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RESUMO

ROCHA, Séania Nara Costa da. Efeitos do acido zoledrénico na
consolidacao de fraturas na diafise dos fémures de ratos osteoporoticos
tratados com osteossintese intramedular . 2018. 102f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médico-Cirargicas) - Programa de PoOs-Graduacdo Stricto Sensu em
Cirurgia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2018.

Com a inversao da piramide populacional houve um aumento da incidéncia
das doencas que cursam com o envelhecimento, notadamente a osteoporose.
E uma doenca caracterizada por reducéo da resisténcia 6ssea, aumentando a
suscetibilidade do individuo para a ocorréncia de fraturas. As quedas em
idosos com osteoporose conduzem, frequentemente, a uma reducdo da
qualidade de vida, perda da independéncia, hospitalizacdo, perda das
capacidades funcionais e acarretam grande impacto econémico. O tratamento
deve ter por base a fisiopatologia da doenca, devendo haver diminuicdo da
atividade do osteoclasto e/ou aumento da atividade dos osteoblastos.
Estudos clinicos demonstraram que o uso de bisfosfonatos reduz o risco de
fraturas femorais em pacientes osteoporoticos. O bisfosfonato eleito para
estudo no presente trabalho foi o acido zoledrénico (AZ). O presente estudo
teve como objetivo analisar os efeitos do AZ na consolidacdo de fratura
diafisaria de fémures de ratos osteoporoéticos submetidos a osteossintese
intramedular. A amostra foi composta por 36 ratos machos, adultos, da
linhagem wistar, com peso que variou de 250 a 300g. Os animais foram
divididos em dois grupos: controle AZ. E foram subdivididos em trés grupos,
de acordo com o periodo de consolidacdo 6ssea (7, 14 e 28 dias). Em todos
0s animais, foi administrada hidrocortisona por um periodo de 28 dias com a
finalidade de induzir a osteoporose. Apos esse periodo, em todos 0s grupos,
foi realizada a producdo de fratura na diafise femoral e osteossintese
intramedular. O grupo do AZ recebeu, por via intraperitoneal, 0,1 mg/kg do
acido e o grupo controle recebeu solucdo salina. Foram realizados estudos
radiologicos e histologicos. No estudo radioldgico, foi quantificada a area do
calo 6sseo. O estudo histoldgico foi realizado para quantificar a formacéo de
colageno tipo | e tipo Il na regido cortical proxima a fratura e no calo 6sseo.
No que se refere & &rea do calo 6sseo, na analise intergrupos, foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes no grupo tratado com
AZ. O grupo de 7 dias tratado com AZ foi significantemente inferior ao grupo
controle (p=0,035), sem diferenca significante entre esses dois grupos nos
dias 14 (p=0,398) e 28 (p=0,711). Assim como, foram observadas, nas
comparacdes dentro do mesmo grupo, diferenca estatisticamente significante,
tanto no grupo controle (p=0,020) como o grupo AZ (p=0,037) apresentaram
aumento estatisticamente significante do volume do calo 6sseo do dia 7 para
o dia 28. Em relacdo ao coladgeno tipo Ill, houve reducdo desse tipo de
colageno no grupo AZ (analise intergrupos). Na analise do colageno tipo I,
ndo houve resultado estatisticamente significante.

Palavras-chave : Osteoporose. Fraturas do fémur. Rato.



ABSTRACT

ROCHA, Séania Nara Costa da. Effects of zoledronic acid in the

consolidation of fractures in the femur of osteopor otic rats treated with

intramedular osteosinthesis. 2018. 107f. Thesis (Doctorate in Medical-
Surgical Sciences) - Pos-Graduation Program Stricto Sensu in Surgery,
Federal University of Ceara, Fortaleza, 2018.

With the inversion of the population pyramid there was an increase in the
incidence of diseases that occur with aging, especially osteoporosis. It is a
disease characterized by a reduction of bone resistance, increasing the
susceptibility of the individual to the occurrence of fractures. Falls in the
elderly with osteoporosis often lead to reduced quality of life, loss of
independence, hospitalization, loss of functional abilities and have a great
economic impact. Treatment should be based on the pathophysiology of the
disease, and there should be decreased osteoclast activity and / or increased
osteoblast activity. Clinical studies have shown that the use of
bisphosphonates reduces the risk of femoral fractures in osteoporotic
patients. The bisphosphonate chosen for study in the present study was
zoledronic acid (AZ). The present study had as objective to verify the effects
of AZ in the consolidation of diaphyseal fracture of femurs of osteoporotic rats
submitted to intramedullary osteosynthesis. The sample consisted of 36 adult
male wistar rats weighing 250-300g. The animals were divided into two
groups: control and AZ. E were subdivided into three groups, according to the
period of bone consolidation (7,14 and 28 days). In all animals,
hydrocortisone was administered for a period of 28 days for the purpose of
inducing osteoporosis. After this period, the production of femoral shaft
fracture and intramedullary osteosynthesis were performed in all groups. The
AZ group received 0.1 mg / kg of the acid intraperitoneally and the control
group received saline. Radiological and histological studies were performed.
In the radiological study, the area of the bone callus was quantified. The
histological study was carried out to quantify the formation of collagen type |
and type lll in the cortical region close to the fracture and in the bone callus.
Regarding the area of bone callus, in the intergroup analysis, statistically
significant differences were observed in the group treated with AZ. The 7-day
group treated with AZ was significantly lower than the control group (p =
0.035), with no significant difference between these two groups on days 14 (p
= 0.398) and 28 (p = 0.711). As in the comparisons within the same group, a
statistically significant difference was observed in both the control group (p =
0.020) and the AZ group (p = 0.037), showing a statistically significant
increase in bone call volume from day 7 to day 28. Zoledronic acid promoted
a slight increase in bone callus in the 28-day group of AZ (intragroups).
Regarding the percentage of collagen type lll, there was a reduction of this
type of collagen in the AZ group (intergroups). In the percentage of collagen
type | there was no statistically significant result.

Keywords : Osteoporosis. Femoral Fractures. Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento da populacéo brasileira

No Brasil, as estatisticas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) mostram que a populacdo esta envelhecendo
(KUCHEMANN, 2012).

Miranda, Mendes e Silva (2016, p.507), em seu estudo sobre os
desafios e consequéncias do envelhecimento populacional brasileiro,
observaram, que “em 2010, existiam 39 idosos para cada grupo de 100

jovens e em 2040, estima-se 153 idosos para cada 100 jovens.”

Desde os anos 1940, é entre a populacdo idosa que se tém
observado as taxas mais altas de crescimento populacional. Na década de
50, a taxa de crescimento da populacao idosa atingiu valores superiores a 3%
ao ano, chegando a 3,4%, entre 1991 e 2000. Espera-se que o0 contingente
de idosos atinja a magnitude de aproximadamente 30,9 milh6es de pessoas,
no ano de 2020, vindo a constituir 14% da populacao brasileira, ocupando,
entdo, o sexto lugar na classificacdo mundial. Essa alta taxa de crescimento
fez com que, na virada do século, a populacdo brasileira de idosos
apresentasse um crescimento oito vezes maior quando comparada as taxas
de crescimento da populacéo jovem (BELTRAO; CAMARANO; KANSO, 2004;
INOUYE; PEDRAZZANI; PAVARINI, 2008).

A partir do ano de 1970, foi observado, no Brasil, o inicio do
processo de envelhecimento populacional. Em 1980, os indicadores de
fecundidade, natalidade e mortalidade tiveram seus niveis drasticamente
reduzidos (VASCONCELOS; GOMES, 2012).

O pais teve seu perfil demogréfico transformado. De uma sociedade
majoritariamente rural e tradicional, com familias numerosas e risco de morte
na infancia elevado, passa-se a uma sociedade predominantemente urbana,
com arranjos familiares diversos e risco de morte na infancia reduzido
(LEONE; MAIA; BALTAR, 2010).
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A reducdo das taxas de fecundidade, fertilidade, natalidade e
mortalidade infantil, a melhoria nas condicdes de saneamento e infraestrutura
basica e o aumento da expectativa de vida ocasionaram uma inversdo da
piramide populacional, demonstrando um grande aumento da longevidade do
ser humano (SILVA et al., 2012).

Dados mostram que a revolucdo demogréafica brasileira constitui
uma conquista e uma responsabilidade para os gestores publicos e para a
sociedade. E de extrema importancia investir na promoc¢&o da autonomia e da
vida saudéavel desse grupo social, assim como prover atencdo adequada as
suas necessidades (MINAYO, 2012).

Em virtude de todos esses fatores, pode-se observar um aumento
da incidéncia das doencas que cursam com o0 envelhecimento, entre elas
pode-se se citar as doencas cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus,
doencas respiratorias crénicas. A doenca eleita para o presente estudo foi a
osteoporose, por se tratar de um problema de Saude Publica. A osteoporose
passou a ser foco de atencdo mundial. Foi por muito tempo considerada uma
doenca da mulher e, atualmente, em virtude da incidéncia significativa de
fraturas osteopordticas no sexo masculino, jA& se reconhece que a

osteoporose € também uma questdo de Saude Publica para o homem
(OLIVEIRA, 2002; GUARNIERO; OLIVEIRA, 2004; SILVA, et al., 2015).

Com o aumento da incidéncia da osteoporose na populacédo idosa,
pode-se verificar claramente o aumento do risco de fraturas. A osteoporose é
caracterizada por uma reducdo da resisténcia Ossea, aumentando a
suscetibilidade do individuo para a ocorréncia de fraturas. O objetivo do
tratamento da osteoporose é a prevencao de fraturas. As quedas em idosos
com osteoporose conduzem, frequentemente, a uma reducao da qualidade de
vida, com perda da independéncia, hospitalizacdo, perda das capacidades
funcionais e acarretam grande impacto econémico (KEAVENY et al., 2007;
SWIFT, 2007; CHANG et al., 2010).

Com a intrinseca relacdo sistémica, a populacédo idosa é a que mais
sofre com as consequéncias da osteoporose. Diante disso, com 0 aumento da
expectativa de vida previsto, havera um crescente aumento do impacto da

doenca nos proximos anos (KANIS et al., 2005).
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1.2 Osteoporose

Em 1830, Jean Georges Chretien Frederic Martin Lobstein,
patologista francés observou, em estudo histologico de um o0sso
osteoporotico, rarefacdo d&ssea, principalmente, quando havia fraturas
decorrentes de baixo impacto. Com base nesses conhecimentos, concluiu-se
gue a doenca afeta toda a microarquitetura éssea, caracterizando-se por uma
desordem esquelética que engloba muitas patologias (GALI, 2001; SOUZA,
2010).

7

A osteoporose, que significa “0sso poroso”, € um distarbio
osteometabdlico caracterizado pela reducdo da densidade mineral 6ssea,
acarretando um aumento da fragilidade 6ssea, o que propicia um elevado
risco de fraturas, tendo maior prevaléncia em idosos. Ocorre, portanto, a
partir da quarta década de vida, uma lenta perda 6ssea, com um predominio
da reabsorcdo sobre a formacdo oOssea (SOUZA, 2010; CAMARGOS;
BONFIM, 2017).

Dentre os fatores de risco, podem-se citar a idade avancada, a raca
caucasoide, o sexo feminino, o historico familiar de osteoporose, as
desordens matabdlicas, a baixa ingestdo de célcio e de vitamina D e o

sedentarismo.

Os fatores de risco mais importantes relacionados a osteoporose e
a fraturas na pés-menopausa sdo: idade, sexo feminino, etnia branca ou
oriental, historia prévia pessoal e familiar de fratura, baixa densidade mineral
ossea (DMO) do colo de fémur, baixo indice de massa corporal, uso de
glicocorticoide oral (dose = 5,0mg/dia de prednisona por periodo superior a
trés meses), fatores ambientais, inclusive o tabagismo, a ingestao abusiva de
bebidas alcodlicas (= trés unidades ao dia), inatividade fisica e a baixa
ingestdo dietética de calcio (COSMAN et al., 2014).

Camargos e Bomfim (2017) puderam observar no resultado de seus
estudos que no ano de 2008, ao nascer, um homem poderia esperar viver,
em média, 69,1 anos e, desses, 1,3 ano seria vivido com osteoporose. No
caso das mulheres, a esperanca de vida € de 76,7 anos e a expectativa de

vida com osteoporose é de 7,9 anos. Ao alcancar a idade de 60 anos, as
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mulheres poderiam esperar viver, em média, por mais 22,7 anos, sendo 7,0
desses anos (31,0%) com osteoporose. Ja para os homens, na mesma idade,
apenas 1,3 ano (6,6%) dos 19,5 anos remanescentes seriam vividos com

osteoporose.

O diagnostico e o tratamento precoce ajudam a evitar fraturas
graves. Muitas fraturas poderiam ser evitadas pelo diagnostico da
osteoporose antes da primeira fratura e, entdo, muitas incapacidades
temporarias e definitivas poderiam ser evitadas. O diagndéstico é realizado por
meio da técnica de densitometria 6ssea, que mede a densidade mineral

O0ssea, e é considerado o melhor teste para sua identificacdo (BANDEIRA;
CARVALHO, 2007).

A densitometria 6ssea realizada por raios-X de dupla-energia é
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), desde 1994, como
padrdo-ouro para o diagnéstico de osteoporose (SAMPAIO NETTO;
COUTINHO; SOUZA, 2007).

A OMS definiu quatro categorias diagndsticas distintas que se
relacionam com o risco de fratura, em que para cada desvio padrdo que
diminui, o risco de fratura duplica. O indice T corresponde a relacdo entre a
densidade mineral 6ssea (DMO) do doente e o valor de DMO correspondente
a populacdo jovem e saudavel de individuos do mesmo sexo. Essa diferenca
€ expressa em numero de desvios-padrdao (DP), sendo o limiar de 2,5
desvios-padrdo de diferenca considerado diagnéstico de osteoporose
(Quadro 1). O critério de diagnéstico em questdo deve ser aplicado a
mulheres caucasianas na p0s menopausa e também em individuos do sexo
masculino com idade igual ou superior a 65 anos (TAVARES et al., 2007).

Quadro 1. Definicdo da Osteoporose pela OMS baseada em Valores da Densitometria
6ssea (DMO).

DEFINICAO VALOR DA DMO

Normal Até -1DP da média do adulto jovem
Osteopenia Entre -1 e -2,5 DP

Osteoporose Abaixo de -2,5 DP

Abaixo de -2,5 DP, na presenca de uma ou mais fraturas por
fragilidade
Fonte: dados obtidos da Organizacdo Mundial de Salde, Geneva (1994).

Osteoporose Grave
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Para a determinacdo de risco de cada individuo, pode ser util a
aplicacdo de indices de risco como a Ferramenta de Avaliacdo de Risco de
Fratura (FRAX). A ferramenta FRAX Brasil € o primeiro modelo de predicao
de fraturas especifico do pais. Baseia-se, na metodologia FRAX original, que
foi validada externamente em varias coortes independentes, e calibrada com
os dados epidemiolégicos retrospectivos de fratura de quadril e de
mortalidade mais consistentes disponiveis (ZERBINI et al., 2015).

FRAX é um algoritmo que calcula a probabilidade em 10 anos da
ocorréncia de fratura osteopoérotica maior (fratura de quadril, vertebral, tmero
e punho) (BOONEN, 2010).

Esse instrumento tem em conta os seguintes fatores: idade, sexo,
histéria de fratura de fragilidade prévia, historia de fratura da anca nos
progenitores, consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo atual, uso de
corticoides, diagndéstico de artrite reumatoide, a existéncia de osteoporose
secundaria e o valor de densidade mineral 6ssea. A probabilidade de fratura
€ calculada a partir dos seguintes fatores clinicos de risco: idade, sexo,
indice de massa corporal e fatores de risco dicotbmicos que compreendem
fratura de fragilidade prévia, historia parental de fratura de quadril, tabagismo
atual, uso de glicocorticoides orais de longo prazo, artrite reumatoide, outras
causas de osteoporose secundaria e consumo de alcool. A DMO do colo
femoral pode ser, opcionalmente, inserida para melhorar a predicdo do risco
de fratura. A probabilidade de fratura é calculada considerando tanto o risco

de fratura, quanto o risco de morte (RADOMINSKI et al., 2017).

