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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Histérico do artigo: Objetivos: O desuso pelo repouso no leito, pela imobilizagdo de membros ou por missoes
Recebido em 1 de maio de 2014 espaciais provoca a perda 6ssea rapida. Fez-se este estudo para investigar os efeitos tera-
Aceito em 17 de agosto de 2014 péuticos do acido zoledrdnico (ZOL), isoladamente e em combinacdo ao alfacalcidol (ALF),
On-line em 22 de outubro de 2014 em um modelo de rato com osteoporose por desuso.

Métodos: Ratos Wistar machos de trés meses foram submetidos a imobilizacdo da pata tra-
Palavras-chave: seira direita (IPTD) por 10 semanas para induzir a osteopenia; em seguida, foram divididos
Osteoporose por desuso em quatro grupos: 1 — IPTD para controle positivo; 2 — IPTD mais ZOL (50 ng/kg, dose Ginica
Estudo com ratos intravenosa); 3-IPTD mais ALF (0,5 wg/kg, via oral diariamente); 4 - IPTD mais ALF (0,5 png/kg,
Acido zoledrdnico via oral diariamente) mais ZOL (50 pg/kg, dose Unica intravenosa) por outras 10 semanas.
Alfacalcidol Um grupo de ratos ndo imobilizados foi usado como controle negativo. No fim do trata-

mento, os fémures foram removidos e testaram-se a porosidade do o0sso e suas propriedades
mecénicas, além do peso seco e das cinzas do osso.
Resultados: A terapia combinada com ZOL mais ALF foi mais eficaz em reduzir a porosidade
do osso do que a monoterapia com um dos farmacos administrado isoladamente em ratos
submetidos a IPTD. No que diz respeito a melhoria da resisténcia mecanica da diafise femoral
média, o tratamento combinado com ZOL mais ALF foi mais eficaz do que a monoterapia com
um dos farmacos administrado isoladamente. Além disso, a terapia combinada com ZOL
mais ALF foi mais eficaz na melhoria do peso seco e das cinzas do osso do que a monoterapia
com ZOL ou ALF em ratos submetidos a IPTD.
Conclusdes: Esses dados sugerem que a terapia combinada com ZOL mais ALF representa
uma opcao terapéutica potencialmente util para o tratamento da osteoporose por desuso.
© 2014 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.
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ABSTRACT

Objectives: Disuse by bed rest, limb immobilization or space flight causes rapid bone loss. We
conducted the present study to investigate the therapeutic effects of zoledronic acid (ZOL),
alone and in combination with alfacalcidol (ALF) in a rat model of disuse osteoporosis.
Methods: In the present study, 3-month-old male Wistar rats had their right hind-limb immo-
bilized (RHLI) for 10 weeks to induce osteopenia, then were divided into four groups: 1- RHLI
positive control; 2- RHLI plus ZOL (50 pg/kg, i.v. single dose); 3— RHLI plus ALF (0.5 png/kg, oral
gauge daily); 4- RHLI plus ALF (0.5 ng/kg, oral gauge daily) plus ZOL (50 ng/kg, i.v. single
dose) for another 10 weeks. One group of non-immobilized rats was used as negative con-
trol. At the end of the treatment, the femurs were removed and tested for bone porosity,
bone mechanical properties, and bone dry and ash weight.

Results: Combination therapy with ZOL plus ALF was more effective in decreasing bone
porosity than each drug administered as monotherapy in RHLI rats. With respect to impro-
vement in the mechanical strength of the femoral mid-shaft, the combination treatment of
ZOL plus ALF was more effective than each drug administered as a monotherapy. Moreover,
combination therapy using ZOL plus ALF was more effective in improving dry bone and ash
weight, than single-drug therapy using ZOL or ALF in RHLI rats.

Conclusions: These data suggest that combination therapy with ZOL plus ALF represents a

potentially useful therapeutic option for the treatment of disuse osteoporosis.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

A carga mecanica é essencial para o funcionamento normal
do tecido ésseo.” A manutencdo da integridade do esqueleto,
amassa 6ssea e a formacao de osso nos membros que recebem
descarga de peso sdo dependentes da gravidade.” A auséncia
de descarga de peso no esqueleto induzida pela imobilizacdo
prolongada por aparelho gessado ou tala, protecdo contra o
estresse decorrente da fixacdo de fraturas com placas, incapa-
cidade ocasionada por uma doengca cronica ou lesdo medular
ou auséncia de peso associada a missdes espaciais provoca
uma diminuicdo da massa dssea tanto em modelos humanos
quanto animais.>> A osteoporose por imobiliza¢do (desuso)
provoca perda liquida de osso, como resultado de um dese-
quilibrio entre a reabsorcdo e a formacdo 6ssea.’ Por isso,
é necessario considerar que a perda éssea decorrente da
imobilizacdo prolongada aumenta a suscetibilidade a fratu-
ras em pacientes com lesoes na medula espinal, idosos que
necessitam de repouso no leito e astronautas durante mis-
sOes espaciais prolongadas. Portanto, é essencial selecionar
o tratamento ideal para o manejo eficaz da osteoporose por
desuso.

