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Senra GS. Avaliagdo da qualidade éssea no reparo de defeitos 6sseos
sob a acgéo do risedronato e da deficiéncia estrogénica [tese]. Sdo José
dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2009.

RESUMO

O aumento da expectativa de vida amplia as possibilidades de doengas como a
osteoporose, que elevam a ocorréncia de fraturas e demandam longo tratamento.
Nos ultimos anos, muita atengdo tem sido dada aos efeitos potenciais dos
medicamentos para a osteoporose na reparagdo de fraturas advindas desta
doengca. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Risedronato (10,5
mg/kg/semana) na qualidade 6ssea do reparo 6sseo em ratas com deficiéncia
estrogénica. Para isso, 84 ratas foram submetidas a ovariectomia e 42 ratas a
cirurgia sham. Apos 35 dias, lesdes de 2,5 mm foram realizadas nos fémures
quando, entdo, se iniciou a medicacdo. Os animais ovariectomizados foram
divididos em dois grupos, um recebendo risedronato e o outro recebendo agua
filtrada como placebo. Os animais foram sacrificados com 18, 45 e noventa dias
de reparo. Cortes centrais dos defeitos de metade das ratas receberam analise
morfolégica ao MEV, teste de microdureza Vicker's e através do pyED-XRF foi
realizado mapeamento, micro-anélise semi-quantitativa do Ca e P do mineral
0sseo e relagdo Ca/P. A outra metade dos animais, com o fémur esquerdo
operado (O) e o direito ndo-operado (NO), teve esses 0ssos congelados até a
realizacdo de ensaio de flexdo em trés pontos gerando valores de forga maxima,
rigidez e energia da forga maxima. Para a andlise estatistica foram utilizados os
testes: t-Student, Andlise de Variancia ANOVA, Comparacgéo Multipla de Tukey e
Correlacéo Linear, todos com nivel de significaAncia de 5%. A microdureza (HV)
se mostrou fortemente relacionada com as concentragbes de Ca e de P, e
moderadamente correlacionada com Ca/P. A ovariectomia ndo afetou os valores
de microdureza e médulo de elasticidade (E), mas diminuiu a concentragdo de
Ca, de P e a relagdo Ca/P aos 18 dias. O tratamento com risedronato aumentou
os valores de HV e E, mas néo interferiu na concentragéo de Ca, P e na relagédo
Ca/P do calo 6sseo. A ovariectomia e o tempo tiveram pouca influéncia nas
propriedades biomecanicas dos fémures O, mas o risedronato diminuiu a
resisténcia 6ssea aos 18 e 45 dias. O periodo de noventa dias n&o foi suficiente
para igualar os valores de HV e E dentro e fora do calo ésseo, mas a
concentragdo de Ca e P foi igualada aos noventa dias. Os noventa dias de
reparagdo ndo foram suficientes para restabelecer as propriedades
biomecanicas dos fémures O.

Palavras-chave: Difosfonatos. Regeneragdo éssea. Osteoporose Pos-
Menopausa. Ratos. Microscopia EletrOnica de Varredura. Testes de
Dureza. Espectroscopia de Emisséo de Raios X.
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1 INTRODUGAO

A osteoporose € um problema crescente de saude publica
no mundo devido a ocorréncia de longevidade aumentada. Também a
populagéo brasileira acima dos 65 anos de idade ja € a que mais cresce,
aumentando a incidéncia de fraturas. Assim, a reparacao 6ssea € um dos
assuntos de estudo mais urgentes numa sociedade que envelhece porque
uma reparacao de fratura prejudicada pode aumentar dramaticamente a
morbidade de pacientes idosos. Associada a ocorréncia de fraturas, a
osteoporose muda o curso da reparacao 6ssea através da diminuigdo do
volume e da velocidade de formacgao do calo ésseo.

Nos ultimos anos, muita atencdo tem sido dada aos
efeitos potenciais dos medicamentos usados para tratar a osteoporose na
reparacéo de fraturas advindas desta doenca. Os bifosfonatos constituem
um tipo de tratamento muito utilizado para a osteoporose. Entre eles, o
risedronato tem se mostrado como medicamento que n&do s6 diminui a
perda 6ssea como também mostra sinais de maior mineralizagao 6ssea.
Mas esse medicamento interfere na taxa de remodelacao do calo 6sseo,
atrasando a substituicdo do osso primario, que deve ser um 0SsoO
provisério, por osso lamelar, com caracteristicas estruturalmente
importantes para o cumprimento das fungdes mecanicas.

Fica o questionamento de qual é a qualidade do osso
formado em defeitos 6sseos sob tratamento continuo com risedronato,
trazendo a necessidade de estudos para se verificar apés quanto tempo
havera a regeneracdo completa do osso da lesdo com o restabelecimento

das caracteristicas histolégicas e mecanicas normais do osso lamelar e



32

qual a influéncia desse processo de reparacao no risco de ocorréncia de

novas fraturas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Osteoporose e qualidade dssea

Uma definicdo internacionalmente aceita descreve a
osteoporose como uma doenca sistémica e progressiva caracterizada por
baixa massa 6ssea e deterioragdo da microarquitetura desse tecido, com
conseqliente aumento da fragilidade e suscetibilidade a fraturas (Genant
et al., 1999). Assim, a mais importante consequiiéncia dessa doenca é a
ocorréncia de fraturas, geralmente associadas com significante morbidade
e aumento de mortalidade (Ammann; Rizzoli, 2003; Watts et al., 2004).
Essas fraturas ocorrem por comprometimento da resisténcia &ssea
(Ammann; Rizzoli, 2003).

A osteoporose € uma doenca que tem despertado grande
interesse em Saude Publica, pois com o crescimento e envelhecimento da
populagdo mundial, o numero de pessoas idosas que se encontram na
faixa de risco para fraturas e mesmo a incidéncia idade-especifica esta
aumentando consideravelmente (Kowalski et al., 2001). A longevidade
aumentada associada ao aumento dos nascimentos ocorridos apds a
Segunda Guerra Mundial ird aumentar o0 nimero de americanos com risco
de osteoporose nas proximas décadas (Turner R; Sibonga, 2001).

No Brasil, estima-se que a propor¢éo de idosos (maior de
65 anos) saltara de 5,1%, em 2000, para 14,2%, em 2050. Um
levantamento constatou que a proporgdo de mulheres acima dos 65 anos
que vivem sozinhas vem aumentando. Alcangou 14,9% em 1989 e

dessas, 60% possuiam renda inferior ou igual a um salario minimo.
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Dentre as pacientes maiores de setenta anos, 17,6% moravam sozinhas.
Caso sofressem algum tipo de fratura, as pacientes do estudo atual
enfrentariam basicamente dois problemas. Primeiro, a precariedade de
recursos financeiros para seu tratamento (somente 21% tinham emprego
remunerado e 43% tinham renda familiar mensal entre um e trés salarios
minimos) e segundo, teriam dificuldades para desempenhar as atividades
da vida diaria (Kowalski et al., 2001). Relatos da literatura afirmam que um
ano apos a fratura de quadril, 40% das pacientes estudadas ainda nao
estariam aptas a caminhar sem auxilio e 60% teriam dificuldades em
realizar ao menos uma atividade da vida diaria como se vestir, banhar-se
ou preparar sua alimentagédo (Cooper*, 1997 citado por Kowalski et al.,
2001).

Uma anadlise de Randell et al. (1995) calcula que os
custos diretos, somente de fraturas de quadril, irdo aproximadamente
duplicar na maioria dos paises ocidentais até o ano de 2025.

Cerca de 80% dos casos de osteoporose ocorre em
mulheres pds-menopausa. Nas mulheres, a menopausa natural ou
cirargica é seguida por um periodo de acelerada remodelagao 6ssea, com
taxas de formacao e reabsor¢cdo aumentadas (Kimble, 1997). Deficiéncia
de estrogeno afeta a remodelacdo de varias maneiras, primeiro aumenta
a freqiéncia de ativacdo das BMUs (Unidade Multicelular Basica),
levando a uma maior remodelacao e segundo, induz um desequilibrio na
remodelacdo. Prolonga a fase reabsortiva, reduzindo a apoptose de
osteoclastos, células responsaveis por esta fase, e também encurta a fase
formativa, aumentando a apoptose de osteoblastos. Como conseqiiéncia
destas mudancas, o volume Osseo reabsorvido nas lacunas de
reabsorcao fica aumentado em relacdo a capacidade de preenchimento
destas lacunas pelos osteoblastos. A reabsor¢do aumenta em 90%
durante a menopausa, enquanto a formacgédo s6 aumenta 45% (Riggs et
al.,2002).

*Cooper C. The crippling consequences of fractures and their impact on quality of life. Am J Med. 1997 Aug
18;103(2A):12S-17S; discussion 17S-19S apud Kowalski SC; Szejnfeld VL; Ferraz MB. Utilizagao de recursos
e custos em osteoporose. Rev Assoc Med Bras. 2001 Out/Dez;47(4):352-7
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Todos os processos fisiologicos, patolégicos e
terapéuticos exercem influéncia no esqueleto por meio de sua acao sobre
o ciclo de remodelacdo. Sob certas circunstancias, cada ciclo de
remodelacdo pode resultar em pequena deficiéncia o6ssea que,
acumuladas acarretardo incremento da taxa de perda 6ssea (Szejnfeld,
2000). As condigbes que levam a perda de massa 6ssea nao acontecem
por processos completamente diferentes e sim através do desarranjo do
processo normal de remodelagcdo Ossea. Dai a importancia de
conhecimento dos principios dessa remodelagao para poder entender a
patogénese da osteoporose (Manolagas, 2000).

A resisténcia O0ssea a fratura depende ndo somente da
quantidade de osso, mas também da sua qualidade (Ammann; Rizzoli,
2003; Viguet-Carrin et al., 2006) e a remodelacdo 6ssea orquestra os
varios fatores que contribuem para a qualidade 6ssea (Benhamou, 2007).

Felsenberg e Boonen (2005) descreveram a qualidade
6ssea como um termo amplo que descreve um conjunto de caracteristicas
que influenciam a resisténcia 6ssea e que explica a inter-relacdo dessas
caracteristicas. A qualidade o6ssea é determinada pelas propriedades
estruturais e materiais do osso e é influenciada ou modificada pela taxa
de remodelacdo. Dessa forma, condi¢cdes patolégicas, como a
osteoporose, estdo associadas com modificagbes na resisténcia 6ssea
(Felsenberg; Boonen, 2005; Hoc et al., 2006).

As propriedades estruturais ou extrinsecas do 0sso
incluem sua geometria (tamanho e forma), assim como sua
microarquitetura (arquitetura trabecular e espessura/porosidade cortical)
(Ammann; Rizzoli, 2003; Watts et al., 2004; Felsenberg; Boonen, 2005).

A microarquitetura do osso € uma importante propriedade
e considera a espessura, a orientagdo, o espagamento e a conectividade
trabecular, assim como a espessura cortical e sua integridade. Medidas
histomorfométricas sdo capazes de acessar a analise estrutural da

microarquitetura trabecular através de exames de imagem como
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ressonancia magnética, microtomografia computadorizada,
microrradiografia através do volume 6sseo (BV/TV), da espessura
trabecular (Tb.Th), do espagamento trabecular (Tb.Sp) e do numero de
trabéculas (Tb.N) (Kazakia; Majundar, 2006). A deficiéncia dos horménios
sexuais esta associada a perda 6ssea, com mudangas na conectividade
trabecular, na reducdo do numero de trabéculas, no aumento do espaco
intertrabecular e na modificagdo na forma das trabéculas, de placas para
barras, que sdo menos resistentes (Ammann; Rizzoli, 2003; Mittra et al.,
2005).

Com a remodelacdo acelerada, lacunas de reabsorgéo
podem ter sua profundidade aumentada levando a perfuracdo e perda de
elementos trabeculares. Como as trabéculas séo partes de uma estrutura
integral, a perda de porcbes desta estrutura, levando a falta de
conectividade de elementos estruturais, pode comprometer a resisténcia
mecanica do osso (Kimble, 1997; Felsenberg; Boonen, 2005). A perda da
conectividade trabecular € um processo irreversivel (Barger-Lux; Recker,
2002) porque a perda 6ssea afeta primariamente a conectividade e o
numero trabecular, enquanto que um ganho 6sseo resultara somente em
espessamento trabecular, sem altera¢des na conectividade ou numero de
trabéculas. A formacgédo de novas trabéculas n&do ocorre. A manutencgéo
das trabéculas e da conectividade trabecular sdo os paradmetros
microestruturais mais correlacionados com as propriedades mecéanicas
(forca maxima e moédulo de elasticidade) do osso trabecular (Mittra et al.,
2005).

A perfuragdo e a perda de trabéculas individuais tem
impacto maior do que a perda da mesma quantidade de osso atribuida a
diminuicdo da espessura trabecular (Parfitt, 1984; Felsenberg; Boonen,
2005; Turner C, 2007) ja que a funcdo mecénica do osso trabecular é a
distribuicdo da carga em articulacdes como a do quadril, e também tem
funcdo de resistir & compressdo, como ocorre em areas como a das

vértebras (Felsenberg; Boonen, 2005). Uma perda 6ssea que resulte em
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perfuragéo trabecular diminui a resisténcia 6ssea duas a cinco vezes mais
que uma perda ocorrida pela diminuicdo da espessura trabecular (Turner
C, 2007).

Exames histomorfométricos de osso transiliaco biopsiado
identificaram defeitos microestrutrurais que, sob a luz do que se é
conhecido sobre propriedades mecanicas e estruturais dos materiais,
comprometerdo futuramente a resisténcia 6ssea. Em mulheres durante a
menopausa € com osteoporose estabelecida, um déficit tanto na
espessura cortical, quanto no volume do osso trabecular tendem a ser
substancialmente reduzidos. Muito do déficit de osso trabecular pode ser
atribuido mais a perda de elementos trabeculares inteiros e
descontinuagdo da conectividade trabecular do que a diminuicdo da
espessura destes. Esses exames também encontraram que a diminuida
massa 6ssea da osteoporose pds-menopausica é predominantemente um
déficit de osso cortical. A perda de osso cortical envolve alargamento dos
espacos medulares a custa da estrutura cortical havendo trabeculagcdo em
superficies corticoendosteais (Parfitt, 1984; Barger-Lux; Recker, 2002).

O tamanho do osso parece ter um efeito geral sobre a
fragilidade 6ssea (Ammann; Rizzoli, 2003; Felsenberg; Boonen, 2005) e
se mostra reduzido em vértebras de mulheres com fraturas nesses ossos
(Silva; Gibson, 1997). Na ocorréncia das fraturas de quadril parece haver
influéncia da prevaléncia de formacgédo de ésteons com canais vasculo-
nervosos gigantes e com paredes finas que aparecem como resultado de
uma maior taxa de remodelagéo (Bell et al., 2000). A espessura cortical e
o momento de inércia de ossos longos ou a area da secao transversal
minima de vértebras sdo fatores criticos na determinacdo da resisténcia
6ssea (Kazakia; Majundar, 2006).

Com a idade, as dimensdes externas dos o0ssos
aumentam devido a aposicdo periostal, acompanhada de perda éssea
nas superficies internas do mesmo (Turner C, 2007), o que poderia ser

entendido como uma reacdo compensatéria a perda da massa 6ssea e da
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conectividade trabecular. Um aumento no didmetro de ossos longos pode
refletir em uma variacao de até 55% na resisténcia 6ssea, enquanto que
um aumento na espessura cortical se reflete em menor ganho de
resisténcia (Ammann; Rizzoli, 2003), mas, segundo Silva (2007), esta
expansao periostal acontece de maneira sitio-dependente em mulheres,
nao protegendo o fémur ou a tibia contra fraturas.

Com relagéo as propriedades materiais, ou intrinsecas do
0ss0, 0 grau de mineralizacao, o tamanho dos cristais de hidroxiapatita,
as propriedades da matriz colagena e a relagdo mineral/matriz parecem
ser importantes para a resisténcia 6ssea, além do tamanho e local de
microlesbes (Ammann; Rizzoli, 2003; Watts et al., 2004; Felsenberg;
Boonen, 2005).

Em nivel nanoestrutural, os cristais de apatita sao
responsaveis pela rigidez e resisténcia, enquanto que o colageno é
responsavel pela ductilidade (Rubin et al., 2003; Viguet-Carrin et al.,
2006), capacidade de sofrer grandes deformagbes antes da ruptura (Silva
Junior, 1072), e também pela capacidade de absorver energia, a
tenacidade do osso (Rubin et al., 2003; Viguet-Carrin et al., 2006).

Um estudo de Oxlund et al. (1996) mostrou que vértebras
fraturadas de individuos com osteoporose mostravam redugcdo da
concentracdo das ligagdes cruzadas de colageno resultando em reducéo
da resisténcia material do osso trabecular, o que explicaria a ocorréncia
de fraturas mediante similar quantidade de osso trabecular quando
comparados a individuos-controle. Viguet-Carrin et al. (2006) afirmaram
que uma taxa de remodelacdo aumentada esta associada com a
quantidade de ligagbes cruzadas de colageno.

O préprio envelhecimento leva o osso a ficar mais fragil,
absorvendo menor energia antes de fraturar e propagando microlesdes
com mais facilidade, em parte por uma alteracdo nas ligacbes de

colageno (Turner C, 2007).
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Rubin et al. (2003) compararam osso trabecular humano
normal e osteoporético, em nanoescala, através de microscopia de
transmisséo, e ndo encontraram diferencas significantes na geometria e
organizagao dos cristais de hidroxiapatita entre as fibras colagenas.

Véarios autores relatam a importdncia do grau de
mineralizagcdo da matriz para a resisténcia 6ssea, independente do
volume de tecido 6sseo e da microarquitetura (Meunier; Boivin, 1997;
Boivin et al., 2000; Boivin; Meunier, 2002a; Boivin; Meunier, 2002b; Follet
et al., 2004). Hernandez et al. (2001) chegam a sugerir que uma
modificagdo na quantidade de mineral 6sseo gera uma maior redugao da
resisténcia e rigidez 6sseas que uma similar diminuicdo do volume 6sseo
(BV/TV).

Follet et al. (2004) observaram um aumento da resisténcia
Ossea trabecular para uma mineralizacdo aumentada sem a ocorréncia de
aumento do volume de matriz 6ssea e mantida a microarquitetura.

Alguns autores (Turner C, 2002; Ciarelli et al., 2003)
consideram que tanto um padrdo de mineralizacdo 6ssea baixo, quanto
alto, pode ter efeitos negativos nas propriedades materiais do osso.
Pouca mineralizacdo torna o osso mais fraco por reduzir a sua resisténcia
e rigidez, o osso se torna fraco e pode deformar ao invés de fraturar.
Elevada mineralizagdo aumenta a rigidez estrutural do osso, mas o torna
também mais fragil, pois resulta em redugéo de tenacidade e do trabalho
até a fratura. No estado de hipermineralizagéo se tornam rigidos e frageis
(Turner C, 2002; Fratzl et al., 2007). Um osso devidamente mineralizado
deve apresentar uma combinacdo equilibrada de rigidez e fragilidade
(Turner C, 2002).

Existe uma relagéo linear entre 0 mddulo elastico e a
quantidade de calcio de um osso (Turner C, 2007).

A hipermineralizacado 6ssea tem mostrado trazer danos ao
osso (Kazakia; Majundar, 2006). Akkus et al. (2004) demonstraram haver

correlagdo entre aumento da relagdo mineral/matriz com a deterioragéo
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das propriedades mecanicas estruturais e teciduais do osso compacto de
ratas senis. Para os autores, o aumento da mineralizagdo pode estar
associado com reduzida ductilidade do osso por reduzir a mobilidade das
fibras colagenas.

Sitios hipermineralizados que freqliientemente ocorrem
em 0sso maduro apresentam-se como sitios de iniciagdo de microfraturas
(Hirano et al., 2000; Kazakia; Majundar, 2006). Ocorridas as microfraturas,
estas devem ser detectadas pelos osteodcitos para que os mesmos ativem
0 mecanismo de reparacido desses sitios através da remodelacao 6ssea,
evitando falha esqueletal, isto é, a ocorréncia de multiplas fraturas por
fragilidade 6ssea (Barger-Lux; Recker, 2002; O’Brien et al., 2005).