O uso de fatores clinicos de risco e as medidas da DMO melhoram
a sensibilidade da predicdo de fraturas sem comprometer a especificidade.
Todos os pacientes, com diagndstico de osteoporose devem ser avaliados
para fatores de risco, antes do inicio do tratamento, por meio de histéria e de
exame fisico minucioso e exames laboratoriais minimos. Testes laboratoriais
especificos devem ser solicitados para diagnostico de causas de osteoporose
secundaria, de acordo com a supeita clinica. Diretrizes brasileiras para o
diagndstico e tratamento da osteoporose em mulheres na pés-menopausa. A
facil acessibilidade, uma vez que se encontra disponivel online, e a fécil

interpretacdo pelos doentes, constituem duas grandes vantagens deste
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instrumento (BOONEN, 2010; RADOMINSKI et al., 2017).

O tratamento deve ter por base a fisiopatologia da doenca. Assim,
na prevencdo ou no tratamento da osteoporose, deve haver diminuicdo da
atividade do osteoclasto ou aumento da atividade do osteoblasto, ou os dois.
O tratamento ideal é aquele que diminui a incidéncia de fraturas por melhorar
a geometria do 0sso e sua microarquitetura. O tecido 6sseo recém-formado
deve ter boa qualidade celular e de matriz, mineralizacdo normal com boa
proporcdo entre 0sso mineralizado (resistente mecanicamente) e néo
mineralizado (flexivel) e sem acumulo de danos. O tratamento ideal deve ter
taxa de remodelacdo positiva e efeito terapéutico rapido e duradouro. Esse
efeito deve ser facilmente detectavel (SOUZA, 2010).

Quando h& o diagnéstico da osteoporose, o0 tratamento
medicamentoso é essencial, principalmente na prevencdo de fraturas graves
como as vertebrais, de quadril e de fémur. S&o varios o0s tratamentos
utilizados para a osteoporose, como uso combinado de célcio e vitamina D,
considerado um tratamento basico da doenca. Outro tratamento
habitualmente utilizado é o uso do bisfosfonato (KHAJURIA; RAZDAN;
MAHAPATRA, 2011; BRANDAO; MACHADO; ACURCIO, 2012).

Food in Drugs Administracion (FDA) dos Estados Unidos aprovou
varias terapias com drogas para reducao de fraturas osteoporéticas, incluindo
bifosfonato, paratohormanio, ralocifeno e estrégenio. A escolha da terapia é

individual e depende da situacgéo clinica do paciente (COHEN, 2018).

A droga eleita para o estudo desse trabalho foi o acido zoledrdnico
(AZ). Este acido pertence a terceira geracdo da classe dos bifosfonatos e é

caracterizado por possuir uma grande poténcia antirreabsortiva.

1.3 Hidrocortisona e sua relagédo com osteoporose

Os corticoides sao utilizados para tratamento de varias doencas,
entre elas, doencas com processos autoimunes e alérgicos; transplante de
6rgaos; insuficiéncia adrenal e hiperplasia adrenal congénita. E considerado

um potente anti-inflamatério. No entanto, o uso prolongado desses
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medicamentos com altas doses trazem efeitos colaterais que podem trazer
trés complicacbes principais quando ha interrupcdo de maneira inadequada:
insuficiéncia adrenal secundaria a supressao do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal, sindrome de retirada ou de privacdo dos corticoides e reativacdo da
doenca de base (ALVES; ROBAZZI; MENDONCA, 2008).

Os corticoesterdide diminuem a inflamacdo de forma sistémica,
resultando em supressdo do sistema imunoldgico. O uso prolongado de
esteroides injetaveis € conhecido por causa dos seus efeitos colaterais,
incluindo osteoporose (perda da densidade Ossea), elevacdo dos niveis de
acucar no sangue, dificuldade no controle da diabetes, ganho de peso,
distarbios do sono, hipertenséao, entre outros (MONEY, 2017).

Varios farmacos contribuem ou exacerbam a patologia
osteopordtica, com particular destaque para os glucocorticoides, encarados
como a causa mais comum de osteoporose secundaria. Dos efeitos
resultantes da administracdo prolongada de corticoides, sobressaem aqueles
gue motivam o decréscimo da formacdo Ossea, através da diminuicdo do
numero de osteoblastos, da inducdo da apoptose de osteoblastos maduros,
da diminuicdo da sintese de matriz e do aumento da diferenciacdo dos
adipécitos na medula 6ssea. Sao responsaveis, ainda, pelo aumento da
osteoclastogénese, possivelmente devido a uma diminuicdo da osteoprote-
gerina e ao aumento da producdo do RANKL (O processo de remodelacéo
O0ssea € regulado pelo sistema RANKL/RANK/osteoprotegerina). Supde-se
que, além das implicacdes na quantidade de osso, sobretudo no 0sso
trabecular, a qualidade também afeta o aumento no turnover 6sseo e a
perfuracdo trabecular. Um outro mecanismo pelo qual os diversos farmacos
referidos interferem no turnover 6sseo é por meio da limitacdo da absorcao
intestinal de calcio, gerando-se um estado de hiperparatiroidismo secundario
a diminuicdo sérica deste ion. Devido a producdo enddgena da suprarrenal
aumentar com a idade, a perda de massa 60ssea pelo uso cronico destes
farmacos é acelerada. Estes glucocorticdides endbégenos associam-se a uma
diminuicdo na vascularizacado e hidratacdo 6ssea, o que provoca a diminuicao
na resisténcia do osso (MARIE. KASSEM, 2011).
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O risco de osteoporose induzida por glicocorticoides é semelhante
em homens e mulheres, e as consequentes fraturas osteoporoéticas e
prejuizos nas atividades da vida diaria resultam em enormes perdas
econdmicas em nivel nacional. Pacientes, com doenca autoimune, podem ter
um alto risco de fratura osteoporética. Uma meta-analise revelou perda de
densidade mineral 6ssea apds o tratamento a longo prazo com baixas doses
de glicocorticbides em pacientes com artrite reumatdide (KONNO et al.,
2015).

H& estudos comprovando que mais de 10% dos pacientes, gue
realizaram tratamento prolongado com corticoides, sao diagnosticados com,
pelo menos, uma fratura, sendo principalmente fraturas de vertebras. O grau
elevado de perda Ossea ocorre dentro dos primeiros 3 a 6 meses de
tratamento e ha um declinio mais lento e progressivo com 0 uso persistente
dessa medicacdo (BUCKLEY et al., 2017).

A osteoporose induzida por glicocorticdides afeta
predominantemente as regibes do esqueleto que tém 0SSO esponjoso
abundante, como a coluna lombar e proximal fémur. Em doentes com
osteoporose induzida por glucocorticoides, a perda de minerais e da
densidade é bifasica; ocorre rapidamente (6 a 12% de perda) no primeiro ano
e mais lentamente (aproximadamente 3% de perda anual) a partir de entao.
No entanto, o risco de fratura aumenta em até 75% nos primeiros 3 meses,
apoOs o inicio da terapia, tipicamente antes de haver um declinio substancial
na densidade mineral 6ssea, sugerindo que existem efeitos adversos dos
glicocorticoides no 0sso que ndo sado capturados densitometria 0sseo
(WEINSTEIN, 2011).

A osteoporose induzida por corticoides é a causa mais frequente de
osteoporose secundaria, que corresponde a 25% de todas as causas de
osteoporose. Dos pacientes que realizam corticoterapia por mais de 6 meses,
50% desenvolvem osteoporose e 1/3 deles sofrem fraturas, caso o tratamento
se prolongue por 1 ano (GUTIERREZ-POLO, 2005).
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1.4 Tecido 6sseo

O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo complexo, cuja
matriz extracelular € calcificada e contém as células que a secretaram, mas

que mantém certo grau de elasticidade (PEREIRA, 2012).

O tecido 0sseo € uma estrutura complexa que compde
estruturalmente o corpo, possui a funcdo de ser ponto de fixacdo entre
tendbes, ligamentos e musculos esqueléticos. A matriz 6ssea € composta
aproximadamente 40% por componente orgéanico e 60% por componente
inorganico. O componente organico, consiste, principalmente, em colageno
tipo 1, o qual fornece resisténcia a tracao, intercalado por proteoglicanos e
outras proteinas da matriz, como osteocalcina e osteopontina. Essas
proteinas sado secretadas por osteoblastos, que sdo diferenciados do
mesénquima 0sseo de células- troncos. O componente inorganico, que € o
componente mineralizado composto por hidroxiapatita de calcio, € o

responsavel pela resisténcia mecéanica (KONG et al., 2018).

Os cristais de hidroxiapatita estdo dispostos de um modo ordenado
ao longo das fibras de colageno tipo I, depositados nas regides lacunares do
colageno, mas também estdo presentes ao longo das regides de
sobreposicdo. JA o componente organico da matriz 6ssea inclui fibras que
sdo, quase exclusivamente, de colageno do tipo I. A resisténcia e forca desse
tecido sdo determinadas pela associacdo das fibras de colagéno com o
componente inorganico da matriz, que diz respeito essencialmente aos
cristais de hidroxiapatita (MARIE; KASSEM, 2011; GARTNER; HIATT, 2007).

Os ossos desempenham a funcdo de protecdo de 6rgdos internos
vitais e de suporte aos musculos, permitindo os movimentos do esqueleto.
Além disso, € um reservatdorio de varios minerais do corpo, a saber,
armazena cerca de 99% do calcio do corpo (GARTNER; HIATT, 2007).

O tecido O0sseo é formado por células e material extracelular
calcificado: a matriz 6ssea. As células séo os ostedcitos, os osteoblastos e os
osteoclastos. Os ostedcitos encontram-se localizados profundamente nas
fibras protéicas da matriz 6ssea estando, provavelmente, envolvidos na

homeostase do calcio plasmatico. Os osteoblastos sdo as células que



28

sintetizam a parte orgéanica (colageno tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas)
da matriz 6ssea, sao capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da
mineralizacdo da matriz. J& os osteoclastos sdo células moéveis, gigantes,
multinucleadas e extensamente ramificadas. A funcdo dos osteoclastos € a
reabsorcdo Ossea. Essas células destroem a matriz sempre que 0 0SSO
precisa ser remodelado (Figura 1) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1 — Aspecto dos tipos celulares envolvidos na remodelag ao Ossea.

Osteoclasto
Reahiorgao Gssea -
Ostedcito ' .
A ~ .

Mdnuu_ru,du Gssea

Osteoblasto
Produgdo gssea

Fonte: Adaptado de Gartner e Hiatt (2007).

Obs.: Os osteoblastos sdo os responsaveis pela producdo de novo 0SSO, 0S ostedcitos
importantes na manutencdo da massa 0ssea e 0s osteoclastos participam na reabsorcao
ossea.

As células do tecido 6sseo podem ser agrupadas em duas séries
diferentes e o0 processo de diferenciacdo das células da linha osteoclastica
estd muito controlado pelas células da linha osteoblastica, através de um eixo
de regulacdo comum, vulgarmente conhecido por RANKL/RANK/OPG. O
equilibrio entre formacdo e reabsorcdo Ossea estd na dependéncia das
flutuacdes locais da razdo RANKL/OPG (JUDAS et al., 2012).

O ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL),
produzido pelos osteoblastos, linfocitos T e linfécitos B, liga-se ao recetor
ativador do fator nuclear kappa B (RANK). Esse receptor encontra-se nas

células da linhagem osteoclastica, ativadas pela ligacdo RANKL-RANK,
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acionando um processo  designhado por  osteoclastogénese. A
osteoprotegerina, produzida também pelos osteoblastos, pertence a familia
do fator de necrose tumoral e é responsavel pela inibicdo da ligacdo RANKL-
RANK, impedindo-o dessa forma, a reabsorcdo Ossea. Nos doentes com
osteoporose, verifica-se uma correlagdo positiva entre o valor da
osteoprotegerina e a densidade mineral éssea da coluna lombar, indicando
que poderd constituir um eventual preditor da perda 6ssea no idoso
(GARTNER; HIATT, 2007; PIETSCHMANN et al., 2009).

Segundo Gartner e Hiatt (2007), os ossos séo classificados pela

sua forma anatomica, apresentando a seguinte classificagao:

0sso0s longos: possuem um corpo situado entre duas epifises (por

exemplo, tibia e fémur).

- 0SSOS curtos: possuem aproximadamente a mesma largura e o

mesmo comprimento (por exemplo, ossos do carpo do punho).

- 0ssos chatos: sdo achatados, delgados e semelhantes a uma

placa (por exemplo, ossos que formam a caixa craniana).

- 0ssos irregulares: tém uma forma irregular e n&do pode ser
incluido nas outras classes (por exemplo, ossos esfendide do

cranio).

- 0ssos sesamoides: formam-se dentro de tendbes (por exemplo,

patela).

O corpo de um osso longo é denominado diafise, e as extremidades
articulares sdo denominadas epifises (cabecas) (Figura 2). A extremidade
articular do osso é dilatada e esculpida de modo a se articular com sua
contraparte O0ssea da articulacdo. A superficie da extremidade articular é
coberta somente por uma delgada camada de osso compacto, sobrejacente
ao 0sSso esponjoso. Em cima dessa camada, fica a cartilagem hialina
articular, altamente polida, que reduz a friccdo ao se movimentar contra a
cartilagem articular da contraparte 60ssea da articulacdo. A area de transicao
entre a placa epifisaria e a diafise é denominada metafise, em que ficam
localizadas colunas de o0sso esponjoso. A placa epifisaria e a metafise séo

responsaveis pelo crescimento do 0sso em comprimento.
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Figura 2 - llustracao da localizacdo dos tecidos que compdem o 0sso longo.

cartilagem articular periostio
osso trabecular  cavidade

0sso cortical

Fonte: Pereira (2012, p.13).

A observacdo macroscoépica do fémur, cortado longitudinalmente,
mostra dois tipos diferentes de estrutura 6ssea: cortical e trabecular. A
superficie externa é constituida por 0sso compacto e praticamente sem
medula. Revestindo o osso cortical, encontra-se o periéosteo, uma membrana

gue contém osteoblastos em sua face interna (JACOBS, 2000).

O osso trabecular é a porcdo porosa da cavidade medular e é
encontrado interiormente nas extremidades dos o0ssos. E menos denso e
mais elastico que o o0sso cortical, possui porosidade de 50% a 90%. As
trabéculas se alinham de acordo com direcionamento das forcas exercidas. A
observacdo mais intima do o0sso esponjoso mostra trabéculas d&sseas
ramificadas e espiculas projetando-se da superficie interna do 0sso compacto
para a cavidade da medula. Ndo h& sistemas de Havers (sistema funcional
fundamental) no osso esponjoso, mas ha arranjos irregulares de lamelas.
Essas contém lacunas abrigando ostedcitos, que sdo nutridos por difusdo da
cavidade medular (JACOBS, 2000; GIBSON, 2003).

Segundo Mohan e Baylink (1991), o metabolismo 6sseo é mantido
por um processo de reabsorcdo e de neoformacdo. Para o controle desse
processo, dois mecanismos tém sido postulados: a regulacédo sistémica, por
meio de horménios reguladores da taxa de célcio e fosfato e a regulacao

local, na qual ocorre a participacdo de fatores de crescimento que atuam
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sobre todas as células de estrutura 6ssea, auxiliando no reparo 6sseo.

A remodelacdo 0ssea consiste num mecanismo de substituicdo ou
reconstrucdo de areas de tecido 6sseo de modo a preservar e a aperfeicoar a
sua funcao, prevenindo sua degradacao. A substituicdo 6ssea € iniciada por
uma fase de reabsor¢cdo osteoclastica, logo seguida por uma etapa de
formacdo osteoblastica. O ciclo de remodelacdo compreende uma série
ordenada de eventos que vao converter uma superficie em repouso numa
zona em remodelacdo seguindo uma sequéncia imutavel de ativacdo que
consiste na eliminacdo da &area de tecido 6sseo que serd substituida por
outra, com pouca ou nenhuma alteracdo da massa 0ssea (PEREIRA, 2010).