Os difosfonatos inibem a reabsor¢do éssea conforme sio
seletivamente incorporados aos osteoclastos e interferem
em sua agdo de reabsor¢do.* O 4cido zoledrdnico (ZOL) é
um difosfonato de terceira geragdo que contém nitrogénio.
E amplamente usado para a osteoporose induzida pela pés-
-menopausa e por glicocorticoides em seres humanos.”®
Estudos com animais mostraram os efeitos do tratamento iso-
lado com ZOL na osteoporose induzida pela imobilizagdo.”'°
Embora agentes antirreabsortivos, como os difosfonatos,

sejam eficazes na reducdo da perda déssea, ndo sdo capazes
de induzir a formacéo de osso novo.”*°

O alfacalcidol (1-alfa-hidroxivitamina D3 - ALF) é um
andlogo sintético da vitamina D, um horménio que regula
o célcio e é frequentemente usado em diversos paises no
tratamento da osteoporose.”'’ O ALF reduz os niveis de
hormoénio da paratireoide, como resultado tanto do aumento
na absorcado de célcio quanto da inibicdo da proliferacdo da
glandula paratireoide. Também diminui a liberagdo de citoci-
nas pré-inflamatoérias, as quais contribuem para a ativacdo de
osteoclastos. Além disso, o ALF estimula a formacao e agcdo dos
osteoblastos, o que leva a um aumento da formacao éssea.’? >
Outros trabalhos demonstraram que a administracdo de ALF
diminui o efeito da imobiliza¢ao sobre o desenvolvimento de
osteoporose.”1°

O ZOL e o ALF estdo disponiveis comercialmente na fndia.
O ZOL é conhecido por inibir a reabsor¢do éssea mediada pelos
osteoclastos,”!'>!” enquanto o ALF exerce tanto efeitos ana-
bolizantes quanto antirreabsor¢do sobre o esqueleto.!?181°
Acredita-se que a combinacdo de dois medicamentos seja
um tratamento mais eficaz do que uma terapia Unica para
a osteoporose; a combinacao de difosfonatos e de um far-
maco anabolizante 6sseo tem sido usada clinicamente para
a osteoporose pés-menopausica.’>?! Dado que a perda éssea
induzida pela imobilizacdo envolve tanto o aumento da
reabsor¢do éssea quanto aredugdo da formagéo 6ssea,’ parece
6bvio tratar a perda de massa 6ssea induzida pela imobilizacdo
com um regime de tratamento antirreabsorcao e anabolizante
6sseo combinado, como com o ZOL e o ALFE. Os efeitos da tera-
pia combinada com ZOL e ALF foram previamente estudados
em ratas ovariectomizadas,'” mas esse regime de tratamento
nao foi pesquisado em modelo de ratos com osteoporose por
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desuso. Por conseguinte, o objetivo deste estudo é investigar a
eficicia do agente anabolizante do tecido 6sseo ALF, do agente
antirreabsorc¢ao éssea ZOL e da combinacdo desses dois agen-
tes no tratamento da osteopenia induzida pela imobilizacdo
em ratos. Em razao dos diferentes mecanismos de ag¢ao do
ZOL e do ALF, a hipétese do estudo é que a combinacdo
de ZOL com ALF facilitaria maiores melhorias nas proprie-
dades dos ossos do que uma das duas intervencoes isolada.
Foram avaliados os seguintes parametros; (1) propriedades
mecanicas da didfise média de fémures imobilizados (direito)
e ndo imobilizados (esquerdo); (2) medida da porosidade de
fémures imobilizados (direito) e ndo imobilizados (esquerdo),
(3) medicdo do peso seco e das cinzas de fémures imobilizados
(direito) e ndo imobilizados (esquerdo).

Materiais e métodos
Fdrmacos, produtos quimicos e outros materiais

O ZOL e o ALF foram obtidos dos laboratérios Naprod Life
Sciences (Maharashtra, India) e GlaxoSmithKline Pharma-
ceuticals (Mumbai, India), respectivamente. A cetamina, a
xilazina e o xileno foram obtidos dos laboratérios Neon
Pharma (Mumbai, India), Indian Immunologicals (Hyderabad,
India) e S.D. Fine chemicals (Mumbali, India), respectivamente.

Animais experimentais

Foram incluidos no estudo ratos Wistar machos de 12 sema-
nas de idade, com de 170 a 180 g. Os animais foram mantidos
sob temperatura controlada a 25° & 2° C e ciclo claro/escuro de
12 horas, com comida e dgua fornecidas a vontade. Os experi-
mentos foram feitos de acordo com as diretrizes do CPCSEA
(Committee for the Purpose of Control and Supervision of
Experiments on Animals), depois de obtida uma autorizacao
ética do Institutional Animal Ethical Committee.

