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INFORMA(;@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Histérico do artigo: Objetivos: Investigar os efeitos aditivos do agente antirreabsor¢do 4cido zoledrénico (ZOL),
Recebido em 13 de maio de 2014 isolado e em combinacdo ao propranolol (PRO), em um modelo de rato com osteoporose por
Aceito em 28 de julho de 2014 desuso.
On-line em 23 de outubro de 2014 Meétodos: Usou-se um modelo de pata traseira direita de rato privada de descarga de peso
para estudar as consequéncias da falta de descarga de peso sobre o esqueleto durante varias
Palavras-chave: condicdes, como missoes espaciais e repouso prolongado no leito em idosos. Ratos Wistar
Osteoporose por desuso machos de trés meses de idade foram submetidos a imobilizacdo da pata traseira direita
Estudo com ratos (IPTD) por 10 semanas para induzir a osteopenia; em seguida, foram divididos aleatoria-
Acido zoledrénico mente em quatro grupos: 1 - IPTD para controle positivo; 2 - IPTD mais ZOL (50 ng/kg, dose
Propranolol Unica intravenosa); 3 - IPTD mais PRO (0,1 mg/kg, via subcuténea, cinco dias na semana); 4 -

IPTD mais PRO (0,1 mg/kg, via subcutanea, cinco dias na semana) mais ZOL (50 ng/kg, dose
Unica intravenosa) por outras 10 semanas. Um grupo de ratos ndo imobilizados foi usado
como controle negativo. No fim do tratamento, os fémures foram removidos e testaram-se a
porosidade do osso e suas propriedades mecénicas, além do peso seco e das cinzas do osso.
Resultados: No que diz respeito a melhoria da resisténcia mecanica da didfise femoral média,
a terapia combinada com ZOL mais PRO foi mais eficaz do que a monoterapia com ZOL ou
PRO. Além disso, a terapia combinada com ZOL mais PRO foi mais eficaz na melhoria do
peso seco do osso e preservou melhor a porosidade do osso cortical do que a monoterapia
com ZOL ou PRO em ratos submetidos a imobilizacdo da pata traseira direita.
Conclusédes: Esses dados sugerem que a terapia combinada com ZOL mais PRO deve ser
recomendada para o tratamento da osteoporose por desuso.
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Effect of combined treatment with zoledronic acid and propranolol
on mechanical strength in an rat model of disuse osteoporosis

ABSTRACT
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Objectives: A model that uses right hind-limb unloading of rats is used to study the con-
sequences of skeletal unloading during various conditions like space flights and prolonged
bed rest in elderly. This study was aimed to investigate the additive effects of antiresorptive
agent zoledronic acid (ZOL), alone and in combination with propranolol (PRO) 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 randomized into four groups: 1-
RHLI positive control, 2- RHLI plus ZOL (50 pg/kg, i.v. single dose), 3- RHLI plus PRO (0.1 mg/kg,
s.c. 5 days per week), 4- RHLI plus PRO (0.1 mg/kg, s.c. 5 days per week) plus ZOL (50 pg/kg, i.v.
single dose) for another 10 weeks. One group of non-immobilized rats was used as negative
control. At the end of treatment, the femurs were removed and tested for bone porosity,
bone mechanical properties, and bone dry and ash weight.

Results: With respect to improvement in the mechanical strength of the femoral mid-shaft,
the combination treatment with ZOL plus PRO was more effective than ZOL or PRO monothe-
rapy. Moreover, combination therapy using ZOL plus PRO was more effective in improving
dry bone weight and preserved the cortical bone porosity better than monotherapy using
ZOL or PRO in right hind-limb immobilized rats.

