ao metabolismo 6sseo. Estudos demonstram que, devido
a sua alta poténcia, seu efeito antirreabsortivo maximo pode ser atingido com a

administracdo de poucas doses, em intervalos de tempo maiores, comparativamente



/. Ostegporose - Revisdo de Literatura 1Esiim

aos demais bisfosfonatos (REID et al., 2002; PERIFANIS et al. 2007). Os melhores
resultados antirreabsortivos, com remissdo quase total dos sinais e sintomas
clinicos, além da normalizagéo das altera¢des bioquimicas, tém sido encontrados no
tratamento de doencas como o Paget (CHUNG & KEEN, 2003; REID et al., 2005;
GRIZ et al., 2006a; GRIZ et al., 2006b; MATOS et al., 2007). Efeitos animadores
também tém sido observados na terapéutica de sequelas 6sseas de doencas como
a talassemia (OTROCK et al., 2006; GILFILLAN et al., 2006; PERIFANIS et al.,
2007), lapus eritematoso sistémico (SOUZA et al., 2004), doenca de Erdheim-
Chester (granulomatose lipidica) (SRIKULMONTREE et al., 2007), entre outras. No
campo da Ortopedia e Traumatologia, o acido zoledrénico tem sido utilizado, com
sucesso, no tratamento de pseudartroses e retardes de consolidagdo (MATOS et al.,
2007), osteonecrose asséptica da cabeca femoral (LITTLE et al., 2003b), artrites
(SIMS et al., 2004), soltura asséptica de proteses de quadris e joelhos (WISE et al.,
2005), artrodeses (BRANSFORD et al., 2007) e em perdas de seguimentos 6sseos
(LITTLE et al., 2003a; LITTLE et al., 2005). Outros autores também obtiveram bons
resultados utilizando esta droga no tratamento da osteoporose causada pela
imobilidade prolongada, como nos casos de lesbes medulares (BINKLEY et al.,
1998; HORNBY et al., 2003; SHAPIRO et al., 2007), e aos diferentes tipos de falhas
de implantes metalicos ortopédicos (PETER et al., 2006).

A despeito de todos os estudos relacionados ao acido zoledrbnico, existe
uma surpreendente caréncia de estudos que associam esta droga a osteoporose
primaria do tipo |. Esta lacuna torna-se ainda mais evidente, e preocupante, ao se
verificar a quase inexisténcia de estudos experimentais de origem nacional,
relativamente ao tema. Mesmo frente as mais sombrias previsdes epidemioldgicas,

acerca do futuro desta enfermidade no Brasil, as diversas bases de dados
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enumeram, apenas, quatro citacées brasileiras relacionadas ao &cido zoledrénico e
a osteoporose primaria do tipo | (CARVAS, 2007; JANJACOMO, 2009; PEREIRA et
al., 2009; PALACIO et al., 2010).

Dessa maneira, propde-se, com 0 presente estudo, a investigacdo dos
efeitos do acido zoledrbnico sobre o peso de ratas osteoporéticas, apéds
ooforectomia bilateral, e sobre a regido proximal femoral das mesmas, sob o ponto

de vista densitométrico, biomecanico e microtomogréfico.
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OS EFEITOS DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE O PESO E A DENSIDADE

OSSEA DE RATAS OOFORECTOMIZADAS
RESUMO

Objetivo: Investigar as repercussdes do acido zoledrbnico sobre o peso e sobre a
densidade femoral de ratas com osteoporose, secundaria a ooforectomia bilateral,
apos nove e doze meses de administragdo da droga. Métodos: Foram estudadas,
aleatéria e prospectivamente, 80 ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus
albinus). Com 60 dias de vida, os animais foram sorteados em dois grupos de
acordo com o procedimento cirdrgico a que seriam, imediatamente, submetidos:
ooforectomia bilateral (grupo O) (n=40) e cirurgia placebo (sham) (grupo S) (n=40).
Apos trinta dias de pds-operatério, os animais foram sorteados em quatro grupos, de
acordo com a administracao intraperitoneal de 0,1mg/kg de &cido zoledrénico (AZ)
ou 4gua destilada (AD): OAZ (n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20). Os
animais foram sacrificados nove e doze meses ap0s a administragcdo das
substéancias, tendo seus fémures direitos retirados e analisados. Para o estudo do
peso (g), foi considerado a curva evolutiva do mesmo, ao longo do experimento.
Para o estudo densitométrico, foram realizadas radiografias digitais das pecas
anatdbmicas e estas submetidas a analise densitométrica com a ajuda do programa
de analise de imagens especificos. Resultados: O acido zoledrénico e 0 momento do
sacrificio, ndo tiveram efeito sobre o peso dos animais. A ooforectomia aumentou,
significativamente, o peso dos animais, aos nove meses. Houve aumento
significante da densidade 6ssea femoral nos animais que fizeram uso do acido

zoledrénico. A ooforectomia diminuiu, significativamente, a densidade O6ssea dos
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animais que receberam agua destilada, aos nove meses. Quanto ao efeito do tempo,
verificou-se a diminuicdo, significativa, da densidade 60ssea, nos animais que
receberam agua destilada, sacrificados aos 12 meses, comparativamente aos
sacrificados aos nove meses. Conclusédo: O acido zoledrénico ndo teve influéncia
sobre o peso dos animais, aumentando, contudo, de maneira significativa, a
densidade 6ssea femoral dos mesmos.

Descritores: Acido zoledrdnico; densitometria; ooforectomia; osteoporose; rato.
ABSTRACT

Objective: To investigate the clinical and densitometric effects of zoledronic acid in
the femurs of female osteoporotic rats due to bilateral oophorectomy, after a follow
up period of nine and twelve months. Methods: Eighty female rats (Rattus novergicus
albinus — Wistar lineage) were randomly and prospectively assessed. Within 60 days,
animals were randomized into two groups regarding the surgical procedure: bilateral
oophorectomy (group O) (n=40) and sham surgery (group S) (n=40). When animals
were 90 days old, groups O and S were randomized into four groups, according to
the intraperitoneal administration of 0.1mg/kg of zoledronic acid (AZ) or distilled
water (AD): OAZ (n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) and SAD (n=20). Animals were
euthanized nine and twelve months after the administration of substances, and their
right femurs removed and analyzed. The weight of the animals was monthly recorded
throughout the study. The densitometric study was performed through the analysis of
femoral digital radiographies using specific images analysis computer programs.
Results: At nine months, the ovariectomized groups had a significant increase in the

weight (g) regardless of the substance administered. At twelve months there was no
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difference in the weight among groups. There was a significant increase in femoral
bone density in animals which have made use of zoledronic acid regardless
oophorectomy and follow up period. Conclusions: Zoledronic acid had no influence in
the weight of the animals, significantly increasing their femoral bone density.

Key words: osteoporosis, zoledronic acid, densitometry, rats, ovariectomy.
INTRODUCAO

As transformacfes tecnoldgicas ocorridas durante o ultimo século, o
avanco da Medicina e o processo migratério da populacdo em direcdo as grandes
cidades, levaram ao aumento da expectativa de vida da populacdo, promovendo um
fenbmeno nunca antes reconhecido: o real envelhecimento da populacéo
brasileira[1-3]. O Censo populacional de 2004 prevé que, a partir do ano 2010,
havera um aumento da parcela da populagdo, com mais de 60 anos, de,
aproximadamente, 31%, até o ano 2050[3]. As doencas cronico-degenerativas
tornar-se-ao cada vez mais comuns e, dentre elas, a osteoporose, bem como, as
fraturas relacionadas a mesma, assumirdo um papel relevante[4].

A perda gradual da massa 6ssea e a consequente deterioracdo de sua
microarquitetura[5], aumentam o risco de fraturas, principalmente vertebrais,
femorais e do radio distal[6-8], devido a diminuicdo hormonal, caracteristica da
menopausa. Alguns autores afirmam que, em média, aos 65 anos, a mulher ja
perdeu cerca de 25% de sua massa 0ssea[9-10]. A densitometria 6ssea (DXA) é o
exame de escolha para o diagnostico e o controle do tratamento da osteoporose.
Trata-se de um exame nédo invasivo, capaz de registrar a densidade, ou a

guantidade de calcio, dos principais sitios de fraturas patologicas: as vértebras e a
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regido proximal femoral. Em corpos de menor escala, a densitometria digital éptica,
um exame validado em nivel mundial, tem sido largamente utilizada[11-13].

A poupanca 0Ossea, realizada durante a mocidade, é um dos fatores
primordiais para instalacdo ou ndo da osteoporose[7-8]. Em alguns casos, a terapia
medicamentosa, como 0s bisfosfonatos, associada a exames de imagem, como a
densitometria, tornam-se a medida mais eficaz para reverter ou, mais comumente,
impedir o avanco da doenca e de muitas de suas sequelas[7,15-16]. Muitos também
séo os efeitos adversos causados pela administracdo continua destes farmacos, o
que diminui, em grande escala, a adesao dos pacientes ao tratamento.

O acido zoledrénico, em infusdo endovenosa Unica anual, promete
diminuir os efeitos colaterais decorrentes do wuso diario desta classe
farmacoldgica[17-18], bem como eliminar a baixa adesdo dos pacientes ao
tratamento. O presente estudo foi delineado com o objetivo de se minimizar a
caréncia de estudos experimentais sobre o tema, bem como, o de se investigar os
possiveis efeitos do &cido zoledrdnico sobre a massa corporal e a densidade 6ssea

femoral em ratas pds-ooforectomia.
MATERIAL E METODOS

1. Recepcao dos animais e adaptacdo ao ambiente experimental
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, sob o n° 622/2007.
O tamanho amostral foi determinado previamente ao inicio do estudo,

através de testes estatisticos especificos, levando-se em considera¢do 0s riscos a
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(5%) e B (20%), bem como a variabilidade das variaveis, chegando-se a um valor
minimo de 10 individuos por grupo.

Foram utilizadas 80 ratas (Rattus novergicus albinus), linhagem Wistar,
procedentes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP) - Campus Botucatu.

Os animais que, a recepc¢ao, contavam com 30 dias de vida, depois de
clinicamente avaliados e pesados, foram alojados em gaiolas de polipropileno, em
ambiente com temperatura controlada e ciclo de luz claro-escuro, sendo oferecido
aos mesmos racdo para roedores (Labina®, Nestlé Purina PetCare Company®) e

agua ad libitum.
2. Delineamento experimental
Todas as etapas do processo experimental estdo sumarizadas na figura 1.

2.1. Procedimentos cirdrgicos

Trinta dias ap0s a chegada ao laboratério, aos 60 dias de vida, quando
atingiram a idade reprodutiva, os animais foram sorteados em dois grupos, pelo
método de sorteio de envelopes opacos e lacrados, de acordo com o procedimento
cirdrgico a que seriam, imediatamente, submetidos: grupo O (ooforectomia) (n=40) e
grupo S (cirurgia sham) (n=40).