Metodologia do estudo pré-clinico

Aos trés meses, a pata posterior direita dos ratos foi imobili-
zada contra o abdome sob anestesia com cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal, de acordo com
um novo método de imobilizacdo de membros posteriores des-
crito por Khajuria et al.’

Os ratos foram divididos em cinco grupos (seis ratos por
grupo). 1 - grupo nao imobilizado (controle negativo); 2 - IPTD
(controle positivo) por 20 semanas; 3 - IPTD por 10 semanas
e, em seguida, IPTD mais ZOL (50 ng/kg, em dose Unica intra-
venosa) por mais 10 semanas; 4 - IPTD por 10 semanas e, em
seguida, IPTD mais ALF (0,5 pg/kg, por via oral diariamente) por
mais 10 semanas; 5 — IPTD durante 10 semanas, em seguida,
IPTD mais ALF (0,5 pg/kg, por via oral diariamente) mais ZOL
(50 pg’kg, em dose Unica intravenosa) durante mais 10 sema-
nas. A dose oral didria em caso de grupos com IPTD tratados
com ALF e ZOL mais ALF exigiu algum manejo dos animais e
criou algum estresse para eles. Portanto, o grupo nao imobi-
lizado (controle negativo) e os grupos IPTD (controle positivo)
e IPTD mais ZOL receberam administracdo de veiculo (soro
fisiolégico comum) por via oral durante 10 semanas. Todos

os ratos submetidos a IPTD foram alojados em gaiola indi-
vidual de polipropileno (tamanho: 421 x 290 x 190 mm, com
intervalo de 7 mm entre as grades) durante o periodo do expe-
rimento. As doses de medicacdo usadas neste experimento
foram selecionadas a partir de um estudo anterior feito pelos
autores, conduzido em modelos de ratos com osteoporose po6s-
-menopausica.'’ No fim do tratamento experimental, todos os
grupos foram eutanasiados por uma overdose de anestesia.
Em todos os ratos, as patas imobilizadas (direita) e ndo imobi-
lizadas (esquerda) foram excisadas e submetidas a remogao de
gordura e tecidos conjuntivos. Os fémures foram embebidos
em gaze com soro fisiolégico e congelados a —20° C até ana-
lise posterior. Tanto os fémures imobilizados (direito) quanto
nao imobilizados (esquerdo) foram usados para a medicdo da
porosidade do osso, das propriedades biomecénicas, do com-
primento do fémur, do peso seco e das cinzas dos fémures.

Peso corporal e comprimento femoral final

O peso corporal (expresso em gramas) foi monitorado no inicio
e no fim do experimento. O comprimento do fémur foi medido
com um paquimetro.

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 inspecdo
por raios-X portatil equipado com a ferramenta de software
Calculate Histogram, de acordo com um método previamente
descrito na literatura.?” Em resumo, para a anéalise das radi-
ografias do fémur dos ratos, o fémur foi dividido em quatro
dreas iguais, que incluiram a epifise femoral distal (R1), a dia-
fise femoral (R2 e R3) e a epifise femoral proximal (R4).

Testes biomecdnicos de resisténcia 6ssea

As propriedades mecanicas da diafise média do fémur foram
medidas por meio do teste de flexdo de trés pontos, com um
aparelho de ensaio universal (BISS Makron, Bangalore, India).
A resisténcia do fémur foi avaliada pelo teste de flexdo de
trés pontos, conforme descrito anteriormente?’. Resumida-
mente, os fémures foram removidos do congelador a —20°
C e re-hidratados em soro fisiolégico durante quatrohoras a
temperatura ambiente. O peso hidratado dos ossos foi deter-
minado com uma balanca digital de quatro casas decimais. O
comprimento dos ossos foi medido com um paquimetro. As
amostras foram colocadas em dois suportes, que foram sepa-
rados por uma distdncia de 12mm e dobrados até a fratura,
abaixando a cruzeta posicionada no meio da diafise a uma
velocidade constante de 0,033 mmy/s. A partir da curva carga-
-deslocamento, foram obtidos o pico de carga (N), a rigidez
maxima (N/mm) e a dureza (mJ). A resisténcia maxima (ten-
sdo) e o médulo de elasticidade foram obtidos das curvas de
carga-deformacao levantadas por meio de equacdes descritas
previamente na literatura.??

Medigdo do peso seco e das cinzas do fémur

Depois de se fazer o teste de flexao de trés pontos, os fémures
de todos os animais foram desidratados com etanol e a
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gordura foi removida com éter dietilico. A seguir, deixou-se
que 0s 0sso0s secassem ao ar livre e o peso seco foi mensurado
com uma balanca digital. Em seguida, os fémures secos foram
queimados e reduzidos a cinzas a 900° C, durante cinco horas,
e o0 peso de cinzas foi quantificado.

Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média + desvio
padrdo (DP). Para todos os dados, as comparacdes entre os
diferentes tratamentos foram analisadas pelo Anova one-way,
seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey. As
diferencas entre o lado imobilizado e o ndo imobilizado foram
comparadas com o Wilcoxon signed-rank test. Em todos os
casos, uma probabilidade de erro inferior a 0,05 foi selecio-
nada como critério para a significancia estatistica. Os gréaficos
foram elaborados com o programa Graph Pad Prism (versao 5.0
para Windows).

Resultados

Efeito dos diferentes tratamentos sobre o peso corporal
e comprimento do fémur

Dez semanas depois da IPTD, os pesos corporais foram signifi-
cativamente mais baixos nos animais do grupo IPTD (controle
positivo) e dos grupos de tratamento submetidos a IPTD,
em comparagao com o grupo normal ndo imobilizado. Essa
diferenca tornou-se maior no fim do experimento (IPTD por
outras 10 semanas). No entanto, ndo houve diferencas estatis-
ticamente significativas nos pesos observados entre qualquer
um dos grupos de tratamento ativo e o grupo IPTD (controle
positivo) (tabela 1).

Nao houve diferencgas significativas no comprimento
dos fémures imobilizados (direito) entre o grupo de con-
trole positivo (39,89+1,3mm), grupo ZOL (40,23 +4,7 mm),
grupo ALF (39,78 +8,4mm), grupo ZOL + ALF (40,69 =+ 10,4)
e grupo controle normal (41,09 +2,2mm). Além disso, ndo
houve diferencas estatisticamente significativas entre o lado

Tabela 1 - Efeitos dos diferentes tratamentos sobre o
peso corporal

Peso corporal

Grupo Pré-tratamento (g)  Pés-tratamento (g)

Controle normal 253,2 + 10,652 320,1 + 13,39?

IPTD (controle positivo)  230,1 =+ 18,22 216,6 + 9,01

IPTD + ZOL 2294 + 11,22 218,0 + 10,19
IPTD + ALF 232,8 + 17,15 223,4 + 12,18
IPTD + ZOL + ALF 225,8 + 13,34 212,6 + 11,13

O pré-tratamento mostra os dados relativos ao dia anterior ao ini-

cio do tratamento. O pés-tratamento mostra dados do ultimo dia

de tratamento. Os dados sdo expressos como a média+DP (n=6),

avaliados pelo Anova one-way, seguido pelo teste de comparagdes

multiplas de Tukey.

2 p<0,001, comparado com o grupo IPTD (controle positivo). Todos
0s grupos, com excecdo do grupo controle normal, foram subme-
tidos a imobilizagao da pata traseira direita (IPTD).

imobilizado (direito) e o ndo imobilizado (esquerdo) (dados nao
mostrados).

Efeito dos diferentes tratamentos sobre a porosidade
do osso

A imagem de raios-X mostra a diferenca na intensidade de
transmissdo de raios-X de acordo com a porosidade do espé-
cime. A intensidade da transmissao de raios-X é diretamente
proporcional a porosidade. Os efeitos da IPTD e do tratamento
subsequente com todas as intervencdes terapéuticas sobre a
porosidade do fémur direito foram medidos por imagem de
raios-X, como mostrado na figura 1. A intensidade dos raios-
-X no grupo IPTD (controle positivo) em R1 (epifise distal), R2
(diafise distal), R3 (diafise proximal) e R4 (epifise proximal) foi
significativamente maior do que no grupo normal nao imobi-
lizado, o que indica que a imobiliza¢do provocou um aumento
na porosidade 6ssea nessas areas.

Depois de 10 semanas de tratamento, todos os tratamen-
tos ativos (individuais e combinados) conseguiram diminuir
a porosidade 6ssea em ratos submetidos a IPTD. Os valores
da intensidade da transmissio de raios-X em R1 (epifise dis-
tal do fémur) nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF foi menor do
que no grupo IPTD (controle positivo) (p<0,001). Do mesmo
modo, os valores da intensidade da transmissao de raios-X
em R2 (didfise do fémur distal) nos grupos ZOL, ALF e ZOL
+ ALF foi menor do que no grupo IPTD (controle positivo)
(p<0,01, p<0,05 e p<0,001, respectivamente). Similarmente,
os valores da intensidade da transmissdo de raios-X em R3
(diafise femoral proximal) nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF
foi menor do que no grupo IPTD (controle positivo) (p<0,01,
p<0,001 e p<0,001, respectivamente). Além disso, os valores
da intensidade da transmissédo de raios-X em R4 (epifise femo-
ral proximal) nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF foi menor do que
no grupo IPTD (controle positivo) (p<0,01, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). Em contraste, a intensidade de transmis-
sdo de raios-X no grupo ZOL + ALF foi significativamente mais
baixa do que nos grupos ZOL e ALF nas regioes R1, R2, R3 e R4
(p<0,05).