Conclusions: These data suggest that this combined treatment with ZOL plus PRO should be

recommended for the treatment of disuse osteoporosis.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

A osteoporose é uma doenca 6ssea debilitante que causa
quase nove milhdes de fraturas 6sseas a cada ano.' O desuso
(auséncia de descarga de peso) é uma das principais causas
da osteoporose.” A carga mecénica é essencial para o funcio-
namento normal do tecido ésseo. A imobiliza¢do resulta em
desequilibrio no metabolismo do osso, seguida por uma rapida
perda de massa éssea e deterioracdo de sua fungdo mecénica.?
Essa perda 6ssea induzida pela imobilizacdo é causada pelo
aumento da reabsor¢ao e reducdo da formacao éssea. A oste-
oporose por desuso (auséncia de descarga de peso) ocorre
em pacientes com lesdes medulares, em individuos restritos
ao repouso no leito prolongado e em astronautas expostos
a microgravidade durante missdes espaciais.” A osteoporose
induzida pela microgravidade representa uma grave ameaca a
saude do astronauta. A microgravidade leva a falta de descarga
de peso sobre o esqueleto, especialmente sobre os ossos que
sustentam peso.> A osteoporose por desuso ndo s6 aumenta a
suscetibilidade a fratura em pacientes com lesdes medulares e
idosos que necessitam repouso no leito, mas também ameaga
a seguranca e a saude dos astronautas durante missoes espa-
ciais. Portanto, é muito importante encontrar contramedidas
relevantes para a osteoporose por desuso, a fim de reduzir ou
prevenir essa perda de massa éssea.

Viarios modelos animais tém sido sugeridos para o estudo
daperda 6ssea induzida pela imobilizacéo, incluindo a neurec-
tomia, a suspensao da cauda, o aparelho gessado e bandagens
elésticas. Neste estudo, a imobilizacdo da pata traseira direita
(IPTD) foi feita com um procedimento novo, desenvolvido para

evitar os problemas causados pela maior parte dos métodos
usados para a imobilizacdo (por exemplo, aparelho gessado,
bandagem ou suspensdo da cauda) em ratos. O menor peso da
estrutura em comparac¢do com um aparelho gessado reduziu
ao minimo a dificuldade de movimentacéo e locomogéo, com
uma consequente perda minima no peso corporal ao longo
do periodo de imobilizacdo. Além disso, ndo foi encontrada
ulceragdo na pele ou inchacgo no pé do animal depois de remo-
vida a imobilizac¢do. O procedimento de imobiliza¢do proposto
foi eficaz em produzir o desuso em longo prazo na pata tra-
seira de ratos e é uma boa op¢ao aos métodos tradicionais de
imobilizacdo.?

O é&cido zoledronico (ZOL) é um difosfonato de ter-
ceira geracdo que contém nitrogénio. O ZOL se liga a
hidroxiapatita com a mais elevada afinidade e inibe os oste-
oclastos com a maior poténcia dentre todos os difosfonatos
regulamentados.*® Portanto, o ZOL precisa ser administrado
ao paciente somente uma vez ao ano. £ ainda eficaz em inibir
a atividade osteoclastica e, assim, reduzir o risco de fratura.®
Embora os agentes antirreabsortivos, como os difosfonatos,
sejam eficazes em reduzir a perda 6ssea, ndo sio capazes de
induzir a formacéo de osso novo.”

O propranolol (PRO), um antagonista B-adrenérgico ndo
seletivo, é agora considerado um potencial farmaco sob
investigacdo para uso na cicatrizacdo 6ssea e, mais especi-
ficamente, no tratamento da osteoporose. O tratamento da
osteoporose pds-menopdausica com PRO melhora as propri-
edades Osseas, aumenta a formacdo de osso e diminui a
reabsorgdo 6ssea no modelo com rato.”’° Além disso, varios
estudos pré-clinicos demonstraram que o tratamento com
PRO atenua a perda 6ssea induzida pela falta de descarga de
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peso.>'11? Adicionalmente, os resultados de alguns estudos
epidemiolégicos prévios confirmam a hipétese de que o uso
de B-bloqueadores esta associado a uma diminui¢do no risco
de fraturas.’>®

