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phosphonates, statins and flavonoids in osteoporotic female rat.] Uso isolado
e combinado de bisfosfonatos, estatina e flavonéide em ratas osteoporéticas.
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This study aimed to treat osteoporosis induced by ovariectomy through the
single and combined use, by employing, in this case, half of the defined doses of
the isolated compounds etidronate, risedronate (bisphosphonates), pravastatin
(statin) and ipriflavone (flavonoid).The experiment consisted of 66 rats were di-
vided into 11 groups of 6 animals, taking control and osteoporosis, the most iso-
lated groups etidronate, risedronate, pravastatin and ipriflavone and associated
etidronate + pravastatin, etidronate + ipriflavone, risedronate + pravastatin, rise-
dronate + ipriflavone and pravastatin + ipriflavone. After 12 weeks of ovariec-
tomy, began administering the drug orally for 30 days. After 35 days, the animals
were sacrificed and blood was collected for biochemical analysis and the tibias
for analysis bone mineral density.The value of the biochemical markers calcium,
phosphorus, albumin, total protein and bone alkaline phosphatase presented no
statistically significant differences. These results provide no information for the
diagnosis and monitoring of osteoporosis. Bone densitometry presented signifi-
cant results for induction and for different treatments, in relation to the osteopo-
rotic group. The results reveal that associations have the same pharmacological
activity as isolated substances, and no antagonistic effect was observed. Thus,
associations can be a therapeutic alternative, since possible side effects can be
reduced by the administration of half the individual dose prescribed.
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RESUMO. Este trabalho teve como finalidade tra-  caso, metade das doses estabelecidas dos compos-
tar a osteoporose induzida por ovariectomia atra-  tosisolados etidronato, risedronato (bisfosfonatos),
vés do uso isolado e combinado, utilizando, neste  pravastatina (estatina) e ipriflavona (flavonéide). O
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experimento foi constituido de 66 ratas que foram
divididas em 11 grupos com 6 animais, tendo o
controle e o osteoporoético, mais os grupos isolados
etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona
e os associados etidronato + pravastatina, etidro-
nato + ipriflavona, risedronato + pravastatina, rise-
dronato + ipriflavona e pravastatina + ipriflavona.
Ap6s 12 semanas da ovariectomia, iniciou-se admi-
nistragdo dos medicamentos, por via oral, durante
30 dias. Aos 35 dias, os animais foram sacrificados
e coletou-se o sangue para andlise dos marcadores
bioquimicos e as tibias para andlise da densidade
mineral 6ssea. Os valores dos marcadores bioqui-
micos calcio, fésforo, albumina, proteinas totais e
fosfatase alcalina 6ssea ndo apresentaram diferen-
cas estatisticamente significativas. Estes resultados
nao fornecem subsidio para o diagnoéstico e acom-
panhamento da osteoporose. A densitometria 6s-
sea mostrou resultados significativos tanto para a
inducdo quanto para os diversos tratamentos em
relagdo ao grupo osteoporético. Os resultados mos-
tram que as associagdes mantem a mesma ativida-
de farmacolégica que as substancias isoladas, nao
sendo percebido efeito antagonico. Deste modo, as
associagdes podem ser uma alternativa terapéutica,
visto a possibilidade de diminui¢do de possiveis
efeitos colaterais, uma vez que foram usadas meta-
de das doses individuais prescritas.

PALAVRAS-CHAVE. Osteoporose, ovariectomia, bis-
fosfonatos, estatina e flavonoéide.

INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenga progressiva que
envolve deterioracdo estrutural do tecido 6sseo, le-
vando a fragilidade e aumento da suscetibilidade
a fraturas, devido reducédo da massa Gssea e ao au-
mento do turnover 6sseo (NOF 2002).

O objetivo do tratamento da osteoporose é evi-
tar a ocorréncia de futuras fraturas que acarreta
na diminuicdo da qualidade de vida. Atualmente,
utiliza-se nas terapias farmacolégicas agentes an-
tiabsortivos que inibem a reabsor¢do do osso ou
agentes formadores de 0sso que restauram a massa
Ossea.