Efeito dos diferentes tratamentos sobre as propriedades
mecdnicas da didfise femoral média

A figura 2 mostra o pico de carga, a rigidez méxima, a
dureza, a resisténcia maxima e o moddulo de elasticidade
na diafise femoral, respectivamente. Os testes de flexdo de
trés pontos do fémur direito indicaram que a IPTD causou
reducodes significativas no pico de carga, narigidez maxima, na
dureza, naresisténcia maxima e no médulo de elasticidade em
compara¢do com o grupo normal ndo imobilizado (p <0,001).

Nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF, o pico de carga do fémur
foi significativamente maior do que no grupo IPTD (controle
positivo) (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). Do
mesmo modo, nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF, a rigidez
méxima do fémur foi significativamente maior do que no
grupo IPTD (controle positivo) (p<0,01, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). A dureza do fémur nos grupos ZOL, ALF
e ZOL + ALF foi significativamente maior do que no grupo
IPTD (controle positivo) (p<0,01, p<0,05 e p<0,001, respec-
tivamente). Em todos os tratamentos individuais, a dureza
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Figura 1 - Efeito do acido zoledrdnico e do alfacalcidol, isolados ou em combinagéo, sobre a porosidade femoral. Porosidade
6ssea em R1: epifise femoral distal, R2: didfise femoral distal, R3: didfise femoral proximal, R4: epifise femoral proximal. Os
dados sdo expressos como a média + DP (n=6), avaliados pelo teste de comparag¢des miiltiplas de Tukey. * p <0,05;
** p<0,01; *** p<0,001, comparado com o grupo IPTD (controle positivo); 2 p <0,05, comparado com o grupo ZOL + ALF. Todos
os grupos, com excec¢do do grupo controle normal, foram submetidos a imobilizagdo da pata traseira direita (IPTD).

foi significativamente mais baixa do que no grupo ALF + ZOL
(p<0,05). Além disso, nos grupos ZOL, ALF e ZOL + ALF, a resis-
téncia méaxima do fémur foi significativamente maior do que
no grupo IPTD (controle positivo) (p<0,001). Nos grupos ZOL
e ALF, a resisténcia maxima era significativamente menor do
que no grupo ZOL + ALF (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
Além disso, o médulo de elasticidade dos grupos ZOL, ALF e
ZOL + ALF foi significativamente maior quando comparado
com o grupo IPTD (controle positivo) (p <0,05, p<0,01, p<0,01
e p<0,001, respectivamente). Em todos os tratamentos indi-
viduais, o médulo de elasticidade foi significativamente mais
baixo do que no grupo ZOL + ALF (p <0,05).

Comparacdo do efeito dos diferentes tratamentos sobre o
peso seco e das cinzas dos fémures imobilizados e ndo imobi-
lizados em ratos

A IPTD induziu a uma diminuicdo estatisticamente sig-
nificativa (p<0,001) no peso seco e das cinzas dos fémures
imobilizados dos ratos controle (grupo IPTD) em comparacgao

com os ratos controle normais ndo imobilizados (tabela 2).
No fémur da pata traseira direita imobilizada de ratos tra-
tados com terapias individuais e combinadas, o peso da
biomassa seca e das cinzas foi significativamente maior do
que no grupo IPTD (controle positivo). No fémur da pata
traseira direita imobilizada de ratos tratados com ZOL +
ALF, o peso seco foi significativamente maior do que nos
grupos ZOL ou ALF (p<0,05 no grupo ALF). Além disso,
no fémur da pata traseira direita imobilizada de ratos
tratados com ZOL + ALF, o peso das cinzas era signifi-
cativamente maior do que nos grupos tratados com ZOL
ou ALF (p<0,05 no grupo ALF). Nos fémures esquerdos
nao imobilizados nao foi observada diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos submetidos a tratamentos
isolados ou combinados e o grupo normal ndo imobili-
zado.

Comparacao entre a pata nao imobilizada (esquerda) e a
imobilizada (direita) dentro de um mesmo grupo
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Figura 2 - Efeitos do acido zoledronico, alfacalcidol ou acido zoledr6nico mais alfacalcidol sobre a resisténcia mecanica da
didfise média do fémur. A didfise foi submetida ao teste de flexdo de trés pontos até a falha, que forneceu dados sobre o
pico de carga, a rigidez maxima, a dureza, a resisténcia maxima e o médulo de elasticidade. Os dados sédo 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, comparado
com o grupo IPTD (controle positivo); 2 p <0,05; ® p <0,01; € p <0,001, comparado com o grupo ZOL + ALF. Todos os grupos,
com exce¢io do grupo controle normal, foram submetidos & imobiliza¢io da pata traseira direita (IPTD).

