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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Objetivos: Este estudo foi desenvolvido para investigar a eficicia e a seguranca do 4cido
Recebido em 1 de maio de 2014 zoledr6nico (ZOL) e do propranolol (PRO) como monoterapia e terapia combinada em um
Aceito em 21 de setembro de 2014 modelo de rato com osteoporose pds-menopausica.
On-line em 7 de novembro de 2014 Meétodos: Ratas Wistar fémeas foram ovariectomizadas (OVX) ou submetidas a cirurgia simu-
lada (placebo) aos trés meses de idade. Doze semanas depois da cirurgia, as ratas foram
Palavras-chave: divididas em seis grupos: (1) placebo + veiculo; (2) OVX + veiculo; (3) OVX + ZOL (100 ng/kg,
Estudo com ratos dose Unica intravenosa); (4) OVX + ZOL (50 ng/kg, dose Unica intravenosa); (5) OVX + PRO
Osteoporose pés-menopausica (0,1 mg/kg, via subcutanea, cinco dias por semana); (6) OVX + ZOL (50 ng/kg, dose Unica
Acido zoledrénico intravenosa) + PRO (0,1 mg/kg, via subcutanea, cinco dias por semana) durante 12 semanas.
Propranolol Depois do tratamento, testou-se a densidade dssea, a porosidade e a microarquitetura tra-

becular dos fémures. Também foram avaliados marcadores bioquimicos séricos e urinarios.
Resultados: A terapia combinada com ZOL mais PRO foi mais eficaz em corrigir a diminuicdo
do célcio sérico e o aumento do nivel sérico de fosfatase alcalina e fosfatase dcida resistente
ao tartarato do que a monoterapia com ZOL ou PRO. Além disso, a terapia combinada com
ZOL mais PRO foi mais eficaz em corrigir o aumento dos niveis urinarios de célcio, fésforo e
creatinina do que a monoterapia com ZOL ou PRO. A terapia combinada com ZOL mais PRO
também preservou a microarquitetura trabecular e a porosidade do osso cortical.
Conclusdo: Os resultados sugerem que a terapia combinada com ZOL mais PRO pode ser a
abordagem mais eficaz para o tratamento da osteoporose grave em humanos.
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Additive effects of zoledronic acid and propranolol on bone density and
biochemical markers of bone turnover in osteopenic ovariectomized rats

ABSTRACT
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Objectives: The present study was designed to investigate further the efficacy and safety of
zoledronic acid (ZOL) and propranolol (PRO) as monotherapy and combination therapy in a
rat model of postmenopausal osteoporosis.

Methods: Female Wistar rats were ovariectomized (OVX) or sham-operated at 3 months of
age. Twelve weeks post-surgery, rats were randomized into six groups: (1) sham + vehicle;
(2) OVX + vehicle; (3) OVX + ZOL (100 pg/kg, i.v. single dose); (4) OVX + ZOL (50 ng/kg, i.v. sin-
gle dose); (5) OVX + PRO (0.1 mg/kg, s.c. 5 days per week); (6) OVX + ZOL (50 pg/kg, i.v. single
dose) + PRO (0.1 mg/kg, s.c. 5 days per week) for 12 weeks. After treatment, femurs were
tested for bone density, porosity and trabecular micro-architecture. Biochemical markers in
serum and urine were also determined.

Results: Combined treatment with ZOL plus PRO corrected decrease in serum calcium and
increase in serum alkaline phosphatase and tartarate resistant acid phosphatase level bet-
ter than single-drug therapy using ZOL or PRO. Moreover, combined treatment with ZOL
plus PRO corrected increase in urine calcium, phosphorous and creatinine level better than
single-drug therapy using ZOL or PRO. Combination therapy using ZOL plus PRO also pre-
served the trabecular micro-architecture and cortical bone porosity.

Conclusion: These data suggest that combined treatment with ZOL plus PRO could be more

effective approach for treating severe osteoporosis in humans.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

A osteoporose é uma doenca degenerativa caracterizada pela
diminuicdo da massa dssea e deterioracdo das microestrutu-
ras dos 0ssos, 0 que aumenta o risco de fratura.! Na maior
parte dos casos, a osteoporose se desenvolve sem sintomas e
tem um curso progressivo. O diagnéstico oportuno e a selecdo
do tratamento ideal nos estagios apropriados da doenca sdo
essenciais para a eficicia do tratamento e a prevencdo da oste-
oporose.

Os marcadores bioquimicos estdo emergindo como uma
das ferramentas de diagndstico essenciais para rastrear a
remodelacdo 6ssea durante a progressido de doencas dsseas.
Esses marcadores sdo liberados no soro e na urina como
resultado da formacdo e reabsorcio éssea e oferecem uma
visdo geral da satide do esqueleto. Além das técnicas de ima-
gem invasivas, os marcadores bioquimicos sdo ferramentas
muito eficazes para se fazerem estimativas e sdo indicati-
vos de véarias doencas do metabolismo 6sseo. Em contraste
com os métodos invasivos, como o teste mecénico dos 0ssos,
os marcadores bioquimicos sdo convenientes de usar, bara-
tos e nao invasivos. Quando feitos e analisados corretamente,
revelam-se uma potencial ferramenta para o diagnéstico e
determinacédo do tratamento das doencas dos 0ssos.?>

O éacido zoledrénico (ZOL) é um difosfonato de terceira
geracdo que contém nitrogénio. Esse agente mostrou redu-
zir significativamente o risco de fraturas em pacientes que o
usam em dose Unica anual para o tratamento da osteoporose
pés-menopdusica.* Embora os agentes antirreabsor¢do como
os bisfosfonatos sejam eficazes em reduzir a perda 6ssea, ndo
séo capazes de induzir a formacéo de osso novo.!