O grau de mineralizacdo do osso depende da taxa de
remodelacdo Ossea e influencia a resisténcia 6ssea. Uma alta taxa de
remodelacdo estd associada com menor mineralizagdo 6ssea (Meunier;
Boivin, 1997; Viguet-Carrin et al., 2006). O processo de mineralizagao
consiste de uma deposi¢do primaria de mineral no front de calcificagéo,
seguido de um lento e progressivo aumento de deposicdo mineral
chamado de mineralizagdo secundaria. O o0sso jovem € menos
mineralizado que um osso maduro (Meunier; Boivin, 1997; Follet et al.,
2004). A mineralizacdo depende da atividade da remodelag&o, que afeta
o tempo de mineralizagédo da matriz recém-formada. Assim, uma elevada
taxa de remodelagdo levaria a formagcéo de um osso menos mineralizado,
pois haveria uma grande probabilidade de ocorrer a reabsor¢cao desse
0sso antes da sua completa mineralizacdo ser obtida. Também uma
distribuicdo ndo uniforme da mineralizacdo de elementos trabeculares
individuais teria efeitos significativos na biomecanica do osso trabecular
(Ciarelli et al., 2003; Felsenberg; Boonen, 2005).

Barger-Lux e Recker (2002) consideram que a resisténcia
Ossea tem dois componentes: a densidade éssea (mensurada em gramas
por unidade de area ou volume pela densitometria 6ssea) e a qualidade

Ossea. A densidade 6ssea na osteoporose é determinada pela quantidade
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de perda 6ssea ocorrida em relagdo ao maior valor de massa Ossea de
um dado paciente, enquanto que para a qualidade 6ssea se consideram
conceitos de arquitetura, mineralizagdo, lesbes ocorridas (como as
microfraturas, por exemplo) e remodelamento. A densidade mineral 6ssea
(DMO) tem sido usada como o melhor padrdo de medida, pois é
responsavel por aproximadamente 70% da resisténcia éssea (Ammann;
Rizzoli, 2003; Suh; Lyles, 2003), mas para Barger-Lux; Recker (2002), o
acumulo de microlesdes e/ou defeitos trabeculares poderiam enfraquecer
0 0sso mais do que poderia ser explicado pela deficiéncia de massa
6ssea. As microfraturas ocultas, por exemplo, indicam um aumento no
risco de trés a cinco vezes de fraturas osteoporéticas (Radominski et al.,
2002). Assim, nem todas as caracteristicas determinantes da resisténcia
6ssea sdo bem representadas pela medida da DMO, pois a densitometria
nao distingue se a queda de densidade resulta de perda de massa 6ssea
e, portanto, de mineral 6sseo, ou se a menor densidade reflete uma taxa
de remodelacao alta com a reposi¢do de 0sso antigo, mais mineralizado,
por um o0sso jovem e menos mineralizado (Felsenberg; Boonen, 2005).
Como a DMO corresponde a relacao entre quantidade de mineral e a area
Ossea, esta variavel expressa nao s6 a quantidade de mineral 6sseo, mas
indiretamente também reflete as dimensdes do osso (Ammann; Rizzoli,
2003).

Mesmo sendo a ferramenta padr&o para o diagnéstico de
osteoporose, a DMO ¢ insuficiente para medir precisamente o risco de
fratura ou medir os efeitos de medicamentos antiosteoporoéticos (Watts et
al., 2004; Felsenberg; Boonen, 2005; Hernandez; Keaveny, 2006;
Kazakia; Majundar, 2006; Viguet-Carrin et al., 2006). Segundo Watts et
al., 2004, os medicamentos para tratamento para osteoporose deveriam
ser prescritos levando-se em consideragdo a sua eficacia na prevencéao
de fraturas e ndo nos efeitos sobre a DMO.

Uma visdo mais ampla é necessaria para compreender

porque os ossos fraturam e como os tratamentos para osteoporose
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podem ser melhorados. Assim, com esta finalidade, a qualidade Ossea

deve ser considerada (Watts et al., 2004; Felsenberg; Boonen, 2005).

2.2 Métodos de obtenciao de parametros de qualidade éssea

Fraturas ocorrem quando uma for¢a aplicada ao osso
excede a capacidade desse o0sso de suportar esta forca. Para um material
homogéneo, a fratura ocorre quando a forca aplicada cria uma tensao que
excede a resisténcia do material, mas o osso € um material complexo, um
composito com numerosas propriedades mecanicas e, nenhuma delas,
explica a resisténcia 6ssea adequadamente sozinha (Felsenberg;
Boonen, 2005). O risco a fratura de um o0sso € um capitulo complexo que
envolve, entre outros fatores, suas propriedades mecanicas (Kazakia;
Majundar, 2006). O osso apresenta propriedades mecanicas diferentes se
as forgas sao transmitidas a partir de diferentes dire¢des, expressando
uma propriedade 6ssea conhecida como anisotropia (Einhorn, 1992).

Como a fratura clinica é um evento biomecéanico é
aceitavel dizer que qualquer modificagdo clinicamente relevante da
qualidade oOssea deve levar a uma modificagdo na performance
biomecanica (Hernandez; Keaveny, 2006).

As propriedades biomecanicas do osso podem ser
descritas em dois niveis. O primeiro considera as propriedades materiais
do osso. Estas propriedades sao definidas pelas qualidades teciduais do
0sso e sao independentes da estrutura ou geometria 6ssea. O segundo
nivel leva em consideracdo a unidade anatémica inteira do o0sso,
mantendo sua geometria normal (Einhorn, 1992), pois a geometria do
osso afeta a distribuicdo da massa 6ssea e pode mudar a habilidade
desse 0sso em resistir a ensaios mecanicos como flexdo ou torcdo

(Felsenberg; Boonen, 2005).
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A resisténcia 6ssea pode ser avaliada por diferentes
testes mecanicos que simulam, in vitro, as cargas mecanicas exercidas no
osso (Viguet-Carrin et al., 2006). Esses ensaios podem utilizar forcas de
compressao, flexdo, cisalhamento e tracdo para medir a performance
biomecanica do osso, obtendo informagcbes sobre a sua fragilidade
através de propriedades como rigidez, resisténcia, tenacidade e outros
(Hernandez; Keaveny, 2006). Para Turner C. (2002), a analise da
fragilidade 6ssea inclui, pelo menos, trés componentes: resisténcia, dada
pela forca maxima, fragilidade, obtida através da deformagdo maxima, e o
trabalho até a fratura, obtido pela area abaixo da curva carga x
deformacao, todos eles podendo ser derivados de ensaios biomecanicos
onde o 0sso recebe uma carga até a ocorréncia da sua fratura.

Como o tecido 6sseo € parte de uma estrutura bioldgica,
suas propriedades mecanicas s6 podem ser totalmente apreciadas se
houver compreensdo de como essa estrutura funciona como um todo e se
for considerado seu aspecto funcional. Algumas investigagbes devem
requerer exame da estrutura 6ssea em varios niveis de observacao,
desde macro-estrutural até ultra-estrutural. Propriedades estruturais do
0osso como um todo dependem de propriedades da geometria e do
material 6sseo, podendo tornar necessarios testes adicionais para
determinar como modificagbes na composicdo Ossea atuam nas
propriedades mecénicas, principalmente se o objetivo do trabalho é
investigar como a histologia do tecido 6sseo influencia o comportamento
mecanico do osso (Liebschner, 2004).

Na engenharia de materiais € bem conhecido que a
composi¢do de um compésito tem influéncia significante nas propriedades
mecéanicas (Sahar et al., 2005). A fase mineral do osso é a hidroxiapatita
nao-estequiométrica, uma rede cristalina de fosfato de calcio
[Ca1p(PO4)s(OH),], e substituicdes no ion hidroxila podem trazer tragos de
magnésio ou carbonato, ou mesmo de fluoretos, que podem modificar as

propriedades materiais do osso (Barger-Lux; Recker, 2002; Boivin;
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Meunier, 2003). Os minerais compdem a maior parte do tecido ésseo e
qualquer modificagdo na concentragdo dos seus elementos pode afetar
diretamente a propriedades mecénicas do osso (Peng et al., 1997).

Medidas do conteudo mineral do osso s&o geralmente
aceitas como apropriadas para estimar a resisténcia 6ssea e a relacédo
calcio/fésforo (Ca/P) do osso tem se mostrado como um bom indice de
qualidade Ossea. As alteracdes nessa relagdo podem ser inclusive um
indicativo de modificagdes na matriz organica do osso, principalmente no
colageno (Zaichick; Tzaphlidou, 2003; Tzaphlidou et al., 2006), e estédo
relacionadas com o processo de maturagdo mineral como uma fungéo da
relagdo entre mineral e matriz. No processo de maturagdo mineral,
conforme a relagdo Ca/P da apatita aumenta, o mineral 6sseo se torna
mais cristalino e o tamanho dos cristais aumenta (Kuhn et al., 2008).

Numerosas sdo as técnicas de espectroscopia usadas
para estudos dos elementos quimicos do osso (Tzaphlidou et al., 2005).
Técnicas de electron probe X-ray microanalysis (EPMA) sédo aplicadas
para se determinar a concentragdo de elementos quimicos em um volume
microscopico de um espécime (Alvisi et al., 2006). Os espectrémetros de
raios X podem ser de duas categorias: de comprimento de onda (WDS) e
de energia dispersiva (EDS) (Maliska, 2009). Em muitos casos, as
analises sdo realizadas através do espectrometro de energia dispersiva
de raios X (EDS) acoplado a um microscépio eletrénico de varredura
(MEV) (Howell; Boyde, 2003; Alvisi et al., 2006) ou por um feixe de raios X
primarios oriundos de uma fonte conhecida, como acontece em um
espectrofotdbmetro de fluorescéncia de raios X.

Raios X sado radiagbes eletromagnéticas de comprimento
de onda (A) entre 0,1 a 100 A, produzidas pela desaceleracéo
(bremsstrahlung) de elétrons de alta energia e/ou por transi¢gbes de
elétrons nas Orbitas mais internas dos atomos. Essas transicdes
eletrbnicas obedecem aos critérios de selecdo de acordo com a teoria

atbmica quéntica (Liebhafsky et al.,, 1966). A técnica analitica de
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fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (ED-XRF) & semi-
quantitativa, baseando-se na medida da intensidade (numero de fétons
coletados por unidade de tempo) dos raios X caracteristicos emitidos
pelos elementos que constituem a amostra quando devidamente excitada.
E possivel se obter medidas altamente localizadas da composigéo mineral
Ossea usando técnicas de espectroscopia de raios X. A geracao desses
raios X caracteristicos ocorre pela transicdo de elétrons para uma um
nivel de menor energia dentro do atomo. A transigcdo ocorre quando o
elétron do feixe incidente interage com elétrons de camadas mais internas,
geralmente na camada K e L, causando a ejecdo do mesmo e deixando
uma vaga nesta camada. O atomo fica entdo num estado excitado
tendendo a voltar ao estado fundamental através de transicdes dos
elétrons de camadas externas, de energia maior, para preencher este
vazio. Quando isto ocorre, um féton € emitido com a energia igual &
diferenga entre os niveis de energia. A presenca de elementos quimicos
especificos causa uma emissdo caracteristica de raios X dentro do
espectro (Haddad et al., 1998; Maliska, 2009; Coats et al., 2003). Essa
emissdo caracteristica é detectada e equacbes fisicas relacionam a
concentragdo do elemento ao numero de fétons emitidos, determinando a
composi¢gdo elementar da amostra e a intensidade da energia
caracteristica emitida pelos componentes da amostra é diretamente
proporcional a concentracdo de cada elemento presente na amostra
(Coats et al., 2003; Alvisi et al., 2006).

Para Coats et al. (2003), este tipo de analise deve ser o
primeiro passo na tentativa de relacionar as propriedades materiais locais
com as propriedades mecanicas. Kuhn et al. (2008) acrescentam que o
conhecimento da estrutura e composi¢do do osso, e suas modificagdes
com a idade sdo fundamentais para distinguir diferengcas nesses
parametros relacionadas a doencas ou medicagbes. Este tipo de

investigagdo produz informagdes unicas sobre caracteristicas estruturais e
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proporciona oportunidade de conhecimentos profundos (Suvorova et al.,
2007).

Outro tipo de teste que existe, o teste de microdureza, usa
micro-endentacdo e pode medir dureza ou rigidez em regidées pequenas,
em escala microestrutural, da ordem de 10-100 um, fornecendo
possibilidade de analisar pequenas amostras de 0sso, 0 que nao seria
possivel com os testes tradicionais de flexdo, torcdo e tragédo. A
microdureza € uma ferramenta de valor através da qual a compreensao
sobre a mecanica 6ssea pode ser aprimorada (Riches et al., 2000). Muitos
estudos (Bonser, 1995; Broz et al., 1995; Ziv et al., 1996; Riches et al.,
1997; Bateman et al., 1998; Riches et al.,, 2000; Phelps et al., 2000;
Giavaresi et al., 2003; Ng et al., 2004) usam testes de micro-endentacéo
para estimar a dureza da estrutura éssea.

Nessa técnica uma ponta de diamante é pressionada
contra uma superficie polida do espécime com uma carga determinada
durante um periodo de tempo, e a microdureza sera determinada pelo
tamanho da endentacdo, que estd relacionada a rigidez do material,
mensurada através do mddulo de Young ou médulo de elasticidade
(Bonser, 1995; Chachra et al., 1999; Coats et al., 2003). E um teste usado
para derivar propriedades materiais como a dureza e o moddulo de
elasticidade de ossos e outros tecidos duros como dentina e esmalte
dentarios (Johnson; Rapoff, 2007). Para Bonser (1995), embora ocorra
falha por cisalhamento para formar a marca da endentagdo, as
propriedades fisicas que controlam esse tipo de falha no osso sao
também aquelas responsaveis pela rigidez e falha por tracao, isto é, a
mineralizagdo. A microdureza € largamente dependente do conteudo
mineral (Johnson; Rapoff, 2007; Chachra et al., 1999) e esta
predominantemente  associada as propriedades plasticas da
microestrutura, ja que o seu valor é calculado por meio de uma impressao

permanente (Riches et al., 2000).
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2.3 Bifosfonatos X reparagao e qualidade 6sseas

Existe uma variedade de tratamentos disponiveis para o
controle da osteoporose. Agentes estimulantes de formagédo 6ssea como
os fluoretos, o paratormdnio e seus analogos tém sido considerados como
uma opg¢do de tratamento, por outro lado, os inibidores da reabsorgao
Ossea, que incluem o calcio, a vitamina D, a calcitonina, os esterbides
gonadais e os bifosfonatos (BFs) tém mostrado prevenir a perda éssea ou
reduzir a ocorréncia de fraturas (Netelenbos, 1998).

Os esterdides da terapia de reposi¢do hormonal foram por
muito tempo a primeira escolha terapéutica para o tratamento da
osteoporose, mas esse quadro vem se modificando e alguns autores
passaram a citar os bifosfonatos como o medicamento mais efetivo e
usado para essa finalidade (Leu et al., 2005; Nancollas et al., 2006).

Os BFs podem ser agrupados em dois grupos, segundo o
seu mecanismo de acdo. Os mais fracos e mais parecidos com o
pirofosfato, como o clodronato e o etidronato, podem ser metabolizados
em analogos citotoxicos do ndo-hidrolizaveis que serdo entéo
incorporados pelos osteoclastos levando-os a apoptose. Os mais potentes
nao sao metabolizados e atuam na via do mevalonato (Woo; Adachi,
2001; Leu et al., 2006).

Os aminobifosfonatos reduzem a fungéo dos osteoclastos
inibindo a farnesil difosfato sintetase, uma enzima da seqiiéncia de
biossintese do colesterol, pela via do mevalonato, requerida para a
producdo de geranilgeranil difosfato. A geranilgeranil difosfato liga
proteinas a membrana celular por um processo chamado de isoprenilagcao
de proteinas. A deplecdo desta enzima limita a prenilacdo de pequenas
proteinas regulatérias que controlam a forma celular e a formacgéo da
borda em escova dos osteoclastos, resultando em prejuizo para a fungao

dos osteoclastos (Rodan; Reszka, 2003; Stepan et al., 2003).
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Por causa da sua grande afinidade pelo mineral 6sseo, os
BFs atuam especificamente no osso (Boivin; Meunier, 2002a). Estudos
auto-radiograficos mostram a localizagédo preferencial de BFs marcados
em superficies de reabsorcao 6ssea (Szejnfeld, 2000; Rodan; Reszka,
2003) apoiando a idéia de que sua presenca nessa regido é necessaria
para a ativacdo adequada do osteoclasto (Szejnfeld, 2000). De fato,
agentes osteotrépicos tendem a se acumular em certas regides do tecido
6sseo, ndo se distribuindo de forma homogénea e se concentrando em
locais caracterizados por alta taxa metabdlica, isto €, lugares de maior
remodelacao 6ssea (Hirabayashi; Fujisaki, 2003; Stepensky et al., 2003).

Estudo de Bohic et al. (2000) questionou se os BFs,
sendo avidos pela ligacdo a hidroxiapatita, poderiam alterar a composi¢ao
quimica e a estrutura cristalina do mineral 6sseo ja depositado, assim
como a nucleacdo de novos cristais, particularmente por causa da longa
meia-vida desses medicamentos e pelos tratamentos de longa duracao
requeridos.

O ftratamento da osteoporose poOs-menopausa com
risedronato resulta em aumento da DMO e em decréscimo do numero de
fraturas tanto vertebrais como n&o-vertebrais (Lane et al., 1996; Eastell,
1998, Harris et al.,1999; Fogelman et al., 2000; Woo; Adachi, 2001).

O risedronato é um aminobifosfonato potente usado no
tratamento da osteoporose pds-menopausa na dosagem de 5 diarios ou
35 mg semanais, durante dois a trés anos (Risedronate, 2001) e, assim
com outros BFs, também vem demonstrando que o regime diario ou o
intermitente de administracdo desses medicamentos é eficaz (Bauss;
Dempster, 2007).

Para Borah et al. (2005), um dos mecanismos dos BFs
que promovem a redugdo do risco de fratura € o aumento da
mineralizacdo do osso. Quando ha elevada remodela¢do éssea o tempo
de vida de uma BMU é curto, resultando em osso neoformado

parcialmente mineralizado, comprometendo as propriedades
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biomecanicas do osso. Pela reducdo da remodelacdo ocasionada pelos
BFs €& possivel aumentar o tempo de vida da BMU e reduzir o seu
numero, proporcionando uma mineralizagdo secundaria com o decorrer
do tempo (Boivin; Meunier, 2003; Borah et al., 2005; Roschger et al.,
2008). Estes autores confirmaram essa mineralizagdo aumentada em
pacientes usando risedronato, por trés anos, através de microtomografia
computadorizada com radiag&o synchrotron.

Meunier e Boivin (1997) indicaram que uma variagcao na
quantidade mineral do osso poderia explicar como pequenos aumentos
de DMO estavam correlacionados com grande redu¢do na incidéncia de
fraturas em pacientes tomando BFs.

Estudo de Bourrin et al. (2002) encontrou aumento da
DMO e da resisténcia mecénica de tibias de ratas ovariectomizadas
quando tratadas com o bifosfonato pamidronato sem haver alteracdes
histomorfométricas, indicando aumento da mineralizagédo 6ssea e/ou das
propriedades intrinsecas da matriz 6ssea.

Um estudo de lto et al. (2005) com ratos ovariectomizados
verificou que muito da eficacia do risedronato explicada somente pelo
aumento da DMO e da massa 6ssea também esta relacionada com a sua
capacidade, em doses superiores a 0,5mg/kg, de aumentar a resisténcia
Ossea através da alteracdo da microarquitetura e do aumento da
conectividade de trabéculas. Essas alteracbes se mostraram altamente
correlacionadas com a melhora das propriedades biomecéanicas do osso,
obtendo resultados superiores aos animais sham.

Fratzl et al. (2007) encontraram que o aumento da DMO
vertebral em mulheres tratadas com risedronato por 3 anos se deve a
combinacdo de um pequeno aumento no volume 6sseo com uma maior
concentracao do mineral 6sseo.

Os BFs sado usados no tratamento de osteoporose desde
1977 nos Estados Unidos (Wilkinson et al., 2007), no entanto quando

utilizado em associacdo com quimioterapicos observou-se casos de
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osteonecrose dos maxilares (ONJ) (Ruggiero et al., 2004). Desde 2003,
observa-se um crescente numero de casos publicados, relacionando a
administracdo de bifosfonatos intravenosos (EV), associados a casos de
osteonecrose nos ossos maxilares (Wilkinson et al., 2007).

Uma revisdo de 368 casos de notificagbes publicadas
mostrou que 94% envolveram pacientes com metastase Ossea ou
mieloma multiplo que recebiam bifosfonatos EV, e 60% dos casos foram
precedidos por um procedimento dentario (WHO, 2006). A maioria dos
casos de ONJ associada a BFs esta associada também a procedimentos
cirurgicos (Brooks et al., 2007). O risco de desenvolvimento de lesdes de
osteonecrose apos exodontias, colocagédo de implantes e procedimentos
cirargicos, periodontais ou outros, em pacientes que tomam BFs orais &
desconhecido (Migliorati et al., 2006).

