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RESUMO

O crescente aumento da prevaléncia da osteoporose tem sido
considerado um grave problema de satde publica no mundo. A
osteoporose é uma doenga caracterizada por diminuigdo da massa
6ssea, com conseqilente aumento do risco de fraturas, necessitando,
portanto, de métodos preventivos e de tratamentos eficazes. O
presente trabalho teve como objetivo verificar, comparativamente,
os efeitos do bifosfonato alendronato de sddio, da estatina
atorvastatina célcica e do flavonoide ipriflavona sobre a
osteoporose induzida pelo glicocorticoide dexametasona em ratas.
Os efeitos desses farmacos foram avaliados pelos marcadores
bioquimicos célcio e fosforo sérico, fosfatase alcalina dssea e exame
histomorfométrico. Os resultados obtidos a partir da analise dos
marcadores bioquimicos ndo foram significativos, ndo fornecendo
subsidios para o diagndstico e acompanhamento do tratamento
da osteoporose. No entanto, a avaliagdo histomorfométrica permitiu
a analise estatica e dindmica, bem como detecgéo de alteracdes
teciduais na unidade metabolica dssea, particularmente, no 0sso
trabecular. Verificou-se que os tratamentos testados determinaram
resultados significativos no aumento da densidade trabecular 6ssea,
destacando-se o bifosfonato que apresentou o melhor resultado,
alcancando niveis de densidade trabecular 6ssea semelhantes aos
dos animais intactos. Além disso, a histomorfometria se mostrou
vélida na detecgéo da osteoporose, podendo servir de modelo para
o0 estudo de drogas sobre este disturbio 6steo-metabdlico.
Palavras-chave: Osteoporose, dexametasona, alendronato,
atorvastatina, ipriflavona.

ABSTRACT

Effects of alendronate, atorvastatin and ipriflavone on
dexamethasone-induced osteoporosis

The prevalence of osteoporosis has been rising so fast that it is
considered a serious public health problem around the world. The
World Health Organization estimates that 200 million women and
men suffer from osteoporosis worldwide. This disease is
characterized by a decrease in bone mass, with a consequent
increase in the risk of fracture. There is therefore a continual search
for preventive methods and effective treatments. A comparative
study was made of the effects of the biphosphonate, sodium
alendronate, the statin, atorvastatin calcium and the flavonoid,
ipriflavone, on female rats with osteoporosis induced by the
glucocorticoid, dexamethasone. The effects of these drugs were
evaluated by assaying the biochemical markers, serum calcium and
phosphorus and bone alkaline phosphatase, and by
histomorphometric examination. The results of the biochemical
assays were not significant and did not provide a basis for the
diagnosis and monitoring of the osteoporosis. However,
histomorphometric evaluation allowed both static and dynamic
analysis to be performed and led to detection of tissue alterations
in the bone metabolic unit, particularly in trabecular bone. All the
tested treatments produced significant improvements in trabecular
bone density. Biphosphonate gave the best results, with trabecular
bone densities reaching levels similar to those of healthy animals.
In addition, histomorphometry was validated as a means of
detecting osteoporosis, providing a model for the study of drugs
used to treat this bone-metabolism disturbance.

Keywords: Osteoporosis, dexamethasone, alendronate, atorvastatin,
ipriflavone.

INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenca éssea metabdlica
caracterizada por diminui¢do da quantidade de 0sso
mineralizado, com alteragdo da microarquitetura 0ssea,
induzindo aumento da fragilidade e maior risco de fraturas
(Mundy, 2001a).

Dentre as causas mais comuns de osteoporose, esta
o hipercortisolismo crénico, com acdo direta dos
glicocorticéides sobre as paratiretides e as células 6sseas,
alteracGes da producdo de prostaglandinas, citocinas,
interleucinas, alteragdes da secre¢do do hormonio do
crescimento (GH), do fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-I) e ester6ides gonadais (Lanna et al.,
2003).