O propranolol (PRO), um antagonista beta-adrenérgico néo
seletivo, estd sob investigacdo e agora é considerado um
potencial farmaco para a cicatrizacdo éssea, mais especifi-
camente para o tratamento da osteoporose. Em um estudo
com animais, uma dose mais baixa de PRO, um betabloque-
ador nao seletivo, demonstrou aumentar a massa éssea em
diferentes modelos experimentais de disfuncdes ésseas.*1°
Os resultados de alguns estudos epidemioldgicos anteriores
confirmam a hipétese de que o uso de betabloqueadores esta
associado a uma diminuicdo no risco de fraturas.'~'> Rodri-
gues et al. demonstraram que o PRO suprime a reabsorcdo
6ssea pela inibicao da osteoclastogénese, bem como dos mar-
cadores de inflamacdo.'* Esse resultado é apoiado por um
achado anterior que mostrou que o propranolol estimula a
osteoprotegerina (OPG) nos osteoblastos.’® A capacidade de
estimular os osteoblastos, enquanto suprime os osteoclastos,
torna o PRO uma opcdo atraente e exclusiva para a tera-
pia antirreabsor¢do para a osteoporose. O PRO, que poderia
impedir diretamente a perda 6ssea e a alteracdo biomecéanica,
ao aumentar a formacao de osso e diminuir sua reabsorcao,
pode ser o préximo agente anabdlico para o tratamento da
osteoporose.»> 141>

Combinacoes de agentes anabolizantes e antirreabsorcao
tém o potencial de melhorar a densidade e forca dos ossos,
mais do que qualquer outro agente isolado.’® Como a perda
6ssea induzida pela ovariectomia envolve tanto o aumento
da reabsorcao 6ssea quanto a diminuicdo da formacédo 6ssea,
parece ébvio visar a perda éssea induzida pela ovariectomia
com um regime de tratamento antirreabsorcdo e anabdlico
6sseo combinado, como com ZOL e PRO. Ja se mostrou previa-
mente que a terapia combinada com ZOL e PRO pode melhorar
as propriedades mecanicas da coluna vertebral e do fémur
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e preservar a microarquitetura trabecular em um modelo de
rato com osteoporose pés-menopausica.* A luz desses resul-
tados, este estudo foi desenhado para avaliar adicionalmente
a atividade antiosteoporética e a seguranca da terapia combi-
nada com ZOL e PRO em um modelo de rato com osteoporose
pés-menopausica. Foram avaliados os parametros conforme
descrito a seguir: (1) medicao da porosidade do osso femoral
direito; (2) medicao do peso seco, do volume e da densidade do
osso femoral; (3) pardmetros bioquimicos séricos e urindérios;
(4) estudo histopatolégico do osso femoral esquerdo.

Materiais e métodos
Fdrmacos, produtos quimicos e outros materiais

O ZOL foi obtido dos laboratérios Naprod Life Sciences (Maha-
rashtra, fndia), O PRO, a cetamina, a xilazina e o xileno
foram obtidos dos laboratérios Aurobindo Pharma (Hyde-
rabad, India), Glaxo Smithkline Pharmaceuticals (Mumbai,
fndia), Neon Pharma (Mumbai, fndia), Indian Immunologicals
(Hyderabad, India) e S.D. Fine Chemicals (Mumbai, {ndia), res-
pectivamente.

Foram obtidas suturas Ethicon Crémico 3/0 e suturas Ethi-
con Mersilk 3/0 da Johnson & Johnson Ltd., Baddi, Himachal
Pradesh, India.

Animais experimentais

Foram incluidas no estudo ratas Wistar fémeas saudéveis
de 12 semanas de idade, criadas em laboratério. Os animais
foram mantidos sob temperatura controlada a 25°+2° C e
ciclo claro/escuro de 12 horas, com comida e dgua forneci-
dos a vontade. Os experimentos foram feitos de acordo com
as diretrizes do CPCSEA (Committee for the Purpose of Con-
trol and Supervision of Experiments on Animals), depois de
obtida uma autorizagdo ética do Institutional Animal Ethical
Committee.

