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RESUMO

Realizou-se um estudo experimental com 40 ratos da raga Lewis
visando-se avaliar a influéncia do risedronato sédico na consolidagéo
de fraturas em animais submetidos a dieta aprotéica e dieta protéica,
divididos aleatoriamente em quatro grupos, com 10 animais em cada
grupo, assim constituidos: grupo I, com dieta protéica, sem risedro-
nato (grupo controle); grupo Il, dieta protéica, com risedronato; grupo
lll, dieta aprotéica, sem risedrionato; grupo IV, dieta aprotéica, com
risedronato. Os ratos foram submetidos a fraturas semelhantes, no
15° dia e a eutanasia no 43° dia do experimento. As variaveis analisa-
das incluiram a evolucéo ponderal, avaliagcéo radiogréfica, densito-
metria éssea, avaliagado histomorfométrica do calo 6sseo, dosagens
sanguineas de célcio, fésforo, fosfatase alcalina, proteinas totais, al-
bumina e osteocalcina. Concluiu-se que o risedronato exerceu influ-
éncia positiva no processo de consolidacéo de fraturas em ratos nu-
tridos e desnutridos, e aumentou a densidade mineral éssea. O rise-
dronato ocasionou a formacéo de tecido 6ésseo maduro de melhor
qualidade e morfologia.

Descritores: Desnutricao protéica; Risedronato; Consolidagao de
fraturas; Ratos.

INTRODUCAO

A consolidagao das fraturas é uma resposta especializada do or-
ganismo em que a regeneragdo do 0sso leva a restauragdo da inte-
gridade do esqueleto. Embora a maioria das fraturas consolide sem
problemas, fatores como a desnutricdo protéica, presente em nosso
meio, podem interferir negativamente na consolidagdo de fraturas®.

N&o héa no arsenal farmacéutico um medicamento que acelere a
consolidagéo das fraturas, apesar dos estudos que vém sendo reali-
zados no sentido de se buscar esse resultado®'?. Diante disso, em-
pregou-se o risedronato sédico, um bisfosfonato formador de massa
6ssea, com o intuito de se observar a sua eficacia na consolidagéo
das fraturas, através de um estudo experimental em ratos nutridos e
desnutridos.

Analisou-se, através de analise estatistica, 0 comportamento bio-
quimico do calcio, fosforo e fosfatase alcalina, além das proteinas
totais e albumina, e do marcador bioquimico da formagéo éssea, a
osteocalcina. Foram também analisados estatisticamente os dados
obtidos através de avaliagbes ponderal, radiografica, densitométrica,
histoldgica e histomorfométrica.

O objetivo deste trabalho € avaliar a influéncia do risedronato sé-
dico, experimentalmente, no processo de consolidagao de fraturas
em ratos machos adultos, nutridos e subnutridos, nos quais foram
provocadas fraturas nas tibias direitas. ’
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SUMMARY

A experimental study with 40 rats of the Lewis type was done
focusing the influence of sodic risedronate on fractures consol-
idation in the animals. They were submitted to a protein nutrition
diet to a non-protein one, divided randomly in four groups, having
10 animals in each group. Like this: group 1, with a protein nutri-
tion diet, without risedronate (control group),; group Il, protein nu-
trition diet t with risedronate , group Ill, non-protein diet, without
risedronate; group IV, non-protein diet with risedronate. The rats
were submitted to similar fractures, on the 15° day and to the eu-
thanasia on the 43° of the experiment. The variability analyzed
included the ponderous evaluation, radiographic evaluation, the
bone densitometry, histomorphometric bone callus evaluation,
blood dosage of calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, to-
tal proteins, albumin and osteocalcin. It was found out the risedr-
onate had positive influence on the fractures consolidation pro-
cess in nourished rats and malnourished rats and the mineral
bone density increased. The risedronate caused the formation of
the best nutrition and morphology of the ripen bone tissue.

Key words: Protein malnutrition; Risedronate; Fracture healing;
Rats.

INTRODUCTION

The fractures consolidation is an organism specialized re-
sponse where the regeneration of the bone leads to the resto-
ration and integrity of the skeleton. Although many of the frac-
tures consolidate without problems, some factors such as, pro-
tein malnutrition, can interfere negatively in the fractures con-
solidation®.

There is not a drug in the pharmaceutical medicaments which
helps in the fast fracture consolidation. Even with studies that
have been done in order to find a result®?. Therefore, the sodic
risedronate, a biphosphanates a bone body builder were used,
wanting to observe its effectiveness in fractures consolidation,
by the experimental study in nourished and non-nourished rats.

With the statistics analyses, the biochemical behaviour of the
calcium, phosphorus and alkaline phosphatase, furthermore the
total proteins and albumin, and the biochemical marker of the
bone formation, the osteocalcin were analyzed. The obtained
data by ponderate, radiography, densitometry, histological and
histhomorphometrical evaluations were also analyzed.

The purpose of this work is to evaluate the sodic residronate
influence, experimentally, in the fractures process consolidation
in adult male rats, nourished or non-nourished, in which were
done the right tibial fractures.

This work was approved by the Ethical committee of Research
at the Clinicas Hospital in Sdo Paulo University under the protocol
669/00.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 40 ratos de laboratério de linhagem Lewis, ma-
chos, adultos, isogénicos, com peso inicial variando entre 250 e 342
gramas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos com
dez animais em cada grupo, assim distribuidos: grupo I, com dieta
protéica, sem o risedronato (grupo controle); grupo Il, com dieta pro-
téica, com risedronato; grupo Ill, com dieta aprotéica, sem risedrona-
to; grupo IV, com dieta aprotéica, com risedronato, sendo mantidos
em gaiolas, contendo cinco animais em cada uma, feitas de polietile-
no opaco, e fechadas com tampa de ago inoxidavel em forma de gra-
de, forradas com sepilho, e higienizadas trés vezes por semana. No
recinto onde os animais permaneciam, o periodo de luz foi de 12 ho-
ras, com temperatura, umidade e nivel de ruido mantidos estaveis.

