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RESUMO

A queda da mortalidade da populagéo, seguida da reducédo da fecundidade e
0 aumento da expectativa de vida, resulta no envelhecimento da populagdo levando
ao aumento das taxas de doengas cronico-degenerativas, entre as quais a
osteoporose. A osteoporose é uma doencga que pode acarretar um enorme perjurio
na qualidade de vida das pessoas acometidas pela doenga em fungdo das
alteragbes no tecido 6sseo, constantemente associada a ocorréncia de fraturas
devido a grande fragilidade dos ossos. Essas fraturas ocorrem com grande
frequéncia no fémur. Pesquisas que envolvem terapias para esta patologia séo de
grande importancia, e podem ser conduzidas experimentalmente a partir do modelo
de ovariectomia em ratas. Os bifosfonatos e o ranelato de estroncio sédo os
medicamentos mais usados para tratamento de osteoporose em mulheres pdés-
menopausa. Estes medicamentos agem como poderosos inibidores da atividade
osteoclastica, mostrando alta afinidade pela matriz éssea mineralizada. Portanto,
esse trabalho propbs o estudo do efeito destes medicamentos no turnover 6sseo,
através da analise microscopica do fémur de ratas que sofreram ovariectomia e
foram tratadas ou ndo com Alendronato de Sodio e Ranelato de Estroncio. O
alendronato de sddio possui grande afinidade pela matriz 6ssea e capacidade de
inibir sua reabsorcdo. O medicamento Ranelato de Estréncio é considerado uma
nova terapia de tratamento e prevengdo da osteoporose. Atua na formagéo e na
reabsorcdo O6ssea, auxiliando tanto na produgdo 6ssea quanto na reducdo da
reabsorcéo 6ssea. Foram utilizadas 108 ratas adultas Wistar, divididas em 6 grupos
experimentais, OVX/ALD, OVX/RAE, OVX/NaCl e SHAM/NaCl, SHAM/ALD e
SHAM/RAE. Os grupos OVX sofreram ovariectomia bilateral. Os grupos SHAM
sofreram 0 mesmo procedimento cirdrgico sem a remoc¢ao dos ovarios. Sessenta
dias apos esse procedimento, foi iniciado o tratamento diério, por via oral, sendo que
0 grupo OVX/ALD e SHAM/ALD foi tratado com Alendronato de Sédio e o grupo
OVX/RAE e SHAM/RAE com Ranelato de Estroncio e os demais grupos com NaCl.
Apos 30, 45 e 75 dias do inicio do tratamento, 6 animais de cada grupo sofreram
eutanasia e o fémur foi removido para a realizagdo das andlises. A morfometria do
tecido 6sseo mostrou o efeito protetor da massa Ossea em decorréncia dos
tratamentos com Alendronato de Sodio e Ranelato de Estrdncio, pois o percentual
obtido nos grupos OVX/ALD e OVX/RAE sdo maiores que no grupo OVX/NaCl
(p<0.05 ANOVA, Tukey) . Sendo assim, os resultados do tratamento com drogas
antirreabsortivas como o Alendronato de Sodio e o Ranelato de Estroncio
administrados em ratas ovariectomizadas e ratas normais proporciona a menor
perda de tecido 6sseo ao decorrer do periodo comparado com 0S grupos nao
tratados (NacCl).

Palavras Chaves: Osteoporose. Ovariectomia. Bifosfonato.



RESUMO INGLES

The decrease in mortality of the population, followed by the reduction of
fertility and increasing life expectancy, resulting in an aging population leading to
increased rates of chronic diseases, including osteoporosis. Osteoporosis is a
disease that can cause a huge perjury in the quality of life the people affected by this
disease due to changes in bone tissue, constantly associated with the occurrence of
fractures due to the fragility of the bones. These fractures occur very frequently in the
femur bone. Research involving therapies for this disease are of great importance,
and can be conducted experimentally from ovariectomy model in rats.
Bisphosphonates and strontium ranelate are the most commonly used drugs for the
treatment of osteoporosis in postmenopausal women. These drugs act as powerful
inhibitors of osteoclast activity, showing high affinity for mineralized bone matrix.
Therefore, this study proposed the study of the effect of these drugs on bone
turnover, through microscopic analysis of rat femur that were either ovariectomized
and treated or not with Alendronate Sodium and Strontium ranelate. Alendronate
sodium has a high affinity for bone matrix and the ability to inhibit its reabsorption.
Strontium ranelate The drug is considered a new therapy for treatment and
prevention of osteoporosis. It acts in the formation and bone resorption, helping both
bone production and the reduction of bone resorption. 108 Wistar adult rats were
used, divided into 6 experimental groups, OVX / ALD, OVX / SAR, OVX / NaCl and
SHAM / NaCl, SHAM / ALD and SHAM / SAR. The OVX groups underwent bilateral
ovariectomy. The SHAM group underwent the same surgical procedure without
removal of the ovaries. Sixty days after this procedure was initiated daily treatment
orally, and the OVX / ALD and SHAM / ALD group was treated with Sodium
Alendronate and OVX / SAR and SHAM group / SAR with Strontium ranelate and
other groups with NaCl. After 30, 45 and 75 days from start of treatment, six animals
from each group were euthanized and the femur was removed to begin studying. The
morphology of bone tissue showed the protective effect of bone mass as a result of
treatment with Sodium Alendronate and Strontium ranelate because the percentage
obtained in OVX groups / ALD and OVX / RAE are higher than in the OVX group /
NaCl (p <0.05 ANOVA, Tukey). Thus, the results of antirreabsortivas treatment with
drugs such as alendronate sodium and strontium ranelate administered in
ovariectomized rats and normal rats gives the smallest bone loss during the period
when compared with untreated groups (NacCl).