A terapia combinada é agora objeto de ampla pesquisa
porque, em alguns casos, ela pode aumentar a eficicia do
tratamento. A teriparatida é um andlogo do horménio para-
tireéideo (HPT) humano. £ um agente anabélico que reduz
o risco de fratura em pacientes com osteoporose. O tra-
tamento combinado com HPT e difosfonatos resultou em
melhorias mais acentuadas na arquitetura éssea do que o
tratamento isolado com HPT ou difosfonatos.'6"'® Rodrigues
et al. demonstraram que baixas doses de PRO suprimem
a reabsorcdo éssea ao inibir a osteoclastogénese mediada
pelo receptor ativador do fator nuclear kappa-B ligante
(RANKL), bem como marcadores inflamatérios, sem afetar
os pardmetros hemodindmicos.'® Esse resultado é apoiado
por uma descoberta anterior que mostrou que o proprano-
lol estimula a osteoprotegerina (OPG) por conta propria nos
osteoblastos.”’ A capacidade de estimular os osteoblastos,
enquanto também inibe os osteoclastos, torna o PRO uma
opcao atraente e exclusiva a terapia antirreabsortiva para a
osteoporose. O PRO, que poderia impedir diretamente a perda
Ossea e a alteragdo biomecadnica ao aumentar a formacéo
de osso e diminuir sua reabsorcdo, pode ser o préximo
agente anabdlico para o tratamento da osteoporose, depois do
HPT.7‘8’1O’19‘2O

Como a perda 6ssea induzida pela imobilizacdo envolve
tanto o aumento da reabsor¢do éssea quanto a reducdo da
formacdo dssea, parece ébvio investir contra a perda 6ssea
induzida pela imobilizacdo com um regime de tratamento
antirreabsortivo e anabdlico ésseo combinado, como com ZOL
e PRO. Os efeitos do tratamento combinado com PRO e ZOL
foi previamente estudado em ratas ovarietomizadas,” embora
esse regime de tratamento nunca tenha sido pesquisado na
osteopenia induzida pela imobilizacdo. Por conseguinte, o
objetivo deste estudo foi investigar a eficacia do agente ana-
bolizante do tecido 6sseo PRO, do agente antirreabsortivo
6sseo ZOL e da combinacdo desses dois farmacos no trata-
mento da osteopenia induzida pela imobilizacdo em ratos. Em
razdo dos diferentes mecanismos de acdo do ZOL e do PRO, a
hipétese do estudo é que a combinac¢do de ZOL e PRO facili-
tard maiores melhorias nas propriedades 6sseas do que uma
das intervencoes isoladamente. Foram avaliados os seguintes
pardmetros; (1) propriedades mecéanicas da didfise média de
fémures imobilizados (direito) e ndo imobilizados (esquerdo);
(2) medida da porosidade de fémures imobilizados (direito) e
nao imobilizados (esquerdo); (3) medicao 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 foi obtido dos laboratérios Naprod Life Sciences

(Maharashtra, India). O PRO, a cetamina, a xilazina e o
xileno foram obtidos dos laboratdrios Aurobindo Pharma

(Hyderabad, India), Neon Pharma (Mumbai, India), Indian
Immunologicals (Hyderabad, India) e S.D. Fine chemicals
(Mumbeai, India), respectivamente.

Animais experimentais

Foram incluidos no estudo ratos Wistar machos de 12 sema-
nas de idade, criados no laboratério da instituicdo. Os animais
foram mantidos sob temperatura controlada a 25+2 C e ciclo
claro/escuro de 12horas, com comida e dgua a vontade. Os
experimentos foram feitos de acordo com as diretrizes do CPC-
SEA (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 de idade, a pata posterior direita dos ratos
foi imobilizada contra o abdome sob anestesia com cetamina
(80mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal, de
acordo com um novo método de imobilizacdo de membros
posteriores descrito previamente.?