Segundo Brandli et al. (1991), a inducdo da
osteoporose pelos glicocorticéides resulta da supressao da
atividade de formacéo Gssea dos osteoblastos, combinado
com 0 aumento da atividade de reabsor¢do Gssea pelos
osteoclastos. Enquanto o efeito sobre a atividade
osteoblastica parece ser direto (Dietrich et al., 1979), seus
efeitos sobre a atividade osteocléstica sdo resultantes da
diminuicdo da absorcéo de célcio intestinal, concomitantes
com aumento da excre¢do urinéria de calcio, ambos como
causas secundarias do hiperparatireoidismo (Hahn et al.,
1979; Suzuki et al., 1983).

O estudo do tratamento da osteoporose ocasionada
por terapia com glicocorticoides tem sido especialmente
motivado, pois 0s mesmos, ndo raramente, sdo
insubstituiveis para o tratamento médico de muitas e
variadas enfermidades devido a seus efeitos anti-
inflamatorios e imunossupressores (Polo, 2003).

Os agentes terapéuticos, que podem ser utilizados
no tratamento da osteoporose, de acordo com suas
propriedades farmacoldgicas, podem ser divididos em anti-
reabsortivos e agentes formadores de osso (Kim et al.,
2003).

Dentre os agentes anti-reabsortivos, pode-se citar
os bifosfonatos, que atuam ligando-se aos cristais de
hidroxiapatita e acumulando-se no tecido dsseo (Jung et
al., 1973; Fogelman et al., 1981). Podem, também, inibir
diretamente maltiplas etapas na via do mevalonato para
colesterol e lipides isoprenoides, tais como geranil difosfato,
que sdo requeridos para a prenilacdo de varias proteinas
que sdo importantes para a funcéo do osteoclasto (Luckman
et al., 1998). Além disso, os bhifosfonatos contendo
nitrogénio como risedronato, alendronato, pamidronato e
acido zoledrénico e os ndo nitrogenados como clodronato
e etidronato causam apoptose de osteoclastos de coelhos
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(Luckman et al., 1998). A apoptose dos osteoclastos estaria
envolvida em trocas morfolégicas, perda da membrana
mitocOndrica e a ativagdo de proteases caspase-3, capazes
de clivar substratos peptidicos (Benford et al., 2001) .

J& entre os agentes formadores de 0sso, podemos
citar as estatinas, atuando devido a seus efeitos promotores
sobre o fator de crescimento BMP-2 (proteina
morfogenética déssea-2), o qual conduz a diferenciagdo
osteoblastica e a formagdo dssea. Ocorre aumento da
transcricdo do gene do BMP-2, sendo este o provével
mecanismo responsavel pelos seus efeitos (Mundy, 2001b).

Ainda, foi verificado que flavondides previnem a
perda de massa 6ssea em pacientes osteoporoticos e provoca
“decréscimo do turnover” 0sseo provocado por
hipogonadismo (Gambacciany, 1994). Efeitos favoraveis
a remodelagdo Gssea com diferenciacdo dos osteoblastos
foi demonstrado por Katai et al. (1992) e Cheng et al.
(1994), e inibicdo da reabsor¢ao 6ssea também foi observado
(Notoya et al., 1993; Albanese et al., 1994). O mecanismo
envolvido na agdo modulatéria em células do tecido 6sseo
parece ter atividade antirreabsortiva (Azria et al., 1993;
Passeri et al., 1995).

Ademais, foi mostrado que o flavondide induziu
aumento de 4,4% de massa 0ssea ap0s tratamento de 12
meses em mulheres osteoporoéticas e foi efetivo na prevencédo
da perda 6ssea (Cecchettin et al., 1995).

Tendo em vista o conhecimento do uso desses
farmacos na osteoporose, o presente trabalho teve como
finalidade estudar, comparativamente, o efeito do
alendronato de sodio, atorvastatina célcica e ipriflavona
em ratas com osteoporose induzida com glicocorticéide,
por meio da avaliacdo das concentragdes séricas de calcio,
fosforo, fosfatase alcalina éssea e da analise microscépica
da densidade trabecular 6ssea.