Metodologia do estudo pré-clinico

Aos trés meses de idade, as ratas foram submetidas a ovari-
ectomia sob anestesia com cetamina e xilazina (80 mg/kg e
10 mg/kg; via intraperitoneal), de acordo com o método des-
crito por Khajuria et al.’”/ As ratas submetidas & operacdo
simulada (placebo) foram operadas sem a remocgéo dos ova-
rios. Trés meses depois da ovariectomia (idade =seis meses),
os animais foram divididos em seis grupos de seis animais
cada. Um grupo de ratas ovariectomizadas (OVX) foi deixado
sem tratamento (OVX néo tratado). Tanto os grupos OVX nao
tratado quanto OVX placebo foram usados como controle.
Dois dos grupos OVX foram tratados com uma dose intra-
venosa Unica de ZOL de 50 pg/kg (grupo ZOL 50) e 100 pg/kg
(grupo ZOL 100), administrada na veia da cauda, por meio de
uma injecao intravenosa lenta de 30 segundos, sob anestesia
inalatéria leve. Um grupo submetido a OVX foi tratado com
PRO a uma dose de 0,1 mg/kg, injetada por via subcutanea
cinco dias por semana, durante 12 semanas. Foi iniciado trata-
mento do grupo OVX remanescente com terapia combinada de
50 ng/kg de ZOL e 0,1 mg/kg de PRO (ZOL 50 + PRO). As injecoes

subcuténeas cinco dias por semana feitas nos grupos OVX tra-
tados com PRO e ZOL 50 + PRO exigiram algum manejo dos
animais e impuseram a eles algum estresse. Portanto, além
dos grupos de controle positivo e negativo, os grupos OVX
tratados com ZOL (100 p.g/kg e 50 pg/kg, em dose Unica intra-
venosa) também receberam administracdo de veiculo por via
subcuténea (soro fisiolégico, cinco dias por semana) durante
12 semanas. As doses de medicagao usadas neste experimento
foram selecionadas a partir de estudos anteriores com mode-
los de ratos com osteoporose.*

No fim do experimento (animais com aproximadamente
seis meses de idade), as ratas foram anestesiadas com éter e
seu sangue foi coletado a partir do plexo retro-orbital. A seguir,
o soro centrifugado foi coletado e mantido a -20° C, até a ana-
lise. No fim do estudo, todos os grupos foram mortos por uma
overdose de anestesia. Em todas as ratas, os fémures foram
excisados e submetidos a remocao de gordura e tecidos con-
juntivos. Os fémures direitos foram embebidos em gaze com
soro fisiolégico e congelados a -20° C para ser submetidos a
testes da porosidade e densidade 6ssea. Em todos as ratas, os
fémures esquerdos foram removidos e submetidos a remogéo
de gordura e tecidos conjuntivos e imediatamente fixados em
formol a 10% durante 48 horas a 4° C.

Analise bioquimica do soro e urina

Os niveis séricos e urinarios de cdlcio e fésforo inorgéanico, a
creatinina urindria e a atividade da fosfatase alcalina foram
estimados por kits disponiveis comercialmente (Autospan,
Span Diagnostics Ltd. Surat, fndia) com um autoanalisador
(Artos Semi-autoanalyzer, Swemed Biomedicals Pvt. Ltd, Ban-
galore, India). A atividade da fosfatase 4cida resistente a
tartarato (TRAP) sérica foi determinada por um método base-
ado no nitrofenol, conforme descrito por Janckila et al.’®

Medigdo da porosidade do osso por radiografia

Os fémures direitos de todos os animais foram radiografados
com o aparelho Fox-Rayzor, que é um sistema de inspecao
por raios-X portatil equipado com a ferramenta de software
Calculate Histogram’, de acordo com o método descrito por
Khajuria et al.* Em resumo, para a anélise radiografica, o fémur
foi dividido em quatro areas iguais, que incluiram a epifise
femoral distal (R1), a didfise femoral (R2 e R3) e a epifise femoral
proximal (R4).

Medigdo do peso seco, volume e densidade do osso

Depois das radiografias, o fémur direito de todos os animais
foi desidratado com etanol e a gordura foi removida com éter
dietilico. A seguir, deixou-se que 0s 0ssos secassem ao ar livre
e o peso seco do osso foi mensurado com uma balanca digital
(Contech CA-124, Contech Instuments Ltd., Mumbai, india).
O volume e a densidade dos ossos foram medidos de acordo
com o procedimento descrito por Khajuria et al.®

Histopatologia éssea

Os fémures esquerdos foram submetidos a remocdo dos
tecidos moles e colocados em solucdo descalcificante [acido
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Tabela 1 - Critérios para a avalia¢io do escore histopatolégico usado para avaliar o grau de osteoporose

Escore Integridade da Estrutura do osso Quantidade de osso
cartilagem articular trabecular trabecular (% da area
do quadril de interesse)
0 Cartilagem completa Normal 90-100
1 Cartilagem completa Parcialmente reduzida 60-90
2 Cartilagem parcialmente completa Marcadamente reduzida 30-60
3 Cartilagem ausente Ausente 0-30

cloridrico a 8% (37% v/v) e acido férmico a 10% (89% v/v) em
solucdo salina tamponada com fosfato] durante 24 horas a
37° C, desidratados em etanol a 95% (v/v) e embebidos em
parafina. Foram cortadas secgdes horizontais de 5 mm de
espessura da extremidade proximal da didfise, embebidas
em parafina, coradas com hematoxilina-eosina e examinadas
por microscopia éptica. As cabecas do fémur (area entre a
cartilagem articular do quadril e a cartilagem metafisaria)
foram avaliadas quanto & qualidade e densidade do osso
trabecular, de acordo com o escore apresentado na tabela 1. A
integridade da cartilagem é considerada um indice adicional
da qualidade do osso, porque a osteoporose é também respon-
savel por uma deterioracdo da cartilagem e os tratamentos
que restauram a integridade dssea também sdo capazes de,
indiretamente, preservar um bom trofismo da cartilagem.'’