A porosidade do osso e as propriedades mecénicas das
patas esquerda e direita estdo representadas como diagramas
de barras nas figuras 3 e 4, respectivamente. O asterisco indica
que houve diferenca estatisticamente significativa entre as
patas esquerda e direita dentro de um mesmo grupo. Nas

regides R1, R2, R3 e R4, a intensidade de transmissao de raios-
-X no lado imobilizado (direito) pareceu significativamente
mais elevada do que no lado nao imobilizado (esquerdo) no
grupo IPTD (controle positivo) (p <0,001). Do mesmo modo, nas
regides R1,R2, R3 e R4, a intensidade de transmissao de raios-X
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Tabela 2 - Efeitos da imobilizac¢do e dos diferentes tratamentos sobre o peso seco e das cinzas do fémur

Fémur esquerdo ndo imobilizado

Fémur direito imobilizado

Grupo Peso do 0sso seco Peso das cinzas Peso do o0sso seco Peso das cinzas
(mg/osso) do osso (mg/osso)? do osso
(mg/osso) (mg/osso)?

Controle normal 630,7 + 8,1 381,4 + 7,7 639,8 + 12,2° 385,7 + 9,4°
IPTD (controle positivo) 620,5 + 10,9 368,9 + 4,3 543,9 £+ 15,5 321,5 £ 11,5
IPTD + ZOL 622,1 + 18,1 379,1 + 7,2 593,7 + 13,7°¢ 351,7 + 9,8
IPTD + ALF 627,5 £ 12,1 382,4 £ 9,6 583,5 + 9,4°¢ 349,5 & 7,6°¢
IPTD + ZOL + ALF 640,7 + 14,8 392,2 + 13,6 619,1 + 12,1° 369,9 + 9,4°

Os dados sdo expressos como a média + DP (n=6), avaliados pelo Anova one-way, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

2 Indica, para o parametro, uma diferenca significativa dos tratamentos ativos entre os dois casos.

b p<0,001, comparado com o grupo IPTD (controle positivo); patas.
¢ p<0,05, comparado com o grupo ZOL + ALF.

no lado imobilizado (direito) pareceu significativamente mais
elevada do que no lado nao imobilizado (esquerdo) nos grupos
submetidos a IPTD tratados com ZOL ou ALF (p <0,05). Em con-
traste, o grupo IPTD tratado com ZOL + ALF mostrou protecao
completa contra a osteoporose por desuso nas regides R1, R2,
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R3 e R4, conforme indicado pelos valores de intensidade de
transmissdo de raios-X (fig. 3).

Na di&fise femoral média (teste de flexdo de trés pontos), o
efeito da imobiliza¢do foi muito pronunciado nos grupos sub-
metidos a IPTD (controle positivo); ou seja, o lado imobilizado
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Figura 3 - Porosidade do fémur do lado ndo imobilizado (barra da esquerda) e do lado imobilizado (barra da direita) dentro
de um mesmo grupo. O asterisco indica a existéncia de uma diferenca estatisticamente significativa entre o lado nao
imobilizado e o lado imobilizado (média + DP). Todos os grupos, com exce¢io do grupo controle normal, foram submetidos

a imobilizacdo da pata traseira direita (IPTD).
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Figura 4 - Propriedades mecanicas do lado nédo imobilizado (barra da esquerda) e do lado imobilizado (barra da direita)
dentro de um mesmo grupo. A diafise femoral foi submetida ao teste de flexdo de trés pontos até a falha, o que forneceu
dados sobre o pico de carga, a rigidez maxima, a dureza, a resisténcia maxima e o médulo de elasticidade. O asterisco indica
a existéncia de uma diferenca estatisticamente significativa entre o lado néo imobilizado e o lado imobilizado (média + DP).
Todos os grupos, com exce¢do do grupo controle normal, foram submetidos a imobiliza¢do da pata traseira direita (IPTD).

(direito) apresentou valores significativamente menores nos
pardmetros de resisténcia, incluindo o pico de carga, a rigidez
maxima, a dureza, a resisténcia maxima e o médulo de elas-
ticidade, do que o lado ndo imobilizado (esquerdo) (p <0,001).
Do mesmo modo, nos grupos submetidos a IPTD tratados com
ZOL ou ALF, o lado imobilizado (direito) apresentou valores

de parametros de resisténcia significativamente menores
(p<0,01), incluindo um menor pico de carga, rigidez maxima,
dureza, resisténcia méxima e médulo de elasticidade do que
o lado nao imobilizado (esquerdo). Em contraste, o grupo
submetido a IPTD tratado com ZOL + ALF mostrou protecdo
completa contra a imobilizagado (fig. 4).
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Discussao

Que se tem conhecimento, os efeitos combinados dos agen-
tes antirreabsor¢do e anabolizantes sobre o esqueleto ainda
nao foram especialmente avaliados em modelos de rato com
osteoporose por desuso. O presente estudo foi feito para escla-
recer a eficicia da administragcdo combinada de ZOL e ALF na
qualidade geral do osso em ratos submetidos a IPTD. Os resul-
tados deste estudo mostraram que a monoterapia com ZOL e
ALF é capaz de neutralizar a perda 6ssea em um modelo de
rato com osteoporose por desuso. A propriedade antiosteopo-
rética do ZOL mais a combinacdo com o ALF parece ser mais
eficaz quando comparada com a monoterapia com ZOL ou ALFE.
Assim, confirmaram-se os efeitos benéficos da administragdo
combinada de ZOL e ALF para o tratamento da osteoporose
por desuso em ratos.