MATERIAIS E METODOS

Farmacos: O experimento consistiu de um ensaio biolégico
onde se verificaram os efeitos dos farmacos Alendronato
Monossodico Trihidratado em solugdo oral a 0,2mg/ml
(Galena), Atorvastatina C alcicaem suspensdo oral a 1mg/
ml (Citalor®-Pfizer) e Ipriflavona em suspenséo oral a
25mg/0,3 ml (Galena).

Animais:No desenvolvimento deste trabalho, foram
utilizadas 120 ratas da raga Wistar, adultas, pesando
aproximadamente 250 + 20g, procedentes do Biotério do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Vigosa.

Apos a chegada ao Laboratorio de Biofarmacos do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da UFV
— MG, os animais foram acondicionados em gaiolas
coletivas, contendo cada uma seis animais, em um ambiente
climatizado, com ciclo de claro-escuro de 12 horas,
recebendo agua e racdo comercial (Labcil®), ad libitum.
Procedimento: Nestas condi¢Ges, apds periodo de
adaptacdo de sete dias, teve inicio o processo de indugao
da osteoporose, que consistiu na administracdo do
glicocorticoide dexametasona (Azium Solu¢do®-Schering-
Plough S/A), por via intramuscular, na dose de 7 mg/kg de
peso corporal, uma vez por semana, durante cinco semanas,
nos animais de todos os grupos, a excecdo dos animais que
constituiram o grupo controle, denominado G1, que
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receberam solucdo de NaCl a 0,9%, via intramuscular.

Apb6s o periodo de inducdo, os animais foram
distribuidos, de forma aleat6ria, em cinco grupos de vinte
e quatro, sendo: grupo controle (G1), composto dos que
ndo foram submetidos & aplicacdo do corticosterdide
dexametasona; grupo 2 (G2), que receberam apenas
dexametasona; grupo 3 (G3), que receberam a
dexametasona e iniciaram o tratamento diario com
alendronato de sddio na dose de 0,2mg/kg (dose de 10mg
preconizada para humanos); grupo 4 (G4), que receberam
a dexametasona e iniciaram o tratamento diario com
atorvastatina calcica na dose de 1,2mg/kg (dose de 80mg
preconizada para humanos) e grupo 5 (G5), com animais
que receberam a dexametasona e tratamento diario com
ipriflavona na dose de 100mg/kg, dose esta utilizada em
ratas intactas ou ovariectomizadas (Yamazaki, 1986;
Arjmandi et al., 2000). Todas as substancias foram
administradas por via oral.

A partir da data de inicio do tratamento, aos 7, 14,

21 e 28 dias, seis animais de cada grupo foram anestesiados
por administracéo, via intramuscular, de 0,1 ml da solucédo
anestésica de cloridrato de tiletamina (25mg/mL) e
cloridrato de zolazepam (25mg/mL) (Zoletil 50®-Virbac).
Métodos Bioquimicos: Foram coletados, entdo, de cada
animal, 5ml de amostra de sangue, por puncdo na veia
cava caudal, com o objetivo de dosar as concentragdes
séricas de célcio, fosforo e fosfatase alcalina dssea. Para a
realizacdo das dosagens de calcio e fosforo, foi utilizado o
equipamento de dosagens multiparamétrico de bioquimica
Alizé, bem como “kits” da marca BioMerieux. J& para a
dosagem da fosfatase alcalina 6ssea (FAO), utilizou-se do
equipamento de quimioluminescéncia Access Immunoassay
System da Beckman Coulter, assim como “kits” Ostase,
especifico para dosagem desta enzima, também da mesma
industria.
Método Histoldgico: Logo apds o sacrificio dos animais,
procedeu-se a dissec¢do do fémur direito de cada animal,
que foi coletado, tomando-se o cuidado de se manter a
regido epifisaria, colocado em formol tamponado a 10%,
durante 72 horas para fixacdo e, posteriormente,
descalcificado em solucdo de &cido férmico/citrato de sddio,
incluido em parafina e processado rotineiramente para
estudo histolégico em microscopia de luz.