A dieta aprotéica, fornecida aos animais dos grupos lll e IV, é pa-
dronizada e utilizada para desnutricdo experimental em animais de
laboratério.

Para a andlise bioquimica, foram realizadas coletas de sangue
através de pungéo cardiaca nos dias 1°, 15° e 43° do experimento.

No 15° dia, os ratos foram submetidos a fratura fechada do tergo
meédio das tibias direitas, realizadas manualmente por flexéo forgada,
procurando-se obter similaridade quanto ao traco, localizagdo e mo-
bilizagdo do peridsteo, estando os animais sob anestesia, através de
injegao intraperitoneal de solugdo composta de cetamina na dose de
40 mg/kg e de xilazina na dose de 5 mg/kg"'¥ de peso corporal dilu-
f{dos em 1 ml de solugéo salina. Apds a realizagdo das fraturas, os
animais dos grupos Il e IV passaram a receber dose diaria de 1 mg/
kg/dia de risedronato sddico, através de gavagem com cateter de
polietileno especialmente adaptado, medindo 5 cm de comprimento
e 1 mm de didmetro, sendo a solugdo preparada imediatamente an-
tes de cada administracao oral. A contencao do animal foi feita por
técnico habilitado, e, afastando-se a mandibula com espatula, admi-
nistrou-se o medicamento aos grupos Il e IV, sem necessidade de
anestesia. A administragao da solugéo de risedronato sédico foi efe-
tuada em dose Unica diaria, apos a fratura, durante 28 dias.

A eutanasia dos animais ocorreu 28 dias apds a realizagdo das
fraturas, no 43° dia do experimento, atendendo-se a um protocolo de
administragéo de dose letal obtida com anestesia injetavel intraperi-
toneal de barbiturico apds a indugao anestésica com halotano, finali-
zando com dose letal de cloreto de potassio. Apds esse procedi-
mento, realizou-se a pesagem e a desarticulagao coxo-femoral direita
dos animais para estudo do calo ésseo.

A avaliagao do material de estudo foi feita de acordo com a evolu-
cao ponderal dos animais e das dosagens séricas do célcio, fosforo,
fosfatase alcalina, proteinas totais, albumina e osteocalcina no 1°, 15°
e 43° dias, e do estudo radiografico, planimetria, densitometria, histo-
logia e histomorfometria do calo ésseo no final do estudo.

Para o estudo estatistico, utilizou-se a técnica de analise de vari-
ancia para o delineamento inteiramente casualizado, e mascaramen-
to do tipo duplo-cego, em esquema fatorial de tratamento, com des-
dobramento dos graus de liberdade do efeito da interagao entre a
dieta e a medicagédo. Os dados obtidos foram analisados em nivel de
significancia de 5%, ou seja, os testes foram considerados significati-
vos quando p<0,05.

RESULTADOS
A seguir, as tabelas com as médias e os desvios-padroes das
varidveis mensuradas e sua respectiva analise de variancia.

MATERIAL AND METHOD

40 rats of the Lewis type, male, adult, isogenic, with the ideal
weight ranging from 250 to 342 grams were used. The animals
were divided randomly into four groups with 10 animals in each
group, distributed as the following: group 1 with protein diet, with-
out risedronate (control group), group Il, with protein diet, with
disedronate; group I, with protein diet, without risedronate; group
IV, with non-protein diet, with disedronate, kept in cages, with
five animals in each of them, made of opaque polyethylene and
close with a stainless lid in grade shape, covered with sawdust
and cleaned three times a week. In the cages where the ani-
mals were kept, the light period was of twelve hours, with tem-
perature, humidity and noise level remaining stable

The non-protein diet, given to groups Ill and IV, is standard-
ized and used to the malnutrition experimental in laboratory an-
imals.

To the biochemical analyses, blood collection were done with
cardiac puncture on the 1°, 15° and 43° day of the experiment.

On the 15° day, the rats were submitted to a close fracture of
the median third of the right tibias, done manually by forced flex-
ion, trying to have similarity to the local traced and the peristone-
ous mobilization, having the animals under anesthetics, by intra-
periosteal injection of a cetamine solution of 40 mg/kg and xilas-
ine of a dosage of 5 mg/kg™' of body weight dissolved in 1 ml
of saline solution. After doing the fractures, the animals of group
Il and IV started having daily doses of 1mg/kg/day of sodic risedr-
onate, by the gavage using a catheter of polyethylene especially
adapted, measuring 5cm length and 1 nm diameter, preparing
the solution immediately before each oral administration. The
contention of the animal was done by a capable technician, and,
separating the jaw with a spatula, administrated the drug to
groups Il and IV, with no anesthetics. The administration of the
sodic Risedronate was done with an only daily dose, after the
fracture for 28 days.

The euthanasia of the animals occurred 28 days after the
fractures, on the 43° of the experiment, considering a protocol
of administration of the lethal dose with intraperitoneal of barbi-
turic injectable anesthetics after anesthesia induction with hal-
othane, finishing with lethal dose of chloride of potassium After
this procedure, the heaviness and the disarticulation of the right
femoral thigh of the animals to the bone callus studly.

The evaluation of the studied material was done according
with the ponderous evolution of the animals and serial doses of
calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, total proteins, al-
bumin and osteocalcin 1°, 15° and 43° days, and the radiographic
study, planimetry, densitornetry, histology and histomorphome-
try of the bone callus at the end of the studly.