Os ratos foram divididos em cinco grupos (seis em cada).
1 - grupo nao imobilizado (controle negativo); 2 - IPTD (con-
trole 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 cinco dias por semana de injecdo
subcutdnea com 0,1mg/kg de PRO (0,1 mg/kg, via subcuta-
nea, cinco dias por semana) por mais 10 semanas; 5 - IPTD
durante 10 semanas, em seguida, IPTD mais PRO (0,1 mg/kg,
via subcuténea, cinco dias por semana) mais ZOL (50 pg/kg,
dose Unica intravenosa) por mais 10 semanas. As injecoes
subcuténeas cinco dias por semana no caso dos grupos PRO
e ZOL mais PRO exigiu algum manejo dos animais e criou
algum estresse para eles. Portanto, o grupo nao imobilizado
(controle negativo) e os grupos IPTD (controle positivo) e ZOL
receberam administracdo subcutanea de veiculo (soro fisio-
légico comum, cinco dias/semana) durante 10 semanas. As
doses de medicacdo usadas neste experimento foram sele-
cionadas a partir de estudos anteriores sobre a osteoporose
em modelo de ratos.” 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 imobilizadas (esquerda) foram excisadas e submetidas
aremocao de gordura e tecidos conjuntivos. Os fémures foram
embebidos em gaze com soro fisiolégico e congelados a -20° C
até andlise posterior. Tanto os fémures imobilizados (direito)
quanto ndo imobilizados (esquerdo) foram usados para a
medicdo da porosidade do osso, das propriedades biomecéani-
cas, do comprimento 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.
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Medicdo 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 previa-
mente descrito na literatura.>?! Em resumo, para a anélise
das radiografias do fémur dos ratos, o fémur foi dividido em
quatro areas iguais, que incluiram a epifise femoral distal
(R1), a diafise femoral (R2 e R3) e a epifise femoral proximal
(R4).

Testes biomecdnicos de resisténcia 6ssea

As propriedades mecanicas da didfise média do fémur foram
medidas por meio do teste de flexdo de trés pontos, com
um aparelho de ensaio universal (BISS Makron, Bangalore,
fndia). A resisténcia do fémur foi avaliada pelo teste de
flexdo de trés pontos, conforme descrito anteriormente.?
Resumidamente, os fémures foram removidos do congelador
a -20° C e reidratados em soro fisiolégico durante qua-
tro horas a temperatura ambiente. O peso hidratado dos ossos
foi determinado com uma balanca digital de quatro casas
decimais. O comprimento dos ossos foi medido com um
paquimetro. As amostras foram colocadas em dois supor-
tes, que foram separados por uma distdncia de 12mm e
dobrados até a fratura, com abaixamento da cruzeta posi-
cionada no meio da didfise a uma velocidade constante de
0,033mm/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 (tensdo) e o moédulo de
elasticidade foram obtidos das curvas de carga-deformacao
levantadas por meio de equacdes descritas por Khajuria
etal®

Medigdo do peso seco e das cinzas do femur

Depois de fazer o teste de flexdo de trés pontos, os fému-
res de todos os animais foram desidratados 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. Em seguida,
os fémures secos foram queimados e reduzidos a cinzas a
900° C, durante cinco horas, e o peso das cinzas foi quanti-
ficado.

Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como a média=+desvio
padrdao (DP). Para todos os dados, as comparacdes entre
os diferentes tratamentos foram analisadas pelo Anova
one-way, seguido pelo teste de comparacbes multiplas de
Tukey. As diferengas entre o lado imobilizado e o néo
imobilizado foram comparadas com o Wilcoxon ensaio
assinado-rank. Em todos os casos, uma probabilidade de
erro inferior a 0,05 foi selecionada como critério para
a significincia estatistica. Os graficos foram elaborados
com o programa Graph Pad Prism (versdo 5.0 para Win-
dows).

Resultados

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

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 comparac¢ao 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).

O comprimento dos fémures imobilizados nao foi signifi-
cativamente diferente do dos fémures ndo imobilizados nos
mesmos ratos no grupo IPTD (controle positivo) e nos grupos
de tratamento submetidos a IPTD (tabela 2).