O procedimento operatorio de ooforectomia foi realizado apds anestesia
intraperitoneal, com 30 mg/kg de pentobarbital sédico 3%, e tricotomia dorsolateral,
logo abaixo da ultima costela, bilateralmente. Os animais foram entdo submetidos a

assepsia regional com agua e sabao, antissepsia com solucdo aquosa 0,2% de
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clorexidina (Riohex, Rioquimica®) e posicionados em mesa cirlirgica, em declbito
lateral. Foi realizada uma incisao transversal na pele com, aproximadamente, 1,5
centimetros de comprimento, entre a ultima costela e a articulagdo coxofemoral. A
cavidade peritoneal foi exposta, ultrapassando-se o plano muscular por divulséo,
permitindo-se o acesso ao ovario envolto em tecido adiposo (figura 2a). Procedeu-se
a ligadura do ovario, com fio de algoddo 3.0 (Paramed®), e seccdo do mesmo
distalmente a ligadura (figura 2b). A musculatura e a pele foram aproximadas com fio
Mononylon” 3-0 (Ethicon®), repetindo-se os mesmos procedimentos no lado
contralateral, para a retirada do outro ovario.

Os animais do grupo S foram submetidos aos mesmos procedimentos

descritos, com excecao dos tempos cirargicos de ligadura e seccédo dos ovarios.

2.2. Administracdo das substancias

Trinta dias apds os procedimentos cirdrgicos, aos 90 dias de vida, apos
novo sorteio, os grupos O e S foram divididos em quatro subgrupos, de acordo com
a administrac&o, intraperitoneal, de 0,1mg/kg de &cido zoledrénico (AZ) (Aclasta™,
Novartis® Biociéncias S.A.) ou 4gua destilada (AD), completando-se os grupos: OAZ
(n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20).

Durante todo o periodo de experimento, os animais foram pesados

mensalmente.

2.3. Eutanasia dos animais (Momentos 1 e 2)
Os sacrificios foram realizados nove e 12 meses ap0s a administracédo
das substancias (Momentos 1 e 2), quando dez animais de cada grupo foram

aleatoriamente sacrificados com dose letal, intraperitoneal, de 80mg/kg de
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pentobarbital sodico 3%, tendo seus fémures direitos desarticulados, na regido
proximal (quadril) e distal (joelho), com a retirada de todas as partes moles
(musculos, tenddes e ligamentos).

As pecas anatomicas foram entdo envolvidas em gaze, embebida em
soro fisioldgico 0,9%, embaladas em papel aluminio, identificadas e, imediatamente,

enviadas para a realizacao dos ensaios densitométricos.

3. Analise do Peso

A pesagem, em gramas, dos animais foi realizada mensalmente ao longo
de todo o experimento, sempre no mesmo dia do més, pelo pesquisador principal,
utilizando-se balanca eletrénica portatii modelo Scout Pro SP602 (Toledo®), com

capacidade de 600 g / 0,01 g.

4. Anélise Densitométrica

Para a analise densitométrica, utilizou-se um aparelho de raios-X
convencional modelo GE 100 (General Eletric, Milwaukee — USA), filmes
radiograficos de 24 x 30 cm (Braf, Kodak Brasileira Com. Ind. Ltda.) e chassi de
tamanho correspondente. A distancia do foco emissor de raios-X foi padronizada em
50 cm. As imagens foram obtidas utilizando-se uma poténcia de 50 quilovoltpico
(kVp) e 10 miliamperes (mA) de corrente, sempre associado ao uso de colimador
(figura 3a).

As pecas anatbmicas, devidamente identificadas com numerais de
chumbo, foram posicionadas sobre a placa Optica do programa de analise de
imagens, juntamente com uma escala padronizada de referéncia de aluminio macico

(Al-Mg-Si), denominada penetrébmetro ou phantom, com vinte e cinco degraus, cada
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um com 1 mm de espessura. As imagens radiogréficas digitais resultantes foram
lidas pelo scanner do proprio equipamento e manipuladas dentro do ambiente do
programa Digora® (Orion Corporation — Helsinki, Finland). Este programa,
largamente utilizado na Odontologia norte-americana, € capaz de determinar o valor,
em modulo, da radiopacidade de determinado material, de acordo com a variagéo do
espectro de cores cinza da imagem radiolégica analisada, comparando-a com a do
penetrdmetro de aluminio. ApGs a determinacdo de uma area de 6mm?, localizada
na regiao intertrocantérica dos fémures, definida como regiao de interesse (“ROI” —
Region of Interest), a avaliacdo da densidade 6ssea foi realizada automaticamente.
O proéprio programa € capaz de converter os valores densitométricos obtidos em

modulo, para milimetros de aluminio (mmAl), baseando-se na densidade do

penetrémetro de aluminio de referéncia.

5. Anédlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através de andlise de variancia, no

modelo inteiramente casualizado, complementada com 0s respectivos testes de
comparacdes multiplas, utilizando-se, para tanto, os programas SigmaStat® versdo
3.5.1.2 (Systat Software, Inc., Germany, 2006) e Minitab® vers&o 15.1.30.0 (Minitab
Inc., 2007). O estudo das variaveis foi realizado por meio da técnica da andlise de
variancia para um experimento fatorial do tipo 2x2x2 (trés fatores, cada um com dois
niveis):

e Tipo de procedimento cirdrgico: ooforectomia e cirurgia sham

e Substancia administrada: acido zoledrénico e agua destilada

e Momento do sacrificio: nove e 12 meses



/1. Artigo Original I soumms

Os resultados dos procedimentos estatisticos foram apresentados em
tabelas e graficos, contendo medidas descritivas de tendéncia central (média) e
variabilidade (desvio-padrdo), com o0s respectivos indicadores de significancia

(p<0,05).
RESULTADOS

Com relagédo a substancia administrada, a andlise de variancia mostrou
nao ter havido influéncia do &cido zoledrénico sobre o peso dos animais (tabela 1)
(figura 4). Em se tratando da densidade éssea, verificou-se o aumento significativo
desta variavel nos animais que fizeram uso do acido zoledrénico (grupos OAZ e
SAZ), em relacdo aqueles que receberam agua destilada (grupos OAD e SAD)
(tabela 2) (figura 5).

Em se tratando do procedimento cirargico, verificou-se o0 aumento
significativo da massa corporal dos animais, submetidos a ooforectomia (grupos
OAD e OAZ), aos nove meses (Momento 1), esta diferenca, contudo, ndo se
manteve até os doze meses (Momento 2) (tabela 1). Observou-se também, a
diminuicdo significativa da densidade 6ssea nos animais ooforectomizados que
fizeram uso de agua destilada (OAD), aos nove meses (Momento 1) em relacédo ao
grupo sham (SAD). Esta diferenca, contudo, ndo se manteve até os doze meses
(Momento 2) (tabela 2).

Analisando-se o efeito do tempo, o estudo das variancias mostrou nao ter
havido influéncia do momento de eutanasia sobre o peso dos animais (tabela 1).

Observou-se, contudo, a diminuicdo significativa da densidade 6ssea dos animais
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avaliados no Momento 2 (doze meses), que receberam agua destilada (grupos OAD

e SAD), comparativamente ao Momento 1 (tabela 2).
DISCUSSAO

O &cido zoledrénico, um novo e poderoso bisfosfonato, age inibindo a
acao osteoclastica e, consequentemente, diminuindo a reabsorcdo 6ssea[19-20]. O
0sso do tipo trabecular € o principal sitio de acdo da droga, que parece manter a
espessura e a densidade de suas trabeculas, aumentando, por conseguinte, a
resisténcia as fraturas[21-23]. Pacientes com osteoporose, principalmente a primaria
do tipo | (pbés-climatério), que apresentam uma alta atividade osteoclastica, podem
beneficiar-se deste bisfosfonato de 32 geracao, simplesmente mantendo sua massa
0ssea trabecular[24].

Para a realizagdo deste estudo, o rato foi o animal escolhido por possuir
caracteristicas proximas as dos seres humanos, no que se refere aos sistemas
musculoesquelético e hormonal, além da facilidade de manuseio, disponibilidade em
biotério e baixo custo[25-27]. Diversos autores utilizaram o rato em estudos
relacionados a agressao ao tecido 0sseo0[28-35]. Saville[36], em 1969, foi um dos
pioneiros na utilizacdo de ratas ooforectomizadas, para o estudo da osteoporose,
observando menor quantidade de calcio por unidade de volume do osso. Além das
semelhancas musculoesqueléticas, o rato possui grande semelhanca com relagédo
ao ciclo hormonal humano, passando também pelo periodo de menopausa e
apresentando alteracfes fisiologicas semelhantes[37-39]. Apresenta ciclo biologico,
da infancia a senilidade, mais curto, em torno de 15 meses, permitindo realizar

delineamentos que simulem todo o periodo de vida humana[40]. Em estudo
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recente[41], foi observado que fémeas de ratas da linhagem Sprague-Dowley
evoluem com osteoporose sistémica, detectavel aos exames microtomograficos,
duas semanas ap0s o procedimento cirirgico de ooforectomia bilateral.

Em se tratando do peso, pode-se observar que, embora 0s animais
tenham apresentado um desenvolvimento gaussiano ao longo de todo o
experimento, foi possivel observar o aumento significativo do peso nos grupos
ooforectomizados (OAD e OAZ), aos nove meses, quando comparados aos grupos
nao-ooforectomizados (SAD e SAZ). A alteracéo do perfil lipidico e o consequente
aumento da massa corporal apos o climatério, ocorre, principalmente, em funcéo da
deficiéncia de estrégenos, levando ao acumulo periférico do tecido adiposo e a
alteracdes na distribuicdo de gordura[42]. Achados semelhantes foram obtidos por
diversos autores[25,28-30,32-33,43-46]. Aos doze meses (Momento 2), as
diferencas entre os pesos ndo puderam mais ser identificadas, uma vez que 0s
efeitos da privacdo hormonal acabaram por se manifestar, fisiologicamente, também
nos animais dos grupos nao-ooforectomizados (SAD e SAZ), que igualaram seus
pesos aos dos animais dos grupos ooforectomizados (OAD e OAZ). Os resultados
obtidos revelam que o acido zoledrdnico ndo teve qualquer influéncia no aumento do
peso dos animais, fato também comprovado por Hornby et al.[47], Otrock et al.[48],
Gilfillan et al.[49] e Reid et al.[18].