Em condicdbes de normalidade, a dinamica O0ssea permite a
manutencdo da homeostasia, obtendo-se um equilibrio entre a atividade dos
varios tipos celulares e, consequentemente, uma harmonia entre a producao
e a reabsorcdo do osso, resultando numa estrutura &éssea estavel
(GARTNER; HIATT, 2007).

1.5 Fratura do fémur e consolidagcdo 0ssea

Durante o envelhecimento, h4 um comprometimento no turnover
0sseo, com impacto quer na estrutura quer nas propriedades dos
constituintes do osso, elevando-se, desse modo, o risco de fratura. Enquanto
no esqueleto de um individuo jovem e saudavel, a taxa de formacdo Ossea
iguala a taxa de reabsorcdo, com o decorrer da idade esse balanco é
modificado, no sentido de beneficiar a reabsorcdo O0ssea em relacdo a

producado (SYED; NG, 2010).

No processo de envelhecimento, as fraturas de fémur em pessoas
com idade igual ou superior a 60 anos (idosos) representam um grande
impacto para a saude publica e estdo associadas a elevada morbimortalidade
e grandes custos socioecondmicos. Entre as fraturas, as mais comuns sdo as
de fémur para as quais a osteoporose é um importante fator de risco,
justificando sua maior ocorréncia entre as mulheres com idade igual ou
superior a 60 anos (DORE et al., 2013; SOARES, et al., 2014).
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Em pacientes com menos de 40 anos, as fraturas da diafise femoral
apresentam uma incidéncia anual de 1 a 4:10.000 pessoas e ocorrem,
principalmente, devido a traumas de alta energia, que podem ser observados
em ferimentos por arma de fogo, queda de grande altura e acidentes de
transito. J4 na populacdo idosa, acima de 60 anos, ocorre por acidentes de
baixa energia como as quedas da prépria altura que representa as lesdes
traumaticas mais comuns que acometem as regidoes proximal, distal e a
diafise femoral (KUPCZIK et al., 2009; MORAES et al., 2009).

O fémur é o maior osso do corpo e esta envolto por grandes
massas musculares. Em relagcdo aos traumas de membros inferiores, séo
responsaveis por importante morbidade e mortalidade (BUCHOLZ;
BRUMBACK, 1993; HEBERT et al., 2003).

Segundo Kupczik et al. (2009), as fraturas de fémur podem ser
fechadas ou expostas e seu tratamento € predominantemente cirurgico por
meio da fixagc&o interna ou externa que proporcionam estabilidade necessaria

para a consolidacdo éssea.

A fixacao interna promove estabilidade, permite mobilidade livre e
indolor das articulagdes e algum suporte de carga. Porém, ndo pode ser
utilizada nos casos de fraturas muito proximais ou distais na diafise. Com os
avancos recentes, tem-se a haste intramedular bloqueada, que atinge

qualquer nivel da diafise femoral (REIS, 2007).

Segundo Orr et al. (2002), € consenso que as lesbes 0sseas devem
ser fixadas o quanto antes, por promoverem melhora das condi¢cdes
hemodinamicas, protecdo as estruturas adjacentes ao foco dessa fratura e

mobilizacdo precoce do paciente.

Historicamente, tém-se desenvolvido métodos de tratamento
cirurgico, baseados nos conceitos de fixacdo bioldégica das fraturas que
orientam o menor manuseio do involucro do fémur com o intuito de preservar
a sua vascularizacdo e consequente melhor capacidade de consolidacéao
O0ssea (FALAVINHA, 1996).

Estudo comparativo de haste intramedular e a placa ponte para o

tratamento das fraturas multifragmentarias do fémur de 119 pacientes
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mostrou que esses métodos de osteossintese sao eficientes com bons e
excelentes resultados clinicos, alto indice de consolidacdo das fraturas e
baixos indices de complica¢c6es (FERNANDES et al., 2002).

Ja as hastes bloqueadas possuem vantagens biomecanicas quando
comparadas a outras técnicas de imobilizacdo, visto que permitem a
estabilizacdo rigida das fraturas e preservam os padrdes bioldgicos de
osteossintese (ROMANO et al., 2008).

No concernente ao tratamento conservador, esse s6 acontece em
raras circunstancias quando o hospital ndo possui material minimo
adequado, o médico ndo estd habilitado para esse tipo de intervencdo ou nos
casos de processos infecciosos. Mesmo assim o tratamento conservador é
temporario, e o paciente deve ser transferido para um centro melhor

adaptado para o tratamento dessa fratura (HEBERT et al., 2003).

A consolidacdo 6ssea € um processo complexo que envolve
multiplas fases que se superpdem. No tecido 0sseo, existe uma complexa
interacdo de fatores reguladores locais e sistémicos. Esses mediadores
promovem equilibrio continuo entre formacéo e reabsor¢cdo. A ocorréncia de
uma fratura culmina na quebra desse equilibrio e a partir desse momento,
uma série de eventos intra e extracelulares vdo ocorrer com o0 objetivo de
reparar o tecido lesado (GUARNIERO et al., 2007; SANTOS, 2011).

A formacédo de tecido 6sseo € influenciada por muitos fatores,
sendo o principal o suprimento sanguineo, pois proporciona a oxigenacao
tecidual e, consequentemente, a formacdo colagena, a proliferacdo de
fibroblastos e capilares, a atividade de osteoblastos e osteoclastos, além da
formacédo e da mineralizacdo no calo 6sseo. Outros fatores influenciam nos
processos de reparo 0sseos como Fator de Crescimento Transformador Beta
1 (TGF-Bl1), Fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) e Proteina Morfogenética Ossea
(BMPs) (KOPSCHINA, 2010).

A consolidacdo das fraturas de ossos tubulares pode ser dividida
em seis estagios. No primeiro estagio, também chamado de hematoma,

ocorre um extravasamento de sangue nos vasos rompidos para o periosteo,
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gue ocorre apos algumas horas e pode se estender por dias. O segundo
estdgio, ou estigio inflamatério, caracteriza-se pela formacdo de um
exsudato serofibrinoso e o0 aumento de células antecessoras dos
osteoblastos, que comecam a reabsorver o tecido 6sseo necrosado, dois dias

apos a fratura.

O terceiro estdgio caracteriza-se pela formacdo de tecido de
granulacdo que atua na angiogénese e na organizacdo dos tecidos e
estruturas e ocorre entre o segundo e o décimo segundo dia, ap0s a fratura.
A partir do quarto estagio, inicia-se o processo de consolidacdo éssea. Esse
estdgio € evidente apds a primeira semana e pode durar varios meses. Nessa
fase, o calo 0sseo encontra-se mole ou fibroso e vai gradativamente se
transformando em calo duro, o calo 0sseo propriamente dito. No quinto
estagio, o calo 6sseo esta formado. No sexto estagio, chamado de estagio de
remodelacdo, o osso maduro € substituido por tecido 6sseo lamelar. Esse
processo se da em todos os individuos ao longo da vida, sendo mais evidente
nos meses que sucedem uma fratura (SCHWARTSMANN; LECH; TELOKEN,

2003).

O processo de regeneracdo Ossea pode ser dividido em trés
estdgios principais: fase inflamatoria, reparo e remodelacdo. A inflamatéria
inicia-se logo apo0s a fratura e ocorre durante ainda 2 a 3 semanas.
Caracteriza-se por processo inflamatorio ja que no exsudato do hematoma
contém diversos fatores inflamatérios, angiogénicos e de crescimento
liberados por componentes sanguineos, como as plaquetas, células locais,
mastocitos, macréfagos, neutrofilos e linfécitos. Dai a importancia de
conservar e estimular o fluxo sanguineo a matriz 6ssea (MENDES et al.,
2001).

O processo cicatricial ndo ocorre sem a angiogénese. O fator de
crescimento vascular endotelial atua induzindo a angiogénese, etapa
fundamental para a osteogénese. Isso porque é fundamental garantir
suprimento nutricional, bem como suprimento de fatores sanguineos para o
remodelamento ésseo (RIBEIRO, 2015).

Uma caracteristica marcante nos processos iniciais da osteogénese

€ a proliferacdo de células do periésteo proximo ao local da fratura. Essas
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células sdo precursoras dos osteoblastos, sendo estes 0s responsaveis por
todo o processo de osteogénese, atuando como mediador do crescimento da
substancia intercelular., Com o surgimento do tecido celular, ha o
amadurecimento celular, originando osteoblastos ou condroblastos. Como ja
citado, os osteoblastos serdo imprescindiveis para a sintese da substancia
O0ssea, depositando uma matriz intercelular de colageno e polissacarideos
que se junta sais de calcio, formando o osso primario, formando
posteriormente a estrutura amadurecida denominada calo 6sseo. Esse calo,
posteriormente, serd reabsorvido e remodelado pela acdo catalitica dos
osteoclastos (SOUSA, 2003; FERREIRA; BANSI; PASCHOAL, 2014).

Algumas drogas como a hialuronidase, esterdides anabolizantes,
insulina, condroitina sulfato, horménio do crescimento, calcitonina, hormonios
tiroidianos e vitaminas A e D atuam estimulando a consolidacdo éssea; em
contrapartida drogas como corticosterdides, anticoagulantes, tiouracil e
vitaminas A e D em altas doses atuam retardando a consolidacao
(GIORDANO et al., 1999).

O uso de corticosterdides retarda o processo de reparo das
fraturas, pois diminui a formacdo do hematoma fraturario, limitando a fase
inflamatodria; retarda a producdo de tecido cartilaginoso que seria substituido
posteriormente por osso trabecular. A resposta inflamatéria é indispensavel
no processo de reparacdo. Sem a inflamacdo, ndo seria possivel a
cicatrizacao dos tecidos (MENDES et al., 2001; SANTOS, 2011).

Giordano et al. (1999) realizaram um estudo experimental em ratos,
em que estudaram a influéncia da enoxaparina na consolidacdo das fraturas
e concluiram que essa droga estimulou a formacdo de calo 6sseo em fases

intermediarias de sua formacéo.

1.6 Acido zoledrénico

O &cido zoledrbnico pertence a classe dos bifosfonatos (BFs). Os
primeiros BFs foram sintetizados por Von Bayer e Hofmann. Devido a
propriedade de inibirem a precipitacdao de sais de calcio. A primeira aplicacao

desse grupo de farmacos foi como agentes anticorrosivos, nao sendo
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descritos efeitos potencialmente terapéuticos. O conhecimento de suas
caracteristicas biol6gicas data da década de 60 (FLEISCH, 2002; NOVARTIS,
2016).

Os Bisfosfonatos (BFs) s&do agentes antirreabsortivos, com
diferentes mecanismos de acdo osteoclastica e tém sido usados amplamente
para tratamento de osteoporose, bem como em tratamentos de metastases
O0sseas, mieloma mualtiplo e doenca de Paget, promovendo boa eficacia

terapéutica nessas doencas (LANG et al., 2016).

Os BFs apresentam, na sua estrutura, dois grupos fosfatos ligados
a um atomo de carbono central (P-C-P) e duas cadeias laterais (R1 e R2),
unidas ao carbono central. A estrutura P-C-P, juntamente com as cadeias
laterais, permitem um grande numero de variacdes possiveis, dai surgirem
varios tipos de bifosfonatos (JACOBSEN; ZWAHLEN; GRATZ, 2006).

Sao anéalogos quimicos da substancia endégena, denominada acido
pirofosforico, que, no organismo, se encontra como pirofosfato, um inibidor
natural da reabsorcdo 6ssea. No entanto, essa substancia ndo pode ser
utilizada como agente terapéutico no tratamento de doencas Osseas, pois
sofre uma rapida hidrélise enzimatica. Os BFs sdo seus analogos sintéticos,
em que o atomo central de oxigénio é substituido por um de carbono. Essa
modificacdo faz com que os BFs sejam mais resistentes a degradacéao
enzimatica e possuam uma meia-vida biolégica maior, suficiente para
influenciar o metabolismo 6sseo (LICATA, 1997; KHAJURIA; RAZDANA;
MAHAPATRAB, 2015).

Os BFs desaparecem rapidamente da circulagcdo, unem-se aos
minerais dos 0Ss0S e concentram-se, seletivamente, em 0sso. Se néo forem
incorporados na matriz mineral dos ossos, 0s BFs sdo eliminados através da
urina. Sao forte inibidores da atividade osteoclastica. Todos os compostos
dos BFs acumulam-se por longos periodos de tempo na matriz 0ssea
mineralizada. Dependendo da duracdo do tratamento e do BF especifico
prescrito, esse farmaco pode manter-se anos no nosso organismo (LIN, 1996;
GREEN, 2001).
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Os bifosfonatos possuem propriedades antiangiogénicas e podem
ser diretamente tumoricidas, tornando-os importantes agentes no tratamento
do cancer (MARTIN et al., 2001).

Segundo Green (2001), os BFs inibem a proliferacdo, reduzem a

viabilidade e induzem a apoptose em muitas células tumorais humanas.

Os bifosfonatos podem dividir-se em duas subclasses, conforme
uma de suas cadeias laterais possuirem ou ndo uma ligacdo nitrogenada
(KUMAR et al., 2007).

Existem trés geracbes de BFs. Os BFs da primeira geracéo
(medronato, clodronato e etidronato) ndao possuem ligacao nitrogenada e séo
menos potentes. Os BFs da segunda geracdo, também chamados de
aminobifosfonatos (alendronato e pamidronato), sdo de 10 a 100 vezes mais
potentes que os da primeira geracdo. E os da terceira geragcdo (risedronato e
zoledronato) sao os mais modernos, cerca de 10.000 a 100.000 vezes mais
potentes que os da primeira geracédo e possuem efeitos mais prolongados. Os
BFs de segunda e de terceira geracdo por conterem o0 nitrogénio em sua

formula quimica, sdo chamados de nitrogenados (FRIEDMAN, 2006).

Os BFs nitrogenados (pamidronato, alendronato, residronato,
ibandronato e &acido zoleidrénico) sdo considerados mais potentes, pois
inibem a via do mevalonato, blogueando a enzima farnesil-difosfato sintetase,
0 que resulta numa alteracdo da membrana celular lipidica do osteoclasto,
levando a uma alteracdo do seu mecanismo celular, provocando a apoptose
osteoclastica (KUMAR et al., 2007).

Em geral, os BFs sdo bem tolerados se forem administrados
corretamente, porém existem relatos de efeitos adversos associados ao seu
uso. No caso dos BFs orais, os efeitos adversos mais frequentes sao ulceras
gastricas, esofagites e osteomalacia. Os intravenosos sdo similares aos
orais, tendo sido descrito alguns casos de flebites, anemia, edema, fadiga e
sindromes pseudogripais. Doses endovenosas elevadas podem causar
problemas renais, como faléncia renal e necrose tubular aguda (VERA et al.,
2007).
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O efeito adverso mais sério da terapia com o0s BFs é a
osteonecrose associada ao uso deste farmaco, em regido de mandibula e
maxila, antes conhecida como osteonecrose associada ao uso de
bifosfonatos ou Bisphosphonate-Related Osteonecrosis of the Jaw (BRONJ) e
atualmente denominada osteonecrose associada ao uso de medicamentos
antirreabsortivos ou antiangiogénicos - Medication Related Osteonecrosis of
the Jaw (MRONJ) (SENTURK et al., 2016).

O acido zoledrbnico pertence a terceira geracdo dos BFs, sendo
considerado atualmente o mais potente. Esse acido possui dois atomos de
nitrogénio em um anel imidazol heterociclico (Figura 3). Ha forte evidéncia de
gue os BFs, a base de nitrogénio, exercem seus efeitos celulares por meio da
inibicdo especifica de uma enzima na via do mevalonato, a farnesil
difosfatosintase (FPPS). O mecanismo de acdo dos BFs que possuem
nitrogénio é a inibicdo da remodelacdo O0ssea mediada pelos osteoclastos,
por prevenir a prenilacdo de algumas proteinas formadas na via metabdlica

da sintese de colesterol.

Figura 3 — Estrutura do acido zoledrénico.
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Fonte: Leish (2007).