To the statistics studies, the variance analyses technique was
used in order to the outlining plan entirely casual, and mascarat-
ing the double-blind type, in the factorial scheme of the treat-
ment, with the unbent of the liberty degrees of the effect of inter-
action between the diet and the medication. The obtained data
were analyzed in significance of 5 %, that is, the tests were sig-
nificantly considered when p <0,005.

RESULTS
Next, the tables with the averages and the standard variable
factor measured and its respective variance analyses.

Inicial/ begining 15 dias/days 43 dias/days
Grupos Média + DP Média + DP Média + DP
Groups |Average + DP Average + DP |Average * DP
| 278,20 = 29,90 292,80 + 31,34 303,90 =*35,28
1 305,60 + 8,00 302,40 = 32,16 331,60 = 11,29
M 295,00 = 25,70 256,10 = 23,31 199,10 =+ 24,43
IV 296,90 = 11,81 262,20 = 10,53 203,40 = 9,87

Tabela1 - Variacdo do peso dos animais, em gramas,
nos diferentes grupos
Table 1 - Variation in grams of the animals’ weight,
in the different groups
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Causas de variacao p aos 15 dias p aos 43 dias
Variance causes p at 15 days p at 43 days
Dieta < 0,0001 < 0,0001
Diet

Risedronato na dieta protéica 0,4116 0,0099
Risedronate in the protein diet

Risedronato na dieta aprotéica 0,6008 0,6748
Risedronate in the non-protein diet

Tabela 2 - Valor de p da andalise de varidncia do efeito da interacédo
entre dieta e medicagdo em relagéo ao peso dos animais
Table 2 - Value of p of the variance analyzed effect of the interaction
between the diet and medication related to the animal’s weight
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Tabela 3 - Variagdo da drea
planimétrica do calo ésseo,
em mm?, aos 43 dias
Table 3 - Variation of the
planymetric area of the bone
callus in mm2, 43 days

Tabela 4 - Valor de p da andlise de varidncia do efeito da
interagdo entre dieta e medicagdo em relagdo a area planimétrica

Table 4 - Value of p of the variance effect of the interaction
between the medication in relation of the planymetric area

do calo 6sseo aos 43 dias

of the bone callus in the 43 days

Grupos| Média = Dp Causas de variacao/Variance causes p@ Grupos| Média + Dp
Groups Groups

Dieta/Diet < 0,0001 | 0,15 =+ 0,02
| 124,80 + 25,21 Risedronato na dieta protéica/Risedronate in the protein diet 0,6229 1 0,18 +=0,02
1] 115,90 * 29,35 Risedronato na dieta aprotéica/Risedronate in the non-protein diet 0,9308 1} 0,14 = 0,01
11l 61,30 = 24,73 [\ 0,16 0,01
[\ 62,00 * 19,96 @Transformacéo/Transformation Log,(X) Tabela 5 - Variacdo da

densidade mineral do
calo 6sseo, em g/cm?,
aos 43 dias
Table 5 - Mineral
density variance of the
bone callus, in g/cm?, in

the 43 days

Causas de variagao / Variance causes p % Fibrose % Cartilagem % Osso

% Fibroses % Cartilage % Bone
Dieta/Diet 0,1247 Grupos Média + Dp Média = Dp | Média = Dp

Risedronato na dieta protéica/Risedronate in the protein diet 0,0025

Risedronato na dieta aprotéica/Risedronate in the non-protein diet 0,0282 | 27,35 + 14,22 34,73 + 14,08 | 37,92 *+ 14,96
Tabela 6 - Valor d a: slise di iancia do efeito da int = 1l 23,56 + 10,36 40,38 =+ 11,19 36,06 + 7,68
abela 6 - Valor de p da analise de variancia do efeito da interagao Tm 3379 £ 2727 1886 = 7020 | 47.95 = 23.01
entre dieta e medicagdo em relagéao a analise densitomeétrica do calo 1\ 20,75 = 7,49 29,06 * 13,97 | 41,20 = 21,93

6sseo aos 43 dias
Table 6 - Value of p of the variance effect of the interaction between
the medications in relation of densitometry analyses of the bone
callus in the 43 days

e p@ p@
Causas de variagao FIBROSE | CARTILAGEM | OSSO
Variance causes Fibrose Cartilage Bone
Dieta/Diet 0,4138 0,0003 0,5589
Risedronato na dieta protéica 0,6916 0,3069 0,9262
Risedronate in the protein diet
Risedronato na dieta aprotéica 0,7302 0,0266 0,5931
Risedronate in the non-protein diet

@ Transformagéao Log,(X)

Tabela 8 - Valor de p da anélise de varidncia do efeito da interagdo
entre dieta e medicagao em relagao a histomorfometria do calo
6sseo aos 43 dias
Table 8 - Value of p of the variance effect of the interaction between
the medications in relation of histomorphometry of the bone callus
in the 43 days

Tabela 7 - Variagdo histomorfométrica do calo ésseo nos diferentes
grupos submetidos a eutandsia aos 43 dias
Table 7 - Histomorphometric variance of the bone callus in different
groups submitted to euthanasia on the 43 days

Inicial/Begining 15 dias/days 43 dias/days
Grupos Média = Dp Média + Dp | Média + Dp
| 9,62 = 0,80 9,66 = 0,99 8,82 =+ 0,54
1] 9,54 = 0,83 9,09 = 0,64 762 =+ 0,50
1} 8,59 = 0,27 8,18 = 0,31 6,58 =+ 0,68
\Y 8,37 *= 0,43 793 = 0,41 6,74 =+ 0,38

Tabela 9 - Variagado do célcio sérico, em mg/dl, dos animais nos
diferentes grupos
Table 9 - Variation of serial calcium in mg/dl of the animals in
different groups

Tabela 10 - Valor de p da andlise de varidncia do efeito da
interagdo entre dieta e medicagdo em relagdo a dosagem sérica de
célcio dos animais aos 15 e 43 dias
Table 10 - Value of p of the variance effect in the interaction
between the medication in relation of the serial calcium dosage of
animals on the 15 and 43 days