Avaliagdo da seguranga dos diferentes tratamentos

O estudo geral da toxicidade foi feito de acordo com as boas
praticas de laboratério (BPL) e com as diretrizes da OCDE
(Organization for Economic Co-operation and Development)
para testes de produtos quimicos, com algumas modificacdes.
Foram estudados as mudancas de comportamento, os para-
metros fisicos (peso corporal, ingestdo de alimentos e agua)
e a lesdo local (dano ou necrose tecidual no local da injecao,
inflamacdo e outros sinais anormais) durante todo o periodo
de tratamento. Também foi registrada a mortalidade - se
houvesse alguma morte — em todos os grupos. No fim do
tratamento, foi feita uma andlise hematoldgica e bioquimica
(testes de funcao hepdtica e testes de funcao renal). A andlise
bioquimica do soro foi feita com um analisador quimico semi-
automatico e kits para transaminase glutdmico oxalacética

(TGO) sérica e transaminase glutdmico piravica (TGP) sérica da
Agappe Diagnostics Ltd. Kerala, India. Foram estimados outros
parametros, como o nitrogénio da ureia sanguinea (Autospan,
Span Diagnostics Ltd. Surat, {ndia), a proteina total e a cre-
atinina (Agappe Diagnostics Ltd. Kerala, India), & procura de
sinais de nefrotoxicidade.

Anadlise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média + desvio
padrao (DP). Para todos os dados, as comparacdes entre os
diferentes tratamentos foram analisadas pelo Anova one-way,
seguido pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey. Em
todos os casos, foi selecionada uma probabilidade de erro infe-
rior a 0,05 como critério para a significancia estatistica. Os
graficos foram elaborados com o programa Graph Pad Prism
(versao 5.0 para Windows).

Resultados
Efeitos sobre os pardmetros bioquimicos séricos

A concentracdo sérica de cdlcio foi significativamente menor
no grupo OVX do que no grupo placebo (p<0,05). Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas nos gru-
pos que receberam monoterapia em relagao ao grupo OVX. No
entanto, o nivel sérico de célcio no grupo ZOL 50 + PRO foi sig-
nificativamente mais elevado do que no grupo OVX (p <0,05).
Os niveis séricos de fésforo finais ndo foram significativa-
mente diferentes entre os grupos placebo e OVX. Do mesmo
modo, nao houve altera¢des nos niveis séricos de fésforo entre
os diversos tratamentos farmacoldgicos (tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos do acido zoledr6nico e do propranolol, isolados ou em combinacio, nos niveis séricos de calcio (Ca),

fosforo inorganico (Pi), fosfatase alcalina (ALP) e fosfatase icida resistente ao tartarato (TRAP) em ratas submetidas a OVX

Grupo Ca (mg/dL) Pi (mg/dL) ALP (UI/L) TRAP (U/L)
Placebo 9,03 + 0,132 6,77 + 0,41 74,85 =+ 3,88° 0,31 + 3,02¢
OVX 7,99 + 0,29 6,30 + 0,38 155,7 + 14,47 1,18 + 10,12
OVX + ZOL 100 8,03 + 0,58 6,43 + 0,25 108,2 + 9,654 0,72 + 9,052
OVX + ZOL 50 8,31 + 0,51 6,55 + 0,42 105,01 + 8,13b4 0,66 + 10,8 &d
OVX + PRO 8,11 + 0,21 6,53 + 0,44 103,36 =+ 6,14"4 0,63 + 14,994
OVX + ZOL 50 + PRO 9,13 + 0,822 6,90 + 0,32 80,03 + 10,13¢ 0,41 + 10,1¢

Os dados sdo expressos como a média + DP (n=6), avaliados pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

2 p<0,05.

b p<0,01.

¢ p<0,001, em comparacao com o grupo OVX.

4 p<0,05, em comparagdo com o grupo ZOL 50 + PRO.

Todos os grupos, exceto o placebo, foram submetidos a ovariectomia.
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Tabela 3 - Efeitos do acido zoledrénico e do propranolol, isolados ou em combinacio, sobre os niveis urinarios de calcio

(Ca), fésforo inorganico (Pi) e creatinina (Cr) em ratas submetidas a OVX

Grupo Ca (mg/dL) Pi (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
Placebo 20,10 =+ 7,16¢ 3,86 + 0,33¢ 1,22 + 0,81°¢
OVX 48,33 + 11,07 5,58 + 0,88 3,14 + 0,97
OVX + ZOL 100 34,03 + 17,584 4,36 + 0,564 1,82 + 0,494
OVX + ZOL 50 36,31 + 11,984 4,15 + 0,59%4 1,67 + 0,464
OVX + PRO 33,22 +12,8124 4,05 + 0,74%4 1,76 + 0,394
OVX + ZOL 50 + PRO 28,15 + 9,02° 3,68 + 0,42° 1,13 + 0,34°

Os dados s@o expressos como a média + DP (n=6), avaliados pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey.

2 p<0,05.

b p<0,01.

¢ p<0,001, em comparacao com o grupo OVX.

4 p<0,05, em comparagéo com o grupo ZOL 50 + PRO.

Todos os grupos, exceto o placebo, foram submetidos a ovariectomia.