O acido zoledrénico pode ser infundido por via intravenosa por um
tempo mais curto (15-20 min) e volume (soro fisiolégico ou glicosado) minimo
de 100 ml. A caracteristica quimica desse acido prolonga sua meia-vida no
0SSO e permite exercer seu efeito no esqueleto durante meses e talvez anos
apos sua administracdo. E importante ressaltar que uma caracteristica tipica
da classe dos BFs é sua pobre absorcdao, quando administrada por via oral,

variando de 0,5 a 3% especialmente na presenca de alimentos. Esse acido €
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considerado a melhor opcdo de tratamento devido a sua maior poténcia e
remissdo prolongada, em uma Unica infusdo de curto tempo. E utilizado no
tratamento da hipercalcemia de malignidade, e ainda se mostra de grande
eficacia no tratamento da osteoporose pOs- menopausa, oOsteoporose
induzida por corticoide e doenca de Paget (GRIZ; COLARES; BANDEIRA,
2006).

Siris et al. (2006) demonstraram que o uso de BFs reduz o risco da
ocorréncia de fraturas em pacientes osteoporoticos, sendo considerado o
tratamento de escolha e observaram que a eficacia do tratamento da
osteoporose é comprometida pelos baixos niveis de aderéncia e persisténcia.

Araujo et al. (2008) concluiram gque wuma alta aderéncia no
tratamento é necessaria para minimizar os riscos de fraturas e que o uso de
uma medicacdo anual € necessaria para melhorar da relacdo aderéncia-

efetividade.

Os BFs orais tém uma baixa absorcdo no trato gastrointestinal,
por esse motivo 0s pacientes devem ingeri-los em jejum com 200 ml de
agua. Apds a ingestdo, devem ficar de 30 a 60 minutos, na posicdo ereta
para evitar a esofagite. Por esse motivo, o uso do &cido zoledrbénico anual
torna-se mais interessante, havendo uma maior aderéncia do paciente no

tratamento.

Ragi-Eis et al. (2007). observaram que a maioria das pacientes
preferiu 0 esquema de administracdo de apenas uma vez por més do
ibandronato ao esquema semanal do alendronato. Concluindo que as
percepcdes de preferéncia e conveniéncia das pacientes sobre o esquema
posologico também deveriam ser levadas em consideracdo ao se prescrever
um bisfosfonato oral, podendo causar um impacto favoravel em relacdo a

adesao ao tratamento.

Lewiecki et al. (2007) mostram que o ibandronato oral, uma vez por
meés, é essencialmente semelhante ao alendronato oral uma vez por semana
em termos de melhora da densidade mineral 6ssea (DMO) do quadril total, do
trocanter e do colo femoral ap6s 12 meses.
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Miller et al. (2008), mostraram que o ibandronato uma vez por més
é clinicamente comparavel ao alendronato uma vez por semana para

aumentar a DMO na coluna lombar e no quadril apds 12 meses.

Black et al. (2007) em seu estudo sobre o uso do acido
zoledrbnico no tratamento da osteoporose pés-menopausa, concluiu que uma
infusdo anual de acido zoledrénico 5 mg em um periodo de trés anos; reduz
significativamente o risco de fraturas vertebrais, de quadril e outros tipos;
melhora a densidade mineral 0ssea e dos marcadores de metabolismo

dsseo.

Tadakoro (2009) verificou a farmacoeconomia e custo-efetividade
dos bisfosfonatos no Brasil e concluiu que o acido zoledrénico é a melhor
opcao de custo, aderéncia e efetividade, sendo a melhor terapéutica

disponivel para minimizar o impacto econdmico do tratamento.

O estudo do zoledronato também é largamente utilizado nos casos
de complicacdes osteoliticas de metastases 6sseas. Em modelos com ratos,
0 zoledronato reduz a incidéncia de metastases 0sseas de cancer de pulméo
(LU et al., 2008).

Griz, Colares e Bandeira (2006), em seu estudo sobre o
“Tratamento da doenca de Paget 6ssea: importancia do acido zoledrdnico”,
concluiram que o desenvolvimento de inibidores especificos da reabsorcao
O0ssea mediada pelos osteoclastos, particularmente os bisfosfonatos de ultima
geracdo como o alendronato, risedronato e o azido zoledrénico, permitiu
maiores chances de sucesso no tratamento da doenca de Paget, mesmo nos
casos mais severos, sendo, portanto, o acido zoledrénico a melhor opcao de

tratamento.

Ferreira Janior, Casado e Barboza (2007) elaboraram uma pesquisa
para observar os efeitos dos bifosfonatos na reparacédo de fraturas em tibias
de ratas com osteoporose e concluiram, através da morfometria e
hostomorfometria, que foi possivel constatar a melhoria na densidade 6ssea,
na densidade trabecular 6ssea e espessura do calo 6sseo em todos os
grupos tratados, sendo que o alendronato de sodio obteve melhores

resultados.
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Matos, Araujo e Paixao (2007), em seu estudo, concluiram que o
zoledronato estimulou acentuadamente a formacdo Ossea na area
metafisaria, resultando em grande quantidade de tecido Osseo trabecular e

pouca fibrose medular.

Pereira et al. (2009), em seu estudo sobre o efeito do acido
zoledrbénico em tibias de ratas ooforectomizadas, concluiram que esse acido
também nao teve influéncia significativa na massa corpérea dos animais,
porém, ao se analisarem o0s resultados, observaram que o acido néo
aumentou significativamente a resisténcia 6ssea da diéfise tibial ou area

trabecular 6ssea diafisaria.

Palacio et al. (2010) estudaram o zoledronato no tratamento da
osteoporose umeral em ratas e concluiram que esse bifosfonato ndo teve
influéncia significativa na massa corpérea dos animais. Os resultados
mostraram que o0 zoledronato aumentou significativamente a resisténcia
O0ssea do Umero proximal e a area trabecular 6ssea na regido metafisaria do
amero em ratas osteoporoéticas, sendo, portanto, necessaria a realizacédo de

outros estudos para se evidenciar sua eficacia em outras regides umerais.

Khajuria et al. (2015), em seu estudo intitulado “Efeitos da terapia
combinada com &cido zoledrénico e propranolol na resisténcia mecéanica em
um modelo de rato com osteoporose por desuso”, concluiram que terapia
combinada com ZOL mais PRO deve ser recomendada para o tratamento da

osteoporose por desuso.

1.7 Importancia e justificativa

Com o aumento da longevidade do ser humano, pode-se observar
um aumento da incidéncia das doencas que cursam com o envelhecimento,
entre elas, a osteoporose. Essa doenca é caracterizada por uma reducédo da
resisténcia Ossea, aumentando a suscetibilidade do individuo para a
ocorréncia de fraturas. Por esse motivo, surgiu o interesse em estudar a

resposta do acido zolédronico no tratamento de fraturas osteoporéticas.

O resultado desse trabalho é de extrema importancia para o cenario

demogréafico atual. As quedas em idosos com osteoporose conduzem,
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frequentemente, a uma reducdo da qualidade de vida, com perda da
independéncia, hospitalizacdo, perda das capacidades funcionais e
acarretam grande impacto socio econémico. A escolha do acido zoledrdénico
se deve ao fato desse medicamento ser administrado por via endovenosa e
em dose anual, o que facilita a adesdo e a resposta do paciente ao

tratamento.

Dessa forma, pode-se observar direta e mais claramente o impacto
desse medicamento na reparacdo dessas fraturas osteoporoéticas, fato que
abriria uma opcdo para o uso deste farmaco quando o paciente estiver

hospitalizado para tratar sua fratura de fémur.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar os efeitos do acido zoledrénico na consolidacdo de fratura
diafisaria de fémures de ratos osteoporéticos submetidos a osteossintese

intramedular.

2.2 Especificos

Mensurar a area do calo 6sseo nas fraturas de fémures de ratos

osteoporoticos do grupo tratado com o acido zoledrénico e do

grupo nao tratado.

- Quantificar a formacdo de coldgeno nas fraturas de fémures de
ratos osteopordticos do grupo tratado com o acido zoledrénico e

do grupo néo tratado.

- Comparar a formacao do calo 6sseo dos animais osteoporoticos
tratados com o acido zoledrénico, com o calo 6sseo dos animais

osteoporoticos nado tratados em cada sub-grupo.

- ldentificar as diferencas entre a formacdo de colageno dos
animais osteoporoéticos tratados com acido zoledrdnico, e o0s

animais osteoporéticos nao tratados em cada subgrupo.
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3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal
(CEUA) do Centro Universitario Christus (Unichristus), no Protocolo de
numero 041/17 (Anexo 1) aprovado no dia 27 (vinte e sete) de setembro de
2017, conforme a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

A pesquisa foi realizada obedecendo aos principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle em
Experimentacao Animal (CONCEA).

Foram aplicadas as normas de redacdo do Guia para Normalizacédo

de Trabalhos Académicos da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Todos os recursos utilizados na pesquisa sdo préprios do
pesquisador. Nao havendo conflito de interesses.

3.2 Local da pesquisa

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Cirurgia Experimental
(LABCEX) da Universidade Federal do Ceard e no Laboratorio de Cirurgia

Experimental do Centro Universitario Christus (Unichristus).

3.3 Caracterizagcao da amostra

Foram utilizados, neste estudo, 36 ratos (Rattus novergicus albinus)
da raca Wistar, machos, adultos (4 meses), pesando entre 250 e 300g,
provenientes do Biotério Central do Laboratorio de Cirurgia Experimental do
Centro Universitario Christus (Unichristus). Cada animal, antes do

experimento, foi avaliado, sendo selecionados somente os saudaveis.
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3.4 Ambiente de experimentacéao

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (opacas),
especificas para a espécie, com medidas 41x34x16 e providas com tampa de
aco inoxidavel, para apoiar o bebedouro e a ragdo. Foram alojados 4 ratos
adultos por gaiola. Essas eram limpas diariamente e mantidas em local seco
e arejado, com temperatura ambiente controlada entre 18° e 25°C, com
iluminacdo adequada, umidade relativa do ar de 55% e observando-se a
alternancia dos ciclos claro-escuro a cada 12 horas, no biotério central do
Centro Universitario Christus (Unichristus) e oferta de agua e alimento ad

libitum (rac&o balanceada da marca Fri-Ribe® prépria para animais).

3.5 Delineamento do estudo

Tratou-se de um estudo experimental, controlado em ratos wistar
(Rattus novergicus albinus), submetidos a corticoterapia (hidrocortisona)
diaria, via intramuscular, na regido posterior da coxa esquerda, com seringa
de 1mL e agulha 13 x 0,45 mm, com dosagem de 18 mg/kg/dia, por um
periodo de 28 dias, de acordo com o estudo de Jamacaru (2006), com a

finalidade de induzir a osteoporose.

Apoés a administracdo de hidrocortisona por um periodo de 28 dias,
os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico, em gque foi realizada
osteossintese intramedular com fio de Kirshner de 1.0 , e posteriormente a

producao de fratura de fémur numa guilhotina romba (TEIXEIRA, 2010).

Todos os grupos foram submetidos a todas as etapas descritas
anteriormente sendo que, no grupo do tratamento (GAZ), os animais
receberam a aplicacdo de &cido zoledrénico (AZ), via intraperitoneal, 0,1

mg/kg de acordo com os estudos de Palacio et al. (2010).

No grupo controle (GC), foi administrada, por via intraperitoneal, 0,1
mg/kg solucéo fisioldégica. Essa intervencdo objetivou avaliar os efeitos do
acido zoledrdénico sobre o processo de consolidacdo déssea em fraturas
diafisarias de fémures de ratos osteoporoticos submetidos a osteossintese

intramedular.
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3.5.1 Distribuicédo e organizacdo dos grupos do estudo

Os 36 (trinta e seis) animais foram distribuidos em dois grupos
numericamente iguais: grupo controle (GC) e grupo do acido zoledrénico
(GAZ). Posteriormente, foram redistribuidos em trés subgrupos de acordo
com o periodo de consolidagcdo 6ssea em 7, 14, 28 dias, com 6 (seis) animais

em cada um desses subgrupos (Figura 4).

Figura 4 - Distribuicdo dos animais nos grupo acima descritos, e 0os subgrupos com
os correspondentes tempos de coleta.

AMOSTRA
36 ANIMAIS
GRUPO GRUPO DO ACIDO
CONTROLE (GC)- ZOLEDRONICO
18 ANIMAIS (GAZ)- 18 ANIMAIS
Grupo Grupo Grupo Grupo Acido C-Ergpo C‘EN.JPO
Control Controle Controle Zoledrénico AC"i'°, AC"i'°,
. Zoledronico Zoledronico
ede? de 14 de 28 7 dias 14 dias 28 dias-
dias dias dias GC28 GAZ7 GAZ14 GAZ14

Fonte: Elaborada pela pesquisadora.

- Grupo Controle (GC): constituido de 18 (dezoito) ratos da raca
Wistar que receberam aplicacdo de hidrocortisona por um periodo de 28 dias
consecutivos com a finalidade de induzir a osteoporose. Posteriormente, no
29° dia os animais foram submetidos ao procedimento cirargico que consistia
em uma incisdo longitudinal anterior na articulagdo do joelho direito do
animal. A patela foi deslocada medialmente, com a finalidade de localizar o
intercondilo do fémur. Para encontrar a regido do canal medular, utilizou-se

um iniciador de Haste Intramedular, realizando, com ele, um orificio entre os
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condilos. Apds a abordagem do canal medular, por via retrograda,
intercondiliana, foi introduzido um fio de Kirshner, até o fio ultrapassar o
trocanter maior e exteriorizar-se na pele. Esse fio era deixado no canal
medular, sendo utilizado como haste intramedular, blogueado no trocanter
maior, curvando a extremidade do fio de Kirshner, para evitar migracao e
sepultado abaixo da pele do animal. A patela era reduzida e a ferida cirdrgica
suturada com fio de sutura Mononylon 5.0. Ap6s o procedimento cirdrgico,
era realizada a producéao das fraturas. A técnica utilizada para a producédo de
fraturas foi a estabilizacdo do fémur do animal em uma guilhotina romba.
Para uma correta posicdo do fémur nessa depressédo, o animal deve ser
colocado na diagonal em relacdo a base da guilhotina romba, com a
articulacédo do joelho em flexdo e o quadril em rotacdo interna e a barra de
aco, ao ser destravada, provoca a fratura na diafise do fémur. Apds esses
procedimentos, eram administrados, em dose Unica, via intraperitoneal,
0,1mg/Kg, de solucao salina. Esses grupos foram subdivididos de acordo com
o periodo de consolidacédo 6ssea em 7, 14, 28 dias com seis animais em cada
um desses grupos. Respeitando o tempo determinado em cada subgrupo, os
animais foram sacrificados e era realizada a dissecacao do fémur para a
realizacdo da analise radiolégica e a avaliacdo histopatoldégica do tecido
0sseo .

- Grupo Acido Zoledrénico (GAZO): constituido de 18 ratos, que
foram submetidos aos procedimentos descritos acima com excecdo da
aplicacdo da solucdo salina intraperitoneal. Apds esses procedimentos, era
administrado, via intraperitoneal, 0,1mg/Kg, do Acido Zoledrdnico, em dose
Gnica. Esses grupos foram subdivididos de acordo com o periodo de
consolidagdo 6ssea em 7, 14, 28 dias com seis animais em cada um desses
subgrupos. No periodo determinado em cada subgrupo, os animais foram
sacrificados e era realizada a dissecacdo do fémur para a realizacdo da

analise radioldgica e a avaliacdo histopatoldgica do tecido 0sseo.

3.5.2 Técnica anestésica

Os animais foram pesados, para os calculos da anestesia e dose do

medicamento. Foram submetidos a anestesia geral com injec&o intraperitonial
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com cloridrato de xilazina (5mg/kg) e cloridrato de cetamina (40mg/kg),
mantidos em plano anestésico satisfatério ao procedimento cirdrgico a ser
realizado. A anestesia foi realizada no quadrante inferior esquerdo do
abddémen. Efetuou-se a elevacéo da pele com uma das maos e fez-se injecéao
com a perfuracdo da parede abdominal a 90°, garantindo o acesso a
cavidade intraperitoneal sem o risco de lesdo das visceras. Obtido o nivel
anestésico adequado, os animais eram colocados na mesa operatéria, em
decubito dorsal. A profundidade anestésica era avaliada por parametros
clinicos, como a frequéncia respiratéria e cardiaca, arritmias, movimentos
das narinas e perda dos reflexos corneopalpebrais e de retirada da pata

traseira contralateral ao estimulo doloroso por preensao.