Palavras Chaves: Osteoporose. Ovariectomia. Bifosfonato.
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1 Introducgéo

A osteoporose é uma doenca 0ssea metabolica caracterizada pela diminuicéo
da densidade mineral 6ssea (DMO), com deterioracdo da microarquitetura 6ssea
que leva ao aumento da fragilidade do esqueleto e a um risco de fratura. A fratura
por fragilidade é definida pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como “uma
fratura causada por um trauma que seria insuficiente para fraturar um 0sso normal,
resultado de uma reducgéo da resisténcia compressiva ou torsional”. De acordo com
os critérios propostos pela OMS, o diagnostico da osteoporose € realizado nas
estrutura da coluna lombar, do colo femoral proximal e/ou do fémur total e
antebrago. (STOLNICKI,2015) (COSTA, et al. 2015).

O impacto das fraturas por fragilidade no Brasil, nos mostra que o numero de
pessoas acometidas por esta doenca chega a 10 milhdes e os gastos com o0
tratamento e a assisténcia no Sistema Unico de Salde (SUS) s&o altos. No ano
de 2010, o SUS chegou a gastar aproximadamente R$ 81 milh6es para a atencéo
ao paciente portador de osteoporose e vitima de quedas e fraturas. As projecdes
estimam que o numero de fraturas de quadril por ano no Brasil (em 2010 cerca
de 121.700) deve chegar a 160 mil até 2050. Sendo que, o estudo realizado
pela Clinica Mayo demonstrou que entre 2000 e 2011 houve 4,9 milhfes de
hospitalizagbes por fraturas osteoporéticas. Portanto, a fratura por osteoporose tem
elevada prevaléncia e representa importante problema de saude publica no Brasil,
especialmente a de quadril, cuja incidéncia aumenta com a idade e esté associada a
deterioragdo da qualidade de vida e & maior mortalidade. (COSTA, et al. 2015)
(PINHEIRO, et al. 2010) (SINGER, et al. 2015).

A manifestacdo clinica da osteoporose estd frequentemente associada a
fraturas da coluna vertebral, do quadril e do punho; mesmo sem qualquer redugao
significativa na DMO ou sintoma 6sseo, também é considerada osteoporose. Sao
vérios os fatores que envolvem o desenvolvimento de osteoporose; alguns deles
ndo podem ser alterados, enquanto muitos outros podem ser modificados e reduzir a
incidéncia de osteoporose. Os mais relevantes dos fatores que ndo podem ser
alterados, ocorre em mulheres com idade aumentada, a baixa estatura, a etnia
branca ou asiatica e a hereditariedade. Dentre os fatores modificaveis, os mais

relevantes sdo os hormdnios sexuais, a anorexia, a falta de calcio, a ingestdo de



16

vitamina D, o uso de medicamentos (como glicocorticoides e anticonvulsivantes), o
sedentarismo, o tabagismo e o uso abusivo de alcool. A menopausa tem uma forte
influéncia sobre a perda 6ssea em mulheres, em razdo do desequilibrio entre a
formacdo e reabsor¢cdo Ossea, além de ser determinado por uma diminuicdo na
producéo de estrogénio. (COSTA, et al. 2015)

Tabela 1. Fatores que contribuem para perda 6ssea.

Ndo modificaveis Modificaveis

Idade avancada Fumo

Sexo feminino Ingestdo baixa de calcio

Raca caucaséide e faia (orientais) Ingestdo baixa de vitamina D
Desordens osteometabolicas Baixa exposicdo solar
Malignidades (mieloma, linfomas) indice de massa corporea baixo
Historia familiar de osteoporose Sedentarismo

Historia familiar de fratura de Corticoterapia

quadril

Intolerancia a lactose Depressao/estresse

A fisiopatologia da osteoporose envolve a liberagéo de fatores de crescimento
e citocinas. Manologas, sugeriu ser a interleucina 6 (IL-6) a citocina de maior
importancia na perda 6ssea quando ocorre disfungdes gonodais, entretanto o seu
papel parece ainda incerto, embora a IL — 1, o fator de necrose tumoral (TNF) e a IL-
11 tambem possam participar dessa perda causada pela deficiéncia estrogénica.
Porem, comparado com a IL-6, essas citocinas nao sao suprimidas pelos hormoénios
esterodais, nao podendo ser consideradas causadoras dessa condicdo patoldgica.
Os hormdnios sexuais tem importante papel no crescimento 6sseo e ha manutencao
do pico de massa 6ssea. Na literatura existem diversas evidencias que a diminuicdo
ou auséncia de estrogenos leva a progressiva reducdo da massa 6ssea. (AMADEI,
2006).