Os bisfosfonatos sao analogos sintéticos do piro-
fosfato, estes fdrmacos atuam ligando-se a cristais
hidroxiapatitas, exercendo assim inibicdo da ab-
sorcdo osteoclastica e inibicdo da desmineralizacao
Ossea, propriedades essas que o caracterizam como
agente antiabsortivo (Vitte et al. 1996). As estatinas
podem causar ganhos substanciais de tecido 6sseo
devido a seus efeitos promotores sobre o fator de
crescimento BMP-2 (proteina morfogenética 6s-

sea-2), o qual conduz a diferenciagdo osteoblastica
e a formacao 6ssea. Os flavonéides compdem uma
ampla classe de substancias de origem natural. Sdo
compostos polifendlicos que possuem efeitos favo-
raveis a remodelacdo 6ssea com diferenciacdo dos
osteoblastos e inibicdo da absor¢do ¢ssea (Notoya
et al. 1993, Albanese et al. 1994).

Recomendam-se modelos animais especificos
para avaliacdo de novos agentes com potencial
para terapéutica da osteoporose clinica (Thompson
et al. 1995), sendo a rata ovariectomizada o mais
utilizado para estudar as consequéncias de perda
6ssea na estrutura e resisténcia 6ssea ou para vali-
dar estratégias terapéuticas (Bagi et al. 1996).

A terapia de combinacdo possui considerédvel
aceitacdo como um meio de aumentar os beneficios
do tratamento em pacientes com doengas cronicas.
Em osteoporose, poucos dados estdo disponiveis
para regimes de combinacdes e avaliaces seguras
tém sido confiadas em densidade mineral dssea
(DMO) usada como um marcador (Cosman et al.
2001). A mensuragao da DMO é feita utilizando a
absorcao de raios-X de dupla energia (DXA®). A
DXA é reconhecida como o método mais valioso
nao-invasivo para medi¢do mineral 6ssea (Fogel-
man & Ryan 1992) e sua ampla utilizacao é devido
a caracteristicas tais como a velocidade, precisao e
baixa exposicdo a radiacao.

Assim, por haver necessidade em buscar al-
ternativas mais eficazes e menos dispendiosas no
controle e principalmente no tratamento da oste-
oporose estabelecida, o presente experimento foi
idealizado na tentativa de tratar a osteoporose in-
duzida por ovariectomia através do uso isolado e
combinado, utilizando, neste caso, metade das do-
ses dos compostos isolados etidronato, risedrona-
to, pravastatina e ipriflavona, que sao agentes que
demonstraram efeitos positivos sobre o metabolis-
mo 0sseo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 66 ratas da raca Wistar, adultas,
pesando em média 250g, procedentes do Biotério do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Satide da Universi-
dade Federal de Vicosa (UFV) e alimentadas com ragao
padronizada comercial para alimentacado de ratos de la-
boratério e dgua ad libitum durante todo experimento.

Os procedimentos experimentais envolvendo os ani-
mais estdo em concordancia com as Normas de Conduta
para o Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo
do DVT/UEFV, tendo sido o projeto aprovado pela Co-
missao de Etica do Departamento de Veterinaria da Uni-
versidade Federal de Vigosa.

A osteoporose foi induzida por ovariectomia. A in-
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tervengdo cirtirgica, em 60 animais, foi feita quando os
animais completaram 5 meses de idade, por incisdo re-
troumbilical, dando acesso a cavidade abdominal, sob
anestesia geral, utilizando da associacdo de quetamina
e xilazina nas doses de 50 e 5 mg/Kg, respectivamente.

Apbs 12 semanas, deu-se inicio ao tratamento farma-
colégico. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 11 grupos experimentais, sendo os grupos constitui-
dos de 6 animais. O grupo 1 (G1), controle, foi constitui-
do de animais normais. O grupo 2 (G2) foi somente sub-
metido a cirurgia. Os demais grupos, além do processo
cirtrgico, foram tratados com os medicamentos; o gru-
po 3 (G3) recebeu etidronato (6 mg/kg) (dose de 400mg
preconizada para humanos), o grupo 4 (G4) risedronato
(0,07 mg/kg) (dose de 5mg preconizada para humanos),
o grupo 5 (Gb) pravastatina (0,6 mg/kg) (dose de 40mg
preconizada para humanos), o grupo 6 (G6) ipriflavo-
na (100 mg/kg), dose esta utilizada em ratas intactas ou
ovariectomizadas (Thorndike & Turner 1998, Arjmandi
et al. 2000), o grupo 7 (G7) etidronato e pravastatina (3
mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 8 (G8) etidronato e iprifla-
vona (3 mg/kg e 50 mg/kg), o grupo 9 (G9) risedronato
e pravastatina (0,035 mg/kg e 0,3 mg/kg), o grupo 10
(G10) risedronato e ipriflavona (0,035 mg/kg e 50 mg/
kg) e o grupo 11 (G11) pravastatina e ipriflavona (0,3
mg/kg e 50 mg/kg). Todas as substancias foram admi-
nistradas por via oral, diariamente, durante 30 dias.