3.5.3 Procedimento de preparacédo e administracdo das drogas

Os grupos foram submetidos a corticoterapia (succinato sédico de
hidrocortisona), nome comercial: Gliocort®. Apresentacédo: po liofilo para
solucdo injetavel Gliocort 100mg: caixa com 50 frascos-ampola de vidro
transparente. Apresenta composicao: gliocort 100mg, Cada frasco-ampola
contém 133,672mg de succinato sodico de hidrocortisona equivalente a

100mg de hidrocortisona base.

Foi administrada por 28 dias, via intramuscular, na regido posterior
da coxa esquerda, com seringa de 1 mL e agulha 13 x 0,45mm, com dosagem
de 18 mg/Kg/dia, por um periodo de 28 dias para inducdo da osteoporose, de

acordo com o estudo de Jamacaru (2006).

O medicamento utilizado para o grupo do tratamento foi o
ACLASTA® (acido zoledrbnico), 5 mg/100 mL- embalagens contendo 1 frasco
de 100 mL de solucdo acondicionada em frascos plasticos, pronta para uso.
Cada frasco com 100 mL de solucdo de Aclasta® contém 5 mg de acido
zoledrénico (anidro), equivalente a 5,330 mg de acido zoledrbnico
monoidratado. Excipientes: manitol, citrato de sédio e agua para injetaveis.
Fabricado por Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica ou Fresenius Kabi
Austria GmbH, Graz, Austria. Apresenta marca registrada de Novartis AG,

Basileia, Suica. Foi administrado por via intraperitoneal, 0,1mg/Kg. Esse
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farmaco foi administrado ao final do procedimento cirargico, em dose Unica
(PALACIO et al., 2010).

A solucdo salina utilizada no estudo foi produzida pela Quimica
Farmacéutica Gaspar Viana (Fortaleza, CE), sendo administrado por via

intraperitoneal, 0,1mg/Kg, dose Unica no grupo controle.

3.6 Procedimento cirargico

Tanto grupo do &cido zoledrénico (GAZ), bem como 0 grupo
controle (GC) foram submetidos ao procedimento cirdrgico. Todo o material
utilizado na intervencédo cirdrgica foi devidamente esterilizado e utilizado em

apenas um animal por esterilizacao.

Os animais foram pesados, para os calculos da anestesia e dose do
medicamento. Para a anestesia foram utilizadas cloridrato de xilazina
(5mg/kg) e o cloridrato de cetamina (40mg/kg) por via intraperitoneal. A
anestesia foi realizada no quadrante inferior esquerdo do abdémen. Efetuou-
se a elevacéo da pele com uma das méos e fez-se injecdo com a perfuragcao
da parede abdominal a 90°, garantindo o acesso a cavidade intraperitoneal

sem o risco de lesdao das visceras.

Apés o estabelecimento de um nivel anestésico apropriado, que
poderia ser facilmente verificado ao se observar o animal imdével ao
manuseio, com auséncia de resposta a estimulos nociceptivos e a
manutencdo de frequéncia e amplitude respiratéria normal, foi realizada uma
tricotomia na regido anterior da articulacdo do joelho direito do animal com
aparelho de barbear elétrico e, posteriormente, colocado em decubito dorsal
sobre mesas cirurgicas, especialmente confeccionadas para animais de
pequeno porte. Com lodopovidona, foi realizada a antissepsia da area a ser

submetida ao procedimento cirurgico.

Foi realizada uma incisdo longitudinal anterior na articulacdo do
joelho direito do animal. A patela foi deslocada medialmente, com a finalidade
de localizar o intercondilo do fémur. Para encontrar a regiao do canal
medular, utilizou-se um iniciador de Haste Intramedular, realizando, com ele,

um orificio entre os condilos (Figura 5).
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Figura 5 — Incisdo longitudinal anterior na articulacao do joe Iho direito (JD) do animal
e orificio de acesso ao canal medular entre os cénd  ilos.

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: Animal em declbito dorsal, com joelho direito (JD) em flexdo. Letras C e P
correspondem, respectivamente, a coxa e a pata do animal.

Apo6s a abordagem do canal medular, por via retrégrada,
intercondiliana, foi introduzido um fio de Kirshner de 1mm de didmetro com o
auxilio de um motor de suspensdo mini de 130W, velocidade de 0 a 18.000
rpm, até o fio ultrapassar o trocanter maior e exteriorizar-se na pele. Esse fio
foi deixado no canal medular, sendo utilizado como haste intramedular,
bloqueado no trocanter maior, curvando a extremidade do fio de Kirshner,
para evitar migracao (Figura 6) e sepultado abaixo da pele do animal. A
patela foi reduzida e a ferida cirdrgica suturada com fio de sutura Mononylon
5.0.
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Figura 6 — Bloqueio do fio de Kirshner (F) na regido trocanter iana (RT).

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: Animal em decubito lateral. Letras C e P correspondem, respectivamente, a coxa e
pata do animal.

3.7 Técnica de inducgao da fratura

Apbés o procedimento cirdrgico, foi realizada a producdo das
fraturas. A técnica utilizada para a producéo de fraturas foi a estabiliza¢cédo do
fémur do animal em uma guilhotina romba, a que foi utilizada por Teixeira
(2010), composta de uma base (A) com duas barras verticais e paralelas (B e
C), e um dispositivo com quatro pontos (D) com duas depressdes entre eles,
uma para posicionar o fémur do animal e outra para a superficie romba.
Deslizando entre as barras verticais, ha uma barra de aco com superficie
romba (E), que fica travada (F) no platd (G), encontrado na outra extremidade
de barras verticais, ligando-as. Quando a barra de aco é destravada do platé,

ela cai com forgca de 5N, suficiente para fraturar a diafise femoral (Figura 5).

Na figura 7, pode-se observar a barra de ago destravada, o que
permite uma melhor visualizacdo de tudo o que foi elucidado acima. A
depressdo (H) no dispositivo preso a base em que o fémur do animal é

estabilizado para ser submetido a fratura.
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Figura 7 - llustracdo da guilhotina romba.

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: llustracdo composta de uma base (A), duas barras verticais e paralelas (B e C),
dispositivo com quatro pontos (D), com duas depressfes entre eles (H), barra de aco com
superficie romba (E), que fica travada (F) no platd (G). Quando é destravada, cai com forca
de 5N, suficiente para fraturar a diafise femoral do animal.

Para uma correta posi¢cao do fémur nessa depresséao (Figura 7-H), o
animal deve ser colocado na diagonal em relacdo a base da guilhotina romba,
com a articulacao do joelho em flexao e o quadril em rotacéao interna. Antes
da barra de aco ser destravada, o pesquisador tem que ser cuidadoso,
certificando-se de que a cauda do animal ndo seja exposta pela forca que ira
causar a fratura, situando-a ao longo do corpo do animal. O pesquisador
segura o animal ainda anestesiado durante todo o processo da inducédo da
fratura. Na figura 8, pode-se observar melhor o posicionamento do animal na
guilhotina romba no momento da fratura.

Figura 8 — Posicionamento do animal na guilhotinar  omba no momento da fratura.

Fonte: Acervo da pesquisadora.
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No pos-operatério, os animais, de ambos o0s grupos, receberam
Paracetamol (2mg/kg) associado a fosfato de codeina (0,03mg/kg)
(CODEX®), diluido na agua, por trés dias.

Apoés o efeito da anestesia até o dia do sacrificio, os animais nao
foram imobilizados, deambulando livremente, conforme o membro submetido

ao procedimento permitisse.

3.8 Estudo radiolégico

Apo6s o sacrificio e dissecacdo dos fémures dos animais de cada
subgrupo, foi realizado o exame radiografico. A aquisicdo das imagens
radiogréaficas foi realizada no Nucleo de Exceléncia em Odontologia (NEXO)
em Fortaleza, Ceara, por meio do equipamento Gnatus Raio X©
(Equipamentos Médico-Odontolégicos LTDA.) que possui as seguintes
especificacdes: tensdo do tubo de 70kVp, corrente do tubo de 70mA, tempo
de exposicdo de 60 ms a 3,2 s, comprimento do cilindro de 200 mm,
colimador retangular 30x40 mm, filtro equivalente em aluminio 1,5 mm,

dimenséao do foco do tubo 0,8 x 0,8, fator de resfriamento 1:30 segundos.

O tubo foi posicionado verticalmente e a peca anatdbmica colocada
sobre um sensor a 15cm do foco de emissao (Figura 9). A peca anatdémica foi
posicionada com a face anterior voltada para cima, sendo o tempo de
exposicdo de 0,32 segundos selecionado através de um controle digital, em
que todas as funcdes do aparelho sdo comandadas (FiguralO). O sensor
estava conectado em um computador e as imagens obtidas eram visualizadas

e digitalizadas no software Micro Imagem® (Figura 11).



54

Figura 9 — Posicionamento vertical do tubo numa distancia de 1 5 cm do sensor.

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Figura 10 - Controle do equipamento de Raio X demonstrando o te mpo de 0,32
segundos utilizado para aquisicdo da imagem

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: Todas as funcBes do aparelho sdo comandadas pelo controle digital, conectado com
cabo espiralado de 5 metros.
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Figura 11 - Imagem radiolégica capturada e digitalizada no software Micro Imagem®©.

Fonte: Acervo da pesquisadora.

A figura 12 contém imagens radiograficas digitalizadas, ilustrando a
diferenca do calo 6sseo entre os grupos controle e acido zoledrénico nos

tempos estudados, 7, 14 e 28 dias de consolidacéo Ossea.



56

Figura 12 - Imagens radiograficas digitalizadas nos grupos, con trole e acido
zoledrbnico, nos tempos de 7, 14 e 28 dias de conso lidacéo 6ssea.
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Fonte: Acervo da pesquisadora.
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Ap6s a digitalizacdo das imagens radiograficas no software
Microlmagem®©, a area do calo 0sseo (em mm2) foi quantificada. Um
algoritmo baseado na descricdo de White e Rudolph foi desenvolvido para
obter informacdes morfolégicas de cada imagem digitalizada. O algoritmo foi
implementado em MATLAB (versdo R2016a) e executa uma sequéncia de
procedimentos de segmentacdo e operadores morfoldgicos no Region of
Interest (ROI) de cada imagem. Inicialmente o programa |é a imagem e o
operador (leia-se usuario) segmenta a regido em que se encontra o calo
o0sseo (Figura 13). O sotware para a analise do calo 6sseo foi desenvolvido

de forma semelhante ao utilizado no estudo de Teixeira (2010).

Figura 13 - Leitura da imagem digital.
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Fonte: Acervo da pesquisadora.

Apos a leitura da imagem original, o usuario contorna a regido do

calo 6sseo a mao livre, executando outra segmentacao (Figura 14).



Figura 14 - Contorno a mao livre da regidao que contém o calo 6s  seo..
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Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: Note-se também que, na janela do contorno, tem-se também informacdo sobre a
localizac&o e intensidade dos pixels

Apés esse contorno, a ultima imagem segmentada é submetida a
um filtro passa baixa por convolu¢do do ROI com um filtro gaussiano. Isso foi
feito para remover os artefatos normalmente encontrados em componentes
espaciais de baixa frequéncia. Apés esse procedimento, a imagem filtrada foi
subtraida da imagem original e os elementos de alta frequéncia foram
preservados. ApOs esses procedimentos, a imagem resultante da subtracédo
foi binarizada (Figura 15) e a area do calo 6sseo calculada, utilizando os
valores do Field of View (FOV) no eixo-x, FOV no eixo-y, numero de colunas
e numero de linhas na matriz da imagem digital. A area do calo 0sseo foi

calculada da seguinte maneira:

4 FOVx FOVy Fo.1

T, g = .
st Colunas  Linhas (Eq-1)

Areacy,, = Pg. Area,;. . (Eq. 2)

onde, FOVx e FOVy é o Field of View no eixo-x e eixo-y, Colunas é a

qgquantidade de colunas presentes na matriz da imagem original, Linhas
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representa a quantidade de linhas na matriz da imagem original e Pz € a

quantidade de pixels presente dentro do contorno binarizado (Figura 15).

Figura 15 - Binarizacdo da regiao do calo 6sseo.

Scale = rgb2gray (Im_original):

script Ln 243 Col 1

Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: Importante ressaltar que area do calo désseo foi calculada levando-se em
consideracao todos os pixels dentro do contorno da borda.

Como as imagens digitais foram adquiridas em formato DICOM,
todas essas informacdes estavam contidas no Metadata, matriz que contém
as informacgdes especificas sobre o tamanho da imagem e dos pixels (Figura
16).
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Figura 16 - Janela mostra as informac8es de saida d o programa desenvolvido para o
célculo da &rea do calo 6sseo.
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Fonte: Acervo da pesquisadora.

Obs.: No circulo vermelho, tem-se o valor da area contornado do calo, no circulo em azul, o
formato da imagem original (DICOM) e, no circulo na cor preta, as informacdes sobre a
quantidade de pixels no eixo-x e eixo-y.

3.9 Estudo histolégico

O calo 6sseo foi submetido a estudo microscépico em todas as
pecas. As pecas foram submetidas a descalcificacdo com utilizacdo de acido
formico a 5% por 72 horas. ApOs esse periodo, as pecas foram cortadas
longitudinalmente com lamina de bisturi nimero 15 para selecionar apenas o
calo 6sseo e a regido préxima a fratura. Os cortes foram desidratados,
diafanizados, impregnados com parafina fundida, levados ao micré6tomo, onde
foi feito um corte de 5 micrébmetros de espessura. As laminas histolégicas
foram confeccionadas, utilizando-se a coloracédo Picrosirius red (MONTES;
JUNGUEIRA, 1991).

Apos desparafnizacéo e reidratacdo, as laminas foram coradas com
Picrosirius red (Scytech®) por 45 minutos, lavadas rapidamente com &cido
cloridrico 5% e passadas por agua corrente. Apos retirar o excesso de acido,
as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris 5% por 45

segundos, lavadas, desidratadas e montadas com Enthelam®. Apés isso, as
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laminas foram observadas na luz polarizada do microscépio 6ptico
(Microscépio Motic BA310 com camera acoplada Moticam 2000 2.0M Pixel
USB 2.0 e programa Motic Plus 2.0.) para verificar a, birrefringéncia do

colageno tipo | e do colageno tipo Il no calo e na cortical préxima a fratura.

3.9.1 Analise digital e determinacao do percentual de marcacao

As imagens foram capturadas (Cyber-shot DSC-W55, Sony),
colocando as laminas sob um microscopio Optico com luz polarizada
(Microscépio Motic BA310 com camera acoplada Moticam 2000 2.0M Pixel
USB 2.0 e programa Motic Plus 2.0.). As configuracdes da camera foram
padronizadas, assim como a intensidade da luz do microscopio. As imagens
digitais foram capturadas com uma magnificacdo de 100 vezes e
armazenadas no formato Windows® BMP (Bitmap), com as dimensfes de
450x450 pixels.

Os campos estudados corresponderam ao calo 6sseo e as corticais
do fémur proximas a fratura. Sob a luz polarizada, as fibras do colageno tipo |
adquirem uma coloracdo entre o amarelo e o vermelho e as fibras do
colageno tipo Ill, uma coloragcdo que varia entre o verde e o amarelo

esverdeado (Figura 17).
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Figura 17 — Imagens histoldgicas, ilustrando a dife  renca da densidade do coladgeno
tipo | e tipo Ill entre os grupos controle e acido zoledrbnico nos tempos estudados, 7,
14 e 28 dias de consolidagao Ossea.

GRUPO CONTROLE

=

GRUPO ACIDO ZOLEDRONICO

Fonte: Acervo da pesquisadora.