No fim do experimento, os niveis séricos de fosfatase alca-
lina foram significativamente maiores no grupo OVX do que
no grupo placebo (p<0,001). Em contraste, o nivel sérico de
fosfatase alcalina foi significativamente inferior em todos os
grupos de monoterapia quanto comparados com o grupo OVX
(p<0,05). Do mesmo modo, o nivel sérico de fosfatase alca-
lina no grupo ZOL 50 + PRO foi significativamente mais baixo
do que no grupo OVX (p<0,01). Além disso, os niveis séricos
de fosfatase alcalina no grupo ZOL 50 + PRO foram signifi-
cativamente menores do que nos grupos ZOL 100, ZOL 50 e
PRO (p<0,05, tabela 2). A ovariectomia induziu a renovacao
6ssea elevada em ratos e um aumento nos niveis séricos de
TRAP no grupo controle OVX, em compara¢do com o grupo
controle placebo (p<0,001). Os grupos ZOL 100, ZOL 50, PRO e
ZOL 50 + PRO apresentaram niveis séricos de TRAP significati-
vamente menores em comparag¢io com o grupo OVX (p<0,01,
p<0,001, p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Além disso,
foram observadas reducodes significativas nos niveis séricos de
TRAP no grupo ZOL 50 + PRO em comparagao com 0s grupos
ZOL 100, ZOL 50 e PRO (p <0,05).

Efeitos nos niveis urindrios de cdlcio, fésforo e creatinina

Os perfis de excrecdo urindria de célcio, fésforo e creatinina do
grupo placebo, grupo OVX e ratas OVX tratadas com as dife-
rentes intervencgoes terapéuticas sdo apresentados na tabela 3.
Foi observado um aumento significativo na excrecdo urina-
ria de célcio no grupo controle OVX em comparagdo com
o grupo placebo (p<0,001). Os grupos ZOL 100, ZOL 50, PRO
e ZOL 50 + PRO tinham niveis significativamente diminui-
dos de excrecdo urindria de célcio (p<0,01, p<0,01, p<0,01
e p<0,001, respectivamente). Do mesmo modo, observou-se
um aumento significativo na excrecdo urindria de fésforo
no grupo controle OVX em comparagdo com o grupo pla-
cebo (p<0,001). Os grupos ZOL 100, ZOL 50, PRO e ZOL 50 +
PRO tinham excrecdo urindria de fésforo significativamente
diminuida (p<0,01, p<0,01, p<0,01 e p<0,001, respectiva-
mente). Similarmente, observou-se um aumento significativo
na excrecdo urindria de creatinina no grupo controle OVX em
comparac¢do com o grupo placebo (p<0,001). Os grupos ZOL
100, ZOL 50, PRO e ZOL 50 + PRO tinham excrecdo urindria
de creatinina significativamente diminuida (p<0,01, p<0,01,
p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Além disso, foram

observadas reducdes significativas nos niveis urinarios de cél-
cio, fésforo e creatinina no grupo ZOL 50 + PRO em comparacao
com os grupos ZOL 100, ZOL 50 e PRO (p <0,05; tabela 3).

Medigdo do peso seco, volume e densidade do osso

A tabela 4 resume os efeitos da OVX e do tratamento de ratas
submetidas a OVX com ZOL 100, ZOL 50, PRO e ZOL 50 +
PRO sobre o peso seco do osso, volume 6sseo e peso seco
por volume de osso (densidade) do fémur direito. O peso seco
do fémur de animais controle submetidos a OVX foi signifi-
cativamente menor do que o dos animais controle placebo
(p<0,001). Os grupos ZOL 100, ZOL 50 e PRO apresentaram
valores mais elevados de peso seco do que o grupo OVX
(p<0,05,p<0,01ep<0,01, respectivamente). Do mesmo modo,
o grupo ZOL 50 + PRO apresentou valores mais elevados de
peso seco do fémur do que o grupo OVX (p<0,001). O volume
do fémur no grupo OVX foi significativamente mais elevado
do que no grupo placebo (p<0,05). Essa conclusdo se baseia
no ganho de peso corporal observado no grupo OVX. Nao
foram observadas diferencas significativas no volume ésseo
em nenhuma das intervencoes terapéuticas em comparacao
com o grupo OVX (tabela 4). No que diz respeito a massa dssea,
o grupo OVX apresentou valores significativamente mais bai-
xos de densidade do fémur do que os animais do grupo placebo
(p<0,001). Isso indica que a densidade da massa éssea é dimi-
nuida pela ovariectomia. Os valores nos grupos que usaram
bisfosfonatos (ZOL 100 e ZOL 50) e no grupo PRO foram maiores
do que no grupo OVX (p<0,01, p<0,001 e p<0,001, respecti-
vamente). Similarmente, os valores foram significativamente
mais elevados no grupo ZOL 50 + PRO em comparagdo com
o grupo OVX (p<0,001). O peso seco e a densidade do osso no
grupo ZOL 50 + PRO foram significativamente mais elevados
do que nos grupos ZOL 100, ZOL 50 e PRO (p <0,05).