Causas de variacao p 15 dias | p 43 dias Inicial / Begining 15 dias/days 43 dias/days
Variance causes p 15 days | p 43 days

Grupos Média = Dp Média = Dp | Média = Dp
Dieta/Diet < 0,0001 < 0,0001
Risedronato na dieta protéica 0,0556 < 0,0001 | 4,34 = 0,30 426 = 0,30 422 = 0,32
Risedronate in the protein diet 1] 4,40 = 0,48 457 += 0,58 462 = 0,59
Risedronato na dieta aprotéica 0,3935 0,0491 1] 4,47 = 0,73 3,68 += 0,77 3,04 = 0,61
Risedronate in the non-protein diet IV 4,11 = 0,80 351 = 0,75 286 = 048

Tabela 11 - Variagdo do fésforo sérico, em mg/dl, dos animais nos
diferentes grupos

Table 11 - Variation of the serial phosphorus, in mg/dl of the animals
in different groups

Causas de variacao p 15 dias p 43 dias Inicial/Begining 15 dias/days 43 dias/days
Variance causes p 15 days | p 43 days - " "

Grupos Média = Dp Média = Dp | Média = Dp
Dieta/Diet 0,0002 <0,0001
Risedronato na dieta protéica 0,2664 0,0883 | 261,10 + 44,33 | 24570 * 52,02 | 290,60 *+ 90,36
Risedronate in the protein diet 1l 262,90 = 60,28 | 254,30 + 47,17 | 290,20 = 21,12
Risedronato na dieta aprotéica 0,5429 0,4533 1l 221,30 + 54,06 | 21470 * 49,40 | 199,60 = 60,09
Risedronate in the non-protein diet [\ 175,00 + 28,71 165,90 = 29,54 [ 200,20 + 32,23

Tabela 12 - Valor de p da anélise de varidncia do efeito da interagdo
entre dieta e medicacdo em relagdo a dosagem sérica de fésforo
dos animais aos 15 e 43 dias
Table 12 - Value of p of the variance effect in the interaction between
the medication in relation of the serial calcium dosage of animals on
the 15 and 43 days

ACTA ORTOP BRAS 12(2) - ABR/JUN, 2004

Tabela 13 - Variagdo da fosfatase alcalina sérica, em ui/l, dos
animais nos diferentes grupos
Table 13 - Variation of serial alkaline phosphatase, in ui/l, of the
animals in different groups
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Causas de variacao p®@ 15 dias p@43 dias
Variance causes p 15 days p 43 days
Dieta/Diet 0,0002 < 0,0001
Risedronato na dieta protéica 0,6919 0,7531
Risedronate in the protein diet

Risedronato na dieta aprotéica 0,0134 0,7638
Risedronate in the non-protein diet

@ Transformagéo Log,(X)

Tabela 14 - Valor de p da andlise de variédncia do efeito da interagao
entre dieta e medicacdo em relagdo a dosagem sérica da fosfatase
alcalina dos animais aos 15 e 43 dias
Table 14 - Value of p of the variance effect in the interaction between
the diet and medication in relation of the serial alkaline phosphatase
dosage of animals on the 15 and 43 days

Inicial/Begining 15 dias/days 43 dias/days
Grupos | Média + Dp Média = Dp | Média =+ Dp
| 7,05 * 0,63 7,08 =+ 0,61 6,97 = 0,78
Il 726 = 0,32 728 =+ 0,34 694 = 0,33
11 7,09 = 0,31 6,45 =+ 0,31 552 = 0,18
\Y 716 + 0,22 6,55 =+ 0,24 572 = 0,24

Tabela 15 - Variagdo das proteinas totais séricas, em g/dl, dos
animais nos diferentes grupos
Table 15 - Variation of serial total proteins , in g/dl. of the animals in
different groups

Causas de variacao p15 dias p4a3 dias Inicial/begining 15 dias/days 43 dias/days
Variance causes p 15 days | p 43 days

Grupos | Média + Dp Média = Dp | Média = Dp
Dieta/Diet < 0,0001 < 0,0001
Risedronato na dieta protéica 0,2627 0,9058 | 3,13 = 0,53 3,08 = 0,37 3,22 =*= 0,65
Risedronate in the protein diet T 3,42 + 0,46 330 = 0,48 3,77 = 0,81
Risedronato na dieta aprotéica 0,5843 0,3346 11 3,63 + 0,31 343 = 0,28 298 = 0,28
Risedronate in the non-protein diet [\ 3,77 = 0,19 357 = 0,21 3,13 = 0,18

Tabela 16 - Valor de p da anélise de varidncia do efeito da interagdo
entre dieta e medicagao em relagao a dosagem sérica das proteinas
totais dos animais aos 15 e 43 dias
Table 16 - Value of p of the variance effect in the interaction between
the diet and medication in relation of the serial total protein dosage
of animals on the 15 and 43 days

Causas de variacao p15 dias p43 dias
Variance causes p 15 days | p 43 days
Dieta/Diet 0,0069 0,0153
Risedronato na dieta protéica 0,1652 0,0297
Risedronate in the protein diet

Risedronato na dieta aprotéica 0,3721 0,5417
Risedronate in the non-protein diet

Tabela 18 - Valor de p da anélise de variéncia do efeito da
interagdo entre dieta e medicagao em relagdo a dosagem sérica de
albumina dos animais aos 15 e 43 dias
Table 18 - Value of p of the variance effect in the interaction
between the diet and medication in relation of the serial albumin
dosage of animals on the 15 and 43 days

Tabela 17 - Variagcao da albumina sérica, em mg/dl, dos animais
nos diferentes grupos
Table 17 - Variation of serial albumin , in mg/dl. of the animals in
different groups