Imediatamente antes dos animais serem eutana-
siados com sobredosagem anestésica (tiopental sédico
50mg/kg), aos 35 dias, foram coletados, através de pun-
¢do da veia cava caudal, 5ml de amostra de sangue para
a dosagem dos niveis séricos de célcio, fésforo, albumi-
na, proteinas totais e fosfatase alcalina 6ssea (FAO). A
seguir, através de disseccdo do tecido muscular, as tibias
direitas foram coletadas e congeladas para estudo den-
sitométrico.

As dosagens sorolégicas de calcio, foésforo, albumina
e proteinas totais foram realizadas utilizando o Apare-
lho Multiparamétrico de Bioquimica (Alizé), bem como
“kits” especificos da marca Biolab, sendo os resultados
expresso em mg/dL.

Para as dosagens soroldgicas de fosfatase alcalina ds-

sea foi utilizado o equipamento de quimioluminescén-
cia Access Immunoassay System da Beckman Coulter,
assim como “kits” Ostase, especifico para dosagem da
FAO, também da mesma inddtstria.

Para andlise densitométrica, as tibias direitas foram
coletadas, identificadas e envolvidas em gaze umede-
cida com solugdo fisiolégica e conservadas em freezer a
20°C negativos, até serem analisadas.

A densidade mineral 6ssea (DMO) foi mensurada
nas tibias dos animais, utilizando densitdmetro 6sseo de
Raio-X com Smart Scan modelo DPX-ALPHA, com sof-
tware especial para pequenos animais.

O ensaio biolégico foi realizado segundo delinea-
mento inteiramente casualizado, com 11 tratamentos em
6 repeticoes.

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia e ao teste F (p<0,05). Os grupos controles (G1
e G2) foram comparados entre si por meio do teste F. Os
grupos tratados (G3 a G11) foram comparados entre si,
através do teste de comparacao multipla Tukey, a 5% de
probabilidade. As comparagdes também foram realiza-
das entre os grupos tratados e os controles G1 e G2, sen-
do que, para o mesmo, foi aplicado o teste de Dunnett a
5% de probabilidade.

RESULTADOS

Os resultados dos marcadores bioquimicos séri-
cos célcio, fésforo, albumina, proteinas totais e fos-
fatase alcalina 0ssea de ratas submetidas aos trata-
mentos com etidronato, risedronato, pravastatina e
ipriflavona isolados e combinados sdo apresenta-
dos na Tabela 1.

Na Tabela 1, verificamos que nao ha diferenca
significativa para os valores de calcio, fésforo, al-
bumina, proteinas totais e fosfatase alcalina 6ssea
séricos entre os grupos tratados, bem como en-
tre o grupos controle (G1) e osteoporético (G2).
Desta forma, estes parametros bioquimicos nao
possibilita direcionar no sentido do diagndstico
da osteoporose.

Tabela 1. Valores médios de calcio, fésforo, albumina, proteinas totais, e fosfatase alcalina 6ssea
séricos de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

Grupos Calcio Fosforo ~ Albumina Proteinas Totais Fosfatase Alcalina
mg/dl mg/dl g/dl g/dl Ossea pg/dl
G1 Controle 12,72+0,26 A 7,70+0,46A 4,52+0,17*°  82,54+4,36A 0,067+0,030 A
G2 Osteoporotico 12,64+0,29 A 7,74+0,30A 4,35+0,26*  80,21+2,87A 0,060+0,032 A
G3 Etidronato 12,36+0,48 a 7,53+0,40 a 4,24+0,19a 76,27+2,45a 0,063+0,025 a
G4 Risedronato 12,73+0,64 a 7,55+0,65a 4,32+0,26 a  81,6943,46 a 0,064+0,031 a
G5 Pravastatina 12,82+0,50a 7,80+0,33a 4,26tx0,15a 81,24+3,44 a 0,061+0,026 a
G6 Ipriflavona 12,75+0,57 a 7,90£0,29 a 4,27+0,08a 75,92+4,41 a 0,060+0,034 a
G7 Etidronato+Pravastatina  12,45+0,55a 7,62+0,54a 4,61+0,18a 84,35+1,99 a 0,064+0,031 a
G8 Etidronato+Ipriflavona 12,54+0,48 a 7,68+0,61a 4,41+0,13a 82,75%3,21 a 0,060+0,036 a
G9 Risedronato+Pravastatina 12,47+0,61a 7,57+0,57 a 4,69+0,09a 84,68+4,10 a 0,061+0,024 a
G10 Risedronato+lpriflavona 12,56+0,53 a 7,66+0,42a 4,57+0,10a 82,31+3,30 a 0,062+0,028 a
G11 Pravastatina+Ipriflavona 12,53+0,56a 7,67+0,35a 4,53+0,21a  83,57+3,54 a 0,063+0,027 a

Médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente, diferem entre si pelo teste F ( P< 0,05).
Médias seguidas de pelo menos um letra mintscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey ( P<0,05).
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Tabela 2. Valores médios de densidade mineral 6ssea das tibias e varia-
¢Oes percentuais em relacdo ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporé-
tico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos.

Grupos DMO Variacdo % em Variacdo % em
relagdo a G1 relagdo a G2

G1 Controle 0,181+0,0341 A - -

G2 Osteoporotico 0,146+0,0151 B - -

G3 Etidronato 0,175+0,0093 a -3,31 +19,86**
G4 Risedronato 0,192+0,0075 a + 6,07 +31,50**
G5 Pravastatina 0,17940,0166 a -1,10 +22,6%*
Go6 Ipriflavona 0,184+0,0162 a +1,66 +26,0**
G7 Etidronato+Pravastatina  0,182+0,0063 a + 0,55 +24,6%*
G8 Etidronato+Ipriflavona 0,182+0,0099 a + 0,55 +24,6%*
GO9Risedronato+Pravastatina 0,184+0,0113 a +1,66 +26,0%*
G10Risedronato+Ipriflavona  0,180+0,0024 a -0,55 +24,6%*
Gl11Pravastatina+Ipriflavona 0,170+0,0167 a -6,07 +16,43**

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitiscula diferente,

diferem entre si pelo teste F(P<0,05).

Médias seguidas de pelo menos uma letra mindscula diferente, diferem entre si

pelo teste de Tukey ( P< 0,05).

*Estatisticamente diferente do controle (G1) pelo teste de Dunnett (P< 0,05).
**Estatisticamente diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnett (P< 0,05).

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados da
densidade mineral 6ssea das tibias de ratas ova-
riectomizadas submetidas aos tratamentos com
etidronato, risedronato, pravastatina e ipriflavona
isolados e combinados.

Na Tabela 2, a indugdo osteoporoética por meio
da ovariectomia pdde ser constatada, o que valida
este método para ser usado no estudo desta pato-
logia. Quando comparado ao grupo osteoporoético
G2, todos os tratamentos apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, o que demonstra a
capacidade destes tratamentos de restaurar o teci-
do ésseo.

DISCUSSAO

Segundo estudo realizado por Dempster et al.
(1995), as ratas apresentam um aumento no turno-
ver 0sseo apds a ovariectomia, que é evidenciado
pelo aumento de osteoclastos na superficie dssea.
Segundo Thompson et al. (1995), em ratas cas-
tradas, a tibia proximal e a vértebra lombar, por
exemplo, respondem similarmente a deficiéncia de
estrogeno como mensurado pela perda de osso tra-
becular e resposta positiva ao tratamento com es-
trégeno, o que pode ser evidenciado neste estudo
em tibias de ratas pela densitometria 6ssea.

A densitometria 6ssea vem sendo utilizada para
avaliar a densidade 6ssea e é referida como recur-
so ttil no diagndstico e orientagao terapéutica com
vistas ao tratamento de doengas osteometabdlicas,
estudos de reparacdes 0sseas de fraturas e procedi-
mentos cirargicos (Louzada 2001). A DMO explica

de 60 a 80% da variabilidade na resisténcia meca-
nica do 0sso e, uma diminuicdo na DMO, tem uma
proxima correlacdo com a ocorréncia das fraturas
na osteoporose (Bell et al. 1967, Mosekilde et al.
1987, Cortet et al. 1995). Os agentes farmacologi-
COs responsaveis por suprimir o turnover 6sseo, au-
mentando a densidade mineral dssea, estdao sendo
desenvolvidos e avaliados por esse método (Jero-
me & Peterson 2001).