Porosidade do osso

Os efeitos da OVX e o subsequente tratamento com ZOL 100,
ZOL 50, PRO e ZOL 50 + PRO sobre a porosidade do fémur direito
foram medidos por imagens radiograficas. A intensidade da
transmissdo de raios-X do grupo OVX em R1 (epifise distal),
R2 (diéfise: distal), R3 (didfise: proximal) e R4 (epifise proxi-
mal) foi significativamente maior do que no grupo placebo,
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Tabela 4 - Efeitos do acido zoledr6nico e do propranolol, isolados ou em combinacio, sobre o peso seco, volume e

densidade do osso em ratas submetidas a OVX

Grupo Peso seco (mg) Volume (mL) Densidade (g/mL)
Placebo 615,2 + 26,20° 0,31 + 0,03? 1,98 + 0,02¢

OoVX 488,7 + 25,20 0,37 + 0,04 1,31 + 0,05

OVX + ZOL 100 601,6 + 33,40%4 0,37 + 0,03 1,63 + 0,03%4
OVX + ZOL 50 626,6 + 20,90°4 0,37 4 0,02 1,69 + 0,04%4
OVX + PRO 630,7 + 19,404 0,36 + 0,04 1,75 + 0,03%4
OVX + ZOL 50 + PRO 674,2 + 22,30° 0,35 + 0,03 1,90 + 0,06°

Os dados s@o expressos como a média + DP (n=6), avaliados pelo Anova one-way, seguido pelo teste de comparag¢oes multiplas de Tukey.

2 p<0,05.

b p<0,01.

¢ p<0,001, em comparacao com o grupo OVX.

4 p<0,05, em comparagdo com o grupo ZOL 50 + PRO.

Todos os grupos, exceto o placebo, foram submetidos a ovariectomia.

o que indica um aumento induzido pela OVX na porosidade
nessas areas. Depois de 12 semanas de tratamento, todos os
tratamentos ativos levaram a uma diminui¢do na porosidade
6ssea dos animais submetidos a OVX. Os valores da intensi-
dade de transmissdo de raios-X em R1 nos grupos ZOL 100,
ZOL 50, PRO e ZOL 50 + PRO foram significativamente meno-
res do que no grupo OVX (p<0,05, p<0,01, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). A intensidade da transmissao de raios-X do
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grupo ZOL 50 + PRO foi significativamente mais baixa do que
nos grupos ZOL 100, ZOL 50 e PRO em R1 (p<0,01, p<0,05 e
p<0,05, respectivamente). Além disso, os valores de intensi-
dade de transmissdo de raios-X nas regides R2, R3 e R4 dos
grupos ZOL 100, ZOL 50, PRO e ZOL 50 + PRO foram meno-
res do que no grupo OVX (p<0,05, p<0,05, p<0,05 e p<0,001,
respectivamente). A intensidade de transmissdo de raios-X do
grupo ZOL 50 + PRO foi significativamente mais baixa do que

Diafise femoral distal (R2)

50

Intensidade dos pixels (%)

Epifise femoral proximal (R4)

Intensidade dos pixels (%)

Figura 1 - Efeitos do acido zoledrdnico e do propranolol, isolados ou em combinagdo, sobre a porosidade femoral de ratas
ovariectomizadas. Porosidade do osso em R1: epifise femoral distal (grafico a), R2: diafise femoral distal (grafico b), R3:
diafise femoral proximal (grifico c), R4: epifise femoral proximal (grafico d). Os dados sdo expressos como a média + DP
(n=6), avaliados pelo teste de comparag¢des muiiltiplas de Tukey. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001, em comparagdo com 0 grupo
OVX; 2p <0,05; ®p < 0,01, em comparagio com o grupo ZOL mais PRO.
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Figura 2 - Efeitos do icido zoledronico e do propranolol, isolados ou em combinagéo, sobre a microarquitetura trabecular
femoral em ratas ovariectomizadas. (a) placebo; (b) grupo OVX; (c) grupo OVX + ZOL 100; (d) grupo OVX + ZOL 50; (e) grupo
OVX + PRO; (f) grupo OVX + ZOL 50 + PRO. Coloragdo H & E; Barra de escala=100 (.m). As imagens foram feitas

em ampliacdo de 50 x.

a de todos os tratamentos individuais nas regides R2, R3 e R4
(p<0,05). Ndo foram observadas diferencas significativas entre
os grupos submetidos @ monoterapia nas regioes R1, R2, R3 e
R4. Esses resultados indicam que a terapia combinada com
ZOL 50 + PRO é benéfica para a massa dssea — tanto do osso
trabecular quanto cortical - que estava diminuida pela OVX

(g 1).

Efeito dos tratamentos sobre a histopatologia dssea

As secbes de cabeca do fémur foram examinadas a procura de
quaisquer altera¢des histopatoldgicas. Os animais do grupo
placebo apresentaram compactacdo normal da diéfise e tra-
béculas competentes (fig. 2a). Os animais submetidos a OVX
mostraram trabéculas com afinamento esparso e uniforme,
com tendéncia ao desaparecimento e perda da conectividade,
que resultou em espagos intertrabeculares alargados (fig. 2b).
Também foram observadas proliferagdes cartilaginosas na
area de placas amolecidas de ilhotas focais a restritas. A his-
topatologia do osso (fig. 2¢-f) revelou um efeito importante do
ZOL 100, ZOL 50, PRO e ZOL 50 + PRO sobre a osteoporose indu-

zida pela ovariectomia. O escore histolégico (fig. 3) dos grupos
avaliados de acordo com os critérios é mostrado na tabela 1.
A avaliacdo histopatoldgica dos animais tratados com quais-
quer intervencdes terapéuticas mostrou uma restauragdo da
arquitetura dos ossos cortical e trabecular, com matriz éssea
bem organizada.