Por estar em constante modificacdo, o desenvolvimento do tecido 6sseo esta
sujeito a uma série de perturbacdes, dentre elas a supressao hormonal. A supressao
hormonal biolégica ou induzida cirurgicamente com a retirada dos ovarios
(ovariectomia) origina o que pode ser chamado de menopausa (climatério). Albright,
em 1964, foi o primeiro a descrever a ocorréncia dessa fragilidade 6ssea em
mulheres no periodo pds-menopausa, definida como uma diminuicdo da massa e
desarranjo da microestrutura 6ssea, que levam a um aumento do risco de fraturas.

Portanto, a fragilidade 6ssea conduz & perda de substancia éssea podendo acarretar
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a desmineralizacéo, devido a falha osteobléstica na formacdo do osso causada pela
perda do estrogénio, dando origem a osteoporose. (BACCARO, 2014) (ALBRIGHT,
1964).

Sendo assim, as terapias desta condicdo patoldgica baseia-se em

medicamentos que podem ser divididos em dois grupos, sendo eles:

1) Os inibidores da reabsor¢cdo Ossea que atuam bloqueando a a¢é@o dos
osteoclastos. Sendo estes os Bifosfonatos, os SERMS (moduladores de
receptores de estrogenos), a calcitonina, os estrogenos e o denosumabe.
(STOLNICKI, 2015).

2) Os ativadores da formacdo Ossea que atuam como anabolizantes,
aumentando o metabolismo 6sseo, com predominio de formacdo Gssea por
estimulacdo dos osteoblastos. S&o o hormonio das paratireoides (PTH), seu
similar, a teriparatida, o hormonio do crescimento (GH) e os metabolitos ativos
da vitamina D (alfacalcidol e calcitriol). (STOLNICKI, 2015).

Além destes dois grupos, existe outro medicamento que ndo se encaixa
especificamente em nenhum grupo. O medicamento ranelato de estroncio apresenta
duplo modo de acéo, pois atua tanto na inibicdo da reabsorgéo (inibicdo da acdo dos
osteoclastos) quanto na estimulacdo da formacdo O&ssea (estimulacdo dos
osteoblastos). Demonstrou eficacia para redugdo de fraturas vertebrais, ndo
vertebrais e quadril. J& os metabolitos ativos da vitamina D, calcitriol e alfacalcidol,
aumentam a absorcdo de célcio, podendo ter efeito direto nas células ésseas e
também reduzir a incidéncia de fraturas. Os derivados ativos da vitamina D tém sido
indicados para idosos debilitados, reclusos, pouco expostos ao sol, com osteoporose
na dose de 0,5mcg/dia. Onde tem sido encontrados bons resultados na prevencéo
de fraturas 6sseas. (STOLNICKI, 2015).

Nos ultimos anos os bifosfonatos passaram a ser utilizados como tratamento
de distarbios do metabolismo Osseo. Pois possuem grande afinidade pela
hidroxiapatita, ligando-se fortemente a por¢do mineral do tecido 6sseo, apresentam
longo tempo de meia vida e sdo divididos em nitrogenados e nao-nitrogenados. Os
bifosfonatos que possuem nitrogénio em sua estrutura, agem na inibicdo da

remodelacdo 6ssea mediada por osteoclastos, por interferir na prenilacdo de
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algumas proteinas formadas na via do mevalonato, pela inibicAo da enzima
farnesilpirofosfato sintase. Essas proteinas regulam processos importantes para a
funcdo dos osteoclastos e a organizacdo celular, levando a célula & apoptose e a
reducdo da atividade. Tais efeitos sobre 0s osteoclastos levam primariamente a
inibicdo da reabsorcdo e, secundariamente, & diminuicdo do turnover 6sseo
(FLEISCH, 2002).

O alendronato de so6dio é um bifosfonato amplamente empregado na
prevencao e tratamento da osteoporose, aumentando a densidade mineral éssea e,
consequentemente, reduzindo a incidéncia de fraturas. E administrado por via oral,
em dose Unica diaria ou semanal (CANETTIERI et al., 2009).