Efeito dos diferentes tratamentos sobre a porosidade
do osso

A intensidade da transmissao de raios-X no grupo IPTD (con-
trole positivo) nas regides R1, R2, R3 e R4 do osso femoral de

Tabela 1 - Efeitos dos diferentes tratamentos sobre o
peso corporal

Peso corporal

Grupo Pré-tratamento (g)  Poés-tratamento (g)

Controle normal 253,2 + 10,65? 320,1 + 13,39%

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

IPTD + ZOL 229,4 + 11,22 218,0 + 10,19
IPTD +PRO 2224 + 11,07 217,0 + 10,21
IPTD + ZOL + PRO 227,4 + 19,88 219,6 + 14,14

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

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

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

avaliados pelo Anova one-way, seguido pelo teste de comparac¢oes

multiplas de Tukey.

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

Tabela 2 - Comprimento femoral médio dos ratos
nos grupos controle e experimental

Comprimento do fémur (mm)

Grupo Esquerdo (nao Direito
imobilizado) (imobilizado)
Controle normal 40,80 + 2,1 41,09 + 2,2
IPTD (controle positivo) 39,99 + 3,4 39,89 + 1,3
IPTD + ZOL 40,31 + 4,7 40,23 + 4,7
IPTD +PRO 40,23 + 3,3 40,14 + 8,7
IPTD + ZOL + PRO 40,51 £ 7,6 40,48 + 2,9

Os dados sdo expressos como a média=+DP (n=6). Todos os gru-
pos, com excecdo do grupo controle normal, foram submetidos a
imobiliza¢do da pata traseira direita (IPTD).
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ratos foi significativamente mais elevada do que no grupo con-
trole normal ndo imobilizado, o que indica que a imobilizacao
provocou um aumento na porosidade 6ssea nessas areas.

Depois de 10 semanas de tratamento, todos os tratamentos
ativos (monoterapia ou terapia combinada) foram capazes de
diminuir a porosidade 6ssea em ratos submetidos a IPTD. Os
valores da intensidade da transmissao de raios-X dos grupos
ZOL, PRO e ZOL mais PRO foram significativamente menores
em comparacao ao grupo IPTD (controle positivo) nas regioes
R1, R2, R3 e R4 do osso femoral de ratos. A intensidade da
transmissao de raios-X no grupo ZOL mais PRO foi significati-
vamente menor do que nos grupos ZOL e POR nas regides R1,
R2,R3 e R4. Essesresultados indicam que, em comparagao com
a monoterapia com ZOL ou PRO, a terapia combinada com ZOL
mais PRO é mais benéfica para a massa dos ossos trabecular e
cortical que foi diminuida pela imobilizacdo (fig. 1).

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

A figura 2 mostra o pico de carga, a rigidez maxima, a dureza,
a resisténcia maxima e o médulo de elasticidade na diafise
femoral, respectivamente. Os testes de flexdo de trés pontos
do fémur direito indicaram que o grupo IPTD (controle posi-
tivo) sofreu reducdes significativas no pico de carga, na rigidez
maxima, na dureza, na resisténcia maxima e no médulo de
elasticidade em comparagdo com o grupo normal néo imobi-
lizado.

Nos grupos ZOL, PRO e ZOL mais PRO, o pico de carga, a
rigidez maxima, a dureza, a resisténcia méaxima e o médulo
de elasticidade do fémur foram significativamente maiores do
que no grupo IPTD (controle positivo). Nos grupos ZOL e PRO,
a resisténcia maxima e o médulo de Young foram significati-
vamente menores do que no grupo ZOL mais PRO.

Comparagdo entre a pata ndo imobilizada (esquerda) e a
imobilizada (direita) dentro de um mesmo grupo

A IPTD induziu a uma diminuicdo estatisticamente significa-
tiva no peso seco e das cinzas dos fémures imobilizados dos
ratos do grupo IPTD (controle positivo) em comparac¢ao com os
ratos controle normais ndo imobilizados (tabela 3). Nos ratos
submetidos a IPTD tratados com algum dos tratamentos ativos
(monoterapia e terapia combinada), o peso seco e das cin-
zas dos fémures foi significativamente maior do que no grupo
IPTD (controle positivo). No fémur submetido a IPTD dos ratos
tratados com ZOL mais PRO, o peso seco e das cinzas foi sig-
nificativamente maior do que no fémur dos grupos tratados
com ZOL ou PRO. Nos fémures esquerdos ndo imobilizados ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre
o grupo IPTD (controle positivo), o grupo normal ndo imo-
bilizado e todos os grupos submetidos a tratamentos ativos
(monoterapia e terapia combinada).