Avaliagdo da seguranca

Todos os animais acompanhados sobreviveram durante o
periodo de estudo. Além disso, ndo foram observados sinais
nem sintomas clinicos adversos durante o periodo experimen-
tal. Nao houve diferencas significativas no consumo de comida
e dgua entre os grupos tratados e o grupo controle (dados ndo
mostrados). Nao foram observadas diferencas significativas
no peso corporal entre os controles submetidos a OVX e os
grupos tratados durante o periodo de estudo (dados ndo mos-
trados). Ndo foram detectadas diferencas significativas nos
parametros hematolégicos; a hemoglobina, a contagem total
de eritrécitos e a contagem total de leucécitos foram seme-
lhantes em todos os grupos de tratamento (tabela 5).
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Tabela 5 - Efeitos do acido zoledr6nico e do propranolol, isolados ou em combinacio, sobre pardmetros bioquimicos

diversos de ratas submetidas a OVX

Grupo Hemoglobina (g %) Contagem total de Contagem total de
eritrécitos (x 10°/mm?) leucécitos (x 10%/mm?3)
Placebo 15,17 + 1,42 5,98 + 0,89 5,92 + 0,96
ovX 13,98 + 1,96 5,87 + 0,97 5,81 + 1,11
OVX + ZOL 100 14,44 + 2,11 6,12 + 1,13 6,09 £+ 1,22
OVX + ZOL 50 14,85 + 2,01 5,73 + 0,68 5,89 + 0,50
OVX + PRO 15,01 + 1,63 5,83 + 1,17 5,77 +£ 0,88
OVX + ZOL 50 + PRO 14,11 + 1,36 5,79 + 0,70 5,97 + 1,09

Os dados s@o expressos como a média + DP (n=6). Todos os grupos, exceto o placebo, foram submetidos a ovariectomia.

Tabela 6 - Efeitos do acido zoledronico e do propranolol, isolados ou em combinacio, sobre proteina sérica total,

creatinina, nitrogénio da ureia sanguinea, transaminase glutamico oxalacética (TGO) sérica e transaminase glutamico

piravica (TGP) sérica

Grupo Proteina sérica Creatinina Nitrogénio da ureia TGP (U/L) TGO (U/L)
total (g/dL) (mg/dL) sanguinea (mg/dL)
Placebo 6,90 + 0,18 0,66 + 0,02 18,03 £+ 1,42 24,81+ 1,70 34,76 + 1,45
ovX 6,17 + 0,04 0,73 + 0,03 17,73 + 2,09 25,63 + 1,67 33,22 + 1,78
OVX + ZOL 100 6,32 +£ 0,15 0,71 + 0,02 17,38 £+ 0,95 24,25 + 1,71 33,19 + 2,25
OVX + ZOL 50 6,03 + 0,67 0,69 + 0,01 16,45 + 3,64 2349 + 2,80 32,17 + 2,85
OVX + PRO 6,47 + 0,13 0,73 £ 0,01 18,60 £ 2,42 25,15 + 1,46 34,80 + 3,48
OVX + ZOL 50 + PRO 6,41 + 0,12 0,74 + 0,05 18,84 + 2,88 25,27 + 2,70 33,81 + 0,44
N&o foram observadas alteragdes significativas nos niveis N ~
Discussao

de proteina total, creatinina e nitrogénio da ureia sanguinea
nos grupos submetidos a monoterapia ou terapia combinada
quando comparados ao grupo controle. Nao houve aumento
significativo nos niveis séricos de TGP e TGO em intervencdo
terapéutica alguma, quando comparado com o grupo controle
(tabela 6).

Escore histopatoldgico
n
1

Figura 3 - Efeitos do acido zoledr6nico e do propranolol,
isolados ou em combinacéo, sobre o escore histopatolégico.
Os dados sdo expressos como a média + DP (n=6),
avaliados pelo teste de comparag¢6es multiplas de Tukey.
***p <0,001, em comparag¢dao com o grupo OVX. Todos os
grupos, exceto o grupo placebo, foram submetidos a
ovariectomia.

Os resultados deste estudo pré-clinico mostram claramente
que a terapia combinada com ZOL mais PRO foi capaz de
neutralizar a perda 6ssea em um modelo de rato com osteopo-
rose pés-menopausica. Esses resultados apoiam os resultados
encontrados em nossa pesquisa anterior, que indicou que a
adicdo de PRO a terapia antirreabsor¢do com ZOL é claramente
superior a qualquer intervencéo isolada.*

Ja se sabe que a taxa de perda éssea subsequente a defi-
ciéncia de estrogénio pode ser avaliada indiretamente com
o uso de marcadores bioquimicos de remodelagcdo éssea
estabelecidos.?’ Foram observados reducdo da massa 6ssea,
alteracées no metabolismo do cdlcio e valores signifi-
cativamente menores de calcio sérico em mulheres na
pés-menopausa.’’?? Neste estudo, a terapia combinada com
ZOL mais PRO corrigiu completamente a diminui¢do nos
niveis séricos de cdlcio e indica que esse tratamento compensa
as alteracdes ocorridas no célcio.