Observamos que em varios estudos onde houve ensaios clinicos, todos os
agentes bisfosfonatos tém demonstrado efichcia na prevengcdo de fraturas
vertebrais, mas somente o acido zoledrbnico, risedronato e alendronato, reduzem
significativamente o risco de fraturas nao vertebrais (pelve, fémur distal, tibia
proximal, costela, umero proximal, antebraco e fémur proximal). Além disso, a
reducgéo no risco de fratura de fémur proximal (quadril) foi estabelecida apenas para
o risedronato, alendronato e acido zoledronico. (WILKES, M., NAVICKIS, J., CHAN,
W., LEWIECKI, M., 2010)

O ranelato de estroncio trata-se de agente terapéutico com acdo 0Ossea
anabdlica e antirreabsortiva simultdnea. Os achados indicam que o tratamento da
osteoporose pds-menopdusica com o ranelato de estroncio 2 mg/dia por 5 anos
reduzem, de modo sustentavel, a incidéncia de fraturas vertebrais e ndo vertebrais
em cinco anos, demonstrando que essa medicagao parece ser eficaz no tratamento
da osteoporose pés-menopausica em longo prazo. (WELLS, G,; CRANNEY, A;
PETERSON, J.; BOUCHER, M.; SHEA, B; ROBINSON, V. et al; 2008)

Como a osteoporose acomete em maior nimero as mulheres, os modelos de
animais mais utilizados em estudos relacionados a desmineralizagdo devido a
supressdo hormonal sdo ratas submetidas ao processo cirdrgico denominado
ovariectomia. Os mecanismos que ocorrem nas ratas ovariectomizadas sdo 0s
mesmos que ocorrem em humanos, mimetizando a condigdo pds-menopausa, e

deve-se, principalmente, ao desbalanceamento no turnover 0sseo, ou seja, a
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reabsorcdo Ossea excede a formagdo Ossea levando & desmineralizacdo
(THOMPSON et al., 1995). Dessa forma, esse modelo é apropriado para estudos
relacionados a osteoporose e tem sido utilizado em muitos trabalhos na investigacéo
de novas terapias (YAMAGUCHI et al., 2012; NAM et al., 2012; LUZIVITO et al.,
2011).

Esse trabalho consiste analise microscépica comparativa do tecido 6sseo de
ratas ovariectomizadas nao tratadas, ovariectomizadas tratadas com alendronato de
sodio e ranelato de estroncio, e ndo ovariectomizadas, utilizando-se o fémur como

regido de estudo.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudar através da histomorfometria a influéncia do Alendronato de Sédio e
Ranelato de Estroncio na mineralizagdo da regido do fémur em ratas
ovariectomizadas, através da comparacdo com o grupo de ratas ovariectomizadas

tratadas com NaCl e com ratas normais.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar, através da histomorfometria, o perfil de mineralizacdo da regido do
fémur de ratas ovariectomizadas e tratadas com Alendronato de Sodio e

Ranelato de Estroncio.

e Estudar, através da histomorfometria, o perfil de mineralizacdo da regido do

fémur de ratas ovariectomizadas e nao tratadas.

e Estudar, através da histomorfometria, o perfil de mineralizacdo da regido do

fémur de ratas normais.

e Avaliar o efeito do Alendronato de Sdédio e Ranelato de Estroncio
na mineralizagdo da regido do fémur de ratas ovariectomizadas em

comparagao com ratas ovariectomizadas nao tratadas e com ratas normais.
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3 Metodologia

3.1 Local e Grupos de Estudo

Foram utilizadas neste estudo 108 ratas adultas Wistar, obtidas do Biotério da
USC, Universidade Sagrado Coragéo. Durante o periodo experimental foram
mantidas em caixas plasticas, alimentadas com agua e racdo ad libtum, num
ambiente de temperatura e luz controladas (ciclo de 12 horas). Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em 6 grupos experimentais de 18 animais cada,
descritos a seguir. SHAM OVX/NaCl, SHAM/ALD e SHAM/RAE e OVX/ALD,
OVX/RAE, OVX/NaCl.

Tabela 2. Descri¢céo dos grupos de estudo

Grupos Descrigao
1) SHAM/NaCl N&o sofreram ovariectomia e foram tratados com NacCl
2) SHAM/ALD Nao sofreram ovariectomia e foram tratados com Alendronato de Sédio
3) SHAM/RAE N&o sofreram ovariectomia e foram tratados com Ranelato de Estréncio
4) OVX/NaCl Sofreram ovariectomia e foram tratados com NacCl

5) OVX/ALD Sofreram ovariectomia e foram tratados com Alendronato de Sédio

6) OVX/RAE Sofreram ovariectomia e foram tratados com Ranelato de Estréncio

3.2 Delineamento Experimental

Os animais dos grupos OVX sofreram ovariectomia e foram preservados por
60 dias. Os animais do grupo SHAM sofreram 0 mesmo procedimento, porém sem a
remocgdo dos ovarios. Apés o periodo de preservacao iniciaram-se os tratamentos
com NacCl, Alendronato de sodio e Ranelato de estroncio este tratamento estendeu-
se ate o final do experimento. Apds 90,105 e 135 dias da ovariectomia 6 animais de

cada grupo sofreram eutanasia. (Figura 1)
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Figura 1. Discriminagdo esquematica da cronologia do experimento.

3.3 Comprovacao do ciclo estral

Com a finalidade de comprovacgédo da maturidade sexual das ratas, com base
na presenca de hormoénios e com o intuito de comprovar a supressdo hormonal pés
ovariectomia, foi realizado esfregaco vaginal antes da realizacdo da ovariectomia
(Figura 2) e também 60 dias apés esse procedimento para comprovacao do Ciclo
Estral na fase Diestro (aumento do numero de leucécitos), atravées do método de
Shorr. (SHORR, 1941).
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Figura 2. Realizac&o do esfregaco vaginal.