A densitometria 6ssea, por meio de digitalizacdo e processamento de
imagens radioldgicas, tem sido cada mais utilizada devido aos crescentes avangos
relacionados a computacao grafica. A facilidade e agilidade com que a aquisi¢do dos
resultados finais pode ser obtida, associado aos baixos custos dispendidos, quando
comparados aos exames convencionais de densitometria (DXA), levou diversos

autores a pesquisar e validar diferentes técnicas de aquisicdo e manipulacdo de
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imagens radioldgicas digitais para a analise densitométrica[50-54]. Neste estudo, 0
programa de analise de imagens forneceu a densidade 6ssea femoral de maneira
indireta, comparando os infinitos tons cromaticos de cinza das imagens
radiograficas, aos da escala padronizada do penetrbmetro, traduzindo as
densidades 6sseas femorais em unidades de milimetros de aluminio (mmAl).
Estatisticamente, os animais que fizeram uso do &cido zoledrénico (OAZ e
SAZ) apresentaram densidade 6ssea maior que aqueles que fizeram uso de agua
destilada (OAD e SAD), independentemente do procedimento cirlrgico realizado ou
do momento da eutanasia. Sabe-se que a privacdo hormonal provoca um estimulo
negativo progressivo sobre o sistema osteoblastico (feedback negativo), fazendo
com que o sistema osteoclastico torne-se facilitado, fatos que, invariavelmente,
culminam em desmineralizacdo 0sseal29,32,43,55-58]. Neste estudo, o &acido
zoledrénico, que bloqueia a organizacdo do citoesqueleto e motilidade dos
osteoclastos, parece ter promovido a prote¢cdo do tecido 6sseo, mantendo a

densidade femoral nos animais que fizeram uso da droga.
CONCLUSOES

O acido zoledrbénico administrado intraperitonealmente, na concentracao
de 0,1mg/kg, ndo mostrou influéncia sobre o peso dos animais, aumentando,
significativamente, a densidade Ossea da regido proximal de fémures de ratas

ooforectomizadas, apds nove e doze meses de observacao.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo do peso dos animais (g), segundo o tipo de procedimento cirlrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia
Cirdrgico Administrada Grupo
9 9 meses (M1) 12 meses (M2)
Agua Destilada OAD enne385 £ 56 372 + 11
Ooforectomia
Acido
Zoledronico OAZ % /---368 + 78 361 + 42
p=0,03
Agua Destilada SAD Npe330 & 68 337 + 53
*
Cirurgia Sham p=0,03
Acido  — ny N34+ 36 334 + 59
Zoledronico
* Diferencga significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
OAD-9 SAD-9 OAZ-9 SAZ-9 OAD-12 SAD-12 OAZ-12 SAZ-12

Figura 4 — Médias e desvios-padrdo do peso (g) ao longo do

experimento, segundo 0s grupos e momentos de sacrificio.
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Tabela 2 — Médias e desvios-padrdo da densidade femoral (mmAl), segundo o tipo de procedimento cirtrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia

e > Grupo
Cirurgico Administrada P 9 meses (M1) 12 meses (M2)
t p=0,002
I Y
Agua Destilada OAD r=183 = 15 16,4 + 0,9
Ooforectomia ;=0,04 ;<o,001
Acido
Zoledrénico OAZ * 199 =+ 19 224 = 1.2
p=0,04
t p=0,04
~ Y
Agua Destilada SAD “een192 £ 19 17,8 = 1,0
i i t T
Cirurgia Sham ' p=0,006 p<0,001
Acido
Zoledrdnico SAZ 214 = 10 23,3 =+ 0,8

* Diferenca significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
1 Diferenca significativa entre 0 momento de eutanasia.
1 Diferenca significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZzZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 5 — Médias e desvios padrdes da densidade femoral
(mmAl) ao longo do experimento, segundo 0S grupos e momentos

de sacrificio.
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EFEITOS BIOMECANICOS DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE OS FEMURES DE
RATAS OSTEOPOROTICAS

RESUMO

Objetivo: Investigar as repercussdes biomecanicas do acido zoledrénico em fémures
de ratas com osteoporose, provocada por ooforectomia bilateral, apés nove e doze
meses de administracdo da droga. Métodos: Foram estudadas, aleatéria e
prospectivamente, 80 ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus). Com 60
dias de vida, os animais foram sorteados em dois grupos, de acordo com o
procedimento cirdrgico a que seriam, imediatamente, submetidos: ooforectomia
bilateral (grupo O) (n=40) e cirurgia placebo (sham) (grupo S) (n=40). Apds trinta
dias de pdGs-operatério, os animais foram sorteados em quatro grupos, de acordo
com a administracao intraperitoneal de 0,1mg/kg de acido zoledrénico (AZ) ou 4gua
destilada (AD): OAZ (n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20). Os animais
foram sacrificados nove e doze meses apds a administracdo das substancias, tendo
seus fémures direitos retirados e analisados. Para o estudo biomecénico, foram
realizados ensaios de compressao axial das pecas anatbmicas, com interesse na
regido proximal do fémur, analisando-se as variaveis: carga maxima (N), limite de
elasticidade (N) e coeficiente de rigidez (N/mm). Resultados: O acido zoledrbnico
aumentou, de maneira significativa, a carga maxima e o limite de elasticidade,
diminuindo o coeficiente de rigidez das pecas anatbmicas, independentemente do
tipo de cirurgia e do tempo de observacao. Conclusao: O &cido zoledrénico, na dose
de 0,1mg/kg, aumentou, significativamente, a carga maxima e o limite de
elasticidade, diminuindo o coeficiente de rigidez, em fémures de ratas com

osteoporose, causada por ooforectomia bilateral.
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Descritores: Acido zoledronico; biomecanica; ooforectomia; osteoporose; rato.
ABSTRACT

Objective: To investigate the biomechanical effects of zoledronic acid in the femurs of
female rats with osteoporosis due to bilateral oophorectomy, after a follow up period
of nine and twelve months. Methods: Eighty female rats (Rattus novergicus albinus —
Wistar lineage) were randomly and prospectively assessed. Within 60 days, animals
were randomized into two groups regarding the surgical procedure: bilateral
oophorectomy (group O) (n=40) and sham surgery (group S) (n=40). When animals
were 90 days old, groups O and S were randomized into four groups, according to
the intraperitoneal administration of 0.1mg/kg of zoledronic acid (AZ) or distilled
water (AD): OAZ (n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) and SAD (n=20). Animals were
euthanized nine and twelve months after the administration of the substances, and
their right femurs removed and analyzed. For the biomechanical study, axial
compression tests were performed with interest in the proximal femur, getting the
maximum load (N), the yield point (N) and stiffness coefficient (N/mm). Results:
Zoledronic acid significantly increased the maximum load and the yield point,
decreasing the stiffness coefficient regardless oophorectomy and the follow up
period. Conclusion: Zoledronic acid, at a dose of 0.1mg/kg, significantly increased
the maximum load and the yield point, decreasing the stiffness coefficient in the
femurs of female rats with osteoporosis caused by bilateral oophorectomy.

Key words: Zoledronic acid; biomechanics; osteoporosis; ovariectomy; rats.

INTRODUCAO
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A osteoporose pode ser considerada uma pandemia. Dados de 1991
estimavam que dentre as populacdes dos Estados Unidos, Europa e Japéo, cerca
de 75 milhdes de pessoas estivessem afetadas pela enfermidade>?. Estima-se que
ocorram mundialmente, aproximadamente, 1,66 milh6es de fraturas anuais devido a
osteoporose e que, até o ano 2050, este nimero quadruplique®. N&o se pode
negar, pois, que a osteoporose seja um problema de Saude Publica mundial.

Esta € uma doenca que se manifesta de forma insidiosa e silenciosa,
tendo as fraturas como seus primeiros sintomas“®. Estas fraturas caracterizam-se
por serem consequentes a perda de massa 0ssea e a fragilidade da arquitetura
microscopica do tecido. Alguns medicamentos, como os bisfosfonatos, tem sido
capazes de interromper e, até mesmo, reverter o processo degenerativo 6sseo
imposto pela doenca.

Os bisfosfonatos sdo medicamentos derivados do pirofosfato, utilizados
em enfermidades que apresentam alta remodelacdo 6ssea como a doenca de
Paget, tumores 6sseos, hipercalcemia maligna e a osteoporose!™. Devido sua alta
afinidade pelo célcio 6sseo, estas substancias agem especificamente no tecido
esquelético, diminuindo sua reabsorcéo, pela acéo inibitoria sobre os osteoclastos™®
120 4cido zoledrdnico, um novo bisfosfonato, tem se mostrado o mais potente
inibidor da reabsorcédo 6ssea do que qualquer outro®®1®. Estudos demonstram uma
efetividade até 100 vezes maior que o Alendronato, o mais comum bisfosfonato
prescrito no Brasil, e de até 10.000 vezes, quando comparado ao Etidronato™®™*?".

Vérias questdes, sobre 0 mecanismo de acédo dos diversos bisfosfonatos
existentes na morfologia das microestruturas 6sseas, ainda permanecem obscuras

ou sem resposta. Sabe-se, contudo, que as fraturas osteoporoticas estédo
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intimamente relacionadas a aplicacdo de forcas, diretas ou indiretas, sobre o tecido
0sseo fragilizado, provocando falhas na continuidade de suas trabéculas.

A investigacdo dos principais parametros micromorfolégicos do tecido
0sseo de ratas osteoporoticas, sob feito do &cido zoledrbnico, 0 mais poderoso

bisfosfonato existente, é o objetivo deste estudo.
MATERIAL E METODOS

1. Recepcao dos animais e adaptacdo ao ambiente experimental

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, sob o n° 622/2007.

O tamanho amostral foi determinado previamente ao inicio do estudo,
através de testes estatisticos especificos, levando-se em considera¢do 0s riscos a
(5%) e B (20%), bem como a variabilidade das variaveis, chegando-se a um valor
minimo de 10 individuos por grupo.

Foram utilizadas 80 ratas (Rattus novergicus albinus), linhagem Wistar,
procedentes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Judlio de
Mesquita Filho” (UNESP) - Campus Botucatu.

Os animais que, a recepc¢do, contavam com 30 dias de vida, depois de
clinicamente avaliados e pesados, foram alojados em gaiolas de polipropileno, em
ambiente com temperatura controlada e ciclo de luz claro-escuro, sendo oferecido
aos mesmos racdo para roedores (Labina® Nestlé Purina PetCare Company®) e

agua ad libitum.

2. Delineamento experimental
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Todas as etapas do processo experimental estdo sumarizadas na figura 1.

2.1. Procedimentos cirdrgicos

Trinta dias apos a chegada ao laboratorio, aos 60 dias de vida, quando
atingiram a idade reprodutiva, os animais foram sorteados em dois grupos, pelo
método de sorteio de envelopes opacos e lacrados, de acordo com o procedimento
cirirgico a que seriam, imediatamente, submetidos: grupo O (ooforectomia) (n=40) e
grupo S (cirurgia sham) (n=40).

O procedimento operatorio de ooforectomia foi realizado apds anestesia
intraperitoneal, com 30 mg/kg de pentobarbital sédico 3%, e tricotomia dorsolateral,
logo abaixo da ultima costela, bilateralmente. Os animais foram entdo submetidos a
assepsia regional com agua e sabao, antissepsia com solucdo aquosa 0,2% de
clorexidina (Riohex, Rioquimica®) e posicionados em mesa cirlirgica, em decubito
lateral. Foi realizada uma incisao transversal na pele com, aproximadamente, 1,5
centimetros de comprimento, entre a Ultima costela e a articulacdo coxofemoral. A
cavidade peritoneal foi exposta, ultrapassando-se o plano muscular por divulsao,
permitindo-se o acesso ao ovario envolto em tecido adiposo (figura 2a). Procedeu-se
a ligadura do ovario, com fio de algoddo 3.0 (Paramed®), e seccdo do mesmo
distalmente a ligadura (figura 2b). A musculatura e a pele foram aproximadas com fio
Mononylon” 3-0 (Ethicon®), repetindo-se 0s mesmos procedimentos no lado
contralateral, para a retirada do outro ovario.