Inicial/begining 15 dias/days 43 dias/days
Grupos Média += DP Média + DP Média + DP
| 1320 *= 1,68 12,21 =+ 1,63 15,02 = 3,86
1 15,87 + 3,88 15,10 = 2,26 19,89 = 3,42
LI} 15,41 =+ 2,23 16,02 = 2,79 22,33 + 5,71
[\ 1594 =+ 3,32 16,42 = 1,90 501 = 3,23

Tabela 19 - Variagdo da osteocalcina sérica, em ug/dl dos animais
nos diferentes grupos
Table 19 - Variation of serial osteocalcin, in ug/dl of the animals in
different groups

DISCUSSAO

A avaliagéo clinica comparati-

Causas de variacao
Variance causes

va e sistematica da formagéo do
calo 6sseo em fraturas apresenta
muitas dificuldades, pois ha inime-
ras diferencas individuais no que diz
respeito a natureza e ao local da fra-
tura, curso e duragao da consolida-

Dieta/Diet

Risedronato na dieta protéica
Risedronate in the protein diet
Risedronato na dieta aprotéica
Risedronate in the non-protein diet

p15 dias | p@43 dias DISCUSSION
p 15 days | p 43 days The comparative and sys-
tematic clinical evaluation of the
0,0007 <0,0001 | pone callus formation shows
00055 0.0498 | many difficulties, due to a lot of
individual differences about the
0,6850 0,0024 nature and the fracture place, the
course and consolidation. How-

Gao. Porém, particularmente dificil @ Transformagéo Log,(X)
¢é estudar os métodos terapéuticos
capazes de influenciar a formagao
do calo ésseo. Assim, é natural que
se aborde esse problema experi-
mentalmente, para podermos com-

material, isto €, as mesmas condi-
¢oes quanto ao sexo, idade, peso,
dieta, natureza e localizagéo da fratura. Alem disso, em paises em
desenvolvimento como o Brasil, deve-se considerar o estado nutrici-
onal como fator influente na consolidacéo de fraturas, pois dele de-
pende a restauragdo a integridade do esqueleto.

Neste experimento, o animal utilizado foi o rato, por ser o modelo
mais pratico e comum. As fraturas sao de répida consolidagéo, dis-
pensando imobilizagao externa ou interna, e sem complicagoes im-
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Tabela 20 - Valor de p da anélise de varidncia do efeito da
interagdo entre dieta e medicagdo em relagdo a dosagem sérica
de osteocalcina dos animais aos 15 e 43 dias
Table 20 - Value of p of the variance effect in the interaction
parar de maneira homogénea o between the diet and medication in relation of the serial osteokaline
dosage of animals on the 15 and 43 days

ever, it is particularly difficult the
therapeutics methods studies to
be able to influence the bone
callus formation. Therefore, it is
natural the approach of this ex-
periment problem. Furthermore,
in developing countries like Bra-
zil, the nutrition must be consid-
ered as an important factor of the
fractures consolidation, because it depends on it the skeleton
integrity restoration.

In this experiment, the rat was the animal used, due to be a
practical and common model. The fractures have fast consoli-
dation, not need internal or external mobilization, and without
important complications. The model also enables the blood col-
lection to the Biochemistry studies. The bone alterations related
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portantes. O modelo também possibilita a coleta de sangue para a o
estudo bioquimico. As alteragdes dsseas relacionadas a evolugdo do
calo 6sseo podem ser facilmente verificadas nesse modelo animal®©.
O modelo também permite a avaliagdo da formag&o do calo ésseo
em situagdes como a desnutricdo®, ou da agao de substancias como
a calcitonina®, alendronato sédico?, fluoreto de s6dio®, complexo
osseina-hidroxiapatita®.

As fraturas foram obtidas por osteoclasia manual™, e mostraram
similaridade satisfatéria, com pequenas diferencas de localizacéo,
porém sem necessidade de se criar um dispositivo mecénico para a
sua realizagdo. A comparagao de consolidacao de fraturas experi-
mentais exige similaridade, 0 que se procurou obter neste experimen-
to. Os animais nao foram imobilizados, tendo sido deixados livres para
a deambulagéo, porque a imobilizagdo, além de ser desnecessaria,
poderia criar possibilidade de interferéncia pela presenga de material
de sintese®.

A via peritoneal, para a realizagdo da anestesia, € a mais usada
para roedores. N&o houve complicagdes durante o ato anestésico, o
que nos permite assegurar a eficacia desta conduta.

A dieta aprotéica para desnutrigdo experimental™ levou a desnu-
tricdo protéica, verificada na analise dos valores das proteinas totais
(p<0,0001) e da albumina (p=0,0153). A desnutrigdo protéica assim
obtida teve interferéncia direta na consolidagdo das fraturas, o que
concorda com observagdes obtidas em outros estudos®®.

O medicamento utilizado neste experimento com o fim de se ana-
lisar sua possivel influéncia como adjuvante na consolidagao das fra-
turas, o risedronato sédico, é um piridinil bisfosfonato de terceira ge-
ragao que, como outros bisfosfonatos, inibe a reabsorgéo 6ssea me-
diada pelos osteoclastos®.

A formacéao de uma ponte entre os fragmentos de um osso fratu-
rado constitui 0 passo mais importante na sua consolidagao; a quan-
tidade de calo 6sseo é a porgéo visivel nas radiografias”. As fraturas
experimentais nas tibias de ratos atingem a fase de ossificagdo em
torno da quarta semana de evolugéo, quando j& demonstram evidén-
cias radiogréficas de consolidagdo. Com base nesses dados, foi de-
terminada a eutanasia dos animais 28 dias apds a realizagéo das fra-
turas, para a avaliagéo radiografica, densitométrica e histolégica do
calo ésseo.