Esses medicamentos possuem acdo antiangiogénica e
indutora de apoptose de células endoteliais (Brooks et al., 2007) e podem
ser diretamente tumoricidas, tornando-se importantes agentes no
tratamento contra o cancer. Também controlam a perda éssea resultante
de lesdes esqueléticas metastaticas, como aquelas associadas ao cancer
de prostata, pulmdo e mama e fraturas relacionadas ao mieloma multiplo
(Migliorati et al., 2006) e, mais recentemente, a indicagéo de tratamento
com BFs se expandiu para incluir lesdes osteoliticas provenientes de
qualquer neoplasia sélida, resultando em rampante aumento do uso
desses BFs em centros de oncologia (Wilkinson et al. 2007).

Dados fornecidos por Brooks et al. (2007) demonstram 865
casos de ONJ por bifosfonatos publicados em lingua inglesa com
aproximadamente 96% desses casos sendo provenientes do uso de
agentes intravenosos como o pamidronato e o zoledronato, enquanto que
somente 26 casos estdo associados aos BFs orais, sendo que 25 deles
com o alendronato e um com o risedronato. O mesmo autor relata dois

novos casos atribuidos ao uso de risedronato.



51

Detectaram-se apenas alguns casos de ONJ em pacientes
que receberam alendronato, mas é pouco claro se estes pacientes
possuiam outros fatores de ordem sistémica ou de comorbidade local
(Migliorati et al., 2006).

Os 2 casos de ONJ por risedronato relatados por Brooks et
al. (2007) mostram situagbes com inumeros fatores associados ao uso do
referido  medicamento como periodontite, associagdo com outros
medicamentos (entre eles, corticosterdides), trauma de prétese, fumo,
sinusite associada, polipo em seio nasal, utilizacdo de enxertos,
colocagdo de implantes na presenca de fistula oroantral, etc... Diversas
comorbidades trazem dulvidas sobre o verdadeiro papel desse
medicamento no surgimento dessas lesdes.

O mecanismo que explicaria as causas da associagcio
entre o tratamento com BFs intravenosos e a osteonecrose dos 0ssos
maxilares ndo € bem conhecido. Explica¢des atuais incluem uma etiologia
infecciosa ou a perda de suprimento sanguineo e a supressdo da
remodelacdo 6Ossea (Migliorati et al., 2006; Wilkinson et al., 2007). A
remodelacdo Ossea fica comprometida quando da utilizagdo de BFs
(Migliorati et al., 2006; Senra, 2006).

Para Migliorati et al. (2006), o esforco mastigatério geraria
microfraturas fisiolégicos na cavidade oral que ndo seriam reparados por
causa da perda da capacidade de reparar microfraturas causada pelo
prejuizo a remodelagdo 6ssea causado pelos BFs. Associados a este
fator estariam a hipovascularizagdo local, os traumas, uma necessidade
acrescida de reparacgdo 6ssea e infecgio, gerando a osteonecrose.

A remodelacdo Ossea ajuda a manter a integridade
tecidual removendo seletivamente tecido danificado e o substituindo por
0sso novo. Turner C. (2002) afirma que como os bifosfonatos reduzem
substancialmente a remodelacdo &ssea, eles também possuem um
potencial efeito adverso, prejudicar a reparagdo de microlesdes que,

acumuladas, levariam a diminuicdo da tenacidade do osso, efeito esse
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ainda nao confirmado em doses clinicas. Um aumento de 2,7 e de 4,5
vezes no acumulo de microlesdes por supressdo farmacéutica da
remodelacdo Ossea, obtida com o risedronato e o alendronato,
respectivamente, esta associado a reducdo em 20% da tenacidade 6ssea,
mesmo sem haver redugcdo da resisténcia 6ssea (Mashiba et al., 2000;
Mashiba et al., 2001).

Allen et al. (2006) encontraram aumento de 2,9 vezes no
numero de microlesdes em vértebras de cdes tratados com risedronato,
com doses equivalentes a dose terapéutica, mas nao encontrou
correlagdo entre esse numero € nenhuma propriedade mecanica. Nesse
mesmo estudo, o risedronato foi capaz de aumentar a rigidez de vértebras
de caes submetidas a compressao, mas ndo mostrou modificacdes nas
propriedades materiais do osso.

A osteoporose muda o curso da reparagdo 6ssea através
da diminuicdo da velocidade de formagdo do calo 6sseo e da sua
quantidade. Os aspectos de maior interesse de aplicagéo ortopédica séo
a fragilidade 6ssea, a eficacia da fixacdo de implantes e a reparagéo
6ssea (Egermann et al., 2005). A reparacao 6ssea é um dos assuntos de
estudo mais urgentes numa sociedade que envelhece (Maeda et al.,
2004) porque uma reparacdo de fratura prejudicada pode aumentar
dramaticamente a morbidade de pacientes idosos (Turner R et al., 2001).

Mesmo com os BFs reduzindo o risco de fraturas
osteopdéroticas, ainda assim ocorrerdo fraturas em pacientes tratados com
estes medicamentos e os eventos da reparagéo de fraturas sao sensiveis
a estes medicamentos (Koivukangas et al., 2003).

O reparo de defeitos 6sseos € um bom modelo para o
estudo da regeneracdo 6ssea. Ao contrario das fraturas, os defeitos séo
menos propensos a fatores mecénicos e obstrugcbes do suprimento
sanguineo. Portanto, a reparacao de defeitos 6sseos em animais tem sido
amplamente utilizada em experimentos que visam pesquisar os efeitos de

técnicas cirurgicas e farmacos na mesma (Schenk, 1996). Estudos tém
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utilizado defeitos 6sseos para avaliar a reparagao éssea em 0ssos longos
de ratas ovariectomizadas (Amadei, 2004; Silveira, 2004, Senra, 2006),
com ou sem a influéncia de medicamentos.

Para Nagashima et al. (2005) a acdo do risedronato na
formacéo 6ssea de defeitos femorais em ratos € bimodal, estimulatério no
desenvolvimento de células osteogénicas para a formagdo de osso
primario e inibitério na diferenciagdo terminal de osteoblastos na
remodelacdo e maturacdo final do osso, com conseqiiente atraso na
formacao de osso lamelar cortical. Dai et al. (2004) relataram o importante
papel dos osteoclastos na regulacdo da formacao Ossea osteoblastica,
particularmente no desenvolvimento de matriz 6ssea lamelar.

Estudos com ratas ovariectomizadas (OVX), assim como
outros em animais ndo castrados (Li J et al., 1999; Li C et al., 2001),
demonstraram que, na verdade, os BFs (incadronato, clodronato,
pamidronato e alendronato) ndo impedem a iniciacdo da reparagéo de
fraturas e a formagdo do calo 6sseo, mas o uso continuo desses
medicamentos, especialmente em altas doses, impede fortemente o
processo de remodelagédo do calo e a substituicdo do osso primario por
0sso lamelar por causa da inibicdo da atividade de osteoclastos, célula
importante neste processo. Também verificaram uma maior mineralizacdo
no calo 6sseo dos animais tratados com os BFs (CAO et al., 2002).

Li C et al. (2001) ressaltaram em seu estudo que, durante
a reparagdo Ossea, o calo & remodelado, sendo continuamente
reabsorvido e formado até a obtengdo da arquitetura e da integridade
mecanica normais no osso restaurado. No estudo de Senra (2006), a
remodelacado n&o chegou ao seu final em todos os grupos experimentais,
no entanto, foi notado que os grupos somente ovariectomizados e sham
remodelaram seu calos, mas formaram uma ponte delgada de osso
cortical de espessura bem menor que a da cortical original. Ja o grupo
tratado com risedronato, mostrou atraso na remodelacdo 6ssea com

permanéncia de calo volumoso composto por osso trabecular aos 24 dias.
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A reparacio 6ssea depende, no seu periodo mais longo e final, da taxa
de remodelacao 6ssea (Li C et al., 2001). Varios estudos que analisaram
o uso de bifosfonatos na reparagéo éssea em ratos observaram atraso na
substituicdo do osso primario por osso lamelar com o uso de diferentes
bifosfonatos, inclusive do risedronato (Li J et al., 1999; Li C et al., 2001;
Cao et al., 2002; Nagashima et al., 2005).

A reparacéo nao é completa enquanto ndo houver a uniao
6ssea nas bordas do defeito radiograficamente, o que acontece antes da
unido histolégica (Li C et al., 2001). Esse atraso de unido é clinicamente
problematico, podendo trazer risco de novas fraturas (Amanat et al.,
2005).

Odvina et al. (2005) sugerem que longos tratamentos com
alendronato levaram pacientes a uma maior susceptibilidade a fraturas
nao-espinhais atraumaticas e a um atraso ou até mesmo auséncia na
reparacdo destas devido a intensa supressdo de remodelacdo Ossea,
mesmo apos a interrupgdo do tratamento. Os mesmos autores ndo sabem
se esta pode ser uma resposta atipica ao tratamento com alendronato
somente.

Atraso na reparacdo e auséncia de unido 6éssea podem
ser devastadoras complicagcdes de uma fratura, mesmo ap6s uma longa
recuperacao (Amanat et al., 2005). Assim, alguns autores chegaram a
sugerir (Li J et al., 1999; Cao et al., 2002) que se deveria interromper o
uso de medicamentos para osteoporose em casos de fraturas nao
vertebrais por conta do atraso da remodelagéo do calo, ja que o objetivo é
a regeneracdo 6ssea, com formacao de osso de estrutura histoldgica e
propriedades biomecanicas iguais as originais (Li J et al., 1999). No
entanto, esses mesmos autores acabaram por concluir que o0s
bifosfonatos atrasam a remodelacdo do calo, mas ndo prejudicam a
recuperagdo da integridade biomecanica da fratura, pois levam a
formag&o de um calo maior que reflete uma adaptagao segura da fratura

para a presencga de osso de qualidade estrutural e mecénica inferior ao
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lamelar. Para Liebschner (2004), essas adaptacdes que ocorrem no 0sso
devem ser avaliadas por testes que considerem o osso como um todo,
pois o objetivo funcional dessas adaptacdes ésseas é restaurar as
propriedades funcionais do o0sso como um 0Orgdo e que varias
caracteristicas da arquitetura Ossea podem assim se mostrar
insignificantes como entidades isoladas.

Amanat et al. (2005) complementam que o atraso na
remodelacdo do calo primario na presenca do medicamento pode ser
benéfico por favorecer o aumento do tamanho deste calo aumentando a
resisténcia do reparo inicial principalmente na presenca de implantes
intra-6sseos.

De qualquer modo, parece ser uma caracteristica de
todas as classes de bifosfonatos a formagédo de calo 6sseo maior, com
forte inibicdo da remodelacdo e maturacdo (Cao et al., 2002), em
consequéncia da inibicho dos osteoclastos promovida por estes
medicamentos. Ha somente uma variagdo do periodo de inibicao
promovido pelos diferentes bifosfonatos, como demonstram os estudos de
Li C. et al. (2001) e Cao et al. (2002) onde nido houve remodelacao do
calo apés 49 semanas sob tratamento com o incadronato e de 16
semanas sob tratamento com alendronato, respectivamente.

O risedronato se mostra capaz de estimular a formacgéo
de grande calo 6sseo, com inibicdo de remodelacdo, mas o aspecto
irregular do osso neoformado, com bordas de trabéculas indefinidas,
aspecto de fibras desorganizadas formando estruturas enoveladas trazem
preocupacdes a respeito da qualidade do osso neoformado (Senra, 2006).
Apesar disso, estudos de histologia 6ssea realizados em mulheres com
osteoporose tratadas com risedronato, 5mg diarios, sem fraturas, indicam
que o osso formado durante o tratamento & de qualidade normal
(Risedronate, 2001).

O osso primario deve ser um 0sso provisério, pois tem

disposicdo de fibras e mineralizagdo irregulares, osteécitos grandes,
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numerosos, de vida curta e distribuidos aleatoriamente. A composicéo
mineral e colagena e as caracteristicas estruturais da matriz 6ssea
também interferem na resisténcia éssea e a organizagéo lamelar fornece
a maior densidade de colageno por volume de tecido, sendo
estruturalmente importante para o osso cumprir suas fungbes mecanicas
(Dai et al., 2004; Liebschner, 2004). Boivin e Meunier (2002b) explicam
que quanto maior a presenga de proteina sélida em um tecido, menor
grau de mineralizacdo pode ser atingido e 0o osso lamelar apresenta o
maior volume de ocupacao por fibras colagenas e a menor mineralizacao
dos tecidos normais calcificados, menor inclusive que a mineralizagdo do
0SSO primario.

Segundo Viguet-Carrin et al. (2006), a presenca da fase
orgénica nos tecidos aumenta a resisténcia maxima a tragdo das fibrilas
colagenas em duas vezes e em, aproximadamente, dez vezes o modulo
de Young.

O osso primario, composto por fibras colagenas
grosseiras e com agrupamentos de variados tamanhos, distribuidas sem
nenhum arranjo espacial e contendo mais glicosaminoglicanas sulfatadas,
contrasta com a regularidade do osso lamelar (Giavaresi et al.,, 2003).
Suas propriedades mecanicas sao inferiores as do osso lamelar, mesmo
com o contelddo mineral podendo ser maior, demonstrando a importancia
da orientagdo das fibras coldgenas na determinacdo das propriedades
mecanicas do osso (Viguet-Carrin et al., 2006).

O importante papel dos osteoclastos na regulagédo da
formacdo 6ssea osteoblastica, particularmente no desenvolvimento de
matriz 6ssea lamelar, descrito por Dai et al. (2004) poderia ser suprimido
com o uso de medicamentos inibitorios da agéo osteoclastica.

Senra (2006) questiona qual é a qualidade do osso
formado em defeitos 6sseos e fraturas sob tratamento continuo com
risedronato, uma vez que a qualidade 6ssea depende de varios fatores.

Ha necessidade de estudos mais prolongados usando o risedronato para
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se verificar apds quanto tempo havera a regeneracdo completa do osso
da lesdo com o restabelecimento das caracteristicas histolégicas e
mecénicas normais do osso cortical e se ela ocorrerd sob tratamento
continuo ou em longo prazo com este medicamento.

Um medicamento ideal para curar a fragilidade &ssea
deveria melhorar a resisténcia 6ssea e reduzir a fragilidade; deveria
melhorar as propriedades biomecanicas extrinsecas ou estruturais do
0ss0, mas ao mesmo tempo n&o prejudicar substancialmente as

propriedades intrinsecas ou materiais desse osso (Turner C, 2002).



3 PROPOSIGAO

3.1 Objetivos gerais

Avaliar a

qualidade do osso neoformado durante a

reparacéo de defeitos realizados em fémures de ratas ovariectomizadas e

sob o efeito do risedronato.

3.2 Objetivos especifico

d)

S

verificar a remodelacdo 6ssea, a concentragéo
relativa do Ca e P no mineral 6sseo, a relacao
Ca/P e a microdureza Vicker’s;

verificar potenciais correlagbes entre as
propriedades micromecanicas locais do 0sso,
dadas pela microdureza, e a mineralizagao do
calo 6sseo;

comparar os parametros analisados dentro do
calo 6sseo com o osso preexistente fora do
defeito criado;

quantificar os efeitos biomecanicos das
potenciais modificagcbes na qualidade o6ssea

do calo verificando a fungao estrutural do calo
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6sseo e sua influéncia na variacdo da
resisténcia a flexao entre fémures operados e

nao-operados.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 126
ratas (Rattus novergicus, var. albinus, Wistar) com 3 e /2 meses de idade
e peso aproximado de 250g, mantidas em gaiolas em temperatura
ambiente e alimentadas com racdo Guabi Nutrilabor e agua ad libitum,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos — UNESP.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Animais da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP sob protocolo n°® 030/2006-PA/CEP (Anexo A).

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais:

a) grupo OVX - ratas ovariectomizadas e tratadas
com 4gua filtrada, via oral (gavagem),
semanalmente;

b) grupo OVX+RIS - ratas ovariectomizadas e
tratadas com risedronato (Actonel - Hoeschst),
via oral (gavagem), 10,5mg/kg/semana, em

suspensao aquosa;
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c) grupo SHAM - ratas Sham (falso
ovariectomizadas) e tratadas com &agua

filtrada, via oral (gavagem), semanalmente.

4.2 Método

4.2.1 Anestesia

Para todos os procedimentos cirdrgicos 0s animais
receberam anestesia geral com solugéo aquosa a 2% de cloridrato de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina (Anasedan - Bayer, Sdo Paulo, SP,
Brasil), substancia sedativa e relaxante muscular, associada a ketamina
base (Dopalen - Agribrands do Brasil Ltda, Suzano, SP), anestésico geral,
na proporc¢ao de 0,8:0,5ml e administrados por via intramuscular na dose

de 0,1ml/100g de peso dos animais.

4.2.2 Procedimentos cirurgicos

4.2.2.1 Ovariectomia e falsa ovariectomia (Sham)

Nos animais dos grupos ovariectomizados, apdés a
anestesia geral, foi realizada depilagdo da regido lateral do corpo, préxima
a altura dos rins e logo abaixo da ultima costela (Figura 1) seguida de
anti-sepsia com alcool iodado. Uma incisdo longitudinal com extensao

média de 1 cm na pele e na camada muscular foi confeccionada com o
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uso de lamina de bisturi n°20 montada em cabo de bisturi BardParker. O
ovario, depois de identificado e exposto, com o auxilio de uma pinga, para
fora da cavidade abdominal e, apdés amarria da vasculatura local, com
linha de algodao, para haver contencdo da hemorragia, foi excisado com
parte do utero e tecidos moles adjacentes (Figura 2). As trompas foram
entdo reposicionadas na cavidade abdominal e, em seguida, a camada
muscular e a pele suturadas com fio de seda 3.0 (Ethicon - Johnson &
Johnson). Nova anti-sepsia foi realizada na regido com alcool iodado.
Estes procedimentos foram realizados bilateralmente.

Nos animais do grupo falso ovariectomizado, ou grupo
Sham todos os procedimentos acima foram realizados, incluindo a
exposicdo dos ovarios, exceto a amarria da vasculatura e a remocao dos

mesmos.

Figura 1 — Rata apés a realizacdo da depilagdo da regido a ser operada para a
realizagédo da ovariectomia.
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Figura 2 — Ovariectomia: a) corte da camada muscular; b) exposi¢do dos ovarios e
utero; c) amarria e excisdo dos ovarios; d) parte do Utero e tecido retirado.

4.2.2.2 Execucgdo da lesdo Ossea

Em todos os animais foi realizado um defeito désseo
monocortical, arredondado, até o limite da medula 6ssea, nos fémures,
ap6s 35 dias de castracdo. Apos serem novamente anestesiados, foi
realizada a depilacdo da regido e, apds anti-sepsia local com alcool
iodado, foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm na pele e
musculo, na regido do terco distal do fémur, face anterior, com o uso de
lamina de bisturi n°20 montada em cabo de bisturi BardParker. Apos a
exposicdo do fémur do animal, o periésteo e os tecidos moles foram
afastados com espatula n°7 até a exposicdo do tecido ésseo. O defeito

monocortical foi realizado com a utilizagdo de uma broca esférica carbide
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de 2,5 mm de didmetro (n°8) (Figura 3) utilizando-se motor elétrico
(Asséptico — AEV 707 Implant Surgery System), na velocidade de 1500
rom, sob irrigagédo constante e abundante com solugao de NaCl 0,9%
estéril durante toda a manipulagéo. Apos preenchimento do defeito ésseo
com coagulo sanguineo e estabilizagcdo do mesmo a regido foi suturada
por planos com fio de seda 3.0 (Ethicon - Johnson & Johnson). Nova anti-
sepsia foi realizada na regido com alcool iodado.

Esse procedimento foi realizado bilateralmente em
metade dos animais (fémures utilizados para as analises de microdureza,
mapeamento do Ca e P por JED-XRF e MEV) e unilateralmente, do lado
esquerdo, na outra metade dos animais (fémures utilizados para os
ensaios de flexdo). Neste ultimo caso, os fémures esquerdos seréo
chamados de “operados” (O) e, os direitos, chamados de “ndo-operados”
(NO).