A porosidade do osso e as propriedades mecénicas das
patas esquerda e direita estdo representadas como diagra-
mas de barras na figura 3 e na figura 4, respectivamente.
O asterisco indica que houve diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre as patas esquerda e direita dentro de um mesmo
grupo. Nas regides R1, R2, R3 e R4 do osso femoral de ratos,
a intensidade de transmissao de raios-X no lado imobilizado

(direito) foi significativamente mais elevada do que no lado
ndo imobilizado (esquerdo) no grupo controle imobilizado.

Do mesmo modo, nas regides R1, R2, R3 e R4, a intensi-
dade de transmissao de raios-X no lado imobilizado (direito)
pareceu significativamente mais elevada do que no lado nao
imobilizado (esquerdo) nos grupos imobilizados tratados com
ZOL ou PRO. Em contraste, o grupo imobilizado tratado com
ZOL mais PRO mostrou protecdo completa contra a osteopo-
rose por desuso nas regides R1, R2, R3 e R4, conforme indicado
pelos valores de intensidade de transmisséo de raios-X (fig. 3).

Na didfise femoral média (teste de flexdo de trés pon-
tos), o efeito da imobilizagdo foi muito pronunciado no grupo
controle imobilizado; ou seja, o lado imobilizado (direito) apre-
sentou valores significativamente menores nos parametros
de resisténcia, incluindo o pico de carga, a rigidez maxima,
a resisténcia 3 fratura, a resisténcia maxima e o médulo de
elasticidade, do que o lado nédo imobilizado (esquerdo). Do
mesmo modo, nos grupos imobilizados tratados com ZOL ou
PRO, o lado imobilizado (direito) apresentou valores de para-
metros de resisténcia significativamente menores, incluindo
um menor pico de carga, rigidez maxima, resisténcia a fra-
tura, resisténcia méxima e médulo de elasticidade do que o
lado ndo imobilizado (esquerdo). Em contraste, o grupo imobi-
lizado tratado com ZOL mais PRO mostrou protecao completa
contra a imobilizagdo (fig. 4).

Discussao

Este estudo teve como objetivo promover a aplicacdo clinica da
terapia combinada com ZOL mais PRO como um tratamento
curativo para a osteoporose por desuso ja estabelecida. Em
razdo da dificuldade e do alto custo da feitura de experimentos
em astronautas durante uma missdo espacial, os pesquisa-
dores estabeleceram uma série de modelos experimentais
terrestres in vivo para simular as condi¢coes experimentadas
durante uma missao espacial. O presente estudo mostrou que
a monoterapia com PRO e ZOL foi capaz de neutralizar a perda
6ssea em um modelo de rato com osteoporose por desuso.
Além disso, mostrou que a terapia combinada com ZOL mais
PRO apresenta uma vantagem terapéutica em relacdo a mono-
terapia com ZOL ou PRO no tratamento da osteoporose por
desuso.

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 imobilizacao.
A alimentacdo 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 déssea. Estudos anteriores
demonstraram uma diminui¢do semelhante no peso corpo-
ral depois da IPTD.>?%>?3 O comprimento do fémur no membro
imobilizado nao 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.