Os animais do grupo S foram submetidos aos mesmos procedimentos

descritos, com excecao dos tempos cirurgicos de ligadura e seccédo dos ovarios.

2.2. Administracdo das substancias
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Trinta dias apds os procedimentos cirargicos, aos 90 dias de vida, apos
novo sorteio, os grupos O e S foram divididos em quatro subgrupos, de acordo com
a administrac&o, intraperitoneal, de 0,1mg/kg de &cido zoledrénico (AZ) (Aclasta™,
Novartis® Biociéncias S.A.) ou 4gua destilada (AD), completando-se os grupos: OAZ
(n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20).

Durante todo o periodo de experimento, os animais foram pesados

mensalmente.

2.3. Eutanasia dos animais (Momentos 1 e 2)

Os sacrificios foram realizados nove e 12 meses ap0s a administracado
das substancias (Momentos 1 e 2), quando dez animais de cada grupo foram
aleatoriamente sacrificados com dose letal, intraperitoneal, de 80mg/kg de
pentobarbital sédico 3%, tendo seus fémures direitos desarticulados, na regiao
proximal (quadril) e distal (joelho), com a retirada de todas as partes moles
(musculos, tenddes e ligamentos).

As pecas anatbmicas foram envolvidas em gaze embebida em soro
fisiologico 0,9%, embaladas em papel aluminio, identificadas e guardadas em
freezer, a uma temperatura controlada de -20°C, por 24 horas, até a realizacdo dos

ensaios mecéanicos.

3. Analise Mecénica

Para determinacdo das propriedades mecanicas dos fémures, foram
realizados ensaios de compressdo axial, utilizando-se a Magquina Universal de
Ensaios Mecanicos EMIC®, modelo DL 10.000, com precisdo de +(0,018 +

F/3700)kN, apurada dentro das especificacbes das normas ABNT NBR NM ISO
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7500-1:2004 e ABNT NBR 6674:1999. A maquina trabalha em conjunto com um
microcomputador, em ambiente Windows™ 2000, utilizando o programa Mtest®
(DDL, Minnesota — USA) para o controle gréfico e afericdo dos resultados.

Doze horas antes do ensaio mecéanico, os fémures foram descongelados
e mantidos envoltos em compressas embebidas em soro fisiolégico 0,9%. Em
seguida, as extremidades distais das pecas anatbmicas foram fixadas,
verticalmente, em recipientes de plastico, com capacidade de 35 ml, contendo 30 ml
de resina acrilica auto-polimerizante (Jet®). Apés 2 horas, as pecas foram enviadas
para os testes mecanicos.

O cutelo, cuja extremidade € cbdncava, foi posicionado axialmente ao
fémur, ajustando-se, perfeitamente, a sua cabeca (figura 3a). Uma vez iniciado o
teste, o cutelo da maquina de ensaios realizava um movimento descendente,
axialmente a cabeca femoral, a uma velocidade constante de 30mm/min, até o ponto
de ruptura do corpo de prova (figura 3b), quando entdo, o programa Mtest®
interrompia o ensaio, fornecendo, automaticamente, os resultados finais (figura 4).

A variavel carga maxima (N) no momento da ruptura, bem como, o
diagrama carga-deformacéo, eram informados, automaticamente, pelo programa. As
demais variaveis: limite de elasticidade (N) e coeficiente de rigidez (N/mm), eram
calculadas a partir da aplicacdo do método de Johnson™® aos resultados fornecidos

pelo programa.

5. Andlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através de analise de variancia, no
modelo inteiramente casualizado, complementada com 0s respectivos testes de

comparacdes multiplas, utilizando-se, para tanto, os programas SigmaStat® versdo
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3.5.1.2 (Systat Software, Inc., Germany, 2006) e Minitab® vers&o 15.1.30.0 (Minitab
Inc., 2007). O estudo das variaveis foi realizado por meio da técnica da andlise de
variancia para um experimento fatorial do tipo 2x2x2 (trés fatores, cada um com dois
niveis):

e Tipo de procedimento cirdrgico: ooforectomia e cirurgia sham

e Substancia administrada: acido zoledrdnico e agua destilada

e Momento do sacrificio: nove e 12 meses

Os resultados dos procedimentos estatisticos foram apresentados em

tabelas e gréaficos, contendo medidas descritivas de tendéncia central (média) e
variabilidade (desvio-padréo), com os respectivos indicadores de significancia

(p<0,05).
RESULTADOS

Com relacdo a substancia administrada, a analise de variancia mostrou
ter havido aumento significativo da carga maxima e do limite de elasticidade, bem
como, diminuicdo significativa do coeficiente de rigidez dos fémures dos animais,
nos quais foram administrados o acido zoledrénico (grupos OAZ e SAZ), em relacao
aqueles que receberam agua destilada (grupos OAD e SAD) (tabelas 1 a 3) (figuras
5a7).

Em se tratando do procedimento cirtrgico, verificou-se que, nos animais
submetidos a ooforectomia, que fizeram uso de agua destilada (grupo OAD), houve
a diminuicdo significativa da carga maxima e do limite de elasticidade, além do

aumento do coeficiente de rigidez, aos nove meses (Momento 1), em relacdo ao
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grupo néo ooforectomizado (grupo SAD). Esta diferenca, contudo, ndo se manteve
até os doze meses (Momento 2) (tabelas 1 a 3) (figuras 5 a 7).

Analisando-se o efeito do tempo, o0 estudo das variancias demonstrou que
0s animais ndo-ooforectomizados, que fizeram uso de 4gua destilada (grupo SAD),
apresentaram carga maxima significativamente maior e coeficiente de rigidez menor
aos nove meses (Momento 1) que aos doze meses (Momento 2). O limite de
elasticidade néo foi influenciado pelo momento de eutanasia (tabelas 1 a 3) (figuras

5a7).
DISCUSSAO

A maioria dos bisfosfonatos apresenta um efeito bastante satisfatorio no
tratamento de diversas doencas que cursam com alta remodelacdo 0ssea, contudo,
os efeitos adversos oriundos destas drogas, principalmente gastrointestinais,
acabam por diminuir, em larga escala, a ades&o dos pacientes aos tratamentos %22,
O osso do tipo trabecular é o principal sitio de a¢do da droga, mantendo a espessura
e a densidade de suas conexdes, e por conseguinte, aumentando a resisténcia as
fraturas*®2%,

Pode-se dizer que ha trés propriedades mecanicas, extremamente
importantes, acerca do tecido 6sseo: a resisténcia 6ssea que, rudemente, traduz a
guantidade de calcio no tecido, sendo determinada pela carga maxima (N); a rigidez,
que representa a fragilidade do material, sendo determinada pelo coeficiente de
rigidez (N/mm); e o limite de elasticidade, que se caracteriza pelo limite no qual

ocorre o desarranjo estrutural irreversivel da matéria, sem a possibilidade de o corpo

retornar a sua forma original. Estas propriedades somente podem ser estudadas
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experimentalmente, pela observacdo do comportamento do osso quando submetido

a forcas de carregamento®®%),

Neste estudo, apesar da alta qualidade do
equipamento utilizado, que confere grande precisdo aos resultados, deve-se
considerar que o mesmo foi desenvolvido para testes de materiais isotrépicos
(metais, por exemplo), enquanto que materiais bioldégicos sdo de natureza
viscoelastica (estruturas compostas por diferentes substancias, incluindo fluidos,
com multiplas formas de arranjo). Resultados obtidos em qualgquer investigacéo
deste tipo, ndo sdo absolutos, mas os possiveis diante da limitacdo do método*2),
A carga maxima, definida como a maxima carga suportada pelo corpo até
sua ruptura, foi determinada, automaticamente, pelo programa, sendo representada
pelo ponto mais alto da curva do diagrama carga x deformacao (figura 4 — linhas
vermelhas). A analise desta variavel € um ponto fundamental no estudo biomecanico
de qualquer material. Neste estudo, a regido de interesse (ROI) escolhida, o fémur
proximal, € uma regido altamente afetada pela osteoporose, devido a elevada
concentracdo de osso trabecular®’?®. O aumento significativo da carga méaxima, nos
grupos gque fizeram uso do acido zoledrénico (OAZ e SAZ), pode ser explicado pela
provavel inibicdo do sistema osteoclastico®=>?, que impediu a instalacdo do
processo osteoporoético, mesmo nos grupos ooforectomizados (OAZ). Em estudos
biomecanicos semelhantes, do mesmo autor do presente estudo, realizados em
regides 6sseas de menor concentracdo de 0sso trabecular, como a diafise tibial, os
ensaios compressivos apresentaram valores ndo significantes®”. A privacdo
hormonal, causada pela ooforectomia bilateral, provoca a perda de massa 0ssea,

com a consequente diminuicdo da carga maxima suportada®*3®. Neste estudo,

mesmo 0s animais submetidos a ooforectomia (grupo OAZ), quando sob o efeito do
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acido zoledrdnico, tiveram suas cargas maximas igualadas ao comportamento
mecanico dos grupos ndo-ooforectomizados (grupo SAZ) (tabela 1).

O limite de elasticidade é o extremo, considerado seguro, que o corpo de
prova suporta antes da ocorréncia de alguma deformacéo pléstica, ou seja, uma
deformacéo, ou desarranjo, irreversivel em sua microestrutura, que nao permitira ao
mesmo, retornar a sua dimens&o e forma iniciais. E uma variavel caracterizada pelo
altimo ponto pertencente a fase reta (fase elastica) da curva “carga x deformacao”
(figura 4 - linha verde). Trata-se de uma variavel pouco pesquisada e,
consequentemente, poucos sdo o0s estudos com 0s quais se possam realizar alguma
comparacao. Neste estudo, o acido zoledrénico agiu aumentando os valores dos
limites de elasticidade maximos, aumentando, assim, a zona de seguranca na qual a
microestrutura O0ssea manteve-se intacta e dentro dos limites elasticos de
deformac&o*®? (tabela 2). A regido de interesse (ROI) escolhida, com elevada
concentracdo de o0sso trabecular, pode ter influenciado positivamente os
resultados®?.