3.4 Tratamentos

A administracdo dos medicamentos foi feita por via oral através do método de
gavagem oral. Foi utilizada uma canula metalica propria para gavagem inserida no
trato gastrointestinal, apés a imobilizacdo das ratas (Figura 3). Os medicamentos
foram diluidos em agua para que a dose, de acordo com a tabela 2, estivesse

contida no volume de 1mL, que foi dado para cada animal.

Figura 3. Realizagdo da administracdo da droga por meio de gavagem.



24

Tabela 3. Doses administradas de acordo com o medicamento.

Medicamento Fornecedor Grupo Dose
Soro fisiolégico Arboreto, Juiz de Fora, MG, Brasil NacCl 0,9%
Alendronato de s6dio  Purifarma®, Sao Paulo, SP, Brasil ~ ALD 0,2mg/kg/dia
Ranelato de estroncio Protos®, Servier/Gidy-Franca RAE 625 mg/kg/dia

3.5 Ovariectomia

3.5.1 Anestesia e Assepsia

Para a realizacdo dos procedimentos cirargicos, o0s animais foram
anestesiados com Cloridrato de Ketamina 90 mg/Kg (Dopalen® — Vetbrands, Sao
Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de Xilazina 10 mg/Kg (Rompum® Bayer, S&o Paulo,
SP, Brasil), administradas por via intraperitoneal (IP). Apdés o inicio de agdo da
anestesia foi realizado os procedimentos de tricotomia e desinfec¢éo na regiao a ser
operada com PVPI (polivinilpiloridona).

f

Figura 4. Animal em decubito lateral previamente ao procedimento cirurgico.

3.5.2. Técnica cirargica

Podemos observar na Figura 6 a ilustracdo fotogréfica do procedimento
cirdrgico. Na Figura 6 imagem A observamos o animal em decubito lateral,

anestesiado, imagem B e C podemos observar os tecidos que sofrerdo divulgéo e
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exposicdo dos ovarios e na imagem D podemos observar o momento da remocao
dos ovérios. Em seguida foi realizada a sutura do plano mais interno com fio
reabsorvivel (Vicryl 4-0®, Johnson & Johnson) e da superficie cutdnea com fio de
seda (Seda 4-0®, Johnson & Johnson). As cirurgias SHAM (cirurgias ficticias) foram
realizadas expondo-se 0s ovarios e em seguida os retornando intactos para a
posicéo original e foram feitas as suturas por planos, com o objetivo de simular o
estresse cirdrgico. Apdés as cirurgias, 0s animais receberam dose Unica de
Enrofloxacino (Flotril® 2,5%, Schering-Plough) numa dose de 10,0mg/kg de peso
corpéreo por via intramuscular. Como forma de analgesia foi aplicado por

via subcutanea Dipirona Sédica (Dipirona Sédica®, 0,5 g/ml, Ariston).

Figura 5. llustracédo fotografica do procedimento cirdrgico de ovariectomia
bilateral em ratas wistar: A) Animal em decubito lateral anestesiado, apés
tricotomia e desinfec¢éo da regido a ser operada com PVPI; B) Procedimento
de divulsao dos tecidos; C) Exposicdo; D) Remocéao dos ovarios.
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3.5.3. Preparo das Pegas

Decorrido os periodos de observacdo de 90, 105 e 135 dias os animais
sofreram eutandsia com administragcdo EV de Barbitaricos na dose de 150,0mg/kg
de peso animal. Subsequentemente, as pecgas de fémur foram removidas e fixadas
em formol a 10% por 48 horas para proceder as analises macroscopica, radiografica

e microscopica. (Figura 7)

Figura 6. Pecas do fémur fixadas em formol 10%

3.5.5 Analise Microscépica

As pecas fixadas foram descalcificadas usando EDTA18% (&cido
etilenodiaminotetracético). Para inclusdo em parafina as pecas foram previamente
seccionadas conforme as Figuras 8 e 9, afim de obter imagens nas regides de
interesse. Os cortes microscépicos foram obtidos no sentido longitudinal, com seis

micrébmetros de espessura e corados pelo método da hematoxilina/eosina (H.E.).
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Figura 7. Realiza¢cdo do corte da cabeca do fémur apds a descalcificacao para
montagem das laminas.

Figura 8. Pecas preparadas para incluséo, Letra A regido da cabeca do fémur, e
Letra B corte transverso no corpo do fémur.

As laminas foram observadas no fotomicroscépio Nikon Eclipse 80i, acoplado
a um analisador de imagens (Image Pro-Plus® 5.1). Todas as imagens foram salvas

para analise cuidadosa de todas as estruturas e tecidos presentes. (Figura 10).
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Figura 9. Fotografia do fotomicroscéopio Nikon Eclipse 80i utilizado para a captura
das imagens.
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4. Resultados

4.1 Analise Macroscopica

Os espécimes foram analisados macroscopicamente nas suas dimensdes e
fotografados. As imagens foram capturadas usando camera Nikon COOLPIX®. Nao
foi notada nenhuma diferenga macroscopica nas amostras entre 0os grupos. A figura
10 mostra a imagem do fémur do Grupo SHAM apo6s fixacao por 48 em formol.
(Figura 11)

Figura 10. llustracdo macroscopica do fémur em preparo para corte.
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4.2 Analise Microscopica

A Figura 13 mostra fotomicrografia do corte transverso do fémur de uma peca

do grupo SHAM/ALD 90 dias, mostrando suas principais estruturas.