Foram obtidos trés cortes, de cada fémur, de quatro
micrémetros (4 mm) de espessura em micrétomo
histoldgico rotativo (Spencer, Modelo 820) dotado de
navalha descartavel. Estes cortes foram obtidos de forma
seriada, montados sobre 1&minas de vidro e corados com
hematoxilina e eosina no Laboratério de Histopatologia
do Departamento de Veterinaria da UFV.

Para calculo da densidade ocupada por 0sso
trabecular, foi obtida uma imagem amostral de 0sso
trabecular, contida na regido subcondral, de cada corte
histologico, em microscopio 6ptico equipado com camara
digital (TCL-984 P). Estas imagens foram analisadas em
monitor de microcomputador de 14 polegadas, com
aumento final de 50 vezes. Uma graticula composta por
494 interseces, distando 1cm cada uma, foi aplicada sobre
a imagem, sendo uma &rea de 100 interseg¢des isolada para
a mensuracgdo. Estas intersec¢des foram computadas como
pontos coincidentes a trabecula 6ssea ou ao espaco
intertrabecular. Realizaram-se 3 repeti¢des, sendo, assim,
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para cada animal, computados um total de 300 pontos,
perfazendo, portanto, 1800 pontos por grupo de 6 animais
de cada tratamento. Desta forma, obteve-se o percentual
da densidade trabecular dssea dos animais experimentais.
Analise Estatistica:O ensaio biol6gico foi realizado
segundo delineamento inteiramente casualizado, com 5
tratamentos em 6 repetices.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e ao teste F (p<0,05). Os grupos controle (G1
e G2) foram comparados entre si por meio do teste F. Os
grupos tratados (G3, G4 e G5) foram comparados entre si
através do teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
comparag6es dos grupos tratados com o controle G1 e o
osteoporotico G2, também foram realizados, sendo que,
para 0 mesmo, foi aplicado o teste de Dunnet a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 1,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle
(G1) e o grupo osteoporético (G2), quanto aos valores
médios de calcio sérico, expressos em mg/dL, em todos os
periodos avaliados e também entre eles e 0s grupos tratados
(G3, G4 e G5), respectivamente. Em relacdo aos
tratamentos efetuados, observa-se, também, que néo
ocorreu, per si, diferencga significativa dos valores nos
diversos periodos testados.

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados de
fésforo sérico, expressos em mg/dL, onde se observa que
os tratamentos ndo modificaram os valores médios de

maneira significativa em relacéo aos grupos controles (G1)
e (G2) e também entre si.

Os valores médios de fosfatase alcalina éssea (FAO),
mostrados na Tabela 3, ndo apresentaram variagdes
significativas entre os grupos controle (G1) e osteopor6tico
(G2) e também entre os grupos tratados entre si e entre 0s
tratados e os grupos G1 e G2, respectivamente.

ATabela 4 apresenta a quantificacdo dos resultados
histolégicos, que nos permite determinar a osteoporose
através da visualizacdo da morfologia trabecular dssea,
assim como da extensdo da perda éssea e das taxas de
calcificacdo e de formacéo do tecido 6sseo (Abe et al., 1999).