A desnutricao dos animais dos grupos Ill e IV foi evidenciada pela
significante perda de peso (p<0,0001), o que foi observado j& no 15°
dia do experimento, ocasiao em que foram realizadas as fraturas,
persistindo a perda de peso até o final do experimento.

Para a avaliagdo planimétrica, foram feitas radiografias (Figuras 1
e 2) depois da desarticulagéo do joelho. Na avaliagao radiografica, a
diferenga entre os resultados médios dos calos ésseos foi estatistica-
mente significante (p<0,0001), havendo menor area de calo 6sseo
nos grupos que consumiram a dieta desprovida de proteinas, o que
concorda com os achados de outros estudos® que demonstraram
haver calo mais abundante nas fraturas em ratos nutridos quando
comparados aos subnutridos.

A anélise densitométrica mostrou diferenga estatisticamente sig-
nificante quando houve a administragao do risedronato. Os bisfosfo-
natos se aderem aos minerais do 0sso, agindo sobre os osteoclas-
tos, tém alta seletividade de localizagdo e retencéo nos 0ssos, € po-
dem aumentar a massa 6ssea®. Este fato vem também confirmar o
mecanismo de ac&o do risedronato como inibidor da reabsorgéo s-
sea mediada pelos osteoclastos.

Comparando os grupos com dieta aprotéica com e sem risedro-
nato, os estudos histolégicos ndo apresentaram diferenga significan-
te quanto a quantidade de osso formado, porém observou-se que no
grupo com dieta aprotéica com risedronato, havia mais tecido 6sseo
maduro, evidenciando calcificacdo ao exame anatomo-patolégico,
quando comparado ao grupo com dieta aprotéica sem o medicamen-
to. Assim, qualitativamente, o risedronato contribuiu para a formagao
de tecido ésseo maduro, de melhor qualidade e morfologia, embora
quantitativamente ndo tenha oferecido diferenga significativa, ao exa-
me histoldgico, nas amostras dos grupos submetidos as dietas pro-
téica e aprotéica (Figuras 3-6). Essa diferenga na qualidade do tecido
6sseo foi também observada nos grupos com dieta protéica, compa-
rando-se 0s grupos com e sem risedronato, o que constata que o
risedronato melhora a arquitetura trabecular®'2,

Na avaliagdo dos componentes teciduais das diferentes amos-
tras, ao se avaliar a porcentagem de tecido fibroso, e de osso neofor-
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to the bone callus evolution can be easily seen in these animals
model9. The model also allows the evaluation of the bone cal-
lus formation in situations such as, malnutrition®, or the effect of
the substances as calcitonin®, sodic alendronate(?, sodium flu-
oride®, bone ossific —hydroxyapathitis®.

The fractures were obtained by manual osteoclasis"®, and
showed satisfactory similarities, with small local differences, how-
ever with no need for creating a mechanical device to do it. The
comparison of experimental fractures consolidation demands
similarity, and what was tried to be found in this experiment. The
animals were not mobilized, letting them free for strolling, the
mobilization, besides being unnecessary, could create the pos-
sibility of interference due to the presence of the synthesis mate-
rial®.

The peritoneal via, to the anesthetics, is the most used for
rats. There were no complications during the anesthetics act,
what allows us assure the effectiveness of this action.

The non-protein to the experimental malnutrition” led to the
protein malnutrition, checked in the values analyses of the total
proteins (p<0,0001) and the albumin (p=0,0153), the protein
malnutrition therefore obtained had direct interference in the frac-
tures consolidation, which goes with obtained observations of
other studies®?.

The medication used in this experiment in order to analyzed
its possible influence as supporter in the fracture consolidation,
the sodic risedronate, it is a third generation pyridine bisphos-
phonates, together with other bisphosphonates, inhibit the bone
reabsorption mediated for the osteoclast®.

The formation of a bridge between the fragments of a frac-
tured bone is the most important step in its consolidation, the
quantity of bone callus is the most visible area in the radiogra-
phies™. The experimental fractures in the tibias of rats reach the
ossification phase around the fourth week evolution, when al-
ready has shown evidences in the consolidation radiographies.
Based on these data, the euthanasia of the animals was deter-
minated 28 days after the fractures action, to the radiography,
densitometry and histoly evaluation of bone callus.

The malnutrition of the animals of group Ill and IV was proved
because of the significant weight loss (p<0,0001), what could
have been seen on the 15° of the experiment, when the frac-
tures were done, the weight loss continuing until the end of the
experiment.

To the planimetric evaluation were done radiographies
(Figures 1 and 2) after the knee disarticulation. In the radiogra-
phy evaluation, the difference between the average results of the
bone callus was statistically significant (p<0,0001), having small-
er area of the bone callus in groups which consumed the diet
without proteins, which is in accordance with what was found in
other studies® that showed to have more abundant callus num-
ber in fractures in nourished rats when compared to the non-
nourished ones.

The densitometry analyses showed difference statistically sig-
nificant when the administration of risedronate happened. The
bisphosphonates adheres to the bone minerals, acting on the
osteoclasts, has highly selective location and retention in the
bones, and can increase the bone bosy®. This confirms the
mechanism of action of the risedronate as an inhibitor of the bone
reabsorption mediate by the osteoclasts.

Comparing the animals with non-protein diet with or without
risedronate, the histological studies does not show significant
difference to the quality of the bone formed, however it was ob-
served the in the non-protein diet group with risedronate, there
was more rape bone tissue, showing the calcification to the an-
atomic-pathologic exam, when compared to the non-protein diet
group without medication. Thus, the risedronate contributed
qualitatively with the rape bone tissue formation, best quality and
morphology , although has not offered significant difference quan-
titatively to the histological exams in samples of groups submit-
ted to protein and non-protein diet (Figures 3 and 6). This differ-
ence in the quality of the bone tissue was also observed in groups
with protein diet, comparing them to the groups with or without
risedronate, what shows the risedronate improves the trabecular
architecture©12,
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Figura 1 — Radiografias de patas traseiras de
animais do grupo | (a) e Il (b), mostrando
fraturas consolidadas na transigdo do tergo
médio para distal da tibia com grande calo
ésseo.