Figura 11. Fotomicrografia do grupo SHAM/ALD 90 dias mostrando as principais
estruturas. Ampliacdo de 2 vezes, coloragéao H.E.

A éarea da cabeca do fémur onde realizamos a comparacao entre 0S grupos
foi padronizada em forma de quadrante conforme a Figura 14.

Figura 12. Fotomicrografia do grupo SHAM/ALD 90 dias demonstrando area
padronizada para estudo.

A Figura 15 mostra uma fotomicrografia representativa do grupo SHAM 90
dias e a Figura 16 representa do grupo SHAM 105 dias. Nestes grupos ndo houve a

retirada do ovario.



31

Figura 13. Fotomicrografia do grupo SHAM/ALD 90 dias.

Figura 14. Fotomicrografia do grupo SHAM/NaCl 105 dias.

A Figura 17 mostra uma fotomicrografia do grupo OVX/NaCl 90 dias, que
ilustra o inicio da formacéo das lacunas 6sseas decorrentes da desmineralizagédo

0ssea causada pela menopausa induzida cirurgicamente.
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Figura 15. Panoramica Grupo OVX/NaCl 90 dias. As setas indicam as lacunas
0sseas.

Nas Figuras 18 e 19 estdo mostradas as fotomicrografias dos grupos
OVX/RAE e OVX/ALD onde podemos notar menor quantidade de lacunas 0ssea,

provavelmente em decorréncia do tratamento.

Figura 16. Panoramica Grupo OVX/RAE 90 dias.
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Figura 17. Panoramica Grupo OVX/ALD 90 dias.

Na Figura 20 fotomicrografia do grupo OVX/NaCl 105 dias, podemos notar a
existéncia de maiores lacunas 6sseas em relagéo ao periodo de 90 dias.

Figura 18. Panoramica Grupo OVX/NaCl 105 dias.

Nas Figura 21 e 22 fotomicrografia do grupo OVX/RAE 105 dias e OVX ALD
podemos notar lacunas 6sseas menores e em menor quantidade em relagcdo ao
grupo OVX/NaCl (Figura 20).
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Figura 20. Panoramica Grupo OVX/ALE 105 dias.

A Figura 23 ilustra fotomicrografias de todos os grupos analisados na regido
previamente padronizada da cabe¢a do fémur, aumento 20x, nos periodos de
90,105 e 135 dias para demonstracdo da progressdao do experimento.



35

Figura 21. Fotomicrografias do grupos. (A)SHAM/NaCl 90 DIAS; (B)
SHAM/NaCl 105 DIAS; (C) SHAM/NaCl 135 DIAS, (D)SHAM/ALD 90 DIAS; (E)
SHAM/ALD 105 DIAS; (F) SHAM/ALD 135 DIAS, (G) SHAM/RAE 90 DIAS; (H)

SHAM/RAE 105 DIAS; (I) SHAM/RAE 135 DIAS; (J) OVX/NaCl 90 DIAS; (K)
OVX/NaCl 105 DIAS; (L) OVX/NaCl 135 DIAS, (M)OVX/ALD 90 DIAS; (N)
OVX/ALD 105 DIAS; (O) OVX/ALD 135 DIAS, (P) OVX/RAE 90 DIAS; (Q)
VX/RAE 105 DIAS; (R) OVX/RAE 135 DIAS; aumento 20x, coloragao HE.
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A Tabela 4 mostra os resultados da média e desvio padréo da morfometria

de Tecido 6sseo de acordo com o grupo e os periodos de observacéo

Tabela 4. Valor médio e desvio padréo da morfometria de tecido ésseo.

Grupo/Periodo 90 dias 105 dias 135 dias
SHAM/NaCl 90,2+4,7 922+1,7 92526
SHAM/ALD 932+6,2 915+9,9 952+3,7
SHAM/RAE 88,7 £10 90,7+1,8 91,0£35
OVX/NaCl 89,0+6,9 825+4,7 77,7+26
SHAM/ALD 91,0+25 89,7+53 96,7+2,2
SHAM/RAE 89,6+60 892+47 964+1,6

As figuras 24,25 e 26 mostram a morfometria do tecido 6sseo de acordo com
os periodos de observacdo, respectivamente dos grupos NaCl, Alendronato de
Sodio e Ranelato de Estroncio. A Figura 27, mostra morfometria comparativa de
todos os grupos e periodos. Letras iguais indicam diferengas estatisticamente
significantes (p<0,05, ANOVA, Tukey).
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Figura 22. Morfometria do tecido 6sseo do Grupo NaCl. Letras iguais representam
p<0,05 (ANOVA.Turkey).
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Figura 23. Morfometria do tecido 6sseo do Grupo Alendronato. Letras iguais
representam p<0,05 (ANOVA.Turkey)
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5 Discussao

A osteoporose € uma doenca que representa um problema de saude publica
no Brasil, sendo assim vem se tornado cada vez mais importante seu estudo devido
ao aumento da expectativa de vida junto ao envelhecimento da populagéo, sendo

mais frequente em mulheres, principalmente na pés menopausa. (POVOA, 2015).