Figura 3 — Defeito 6sseo executado com broca esférica.
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4.2.3 Tratamento

Apbs a realizacdo da lesdo 6ssea, no mesmo dia, todos
0s animais receberam uma unica dose de 0,15 ml/300 g da associagéo de
antimicrobiano e antiinflamatério Agrovet Plus (Novartis Saude Animal
Ltda., S&o Paulo, SP) composta por benzilpenicilina (20.000.000Ul),
diidroestreptomicina (8,00 g), piroxicam (0,60 g) e procaina (1,73 g) e, no
dia seguinte a realizacdo da lesdo, os animais iniciaram o tratamento
(risedronato ou agua), realizado semanalmente, via oral, por gavagem
(Figura 4), com auxilio de apreensdo manual, ficando entdo os grupos

divididos conforme a Figura 5.

Figura4 — Apreensdo manual e gavagem para administragdo do medicamento.
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3 %2 meses de idade
250¢g

42 42 42
ovX ovX SHAM

35 iias 35 iias 35 fias

126 ratas

lesdo lesdo lesdo

ossea ossea ossea

Agua Risedronato Agua
Grupo OVX Grupo OVX+RIS Grupo SHAM

Figura 5 — Divisédo dos grupos experimentais para a realizagao do tratamento.

4.2.4 Localizacao dos defeitos 6sseos

Cerca de uma semana ap0s a realizagdo das lesdes
Osseas 0s animais foram sedados e radiografados pelo Sistema de
Radiografia Digital Direta Intrabucal Visualix (Gendex Dental Systems,
Dentsply International, Chicago, IL, USA) dotado de dispositivo de carga
acoplada e sensor CCD (charged-coupled device) para captura direta de
imagem, constituido de um sistema ligado por cabo ao microcomputador,
e utilizando aparelho radiografico com corrente continua Gendex 765DC
(Gendex Dental Systems, Dentsply International, Chicago, IL, USA) de
65kVp e 7mA com filtragdo de 2mm/Al, ponto focal efetivo de 0,4mm? e
area focal de 6cm. Para isso os fémures foram posicionados sobre o
sensor, fixo em uma mesa, com as regides do defeito 6sseo e da

articulacao do joelho posicionadas sobre a area ativa do sensor, que é de
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30x20 mm. As tomadas radiograficas foram realizadas com tempo de
exposicdo de 0,025 s e com o cilindro posicionado com distancia focal de
40 cm pela técnica do paralelismo. Essas imagens radiogréaficas (Figura 6)
foram salvas em computador no formato JPEG 100 para auxiliar a
localizac&o posterior dos defeitos no fémur e posicionamento deste para
as analises que se seguirdo. Para essas medidas de posicionamento foi
utilizado o programa UTHSCSA Image Tool, verséo 3.00 (University of
Texas Health Sciences Center, San Antonio, Texas, USA) utilizando o

comprimento do sensor (30 mm) para calibragdo das medidas (Figura 6).

Figura 6 — Radiografia digital exemplificando os parametros de localizagéo do defeito
6sseo.
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4.2.5 Sacrificio e tempos experimentais

Todas as ratas foram sacrificadas, em grupos sete
animais, apés 18, 45 e noventa dias a partir do inicio do tratamento. Para
a realizac&o do sacrificio foi utilizada anestesia geral em dose excessiva.

Em seguida, os fémures foram retirados, descarnados e

identificados.

4.2.6 Verificagdo dos efeitos da ovariectomia

Para verificagdo dos efeitos da ovariectomia foram
observados a variagdo de peso dos animais, que considerou o peso inicial
das ratas no dia da ovariectomia e o peso final, obtido no dia do sacrificio
seguindo a férmula apresentada na Figura 7, e também a verificacido

visual da atrofia uterina (Figura 8).

Aumento de peso (%) = 100 (peso final — peso inicial)

peso inicial

Figura 7 — Formula para realizagdo do calculo do percentual de aumento de peso das
ratas apds a ovariectomia.
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Figura8 — Exemplo de utero de uma rata que sofreu cirurgia Sham, mostrando
dimensbdes normais e ovarios preservados e exemplo de utero mostrando
atrofia, proveniente de uma rata ovariectomizada (OVX).

4.2.7 Andlise do reparo 6sseo

Para todas as condi¢cdes experimentais e tempos de
sacrificio, o reparo 6sseo na regido do defeito femural recebeu teste de
microdureza Vicker's, analise do médulo de elasticidade, avaliacdo
morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura (MEV), mapeamento
do célcio (Ca) e fosforo (P), analise da concentracao relativa de Cae P e
da relagcdo Ca/P no mineral 6sseo por micro-andlise quantitativa por
espectrometro de energia dispersiva de raios-X (uED-XRF), além de

ensaios biomecanicos de flexao (Quadro 1).
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Quadro 1 — Distribuicdo dos fémures e analises a serem realizadas

126 ratas
63 ratas 63 ratas
Fémur Fémur Fémur

Fémur esquerdo

direito | esquerdo direito
(O)

(O) (O) (NO)
= Numero Vicker's
Microdureza (HVI[Kg/mm?]) Teste de flex&o
*Modulo  de em trés pontos
elasticidade (E[GPa])
MEV » Morfologico » Forca maxima
= Mapeamento do Ca | Reserva (FuIN])
eP » Rigidez (S[N/mm])
ED-XRE = Analise semi- - Energia da forga
W= quantitativa do Ca e maxima (U[mJ])
P (% peso)
= Relagio Ca/P

4.2.7.1 Preparo dos fémures para a microdureza, MEV e uED-XRF

Para as andlises realizadas através do teste de
microdureza, da microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
espectrometria de fluorescéncia de raios-X (uUED-XRF), os fémures
esquerdos foram preparados segundo os passos a seguir. As pecas foram
totalmente descarnadas, embebidas em solu¢do de Ringer e conservadas
a uma temperatura de -20 °C, em freezer. Apods, foram levadas
naturalmente a temperatura ambiente e tiveram suas epifises proximais
seccionadas com o uso de disco de carburundum. As pecas foram

desidratadas em solug¢des crescentes de etanol por: etanol 50% - 1
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imersao de 1 hora; etanol 75% - 1 imersdo de 1 hora; etanol 82%:; 1
imerséo de 1 hora; etanol absoluto - 1 imerséo de 1 hora e 3 imersdes de
24 horas e, entdo, submetidas a inclusdo em resina de metilmetacrilato.

A inclusdo em resina foi gradual, seguindo a seguinte

seqliéncia:

a) imersdo em Solugdgo A* (85 ml de
metilmetacrilato e 15 ml de dibutiloftalato) por
trés a quatro dias;

b) imersdo em Solugdo 1* (85 ml de
metilmetacrilato, 15 ml de dibutiloftalato e 1g de
peréxido de benzoila) por trés a quatro dias,
em geladeira;

c) inclusdo propriamente dita com imersdo em
Solugéo de Inclusado (85 ml de metilmetacrilato,
15 ml de dibutiloftalato e 3g de perdxido de
benzoila) em recipiente de vidro, com tampa, e
com uma pré-base de resina ja polimerizada,
mantido em estufa 37 °C por 7 dias,

aproximadamente.

Apbs a inclusdo completa, os blocos foram seccionados
transversalmente por meio de cortadeira (LAB CUT 1010 — EXTEC
ERIOS, International Ltda.) com disco diamantado em local padronizado,
correspondente a regiao central do defeito ésseo criado. A face de corte
foi polida com lixa d’agua de granulagdo 2000 em politriz Polipan-2
(PANTEC) e finalizada com pasta diamantada (gréos de 0,5 ym) em disco
de flanela e, apés, com silica coloidal em disco de feltro para acabamento
final. Os cortes apresentavam espessura final superior a 81 ym para
valores de dureza Vicker's minimos de 31 nas condigbes de analise

propostas.
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4.2.7.2 Preparo dos fémures para os ensaios biomecanicos

Fémures esquerdos, com lesdo, e os direitos, sem lesao,
foram submetidos a este teste para que a comparacdo dos resultados
entre eles fornega informagdes sobre a influéncia do calo ésseo na
variagéo da resisténcia a flexdo dos fémures e também sobre os valores
obtidos na quantificagdo das propriedades biomecéanicas extrinsecas do
fémur. Para isso, as pegas foram totalmente descarnadas, embebidas em
solugdo de Ringer e conservadas a uma temperatura de -20 °C, em
freezer, até o dia da realizagdo do teste de flexdo, quando entdo foram

levadas naturalmente a temperatura ambiente.

4.2.7.3 Analise morfolégica

Os aspectos morfoldégicos da reparagdo Ossea foram
analisados levando em consideracdo o desenvolvimento, a maturagéo e
remodelacdo das trabéculas 6sseas mineralizadas, formagdo de ponte
6ssea cortical no reparo 6sseo, além da fusdo do osso neorfomado com o
osso cortical adjacente ao defeito 6sseo e liberagdo do canal medular.

Para isso foi utilizada a observacado de imagens obtidas
através do microscopio eletrdnico de varredura ZEISS EVO © MA10
(Series SEM — Carl Zeiss SMT Ltd / Cambridge — England) em modo de
elétrons retroespalhados (BSE), realizadas no IP&D/UNIVAP.
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4.2.7.4 Mapeamento do Ca e P por micro-analise semi-quantitativa de

elementos quimicos

A analise nED-XRF permite fazer uma anélise espectral
do mineral 6sseo e obter dados qualitativos e quantitativos a respeito dos
elementos quimicos presentes em pontos escolhidos na amostra
analisada, dentro e fora do defeito. Foram verificadas as propor¢des
relativas (concentracdo em peso) dos elementos quimicos do mineral
0sseo, calcio (Ca) e fosforo (P), e a relacdo Ca/P na superficie das
amostras durante os tempos de reparo estudados.

Essas analises foram realizadas no LEVB/IP&D/UNIVAP,
em um espectrofotdbmetro de Fluorescéncia de Raios-X (Shimadzu yEDX-
1300 — Kyoto - Japan) (Figura 9), equipado com tubo de raios X de rodio
(Rh) e um detector de Si(Li) resfriado por nitrogénio liquido (N2) conectado
a uma computador para realizagdo do processamendo dos dados. A
voltagem utilizada no tubo foi de 15 kV, com ajuste automéatico da corrente
e feixe com didmetro de 50 um. As amostras colocadas na camara do
aparelho tiveram suas superficies irradiadas com raios X, sendo realizada
uma varredura longitudinal superficial de cada area selecionada com
tempo de leitura de 10 s por ponto (tempo real), somando um total de 260
minutos para leitura de 1200 pontos, numa janela com medidas de 2,0 x
1,5 mm, com passos de 50 um, somando 1200 pontos medidos (40x30).
A energia da varredura ira variar entre 0.0 e 40.0 eV. O equipamento foi
calibrado utilizando-se, como referéncia, reagente comercial certificado de
hidroxiapatita estequiométrica com grau de pureza minimo 99.999%
(Sigma-Aldrich, synthetic Ca9(PO4)¢(OH),, grade 99.999%, lot 10818HA).
As medidas foram coletadas sob parametros fundamentais de emissao de
raios-X caracteristicos dos elementos Ca e P, e os elementos O e H seréo
utilizados para balang¢o quimico. A energia de calibracédo utilizou padrbes

internos do equipamento.
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Apbs isso, dentro da area de mapeamento, foram obtidas
as médias da concentragdo do Ca e do P de um total de dez pontos
contidos numa linha de 0,5 mm de comprimento selecionada no osso
preexistente e dentro do calo 6sseo (Figura 10). Essas médias foram
utilizadas para a realizagdo do calculo da relacdo Ca/P média dessas

regides analisadas.

Figura 9 — Aparelho de micro-espectrometria de fluorescéncia de raios-x por energia
dispersiva (MED-XRF) marca Shimadzu, modelo yEDX-1300.
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Figura10 — Exemplo da obtengdo das médias de concentracdo de Ca e P nos

pontos contidos na linha AB selecionada na imagem do mapeamento
desses elementos no calo ésseo.

4.2.7.5 Teste de microdureza

A microdureza e o modulo de elasticidade do osso das
amostras foram determinados através da utilizacdo do Microdurémetro de
Vicker's (Futuretech Digital Microhardness Tester FM) (Figura 11) com
endentagédo de diamante com formato piramidal (136°), com carga de 25

gf, durante 10 segundos, segundo Dall’Ara et al. (Figura 12).



Figura 11 —

Figura 12 —
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Microdurbmetro de Vicker's (Futuretech Digital Microhardness Tester
FM).

Endentador de Vicker’s posicionado na superficie polida da amostra.
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Foram obtidas marca da endentacdo na superficie polida
do espécime, de espessura minima superior a 10x a profundidade (h) da

endentacéo, calculada segundo a formula apresentada na Figura 13.

tan(x/2) tan68° 2,475 4,95

Figura 13— Férmula para calculo da profundidade (h) da marca da endentagéo. D
(média do comprimento das duas diagonais da marca da endentagéo
[um]); x (&ngulo da piramide [136°]).

O comprimento das diagonais das marcas foi medido
(Figura 14), sob aumento de 400x, para a realizacdo do calculo do
numero de dureza Vicker's (HV) através da tabela de Vicker's que

considera a equacao apresentada na Figura 15.

Figura 14— Marca da endentacio da piramide de diamante e suas diagonais AA4' e

BB'.
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oy - 2Pse;1)1§x/2)103 _ 2Ps;r2168 10° — 18ng
Figura 15— Férmula para obtencdo do nimero de Vickers (HV) em kg/mm?

(Bonser, 1995). P (carga [g]); x (angulo da piramide [136°]); D (média do
comprimento das duas diagonais da marca da endentagdo [um]).

Foram endentados quatro pontos da regido central do
calo 6sseo e quatro pontos no osso cortical preexistente, adjacente ao
defeito 6sseo. Os valores de microdureza foram determinados pela média
dos quatro valores medidos por regido considerada. Uma separagado de
pelo menos uma vez a medida das diagonais foi mantida entre as
endentacbes a fim de se evitar efeitos indesejados decorrentes da
proximidade com bordas de medidas anteriores.

Para a obtencdo do médulo de elasticidade do osso
(E[GPa]) a partir do numero de dureza de Vicker's foi considerada a

seguinte férmula apresentada na Figura 16, segundo Coats et al. (2003).

E =0,561(HV )"

Figura 16 — Formula para calculo do médulo de elasticidade (E) a partir do nimero
de Vicker’s (HV) (Coats et al., 2003).

4.2.7.6 Teste de flexdo em trés pontos

As propriedades biomecanicas dos fémures foram
determinadas por meio do teste de resisténcia a flexdo com trés apoios
utiizando a maquina universal de ensaios EMIC DL 2000 (EMIC
Equipamentos e Sistemas de Ensaio Ltda, Sdo José dos Pinhais, PR)
programada para realizar uma carga com velocidade constante de

aplicagdo de 5.00 mm/minuto e célula de carga com capacidade de medir
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100 Kgf até a obtencao da fratura total do fémur.

Cada espécime foi colocado com a face anterior,
contendo o defeito monocortical, centralizada e tocando os dois suportes
inferiores, distantes 15 mm um do outro. A carga foi aplicada em um unico
ponto, orientada transversalmente ao longo eixo do fémur, sobre sua face
posterior (oposta ao defeito), em um ponto médio entre os dois apoios,
ponto este que estava alinhado com a posigédo do defeito (Figura 17).
Dessa forma a falha ocorreu na regido do defeito criado, local que
recebeu uma tensdo de tracido. A localizagdo da posicdo do defeito foi
realizada com o auxilio da radiografia digital previamente realizada.

Por meio do programa TESC standard, versao 1.10, as

seguintes propriedades extrinsecas do osso foram obtidas e avaliadas:

a) forca maxima (F, [N]): valor maximo da carga
durante o teste;

b) rigidez  (S[N/mm]): angulo da curva
cargaXdeslocamento na regiao linear;

c) energia da forga maxima (U[mJ]): energia total
absorvida pelo espécime até a aplicacdo da
forca maxima, sendo calculada como a area

sob a curva cargaXdeslocamento.

A largura médio-lateral da regido do defeito foi utilizada
para se verificar a existéncia de variagbes anatdmicas entre as pecgas
operadas e nao-operadas por ser essa medida a mais precisa de ser
realizada com paquimetro digital.

Todo o procedimento foi realizado em temperatura

ambiente.
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Figura 17 — Fémur preparado e posicionado para realizagéo do ensaio de flexdo em
trés pontos.

4.2.7.7 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada em duas partes. A
primeira seguindo um esquema fatorial tipo 2x3, sendo que as variaveis
independentes consideradas foram a presenga (Sham) ou auséncia de
ovarios (OVX) e os tempos de sacrificio dos animais (18, 45 e noventa
dias). A segunda parte da analise estatistica seguiu um esquema fatorial
tipo 2x3, sendo que as variaveis independentes consideradas serdo os
tipos de tratamento - OVX + agua (OVX) e OVX + risedronato (OVX+RIS),
e os tempos de sacrificio dos animais (18, 45 e noventa dias). Nas duas
partes da estatistica teremos uma variavel dependente representada pela

localizagéo da analise realizada (dentro e fora do calo 6sseo ou fémur
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operado e ndo-operado).
Os parametros de qualidade o&ssea serdao medidos

operacionalmente das seguintes formas:

a) microdureza (HV[Kg/mm?]) (dentro e fora do
calo 6sseo);

b) méddulo de elasticidade (E[GPa]) (dentro e fora
do calo 6sseo);

c) MED-XRF (dentro e fora do calo 6sseo);
- analise semi-quantitativa dos elementos
quimicos Ca e P (% peso);
- relacao Ca/P;

d) ensaio de flexao (fémures O e NO);
- forga maxima (F [N]);
- rigidez (S[N/mm]);

- energia da forca maxima (U[mJ]).

Os dados obtidos foram analisados de forma descritiva
(média e desvio-padrdo) e inferencial. A analise da porcentagem de
variagéo de peso dos animais foi analisada somente de forma descritiva.

Para a comparacao intragrupo entre as medidas obtidas
dentro e fora do calo 6sseo ou no fémur operado e ndo-operado o teste -
Student pareado foi empregado para verificar se os parametros de
qualidade 6ssea obtidos no calo ésseo atingiram os valores obtidos no
osso cortical preexistente e para verificar se as propriedades
biomecanicas do fémur operado eram semelhantes aquelas do fémur
contralateral ndo-operado.

Para os dados obtidos dentro do calo ésseo no teste de
microdureza e na analise pelo JED-XRF e para os obtidos nos fémures
operados do ensaio de flexdo foram utilizados a Analise de Variancia

ANOVA (fator duplo) e o teste de Comparagéo Multipla de Tukey. O teste
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de Correlagao Linear de Pearson foi utilizado para comparar os dados da
microdureza com os da concentracdo de Ca, P e da relagdo Ca/P. Todos
os testes usaram nivel de significancia de 5%.

As suposi¢cdes do modelo de analise de variancia foram
avaliadas, antes da aplicacao do teste ANOVA e os residuos decorrentes
do ajuste do modelo adotado foram examinados para avaliar a
adequabilidade do modelo para validas inferéncias estatisticas. Foi
determinado que os dados originais propiciaram um adequado ajuste
porque os valores residuais se ajustam a uma distribuicdo normal de
probabilidade. Ainda foi verificada a uniformidade dos residuos
(homocedasticidade) por meio dos graficos dos valores residuo em
relacdo aos valores ajustados.

Para as andlises estatisticas foram utilizados os
programas STATISTIX for Windows (2003 - Analytical Software, version
8.0), MINITAB (2004 - Minitab, version 14.12) e STATISTICA (2007 -
StatSoft, version 8.0).



5 RESULTADO

Neste capitulo foram analisados os dados que forneceram
meios de analise da qualidade 6ssea.

Para as anadlises quantitativas, os dados obtidos foram
divididos e analisados em trés partes. Na primeira, foi realizada a
estatistica descritiva de todas as condi¢gbes experimentais. Na segunda
parte, foram analisados e comparados os grupos OVX e SHAM, que
receberam agua, enquanto que na terceira parte, foram comparados os
dados dos animais dos grupos ovariectomizados entre si (OVX e
OVX+RIS).

5.1 Variagao do peso

Os valores médios dos pesos das ratas obtidos foram
apresentados na Tabela 1 e o percentual de ganho de peso foi
representado na forma grafica (média e desvio-padrdo) mediante grafico
de colunas (Figura 18).

Todos os grupos apresentaram valores médios de peso
final maiores que os valores iniciais. Observou-se em todos os grupos
experimentais que o fator tempo determinou gradual ganho de peso, tanto
na presencga quanto na auséncia do horménio estrégeno (Figura 18), mas
esse ganho de peso foi maior nas ratas do grupo OVX, seguido do grupo

OVX+RIS, apresentando o grupo SHAM o menor percentual de variagao
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de peso, em todos os periodos de sacrificio.