O exame quantitativo de colageno foi realizado analisando as
fotomicrografias utilizando-se um software de andlise de imagem ImageJ
apos calibracdo das imagens pelo comando Color Thershold a funcdo RGB
para as cores Vermelho (minimo de 71 e maximo de 255), Verde (minimo de
0 e maximo de 69) e Azul (minimo de 0 e maximo de 92). Depois da
calibracdo, as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits,
binarizadas e mensurou-se a porcentagem de area de colageno marcada
(adaptado de ANDRADE et al., 2011).

Essas medidas foram obtidas por meio da diferenca de coloracéo

detectada pelo programa, que foi calibrado para identificar o espectro de
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cores relativo ao colageno tipo | e ao colageno tipo Ill corados com picrosirius
red. O programa separava automaticamente as estruturas de interesse e
guantificava o percentual da estrutura de interesse em relacdo a area de
interesse (Figura 18) (BRIZENO, 2013).

Figura 18 - llustracdo do programa utilizado para quantificar a percentagem de
colageno tipo | e Ill, em laminas com aumento de 10 0%.

4 Image] = B i Image! =
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

BHoclo<s+s AdofzikKune s =e>| |8cc|o| <+ alaloj0]z Kun|e|m =

Freehand selections

4 GARSC-1.tif (25%) == i GARSCif (25%) =
6.82%5.12 inches (2048x1536); RGE; 12ME B 83x5 12 inches {2048x1536); RGB; 12MB

Fonte: Acervo da pesquisadora.

3.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e erro-padrao,
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e comparados
por meio dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis/Dunn (dados néo

paramétricos) adotando uma confianca de 95%.

Comparacgdes intergrupos (controle versus acido zoledrénico), em
cada tempo estudado, foram feitas mediante o uso do teste de Mann-Whitney

(varidveis ndo paramétricas).

Em todos os casos, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade a
do erro tipo | (nivel de significancia), sendo considerado como
estatisticamente significante um valor P menor que 0,05.

O software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows®
(GraphPad, 2007) foi utilizado tanto para a realizagdo dos procedimentos

estatisticos, como para a elaboracado dos graficos.
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4 RESULT ADOS
4.1 Estudo radiografico

A area do calo 6sseo, mensurada nos grupos Controle e Acido
Zoledrbnico nos dias 7, 14 e 28 de consolidacdo 6ssea pode ser observada
no Grafico 1. Dados expressos como média e erro-padrdao das medicdes
efetuadas em fémures de 6 (D7, D14) e 05 (D28) animais do grupo Controle
e 3 (D7), 05 (D14) e 04 (D28) do grupo Acido Zoledronico (Tabela 1).

Na analise intergrupos, foram constatadas  diferencas
estatisticamente significante no grupo tratado com acido zoledrénico (AZ). O
grupo de 7 dias tratado com AZ foi significantemente inferior ao grupo
controle (p=0,035), sem diferenca significante entre esses dois grupos nos
dias 14 (p=0,398) e 28 (p=0,711). Nas comparacdes dentro do mesmo grupo
houve diferencas estatisticamente significantes tanto no grupo controle
(p=0,020) como o grupo Acido Zoledrénico (p=0,037). Ambos 0s grupos
apresentaram aumento estatisticamente significante do volume do calo 6sseo

no grupo de 28 dias.
Grafico 1 - Volume do calo ésseo mensurado nos grupos Controle e Acido

Zoledrénico nos dias 7, 14 e 28 de consolidacao 6ss ea. *p<0,05 versus D7 do mesmo
grupo (Teste de Kruskal-Wallis) (Média + EPM)

| Controle
25+ B Zoledronato

20- x

Volume do calo Gsseo (mm3)

7 14 28 7 14 28
Tempo de consolidacdo (dias)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 1 - Valores da média e erro-padrdo da média do volume d o calo 6sseo
referentes as medicbes efetuadas nos animais dos gr upos Controle e Acido
Zoledrénico nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28).

Significancia

) Controle Acido Zoledrénico (intergrupos)

Tempo (dias)

p-Valor**

MédiatEPM MédiatEPM

7 10,33 £ 0,71 6,00+0,58 p= 0,035

14 13,40 + 1,33 12,20 + 0,66 p= 0,398

28 15,00 + 1,14* 16,00 + 3,54* p=10,711
Significancia

(intragrupo) p=0,020 p=0,037

p-Valor*
Fonte: Dados da pesquisa.

*Teste de Kruskal-Wallis/Dunn;
**Teste de Mann-Whitney

4.2 Estudo histolégico: colageno tipo I:lll no calo 0sseo

No Grafico 2, pode-se observar o colageno tipo I:lll, mensurado na
regido do calo 6sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrénico nos dias 7, 14
e 28 de consolidacdo O0ssea. Os dados correspondem a média e ao erro-
padrdo das medi¢cdes efetuadas em preparados histolégicos de em fémures
de 6 (D7, D14) e 05 (D28) animais do grupo Controle e 3 (D7), 05 (D14) e 04
(D28) do grupo Acido Zoledrénico (Tabela 2).

Na analise intergrupos, observou-se no grupo controle uma maior
relacdo entre fibras de colageno tipo I:lIl (Dia 7 (p=0,009), Dia 14 (p=0,016) e
Dia 28 (p=0,016). Ja& nas comparac¢fes dentro do mesmo grupo, ndo foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes entre o0s grupos

controle (p=0,337) e o gupo Acido Zoledrdnico (p=0,850).
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Grafico 2 — Expressa a relagdo do colageno tipo I:lll, mensura do na regido do calo
O6sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrdnico nos dias 7, 14 e 28 de consolidacéo
O0ssea. *p<0,05 versus D7 do mesmo grupo (Teste de K ruskal-Wallis) (MédiatEPM).

1.50-
*

= 1.254 I Controle

% 1.00-- =~~~ B zoledronato

0.754

Cd

0.50+

acao

0.254

Rel

7 14 28 7 14 28
Tempo de Consolidacdo (dias)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2 — Valores da média e erro-padrdo da densidade de cola geno tipo I:lll na
porcdo medular do calo 6sseo referentes as medicoes efetuadas nos animais dos
grupos Controle e Acido Zoledrbnico nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28).
Significancia
i Controle Acido Zoledrénico (intergrupos)
Tempo (dias)
p-Valor**
MédiatEPM MédiatEPM
7 0,85+0,11 0,12+0,07 p=0,009
14 1,04+0,30 0,09+0,02 p=0,016
28 0,66+0,19 0,14+0,07 p=0,016
Significancia
(intragrupo) p=0,337 p=0,850

p-Valor*

Fonte: Dados da pesquisa.

* Teste de Kruskal-Wallis/Dunn;
** Teste de Mann-Whitney

4.3 Estudo histolégico: colageno tipo | no calo 6ss €eo

O Grafico 3 expressa a densidade do colageno tipo |, mensurado na
regido do calo 6sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrénico nos dias 7, 14
e 28 de consolidacdo O0ssea. Os dados correspondem a média e ao erro-
padrdo das medi¢cdes efetuadas em preparados histologicos de em fémures
de 6 (D7, D14) e 05 (D28) animais do grupo Controle e 3 (D7), 05 (D14) e 04



67

(D28) do grupo Acido Zoledrénico (Tabela 3).

Na analise intergrupos 7dias (p=0,190), 14 dias (p=0,901) e 28 dias
(p=0,548) nédo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes
entre os tempos estudados. Todavia, nas comparacdes dentro nos mesmos
grupos, constatou- se que a densidade de colageno tipo | verificada no grupo
controle (p=0,009) e no grupo Acido Zoledrénico (p=0,025) houve reducéo
significativa do dia 07 para o dia 14 e 28 tanto no grupo controle (p=0,009)

como no grupo Acido Zoledrénico (p=0,025).

Grafico 3 — Expressa a densidade do colageno tipo I , mensurada na regido do calo
0sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrénico nos d ias 7, 14 e 28 de consolidacéo
Ossea. *p<0,05 versus D7 do mesmo grupo (Teste de K ruskal-Wallis) (MédiatEPM).

25— - Controle

204 B oledronato

(Cg)

R
0
1

7 14 28 7 14 28
Tempo de Consolidacao ((dias)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 3 — Valores da média e erro-padrdo da dens idade do colageno tipo I na
porcdo medular do calo 6sseo referentes as medicd  es efetuadas nos animais dos

grupos Controle e Acido Zoledrénico nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28).
Significancia
Tempo (dias) Controle Acido Zoledrénico (intergrupos)
p-Valor**
MédiatEPM MédiatEPM
7 17,36%0,79 19,95+1,25 p= 0,190
14 8,10+2,15* 8,02+1,13 p= 0,901
28 7,90+1,95* 9,26+1,95* p= 0,548
Significancia
(intragrupo) p- p= 0,009 p= 0,025
Valor*

Fonte: Dados da pesquisa.

* Teste de Kruskal-Wallis/Dunn;
**Teste de Mann-Whitney
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4.4. Estudo histoldgico: colageno tipo Il no calo 0sseo

No Grafico 4, pode-se observar o colageno tipo Ill, mensurada na
regido do calo 6sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrénico nos dias 7, 14
e 28 de consolidacdo Ossea. Os dados correspondem a média e ao erro-
padrdo das medi¢cdes efetuadas em preparados histolégicos em fémures de
6 (D7, D14) e 05 (D28) animais do grupo Controle e 3 (D7), 05 (D14) e 04
(D28) do grupo Acido Zoledrénico (Tabela 4).

Na analise intergrupos, foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes mostrando uma menor quantidade de colageno
1l no dia 7 (p=0,042), sem diferenca estatisticamente significantes nos dias
14 (p=0,151) e 28 (p=0,402). Nas comparacdes dentro do mesmo grupo, nao
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
Controle (p=0,107) e o grupo Acido Zoledrdnico (p=0,824).

Grafico 4 — Expressa a densidade do colageno tipo Ill, mensura da naregido do calo
0sseo nos grupos Controle e Acido Zoledrdnico nos d ias 7, 14 e 28 de consolidacéo
O0ssea. (Teste de Kruskal-Wallis) (MédiatEPM).

20-
© 15- [ Controle
= B zoledronato
2 10-
3 5

0_

7 14 28 7 14 28
Tempo de consolidacéo (dias)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 4 — Valores da média e erro-padrao do colageno tipo | Il na por¢cdo medular
do calo 6sseo referentes as medi¢coes efetuadas nos animais dos grupos Controle e
Acido Zoledrénico nos trés tempos estudados (dias 7 , 14 e 28).
Controle Acido Zoledrénico Significancia
Tempo (dias intergrupos
Po ( ) MédiatEPM MédiatEPM ( grupos)
p-Valor**
7 13,68+2,77 4,57+2,11 p= 0,042
14 11,5443,91 4,10+1,12 p= 0,151
28 4,96+1,53 3,08+0,64 p= 0,402
Significancia
(intragrupo) p=0,107 p=0,824
p-Valor*

Fonte: Dados da pesquisa.

* Teste de Kruskal-Wallis/Dunn;
**Teste de Mann-Whitney.
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5 DISCUSSAO

Segundo o Nih Consensus Development Panelon Osteoporosis
Prevention, Diagnosis, And Therapy e o Consenso Brasileiro de Osteoporose,
a osteoporose € um disturbio osteometabdlico e esquelético que apresenta,
como caracteristicas principais, o comprometimento da densidade mineral
O0ssea, da resisténcia 6ssea, diminuicdo da for¢ca O0ssea e a qualidade do
0ss0, que predispde ao maior risco de fraturas, sendo, considerada uma
pandemia, tamanha a sua incidéncia e prevaléncia (PALACIO et al., 2010;

NGUYEN, et al., 2018).

No presente trabalho, foram produzidas fraturas em fémur de ratos
osteoporotico, aplicacdo da corticoterapia, em seguida foi realizada
osteossintese intramedular com fio de Kirshner de 1.0, e administrado o &cido
zoledrbnico nos diferentes tempos: 7, 14 e 28 dias com o objetivo de verificar
a acdo do acido zoledrénico no processo de consolidacdo do osso fraturado.
Para isso, foram realizadas analises radioldgicas, em que se observou a area
do calo Osseo, analises histolégicas, onde se verificou a formacdo dos
colagenos do tipo | e tipo IlI.

Pesquisas realizadas em ratos constituem um promissor recurso
experimental por apresentarem semelhancas anatomofisiolégicas com a
espécie humana e relativa homogeneidade interespécie. O estudo
experimental da consolidagcdo de fraturas em modelos animais tem sido
usado em diferentes espécies, assim como, diversos autores utilizam o rato
em estudos relacionados a agressao ao tecido 6sseo (RICO et al., 2000;
MUNIZ; FARIA; VASCONCELOQOS, 2004).

Experimentos realizados com ratos apresentam as vantagens de ter
uniformidade das amostras, no que se refere ao peso, ao estado de saude, a
alimentacdo, a idade e ao baixo indice de mortalidade, ciclo de vida curto,
custos e manejos acessiveis e caracteristicas 0sseas biomecanicas similares
as do ser humano (MAINARDES et al, 2007; KUPCZIK et al., 2009;
TEIXEIRA, 2010).

O uso dos ratos da raga Wistar, Rattus norvegicus albinus, no

presente estudo foi motivado por estas vantagens além de que varios artigos
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cientificos tém usado este animal para estudar a consolidacdo de fraturas
proporcionando possiveis comparac¢cdes. Optou-se pelo sexo masculino por
nao haver variagbes hormonais em relacdo as fémeas (GUARNIERO et al.,
2007; KUPCZIK et al., 2009).

Nos procedimentos cirurgicos e induc¢fes das fraturas nos fémures
foi utilizado anestesia com cloridrato de cetamina (40mg/kg), e cloridrato de
xilazina (5mg/kg), e por apresentar facilidade de obtencdo desses farmacos e
por ndo haver necessidade de se utilizar grandes volumes dos mesmos. Dos
protocolos mais comumente empregados, a associagdo xilazina-cetamina é
considerada uma das mais populares técnicas anestésicas utilizadas em
pequenos animais. A xilazina € capaz de contrabalancear os efeitos
indesejaveis inerentes ao uso da cetamina, como o aumento da atividade
motora e a ativacdo simpatica. Apresenta propriedades seletivas cléassicas,
como relaxamento muscular por acao central, sedacdo e analgesia (LUNA et
al., 2000; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2002; HALL; CLARKE, 2003).

A cetamina tem como principal funcdo promover anestesia em
humanos e animais. Promove perda sensorial marcante e analgesia, assim
como amnésia e paralisia do movimento, sem perda real da consciéncia. A
anestesia mostrou-se segura, pois somente um animal morreu durante o
procedimento cirargico do grupo controle 28 dias, € eficaz para a realizacao
dos procedimentos cirargicos e a inducdo das fraturas foi realizada sem
sofrimento adicional para os animais (LUFT; MENDES, 2005; THURMON,;
TRANQUILLI; BENSON, 2007).

A via de administracdo escolhida foi a intraperitoneal, por ser
amplamente empregada nesse tipo de animal, o procedimento anestésico
mostrou-se bastante eficaz. No pds-operatério, a analgesia foi obtida com a
utilizacdo da codeina (derivado morfinico) em associagdo com o paracetamol

diluido em agua potével, semelhante a utilizada por Mesquita et al. (2010).

Os animais deambulavam desde o primeiro dia de pos—operatorio
sem restricbes. Em relagcdo a via de administracdo do &cido zoledrdnico
utilizou-se a via intraperitoneal na dose de 0,1mg/kg semelhante a utilizada
por Palacio et al., (2010).
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A escolha da via intraperitoneal tornou-se mais viavel para a
pesquisa pelo fato de que esse medicamento possui alto custo e, depois de
aberto, sO tem validade de apenas 24 horas, se armazenado em refrigerador
entre 2° a 8°C. Para a realizacdo das cirurgias foi feita uma programacao
detalhada, em que varios fatores foram estruturados, como a verificagdo do
horario de funcionamento do laboratério, a disponibilidade dos funcionarios, a
obtencdo de todo o material cirdrgico necessario. Além da otimizacdo do
tempo para a esterilizacdo do instrumental cirargico, com o objetivo de
realizar o maximo de cirurgias possiveis dentro do tempo de validade do

medicamento.