Figure 1 - Radiographs of animals hide foot

of group 1 (a) and Il (b); showing consolidate

fracture from the third medial transition to the
distal tibia with a large bone callus.

Figura 4 - Fotomicrografia do calo ésseo de
animal do Grupo I, quatro semanas apds a
fratura. Observa-se o predominio de tecido

osseo neoformado (TO), e tecido
cartilaginoso (TC). (HE, 100X).

Figure 4 - Photomicrography of animals with
bone callus of group Il four weeks after the

fracture. The predominance of the neo-
formation of bone tissue (BT) and
cartilaginous tissue (CT) (HE; 100X)was
observed

mado, verificou-se que nao houve significancia estatistica nos grupos
de diferentes dietas, com ou sem a administragao do risedronato.
Porém, quando avaliado o percentual de tecido cartilagineo, verifi-
cou-se diferenca estatisticamente significante (p<0,05), com aumen-
to do mesmo, quando o risedronato foi administrado ao grupo de
dieta aprotéica. Isso é significativo por ser provavel que a cartilagem
evolua para ossificacédo endocondral. Contudo, nédo ha garantia dis-
S0, visto que é possivel a evolucéo para retardo de consolidagédo ou

mesmo para pseudartrose.

Na avaliagéo laboratorial dos niveis de calcio, observou-se diferen-
¢a significativa nos niveis séricos do célcio (p<0,05) nos grupos que
receberam o risedronato tanto de dieta aprotéica como o de dieta pro-
téica, confirmando o efeito hipocalcemiante dos bisfosfonatos®.

A andlise dos niveis séricos da fosfatase alcalina revelou diferen-
Ga estatisticamente significante nos grupos com dietas diferentes,
sendo diminuida nos grupos com dieta aprotéica, o que pode ser
explicado pela desnutrigao; porém, a adicéo do risedronato ndo cau-
sou diferenga estatisticamente significante nos diferentes grupos.

A anélise das variagdes dos niveis séricos das proteinas totais,
possibilitou verificar que houve diferenga estatisticamente significan-
te quando analisada a dieta (p<0,001), confirmando a desnutricao
protéica. A adicéo do risedronato ndo causou diferenga significativa

nos grupos que receberam o medicamento.
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Figura 3 - Fotomicrografia do calo 6sseo de
animal do Grupo I, quatro semanas apds a
fratura. Observam-se células cartilaginosas

(C) em grande quantidade e tecido ésseo
neoformado (TO) (HE, 100X).

Figure 3 - Photomicrography of the animal
bone callus Group | four weeks after the
fracture. A great amount of cartilaginous cells
and the neoformation of the bone tissue were

observed.

Figura 2 - Radiografias de patas traseiras de
animais do grupo Il (a) e IV (b), mostrando
fraturas em consolidagdo na transi¢édo do
terco médio para distal da tibia com pequeno
calo dsseo.

Figure 2 - radiographs of animals hide foot of
group Ill (a) and IV(b); showing a process of
consolidation of fractures from the medial
third transition to the distal tibia with a small
bone callus.
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Figura 6 - Fotomicrografia do calo 6sseo de
animal do Grupo IV, quatro semanas apos a
fratura. Observa-se tecido 6sseo neoformado
(TO), e tecido fibroso (TF). Ha, também,
pequenos focos de cartilagem (C) (HE, 100X).
Figure 6 - Photomicrography of the bone
callus of an animal of Group IV, four weeks
after the fracture, The neo-formation of the
bone tissue (BT) and fibroses tissue (FT).
There are also small focus of cartilage (C)
(HE, 100X).

Figura 5 - Fotomicrografia do calo ésseo de
animal do Grupo lll, quatro semanas apos a
fratura. Observa-se o predominio de tecido
fibroso (TF), e a presenca de tecido 6sseo
neoformado (TO) (HE, 100X).
Figure5 - Photomicrography of the bone
callus of Group Ill, four weeks after the
fracture. The predominance of the fibroses
tissue (FT) and the neo-formation of the
bone tissue (BT) (HE, 100X) was observed.

In the evaluation of the tissues components of the different
samples, when evaluating the percentage of the fibroses tissues,
and the neo-formed bone, it was seen there was significative
statistics in groups with different diets, with or without the risedr-
onate administration. However, when evaluated the percentage
of the cartilaginous tissue, the statistically significance difference
(p<0,05), with the increase of it, when the risedronate was ad-
ministrated to the group of non-protein diet. This is significative
for being likely the cartilage evolutes to the endochondral ossifi-
cation. However, there is no guarantee of it, considering it is pos-
sible the evolution for the consolidation retard or even for the
pseudartroses.

In the laboratorial evaluation of the level of calcium, a signifi-
cative different was observed in the serial of calcium level
(p<0,05) in the groups which receive risedronate in both the
protein and non-protein diet, confirming the hipocalcemiant ef-
fect of the bisphosphonates®.

The analyses of the level of the serial alkaline phosphates
showed differences statistically significant in the groups with dif-
ferent diets, being smaller in groups with non-protein diet what
can be explained with the malnutrition; however, the adding of
risedronate did not cause difference statistically significant in
different groups.
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Em relagao a andlise dos niveis séricos da albumina, houve dife-
renca estatisticamente significante na andlise das diferentes dietas. A
presenga do risedronato na dieta protéica foi estatisticamente signifi-
cante, o que pode sugerir que esse medicamento talvez interfira no
metabolismo dessa proteina, abrindo espago para mais estudos des-
se assunto.