O coeficiente de rigidez que, juntamente com a carga maxima, constitui-
se em um dos principais parametros de avaliagdo biomecéanica, € indicativo da
estabilidade, ou rigidez, do material, sendo obtido da relagdo entre a carga aplicada
e a deformacédo do corpo. O aumento da rigidez deve ser interpretado como a
capacidade do corpo romper-se com menor deformacéo, tipica dos materiais frageis
como o vidro. O coeficiente de rigidez é calculado a partir da reta da fase elastica, do
diagrama carga-deformacéo, que vai até o limite de elasticidade (figura 4 — linhas
amarelas). O acido zoledrénico diminuiu o coeficiente de rigidez em todos 0s grupos,
ou seja, diminuiu a rigidez femoral, tornando-os mais ducteis, e, consequentemente,

menos propensos a fraturas. Em estudo semelhante, em tibias humanas de
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diferentes idades, Burstein et al.®® concluiram que a resisténcia (carga maxima) era
semelhante nas duas idades (jovem e idoso), contudo, o osso “velho” era mais
“quebradico”, caracteristica de materiais “frageis’, e, portanto, com maior rigidez. A
privagdo hormonal tende a aumentar o coeficiente de rigidez, tornando 0 0Sso mais
fragil, ou quebradico, contudo, no presente estudo, a semelhanca dos resultados de
outros autores®*3"3® o 4cido zoledrénico conseguiu manter e, até mesmo, diminuir
o coeficiente de rigidez 6sseo dos animais ooforectomizados (grupo OAZ), em niveis
semelhantes aos dos nao-ooforectomizados (grupo SAZ). Pode-se inferir que a
droga tenha mantido a integridade 6éssea de maneira absoluta, ou seja, organica e

inorganicamente, o que explicaria a diminui¢éo do coeficiente de rigidez femoral.
CONCLUSOES

O &cido zoledronico administrado intraperitonealmente, na concentracao
de 0,1mg/kg, aumentou, de maneira significativa, a carga e o limite de elasticidade,
diminuindo, o coeficiente de rigidez da regido proximal de fémures de ratas

ooforectomizadas, apds nove e doze meses de observacgao.
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Figura 4 — Diagrama carga-deformacéo, obtido ap6s o ensaio

mecéanico.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrao da carga maxima (N), segundo o tipo de procedimento cirdrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia

P . Grupo
Cirtrrgico Administrada P 9 meses (M1) 12 meses (M2)
Agua Destilada OAD 1242 + 12,1 1126 + 8,9
. t t
Ooforectomia p=0,003 p<0,001
Acido OAZ 1414 + 1371 138,7 + 12,4
Zoledrénico *
p=0,002
+ p<0,001
3 ' N
Agua Destilada SAD \-140,0 + 10,6 1184 + 105
. . T t
Cirurgia Sham p=0,001 p<0,001
Acido SAZ 1497 + 148 151,1 + 10,6

Zoledrbnico

* Diferenca significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
¥ Diferenca significativa entre 0 momento de eutanasia.
t Diferenca significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 5 — Médias e desvios-padrdo da carga maxima (N) ao
longo do experimento, segundo 0S grupos e momentos de

sacrificio.
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Tabela 2 — Médias e desvios-padrédo do limite de elasticidade (N), segundo o tipo de procedimento cirlrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento ~ Substancia Momento de Eutanasia
Cirurgico Administrada 9 meses (M1) 12 meses (M2)
Agua Destilada OAD r 1130 + 11,4 105,8 + 8,9
. t +
Ooforectomia p=0,001 p=0,003
Acido. OAZ 4 1297 + 130 119,8 + 141
Zoledrdnico
p=0,01
Agua Destilada SAD . 1253 = 95 1126 + 9,2
Cirurgia Sham ;:o,oz ;2:0,04
Acido
Zoledronico SAZ 137,1 + 153 1246 + 16,8
* Diferenga significativa entre o tipo de procedimento cirrgico.
T Diferenca significativa entre o tipo de substancia administrada.
OAD-9 OAZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 6 — Médias e desvios-padréo do limite de elasticidade (N) ao

longo do experimento, segundo 0s grupos e momentos de sacrificio.
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Tabela 3 — Médias e desvios-padrao do coeficiente de rigidez (N/mm), segundo o tipo de procedimento
cirtrgico, substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Grupo Momento de Eutanasia
Cirurgico Administrada 9 meses (M1) 12 meses (M2)
Agua Destilada OAD 2142 + 28 236,2 + 32,7
T T
Ooforectomia p<0,001 p<0,001
Acido *
Zoledronico OAZ p<0,001 158,2 + 11 176,4 = 6,7
f p<0,001
) s ™
Agua Destilada SAD K171,7 + 151 219,1 + 10,8
I t t
Cirurgia Sham p<0,001 p<0,001
Acido SAZ 130,1 + 19,3 153,4 + 23,9
Zoledrdnico

* Diferenca significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
T Diferenga significativa entre 0 momento de eutanasia.
T Diferenca significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 7 — Médias e desvios-padrao do coeficiente de rigidez
(N/mm) ao longo do experimento, segundo 0S grupos e

momentos de sacrificio.
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EFEITOS MICROTOMOGRAFICOS DO ACIDO ZOLEDRONICO SOBRE 0S

FEMURES DE RATAS OOFORECTOMIZADAS
RESUMO

Objetivo: Investigar as repercussdes microtomograficas do acido zoledrénico em
fémures de ratas ooforectomizadas, ap6s nove e doze meses de administracdo da
droga. Métodos: Foram estudadas, aleatéria e prospectivamente, 80 ratas da
linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus). Com 60 dias de vida, os animais foram
sorteados em dois grupos, de acordo com o procedimento cirlrgico a que seriam,
imediatamente, submetidos: ooforectomia bilateral (grupo O) (n=40) e cirurgia
placebo (sham) (grupo S) (n=40). Apoés trinta dias de pds-operatdrio, 0os animais
foram sorteados em quatro grupos, de acordo com a administracdo intraperitoneal
de 0,1mg/kg de &cido zoledrdnico (AZ) ou agua destilada (AD): OAZ (n=20), OAD
(n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20). Os animais foram sacrificados nove e doze
meses apOs a administracdo das substancias, tendo seus fémures esquerdos
retrados e analisados microtomograficamente. Foram realizadas imagens
microtomograficas tridimensionais da regido de interesse, localizada na regido
intertrocantérica femoral, analisando-se as variaveis: volume 6sseo (mm?), nimero
de trabéculas (mm™), distancia intertrabecular (mm) e diametro trabecular (mm).
Resultados: O acido zoledrénico aumentou, significativamente, o volume &ésseo, 0
namero de trabéculas e o diametro trabecular das pecas anatémicas, diminuindo, de
igual maneira, a distancia intertrabecular entre as mesmas. A ooforectomia diminuiu,
significativamente, o volume ésseo, o numero de trabéculas e o diametro trabecular,

aumentando a distancia intertrabecular dos fémures. Quanto ao efeito do tempo,
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verificou-se a diminuig&o significativa do volume 6sseo, do numero de trabéculas e
do didametro trabecular, além do aumento significativo da distancia intertrabecular,
nos animais sacrificados aos 12 meses, comparativamente aos sacrificados aos
nove meses. Conclusbes: O acido zoledrbnico, na dose de 0,1mg/kg, aumentou,
significativamente, o volume 6sseo, o nimero de trabéculas e o diametro trabecular,
diminuindo, a distancia intertrabecular, em fémures de ratas com osteoporose,
causada por ooforectomia bilateral, apds nove e doze meses de observacao.

Descritores: Acido zoledrdnico; microtomografia; osteoporose; ooforectomia; rato.
ABSTRACT

Objective: To investigate the microtomographic effects of zoledronic acid in the
femurs of female rats with osteoporosis due to bilateral oophorectomy, after a follow
up period of nine and twelve months. Methods: Eighty female rats (Rattus novergicus
albinus — Wistar lineage) were randomly and prospectively assessed. Within 60 days,
animals were randomized into two groups regarding the surgical procedure: bilateral
oophorectomy (group O) (n=40) and sham surgery (group S) (n=40). When animals
were 90 days old, groups O and S were randomized into four groups, according to
the intraperitoneal administration of 0.1mg/kg of zoledronic acid (AZ) or distilled
water (AD): OAZ (n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) and SAD (n=20). Animals were
euthanized at nine and twelve months after the intraperitoneal administration of the
substances, and their left femurs removed and analyzed. The microtomographic
investigation was performed on the intertrochanteric region, getting the bone volume
(mm?®), trabecular number (mm?), trabecular separation (mm) and trabecular

thickness (mm). Results: Zoledronic acid significantly increased the bone volume, the
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trabecular number and the trabecular thickness, decreasing the trabecular separation
of the femurs. The oophorectomy procedure itself, significantly decreased the bone
volume, the trabecular number and the trabecular thickness, increasing the
trabecular separation of the femurs. Concerning to the follow up period, there was a
significant decrease of the bone volume, trabecular number and trabecular thickness,
as well as the significant increase of the trabecular separation, in the animals
euthanized at 12 months, compared to those euthanized at nine months.
Conclusions: Zoledronic acid, at a dose of 0.1mg/kg, significantly increased the bone
volume, the trabecular number and the trabecular thickness, significantly decreasing
the trabecular separation in the femurs of female rats with osteoporosis caused by
bilateral oophorectomy, after a follow up of nine and twelve months.

Key words: Zoledronic acid; microtomography; oophorectomy; osteoporosis; rats.

INTRODUCAO

Em 1999, a organizacdo Mundial de Saude publicou um artigo no qual
antecipava a grave crise mundial de salude, que se estabeleceria a partir do século
21, caso a osteoporose nao fosse alvo da devida atencdo e acdes prioritarias em
saude. O estudo em questao prognosticava que 40% de todas as mulheres, em nivel
mundial, sofreriam algum tipo de fratura patoldgica, devido a osteoporose, assim
como 13% da populacéo masculina®. Essas previsdes se confirmaram em nossos
dias.

Fisiologicamente, uma das mais graves alteragcbes causadas pela
osteoporose, além da diminuicdo da massa 0ssea propriamente dita, diz respeito as
modificagcdes microestruturais ocorridas no tecido 6sseo. O 0SS0 esponjoso, 0 mais

frequentemente acometido por esta enfermidade”?, quando em equilibrio
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homeostético, € caracterizado pela distribuicdo uniforme de suas trabéculas, em se
tratando da quantidade, espessura e distribuicdo espacial, ou conectividade das
mesmas®™>.

Com a evolugéo da doenga, as trabéculas tendem a diminuir, tanto em
namero, como em espessura, provocando o desarranjo arquitetbnico do tecido
0sseo, além da perda de sua conectividade; por conseguinte, ha a diminuicédo
progressiva de sua resisténcia a forcas deformantes intrinsecas e extrinsecas. Este
processo de deterioracdo leva a formacdo de microfraturas, também chamadas de
microcracks, que, invariavelmente, culminam em fraturas patolégicas, principalmente
nas vértebras, quadris e punhos®.

O acido zoledrénico, um aminobisfosfonato, cuja indicacdo primaria € o
tratamento de doencas com altas taxas de remodelacdo éssea, como tumores
6sseos e a doenca de Paget!®*® tem sido utilizado, muitas vezes empiricamente,
no tratamento da osteoporose™**®. Embora esta seja uma droga conhecida ha mais
de uma década, poucos sdo o0s estudos que ponderam suas repercussdes
microarquitetdnicas no tecido 0sseo.