A Figura 1 apresenta cortes histolégicos da regido
do terco proximal do fémur direito dos animais, onde se
observa diminuicdo trabecular 0ssea, identificada
principalmente pela menor espessura das trabéculas dsseas
no grupo osteoporético (Figura 1B) e, em contraste, uma
maior area de medula 6ssea neste grupo, em relacdo ao
grupo controle (Figura 1A). Quanto aos grupos tratados,
foi observado que aos 14 dias (Figura 1C), no grupo que
recebeu alendronato de sodio, a espessura das trabéculas
osseas foi significativamente maior, ainda sendo permitido
a observacdo de espacos intertrabeculares, preenchidos pela
medula dssea. Aos 28 dias de tratamento (Figura 1D),
observou-se que a densidade trabecular 6ssea foi maior que
aos 14 dias, em contraste com menores espagos
intertrabeculares, preenchidos por medula éssea, cuja
evolucdo tornou-se semelhante aquela observada nos
animais do grupo controle (Figuras 1D e 1A), ratificada
pelos valores médios de densidade trabecular 6ssea
indicados na Tabela 4.

Tabela 1 - Valores médios de célcio sérico em mg/dL e percentual de varia¢do em rela¢do ao grupo controle
G1 e ao grupo osteopordtico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas nos

respectivos periodos.

Varagdo %  Wanagdo %
Periodo GrupofTratamento Caleio meg/dL DF em relagio 31 em relagio G2
TDias 31 Controle 1385 A + 042 s
32 Glicocortic dide 13,80 & + 0,85 e
33 CGlicocorticdide + Alendronato 14,08 a + 0,44 3,17 2,05
G+ Glicocorticdide + Atorvastatina 13,47 a + 1,30 -1,34 -2,42
35 Glicocortic dide + Ipriflavona 13,45 a + 0,33 -1.47 -2.54
14 Dias 31 Controle 1337 & + 037 e e
(32 Glicocortic dide 1305 & s cEd ) . = s S a2 R SR
3 Glicocorticdide + Alendronato 12,98 a + 0,57 -2.87 -0,51
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 13,30 a + 0,54 0,50 1,92
35 Glicocortic dide + Ipriflavona 13,124 + 0,35 -1,37 1,02
21 Diaz &1 Controle 13,00 & + 042 s
32 Glicocortic dide 1322 & + 0,82 e
33 Glicocorticdide + Alendronato 12,93 a + 0,87 0,51 -2.14
34 3licocorticdide + Atorvastatina 13,05 a + 0,58 0,32 -1,26
35 Glicocorticdide + Ipriflasona 13,39 5 + 0,29 3,00 1,31
28 Diaz Gl Controle 1385 & + 044 s
32 Glicocortic dide 13,80 & + 043 s
33 Glicocorticdide + Alendronato 13,274 + 0,67 -2.78 -2.45
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 13,70 a + 0,81 0,36 0,73
35 Glicocorticdide + Iporiflavona 13,68 a + 054 022 058

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05).

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Tabela 2 -Valores médios de fosforo sérico em mg/dL e percentual de variacdo em relacéo ao grupo controle G1
€ ao grupo osteopor6tico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas nos respectivos

periodos.
Waragdo % em Varlagdo ¥ em

Pericda GrpoTratame o Fids foro mefdl DF relagio 1 relagio G2
TDias Gl Contole T3 A + 0748

72 iz hcocortedide 512 4 + 048l

35 i3 licocorbedide + 4lendronato 830 a + 0,784 4,64 3.4

74 iz licocorbedide + Atormstatina T8 a + 0,585 -1,15 -3,43

753 licocortedide + Iprflavona T2 a + 0,359 -0,15 -Z46
14 Dias Gl Controle T22 4 +  0A0E

72 3 licocortedide TS0 4 + 0,272

5 G lhcocorbedide + Alendronata T3l a + 0,835 1,25 -363

4 5 licocorbedide + Atorastating T a + 0,738 -0,1% -4.99

5 G licocorbedide + Ipriflavona T3a + 0815 2,08 -484
4l Dhas &1 Contrale A9 4 + 0481

2 5 heacarbedide LAY 4 + 0882

35 G heocorbedide + Alendronata T57a + 0,785 107 -1.56

74 G heocorbedide + Atorvastatina TR a + 1,005 3,57 -117

35 G licocorbicdide + Ipriflavona T57a + 0888 1,08 -1.56
2 Dias 5] Contrale 0 A + 0,582

32 & heacartedide FAC + 0/45

33 iz lcocorbedide + 4lendronato T.57a + 0,588 -1,69 47

4 iz licocorbedide + Atormstatina 747 a + 0,583 -2,73 1,63

753 licocorbedide + Iprflavona T4 a + 0.4 -3,77 0,54

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra mintscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 3 - Valores médios de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) em pg/dL e percentual de variacdo em relagéo ao
grupo controle G1 e ao grupo osteopordético G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos e
avaliadas nos respectivos periodos.