Tabela 1 — Valores de média e desvio-padrao do peso corpéreo inicial e final
(g) das ratas e o percentual de variagdo (%) nos grupos
experimentais

Grupo Peso 'I;girgg;) n Média ggzgz;
18 13 273,85 25,91
Inicial (g) 45 13 266,31 34,53
90 16 277,69 25,14
18 13 295,00 19,04
SHAM Final (g) 45 13 306,15 27,25
90 16 334,06 37,78
Variagso 18 13 8,10 5,96
(%) 45 13 15,75 8,93
90 16 20,65 12,60
18 19 276,05 18,07
Inicial (g) 45 19 278,16 20,70
90 18 288,33 18,94
18 19 321,58 29,11
ovX Final (g) 45 19 350,00 31,93
90 18 381,11 34,41
Variaggio 18 19 16,62 8,79
(%) 45 19 26,09 10,06
90 18 32,21 8,45
18 13 253,08 21,36
Inicial (g) 45 10 265,50 17,39
90 18 270,00 16,09
18 13 290,77 28,49
OVX+RIS Final (g) 45 10 326,50 32,90
90 18 348,10 43,80
Variagdo 18 13 15,14 9,14
(%) 45 10 23,01 9,63
90 18 28,66 11,93

n = tamanho da amostra

g = gramas

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua

OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato
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Figura 18 —

SHAM

Gréficos de

ovX

OVX+RIS

(médiatdesvio-padrdao) dos valores de
porcentagem de variagdo do peso obtidos em todos os tempos de
sacrificio em cada um dos grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS). A) 18
dias. B) 45 dias. C) 90 dias.



86

5.2 Microdureza

A estatistica descritiva dos dados de microdureza foi
apresentada na Tabela 2 e representada na forma grafica (média e

desvio-padrao) mediante grafico de colunas (Figura 19).

Tabela 2 - Média e desvio-padrao dos dados de microdureza (HV[Kg/mm?])
segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias) e regido
analisada (dentro ou fora do calo 6sseo)

Tempo HV (mzdp)
de n SHAM OoVvX OVX+RIS
Reparo Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
18 7 36,46 69,52 34,30 72,18 35,19 68,49
+4 11 +7,69 +3,72 +6,22 +4,07 +5,13
45 7 56,88 75,74 51,71 73,49 53,05 73,98
+5,07 +6,19 +2,73 +3,68 +3,04 +3,68
90 . 66,11 87,22 65,14 77,71 71,73 88,18

+7,85 +6,85 +6,35 +5,01 +3,61 +9,65

mzdp(p) = média + desvio-padrao(p-valor)

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua

OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

As médias de todos os grupos, tanto dentro como fora do
calo 6sseo, mostraram valores crescentes com o aumento do tempo de
reparo de 18 até noventa dias.

Os valores médios de microdureza dentro do calo 6sseo
foram sempre menores que aqueles obtidos fora do mesmo, no osso
preexistente, para todos os grupos e em todos os tempos de reparo e

apresentaram diferencas significantes quando aplicado o teste t-Student
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pareado intragrupo (p<0,05) (Tabela 3) em todas as condigbes

experimentais.

Tabela 3 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagéo
intragrupo com o teste t-Student pareado entre as medidas de
microdureza obtidas dentro e fora do calo 6sseo

Grupo p
SHAM 18 dias 0,000*
SHAM 45 dias 0,001*
SHAM 90 dias 0,003*

OVX 18 dias 0,000*
OVX 45 dias 0,000*
OVX 90 dias 0,009*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,000*
OVX+RIS 90 dias 0,003*

*p<0,05

A discrepancia entre os valores obtidos dentro e fora do
calo 6sseo diminui com o aumento do tempo de reparo (Figura 20),
principalmente dos 18 aos 45 dias e de forma mais acentuada no grupo
OVX.
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Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores de microdureza (HV[Kg/mm?]) obtidos
em todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS) considerando o tempo
de reparo (dias) e o local analisado, dentro (D) ou fora (F) do calo
osseo. ( * = p<0,05)
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Figura 20 —  Grafico de médias dos valores de microdureza (HV[Kg/mm?]) obtidos
em todos os grupos considerando o tempo de reparo (dias) e o local
analisado, dentro e fora do calo 6sseo.

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo na reparagédo do defeito Osseo, foi realizada a andlise de
variancia ANOVA, considerando somente os valores encontrados dentro
do calo 6sseo. Nessa analise nao foi verificada significancia na interagéo
entre fatores ovariectomia x tempo de reparo (p=0,5578). Nao houve
significancia também do fator ovariectomia (p=0,0966) individualmente,
rejeitando a hipotese de desigualdade entre os grupos SHAM e OVX
(Figura 21). Houve significdncia somente para o fator principal tempo
(p=0,0000).

A realizacdo do teste de Tukey para o fator tempo
permitiu separar este fator em trés grupos homogéneos com os maiores
valores encontrados aos noventa dias e, os menores, aos 18 dias (Tabela
4).
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Tabela 4 — Representagdo das médias de microdureza (HV[Kg/mm?]) dos
grupos SHAM e OVX, apos o teste de comparacdo multipla de
Tukey (5%) do fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média HV Grupos Homogéneos
90 65,627 A
45 54,291 B
18 35,379 C

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

70 Ovariectomia
—o— OVX
—=— SHAM
60
2 50
40+
30_ T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 21— Grafico das médias de microdureza (HV), dentro do calo 6sseo, dos

grupos SHAM e OVX aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.

Na anadlise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS
(Figura 22), somente com os valores obtidos dentro do calo 6sseo, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e tempo
de reparo, na reparagdo Ossea, foi realizada a analise de variancia
ANOVA considerando somente os valores encontrados dentro do calo
6sseo. Nessa analise nao foi verificada significancia na interagdo entre

fatores tratamento x tempo (p=0,1380), sendo significantes os fatores
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principais tempo (p=0,0000) e tratamento (p=0,0254), demostrando
diferencas entre os grupos OVX (média 50.382) e OVX+RIS (média
53.325) .

Apbs o teste de comparagdo multipla de Tukey para o
fator tempo verificou-se a formagéo de trés grupos homogéneos, com os
maiores valores encontrados aos noventa dias e os menores aos 18 dias
(Tabela 5).

Tabela 5—- Representacdo das médias de microdureza (HV[Kg/mm?]) dos
grupos OVX e OVX+RIS, ap6s o teste de comparagao multipla de
Tukey (5%) do fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média HV Grupos Homogéneos
90 68,436 A
45 52,380 B
18 34,745 C

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

Tratamento
70 —e— 0VX
—#— OVX+RIS
60
z 50
40
30_ T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura22 —  Grafico das médias de microdureza (HV), dentro do calo 6sseo, dos

grupos OVX e OVX+RIS aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.
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5.3 Modulo de elasticidade

Os dados referentes a estatistica descritiva sé&o
apresentados na Tabela 6 e representados na forma grafica (média e
desvio-padrao) mediante grafico de colunas (Figura 23).

As médias de todos os grupos, tanto dentro como fora do
defeito ésseo, aumentaram com o aumento do tempo de reparo. O fator
tempo interferiu mais nos valores encontrados dentro do calo désseo que
no osso preexistente, fora do calo 6sseo (Figura 24).

Observou-se que as médias dentro do calo 6sseo foram
sempre menores que aquelas obtidas fora do mesmo em todos os grupos
e tempos de reparo e com diferencas estatisticamente significantes
(Tabela 7) quando aplicado o teste {-Student pareado intragrupo (p<0,05)
em todas as condigbes. Essas discrepancias foram maiores aos 18 dias

de reparagao.
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Tabela 6 — Média e desvio-padrdo dos dados de modulo de elasticidade
(E[GPa]) segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo
(dias) e regido analisada (dentro ou fora do calo 6sseo)

Tempo E (mdp)
de n SHAM OoVvX OVX+RIS
Reparo Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
18 8,226 13,323 7,859 13,707 8,011 13,181
+0,688 +1,106 +0,633 +0,889 +0,689 +0,738
45 7 11,471 14,210 10,688 13,894 10,895 13,966
+0,771 10,869 0,421 +0,800 +0,468 +0,515
90 7 12,830 15,790 12,694 14,448 13,648 15,912

+1,137 0,931 0,926 +0,698 +0,514 £1,305

mzdp = média + desvio-padrao

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua;

OVX = Ovariectomizado + agua

OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

Tabela 7 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagéo
intragrupo com o teste t-Student pareado entre as medidas de
moddulo de elasticidade obtidas dentro e fora do calo 6sseo

Grupo p
SHAM 18 dias 0,000*
SHAM 45 dias 0,001*
SHAM 90 dias 0,003*

OVX 18 dias 0,000*
OVX 45 dias 0,000*
OVX 90 dias 0,009*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,000*
OVX+RIS 90 dias 0,003*

*p<0,05



20+
18
16
14
12
10+
8-
6_
4-
24
0-

E(GPa)

E(GPa)
3

Figura 23 —

94

SHAM
*
* T
* -
T I
I
T T T T T
D-18  F-18 D-45 F-45 D-90 F-90
ovXx
. : x
T T E
T T T T T
D-18 F-18 D-45 F-45 D-90 F-90
OVX+RIS
*
* T
*
-T- == —
—=
T T T T T
D-18  F-18 D-45 F-45 D-90 F-90

Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores de médulo de elasticidade (E) obtidos
em todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS) considerando o tempo
de reparo (dias) e o local analisado, dentro (D) ou fora (F) do calo
osseo. ( * = p<0,05)
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Figura 24 — Grafico de médias dos valores de médulo de elasticidade (E) obtidos em
todos os grupos, considerando o tempo de reparo (dias) e o local
analisado, dentro e fora do calo 6sseo.

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo no osso reparado, foi realizada a analise de variancia ANOVA
considerando somente os valores encontrados dentro do calo 6sseo.
Nessa analise nao foi verificada significancia na interacdo entre fatores
ovariectomia x tempo de reparo (p=0,5568) e no fator principal
ovariectomia (p=0,0893), rejeitando a hipotese de desigualdade entre os
grupos SHAM e OVX (Figura 25). O fator tempo foi o Unico que mostrou

significancia individualmente (p=0,0000).
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Figura25 -  Grafico das médias do moddulo de elasticidade (E), dentro do calo
6sseo, dos grupos SHAM e OVX aos 18, 45 e noventa dias de
reparagao.

Realizado o Teste de Tukey para o fator tempo (Tabela 8)
verificou-se a formacdo de trés grupos homogéneos com valores

crescentes com o aumento do tempo de reparo.

Tabela 8 — Representagdo das médias do modulo de elasticidade (E) dos
grupos SHAM e OVX, apés o teste de comparagdo multipla de
Tukey (5%) do fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média E Grupos Homogéneos
90 12,762 A
45 11,079 B
18 8,043 C

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,

para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
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tempo de reparo na reparagdo 6ssea, foi realizada a analise de variancia

ANOVA considerando somente os valores encontrados dentro do calo

0sseo. Nessa andlise nao foi verificada significancia na interagéo entre

fatores tratamento x tempo (p=0,1858), somente nos fatores principais
tempo (p=0,0000) e tratamento (p=0,0310), com o grupo OVX+RIS
apresentando média superior (10,851) a do grupo OVX (10,414) (Figura

26).
144 Tratamento
—e— 0VX
13- —#— OVX+RIS
12 1
T 11
&
w
10
9_
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T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 26 — Grafico das médias do moédulo de elasticidade (E), dentro do calo

osseo, dos grupos OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de

reparagao.

Apbs realizacdo do teste de comparagcdo multipla de

Tukey para o fator tempo (Tabela 9) verificou-se a formagédo de trés

grupos homogéneos com valores crescentes com o aumento do tempo de

reparo.



98

Tabela 9 — Representagdo das médias do modulo de elasticidade (E) dos
grupos, apos o teste de comparagdo multipla de Tukey (5%) do
fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média E Grupos Homogéneos
90 13,171 A
45 10,791 B
18 7,935 C

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

5.4 Concentragao de calcio

Os dados referentes a estatistica descritiva sé&o
apresentados na Tabela 10 e representados na forma grafica (média e
desvio-padrido) mediante grafico de colunas (Figura 27).

As médias de todos os grupos, tanto dentro como fora do
defeito 6sseo, aumentaram com o aumento do tempo de reparo, mas com
menor variagao nas médias obtidas fora do calo 6sseo.

Observou-se que as médias dentro do calo 6sseo foram
menores que aquelas obtidas fora do mesmo em todos os grupos, com
excegao do grupo OVX, aos noventa dias, que apresentou a média dos
valores de concentracdo de Ca maiores dentro do calo ésseo. Essas
diferencas foram estatisticamente significantes, quando aplicado o teste t-
Student pareado intragrupo (p<0,05), somente nas situacbes

apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 10 — Meédia e desvio-padrdo dos dados de concentragdo do Ca (%
peso) segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias)
e regido analisada (dentro ou fora do calo 6sseo)

Tempo Ca (mzdp)
de n SHAM OoVvX OVX+RIS
Reparo Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
18 7 15,620 25,597 12,468 25,850 14,517 28,847
+1,936 10,866 +1,395 +1,248 +2,007 +2,587
45 . 25850 27,123 26,851 27,315 26,820 28,894
+0,586 +0,835 +1,270 +1,249 +1,394 +1,127
90 7 28,892 29,498 29,025 28,898 28,616 30,142

+1,553 #1,818 +1,1562 +0,939 +2,941 +1,237

mzdp = média + desvio-padrao

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua

OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

Tabela 11 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagéo
intragrupo entre as medidas de concentracdo do Ca obtidas
dentro e fora do calo 6sseo com o teste t-Student pareado

Grupo p
SHAM 18 dias 0,000*
SHAM 45 dias 0,000*

OVX 18 dias 0,000*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,009*

* p<0,05
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Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores do percentual de calcio (Ca) obtidos em
todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS) considerando o tempo de
reparo (dias) e o local analisado, dentro (D) ou fora (F) do calo 6sseo.

(*=p<0,05)
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As diferengas entre as médias encontradas dentro e fora
do calo 6sseo foram maiores aos 18 dias (Figuras 28 e 29) e estas
diferengas diminuiram significativamente nos periodos de reparo
posteriores. Os grupos SHAM e OVX+RIS deixaram de apresentar
diferencas estatisticamente significantes entre os valores de concentracao
de calcio dentro e fora do calo 6sseo aos noventa dias e o grupo OVX ja
ndo apresentou essa diferenca aos 45 dias.

O fator tempo interferiu mais nos valores encontrados

dentro do calo 6sseo que no osso preexistente, fora do calo 6sseo.

Figura 28 — Imagens do mapeamento de Ca (% peso) por JED-XRF de todas as
condi¢gdes experimentais. Linhas 1, 2 e 3 =Grupo SHAM, OVX e
OVX+RIS, respectivamente. Colunas A, B e C = 18, 45 e noventa dias,
respectivamente.
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Figura 29 —  Grafico de médias dos valores de concentragdo do Ca (% peso) obtidos
nos grupos SHAM e OVX, considerando o tempo de reparo (dias) e o
local analisado, dentro e fora do calo 6sseo.

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo no osso reparado, foi realizada a analise de variancia ANOVA
considerando somente os valores encontrados dentro do calo o6sseo.
Nessa analise foi verificada significancia na interacdo entre fatores
ovariectomia x tempo de reparo (p=0,0008).

Realizado o teste de Tukey para a interagao (Tabela 12)
verificou-se que o grupo homogéneo dos maiores valores foi encontrado
aos noventa dias, sem diferengas significativas entre os grupos SHAM e
OVX. S6 houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
SHAM e OVX no periodo de 18 dias (Figura 30).

No grupo SHAM as médias foram crescentes e
estatisticamente diferentes com o aumento do tempo de reparo € no
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grupo OVX as médias encontradas aos 18 dias diferiram daquelas dos

demais periodos analisados.

Tabela 12 - Representagdo das médias da concentragdo do calcio (% peso)
dos grupos SHAM e OVX, apos o teste de comparagéo multipla
de Tukey (5%) da interagcdo entre os fatores ovariectomia X

tempo
, . Tempo de Reparo o Grupos
Ovariectomia ) Média Ca .
(dias) Homogéneos

SHAM 18 15,620 C
OVX 18 12,468 D
SHAM 45 25,850 B

OovX 45 26,851 A B
SHAM 90 28,892 A

OVX 90 29,025 A

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

30 Ovariectomia
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Figura 30 — Grafico das médias de concentragdo de Ca (% peso), dentro do calo

6sseo, dos grupos SHAM e OVX aos 18, 45 e noventa dias de
reparagao.
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Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo na reparagao 6ssea, foi realizada a analise de variancia
ANOVA considerando somente os valores encontrados dentro do calo
0sseo. Nessa andlise nao foi verificada significancia na interagéo entre
fatores tratamento x tempo de reparo (p=0,1664) e no fator principal
tratamento, rejeitando a hipotese de desigualdade dos grupos OVX e
OVX+RIS (Figura 31). Houve significancia somente no fator principal
tempo (p=0,0000).

Apbs realizagdo do teste de comparacdo multipla de
Tukey para o fator tempo (Tabela 13) verificou-se a formacgédo de trés

grupos homogéneos com valores crescentes com o aumento do tempo de

reparo.
304 Tratamento
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Figura 31 — Grafico das médias de concentragdo de Ca (% peso), dentro do calo

6sseo, dos grupos OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de
reparagao.
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Tabela 13 — Representacdo das médias do modulo da concentragdo do
calcio (% peso) dos grupos OVX e OVX+RIS, apoés o teste de
comparac¢ao multipla de Tukey (5%) para o fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média Ca Grupos Homogéneos
90 28,820 A
45 26,835 B
18 13,493 C

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

5.5 Concentragao de fésforo

Os dados referentes a estatistica descritiva sé&o
apresentados na Tabela 14 e representados na forma grafica (média e
desvio-padrado) mediante grafico de colunas (Figura 32).

As médias de todos os grupos, tanto dentro como fora do
defeito 6sseo, aumentaram com o aumento do tempo de reparo, mas com
menor variagado nas médias obtidas fora do calo ésseo.

Observou-se que as médias dentro do calo 6sseo foram
menores que aquelas obtidas fora do mesmo em todos os grupos. Essas
diferengas foram estatisticamente significantes, quando aplicado o teste -
Student pareado intragrupo (p<0,05), nas situagdes apresentadas na
Tabela 15.
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Tabela 14 — Média e desvio-padrdo dos dados de concentragdo do P (%
peso) segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias)
e regido analisada (dentro ou fora do calo 6sseo)

Tempo P (mdp)
de n SHAM OoVvX OVX+RIS
Reparo Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
18 8,296 13,771 6,967 13,880 7,732 15,029
+0,881 10,496 +0,639 +0,490 +1,050 +1,135
45 . 13,508 14,330 13,515 14,468 13,697 15,211
+0,354 10,575 0,593 +0,549 0,511 +0,457
90 7 14,815 15,390 14,653 14,976 14,069 15,425

+0,846 +1,029 0,545 0,503 1,678 +0,595

mzdp = média + desvio-padrao

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua

OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

Tabela 15 - Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagao
intragrupo entre as medidas de concentragdo do P obtidas
dentro e fora do calo 6sseo com o teste t-Student pareado

Grupo p
SHAM 18 dias 0,000*
SHAM 45 dias 0,003*

OVX 18 dias 0,000*
OVX 45 dias 0,000*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,003*

* p<0,05
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Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores do percentual de fosforo (P) obtidos em
todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS) considerando o tempo de
reparo (dias) e o local analisado, dentro (D) ou fora (F) do calo 6sseo.

(*=p<0,05)
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As diferencas entre as médias encontradas dentro e fora
do calo 6sseo foram maiores aos 18 dias e diminuiram significativamente
nos periodos de reparo posteriores (Figuras 33 e 34), deixando de
apresentar diferencas estatisticamente significantes aos noventa dias, em
todos os grupos.

O fator tempo interferiu mais nos valores encontrados

dentro do calo 6sseo que no osso preexistente, fora do calo 6sseo.

Figura 33— Imagens do mapeamento de P (% peso) por yED-XRF de todas as
condi¢cdes experimentais. Linhas 1, 2 e 3 =Grupo SHAM, OVX e
OVX+RIS, respectivamente. Colunas A, B e C = 18, 45 e noventa dias,
respectivamente.
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Figura 34 — Grafico de médias dos valores de concentragdo do P (% peso) obtidos

nos grupos SHAM e OVX, considerando o tempo de reparo (dias) e o
local analisado, dentro e fora do calo 6sseo.