O peso corporal do grupo normal foi maior do que o do
grupo IPTD (controle positivo). Isso pode ter sido decorrente da
anestesia administrada durante o processo de imobilizacdo.
A alimentagdo diminuida e a mobilidade geral reduzida
sdo outros possiveis fatores que podem ter contribuido de
modo secundario para o desenvolvimento de um menor
peso corporal e da perda de massa éssea. Estudos anteriores
demonstraram uma diminui¢do semelhante no peso corpo-
ral depois da IPTD.>?*> O comprimento do fémur no membro
imobilizado néo foi significativamente diferente daquele do
fémur ndo imobilizado intacto do mesmo rato, o que sugere
que o crescimento longitudinal do osso ndo é retardado nesses
animais. Portanto, é mais provavel que neste caso estejamos
lidando com a osteoporose pela imobilizagdo, em vez do sim-
ples atraso no crescimento.

Observou-se um aumento proeminente na porosidade do
osso em R1, R2, R3 e R4 depois da imobilizacdo da pata tra-
seira direita. O aumento da porosidade do osso nas regides
R1, R2, R3, R4 do fémur do rato em razdo da falta de descarga
de peso na pata traseira direita foi suprimido pelo tratamento
com ZOL, ALF e ZOL + ALF. Na anélise da porosidade 6ssea do
fémur de rato com a imagem por raios-X, verificou-se que a
terapia combinada com ZOL + ALF foi estatisticamente supe-
rior a monoterapia com ZOL ou ALF na supressio do aumento
da porosidade éssea decorrente da IPTD. Isso indica que a tera-
pia combinada com ZOL + ALF engrossa e fortalece o osso
cortical.

Deve-se observar que nos ratos tratados com ZOL, ALF e
ZOL + ALF, o peso seco e das cinzas do fémur direito imo-
bilizado foi significativamente maior do que no grupo IPTD
(controle positivo). Além disso, nos animais tratados com tera-
pia combinada (ZOL + ALF), o peso seco e das cinzas do fémur
direito imobilizado foi significativamente maior do que nos
grupos ZOL ou ALF. Esses resultados mostram que o trata-
mento combinado com ZOL + ALF é benéfico em aumentar
a massa 6ssea do fémur do rato, que estava diminuida em
decorréncia da IPTD.

As propriedades mecéanicas do osso estdo relacionadas
com a densidade, arquitetura, conectividade e mineralizacdo
6ssea.”> A imobilizagdo resulta em redugdo das proprieda-
des mecénicas,”?* o que foi observado neste estudo. Neste
experimento, as propriedades mecénicas do osso femoral de
ratos diminuiram no grupo IPTD (controle positivo) quando

comparados com o grupo controle normal nao imobilizado,
0 que sugere um aumento da fragilidade do osso cortical de
ratos submetidos a IPTD. Os resultados do teste de flexdo
de trés pontos de ratos tratados com ZOL, ALF e ZOL + ALF
indicam um maior pico de carga méaxima, rigidez, energia
(dureza), resisténcia a flexdo e maddulo de elasticidade em
comparag¢do com os ratos do grupo IPTD (controle positivo).
A terapia combinada com ZOL 50 + ALF foi estatisticamente
superior a monoterapia com ZOL ou ALF no aumento da
dureza da diafise média do fémur, da resisténcia maxima e
do médulo de elasticidade.

A comparacgdo entre a pata ndo imobilizada (esquerda)
e a imobilizada (direita) dentro de um mesmo grupo mos-
trou que as propriedades ésseas foram melhoradas por todas
as intervencoes terapéuticas, mas a osteopenia marcada
induzida pela IPTD nao foi completamente corrigida com a
monoterapia com ZOL ou ALF. Em contraste, o tratamento
combinado com ZOL + ALF mostrou protecao completa contra
a osteoporose por desuso, o que sugere que a terapia combi-
nada tem uma vantagem terapéutica sobre ambos os farmacos
em monoterapia para o tratamento da osteoporose por
desuso.