Varlagio 5 em Varlagio % em

Periodo GrapoTratanento FAO pefdl DF relagio G1 relagio G2
7Dixs Gl Conbcle 0,042 4 + 0018
2 Glicocorticdide 0,053 4 + 0026
33 Glicocorticdide + Alendronato 0039 a + 0011 25,40 26,18
4 Glicocorticdide + Atorvastatina 0,05 a + 005 .41 4,89
35 Glicoeortiedide + Ippiflavena 0,064 2 + 00w 2,70 19,16
14Dias Gl Controle 0041 4 + 0018
G2 Glicocarticdide 0,040 4 + 002
33 Glicocorticdide + Alendromato 0,0% a + 0018 1278 -11,12
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 0,043 a + 0018 4,90 6,27
G5 Glicoecrticdide + Ippiflavona 0,047 2 + 003 16,13 12,31
21Diss Gl Conbrcle 0,050 4 + 002
2 Glicocorticdide 0,059 4 + 002
3 Glicocorticdide + Alendronato 0,05 a + 0018 15,7 1:57
34 Glicocortiedide + Atorvastatina 0,043 a + 0025 1549 -27,91
G5 Glicoeorticdide + Ippiflavona 0,041 a + 0025 18,66 -30,861
28Dias Gl Controle 0065 4 + 002
G2 Glicocorticdide 0,060 4 + 0019
33 Glicocorticdide + Alendromato 0,061 a + 0027 5,55 1,78
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 0,060 a + 002 3,9 0,85
G5 Glicocorticdide + Ipriflavona 0,050 a + 0025 2302 17,04

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra miniscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 4 - Valores médios de densidade trabecular 6ssea em pontos percentuais e percentual de variagao
em relacéo ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporético G2 de ratas submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas nos respectivos periodos.

Variaghh % em  Variagio %

Pericdo Grpod Tratamento Derns %% DF 305l emwlacio G2
Thas Gl Conbole a0 L+ 2A0
52 Glicooorbedide 4372B  + 0509
3 Glicoecrbiedide + Alard romato 45782+ 3593 L 457
G Glicocorbedide + Atormstating 4023a o+ 1328 -31,85k 5,80
35 Glicoooebedide + Ippifl avona 41,002 £ 3283 -31,870 £,35
14 Dias Gl Combinle 5804 o+ 2A03
72 Flicoootedide 40788+ 1,895
G3 Glicoecrbedide + Alerd romato Mlla + 4012 8 51# F e
G Glicocorbedide + Atormstatinag 4558y £ 1018 -45,81% |
55 Glicoooebedide + Ipoifl avona 4378 & 1,711 -8, 138
21 Dias 7] Conbiole aliids  + 240G
72 Flicooortedide FL0E o+ 1,155
75 Flicoootedide + Alerd romat feta o+ 4041 .57 B35, At
4 Glicooortedide + Atorvastatina 3L,000 + 4163 -le, 42+ 7 D4
5 Flicoootedide + Ippiflavona 3L,000 £ 1528 -le, 42+ 7 D4
28 Dias (3] Continle Al A+ 2A03
2 Glicooortedide 41568 + 2269
55 Glicooortedide + Alerd romata Bla6a + 3209 4.4 50,5 5
# Glicooortedide + Atorvastatina 3544% o+ 2835 8590 35,40
55 Glicoometiedide + Ipoifl svona 43560+ 1072 -19 52 13 2 5k

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
*Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada periodo.