Considerando a fisiopatologia das fraturas osteoporoticas, as origens
microscopicas das mesmas e a quase auséncia de estudos, principalmente
nacionais, sobre o tema, propomos um estudo cujo objetivo é a investigacdo dos
efeitos do acido zoledrénico sobre a arquitetura 6ssea trabecular, da regido proximal

de fémures de ratas osteoporéticas, pelo método microtomogréafico em 3D.
MATERIAL E METODOS

1. Recepcdo dos animais e adaptacdo ao ambiente experimental
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, sob o n° 622/2007.

O tamanho amostral foi determinado previamente ao inicio do estudo,
atraves de testes estatisticos especificos, levando-se em consideracdo os riscos o
(5%) e B (20%), bem como a variabilidade das variaveis, chegando-se a um valor
minimo de 10 individuos por grupo.

Foram utilizadas 80 ratas (Rattus novergicus albinus), linhagem Wistar,
procedentes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho” (UNESP) - Campus Botucatu.

Os animais que, a recepcdo, contavam com 30 dias de vida, depois de
clinicamente avaliados e pesados, foram alojados em gaiolas de polipropileno, em
ambiente com temperatura controlada e ciclo de luz claro-escuro, sendo oferecido
aos mesmos racdo para roedores (Labina®, Nestlé Purina PetCare Company®) e

agua ad libitum.
2. Delineamento experimental
Todas as etapas do processo experimental estdo sumarizadas na figura 1.

2.1. Procedimentos cirurgicos

Trinta dias ap0s a chegada ao laboratério, aos 60 dias de vida, quando
atingiram a idade reprodutiva, os animais foram sorteados em dois grupos, pelo
método de sorteio de envelopes opacos e lacrados, de acordo com o procedimento
cirdrgico a que seriam, imediatamente, submetidos: grupo O (ooforectomia) (n=40) e

grupo S (cirurgia sham) (n=40).
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O procedimento operatorio de ooforectomia foi realizado apds anestesia
intraperitoneal, com 30 mg/kg de pentobarbital sodico 3%, e tricotomia dorsolateral,
logo abaixo da ultima costela, bilateralmente. Os animais foram entdo submetidos a
assepsia regional com agua e sabdo, antissepsia com solucdo aquosa 0,2% de
clorexidina (Riohex, Rioquimica®) e posicionados em mesa cirdrgica, em decubito
lateral. Foi realizada uma incisao transversal na pele com, aproximadamente, 1,5
centimetros de comprimento, entre a Ultima costela e a articulacdo coxofemoral. A
cavidade peritoneal foi exposta, ultrapassando-se o plano muscular por divulséo,
permitindo-se o acesso ao ovario envolto em tecido adiposo (figura 2a). Procedeu-se
a ligadura do ovario, com fio de algoddo 3.0 (Paramed®), e seccdo do mesmo
distalmente a ligadura (figura 2b). A musculatura e a pele foram aproximadas com fio
Mononylon” 3-0 (Ethicon®), repetindo-se 0os mesmos procedimentos no lado
contralateral, para a retirada do outro ovario.

Os animais do grupo S foram submetidos aos mesmos procedimentos

descritos, com excecao dos tempos cirurgicos de ligadura e sec¢gdo dos ovarios.

2.2. Administracdo das substancias

Trinta dias ap6s os procedimentos cirdrgicos, aos 90 dias de vida, apo6s
novo sorteio, os grupos O e S foram divididos em quatro subgrupos, de acordo com
a administracdo, intraperitoneal, de 0,1mg/kg de &cido zoledrénico (AZ) (Aclasta”,
Novartis® Biociéncias S.A.) ou agua destilada (AD), completando-se os grupos: OAZ
(n=20), OAD (n=20), SAZ (n=20) e SAD (n=20).

Durante todo o periodo de experimento, os animais foram pesados

mensalmente.
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2.3. Eutanésia dos animais (Momentos 1 e 2)

Os sacrificios foram realizados nove e 12 meses apds a administracado
das substancias (Momentos 1 e 2), quando dez animais de cada grupo foram
aleatoriamente sacrificados com dose letal, intraperitoneal, de 80mg/kg de
pentobarbital sédico 3%, tendo os fémures esquerdos desarticulados, na regido
proximal (quadril) e distal (joelho), com a retirada de todas as partes moles
(musculos, tenddes e ligamentos).

As pecas anatbmicas foram acondicionadas em tubos de ensaio,
devidamente identificados e limpos, fixadas em solucdo de formaldeido 10%, e

enviadas, imediatamente, para serem submetidas a anélise microtomogréfica.

3. Analise Microtomografica

Para determinacédo das propriedades microtomograficas femorais, foram
realizadas imagens tomogréficas, utilizando-se o aparelho Feinfocus® (FXS-160.52).
Este aparelho possui uma fonte (< 5 ym) emissora de raios-X que opera em
sincronia com um fluoroscopio e uma camara digital com dispositivo de carga
acoplada ou CCD (Charge-Coupled Device). O sistema, apoés realizar cada uma das
imagens, as envia a um microcomputador que as reconstroéi, tomograficamente.

As imagens reconstruidas tiveram uma &rea circular de 16 mm?
localizadas nas regides intertrocantéricas, definidas como regido de interesse para o
estudo ou, simplesmente, ROl (Region of Interest) (figuras 3a). As imagens
microtomograficas, uma vez adquiridas, foram reconstruidas, automaticamente, pelo
computador, em duas e, posteriormente, em trés dimensdes. Apds a reconstrucao
das imagens em 3D, estas puderam ser manipuladas de forma a fornecer as

variaveis desejadas:
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e VO (mm®) (volume 6sseo);
e NT (mm?) (nimero de trabéculas por milimetros ctbicos);
e DI (mm) (distancia intertrabecular);
e DT (mm) (diametro trabecular).
Para todas as analises, utilizou-se uma tensao de 40 kV, corrente de 0,1

mA, distancia foco-amostra: 4,0 mm, e distancia amostra-detector: 3,5 mm.

5. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através de andlise de variancia, no
modelo inteiramente casualizado, complementada com 0s respectivos testes de
comparacdes multiplas, utilizando-se, para tanto, os programas SigmaStat® versdo
3.5.1.2 (Systat Software, Inc., Germany, 2006) e Minitab® vers&o 15.1.30.0 (Minitab
Inc., 2007). O estudo das variaveis foi realizado por meio da técnica da andlise de
variancia para um experimento fatorial do tipo 2x2x2 (trés fatores, cada um com dois
niveis):
e Tipo de procedimento cirdrgico: ooforectomia e cirurgia sham
e Substancia administrada: acido zoledronico e agua destilada
e Momento do sacrificio: nove e 12 meses
Os resultados dos procedimentos estatisticos foram apresentados em
tabelas e gréaficos, contendo medidas descritivas de tendéncia central (média) e
variabilidade (desvio-padréo), com os respectivos indicadores de significancia

(p<0,05).

RESULTADOS
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Com relagdo a substancia administrada, a anélise de variancia mostrou
ter havido o aumento significativo do volume 6sseo, do numero e do diametro das
trabéculas, bem como, a diminuicdo significativa da distancia intertrabecular nos
fémures dos animais que fizeram uso do acido zoledrénico (grupos OAZ e SAZ), em
detrimento daqueles que receberam agua destilada (grupos OAD e SAD) (tabelas 1
a4) (figuras 4 a 7).

Em se tratando do efeito do procedimento cirargico, verificou-se a
diminuicdo significativa do volume ésseo, do nimero de trabéculas e do diametro
trabecular, além do aumento significativo da distancia intertrabecular, nos animais
submetidos a ooforectomia, que receberam agua destilada (grupo OAD), aos nove
meses (Momento 1); esta diferenca, contudo, ndo se manteve até os doze meses
(Momento 2) (tabelas 1 a 4) (figuras 4 a 7).

Com relacédo ao efeito do tempo, verificou-se a diminuicao significativa do
volume 6sseo, do numero de trabéculas e do didmetro trabecular, além do aumento
significativo da distancia intertrabecular, nos animais avaliados aos 12 meses
(Momento 2), comparativamente aos avaliados aos nove meses (Momento 1)

(tabelas 1 a 4) (figuras 4 a 7).
DISCUSSAO

Os bisfosfonatos sdo drogas analogas ao pirofosfato que atuam,
principalmente, no osso do tipo trabecular, mantendo, em menor ou maior grau, sua
microarquitetura, aumentando, por conseguinte, sua resisténcia as fraturas®’®.

Procurou-se neste estudo avaliar as principais caracteristicas morfolégicas

trabeculares de fémures de ratas osteoporoticas sob o efeito do acido zoledrénico.
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Sabe-se que a rigidez do tecido dsseo esta intimamente relacionada a
sua concentragdo de calcio, contudo, outros fatores, de igual importancia, devem ser
considerados, como a distribuicdo, a organizacdo e a conectividade das trabéculas

a’®?9 A microtomografia

que compdem o tecido, a chamada arquitetura 6sse
tridimensional € um processo de aquisicdo de imagens tomograficas, em nivel
microscopico, que possibilita a analise morfolégica éssea, atribuindo valores
precisos as variaveis de interesse, como o volume 0sseo, a densidade, espessura e
a distancia entre as trabéculas.

Embora a conectividade entre as trabéculas seja, diretamente,
dependente da massa 0ssea, aquela constitui-se no mais importante componente da

2(21-23)

rigidez d&sse A massa 0Ossea, ou a quantidade de osso, é a variavel

s@4+28)  contudo,

osteopordética mais analisada pelos inUmeros estudos existente
varios autores dao a microarquitetura 6ssea uma importancia equivalente, ou maior,
do que & massa 6ssea propriamente dita®®=3,

As chamadas microfraturas (microcracks) sédo a origem das fraturas como
as conhecemos, sendo causadas, principalmente, pelo desarranjo e degeneragao
das trabéculas 6sseas. A diminuigdo progressiva da massa 6ssea, ou volume 0sseo,
pela osteoporose, traduz-se na diminuicdo da espessura trabecular e aumento da
distancia entre as mesmas, o que culminara na diminui¢éo real do numero trabecular
e, consequentemente, em fraturas. Frost®?, em 1960, foi o primeiro a associar as
microfraturas, causadas pelo desarranjo morfolégico 6sseo, as macrofraturas em
arcos costais de individuos ap6s os 40 anos de idade; a partir de entdo, varios
outros autores relataram os mesmos achados em idosos com fraturas femorais®**?.

Sabe-se que as alteracbes Osseas provocadas pelo déficit hormonal

comprometem, mais intensamente, o 0sso trabecular, pela acentuada acéo
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osteoclastica sobre o mesmo®“4?,

Neste estudo observou-se que o0 acido
zoledrdnico agiu positivamente, aumentando o volume 6sseo femoral dos animais,
assim como o nimero e a espessura de suas trabéculas, provavelmente por sua
acao apoptotica sobre os osteoclastos.