No presente estudo foi realizado o modelo de osteoporose
experimental utilizando gliocort 100mg (succinato sodico de hidrocortisona)
equivalente a 100mg de hidrocortisona base, por um periodo de 28 dias, via
intramuscular, na regido posterior da coxa esquerda. Este modelo
experimental foi instituido com base no estudo realizado por Jamacaru
(2006) que teve por objetivo avaliar o processo de desmineralizacdo 0ssea

induzida por corticoide durante 28 dias em ratos.

Neste estudo os animais foram divididos em dois grupos de 32
animais: o0 grupo controle (aplicado solucdo fisioléogica) e o grupo
hidrocortisona (HIDRO). Os ratos do grupo HIDRO foi submetido a
corticoterapia diaria, via intramuscular com dosagem de 18 mg/kg/dia, por um
periodo de 7, 14, 21 e 28 dias. Os animais foram sacrificados com 7, 14, 21 e
28 dias de tratamento conforme seus subgrupos, os fémures direitos e

esquerdos foram dissecados e limpos.

As imagens da regido O0ssea de interesse foram capturadas de
forma padronizada utilizando microscépio cirlrgico equipado com camera de
video e utilizou o programa SAMOS que realizou o processamento das
imagens obtendo o calculo do numero de trabéculas 6sseas, numero de
bifurcacbes e da area trabecular. Para a obtencdo da densidade O&ptica
radiografica (DOR) a imagem digital foi obtida com o programa Digora, sendo
a DOR mensurada no ter¢co médio do fémur.

Este estudo teve como resultados: o numero de trabéculas

mensurado no grupo hidrocortisona foi significantemente maior (P=0,0497)
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gue o observado no grupo controle, somente no dia 28 para o fémur direito.
No esquerdo houve o mesmo comportamento sendo (P=0,0384).

Para o0 numero de Dbifurcagcbes, no grupo HIDRO foi
significantemente maior (P=0,0498) que o observado no controle apenas no
dia 28 para o fémur direito; ja para o esquerdo o aumento no grupo HIDRO
também foi significante (P=0,0440). No tocante a area trabecular 0ssea,
houve uma reducédo significante nos fémures direito e esquerdo no grupo
HIDRO, sendo para o lado direito (P=0,0408) e (P=0,0429) nos dias 21 e 28
respectivamente; e para o esquerdo (P=0,0401) e (P=0,0451) nos dias 21 e
28 respectivamente.

Quanto a DOR verificou-se uma reducao significante no grupo
HIDRO em relacdo ao controle, com (P=0,0002) para o membro direito no dia
21, reducdo também observada no grupo HIDRO com (P < 0,0001) no dia 28.
Tais dados demonstraram que o modelo experimental utilizado e o sistema
desenvolvido constitui um método de quantificacdo do processo de alteracéao
do padrao trabecular, assim como, na analise estrutural do osso, constatou
perda Ossea, fato consubstanciado pela DOR. A partir desse estudo,
comprovou-se que apoOs aplicacdo da hidrocortisona por um periodo de 28
dias em ratos ocorre a inducdo de osteoporose, justifcando-se, portanto, a
escolha do periodo de 28 dias de aplicacdo da hidrocortisona para a inducéo

da osteoporose no presente estudo.

Este modelo tem como caracteristicas ser facil exequibilidade e, por
conseguinte, reprodutibilidade, e que, além disso, permite a comparacédo
entre a dindmica da perda 6ssea induzida pelo corticoide entre 0 mesmo
grupo (intragrupo) e entre grupos diferentes (intergrupos). Tal intento foi
conseguido pela inducdo de perda 6ssea em fémur de rato mediante a
administracdo diaria de 18mg/kg/dia de hidrocortisona, resultando em
diminuicdo da densidade 6ssea constatada pelos parametros morfométricos e
pela densitometria 6ptica radiografica (JAMACARU 2006).

O uso do corticoide para induzir perda 6ssea constitui um modelo
de osteoporose de fécil reproducdo. Modelos em coelhos com osteoporose
induzida por corticoide s&do amplamente encontrados na literatura
(KIMMEL,1996).
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Estudos realizados por Saville (1969) sao pioneiros na utilizacao de
ratas oforectomizadas, para o estudo da osteoporose, observando menor

guantidade de calcio por unidade de volume do osso.

Além das semelhancas musculoesqueléticas, o rato possui grande
semelhanca com rela¢cdo ao ciclo hormonal humano, passando também pelo
periodo de menopausa e apresentando alteracdes fisiologicas semelhantes
(THOMPSON; SKINNER; PIERCY, 1994).

A osteoporose induzida por corticoides ja se tém seus mecanismos
fisiopatolégicos conhecidos. Os corticoides inibem diretamente a atividade
dos osteoblastos, diminuindo a formacao éssea. Além disso, ocorre a inibicao
da absorcédo do calcio no intestino, os corticoides atuam ainda na secrecao
de horménio paratireoidiano, que por sua vez age sobre os osteoclastos para
aumentar a reabsorcdo 6ssea. Por apresentar estas caracteristicas € possivel
gue o uso da hidrocortisona tenha interferido diretamente no processo de
consolidacao 6ssea (SCHIMMER; PARKER, 2006).

A osteoporose por ser uma doenca multifatorial requer também
estudos em varias vertentes; nesse sentido, os modelos de osteoporose
induzida por corticoides, sejam em coelho ou em rato, sdo de importancia
fundamental, visto que, simulam situacdes clinicas onde a perda de massa

O0ssea é causada por drogas esteroidais.

Pesquisas realizadas por Jee e Yao (2001) correlacionaram a
administracdo de glicocorticéides com a perda 0ssea. Prova convincente de
gue o rato é capaz de reproduzir com precisdo a perda éssea induzida por

glicocorticdides.

Perilli et al. (2010) observaram que fémeas de ratas da linhagem
Sprague- Dowley evoluem com osteoporose sistémica, detectdvel aos
exames microtomograficos, duas semanas ap6s o procedimento cirdrgico de

ooforectomia bilateral.

Para realizacdo da fratura foi confeccionado um aparelho de
fraturas em que o principio de funcionamento assemelha-se aos ja bem
documentados por Bonnarens e Einhorn (1984); Vialle et al. (2004), Teixeira

(2010) e Cavalcante (2011) em que uma lamina romba atinge a area a ser
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fraturada ap0Os percorrer em queda livre uma determinada altura e através de

uma flexao de trés pontos é criada a fratura.

Os aparelhos propostos por Bonnarens e Einhorn (1984) e por
Vialle et al. (2004) utilizavam peso de 500g e o utilizado no presente trabalho,
a barra de aco deslizante que contem a |lamina romba, pesa 746g. Utilizaram
0S animais em posicdo supina com o quadril abduzido e o impacto da
guilhotina romba ocorreu na face medial da coxa. O correto posicionamento
do animal no canalete transverso da plataforma foi crucial para localizar a
fratura no fémur. Apos realizacdo de dissecgbes em coxas de ratos optamos
pelo impacto lateral da lamina romba na coxa do animal, pois é na face
medial que percorre os grandes vasos e nervos da coxa e em uma situacao
de trauma poderia ocorrer uma grande desvascularizacdo e comprometer

desta forma a consolidacédo da fratura.

Estudo realizados por Bonnarens e Einhorn (1984) utilizando a
guilhotina romba demonstraram que a simplicidade do modelo, a facilidade de
sua utilizacdo e o grau minimo de traumatismo, envolvendo os tecidos moles,
tornam-no uma excelente técnica para a producdo de modelos de fraturas

fechadas em pesquisas com animais.

Foi realizada uma incisdo longitudinal anterior de aproximadamente
2 cm na articulacdo do joelho do animal, com a finalidade de inserir o fio de
Kirshner de 1 mm de didmetro no canal medular do fémur, por via retrégrada,
uma vez gque esse modelo foi escolhido por se aproximar das hastes

intramedulares utilizadas em humanos.

A mesma técnica foi realizada por Teixeira (2010). Pode- se
observar, em outros trabalhos, o uso desta mesma técnica como, por
exemplo, por Kupczik et al. (2009), numa pesquisa que avaliou o uso do ultra

som pulsado de baixa intensidade na consolidacdo éssea.

Historicamente, tém-se desenvolvido meétodos de tratamento
cirargico, baseados nos conceitos de fixacdo biologica das fraturas que
orientam o menor manuseio do invélucro do fémur com o intuito de preservar
a sua vascularizacdo e consequente melhor capacidade de consolidagéo
O0ssea (TEIXEIRA, 2010).
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Em estudo comparativo de haste intramedular e a placa ponte para
o tratamento das fraturas multifragmentarias do fémur de 119 pacientes,
mostrou que esses métodos de osteossintese sao eficientes com bons e
excelentes resultados clinicos, alto indice de consolidacdo das fraturas e
baixos indices de complicacdes (FERNANDES, et al., 2002).

A consolidacdo da fratura € um evento complexo que envolve a
interacdo de uma variedade de diferentes processos. (SCHENDELER et al.,
2008).

Os dias de escolha para o sacrificio dos animais foram baseados no
trabalho de Udupa e Prasad (1963). Realizaram estudos quimicos e
histoguimicos dos constituintes organicos no reparo de fraturas e umero em
ratos durante seis semanas e no trabalho de Rocha e Ribeiro (2003), em que
se estudou o processo de consolidacdo 6ssea (avaliacdo radioldgica e
histolégica) de fraturas de tibia de ratos tratados com acetaminofen.

Esses autores definiram quatro fases no processo de consolidacao
das fraturas em ratos, em que na primeira semana, tem-se a fase
fibroblastica, na segunda, a fase colagena, na terceira e quarta, a fase
osteogénica e, na quinta e sexta, a fase de remodelacdo correspondente a
quinta e sexta semanas, quando o excesso de massa Ossea formada é

reabsorvido (MULLER et al., 2004; SILVA, 2016).

Pacientes com osteoporose, principalmente a priméaria do tipo |
(p6s-climatério), que apresentam uma alta atividade osteoclastica, podem
beneficiar-se deste bisfosfonato de 32 geracdo, simplesmente mantendo sua
massa Ossea trabecular (RIGGS; MELTON, 1986; BRANKIN; MITCHELL;
MUNRO, 2005).

A priméaria, que é a forma mais comum, € diagnosticada na
auséncia de doencas ou esta relacionada a outras condicdes que levem a
diminuicdo da massa O0ssea e a secundaria € diagnosticada quando a
diminuicdo de massa 0ssea é atribuida a outra doenca ou esta relacionada
ao uso de medicamentos. Alguns medicamentos podem estar associados a
osteoporose secundaria, muitos dos quais sdo utilizados para o tratamento

dos agravos associados. Eles sdo os glicocorticoides, anticonvulsivantes
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agentes imunossupressores, anticoagulantes, agentes hormonais e anti-
hormonais (LASH et. al., 2009).

Estudos realizados por Dingel et al. (2008) demonstaram que
pacientes idosos sdo acometidos por fraturas no fémur proximal por quedas
da prépria altura em 0ssos osteoporéticos e recomenda-se como tratamento
da osteoporose, especialmente com os bifosfonatos, para que tais fraturas

sejam evitadas.

O farmaco escolhido para a realizacdo do estudo foi o acido
zoledrénico (AZ) foi administrado em dose Unica por via intraperitoneal,
0,1mg/Kg, de acordo com os estudos de Palacio et al. (2010), por ser um

novo e poderoso bifosfonato.

Os bifosfonatos apresentam como mecanismo de acdo a formacao
de um analogo da adenosina trifosfato osteoclastica, que induz a apoptose e
a inibicdo da via do mevalonato na sintese de colesterol por inativacdo da
farnesil difosfato sintase, com consequente desregulacdo do transporte
intracelular, desorganizacdo citoesquelética e inibicdo da proliferacéo
osteoclastica (WOO et al., 2006).

Estudos realizados por Amanat et al. (2007), avaliaram qual o
tempo certo de uma dose Unica do &cido zoledrbénico necessario para
aumentar a forca no reparo de fraturas em ratos. Utilizaram, na pesquisa, 125
ratos, divididos em cinco grupos: grupo controle, grupo que recebeu o acido
zoledrénico no local da fratura (0,01 mg/ kg) e grupo que recebeu o acido por
via intravenosa (0,1 mg/kg), com diferentes horarios de administracdo: no
momento da fratura, uma semana apos a fratura e duas semanas apoés a
fratura. Os animais foram sacrificados seis semanas ap0s a cirurgia. E foram
feitas analises radiogréaficas, histoldgicas, testes biomecéanicos, tomografia
computadorizada quantitativa. E importante ressaltar que foi realizado nessa
pesquisa uma fratura fechada de fémur; utilizaram um fio, para ser usado
como haste intramedular e também fizeram uso de uma guilhotina romba.
Concluiram que o tempo de uma dose Unica intravenosa do acido zoledrdnico
desempenha um papel importante na modulagcdo das propriedades do calo e
ainda observaram que o atraso da dose Unica produz um calo maior e mais

forte.
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Os bifosfonatos sdo geralmente bem tolerados, com uma baixa
incidéncia de efeitos adversos. As complicacfes associadas a terapéutica
com bifosfonatos incluem, entre outras, a osteonecrose dos maxilares (maxila
e/ou mandibula) e fraturas atipicas do fémur, sendo importante uma
avaliacdo do beneficio-risco desta classe farmacoldgica, assim como, do seu
perfil de seguranca no tratamento de longa duracédo, para um melhor
esclarecimento desta preocupacédo emergente. O osso do tipo trabecular € o
principal sitio de acdo da droga, que parece manter a espessura e a
densidade de suas trabeculas, aumentando, por conseguinte, a resisténcia as
fraturas (FERNANDES; LEITE; LANGCAS, 2005; WALTER et al., 2007,
KHOSLA et al., 2012).

A maioria dos BF, de uso oral, tem efeitos bastante satisfatérios no
tratamento de doencas com altos indices de remodelagdo O0ssea, contudo,
seus efeitos adversos acabam por diminuir, em larga escala, a adesédo dos

pacientes a tais tratamentos.

Cramer et al. (2007) apresentam taxas de adesao dos pacientes,

aos tratamentos com bisfosfonatos orais, que variam de 17,9% a 78%.

Um dos principais efeitos adversos relatados, principalmente em
relacdo aqueles de uso oral, € o desconforto gastrointestinal que provocam,
geralmente associado a queixas de pirose intensa, diarreia, vomitos, cefaleia
e obstipacao; sintomas como os de gripe e edema periférico, além de efeitos
mais graves como hepato-toxicidade, peritonite e Obito. Dados esses
confirmado durante a realizacdo dos experimentos, pois tivemos o 6bito no
grupo do acido zoledrénico de 3 animais no grupo de 7D, 1 no grupo de 14D
e 2 animais no grupo de 28 dias demonstrando que o uso do corticoide
juntamente com o acido zoledrénico acarreta danos (ETTINGER et al., 1999;
NEER et al., 2001; YANIK; TURKAY; ATALAR, 2007).

Um dos grandes problemas da toxicidade direta nos elementos
celulares sdao os eventos pro-inflamatérios. Em estudos in vitro com culturas
de macréfagos, tem sido observado que a incubagdo com diferentes
concentracbes de AZ € capaz de ativar a Oxido-nitrico sintase induzida
(iNOS) de forma concentracdo-dependente. A ativacdo ocorre por uma via

dependente do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e da consequente expressao
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de Interleucina(lL)-1B, Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e IL-6 (MURATSU
et al., 2013).

O AZ destaca-se por sua acdo antitumoral, antiangiogénica e
possui excelentes resultados na reducéo de atraso da morbidade esquelética
e das complicacbes decorrentes da doenca O0ssea metastéatica, sendo, por
conseguinte, utilizado, por mais de 15 anos, em pacientes com metastases
6sseas de tumores solidos. E utilizado no tratamento da hipercalcemia de
malignidade, na osteoporose pOs menopausa, osteoporose induzida por
corticoide e doenca de Paget (CLEZARDIN, 2005; GRIZ; COLARES;
BANDEIRA 2006; AAPRO et al., 2008; SILVA, 2016).