O tratamento para a osteoporose tem sido dominado
por agentes antirreabsorcao, principalmente os difosfonatos
(risedronato, alendronato, ibandronato, pamidronato, acido
zoledrénico etc.), que impedem uma perda 6ssea adicional
na osteoporose ji estabelecida, mas ndo alteram a massa
6ssea nem repdem o 0sso ja perdido.”'%?°> Nesta pesquisa
experimental, preferiu-se o ZOL em detrimento dos outros
difosfonatos disponiveis na fndia. O ZOL tem vérias van-
tagens sobre os outros difosfonatos: (1) a vantagem ébvia
do ZOL sobre os outros difosfonatos é seu elevado nivel
de adesdo, que é possivel em razdo de sua aplicacdo em
ambiente controlado com infusdo uma vez por ano adminis-
trada sob supervisdo médica. Considerando as baixas taxas
de adesdo dos difosfonatos orais, isso é um avanco médico
significativo;?® (2) os difosfonatos orais néo sdo facilmente
absorvidos pelo intestino e apresentam biodisponibilidade
variavel. Portanto, é necessaria a administracdo de altas doses
por via oral, que causam efeitos adversos como a esofagite;’
(3) verificou-se que em condi¢des susceptiveis de estimular
a ligacdo do difosfonato ao osso, o ZOL tem a maior afini-
dade de ligacdo com a hidroxiapatita éssea entre todos os
outros difosfonatos;?”’ (4) o custo do ZOL é comparavel ao
custo anual dos difosfonatos orais e é mais barato do que
o outro difosfonato intravenoso (ibandronato), que é admi-
nistrado a cada trés meses.”’ No entanto, as administracoes
parenterais de difosfonatos tém mostrado uma fase aguda de
resposta, hipocalcemia e hiperparatireoidismo secundario,
dor musculoesquelética, complicacdes renais, osteonecrose
da mandibula e eventos oculares em alguns casos.”?”?8 Os
resultados do nosso estudo anterior mostraram que uma
dose mais baixa de ZOL (50 ng/kg, em dose Unica intrave-
nosa) apresenta efeitos benéficos e promissores semelhantes
no tratamento da osteoporose em comparagdo com a dose
terapéutica de ZOL (100 pg/kg, em dose tnica intravenosa) em
ratos com deficiéncia de estrogénio.?’ Por conseguinte, para
reduzir o risco de reagoes adversas conhecidas ao ZOL, optou-
-se por uma dose mais baixa de ZOL (50 ng/kg, dose unica
intravenosa).
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O ALF é usado para tratar a osteoporose porque exerce
tanto efeitos anabolizantes quanto antirreabsor¢ao sobre o
esqueleto.'>819 Entretanto, as doses mais elevadas de ALF
podem aumentar o risco de hipercalcemia ou hipercalcit-
ria. Por outro lado, o tratamento com ZOL pode causar
hipocalcemia pela supressio da reabsorcéo de 0sso.” Os dife-
rentes mecanismos do ZOL e do ALF sugerem que a terapia
combinada com ambos os medicamentos pode eliminar ou
minimizar o risco de apresentar as reagoes adversas conheci-
das descritas previamente quando esses dois fairmacos foram
administrados isoladamente. Com base nos achados de estu-
dos prévios e atuais, propde-se que a terapia combinada com
ZOL + ALF atua ao aumentar a formacgdo 6ssea (por meio da
estimulacdo da formacao e a¢do dos osteoblastos) e diminuir a
reabsorcdo 6ssea (por meio da inducgéo da apoptose dos oste-
oclastos) e reequilibra, assim, o turnover 6sseo em favor da
formacdo de osso, um efeito que resulta em um aumento
da massa e resisténcia éssea. Isso possivelmente pode expli-
car como a terapia combinada com ZOL + ALF foi mais eficaz
do que a monoterapia com ALF ou ZOL no aumento da massa
Ossea e resisténcia em ratos submetidos a IPTD.

Este estudo tem vérias limitacdes: (1) os ratos sdo animais
quadrupedes e, por conseguinte, experimentam um padrdo
de carga diferente daquele dos seres humanos; (2) o padrao de
remodelacdo 6ssea no rato é diferente daquele dos seres
humanos; (3) neste estudo, foi usado um modelo de rato em
crescimento. Assim, os ganhos relacionados com a maturagdo
da massa éssea ndo podem ser ignorados em ratos submeti-
dos a IPTD; (4) Além disso, o efeito do ZOL e do ALF sobre a
porosidade cortical, o que pode ser observado em ratos enve-
lhecidos submetidos a IPTD, néo foi avaliado. Por conseguinte,
os resultados deste estudo ndo podem ser extrapolados para
seres humanos com osteoporose por desuso primaria. Assim,
sdo necessarios mais estudos para confirmar os efeitos bené-
ficos da administracao combinada de ZOL e ALF sobre a massa
6ssea em ratos submetidos a IPTD.

Conclusoes

Este estudo in vivo inicialmente mostrou que a terapia com-
binada com ZOL + ALF é altamente eficaz na melhoria das
propriedades do osso em um modelo de ratos com osteopo-
rose por desuso. Isso sugere que a terapia combinada tem uma
vantagem terapéutica sobre a monoterapia com ZOL ou ALF
no tratamento da osteoporose por desuso induzida pela inati-
vidade mecénica. Assim, esse regime combinado pode ser de
interesse para avalia¢do adicional por ensaios clinicos.
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