O aumento da porosidade dssea nas regides R1, R2, R3, R4
do fémur do rato em razdo da falta de descarga de peso na
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Figura 1 - Efeito do acido zoledrdnico e do propranolol, isolados ou em combinagio, sobre a porosidade femoral. Os dados
sdo expressos como a média + DP (n = 6), avaliados pelo teste de comparagdes muiltiplas de Tukey. Porosidade 6ssea em R1:
epifise femoral distal, R2: didfise femoral distal, R3: didfise femoral proximal, R4: epifise femoral proximal. * 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 mais PRO.
Todos os grupos, com excegdo do grupo controle normal, foram submetidos a imobiliza¢do da pata traseira direita (IPTD).

pata traseira direita foi inibido por todos os tratamentos ativos
(monoterapia e terapia combinada). Além disso, a porosidade
6ssea no grupo ZOL mais PRO nas regides R1, R2, R3 e R4 do
osso femoral de ratos foi significativamente mais baixa do que

na monoterapia com ZOL ou PRO. Isso indica que a terapia
combinada com ZOL mais PRO engrossa e fortalece o osso
cortical. E interessante notar que nos animais tratados com
monoterapia e terapia combinada, o peso seco e das cinzas

Tabela 3 - Efeitos da imobilizacdo e dos diferentes tratamentos sobre o peso seco e das cinzas do fémur

Fémur esquerdo ndo imobilizado

Fémur direito imobilizado

Grupo Peso do osso seco Peso das cinzas do Peso do 0sso seco Peso das cinzas do
(mg/osso) 0sso0 (mg/osso) (mg/osso)? 0ss0 (mg/0sso)?

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 5439 + 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 + PRO 619,3 + 12,5 372,9 + 8,5 592,4 + 12,3%4 346,1+12,35¢

IPTD + ZOL + PRO 638,2 + 9,2 388,9 + 15,6 617,9 + 15,5¢ 365,6 +6,2¢

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

a
b p<0,05.
p<0,001, comparado com o grupo IPTD (controle positivo).

Indica, para o parametro, uma diferenca significativa dos tratamentos ativos entre as duas patas.

p<0,05, comparado com o grupo ZOL mais PRO. Todos os grupos, com excecdo do grupo controle normal, foram submetidos a imobilizacao

da pata traseira direita (IPTD).
e p<0,01.
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Figura 2 - Efeitos do acido zoledronico, propanolol ou dcido zoledr6nico mais propanolol sobre a resisténcia mecanica da
diafise femoral. A diifise foi submetida ao teste de flexdo de trés pontos até a falha, que forneceu dados sobre o pico de
carga (a), a rigidez maxima (b), a dureza (c), a resisténcia maxima (d) e o médulo de elasticidade (e). Os dados sdo expressos
como a média + DP (n=6), avaliados pelo teste de comparagoes muiltiplas de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001,
comparado com o grupo IPTD (controle positivo);  p <0,05, comparado com o grupo ZOL + PRO. Todos os grupos,

com excegdo do grupo controle normal, foram submetidos a imobiliza¢do da pata traseira direita (IPTD).
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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 excecido do grupo controle normal, foram submetidos

a imobilizacdo da pata traseira direita (IPTD).

do fémur direito imobilizado foi significativamente maior do
que do que no grupo IPDT (controle positivo). Além disso, nos
animais tratados com terapia combinada (ZOL mais PRO), o
peso seco e das cinzas do fémur direito imobilizado foi sig-
nificativamente maior do que nos grupos ZOL ou PRO. Esses
resultados mostram que a terapia combinada com ZOL mais
PRO é benéfica em aumentar a massa 6ssea do fémur do rato,
que estava diminuida em decorréncia da IPTD.

A carga mecéanica é essencial para a manutencio da
forca do osso. A forca do osso é determinada pela massa
6ssea e pelas propriedades intrinsecas do material dsseo.
A inatividade fisica decorrente de lesdes medulares, repouso
prolongado em idosos e astronautas expostos a microgravi-
dade durante missdes espaciais aceleram a deterioracao da
microarquitetura 6ssea e desmineralizacdo.”’ A terapia com-
binada com ZOL mais PRO foi estatisticamente superior a
monoterapia com ZOL e PRO em aumentar a dureza e resis-
téncia maxima da diafise femoral média. Os dados atuais se
correlacionam com os achados em nossos estudos anteriores,
que demonstraram os efeitos da terapia combinada com ZOL
mais PRO sobre as propriedades mecénicas do osso de ratas
ovarietomizadas.” Portanto, a possibilidade de que a terapia
combinada com ZOL mais PRO seja capaz de tratar/prevenir
a perda 6ssea induzida pela falta de descarga de peso é
alta.