**Estatisticamente diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada periodo.
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DISCUSSAO

Na tentativa de desenvolver um modelo
experimental, Santos (2004) conseguiu induzir osteoporose
com a administracdo de dexametasona, uma vez por
semana, durante 4 semanas, em ratos, machos intactos e
castrados e fémeas intactas e ovariectomizadas, da raca
Wistar, com a mesma dose empregada neste trabalho. Como
prevencdo e garantia da efetiva inducdo da osteoporose e
prosseguimento do protocolo experimental, a aplicacdo do
glicocorticdide, no presente estudo, se estendeu por mais
uma semana.

Sabe-se que o calcio é o principal cation divalente
encontrado no tecido 6sseo, principalmente na forma de
cristais de hidroxiapatita, sendo estes cristais um dos
responsaveis pela resisténcia e dureza do tecido 6sseo. O
tratamento com glicocorticéide, nas condicdes
experimentais deste trabalho, levaria a um estado
caracteristico de osteoporose, quando se observa fragilidade
da microarquitetura 6ssea, (Hahn et al., 1979; Suzuki et
al., 1983; Mundy, 2001a). Neste caso, poder-se-ia esperar
uma diminuicéo dos niveis totais do fon calcio no tecido
6sseo. Portanto, pode-se explicar os niveis ndo significativos
deste cation na corrente sanguinea, devido, possivelmente,
ao elevado metabolismo e controle homeostatico bastante
rigoroso do sistema enddcrino nestes animais, que afeta
sua absor¢do pelo intestino e sua excre¢do pelo rim e que
regula o grande reservatorio esquelético de onde o elemento
é retirado nos momentos de necessidade (Borelli, 1998;
Kim et al., 2003).

Como a osteoporose se caracteriza por uma redugdo
da massa 6ssea, particularmente a osteoporose secundaria,
devendo ocorrer reabsorcdo numa velocidade que ultrapassa
a da formagdo 6ssea, tanto o calcio como o fdsforo é perdido,
possivelmente com desenvolvimento de hipercalcidria e
hiperfosfatiria, devido & menor taxa de reabsorcdo renal
destes ions. Assim, se explicaria os niveis de fésforo ndo
diferenciados entre os diversos tratamentos, considerando
a velocidade da regulacdo homeostatica destes animais
(Deyhim et al., 2003). Ainda, ressalve-se que, em humanos,
os niveis séricos de calcio e fésforo sdo, geralmente,
esperados normais na osteoporose, sem qualquer alteracéo
da relagdo entre mineral e matriz (Borelli, 1998).

A fosfatase alcalina 6ssea é o marcador de formagéo
6ssea mais frequentemente utilizado (Bikle, 1997; Vieira,
1999). A FAO é uma isoforma da fosfatase alcalina total
(FA), que apesar da semelhanca estrutural com essa, pode
ser detectada através de imunoensaios especificos,
apresentando baixa reacdo cruzada. A medida da isoforma
6sseo-especifica tem vantagens sobre a FA, uma vez que
além de nao sofrer influéncias hepaticas, € mais sensivel a
pequenas variacfes do pool circulante (Saraiva &
Lazzaretti-Castro, 2002).

Além da ndo significancia, os valores médios de
FAO, em todos o0s grupos, no presente estudo, estiveram
abaixo da curva de calibragéo, sugerindo que ocorreu reagao
de identidade parcial entre antigeno e anticorpo (Holme &
Peck, 1998). Devido a alta sensibilidade analitica do kit
utilizado para dosagens de humanos, por ndo existir no
mercado similar para a espécie analisada, foi suposto que
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os valores obtidos estariam dentro da faixa de dosagem do
especificado pelo fabricante. Mas como as dosagens foram
realizadas e as avaliacBes destes valores foram posteriores,
manteve-se 0s resultados, tendo em vista a aplicabilidade
deste parametro na avaliagdo de “turnover 6sseo”. Apesar
da ndo significancia, obtida neste ensaio, Kim et al. (2003)
encontrou diferencas significativas de valores médios de
FAO entre ratas normais, osteoporoéticas e osteoporoticas
tratadas.