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo no osso reparado, foi realizada a analise de variancia ANOVA
considerando somente os valores encontrados dentro do calo o6sseo.
Nessa analise foi verificada significancia na interacdo entre fatores
ovariectomia x tempo de reparo (p=0,0237).

Realizado o teste de Tukey para a interacédo (Tabela 16)
verificou-se que o grupo homogéneo dos maiores valores foi encontrado
aos noventa dias, sem diferengas significativas entre os grupos SHAM e
OVX. S6 houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
SHAM e OVX aos 18 dias.

As médias dos dois grupos foram crescentes e com

diferencas estatisticamente significantes nos periodos de tempo
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analisados (Figura 35).

Tabela 16 — Representagdo das médias da concentragéo do P (% peso) dos
grupos SHAM e OVX, apds o teste de comparacdo multipla de
Tukey (5%) da interacéo entre os fatores ovariectomia X tempo

) ) Tempo de Reparo . Grupos
Ovariectomia ) Média P R
(dias) Homogéneos

SHAM 18 8,296 C
OvX 18 6,967 D
SHAM 45 13,508 B

OovX 45 13,515 B
SHAM 90 14,815 A

OVX 90 14,653 A

Letras iguais néo diferem de forma estatisticamente significante

15+ Ovariectomia
—o— 0OVX
144 —m— SHAM

134

124

11+

104

P (% peso)

T
18 45 90
Tempo (dias)

Figura 35—  Grafico das médias de concentracdo de P (% peso), dentro do calo
6sseo, dos grupos SHAM e OVX aos 18, 45 e noventa dias de

reparagao.
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Na analise comparativa entre os grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo, na reparagéo 6ssea, foi realizada a analise de variancia
ANOVA para estes fatores considerando somente os valores encontrados
dentro do calo 6sseo. Nessa analise ndo foi verificada significancia na
interagéo entre fatores tratamento x tempo (p=0,1741) e fator principal
tratamento (p=0,6762), rejeitando a hipdétese de desigualdade entre os
grupo OVX e OVX+RIS (Figura 36). Houve significancia somente no fator
principal tempo (p=0,0000).

15 Tratamento
14 —o— 0OVX
—#— OVX+RIS
13+
124
?
@ 11-
[-1
(=]
g 10
o
9_
8_
7_
6_ T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 36 — Grafico das médias de concentragdo de P (% peso), dentro do calo
6sseo, dos grupos OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de
reparagao.

Apbs realizacdo do teste de comparagao multipla de
Tukey para o fator tempo (Tabela 17) verificou-se a formacao de dois
grupos homogéneos, com o0s maiores valores compreendendo os

periodos de reparo de noventa e 45 dias.



112

Tabela 17 — Representacdo das médias do modulo da concentracdo do
fésforo (% peso) dos grupos OVX e OVX+RIS, apos o teste de
comparacgao multipla de Tukey (5%) para o fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média P Grupos Homogéneos
90 14.361 A
45 13.606 A
18 7.349 B

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

5.6 Relagao Ca/P

Os dados referentes a estatistica descritiva sé&o
apresentados na Tabela 18 e representados na forma grafica (média e
desvio-padrido) mediante grafico de colunas (Figura 37).

As médias de todos os grupos, tanto dentro como fora do
defeito 6sseo, tiveram pouca variagdo com o aumento do periodo de
tempo analisado.

Observou-se que as médias dentro do calo 6sseo foram
muitas vezes maiores do que aquelas encontradas fora do calo 6sseo
(Figura 36). Essas diferengas foram estatisticamente significantes, quando
aplicado o teste t-Student pareado intragrupo (p<0,05), nas situagdes
apresentadas na Tabela 19.

O grupo SHAM ndo apresentou diferencas
estatisticamente significantes dos valores da relagédo Ca/P dentro e fora
do calo ésseo em nenhum periodo de estudo analisado.

Os grupos OVX e OVX+RIS apresentaram, dentro do calo
0sseo, valores maiores e com diferencas estatisticamente significantes.

daqueles obtidos no osso preexistente aos 45 e noventa dias (Figura 38).
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Tabela 18 — Meédia e desvio-padrdo dos dados da relagdo Ca/P segundo as
variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias) e regido analisada
(dentro ou fora do calo 6sse0)
Tempo Ca/P (mzdp)
de n SHAM OvX OVX+RIS
Reparo Dentro Fora Dentro Fora Dentro Fora
18 1,8807 1,8591 1,7893 1,8619 1,8787 1,9180
10,0736 +0,0338 10,0934 10,0378 +0,1012 0,0535
45 1,9141 1,8934 19873 1,8874 1,9577 1,8996
10,0410 +0,0301 10,0684 10,0233 +0,0578 +0,0425
90 1,9507 1,9173 1,9809 1,9299 2,0390 1,9543

0,0285+ +0,0325

+0,0362

+0,0224

+0,0685 +0,0427

mzdp = média + desvio-padrao
n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua
OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

Tabela 19 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagéo
intragrupo entre os valores da relagdo Ca/P obtidas dentro e
fora do calo 6sseo com o teste t-Student pareado

Grupo p
OVX 45 dias 0,010*
OVX 90 dias 0,005*
OVX+RIS 45 dias 0,003*
OVX+RIS 90 dias 0,027*

*p<0,05

grupo OVX do que no grupo SHAM (Figura 38 e 39).

O fator tempo interferiu mais nos valores encontrados no
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SHAM
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0.4+
0.2

D18 F-18 D-45  F-45 D90  F-90

Figura 37 —  Gréficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores da relagdo Ca/P obtidos em todos os
grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS) considerando o tempo de reparo
(dias) e o local analisado, dentro (D) ou fora (F) do calo 6sseo.
(*=p<0,05)
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Figura 38 — Grafico de médias dos valores da relagdo Ca/P obtidos em todos os

grupos considerando o tempo de reparo (dias) e o local analisado,
dentro e fora do calo 6sseo.

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo no osso reparado, foi realizada a analise de variancia ANOVA
considerando somente os valores encontrados dentro do calo o6sseo.
Nessa analise foi verificada significancia na interacdo entre fatores
ovariectomia x tempo de reparo (p=0,0032).

Realizado o teste de Tukey para a interacao (Tabela 20)
verificou-se a formacdo de um grande grupo homogéneo dos maiores
valores formado pelos grupos OVX e SHAM aos 45 e noventa dias. Nao
houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos SHAM e
OVX em nenhum tempo de reparo estudado.

O grupo SHAM n&o apresentou médias com diferencas
estatisticas em nenhum tempo de reparo enquanto no grupo OVX, aos 18

dias, essas médias foram inferiores aquelas dos 45 e noventa dias (Figura
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Tabela 20 —
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Representacdo das médias da relagdo Ca/P dos grupos SHAM
e OVX, apo6s o teste de comparagcdo multipla de Tukey (5%)
para a interagao ovariectomia x tempo

. . Tempo de L .
Ovariectomia . Média Ca/P Grupos Homogéneos
Reparo (dias)

SHAM 18 1,8807 B C
OvX 18 1,7893 C
SHAM 45 1,9141 A B

OovX 45 1,9873 A
SHAM 90 1,9507 A B

OVX 90 1,9809 A

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

2.004 Ovariectomia
—o— OVX
—=— SHAM
1.95+
o 1.901
S~
8
1.85+
1.80+
T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 39 — Grafico das médias da relagdo Ca/P, dentro do calo 6sseo, dos grupos

OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.
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Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo na reparagao 6ssea, foi realizada a analise de variancia
ANOVA considerando somente os valores encontrados dentro do calo
0sseo. Nessa andlise nao foi verificada significancia na interagéo entre
fatores tratamento x tempo de reparo (p=0,1031) nem no fator principal
tratamento (p=0,0943), rejeitando a hipdtese de desigualdade entre os
grupo OVX e OVX+RIS (Figura 40). Houve significancia somente no fator
principal tempo (p=0,0000).

Apbs realizagdo do teste de comparacdo multipla de
Tukey para o fator tempo (Tabela 21) verificou-se a formacdo de dois
grupos homogéneos, com valores o0os maiores compreendendo os

periodos de reparo de noventa e 45 dias.

2.05 Tratamento
—o— OVX
—&— OVX-HRIS
2.00+
1.95+
o
~
8 1.90 1
1.85+
1.80 1
T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 40 — Grafico das médias da relagdo Ca/P, dentro do calo 6sseo, dos grupos

OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.
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Tabela 21 — Representagdo das médias da relagdo Ca/P dos grupos OVX e
OVX+RIS, ap6s o teste de comparag¢do multipla de Tukey (5%)
para o fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média Ca/P Grupos Homogéneos
90 2,0099 A
45 1,9725 A
18 1,8340 B

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

5.7 Correlagao entre microdureza e mineralizagdo 6sseas

Para verificar uma possivel correlacao entre os valores de
microdureza, encontrados no calo 6sseo, € o grau de mineralizacédo neste
local e medir a forga deste relacionamento linear foi realizado o teste de
correlagdo linear de Pearson (ou Spearman). Este teste foi realizado para
cada grupo separadamente e para todos os grupos juntos. Os
coeficientes de correlacdo (r) estdo apresentados na Tabela 22 e os
coeficientes de determinagao (r?), assim como as equacgdes da analise de

regressao, na Tabela 23.

Tabela 22 — Valores de correlacdo ordinal de Pearson entre as variaveis de
microdureza (HV) e as grandezas da mineralizagdo Ossea
(percentual de Ca, de P e relagdo CA/P) e teste de significancia
(p-valor) para os grupos

r (p-valor,
Grandezas (b )

SHAM OoVvX OVX+RIS Todos

%Ca  0,909(0,000") 0,862(0,000*) 0,865(0,000%) 0,869(0,000)
%P 0,922(0,000) 0,857(0,000*) 0,862(0,000*) 0,870(0,000%)
Ca/P  0,412(0,064) 0,651(0,001%) 0,483(0,017*) 0,516(0,000%)

*p<0,05
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Tabela 23 — Valores do coeficiente de determinacgédo da analise de regressao
entre as variaveis de microdureza (HV) e as grandezas da
mineralizacao 6ssea (percentual de Ca, de P e relagéo Ca/P) e
para oS grupos

Equacdo da Regressao para HV (r* [%])
Grupos
% Ca % P Ca/P
SHAM 4,643+2,037Ca  0,977+4,208P -107,6+83,20Ca/P
(82,7) (85,1) (17,0)
ovX 14,55+1,541Ca  10,95+3,286P -97,04+76,77Ca/P
(74,3) (73,5) (42,3)
2,873+2,106Ca - 0,931+4,450P -100,1+78,14Ca/P
OVX+RIS
(74,9) (74,3) (23,3)
Tod 8,012+1,869Ca  4,145+3,946P -96,68+76,79Ca/P
odos
(75,5) (75,7) (26,6)

Na andlise da associacdo realizada para cada grupo
separadamente, foi observada significaAncia em todas as condigbes, com
excegao da relagdo Ca/P, no grupo SHAM. Este mesmo grupo apresentou
o mais forte relacionamento para os fatores concentracdo de Ca e de P
(82,7 e 85,1%, respectivamente) enquanto que os outros grupos
apresentaram coeficientes de determinacdo menores e com valores entre
73,5€ 75,7%.

A associagao da microdureza com a concentragao do Ca,
do P e com a relagdo Ca/P de todos os grupos foi encontrada
significancia (p=0,0000 e r=0,869, r=0,870 e r=0,516, respectivamente).
Essa correlacéo esta representada através do grafico da regressao linear
(Figura 41).

Este relacionamento foi positivo e forte para os fatores
concentracdo de Ca e de P em todas as situagbes analisadas e foi

positivo e moderado para a relagdo Ca/P.
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5.8 Propriedades biomecanicas

A avaliagdo da largura médio-lateral na regido da
aplicacdo carga nos fémures O e NO durante o teste de flexdo em trés
pontos foi realizada através do teste t-Student pareado e demonstrou nao
haver diferencas significativas (p=0,349>0,05) entre as medidas (mm) dos
fémures O (3,0066+0,0247) e NO (2,9913+0,0216), permitindo a
realizagdo da comparacéo entre eles dos valores provenientes do teste de

flexdo aplicado.

5.8.1 Forga maxima

Os dados referentes a andlise descritiva estéo
apresentados na Tabela 24 e representados na forma grafica (média e
desvio-padrédo) mediante grafico de colunas na Figura 42.

Os grupos SHAM e OVX+RIS mostraram um
comportamento semelhante, nos fémures O, obtendo valores crescentes
de forga maxima com o aumento do tempo de reparo.

Considerando somente os fémures O, observou-se
sempre 0s maiores valores médios no grupo OVX em cada um dos
tempos de reparo.

Os valores médios de forca maxima dos fémures O foram
sempre menores que aqueles obtidos nos testes realizados nos fémures
contralaterais NO em todos os grupos e estas diferengas ndo diminuem
gradativamente com o aumento do tempo de reparo (Figura 43). Essas
diferengas foram estatisticamente significantes, quando aplicado o teste -

Student pareado intragrupo (p<0,05), em todas as condigbes (Tabela 25).
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Tabela 24 — Média e desvio-padrdao dos dados de forga maxima (F,[N])
segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias) e
fémur analisado (O ou NO)

Tempo Fu (mdp)
e In SHAM OVX OVX+RIS
Reparo 0 NO o) NO o) NO
5 0543 15498 1514 186,85 7983 184,68
+22 44 #1225 +3340 8,61 1839 22.70
45 o 13431 18190 13804 19322 11570 17507
+2074 2670 +1945 +1824 27,70 +14.88
o 7 14400 2153 15874 20001 15250 214,66

+36,00 26,70 17,03 +13,55 18,47 £25,20

mzdp = média + desvio-padrao

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua; OVX = Ovariectomizado + agua
OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

O = fémur operado

NO = fémur ndo-operado

Tabela 25 — Grupos que mostraram diferencas significantes na comparagao
intragrupo entre as medidas de forca maxima obtidas nos
fémures O e NO com o teste t-Student pareado

Grupo p
SHAM 18 dias 0,001*
SHAM 45 dias 0,000*
SHAM 90 dias 0,000*

OVX 18 dias 0,036*
OVX 45 dias 0,002*
OVX 90 dias 0,000*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,000*
OVX+RIS 90 dias 0,002*

*p<0,05
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Gréficos de colunas (médiatdesvio-padrao e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores de forgca maxima (F,[N]) obtidos em
todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS), considerando o tempo de
reparo (dias) e o fémur analisado, operado (O) ou ndo-operado (NO).

(*=p<0,05)
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Gréfico de médias dos valores de forgca maxima (F,) obtidos em todos
0s grupos considerando o tempo de reparo (dias) e o fémur analisado,

operado (O) ou ndo-operado (NO).

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para

avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo

de reparo nos fémures O, foi realizada a analise de variancia ANOVA.

Nessa andlise foi verificada significancia na interacdo entre os fatores

ovariectomia x tempo de reparo (p=0,0303).

Apbs realizacdo do teste de comparagao multipla de

Tukey para a interagcdo (Tabela 26) verificou-se a formag¢do de dois

grupos homogéneos, com o grupo dos valores maiores compreendendo

todas as condi¢des estudadas, com excec¢éo do grupo SHAM aos 18 dias.

S6 houve diferencas estatisticamente significantes entre
os grupos SHAM e OVX no periodo de 18 dias (Figura 44).

O grupo OVX néo variou estatisticamente suas médias
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nos periodos de tempo estudados enquanto que o grupo SHAM mostrou
diferengas estatisticas entre a média dos 18 dias e as dos demais

periodos.

Tabela 26 — Representagdo das médias de forga maxima dos grupos SHAM
e OVX, apo6s o teste de comparacdo multipla de Tukey (5%)
para a interagao ovariectomia X tempo

. . Tempo de L .
Ovariectomia ) Média F, Grupos Homogéneos
Reparo (dias)

SHAM 18 95.43 B
OvX 18 151.41 A

SHAM 45 134.31 A B
OovX 45 139.04 A

SHAM 90 143.98 A
OVvX 90 158.74 A

Letras iguais nado diferem de forma estatisticamente significante
160 Ovariectomia
—o— 0VX
150 1 —=&— SHAM
140
s 130
& 1201
1101
100
90- T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura 44 — Grafico das médias da forga maxima dos fémures O dos grupos SHAM

e OVX, aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.
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Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo no fémur O, foi realizada a analise de varidncia ANOVA.
Nessa andlise foi verificada significancia na interacdo entre os fatores
tratamento x tempo (p=0,0019).

Apbs a realizacdo do teste de comparacdo multipla de
Tukey (Tabela 27) para a interagao observou-se que s6 houve diferengas

significativas entre os tratamentos aos 18 dias (Figura 45).

160 Tratamento
—o— 0VX
150+ —m— OVX+RIS

1401

130+

120+

Fu (N)

110+

100

90

80

70

T
18 45 90
Tempo (dias)

Figura 45 -  Grafico das médias da forga maxima dos fémures O dos grupos OVX e
OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de reparacao.

O grupo OVX néo variou estatisticamente suas médias
nos periodos de tempo estudados enquanto que o grupo OVX+RIS
mostrou diferengas estatisticas entre a média dos noventa dias e a dos 18

dias.
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Tabela 27 — Representagdo das médias de forgca maxima dos grupos OVX e
OVX+RIS, apés o teste de comparag¢do multipla de Tukey (5%)
para a interagao tratamento x tempo de reparo

. . Tempo de L .
Ovariectomia ) Média F, Grupos Homogéneos
Reparo (dias)
OvVX 18 151,41 A B
OVX+RIS 18 79,83 C
ovX 45 139,04 A B
OVX+RIS 45 115,70 B C
OovX 90 158,74 A
OVX+RIS 90 152,59 A B

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

5.8.2 Rigidez

Os dados referentes a anadlise descritiva estéo
apresentados na Tabela 28 representados na forma grafica (média e
desvio-padrido) mediante grafico de colunas na Figura 46.

No grupo SHAM foram observados valores médios de
rigidez crescentes em relagcdo ao aumento do tempo de reparo nos
fémures O e NO (Figura 47). O grupo OVX+RIS mostrou comportamento
semelhante somente nos fémures O.

Essa analise trouxe numeros elevados de desvio-padrao
intragrupo, elevando o valor do coeficiente de variagdo em cada condig¢éo
estudada, tanto nos fémures O, quanto nos NO.

Todos os grupos mostraram, nos fémures O, valores
médios ora maiores ora menores aos encontrados nos fémures NO para
um dado tempo de reparo. Essas diferencas foram estatisticamente
significantes, quando aplicado o teste t-Student pareado intragrupo

(p<0,05), somente nas situacdes apresentadas na Tabela 29.



128

Tabela 28 — Meédia e desvio-padrao dos dados de rigidez (S[N/mm]) segundo
as variaveis: tratamento, tempo de reparo (dias) e fémur
analisado (O ou NO)

Tempo S (mdp)

de n SHAM OoVX OVX+RIS
Reparo 0 NO 0 NO 0 NO
18 7 286,5 302,6 356,2 361,3 246,3 432,6
79,7 741 94,0 60,9 85,6 70,0
45 390,9 333,3 315,0 362,5 3529 339,4
+114,5 11891 78,7 £129,4 +120,8 +1523
90 433,6 598,9 4494 379,0 503,9 351,7
+174,3 +171,8 1059 +70,0 +1059 +152;3

mzdp = média + desvio-padrao
n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua

OVX = Ovariectomizado + agua
OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato
O = fémur operado

NO = fémur ndo-operado

Tabela 29 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagéo
intragrupo entre as medidas de rigidez obtidas nos fémures O e
NO com o teste t-Student pareado
Grupo p
SHAM 90 dias 0,045
OVX+RIS 18 dias 0,013*
OVX+RIS 90 dias 0,013*

*p<0,05
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Figura 46 — Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores de rigidez (S[N/mm]) obtidos em todos
os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS), considerando o tempo de reparo
(dias) e o fémur analisado, operado (O) ou n&o-operado (NO).
(* =p<0,05)
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No grupo SHAM, diferengas estatisticamente significantes
entre as médias encontradas nos fémures O e NO s&o observadas
somente aos noventa dias. Os grupos OVX e OVX+RIS apresentaram,
nos fémures O, valores ora maiores, ora menores que os fémures NO. No
O grupo OVX+RIS, os fémures O, apresentou o maior crescimento das
médias com o decorrer do tempo, passando de uma condicdo de
inferioridade, aos 18 dias, para superioridade, aos noventa dias, em
relacdo aos fémures NO, com diferencas estatisticamente significantes
(Figura 47).
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S Z Sz S Z amur:
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© © © ® NO
18 dias 45 dias 90 dias

Figura 47 — Grafico de médias dos valores de rigidez (S) de todos os grupos,
considerando o tempo de reparo (dias) e o fémur analisado, operado
(O) e ndo-operado (NO).