Estudos demonstram que a apoptose dos osteoclastos, promovida pelo
acido zoledronico, é causada pela inibicdo da enzima farnesil-difosfato (FPP)
sintetase, que €é a responsavel pela producdo de moléculas de colesterol,
especificas e necessarias a funcéo e a sobrevida dos osteoclastos“*“®. Assim, uma
vez que o0 mecanismo absortivo &sseo, promovido pelos osteoclastos, €
interrompido, pode-se também inferir que a manutencdo e, em alguns casos, 0
aumento dos valores de algumas variaveis morfologicas analisadas, como o volume
0sseo e 0 numero de trabéculas (tabelas 1 e 2), pode ter ocorrido pela manutencéo
do mecanismo osteoblastico.

Os animais que fizeram uso de agua destilada, ndo tiveram o efeito
protetor, promovido pelo acido zoledrénico, permaneceram a mercé dos efeitos

osteoclasticos reabsortivos “"4®)

CONCLUSOES

O acido zoledrbénico administrado intraperitonealmente, na concentracao
de 0,1mg/kg, aumentou, de maneira significativa, o volume 6sseo, o numero e a
espessura das trabéculas, diminuindo, a distancia entre as mesmas, nha regiao
proximal de fémures de ratas ooforectomizadas, apds nove e doze meses de

observacéao.
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Tabela 1 — Médias e desvios-padrdo do volume 6sseo (mm®), segundo o tipo de procedimento cirdrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia

o > Grupo
Cirurgico Administrada 9 meses (M1) 12 meses (M2)
1 p<0,001
B . ' I
Agua Destilada OAD /.....0,62 + 0,02 0,41 + 0,06
¥
Ooforectomia :,<01001 p<0,001
. Acido AZ | 085 <+ 004 0,62 + 0,02
oledrénico p<0,001 — J
1 p<0,001
1 p<0,001
) \edee D
Agua Destilada SAD 4 0,71 £ 0,02 0,45 + 0,01
L p<0,01 t +
Cirurgia Sham p<0,001 p<0,001
Acido gy \-092 + 0,06 0,64 + 0,03
Zoledrdnico g )
1 p<0,001

* Diferenca significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
1 Diferenga significativa entre 0 momento de eutanasia.
T Diferenga significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZzZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 4 — Médias e desvios-padrdo do volume 6sseo (mm°®) ao

longo do experimento, segundo 0s grupos e momentos de sacrificio.
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Tabela 2 — Médias e desvios-padrdo do nimero de trabéculas (mm™), segundo o tipo de procedimento
cirdrgico, substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Grupo Momento de Eutanasia
Cirargico Administrada 9 meses (M1) 12 meses (M2)
+ p<0,001
| s Y
Agua Destilada OAD runan 299 * 0,35 1,90 + 0,25
T T
Ooforectomia p<0,001 p<0,001
o0 O0AZ | 471 % 031 4,09 + 023
oledrénico p<0,001 y J
1 p<0,001
1 p<0,001
; . \den - R
Agua Destilada SAD 405 + 0,33 2,22 + 0,33
. . =0,002 T 1
Cirurgia Sham P p<0,001 p<0,001
Acido SAZ \-554 + 0,65 432 + 0,36
Zoledrénico g )
1 p<0,001

* Diferencga significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
T Diferenca significativa entre 0 momento de eutanasia.
T Diferenga significativa entre o tipo de substancia administrada.

Figura 5 — Médias e desvios-padrdo do nimero de trabéculas (mm™)
ao longo do experimento, segundo 0s grupos e momentos de

sacrificio.
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Tabela 3 — Médias e desvios-padrdo da distancia intertrabecular (mm), segundo o tipo de procedimento
cirargico, substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia

o s Grupo
Cirurgico Administrada P 9 meses (M1) 12 meses (M2)
1 p<0,001
. e I
Agua Destilada OAD ~ 021 + 0,06 0,31 + 0,03
t t
Ooforectomia p=0,002 p<0,001
Acido 7
Zoledronico OAZ  p=0,02[ 0,13 + 0,03 0,15 + 0,02
1 p<0,001
B ) \_ e I
Agua Destilada SAD 0,15 + 0,03 0,29 + 0,02
N 1 T
Cirurgia Sham p=0,004 p<0,001
Acido oy 0,10 + 0,02 014 + 0,01
Zoledrénico

* Diferenga significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
1 Diferenca significativa entre 0 momento de eutanasia.
T Diferenca significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 6 — Médias e desvios-padrao da distancia intertrabecular
(mm) ao longo do experimento, segundo 0S grupos e momentos

de sacrificio.
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Tabela 4 — Médias e desvios-padrao do diametro trabecular (mm), segundo o tipo de procedimento cirdrgico,
substancia administrada e momento de eutanasia.

Procedimento  Substancia Momento de Eutanasia

Grupo

Cirdrrgico Administrada 9 meses (M1) 12 meses (M2)
+ p<0,001
i s I
Agua Destilada OAD ~ 0,08 + 0,03 0,03 + 0,01
t t
Ooforectomia p<0,001 p<0,001
Acido *
Zoledronico OAZ 0=0,002 0,15 + 0,03 0,12 + 0,02
1 p<0,001
. _ s I
Agua Destilada SAD 0,13 + 0,02 0,07 + 0,01
T
Cirurgia Sham p=0,04 ;<0’001
Acido SAZ 0,16 + 0,06 0,15 + 0,05
Zoledrdnico

* Diferenca significativa entre o tipo de procedimento cirdrgico.
f Diferenca significativa entre 0 momento de eutanésia.
T Diferenga significativa entre o tipo de substancia administrada.

OAD-9 OAZzZ-9 SAD-9 SAZ-9 OAD-12 OAZ-12 SAD-12 SAZ-12

Figura 7 — Médias e desvios-padrdao do diametro trabecular
(mm) ao longo do experimento, segundo 0S grupos e

momentos de sacrificio.
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Este estudo teve como objetivos esclarecer as implicacdes do acido
zoledrbnico sobre o tecido 6sseo osteoporotico, sob diferentes perspectivas. Para
tanto, procurou-se manter em foco, as graves e prementes consequéncias
decorrentes desta enfermidade, conhecida ha séculos.

Sem a pretensao de propor um novo tratado farmacoldgico sobre o acido
zoledrénico, ou enveredarmos pelos intrincados caminhos da Patologia Clinica sobre
a osteoporose, arriscamo-nos a apontar e, dentro das limitagcdes naturais de uma
pesquisa experimental, equilibrar as opinides mais conflitantes. Trata-se de uma
tarefa Herculea encontrar pontos de convergéncia entre os dois temas: de um lado a
osteoporose, conhecida e pesquisada desde antes de Cristo, com suas centenas de
conceitos, apreciacées e conclusdes; de outro, o acido zoledrénico, conhecido ha
pouco mais de uma década, com centenas de juizos e resultados contundentes.
Dentre este universo de informagdes, muitas vezes contraditorias, pode-se identificar
a reproducéo sistematica, quase unanime, de uma opinido acerca da osteoporose:
tempos dificeis se aproximam.

As fraturas patolégicas por osteoporose caracterizam apenas uma, das
muitas faces do problema. H& que se considerar ndo apenas no 6nus financeiro dos
sistemas de saude, publicos e privados, mas, o altissimo déficit previdenciario, que
se originara do tratamento da enfermidade e, principalmente, de suas sequelas
diretas.

Embora a Medicina do século XXI tenha uma caracteristica muito mais
preventiva que curativa, no Brasil, o conceito de profilaxia ainda ndo fixou raizes.
Resta-nos, como ultima opcédo, a alternativa medicamentosa e, neste caso, 0 acido

zoledrénico assume posicdo de destaque. Esta droga, embora ndo seja a panaceia
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gue ha muito esperavamos, preenche, com o perddo do trocadilho, os principais
“vazios” deixados pela osteoporose.

Os resultados deste estudo demonstraram que o acido zoledrdnico
conseguiu reverter os principais efeitos deletérios da osteoporose, sobre o tecido
o0sseo femoral. As degeneracbes Osseas, em suas multiplas vertentes,
principalmente densitométricas, biomecéanicas e microestruturais, nao foram pareas
para a poténcia terapéutica do acido zoledrénico, que obteve sucesso em reverté-las
em sua totalidade. Algumas perguntas, contudo, que fogem aos objetivos iniciais
desta pesquisa, devem ser feitas e, acima de tudo, respondidas. A principal delas
relaciona-se com os efeitos, em longo prazo, da auséncia da remodelacao 6ssea,
causada pela apoptose dos osteoclastos. Poder-se-ia intervir no ciclo fisiolégico de
renovacao tecidual impunemente? A interrupcdo da remodelacdo 6ssea poderia,
como seria de se esperar, levar ao “envelhecimento” tecidual e constituir-se, por si
mesma, em uma nova causa de fraturas? Outra questdo, que paira ainda sob
densas névoas, diz respeito aos possiveis efeitos colaterais deste medicamento: a
osteonecrose de mandibula e, principalmente, casos de arritmias cardiacas, séo
reacoes adversas frequentemente relatadas pelos pacientes, dentro dos doze
primeiros meses apoés a infusdo da droga. Por outro lado, estudos sobre o tema sao
ainda parcos e com nivel de evidéncia questionaveis. Que outros efeitos adversos
estariam reservados aos pacientes em uso desta droga em longo prazo?

Dentro de um estudo experimental isolado, ndo pode haver lugar para a
ambicdo de se extinguir o assunto, respondendo-se a todas as perguntas. Fazer
ciéncia é um processo longo, continuo e, acima de tudo, baseado em fatos. Embora
este seja um processo exclusivamente racional, a humildade deve ter lugar

assegurado, dentro do delineamento de qualquer pesquisa: por meio dela,
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reconhecemos nossa incapacidade e ignorancia, ainda que momentaneas, frente ao
novo e ao desconhecido.
Nestas ocasides, invariavelmente, sdo abertos espacos para novas

perguntas e, consequentemente, novos pesquisadores.
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Anexo A — Aprovacdo da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal.
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Apéndice E — Registro dos valores densitométricos (mmAl) dos grupos ao longo do
experimento.