O uso associativo de medicamentos tem sido
visto como uma forma de otimizar o tratamento
de doencas cronicas. Em relagdo a osteoporose, as
associa¢Oes ainda sdo reduzidas e avaliagdes segu-
ras tem sido confiadas a densidade mineral dssea
(DMO), usada como um marcador (Harris et al.
2001).

Em relacdo aos marcadores bioquimicos, resul-
tados significativos nao foram encontrados entre
os grupos controle, osteoporoético e tratados. O que
pode ser explicado no caso de calcio e fésforo pela
homeostase presente no organismo. Qualquer alte-
racdo sanguinea de célcio superior a 2,4 mmol/L é
rapidamente corrigido principalmente pelo hormo-
nio da paratire6ide. Resultados concordantes com
estes também foram encontrados por, Cecchettin et
al. (1995), Motta (2003) e Santos (2004), em estudos
sobre a osteoporose.

Proteinas totais sdo envolvidas em mdaltiplas
funcgdes, tais como a manutencdo da pressao os-
motica e da viscosidade do sangue, o transporte de
nutrientes, metab6litos, hormoénios e produtos de
excrecao, regulacao do pH sanguineo e a participa-
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¢do na coagulacao sanguinea (Gonzalez & Scheffer
2002). No estudo de Sequetto (2008), observou que
as alteracOes entre os grupos tratados e o osteopo-
rético foram estatisticamente significativos, o que
nao foi mostrado neste estudo.

Com relacdo as albuminas, Sequetto (2008)
também encontrou diferenga significativa dela
entre os tratamentos e o grupo osteoporotico.
Tendo em vista que ela é a principal proteina res-
ponsével pelo transporte de medicamentos e nu-
trientes, um aumento na sua concentrag¢do acaba
sendo refletido nos valores de proteinas totais, o
que também foi constatado pela pesquisadora. No
entanto, neste estudo as albuminas assim como as
proteinas totais ndo se apresentaram significati-
vas, sendo possivelmente reflexo da metodologia
de inducao.

Alteragdes estatisticamente significativas nos
valores de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) nao foram
observadas no presente estudo, corroborando re-
sultados obtidos por Pinto (2005) e Sequetto (2008),
no entanto os resultados encontrados por Kim, Lee
& Rhee (2003) divergem dos resultados anteriores,
visto que estd enzima é um marcador utilizado
para formagdo 6ssea (Bikle 1997, Vieira 1999).

Tendo em vista que ha agentes formadores de
0ss0, como as estatinas e agentes antiabsortivos,
como os bisfosfonatos, existe uma forte razdo te-
Orica para a associacdo dos mesmos, no intuito de
obter resultados mais satisfatérios. No entanto, os
primeiros estudos ndo se mostraram tdo promisso-
res, segundo Black et al. (2003).

Outros estudos tem associado bisfosfonatos,
moduladores seletivos do receptor estrogénico,
hormoénio da paratiredide, estrégeno, estrégeno
e progesterona e calcitonina (Pinkerton & Dalkin
2007). As primeiras pesquisas associando estati-
nas, flavonodides e bisfosfonatos foram realizadas
por Pinto (2004), onde obteve excelentes resultados
com as associa¢des, mostrando-as bem mais efeti-
vas que o uso isolado dos medicamentos.

Neste estudo, também podde se observar resulta-
dos positivos com as associagdes, apesar delas nao
terem se mostrado melhores do que os compostos
isolados como foi constatado por Pinto (2004), o
que ndo inviabiliza sua utilizagdo, pois nos trata-
mentos associados etidronato + pravastatina, eti-
dronato + ipriflavona, risedronato + pravastatina,
risedronato + ipriflavona e pravastatina + iprifla-
vona foi utilizado a metade da dose dos isolados,
tornando-os assim, uma forma menos danosa ao
organismo, visto que os possiveis efeitos colaterais
estariam sendo minimizados.

CONCLUSAO

Neste estudo, os parametros bioquimicos nao
apresentaram diferencgas significativas entre os di-
versos tratamentos, portanto ndo mostraram evi-
déncias que permita conduzir ao diagnéstico da
osteoporose, bem como do seu tratamento.

A densitometria 6ssea se mostrou excelente mé-
todo para estudo da atividade metabdlica 6ssea,
sendo um recurso util no diagnoéstico e orientagao
terapéutica.
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