Para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores
ovariectomia e tempo de reparo nos fémures O, foi realizada a anélise de

variancia ANOVA. Nessa analise ndo foi verificada significancia na



131

interacao entre os fatores ovariectomia x tempo de reparo (p=0,2376) nem
no fator principal ovariectomia (p=0,9268), rejeitando a hipotese de
desigualdade entre os grupos SHAM e OVX (Figura 48). Houve
significancia somente no fator principal tempo de reparo (p=0,0215).

Apbs realizacdo do teste de comparacdo multipla de
Tukey para o fator tempo (Tabela 30) verificou-se a formagéo de dois

grupos homogéneos.

Tabela 30 — Representacdo das médias de rigidez (S) dos grupos SHAM e
OVX, apos o teste de comparagédo multipla de Tukey (5%) do
fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média S Grupos Homogéneos
90 441 .47 A
45 352,91 A B
18 321,36 B

Letras iguais nao diferem de forma estatisticamente significante

450 4 Ovariectomia
—o— OVX
—&— SHAM

425

400

375+

S (N/mm)

350 1

3251

300 -

T
18 45 90
Tempo (dias)

Figura 48 — Grafico das médias da rigidez dos fémures O dos grupos SHAM e OVX,
aos 18, 45 e noventa dias de reparacao.



132

Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo no fémur O, foi realizada a analise de varidncia ANOVA.
Nessa analise nao foi verificada significancia na interacao entre os fatores
tratamento x tempo (p=0,0681) nem no fator principal tratamento (p=
0,8506). Somente houve significancia no fator principal tempo (p=0,0001)
(Figura 49).

Tratamento
s —o— OVX
—=— OVX4RIS
450 1
£ 400-
£
3
v 3504
300 -
250 1
T T T
18 45 90
Tempo (dias)
Figura49 — Grafico das médias da rigidez dos fémures O dos grupos OVX e

OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de reparacéo.

Apbs a realizacdo do teste de comparagcdo multipla de
Tukey (Tabela 31) para o fator tempo observou-se a formacdo de dois

grupos homogéneos, com os valores maiores para os noventa dias.
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Tabela 31 — Representagdo das médias de rigidez (S) dos grupos OVX e
OVX+RIS, ap6s o teste de comparag¢do multipla de Tukey (5%)
do fator tempo

Tempo de Reparo (dias) Média S Grupos Homogéneos
90 476,63 A
45 333,92 B
18 301,28 B

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante

5.8.3 Energia da forgca maxima

Os dados referentes a analise descritiva estéo
apresentados na Tabela 32 representados na forma grafica (média e
desvio-padrédo) mediante grafico de colunas na Figura 50.

O grupo OVX+RIS mostrou valores crescentes de energia
de forgca maxima com o aumento do tempo de reparo (Figura 51).

Considerando somente os fémures O, observou-se
sempre 0s maiores valores médios no grupo OVX em cada um dos
tempos de reparo. Também nos fémures O, foram encontrados numeros
elevados de desvio-padrao intragrupo, elevando o valor do coeficiente de
variagao.

As médias de energia da forca maxima dos fémures O, de
todos os grupos, foram sempre menores do que as médias encontradas
nos fémures NO. Essas diferencas foram estatisticamente significantes,
quando aplicado o teste t-Student pareado intragrupo (p<0,05) em todos

os grupos (Tabela 33), mostrando valores de p bastante significativos.
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Tabela 32 - Meédia e desvio-padrao dos dados da energia da forga maxima
(U[mJ]) segundo as variaveis: tratamento, tempo de reparo
(dias) e fémur analisado (O ou NO)

Tempo U (mzdp)
e |n SHAM OVX OVX+RIS
Reparo o) NO 0 NO o) NO
s, 2571 7420 6571 0143 1714 7429
+976 +1618 +2149 +10,69 +4,88  +21.49
45, 5286 10420 5429 10000 3143 8286
+756 +1718 #1134 +577  +10,69 +17.99
% 50,00 10857 6143 11857 5249 110,00

+14,14 15,74 +1215 124,10 +5,35 +23,09

mzdp = média + desvio-padrao

n = tamanho da amostra

SHAM = Sham + agua; OVX = Ovariectomizado + agua
OVX+RIS = Ovariectomizado + Risedronato

O = fémur operado

NO = fémur ndo-operado

Tabela 33 — Grupos que mostraram diferengas significantes na comparagao
intragrupo entre as medidas de energia da forga maxima obtidas
nos fémures O e NO com o teste t-Student pareado

Grupo p
SHAM 18 dias 0,000*
SHAM 45 dias 0,000*
SHAM 90 dias 0,000*

OVX 18 dias 0,042*
OVX 45 dias 0,000*
OVX 90 dias 0,002*
OVX+RIS 18 dias 0,000*
OVX+RIS 45 dias 0,002*
OVX+RIS 90 dias 0,001*

*p<0,05
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Figura 50 — Graficos de colunas (médiatdesvio-padrdo e significancia do teste t-
Student intragrupo) dos valores de energia da forga maxima (U[mJ])
obtidos em todos os grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS), considerando o
tempo de reparo (dias) e o fémur analisado, operado (O) ou né&o-
operado (NO). ( * = p<0,05)
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No grupo OVX+RIS as médias foram crescentes nos
fémures O e NO com o aumento do tempo de reparo, enquanto que nos

outros dois grupos estas foram crescentes somente nos fémures NO
(Figura 51).

Considerando somente os fémures O observou-se que os

valores médios do grupo OVX foram sempre superiores aos dos outros
grupos em cada tempo de reparo .
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Figura 51 — Grafico de médias dos valores de energia da forca maxima (U) obtidos

nos grupos SHAM e OVX, considerando o tempo de reparo (dias) e o
fémur analisado, operado (O) e ndo-operado (NO).

Na analise comparativa dos grupos SHAM e OVX, para
avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores ovariectomia e tempo
de reparo nos fémures O, foi realizada a analise de variancia ANOVA.
Nessa andlise foi verificada significancia na interacdo entre os fatores
ovariectomia x tempo de reparo (p=0,0016).
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Apbs realizagdo do teste de comparacdo multipla de
Tukey para a interagdo (Tabela 34) verificou-se que houve diferencas
significantes entre os grupos SHAM e OVX somente aos 18 dias. As
médias do grupo OVX néo variaram de forma estatisticamente significante
com o decorrer do tempo enquanto que as médias de SHAM tiveram os
menores valores aos 18 dias e valores sem diferengas estatisticas aos 45
e noventa dias (Figura 52), igualando-se estatisticamente também ao
grupo OVX.

Tabela 34 — Representagdo das médias de energia da forga maxima (U [mJ])
dos grupos SHAM e OVX, apos o teste de comparagao multipla
de Tukey (5%) para a interagéo ovariectomia x tempo de reparo

Tempo de

Ovariectomia _ Média U Grupos Homogéneos
Reparo (dias)

ovX 18 65,71 A

SHAM 18 25,71 B
OVX 45 54,29 A

SHAM 45 52,86 A
OVX 90 61,43 A

SHAM 90 50,00 A

Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante
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Figura 52 — Grafico das médias da energia da forga maxima dos fémures O dos

grupos SHAM e OVX, aos 18, 45 e noventa dias de reparagao.

Na analise comparativa dos grupos OVX e OVX+RIS,
para avaliar o relacionamento entre os efeitos dos fatores tratamento e
tempo de reparo no fémur O, foi realizada a analise de varidncia ANOVA.
Nessa analise foi verificada significancia na interacdo entre os fatores
tratamento x tempo (p=0,0003).

Apbs realizacdo do teste de comparagcdo multipla de
Tukey para a interagdo (Tabela 35) verificou-se a formacdo de dois
grupos homogéneos. Houve diferenca entre os grupos OVX e OVX+RIS
aos 18 e 45 dias. As médias do grupo OVX nado variaram de forma
estatisticamente significante com o decorrer do tempo enquanto que as
médias de OVX+RIS tiveram os menores valores aos 18 e 45 dias e
foram crescentes até noventa dias (Figura 53), quando se igualou

estatisticamente ao grupo OVX.
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Tabela 35 - Representagdo das médias de energia da forga maxima (U [mJ])
dos grupos OVX e OVX+RIS, apdés o teste de comparacéo
multipla de Tukey (5%) para a interagéo tratamento x tempo de

reparo
Tempo de o R
Tratamento _ Média U Grupos Homogéneos
Reparo (dias)
OVX 18 65,71 A
OVX+RIS 18 17,14 B
OovX 45 54,29 A
OVX+RIS 45 31,43 B
OVX 90 61,43 A
OVX+RIS 90 52,49 A
Letras iguais ndo diferem de forma estatisticamente significante
79 Tratamento
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Figura 53 — Grafico das médias da energia da forca maxima dos fémures O dos

grupos OVX e OVX+RIS, aos 18, 45 e noventa dias de reparagéo.
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5.9 Analise morfologica

5.9.1 Periodo de 18 dias

Aos 18 dias, foram observados basicamente dois padrdes
diferentes de reparagédo, um apresentado pelo grupo OVX+RIS e o outro
pelos grupos SHAM e OVX.

Os grupos SHAM e OVX apresentaram preenchimento
parcial do canal medular e do defeito 6sseo com trabéculas formadas a
partir da borda do defeito e da superficie endosteal (Figura 54)
acompanhadas de alguma aposicao periostal principalmente préximo as
bordas do defeito. Essas trabéculas eram repletas de lacunas de
osteocitos (Figura 57), sendo mais delgadas no grupo OVX e
apresentavam mineralizagdo heterogénea, representada pelas diferencas
dos tons de cinza encontrados nas amostras.

O grupo OVX+RIS apresentou intensa formagdo Ossea
trabecular com preenchimento completo do canal medular e defeito
0sseo, além de formacgdo periostal. As trabéculas nesse grupo se
apresentaram também repletas de lacunas de osteécitos, mas menos

delgadas que nos grupos SHAM e OVX.

5.9.2 Periodo de 45 dias

Também aos 45 dias foram observados dois padrbes de
reparagao, diferenciando o grupo OVX+RIS dos outros dois. Enquanto o
grupo OVX+RIS apresentava persisténcia do preenchimento do canal

medular com trabéculas de aspecto semelhante ao encontrado aos 18
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dias, os demais grupos ja apresentavam liberagdo do canal e formacéao de
ponte Ossea bem estruturada (Figura 55), de espessura quase
semelhante a da cortical e com osso mais maduro, tendendo para
compacto e com mineralizagado heterogénea (Figura 57). Havia um inicio

de formacao de ponte 6ssea no grupo OVX+RIS.

5.9.3 Periodo de 90 dias

Em todos os grupos houve pouca variagdo do aspecto
morfologico entre 45 e noventa dias. Houve, nos grupos SHAM e OVX,
aumento da espessura da ponte 6ssea e, no grupo OVX+RIS, uma
formagédo mais nitida de ponte éssea compacta, mas com persisténcia de
osso preenchendo o canal medular, mas com maiores sinais de
remodelacéo que aos 45 dias (Figura 56).

Ainda era possivel localizar os limites do osso
neoformado e do osso preexistente, mesmo aos noventa dias, em todos

OS grupos.
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Analise da reparagéo 6ssea por MEV/BSE aos 18 dias. A) Grupo OVX.
Preenchimento parcial do canal medular e do defeito 6sseo com com
trabéculas delgadas. B) Grupo OVX+RIS. Intensa formagdo oOssea
trabecular com preenchimento completo do canal medular e defeito
6sseo além de formagéo periostal.
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Analise da reparagéo 6ssea por MEV/BSE aos 45 dias. A) Grupo OVX.
Ponte de osso ainda jovem formada unindo as extremidades do defeito.
B) Grupo OVX+RIS. Ponte 6ssea em remodelacdo unindo as
extremidades do defeito e permanéncia do preenchimento do canal
medular com osso trabecular, além de formagao periostal.
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Analise da reparagéo 6ssea por MEV/BSE aos 90 dias. A) Grupo OVX.
Ponte 6ssea compacta unindo as extremidades do defeito. B) Grupo
OVX+RIS. Ponte 6ssea compacta unindo as extremidades do defeito

permanéncia do preenchimento do canal medular com trabéculas
6sseas em remodelacao.
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Figura 57 — Analise da reparagdo 6ssea por MEV/BSE. A). Osso jovem com
trabéculas delgadas e numerosas lacunas. Grupo SHAM, 18 dias. B)
Ponte 6ssea apresentando menos lacunas e mineralizagdo heterogénea
(diferentes tons de cinza).Grupo OVX, 45 dias.



6 DISCUSSAO

Os ratos sao os animais usados com mais freqiéncia
como modelo experimental de osteoporose (Jee, 1995; Szejnfeld, 2000;
Namkung-Matthai et al., 2001; Turner A, 2001; Turner R et al., 2001;
Egermann et al.,, 2005). Sdo também amplamente utilizados em
experimentos sobre doencas Osseas e testes farmacologicos. A perda
Ossea induzida pela ovariectomia em ratas tem muitas caracteristicas
similares a perda o6ssea poOs-menopausa em humanos, entre elas,
algumas de importancia para este estudo como: aumento na taxa de
remodelacdo 6ssea com a taxa de reabsorcdo excedendo a taxa de
formacdo 6ssea, uma fase inicial de perda 6ssea rapida seguida de uma
fase muito mais lenta e resposta terapéutica 6ssea similar com o uso de
bifosfonatos entre outros medicamentos (Kalu, 1991).

Neste estudo optou-se pela realizacdo da ovariectomia
em ratas jovens (trés meses de idade) e aguardou-se 35 dias para que os
seus efeitos na perda 6ssea fossem estabelecidos antes da realizac&o
dos defeitos. Esta escolha foi suportada por informagdes obtidas na
literatura e por estudos anteriores realizados nesta universidade. Diversos
estudos sobre reparacdo e qualidade o&sseas tém utilizado ratas
ovariectomizadas aos trés meses de idade (Peng et al., 1997; Walsh et
al., 1997, Cao et al., 2002; Amadei, 2004; Silveira, 2004; Tivesten et al.,
2004). Kalu (1991) enfatiza que ratos jovens, com aproximadamente trés
meses de idade manifestam os efeitos da ovariectomia em um més ou
menos, com perda 6ssea com caracteristicas proximas da encontrada no
rato senil. Wronski et al. (1989) e Thompson et al. (1995) indicam que

ratos em crescimento respondem com uma perda 6ssea mais rapida e em
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maior magnitude que ratos adultos apés OVX e recomendam que a OVX
para inducéo de osteoporose seja realizada em animais de trés meses de
idade e ainda sugerem que, provavelmente, estudos de agentes com
potencial terapéutico sejam feitos com ndo mais que seis meses de
duracédo apos a OVX.

Em todos os grupos de ratas e em todos os periodos de
estudo utilizados nesta pesquisa houve ganho de peso corpéreo. Esse
incremento no peso foi maior nos animais ovariectomizados, sendo menor
no grupo OVX+RIS que no OVX, possivelmente por possiveis alteracdes
gastrintestinais causadas pelo risedronato. A diferenga entre o ganho de
peso de animais OVX e SHAM esta de acordo com os achados de Peng
et al. (1997).

E muito dificil fazer uma anélise abrangente da qualidade
6ssea pois muitos séo os fatores que contribuem para a resisténcia 6ssea
e além disso, estes fatores atuam em varios niveis dentro do osso, desde
a ultraestrutura 6ssea até o nivel macroscopico. As analises realizadas
neste estudo tiveram sua escolha norteada por questionamentos surgidos
em estudo anterior (Senra, 2006) e por indicios da atuacao do risedronato
afetando a remodelagéo, a morfologia do calo 6ésseo e sua mineralizagao.

Muitos artigos derivam valores de modulo de elasticidade
de testes de endentacdo como a microdureza por nanoendentagéo (Rho
et al., 1997; Rho; Pharr, 1999; Zysset et al., 1999; Hoffler et al., 2000; Hoc
et al., 2006) e por microendentagao (Zioupos et al., 2000; Coats et al.,
2003; Rapoff et al., 2008). Estudos recentes (Boivin et al., 2008; Rapoff et
al.,, 2008) defendem que a microendentagdo é mais apropriada para
materiais heterogéneos como o0 0sso que as técnicas mais convencionais
que usam maiores (ultrassom) ou menores espécimes (nanoendentagio).
Parece ser seguro derivar o valor de uma propriedade material como o
modulo de elasticidade (ou rigidez do material) do valor da microdureza,
pois, segundo Hoc et al. (2006), a dureza de um material esta

correlacionada com seu modulo de elasticidade e, especificamente, a
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dureza e o médulo aumentam juntos de maneira consistente.

Uma consideracdo a ser feita sobre a metodologia
utilizada no teste de microdureza é em relagcdo a carga escolhida para a
aplicagdo desse teste. Alguns dos fatores que governam a selecdo da
carga sdo o tamanho da regido de interesse e o tamanho da impressao
gerada, ja que uma das vantagens da microendentacéo é a habilidade de
avaliar pequenas regides (Johnson; Rapoff, 2007). A carga de 25 ¢f
escolhida neste estudo esta de acordo com varios autores (Bonser, 1995;
Phelps et al., 2000; Dall’Ara et al., 2007; Boivin et al.,, 2008) e foi
selecionada depois da realizagdo de um piloto que verificou qual das
cargas testadas, 25 gf ou 50 ¢f, permitia a analise de regides téo
delgadas quanto as trabéculas encontradas no calo 6sseo de 18 dias de
reparo, mantendo distdncia segura das bordas dessas trabéculas e
gerando uma impressdo com dimensbdes que permitiam uma medida
segura das diagonais, minimizando os erros de medida.

A infitracdo e inclusdo do o0sso em resina de
metilmetacrilato aumenta a microdureza em 30-40% (Dall’Ara et al., 2007;
Johnson; Rapoff; 2007) mas é utilizada na literatura (Bonser, 1995;
Giavaresi et al., 2003) e permite a analise de superficies menores e foi a
técnica escolhida para que as analises de microdureza e concentragcéo do
Ca e P no mineral 6sseo pudessem ser realizados nas mesmas amostras.
Boivin et al. (2008) usaram se¢des de tecido 6sseo incluido em resina de
metilmetacrilato com cerca de 100 uym, espessura ainda menor que a
utilizada no presente estudo, que variou de 150 a 200 um.

Hoc et al. (2006) ressaltam o papel e a importancia da
qualidade do tecido 6sseo, assim como a influéncia da heterogeneidade
da sua microestrutura no comportamento mecanico. Huja et al. (2006),
usando nanoendentacdo, encontrou menor dureza e modulo de
elasticidade em Osteons jovens do que em 6steons velhos. Assim, este
estudo esperou encontrar também, s6 que em nivel microestrutural,

diferencas na dureza do osso recém-formado no calo e aquele presente
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apo6s remodelagao do calo.

Tanto a microdureza, quanto o médulo de elasticidade do
calo 6sseo mostraram comportamento semelhante. Os noventa dias de
reparagdo ndo foram suficientes para levar o calo 6sseo a apresentar
valores semelhantes ao do osso preexistente, adjacente ao defeito criado,
em nenhum dos grupos (SHAM, OVX e OVX+RIS), mas houve
crescimento significante dos valores (p=0,0000) com o aumento do tempo
de reparo, principalmente dos 18 aos 45 dias, quando houve,
paralelamente, na analise morfolégica, uma substituicdo de osso
trabecular por osso cortical no centro do defeito, local onde foram
realizadas as endentagdes, mesmo no grupo OVX+RIS que ainda
apresentava trabéculas jovens, mas ndo no local analisado. De fato,
Hodgskinson et al. (1989) afirmaram que o osso cortical € mais duro que o
0sso trabecular principalmente por variagdo na mineralizagdo desses tipos
0sseos.

A ovariectomia nao interferiu nos valores de microdureza
e modulo de elasticidade do calo 6sseo, mas o tratamento com
risedronato elevou os valores de microdureza (p=0,0254) e médulo de
elasticidade (p=0,0310) do calo ésseo, ultrapassando valores encontrados
no grupo OVX. O resultado da ovariectomia, em ratas, parece ser
diferente do que acontece com pacientes osteoporéticos, conforme
estudo de Boivin et al. (2008), que apresentaram reducdo em 10% da
microdureza quando comparados a pacientes normais.