Em 2010, um estudo epidemiolégico realizado no Brasil, apresentou
moderada incidéncia de fraturas em mulheres acima de 50 anos com osteoporose.
Segundo esse estudo, a prevaléncia de fraturas de todos os tipos variou entre 11% e
24%, e a mortalidade apés as fraturas, variou entre 22% e 30%, além de estarem
associadas a altas taxas de incapacidade fisica, piora da qualidade de vida e
excessivo impacto sobre o sistema de saude. No Brasil, os gastos com o
tratamento e a assisténcia no SUS em 2010 foram de aproximadamente R$ 81
milhGes para a atencdo ao paciente portador de osteoporose e vitima de quedas e
fraturas. (POVOA, 2015).

A osteoporose é definida como uma desordem esquelética caracterizada pela
diminuic&o na for¢a dos ossos, predispondo o individuo a sofrer fraturas. Por trata-se
de uma doenca multifatorial, dependendo tanto de fatores genéticos quanto
ambientais, sendo a doenca éssea crbnica mais comum nos seres humanos.
Recentemente, novas pesquisas foram realizadas descobrindo tratamentos para
diversas enfermidades e para melhoria na estrutura de atendimento médico, levando
melhor qualidade de vida para a populagéo idosa. Entre outras patologias cronicas,
destaca-se a osteoporose, com uma importancia crucial na qualidade de vida da

populacédo idosa, sendo muito estudada recentemente. (BACCARO, 2014)

A osteoporose acomete em maior nimero as mulheres no periodo poés-
menopausa, quando ha um déficit hormonal causador da deficiéncia estrogénica.
Portanto, os modelos de animais mais utilizados em estudos relacionados a
desmineralizagdo Ossea devido a supressdo hormonal sdo ratas submetidas
ao processo cirurgico denominado ovariectomia. Os efeitos da ovariectomia no
metabolismo 6sseo de ratas podem ser observados ap6s 60 dias da cirurgia, tempo
escolhido para este estudo (THOMPSON et al., 1995).
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No presente estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, submetidas a
ovariectomia bilateral. Observamos e comprovamos por meio do esfregaco vaginal,
a eficiéncia do modelo de ovariectomia bilateral em ratas. A rata sexualmente
madura apresenta seu ciclo estral dividido em quatro periodos distintos com
caracteristicas préprias: Proestro, Estro, Metaestro e Diestro. Buscamos entdo a
identificacdo citoldgica das caracteristicas do periodo de Estro, este periodo
corresponde a etapa de ovulacdo do animal, caso ndo haja ovulagdo, podemos
confirmar a efichcia da menopausa induzida cirurgicamente. (MOREIRA et
al., 2005).

Os mecanismos que ocorrem nas ratas ovariectomizadas sdo os mesmos que
ocorrem em humanos, mimetizando a condicdo pds-menopausa, e deve-se,
principalmente, ao desbalanceamento no turnover 0sseo, ou seja, a reabsor¢céo
O0ssea excede a formacdo Ossea levando a desmineralizacdo. Dessa forma, o
modelo de ovariectomia € apropriado para estudos relacionados a osteoporose, e
tem sido utilizado em muitos trabalhos na investigagdo de novas terapias
(THOMPSON et al., 1995) (YAMAGUCHI et al, 2012, NAM et al., 2012; LUZIVITO et
al., 2011).

As fraturas que atingem a regido proximal do fémur merecem atengao pelo
ndmero elevado de sequelas, levando a incapacidade de autonomia e até a morte. A
ocorréncia de fraturas leva a maior necessidade de atendimento medico e ao
consumo de medicamentos, causando a perda da qualidade de vida. Podemos
assim justificar a necessidade de pesquisas pela busca de medicamentos que
possam modificar este quadro (MESQUITA ,2009).

A osteoporose ndo tem cura, porem existem diversos tratamentos que visam
impedir o agravamento da mesma. O tratamento tem como finalidade controlar a
dor, retardar ou interromper a perda de massa Ossea e prevenir fraturas. A
escolha do tratamento ir4 depender da causa da doenca, ou seja, se por excesso de
reabsorcéo 6ssea ou por criacdo de massa 6ssea deficiente, ou ainda, se ha outras
patologias associadas. (DE ANDRADE, 2015).