Este estudo tem vérias limitacdes. Deve-se considerar que
a extrapolacdao dos dados obtidos em estudos com ratos
para seres humanos deve ser feita com precaucdo, porque
(1) os ratos sdo animais quadripedes e, por conseguinte,
experimentam um padrdo de carga diferente daquele dos
seres humanos; e (2) o padrdo de remodelacdo 6ssea no
rato é diferente daquele dos seres humanos. No entanto,
a vantagem de usar esse modelo de rato pré-clinico é que
ele possibilita a avaliacdo ndo sé do turnover désseo e da
massa 6ssea, mas também das propriedades mecanicas do
0sso0.

A comparacdo entre a pata ndo imobilizada (esquerda) e
a imobilizada (direita) dentro de um mesmo grupo mostrou
que as propriedades 6sseas foram melhoradas por todas as
intervencdes terapéuticas, mas a osteopenia grave induzida
pela IPTD néao foi totalmente corrigida com a monoterapia
com ZOL ou PRO. Em contraste, a terapia combinada com ZOL
mais PRO mostrou protecao completa contra a osteoporose
por desuso, o que sugere que essa modalidade de tratamento
tem uma vantagem terapéutica sobre a monoterapia no trata-
mento da osteoporose por desuso.

No que diz respeito a situacgdo clinica, com o conhecimento
adquirido com os estudos mencionados anteriormente relati-
vos a imobilizacdo e o presente estudo, parece aconselhével
reduzir os periodos de imobilizacdo tanto quanto possivel?*2°
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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), a rigidez maxima (b), a dureza (c), a resisténcia maxima (d) e o médulo de elasticidade (e).
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¢do do grupo controle normal, foram submetidos & imobilizacdo

da pata traseira direita (IPTD).

e, talvez, considerar o uso da terapia combinada com ZOL mais
PRO como protecdo contra a perda da densidade e resisténcia
6ssea, mesmo durante a imobilizacdo em curto prazo. Além
disso, a terapia combinada com ZOL mais PRO pode prevenir
ou reduzir o risco de fibrilacdo atrial, uma das graves reacoes
farmacoldgicas adversas ao ZOL.” Em outras situagdes clinicas

que envolvem a imobiliza¢do a muito longo prazo (paraplegia
ou tetraplegia — ambas apés lesdes medulares - ou hemiplegia
ap6s um acidente vascular encefélico e missdes espaciais de
longa duracgao), o tratamento preventivo com ZOL mais PRO
também pode ser recomendado, com base nos achados deste
estudo pré-clinico.
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Conclusiao

Este estudo fornece evidéncias de que o PRO e o ZOL, quando
administrados como monoterapia, sdo capazes de reverter o
efeito inibitério da imobilizacdo sobre a formacdo éssea. Este
estudo é o primeiro a demonstrar que a terapia combinada
com ZOL mais PRO é altamente eficaz em melhorar as pro-
priedades do osso em um modelo animal de osteoporose por
desuso e sugere que a terapia combinada tem uma vanta-
gem terapéutica sobre a monoterapia com ZOL ou PRO na
prevencdo e no tratamento da osteoporose por desuso indu-
zida pela inatividade mecénica. Os achados sdo consistentes
com os efeitos do ZOL mais PRO sobre a perda éssea por defi-
ciéncia de estrogénio e ampliam o conhecimento que se tem
a respeito dos efeitos desse tratamento sobre a perda éssea
induzida pela imobilizacdo. Assim, esse regime combinado
pode ser de interesse para avaliacdo adicional por ensaios cli-
nicos. Além disso, o PRO pode ser um potencial novo agente
anabolizante do tecido ésseo para a prevengao/tratamento
da osteoporose, que pode ser usado isoladamente ou em
associacao aos difosfonatos.
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