Densitometria (mmAl) Densitometria (mmAl)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor

16,6 11 17,4

2 20,7 12 16,0

3 19,6 13 16,8

4 20,1 14 17,0

OAD 5 18,3 OAD 15 14,7
6 17,1 16 16,8

7 18,5 17 16,9

8 16,9 18 16,7

9 18,4 19 15,2

10 17,2 20 17,0

31 20,5 21 21,8

32 16,7 22 21,7

33 20,5 23 215

34 21,3 24 215

OAZ 35 19,9 OAZ 25 20,6
36 18,2 26 23,7

37 19,7 27 24,3

38 24,0 28 23,0

39 19,2 29 23,7

40 19,5 30 22,4

41 20,6 51 16,6

42 17,2 52 18,0

43 19,1 53 16,8

44 20,7 54 19,0

SAD 45 21,6 SAD 55 19,5
46 20,0 56 18,0

47 15,2 57 16,8

48 18,1 58 16,6

49 19,9 59 18,6

50 20,0 60 18,1

71 20,2 61 25,0

72 21,7 62 24,4

73 22,4 63 22,8

74 20,4 64 23,6

SAZ 75 22,0 SAZ 65 23,0
76 22,9 66 22,5

77 22,0 67 23,5

78 22,3 68 22,2

79 20,2 69 22,8

80 20,1 70 23,3
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Apéndice F — Registro da carga maxima (N) dos grupos ao longo do experimento.

Carga Maxima (N) Carga Maxima (N)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio

Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor
1 134,5 11 119,1

2 111,4 12 95,4

3 105,8 13 1115

4 110,5 14 113,1

OAD 5 133,2 OAD 15 116,8
6 137,1 16 120,5

7 1354 17 1242

8 125,1 18 107,5

9 115,7 19 101,7

10 133,1 20 116,3

31 128,8 21 125,4

32 133,2 22 131,7

33 152,5 23 147,2

34 151,7 24 149,3

OAZ 35 137,0 OAZ 25 133,1
36 137,4 26 135,8

37 158,4 27 153,0

38 139,0 28 140,7

39 132,8 29 129,4

40 143,0 30 141,2

41 126,0 51 109,0

42 138,9 52 111,0

43 149,4 53 125,5

44 135,7 54 110,3

SAD 45 1414 SAD 55 116,8
46 136,8 56 110,6

47 147,1 57 124,1

48 144,2 58 140,9

49 138,4 59 109,7

50 142,0 60 126,3

71 1425 61 142,7

72 152,9 62 150,4

73 151,7 63 154,1

74 147,1 64 148,9

SAZ 75 152,8 SAZ 65 137,6
76 154,9 66 170,7

77 149,2 67 150,2

78 154,2 68 140,4

79 143,7 69 158,8

80 148,5 70 156,7
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Apéndice G — Registro do limite de elasticidade (N) dos grupos ao longo do
experimento.

Limite de Elasticidade (N) Limite de Elasticidade (N)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor
122,8 11 113,3
2 110,5 12 90,8
3 97,5 13 102,4
4 97,5 14 106,3
OAD 5 117,1 OAD 15 107,6
6 120,3 16 118,1
7 118,5 17 115,2
8 123,5 18 98,6
9 97,5 19 95,4
10 125,0 20 110,0
31 127,4 21 100,5
32 131,8 22 111,4
33 134,2 23 124,5
34 123,5 24 130,6
OAZ 35 125,1 OAZ 25 119,2
36 1225 26 119,3
37 131,8 27 134,0
38 127,5 28 122,2
39 130,4 29 112,6
40 143,0 30 123,7
41 113,5 51 124,0
42 119,4 52 111,6
43 118,2 53 114,1
44 119,6 54 107,3
SAD 45 131,1 SAD 55 106,5
46 133,3 56 103,7
47 135,7 57 116,2
48 129,8 58 116,6
49 137,8 59 108,3
50 114,6 60 118,1
71 133,3 61 103,9
72 124,4 62 128,5
73 141,0 63 111,4
74 135,8 64 126,7
SAZ 75 149,5 SAZ 65 120,0
76 152,0 66 152,1
77 139,8 67 110,4
78 116,1 68 128,7
79 137,2 69 112,2
80 141,7 70 152,3
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Apéndice H — Registro do coeficiente de rigidez (N/mm) dos grupos ao longo do
experimento.

Coeficiente de Rigidez (N/mm) Coeficiente de Rigidez (N/mm)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor
207,4 11 218,4
2 201,0 12 272,4
3 198,8 13 209,8
4 219,2 14 235,6
OAD 5 257,1 OAD 15 273,0
6 211,6 16 2225
7 190,7 17 201,7
8 2259 18 236,9
9 203,8 19 2542
10 226,5 20 237,5
31 160,2 21 175,1
32 150,4 22 178,0
33 157,5 23 179,8
34 142,8 24 163,2
OAZ 35 175,0 OAZ 25 182,4
36 162,4 26 169,8
37 166,0 27 187,9
38 149,3 28 176,4
39 161,1 29 177,3
40 157,7 30 174,3
41 180,6 51 212,1
42 1717 52 231,7
43 141,9 53 225,8
44 176,1 54 217,6
SAD 45 174,4 SAD 55 2159
46 165,0 56 213,3
47 180,1 57 221,6
48 154,3 58 221,3
49 176,4 59 215,7
50 196,5 60 216,4
71 134,3 61 1446
72 109,6 62 155,4
73 109,1 63 148,5
74 130,9 64 136,5
SAZ 75 118,2 SAZ 65 147,2
76 133,8 66 156,4
77 164,7 67 170,4
78 112,7 68 141,2
79 95,9 69 158,8
80 191,9 70 174,9




VI. Anexos e Avéndiices i

Apéndice | — Registro do volume 6sseo (mm?) dos grupos ao longo do experimento.

Volume Osseo (mm°) Volume Osseo (mm®)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor

1 0,64 11 0,40
2 0,63 12 0,33
3 0,62 13 0,36
4 0,61 14 0,40
OAD 5 0,62 OAD 15 0,34
6 0,60 16 0,45
7 0,65 17 0,47
8 0,60 18 0,34
9 0,63 19 0,49
10 0,59 20 0,50
31 0,83 21 0,65
32 0,92 22 0,63
33 0,81 23 0,60
34 0,84 24 0,61
OAZ 35 0,81 OAZ 25 0,60
36 0,87 26 0,62
37 0,84 27 0,61
38 0,93 28 0,67
39 0,82 29 0,61
40 0,85 30 0,62
41 0,71 51 0,46
42 0,73 52 0,42
43 0,69 53 0,46
44 0,73 54 0,44
SAD 45 0,72 SAD 55 0,47
46 0,70 56 0,44
47 0,74 57 0,43
48 0,72 58 0,45
49 0,70 59 0,45
50 0,68 60 0,45
71 0,95 61 0,69
72 1,00 62 0,66
73 0,98 63 0,64
74 0,95 64 0,64
SAZ 75 0,87 SAZ 65 0,62
76 0,85 66 0,60
77 0,92 67 0,65
78 0,82 68 0,67
79 0,86 69 0,66

(o]
o

0,97 70 0,60
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Apéndice J — Registro do nimero de trabéculas (mm™) dos grupos ao longo do
experimento.

NiGmero de Trabéculas (mm™) NGmero de Trabéculas (mm™)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor

3,24 11 1,98

2 3,02 12 2,15

3 2,20 13 1,85

4 2,81 14 1,33

OAD 5 3,18 OAD 15 2,02
6 3,27 16 2,11

7 3,47 17 1,97

8 3,02 18 1,85

9 2,80 19 1,65

10 2,92 20 2,05

31 4,79 21 3,90

32 4,77 22 4,55

33 5,00 23 3,92

34 4,31 24 3,88

OAZ 35 4,99 OAZ 25 4,22
36 4,79 26 4,10

37 4,23 27 4,31

38 5,02 28 4,15

39 4,35 29 4,07

40 4,89 30 3,80

41 4,53 51 2,84

42 4,13 52 2,10

43 4,13 53 2,01

44 3,74 54 2,23

SAD 45 3,83 SAD 55 1,79
46 3,95 56 2,34

47 4,57 57 2,64

48 3,68 58 2,07

49 4,25 59 2,30

50 3,68 60 1,86

71 5,98 61 4,37

72 6,13 62 4,63

73 5,88 63 4,60

74 4,77 64 4,16

SAZ 75 5,61 SAZ 65 3,99
76 5,48 66 4,20

77 6,03 67 3,79

78 4,70 68 4,62

79 4,51 69 3,97

80 6,32 70 4,92




VI. Anexos e Avéndlices wias

Apéndice K — Registro do diametro trabecular (mm) dos grupos ao longo do
experimento.

Diametro Trabecular (mm) Diametro Trabecular (mm)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor

0,08 11 0,03

2 0,15 12 0,05

3 0,06 13 0,01

4 0,07 14 0,03

OAD 5 0,03 OAD 15 0,05
6 0,09 16 0,03

7 0,08 17 0,06

8 0,10 18 0,02

9 0,05 19 0,01

10 0,09 20 0,04

31 0,12 21 0,15

32 0,16 22 0,12

33 0,18 23 0,15

34 0,12 24 0,08

OAZ 35 0,20 OAZ 25 0,15
36 0,20 26 0,12

37 0,18 27 0,14

38 0,14 28 0,12

39 0,10 29 0,10

40 0,13 30 0,12

41 0,14 51 0,08

42 0,14 52 0,07

43 0,12 53 0,07

44 0,11 54 0,09

SAD 45 0,10 SAD 55 0,06
46 0,12 56 0,05

47 0,15 57 0,07

48 0,17 58 0,08

49 0,09 59 0,04

50 0,14 60 0,08

71 0,11 61 0,08

72 0,13 62 0,11

73 0,25 63 0,18

74 0,08 64 0,20

SAZ 75 0,29 SAZ 65 0,22
76 0,12 66 0,08

77 0,14 67 0,18

78 0,16 68 0,13

79 0,19 69 0,16

80 0,18 70 0,20




VI. Anexos e Avéndlices wiaa

Apéndice L — Registro da distancia intertrabecular (mm) dos grupos ao longo do
experimento.

Distancia Intertrabecular (mm) Distancia Intertrabecular (mm)
29/05/2008 - 1. sacrificio 25/08/2008 - 2. sacrificio
Grupo Rato Valor Grupo Rato Valor

0,21 11 0,26

2 0,23 12 0,31

3 0,28 13 0,30

4 0,09 14 0,31

OAD 5 0,15 OAD 15 0,33
6 0,18 16 0,26

7 0,29 17 0,32

8 0,17 18 0,35

9 0,26 19 0,33

10 0,23 20 0,33

31 0,13 21 0,11

32 0,16 22 0,16

33 0,18 23 0,16

34 0,13 24 0,15

OAZ 35 0,09 OAZ 25 0,15
36 0,08 26 0,17

37 0,12 27 0,15

38 0,15 28 0,16

39 0,11 29 0,16

40 0,13 30 0,17

41 0,19 51 0,29

42 0,12 52 0,30

43 0,18 53 0,30

44 0,14 54 0,30

SAD 45 0,21 SAD 55 0,30
46 0,13 56 0,28

47 0,16 57 0,25

48 0,12 58 0,31

49 0,12 59 0,28

50 0,13 60 0,32

71 0,13 61 0,14

72 0,15 62 0,14

73 0,09 63 0,14

74 0,13 64 0,13

SAZ 75 0,06 SAZ 65 0,14
76 0,11 66 0,13

77 0,05 67 0,13

78 0,11 68 0,13

79 0,07 69 0,12

(o]
o

0,13 70 0,15
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