O tratamento da osteoporose pode ser através de:
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a) Fisioterapia para estimular a formacdo 0ssea e fortalecer os musculos
e articulagdes melhorando o equilibrio e a coordenag¢do motora.

b) Terapia de reposi¢édo hormonal (TRH);

¢) Moduladores seletivos de receptores de estrégeno
d) Bisfosfonatos;

e) Calcitonina;

f) Estimulantes de formacéao;

g) Calcio e vitamina D;

h) Cirurgia de vertebroplastia ou cifoplastia;

No presente trabalho pudemos comparar os efeitos do bifosfonato
alendronato de sddio com o estimulante de formacao ranelato de estréncio. Sendo
que, o efeito primordial dos bisfosfonatos, é a inibicdo de reabsor¢do 6ssea, agindo
exatamente no tecido 6sseo e interferindo na ag&o dos osteoclastos. Acredita-se que
0s medicamentos em questdo sejam internalizados pelos osteoclastos e interfiram
com processos bioquimicos que resultam em apoptose. Estes medicamentos séo
utilizados atualmente para o tratamento de vérias doencas caracterizadas pelo
aumento da reabsorcéo 6ssea. (BERENSON, 2002).

Porém ha relatos de reacdes adversas associadas ao uso prolongado destes
agentes, como por exemplo, a fibrilagéo atrial e a osteonecrose de mandibula. Além
disso, apesar destes farmacos serem potentes inibidores da reabsorcdo, néo

exercem efeito na formacao éssea. (POVOA, 2015)

O ranelato de estroncio, quimicamente designado como 5-[bis(carboximetil)-
amino]- 4-ciano-3-tiofenoacetato de diestroncio, foi aprovado em 2004 pela
European Medicines Agency, e em 2005 pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), como principio ativo de um medicamento oral desenvolvido para

o0 tratamento da osteoporose pés-menopausa. (POVOA, 2015)

Alguns estudos farmacoldgicos, tanto em animais como estudos
experimentais em células 0sseas in vitro, puderam demonstrar que o ranelato de
estréncio atua através de um duplo mecanismo de agéo, induzindo a formacéo de
osteoblastos (células responséveis pela formacdo de nova matriz Ossea) e
aumentando a sintese de colageno (o principal componente da matriz organica do

0ss0). Além disso, diminui a reabsorcao 6ssea, induzindo a apoptose (morte celular)
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dos osteoclastos (células responséaveis pela remocdo de osso mineralizado). Em
ratos normais, o ranelato de estroncio induziu a formacao 6ssea e a reducdo da
reabsorcdo Ossea, aumentando a densidade mineral 6ssea. Portanto, o ranelato de
estrébncio € pro-formador e antirreabsortivo. (BARBARA, et al. 2004)
(TAKAHASHI, et al. 2013) (CARVALHO, et al. 2014)

A regiao da cabeca do fémur foi escolhida para verificar a eficiéncia dos
bifosfonatos Alendronato de sodio e Ranelato de estroncio, por representar uma
area critica para analise do comprometimento causado pela osteoporose e sendo
um o0sso de possiveis fraturas. Durante o periodo de preservagdo os animais foram
acompanhados e n&do houve nenhuma alteragdo significante e nenhuma reacgé&o

incomum dos animais.

Os resultados microscépicos demonstraram que os grupos ( 90, 105 dias
e 135 dias) SHAM/NaCl, SHAM/ALD e SHAM/RAE, que sofreram apenas a
exposicdo do ovario (“falsa” ovariectomia) ndo apresentou perda significativa de

tecido 6sseo.

Porém, a andlise microscépica no periodo de 135 dias no grupo OVX
NaCl, ou seja, o grupo ovariectomizado e nao tratado, mostra o processo de
degradacgéo 6ssea bastante evidente. A morfometria do tecido 6sseo comprova esta
constatacdo, desde que o percentual de tecido 6sseo nesse periodo é inferior ao
observado aos 90 dias e essa diferengca é estatisticamente significante como
mostrado na figura 27 (p<0.05 ANOVA, Tukey). A morfometria do tecido 6sseo
mostrou também o efeito protetor da massa éssea em decorréncia dos tratamentos
com Alendronato de Sodio e Ranelato de Estréncio, desde que o percentual obtido
nos grupos OVX/ALD e OVX/RAE s&o maiores que no grupo OVX/NaCl (p<0.05
ANOVA, Tukey) . Sendo assim, o0s resultados do tratamento com drogas
antirreabsortivas como o Alendronato de Sédio e o Ranelato de Estréncio
administrados em ratas ovariectomizadas e ratas normais proporciona a menor
perda de tecido 6sseo ao decorrer do periodo comparado com 0S grupos nao

tratados (NacCl).
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as duas drogas produzem
efeitos semelhantes na prevencdo de perda Ossea em individuos com falta

estrogéncia comparado a individuos normais.

Concluimos que as drogas antirreabsortivas (Alendronato de Soédio e
Ranelato de Estroncio) diminuem a incidéncia de perda Ossea em ratas
ovariectomizadas com supressao estrogénica. Sendo que néo obtivemos diferenca
estatistica comparando o medicamento Alendronato de So6dio com Ranelato de
Estréncio tanto em ratas com metabolismo 6sseo normal como naquelas com

deficiéncia estrogénica.
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