A osteocalcina, uma proteina de baixo peso molecular, sintetiza-
da pelos osteoblastos, e especifica para o tecido dsseo, tem seus
niveis séricos aumentados na formagao 6ssea®. Neste experimento,
os niveis séricos desta proteina estiveram aumentados no grupo em
que o risedronato foi administrado aos animais que consumiam a di-
eta aprotéica, apresentando diferenga estatisticamente significante
(p=0,0024) aos 43 dias. Apresentou, também, diferenga estatistica-
mente significante (p=0,0498) no grupo que recebeu dieta protéica.
A osteocalcina é produzida e liberada pelos osteoblastos durante a
formagdo 6ssea, e 0 aumento sérico deste marcador do metabolismo
0sseo neste experimento, principalmente quando da administragcéo
do risedronato, demonstra uma elevagdo da atividade osteoblastica
que traduz producao ossea, isto é, anabolismo.

O risedronato exerceu influéncia significativa em diversas varia-
veis, como na quantidade relativa de cartilagem, que ¢ o sitio para a
ossificagédo endocondral, presente no calo 6sseo; na densitometria
6ssea; no marcador da formagao 6ssea, a osteocalcina; sendo sua
agao principalmente nos animais desnutridos. Isso pode ter uma apli-
cacéo clinica importante, principalmente em se tratando de pacientes
que vierem a sofrer fraturas estando em situagdo de caréncia nutrici-
onal, como pacientes acamados por longo periodo, idosos, ou em
outra situacao de desvantagem, o que certamente nos desafia a no-
vas pesquisas nessa area.

CONCLUSOES

O risedronato sédico administrado por via oral na dose de 1 mg/
kg de peso corporal exerceu influéncia positiva no processo de con-
solidagéo de fraturas em ratos nutridos ou desnutridos.

O risedronato sédico apresentou significancia estatistica na ava-
liagdo da densidade mineral éssea nos ratos nutridos e desnutridos.

Na avaliagdo bioquimica, a osteocalcina demonstrou que o rise-
dronato contribuiu positivamente para a formagéo 6ssea nos animais.

REFRENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Aro, H., Eerola, E., Aho, A. J.: Determination of callus quantity in 4-week-old
fractures of the rat tibia. J. Orthop. Res. 3: 101-108, 1985.

2. Batista, M. A.: Avaliagdo do efeito do fluoreto de sédio na consolidagéo das
fraturas: estudo experimental em ratos. Londrina, 2000. 67 p. Dissertagao
(mestrado). Universidade Estadual de Londrina.

3. Campos, W. G.: Avaliagdo do efeito do complexo osseina-hidroxiapatita na
consolidacéo das fraturas na desnutricéo protéica: estudo experimental em
ratos. Acta Ortop. Bras. 9: 21-25, 2001.

4. Delmas, P. D.: Clinical use of biochemical markers of bone remodelling in oste-
oporosis. Bone 13: 17-21, 1992.

5. Fleisch, H.: Mechanisms of action of the bisphosphonates. Medicina, Buenos
Aires 57 (suppl) 1: 65-75, 1997.

6. Goa, K. L., Balfour, J. A.: Risedronate. Drugs Aging: 13: 83-91, 1998.

7. Goss-Sampson, M. A, Kriss, A.: Effects of pentobarbital and ketamine-xylazi-
ne anaesthesia on somatosensory, brainstem auditory and peripheral sen-
sory-motor responses in the rat. Laboratory animals: 25:360-66, 1991.

8. Guarniero, R., Barros, T. E. P, Zerbini, C. A. F., Rodrigues C. J. J., Pedrinelli
Corsato, M., Reis, P R.: Estudo da consolidacéo de fraturas na desnutrigdo
protéica: trabalho experimental com o uso da calcitonina em ratos desnutri-

ACTA ORTOP BRAS 12(2) - ABR/JUN, 2004

The analyses of the varieties of the serial levels of the total
proteins, enable to observe the difference statistically significant
when the analyzed diet (p<0,001), confirming the protein mal-
nutrition. The adding of risedronate did not cause significative
difference in the groups which received the medication.

In relation of the analyses of the serial level of albumin, there
was difference statistically significant, what suggests maybe this
medication interferes in the metabolism of this protein, drawing
to more discussion about this subject.

The osteocalcin, a protein of low molecular weight, synthe-
sized by the osteoblasts, and specify to the bones study, has its
seric level increased in the bone formation™. In this experiment,
the serial levels of this protein were increased in the group where
the risedronate was administrated to the animals that consumed
the protein diet, showing difference statistically significant
(p=0,0024) in the 43 days. Also showed difference statistically
significant (p=0,0498) in the group which received protein diet.
The osteocalcin is produced and liberate by the osteoblastos
during the bone formation, and the serial increase of this bone
metabolism marker in this experiment, mainly when the risedr-
onate administration, shows a high osteoblastic activity which
translate bone production, that is, anabolism.

The risedronate had significative influence in several varianc-
es, such as, relative amount of cartilage, that is the place to the
enchondral ossification, present in the bone callus, in the bone
densitometry, in the marker of the bone formation, the osteocal-
cin, being its action mainly in malnutrition of the animals. This
can have an important clinical application, mainly when referring
to patients who suffered from fractures being in situation of nutri-
tion careless, as patients in bed for long time, elder, or in another
situation of disadvantage, what certainly challenge the new re-
searches in this area.

CONCLUSIONS

The sodic risedronate administrated by oral via in dose of 1
mg/kg of body weight had positive influence in the fractures
consolidation process in nourished or non-nourished rats.

The sodic risedronate showed signicant statistics in the eval-
uation of the bone mineral density of the nourished and non-
nourished rats.

In the biochemical evaluation, the osteocalcin showed the
disedronate contributed positively to the bone formation of the
animals.
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