O grupo ZOL mais PRO foi estatisticamente superior na
diminuicdo da fosfatase alcalina sérica nas ratas submeti-
das a OVX. Além disso, a terapia combinada com ZOL mais
PRO foi estatisticamente superior a quaisquer tratamentos
individuais em suprimir o aumento na quantidade de TRAP
sérica. Esses resultados sugerem que o tratamento com ZOL
mais PRO melhora a perda 6ssea decorrente da ovariecto-
mia, tanto pela estimulacdo da formacao de osso quanto pela
inibicdo da reabsorc¢do 6ssea. Os individuos que passam por
perda rapida de osso tém concentracdes elevadas de marca-
dores de reabsorcao dssea, em comparacdo com aqueles que
perdem osso lentamente.”> As ratas deste estudo submeti-
das a OVX tiveram uma perda urinaria aumentada de célcio,



REV BRAS REUMATOL.2015;55(2):103-112 111

fésforo e creatinina, em comparagdo com o grupo placebo. Mas
essas respostas foram significativamente reduzidas nas ratas
submetidas a OVX que receberam tratamento com ZOL mais
PRO. Isso sugere que essa redugdo significativa na excrecdo
urindria de cdlcio, fésforo e creatinina pode ser atribuida a
diminuicdo da reabsorc¢do 6ssea ou ao aumento da formacéo
6ssea ou a ambos. Vale lembrar que a terapia combinada com
ZOL mais PRO foi estatisticamente superior a quaisquer outras
intervencoes terapéuticas em suprimir o aumento nos valores
urinarios de calcio, fésforo e creatinina.

Na andlise da porosidade do fémur de ratos com ima-
gens radiogréficas, verificou-se que a terapia combinada com
ZOL mais PRO foi estatisticamente superior a monoterapia
com ZOL ou PRO em suprimir o aumento da porosidade
6ssea decorrente da ovariectomia. Isso indica que a tera-
pia combinada com ZOL mais PRO engrossa e fortalece o
osso cortical. Os resultados do peso seco e da densidade do
fémur estimados diretamente foram consistentes com os da
porosidade femoral encontrada nas imagens radiogréficas.
Neste estudo, os animais submetidos a OVX apresentaram
uma reducao significativa no peso seco e na densidade do
fémur, semelhante a observada em mulheres osteoporéticas
com deficiéncia de estrogénio. F interessante notar que nos
animais tratados com monoterapia e terapia combinada os
valores de peso seco e densidade do fémur foram significa-
tivamente maiores do que no grupo OVX. Além disso, nos
animais tratados com terapia combinada de ZOL mais PRO,
os valores de peso seco e densidade femoral foram signifi-
cativamente maiores do que nos grupos ZOL ou PRO. Esses
resultados demonstraram que a terapia combinada com ZOL
mais PRO é benéfica em aumentar a massa de osso femo-
ral que estava diminuida em decorréncia da ovariectomia em
ratos.

A andlise histopatoldgica do osso das ratas submetidas a
OVX mostrou diminuicdo na quantidade e espessura das tra-
béculas e no alargamento dos espacos intertrabeculares, o
que sugere que foi induzida perda 6ssea nessas ratas, pela
diminuicdo na formacéao e pelo aumento na reabsorcio ssea.
Os exames histopatolégicos também revelaram a propriedade
antiosteopordtica da terapia combinada, como demonstrado
pelarecuperacao do osso trabecular no grupo tratado com ZOL
mais PRO em comparac¢do ao grupo OVX. Como resultado, a
terapia combinada com ZOL mais PRO pode atuar tanto na
estrutura do colageno quanto na reabsorcdo 6ssea. Isso, por
sua vez, pode reduzir fraturas ndo vertebrais (por exemplo, fra-
tura de quadril), que sdo o tipo de fratura de maior relevancia
clinica na populacéo idosa.

Os testes de toxicidade geral que usam modelos apropria-
dos podem ajudar a definir os riscos de eventos adversos e a
projetar protocolos de monitoramento clinico com desfechos
claros. A fim de investigar possiveis desfechos téxicos de tera-
pias individuais e combinadas, foram estimados parametros
fisicos, hematolégicos e bioquimicos. Ndo foram observados
sinais de toxicidade com quaisquer das doses de quais-
quer intervencdes terapéuticas usadas neste estudo. Nao foi
observada mortalidade em nenhum dos grupos tratados. Os
parametros hematolégicos e bioquimicos permaneceraminal-
terados em todos os niveis de dosagem nos grupos tratados
com monoterapia e terapia combinada em relacdo ao con-
trole. A partir dos resultados deste estudo, infere-se que a

monoterapia e a terapia combinada com ZOL e PRO néo sao
téxicas para os animais experimentais.

Conclusoes

Os resultados deste estudo demonstram que a terapia combi-
nada ZOL (agente antirreabsorcdo) e PRO (agente anabdlico)
pode representar uma nova abordagem eficaz para tra-
tar ou reverter a osteoporose grave em seres humanos.
Assim, esse regime combinado pode ser de interesse para
a avaliacdo adicional por meio de estudos clinicos, a fim
de representar uma opgdo terapéutica potencialmente 1til
para pacientes com osteoporose. Além disso, o PRO pode ser
um potencial novo agente anabolizante do tecido dsseo para
prevencao/tratamento da osteoporose e pode ser usado isola-
damente ou em associacdo com os bisfosfonatos.
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