A microdureza foi altamente correlacionada linearmente
com a concentracdo de Ca e de P (p=0,000, r’=755% e r’=75,7%,
respectivamente) indicando que a variagdo na microdureza €
principalmente relacionada com o conteudo mineral. A contribuicado de
outros parametros tem que ser observada e a variacao de cerca de 25%
observada talvez possa ser explicada por diferengas na organizagéo e
orientacdo das fibras do colageno, hipétese levantada por Hoc et al.

(2006). De fato, Gupta et al. (2005) encontraram que a deformacgéo
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ocorrida na nanoendentacao esta relacionada a uma deformacéo fibrilar e
alteragbes na matriz interfibrilar. Estudo de Boivin et al. (2008) relata que
embora haja forte correlacdo de microdureza com o grau de mineralizagao
esta relagdo n&o é exclusiva. A matriz organica, no osso humano, esta
relacionada com um tergco da sua variagéo e enfatiza o papel do colageno
na qualidade 6ssea.

O relacionamento entre a microdureza e a mineralizagéo
foi ainda mais forte no grupo SHAM (r?=82,7%, para a concentracdo de
Ca e, r’=85,1%, para a concentragdo de P). Talvez, nos grupos
ovariectomizados, haja alguma interferéncia da ovariectomia na matriz
organica que afete com mais forgca a microdureza no reparo desses
animais do que nos animais SHAM.

A literatura relata os efeitos da ovariectomia nas fases
iniciais da reparacdo 6ssea causando atraso na formacgéo do calo e na
diferenciacdo de células oésseas que participam do processo,
apresentando persisténcia de tecido conjuntivo em animais OVX em
periodos de reparagdo nos quais animais sham ja apresentam formagéo
6ssea. (Walsh et al., 1997; Namkung-Matthai et al., 2001; Amadei, 2004;
Silveira, 2004; Egermann, 2005; Senra, 2006). Isto parece ser verdade
também em relacdo a mineralizagéo inicial do calo 6sseo ja que foi
encontrada superioridade estatisticamente significante dos valores de
concentracdo de Ca e de P do grupo SHAM em relagdo ao grupo OVX
aos 18 dias de reparo.

A ovariectomia ndo afetou a relagdo Ca/P, embora
Tzaphlidou et al. (2005a) relatem que a relagdo Ca/P pode trazer grande
confiabilidade ao diagnostico de desordens 6sseas. Reddy Nagareddy e
Lakshmana (2005) encontraram, no osso intacto, valores menores de
Ca/P em ratas OVX e com dieta deficiente em calcio do que em ratas
SHAM, resultante de reducdo do Ca e aumento do P, mas né&o discutiu o
valor deste achado. Outras publicagdes (Tzaphlidou; Zaichick, 2003;

Tzaphlidou et al., 2005b) trazem o relato de variagédo da relagdo Ca/P em
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0ssos intactos por influéncia da matriz organica (presenca de lipidios e da
medula o&ssea) afetando a relagcdo Ca/P de diferentes o0ssos,
principalmente na presenca de medula vermelha, que eleva muito a
concentracéo de P.

Também na analise do efeito do tratamento é dificil fazer
uma comparacéo direta com a literatura pois estas publicacées n&o tratam
de reparagédo 6ssea, mas existem muitos relatos na literatura (Meunier;
Boivin, 1997;Boivin; Meunier, 2002a; Boivin; Meunier, 2003; Follet et al.,
2004; Borah et al., 2005; Roschger et al., 2008) da capacidade dos BFs
em aumentar o grau de mineralizagdo 6ssea através do prolongamento
da mineralizagdo secundaria obtido com a diminuicdo da frequéncia de
ativacdo de novas BSUs. A mineralizacdo primaria representaria cerca de
75% da mineralizagao completa (Meunier; Boivin, 1997).

O bifosfonato risedronato, nas condi¢gbes estudadas, néo
influenciou a mineralizagao do calo ésseo. Neste estudo o tratamento néo
foi significativo na analise da concentragcao do Ca, do P e nem na relagédo
Ca/P (p= 0,1664, p=0,6762 e p=0,0943, respectivamente). Somente o
tempo influenciou na mineralizacdao do calo na comparacao de OVX e
OVX+RIS.

Em todos os grupos estudados houve crescimento da
relacdo Ca/P com o aumento do tempo de reparacdo. O estudo de
Martinelli et al. (2006) sobre reparo de osso maxilar suino encontrou
aumento da relagao Ca/P com o aumento do tempo de reparo, atingindo,
valores superiores ao encontrado no controle (ndo—operado). Estes
autores reportaram grande quantidade de carbonato durante a fase de
calo celularf/fibroso e, conforme aumentava o conteddo de mineral,
reduzia a incorporagcido de carbonato, fato que os autores desse e de
outros estudos (Petrovich et al., 2003; Ouyang et al., 2004) associaram a
maturacdo das fibras coldgenas. Para Posner (1969) a hidroxiapatita
depositada na presenca de carbonato tende a ser pobremente cristalina.

Embora este estudo nido tenha usado ferramentas que
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permitam esta inferéncia, esta evolugdo da relagdo Ca/P pode estar
relacionada a cristalinidade do mineral 6sseo. Apdés um inicio de
calcificagdo quando o mineral 6sseo € depositado em estado amorfo, néo
cristalino, parte desse mineral amorfo é estabilizada enquanto outra parte
sofre dissolugdo e é transformada em uma fase cristalina (apatita)
(Posner, 1969). Subseqlientemente, ha o aumento do tamanho dos
cristais de hidroxiapatita com a maturagdo dos mesmos (Boivin; Meunier,
2002b; Kuhn et al., 2008).

Em relacdo a comparacéo realizada dentro e fora do calo
0sseo, em quase todas as condigbes experimentais as concentracdes de
Ca e de P do calo 6sseo atingiram valores sem diferencas estatisticas aos
encontrados no osso preexistente, adjacente ao defeito ésseo, aos
noventa dias. Somente o grupo OVX atingiu essa condi¢do de igualdade
antes, aos 45 dias, na concentracao de Ca.

O valor de Ca/P no osso cortical de fémures de ratas é
2,12+0,08, muito préximo do valor da hidroxiapatita estequiométrica que &
2,16 (Tzaphlidou et al., 2006). Neste estudo encontramos no osso cortical,
adjacente ao calo Osseo, valores inferiores (SHAM=1,8900+0,008,
OVX=1,8930+0,008 e OVX+RIS=1,9240+0,010) ao deste relato.

Os valores da relagédo Ca/P dos grupos OVX e OVX+RIS
dentro do calo 6sseo ultrapassaram aqueles encontrados fora do mesmo
aos 45 e noventa dias de reparagéo, sendo significante essa diferenga.

A compreensao da importancia do uso da relagdo Ca/P
como ferramenta de conhecimento e indicador da resisténcia 6éssea foi um
objetivo deste trabalho, mas n&o foi alcangado plenamente. Certamente a
relagdo entre as fases orgénica e mineral do osso é mais complexa do
que se explica por conclusdes independentes e aditivas da funcao dessas
fases na resisténcia 6ssea. Entender a fungdo mecanica do osso, como
um material, em relagédo a sua estrutura € um problema fascinante e muito
complicado de se resolver (Ziv et al., 1996).

Somente graus elevados de mineralizacdo e microdureza
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6ssea nao podem ser interpretados como indicadores de melhor
qualidade Ossea. Aumento da mineralizacdo e microdureza como
resultado da reducéo da remodelacdo 6ssea podem reduzir a tenacidade
ou o trabalho até a fratura, representado pela energia da forca maxima, e
aumentar a fragilidade 6ssea (Ng et al., 2004). Por isso foram importantes
tanto as observagdes morfolégicas realizadas no calo 6sseo, quanto a
aplicacdo do ensaio de flexao, para verificar o reflexo destes parametros
na resisténcia 6ssea a fratura.

Currey et al. (1996) encontraram reducdo do trabalho até
a fratura com o aumento do conteudo mineral e justificam que isto pode
indicar que a relacdo entre tenacidade e conteudo mineral pode ser
verdadeira somente para uma janela estreita de conteudo mineral.

E importante relatar que a andlise das propriedades
mecanicas, apesar de ser amplamente utilizada na literatura, produziu
grande variabilidade biolégica dentro do grupo e achados, muitas vezes,
inconsistentes, se refletindo numa dificuldade em obter resultados de
grande confiabilidade de algumas propriedades &sseas provenientes
desta analise. O alto coeficiente de variagdo intragrupo pode ser
explicado pela variabilidade anatémica entre os fémures. Diametro
externo, area do corte transversal na regido da aplicacdo da forga,
espessura do calo 6sseo e forca da unido entre ponte 6ssea e cortical
preexistente podem ser alguns dos fatores que podem ter influenciado os
resultados. Esse parece ser um problema inerente a aplicacdo destes
ensaios em 0sso, ja que outros autores também encontraram numeros
altos de desvio-padrao em seus estudos (Meyer Jr et al., 2001; Follak et
al., 2004)

A rigidez macroscopica obtida nos ensaios mecanicos
apresentou os maiores coeficientes de variagéo intragrupo pode, segundo
Hengsberger et al. (2005), ser dominada mais por mudancas na
geometria 6ssea que nas variagdes das propriedades intrinsecas do osso.

De fato, os dados de rigidez analisados ndo apresentaram significancia
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nem para as interagdes, nem para os fatores principais ovariectomia e
tratamento. Somente o fator tempo foi significativo nas duas
comparacgoes.

O conhecimento da variabilidade de espessura do calo
0sseo ja havia norteado a decisdo de ndo realizar a normalizacdo da
curva carga x deslocamento para obter valores de propriedades
intrinsecas (materiais) do osso a partir do ensaio mecanico.

O objetivo da realizacdo do ensaio mecanico na presenca
de defeito 6sseo em reparagdo, foi o de verificar se potenciais
modificagbes na qualidade oéssea do calo influenciaram a fungéo
estrutural do calo 6sseo através da comparagdo da resisténcia a flexdo
entre fémures O e NO.

Diferentemente da rigidez, os resultados da forca maxima,
que representam os valores da resisténcia 6ssea a fratura, e os valores
da energia da forga maxima, que representam o trabalho até a fratura, ou
tenacidade, do osso, que apresentaram resultados consistentes e com
menores coeficientes de variagdo intragrupo, responderam bem a
proposicdo. Nenhum grupo estudado, em nenhum tempo de reparo
analisado apresentou resisténcia a fratura estatisticamente igual entre
fémures O e NO, havendo valores de p fortemente significantes, e valores
dos fémures NO muitas vezes maiores do que o dobro do que os
encontrados em fémures O. Este achado, associado aos achados
morfoloégicos, demonstram que, mesmo no maior periodo estudado,
noventa dias, ainda ndo houve a regeneragdo completa do osso da lesao
com o restabelecimento das caracteristicas histolégicas e mecénicas
normais do osso e que a influéncia desse processo de reparacao
favoreceu a absorcao de menos energia e a fratura dos fémures O.

Na andlise da influéncia da ovariectomia e do tratamento
nos fémures O foi significante a interacdo entre estes fatores e o tempo de
reparo, tanto para a forga maxima como para a energia da forca maxima.

A comparagdo entre SHAM e OVX mostrou pouca
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diferenca entre as condigbes estudadas, havendo inferioridade estatistica
do grupo SHAM somente aos 18, na forca maxima e na energia da forca
maxima. Essa semelhanca das condigbes experimentais poderia ser
interpretada de duas maneiras: ou a presenca do reparo fragiliza o fémur
de maneira muito intensa, sendo necessario muito mais tempo de reparo
que o utilizado neste estudo para o restabelecimento funcional do osso,
ou os parametros experimentais utilizados no ensaio de flexao,
mascararam ténues diferencas existentes no reparo desses ossos. Muito
cuidado foi tomado em relagdo a escolha da célula de carga, que foi
compativel com os valores de forga maxima registrados. A velocidade de
aplicagdo da carga foi bastante pequena e distancia entre os apoios foi
escolhida para manter a peca estavel durante o teste e para que o ensaio
fosse aplicado na regido anatdbmica do fémur com area de secédo
transversal cilindrica, evitando-se maiores interferéncias da forma do
0SSO, ja que ndo se podiam evitar variagbes nas dimensdes desses
fémures.

Embora o teste de flexdo seja francamente utilizado na
andlise das propriedades mecénicas do o0sso, n&o existe uma
padronizagdo dos procedimentos nos ensaios (Schriefer et al., 2005) e
muito variados sdo os parametros de aplicagcado do teste para um mesmo
osso. Outros autores (Li et al., 2001; Meyer Jr et al., 2001; Cao et al.,
2002; Follak et al., 2004) também verificaram as propriedades
biomecanicas de fémures em reparacgéo e seus resultados ndo podem ser
diretamente comparados devido a utilizacdo de condigbes experimentais
muito diversas, como o uso de fraturas completas, tempos de reparo
diferentes e parametros de aplicacdo do ensaio diferentes.

Quando comparado ao grupo OVX, o grupo OVX+RIS
apresentou resultados inferiores de forga maxima aos 18 dias de reparo e,
de energia da forca maxima, aos 18 e 45 dias. Isso demonstra uma
influéncia negativa do medicamento nas propriedades mecanicas iniciais

do osso em reparacao, apesar do grande volume de osso presente no
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defeito e no canal medular. Mesmo assim, a comparag¢do entre esses
grupos aos noventa dias, que apresentaram na analise morfolégica
padrées de reparacdo tdo diferentes entre si, mostrou resposta
semelhante nas propriedades mecanicas, mostrando competéncia
funcional do osso nesse periodo, apesar do atraso da remodelagéo
provocado pelo risedronato, e da ponte O6ssea nao estar ainda bem
formada.

Os resultados da resisténcia e da tenacidade éssea dos
fémures O foram bastante parecidos, embora geralmente aparecam como
inversamente relacionados (Currey, 2001) j4 que a maior mineralizagao
de um material leva a redugcdo da capacidade deste material absorver
energia e a uma maior fragilidade. Talvez pelo fato dos ensaios terem sido
realizados em ossos com um defeito em reparacdo, a presenca das
trabéculas ésseas, a microarquitetura do calo e a heterogeneidade da
mineralizacdo do mesmo tenham proporcionado maior capacidade deste
0SSO se rearranjar para absorver a forca aplicada durante o ensaio. E
dificil saber se houve uma maior influéncia material ou estrutural.

Segundo Hernandez e Keaveny (2006), qualidade 6ssea
€ um termo vago que se refere aos efeitos de fatores esqueletais que
contribuem para a resisténcia 6ssea. Por isso, ndo haveria sentido fazer
um estudo de qualidade 6ssea com a analise de varias caracteristicas do
tecido e da arquitetura 6ssea sem chegar na analise da performance
desse osso como um todo. Nesse sentido, a analise das propriedades
mecénicas desses 0Ss0s, mesmo com a apresentacdo das reservas
colocadas sobre esse tipo de analise éssea, foi de extrema importancia
nesse estudo. O ensaio realizado permitiu verificar qual a importancia
clinica dos fatores analisados a luz do conhecimento de que alteragdes
Osseas ocorridas em escala fisica de analise menor, como a
mineralizagdo, podem ser compensados estruturalmente por fatores
analisados em outro nivel como, por exemplo, a arquitetura e o volume

0sseos. Se alteragbes detectadas em nivel microestrutural n&o
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influenciam a qualidade 6ssea em um nivel superior, essas alteragbes
podem n&o ser relevantes clinicamente.

Assim, foi observado neste estudo, que as alteracdes
mais importantes ocorridas no calo ésseo estavam mais relacionadas ao
tempo de reparagédo que a ovariectomia a ao tratamento com risedronato.
Essas diferengas afetaram mais os periodos iniciais de reparacao,
tendendo a haver proximidade das condigbes nos periodos mais longos
de estudo.

Também as diferengcas morfoloégicas tiveram pouca
influéncia na resposta funcional e estrutural. O somatério dos fatores
analisados levou a um comportamento biomecanico muito parecido entre

os grupos e diferentes periodos de reparacao.



7 CONCLUSAO

A analise dos resultados, sob as condigbes experimentais
utilizadas, possibilitou concluir que a deficiéncia de estrégeno interferiu na
mineralizagao inicial do calo 6&sseo, mas estas alteracdes nao
influenciaram a resisténcia 6ssea a fratura, enquanto que o risedronato
atrasou a remodelacéo do calo 6sseo e levou a formacao de um calo com
maior dureza que se refletiu numa performance biomecéanica nos tempos
iniciais estudados mas se recuperou aos noventa dias de reparagao.
Tanto a deficiéncia de estrégeno quanto o tratamento com risedronato
levaram a modificagdes da qualidade 6ssea iniciais do calo que foram
neutralizadas e equiparadas aos noventa dias, mesmo antes da
regeneragédo completa do o0sso.

Essas conclusbes foram possiveis quando baseadas na

resposta aos objetivos especificos que foram:

a) a ovariectomia ndo afetou os valores de microdureza
e de modulo de elasticidade no calo 6sseo;

b) a ovariectomia diminuiu os valores de concentragéo
de Ca e P somente no inicio da reparacdo éssea, aos 18
dias, sem afetar a relacao Ca/P;

c) o tratamento com risedronato aumentou os valores de
microdureza e de modulo de elasticidade;

d) o tratamento com risedronato ndo afetou os valores
da concentracdo de Ca de P e da relagdo Ca/P no calo

0sseo;
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e) o tratamento com risedronato atrasou a remodelacao
do calo 6sseo;

f) o periodo de noventa dias de reparagdo nao foi
suficiente para igualar os valores de microdureza e de
mddulo de elasticidade dentro e fora do calo ésseo;

g) o periodo de noventa dias de reparacao foi suficiente
para igualar a concentragcao de Ca e de P dentro e fora do
calo 6sseo;

h) o periodo de noventa dias de reparagéo levou a uma
maior relagdo Ca/P dentro do que fora do calo ésseo nos
animais ovariectomizados;

i) a microdureza é fortemente relacionada com a
concentracdo de Ca e de P, mas ndo com a relagéo Ca/P;
j) a ovariectomia e o tempo de reparo tiveram pouca
influéncia nas propriedades biomecanicas dos fémures O;
k) o tratamento com risedronato levou a propriedades
mecanicas inferiores aos 18 e 45 dias nos fémures O,
mas se igualou aos fémures sem tratamento aos noventa
dias;

) o periodo de noventa dias de reparacdo nao foi
suficiente para restabelecer as propriedades

biomecanicas dos fémures O.
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ABSTRACT

The increase in life expectancy is associated with a higher osteoporosis
incidence, which elevates the occurrence of bone fractures, and demand
long treatment. In the last years, it’s increasing de interest in the potential
effects of osteoporosis medication on bone fractures healing. The aim of
this work will be to evaluate the effects of Risedronate (10,5 mg/Kg/week)
on bone quality in the femoral callus in rats with induced osteopenia. For
that, 84 rats were subject to ovariectomy, and 42 were sham operated.
After 35 days, 2,6 mm monocortical bone lesions were drilled on all
animals femurs. Then, treatment began. The ovariectomized animals,
divided in two groups, received Risedronate or drinking water as a placebo.
The animals were sacrificed at 18, 45 and ninety days of bone repair. The
central sections from bone defects from half of the rats were analyzed to
determine their morphology using an SEM, electron probe microanalysis
(LED-XRF) from bone mineral Ca, P and Ca/P ratio and Vicker's
microhardness. Another half of the animals had the left femur operated (O),
and the right one, non operated (NO), both frozen till be tested in three-
point flexure to derive maximum load, stiffness and energy absorbed to
maximum load. Statistical analyses were performed using t-Student,
ANOVA, Tukey and Linear Correlation tests, considering 5% significance.
Microhardness was strongly correlated to Ca and P concentrations but it
was moderately correlated with Ca/P. Ovariectomy didn’t affect
microhardness (HV) and Young modulus (E) but diminished, at 18 days,
Ca/P, Ca and P concentrations. Risedronate treatment achieved
increasing in HV and E without interference on Ca/P, Ca and P
concentration of bone callus. Ovariectomy and healing time almost didn’t
have influence on biomechanical properties of O, different from
risedronate, which diminished these properties at 18 and 45 days. The HV
and E from callus didn’t reach outside callus values at ninety days, but Ca
and P concentrations were equalized. A full biomechanical property of NO
was not achieved by O after ninety days of bone healing.

KEYWORDS: Diphosphonates. Bone Regeneration. QOsteoporosis,
Postmenopausal. Rats. Microscopy, Electron, Scanning. Hardness Tests.
Spectrometry, X-Ray Emission.
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