Em relacdo aos valores médios de densidade
trabecular dssea, expressos em pontos percentuais,
mostrados na Tabela 4, verificou-se que o grupo controle
(G1) diferencia significativamente do grupo osteoporético
(G2) em todos os periodos, ficando caracterizado, por estes
resultados, que o tratamento com o glicocorticéide
dexametasona, nas condi¢des deste experimento, foi capaz
de induzir o distarbio 6steo-metah6lico, denominado
osteoporose, nos animais. Observa-se que, no periodo de 7
dias, os resultados dos grupos dos animais tratados,
apresentaram diminuicdo da varia¢do percentual
significativas em relacdo ao grupo controle (G1), sem
mudanga, no entanto, de variacgdo significativa em relacdo
ao grupo osteoporotico (G2), o que denota que 0s animais
sofreram, de fato, inducéo osteopordtica e que, os diversos
tratamentos, ainda ndo tinham afetado o seu metabolismo
0sseo.

Aos 14 dias de tratamento, se observou variacdo
percentual de densidade trabecular dssea significativa em
relacdo ao grupo osteoporético (G2), o grupo G3, tratado
com alendronato de sédio e o grupo G4, tratado com
atorvastatina. calcica. Embora o grupo G5, tratado com
ipriflavona, ndo tenha alcancado valores percentuais
significativos, mostrou tendéncia de aumento.

Quando se observaram os resultados do periodo de
21 dias, verificou-se que todos os tratamentos ja causaram
mudangas do metabolismo dsseo dos animais de maneira
significativa, quando comparado com o grupo osteoporético
G2, demonstrando a eficacia dos farmacos. Ressalte-se que,
em relagdo ao grupo controle G1, ndo mais ocorreu
diferenca com o grupo G3, tratado com alendronato de
sodio, demonstrando, assim, a poténcia deste farmaco e
sua capacidade de restaurar as trabéculas 6sseas.

Ademais, os resultados obtidos no periodo de 28
dias, corroboram aqueles alcangados no periodo anterior,
em que o alendronato de sédio consegue ser o mais efetivo,
seguido do tratamento efetuado com a atorvastatina calcica.
Embora o tratamento com ipriflavona tenha apresentado o
menor efeito, vé-se que 0 mesmo apresentou resultado
positivamente significativo em relagdo ao grupo
osteoporotico G2.

Os marcadores bioquimicos utilizados néo
permitiram o diagnostico da osteoporose, bem como a
avaliacdo das alteracGes de remodelagdo dssea.

A histomorfometria, ao contrario, permitiu analise
estatica e dinamica, bem como deteccdo de alteragdes
teciduais na unidade metabdlica éssea, particularmente,
no osso trabecular. Através da andlise da densidade
trabecular 6ssea, foi possivel constatar a eficacia da indugdo
da osteoporose pelo glicocorticéide, bem como acompanhar
0 processo de restauracao tecidual dssea provocado pelos
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farmacos.

As substancias alendronato de sodio, atorvastatina
calcica e ipriflavona apresentaram efeitos significativos nos
animais osteoporoticos, ratificando, portanto, a sua
aplicabilidade na prevencdo durante tratamento com
glicocorticdide ou no tratamento da osteoporose
estabelecida. Devemos destacar, no entanto, a maior
eficacia do bifosfonato alendronato de sddio, que apresentou
restauracdo do tecido trabecular 6sseo dos animais
osteoporéticos, comparavel aos dos animais intactos.

Ademais, demonstrou-se que 0s parametros
bioquimicos testados ndo foram Uteis para fins diagndsticos,
mas a histomorfometria se mostrou valida na deteccédo da
osteoporose, podendo servir de modelo para o estudo de
novas drogas sobre este distdrbio dsteo-metabdlico.
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