Estudos realizados por Riggs e Melton (1986) demonstraram que
pacientes com osteoporose, principalmente a primaria do tipo | (pOs-
climatério), que apresentam uma alta atividade osteoclastica, podem
beneficiar-se deste bisfosfonato de 32 geracdo, simplesmente mantendo sua

massa 0ssea trabecular

Pesquisa realizadas em pacientes com doenca de Paget
demonstraram que pacientes que receberam sucessivos tratamentos com
varios tipos de bifosfonatos apresentaram respostas inadequadas ao
tratamento, ao passo que a administracdo de uma Unica dose de 5 mg de
acido zoledrénico apresentou ser mais eficaz. O acido zoledronico (Aclasta®)
um bisfosfonato contendo azoto de terceira geracao, é o primeiro tratamento
a ser aprovado uma vez por ano para doentes com osteoporose pos-

menopausica ou com elevado risco de fratura (TUCCI, 2008).

Estudos demonstram que 5mg do acido zoledrénico uma vez ao ano
e eficaz na reducdo do risco de varios tipos de fraturas em pacientes com
osteoporose pés-menopausa ou fraturas recentes de baixo trauma. Além
disso, também sao observadas, em geral, melhorias na densidade mineral
o0ssea (DMO) e reducbes nos marcadores de turnover 0sseo (DEEKS;
PERRY, 2008).

De acordo com estudos realizados por Greenspan et al. (2015) que
tinha como objetivo determinar a eficacia e seguranca do acido zoledrénico

no tratamento da osteoporose em mulheres idosas institucionalizadas. No
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estudo foram incluidas 181 mulheres de 65 anos ou mais de idade
com osteoporose, inclusive aquelas com comprometimento cognitivo,
imobilidade e multimorbidade que estavam vivendo em asilos e instituicbes
com cuidados assistidos. Foi realizada uma dose de 5 mg de acido
zoledrénico ou placebo, por via intravenosa, e suplementacdo diaria com
célcio e vitamina D e foram feitas medidas da densidade mineral éssea
(DMO) da coluna e do quadril (BMD) por periodo de 12 e 24 meses e
observados os eventos adversos. Concluiu-se que neste grupo de mulheres
idosas com osteoporose, uma dose de acido zoledrénico melhorou a DMO e

reduziu o turnover 6sseo em mais de dois anos.

Estudos realizados sobre os efeitos da terapia com acido
zoledrénico em 14 pacientes com doenca de Paget e idade entre 54 e 90
anos. Observou que o0s niveis séricos de fosfatase alcalina (ALP) eram
elevados em pelo menos 40% acima da faixa de referéncia normal e as taxas
de filtracao glomerular (GFRs) eram 240 mL / minuto. Apos Injectar o acido
zoledrénico (ZA) (5 mg) durante 15 minutos. Colheram a ALP e a urina N-
telopéptido / creatinina (NTx / Cr) antes da terapia e aos 3, 6, 9 e 12 meses
e, posteriormente, em intervalos de 4 meses, que a terapia com ZA induziu
remissbes em 13/14 pacientes e induziu remiss6es mais prolongadas em
pacientes que anteriormente tinham remissfes < 12 meses. A falta de
remissdo em 1 paciente apesar de 2 cursos de terapia € evidéncia de um
desafio terapéutico continuo para alguns pacientes com uma forma mais
resistente de doenca de Paget (TUCCI, 2008).

Os bisfosfonatos sdo potentes inibidores da reabsorcdo Ossea.
Estes tipos de farmacos, que sdo utilizados para o tratamento de doencas
osteoliticas, tém sido associados a ocorréncia de osteonecrose oral,
especialmente em doentes com mais de 60 anos de idade. Estudos atuais
demonstraram que os efeitos citotéxicos dos bifosfonatos nos osteoblastos
desempenham um papel importante no desenvolvimento da osteonecrose oral
(BASSO et al., 2013).

Khajuria et. al., (2015) demonstraram que a terapia combinada com
acido zoledrbénico (ZOL) e alfacalcidol (ALF) é mais eficaz em reduzir a

porosidade do osso do que a monoterapia com um dos farmacos
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administrado isoladamente em ratos submetidos a imobilizacdo da pata
traseira direita (IPTD). No que diz respeito a melhoria da resisténcia
mecénica da diafise femoral média, o tratamento combinado com ZOL mais
ALF foi mais eficaz do que a monoterapia comum dos farmacos administrado
isoladamente. Além disso, a terapia combinada com ZOL mais ALF foi mais
eficaz na melhoria do peso seco e das cinzas do osso do que a monoterapia

com ZOL ou ALF em ratos submetidos a IPTD.

Para a andlise histolégica e para avaliar a formacdo de
colageno,foram confeccionadas laminas utilizando-se a coloracédo Picrosirius
red. Apos esse procedimento, as laminas foram observadas na luz polarizada
do microscopio Optico e posterior analise no programa Motic Plus 2.0 para
verificar a, birrefringéncia do colageno tipo | e do colageno tipo Il no calo
0sseo da fratura (MONTES; JUNQUEIRA, 1991; ANDRADE et al., 2011).

O programa seleciona area de interesse e o proprio programa fez a
contagem automatica da area por numero de pixel (a area tratada é
comparada com a area nao tratada (que € definida como controle de 100% de
neoformacdo Ossea), adjacente a area tratada, com comprimento e larguras
similares a da area tratada analisada da mesma lamina histolégica
(BRIZENO, 2013).

Também se pode observar estudos com o objetivo de quantificar a
deposicdo do colageno em trabalhos de Teixeira (2010) em seus estudos
envolvendo queimaduras de pele em animais. Os tecidos ficam luminosos
mediante a luz polarizada sobre um fundo escuro o que permite diferenciar o

colageno tipo | do colageno tipo IlI.

Sob a luz polarizada, as fibras do colageno tipo | com fibras
grossas e alinhadas adquirem uma coloragdo entre o amarelo e o vermelho e
as fibras do colageno tipo Ill, com fibras finas e dispersas e uma coloracao
que varia entre o verde e o0 amarelo esverdeado (JUNQUEIRA;
COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; BRIZENO, 2013).

Embora a maioria dos estudos utilize a analise radiolégica e
histolégica na avaliacdo dos farmacos na consolidagcdo 6ssea em modelos

experimentais em ratos, alguns utilizam outros meios de avaliacdo destes
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efeitos, distintos dos utilizados neste estudo, tais como avaliagdo clinica e
analise biomecanica (GIORDANO, et al., 1999; MULLER et al., 2004).

Para a analise radiolégica existe a microtomografia
computadorizada (microTC) que pode alcancar uma resolucdo na imagem de
até 1.000.000 de vezes maior que a da tomografia computadorizada e pode
ser considerada o padrdo-ouro para avaliacdo de pequenos animais (Bl et al.,
2010; TREISTER et al., 2010; AGHALOO et al., 2011).

No que se refere a area do calo 6sseo, pode-se observar que na
andlise intergrupos diferencas estatisticamente significantes no grupo tratado
com Acido Zoledrdnico (AZ) foram observadas no grupo de 7 dias sendo
significantemente inferior ao grupo controle (p=0,035), e ndo apresentou
diferencas estatisticamente significante nos grupos dos 14 dias (p=0,398) e
28 (p=0,711). Nas comparacdes dentro do mesmo grupo, foram observadas
diferencas estatisticamente significantes tanto no grupo controle (p=0,020)
como no grupo do Acido Zoledrénico (p=0,037) também apresentaram
reducédo significante do volume do calo 6sseo do dia 7 para o dia 28 (Grafico
1; Tabela 1). Ao final da dissecacdo e nos exames radiograficos foi
perceptivel que o 0sso encontrava-se mais forte, sugerindo um aumento da

densidade mineral ossea, principalmente no grupo de 28 dias.

Adams e Hamblen (1994) descrevem que no quinto estagio das
fraturas, que ocorre no final da consolidacdo 6ssea, o calo 6sseo aumenta de
tamanho, formando anel bulboso ao redor no foco de fratura. Os resultados
encontrados estdo de acordo com esta descricdo, em que o calo 6sseo no
tempo de 28 dias € maior que o observado nos demais tempos, tanto para o

grupo acido zoledrénico quanto para o grupo controle.

Estudos realizados por Perilli et al. (2010) demonstrou que houve
diferenca estatistica entre os animais que fizeram uso do acido zoledrbnico
(OAZ), pois, apresentaram densidade 6ssea maior que aqueles que fizeram
uso de agua destilada (SAD), independentemente do procedimento cirdrgico
realizado ou do momento da eutanasia. Sabe-se que a privagcdo hormonal
provoca um estimulo negativo progressivo sobre o sistema osteoblastico
(feedback negativo), fazendo com que o sistema osteocldstico torne-se

facilitado, fatos que, invariavelmente, culminam em desmineralizacdo 0ssea.
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Foi observado neste estudo, que o &cido zoledrdnico, bloqueia a organizacéo
do citoesqueleto e motilidade dos osteoclastos, parece ter promovido a
protecdo do tecido 6sseo, mantendo a densidade femoral nos animais que

fizeram uso da droga.

Pereira et al. (2009), realizaram estudo com o acido zoledrénico em
tibias de ratas ooforectomizadas, utilizaram em seu estudo 40 ratas (rattus
novergicus albinus) e administracdo intraperitoneal do zoledronato de 0,1
mg/Kg. Realizaram estudos clinicos, biomecéanicos e histomorfométricos e
concluiram que o zoledronato nado teve influéncia significativa na massa
corpérea e que ndo houve aumento significativo da resisténcia 6ssea na

diafise tibial ou area trabecular 6ssea.

Estudo histoquimico, realizado por Udupa e Prasad (1963) com o
objetivo de caracterizar a evolucdo das fases de consolidacdo 6ssea em ratos

em periodo de seis semanas.

A primeira fase fibroblastica, que € caracterizada principalmente
pela proliferacdo de fibroblastos oriundos do periosteo e posteriormente de
condroblastos e osteoblastos; fase do colageno, na qual, a medida que
diminui a proliferacdo celular, ocorre producéo de fibras colagenas no espaco
entre os fragmentos; fase osteogénica, caracterizada pela proliferacédo e
hipertrofia de condroblastos, os quais sdo substituidos por osteoblastos que
produzem nova substancia intercelular e osso novo e a fase de remodelacao,
correspondente a quinta e sexta semanas, quando o0 excesso de massa

6ssea formada é reabsorvido (MULLER et al., 2004).

Estudos realizados por Adams e Hamblem (1994) descrevem que,
no final da consolidacdo 0ssea, o calo 6sseo aumenta de tamanho formando

um anel bulboso ao redor do foco da fratura.

Matos, Araujo e Paixao (2007), utilizando coelhos usaram amostra
composta por trinta animais, submetidos a osteotomia na diafise proximal da
fibula. Dividiram os animais em dois grupos: grupo experimento, em que foi
aplicada dose unica de 0,04 mg/Kg de zoledronato e o grupo controle. Os
animais foram sacrificados apés uma, duas e quatro semana. Foram

realizadas analises histomorfométricas. Concluiram que o zoledronato é
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caracterizado por acentuado estimulo na formacéo 6ssea na area metafisaria

da fibula, resultando em grande quantidade de volume ésseo trabecular.

Ja na analise da densidade de colageno tipo I:lll no calo 6sseo
observou-se que na analise intergrupos, no grupo controle uma maior relacéo
entre fibras de colageno tipo I:1ll (Dia 7 (p=0,009), Dia 14 (p=0,016) e Dia 28
(p=0,016). J& nas comparacbes dentro do mesmo grupo, nao foram
constatadas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos
controle (p=0,337) e o grupo do Acido Zoledrénico (p=0,850). (Grafico 2;
Tabela 2).

O colageno é sintetizado pelos fibroblastos. Nos adultos essas
células sdo observadas em menor frequéncia, pois suas divisdes de mitoses
sado reduzidas. Entram em mitose apenas por conta de uma solicitacao
aumentada, seja ela por sobrecarga funcional ou em resposta as lesdes.
Apesar dos fibroblastos serem capazes de sintetizar e secretar varios
componentes da matriz extracelular, a sintese da molécula de colageno tipo |
€ a mais bem estudada, principalmente devido a sua grande abundéancia e

ampla distribuicdo em vérios locais do organismo (RODRIGUES, 2009).

E uma proteina fibrosa caracterizada por grande diversidade
biologica e ampla for¢ca de tensdo. Esta diversidade na sua estrutura e funcéo
pode ser observada nas diferentes formas de ocorréncia do colageno. Nos
tendbes as fibras encontram- se entrelacadas formando camadas flexiveis na
pele, na cérnea formam peliculas transparentes de fibras finas, também pode
funcionar como lubrificantes de cartilagem das articulacbes, nos 0sSs0S na

forma de colageno mineralizado, entre outros (DUARTE, 2011).

Os colagenos do tipo I, Il e Ill sdo os mais abundantes do
organismo. O tipo | esta presente na pele, tenddo e o0sso; o tipo Il, em
cartilagem e humor vitreo; e o tipo Ill, em pele e musculos (SANTIN, 2014).

Assim como os demais tecidos conjuntivos, o tecido 0sseo é
formado por células e uma matriz extracelular, sendo esta ultima constituida
por matéria organica e inorganica, extremamente importante para o
metabolismo 6sseo, além de conferir rigidez e resisténcia a impactos, o que é

essencial para manter a integridade deste tecido (VIGUET-CARRIN;
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GARNERO; DELMAS, 2006; SANTIN, 2014).

A matéria inorganica do osso se apresenta na forma de sais
minerais de hidroxiapatita fosfatada e carbonatada, enquanto o colageno é
considerado o principal componente organico da matriz O0ssea (ROSS;
PAWLINA, 2008; KIERSZENBAUM; TRES, 2012).

Em geral o colageno contém cerca de 30% de glicina, 12% de
prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de hidroxilisina e
pequenas quantidades de aminoacidos polares e carregados. A glicina,
prolina e a alanina sdo aminoé&cidos alifaticos e a lisina € um aminoacido com
caracteristicas basicas (PRESTES, 2013).

A maior parte do colageno do tecido 6sseo € do tipo I, e em menor
guantidade tem-se o colageno do tipo V. O primeiro tipo de colageno ()
apresenta-se como um importante componente da matriz 6ssea, auxiliando
na formacdo dos cristais de apatita e conferindo suporte estrutural,
flexibilidade e resisténcia para o o neorformado, ja o tipo Il esta em
abundancia em orgaos relacionados com elasticidade, como pulméo e vasos
sanguineos (ROSS; PAWLINA, 2008;COUDROQY et al., 2015).

O colageno tipo | € o principal produto de secre¢cdo do osteoblasto,
célula responsavel pela sintese da matriz 6ssea organica. Cerca de 90% da
matriz extracelular 6ssea é constituida por colageno tipo I, e os 10%
restantes por proteinas ndo colagenas, como a osteocalcina, osteonectina e

outras como alguns fatores de crescimento (COUDROY et al., 2015).

Em relacdo ao colageno tipo | no calo 6sseo nos dias: 07(p=0,190),
14: (p=0,901) e 28: (p=0,548), (Grafico 3; Tabela 3) ndo houve diferencas

estatisticamente significantes entre os tempos estudados.

Estudos realizados por Teixeira (2010) que tinha por objetivo
verificar os efeitos do carbonato de lodenafil no processo de consolidagcao
O0ssea nos fémures de ratos reduzidos com fio de Kirshner, observou-se que a
densidade de colageno tipo | diminuiu de forma relativa no tempo de 14 dias
de consolidacdo em relacdo aos demais tempos estudados no calo 6sseo. Na
regido cortical proxima a fratura, também houve um decréscimo da densidade

do colageno tipo | no tempo de 14 dias de consolidacdo 6ssea, comparado ao
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tempo de 7 dias.

De acordo com os estudos realizados por Udupa e Prasad (1963)
que afirmaram que o conteddo mucopolissacarideo aumenta rapidamente na
primeira semana apos a lesdo, e é seguido por um aumento do conteudo de
coladgeno durante a segunda semana. A deposicdo de fosfato de célcio
durante a terceira e a quarta semana provoca uma queda aparente no teor de
colageno, no decurso desse periodo. O conteudo de colageno tende a voltar
ao normal durante a fase de remodelacdo, que s6 ocorre na quinta e sexta
semanas. Todavia, nas compara¢des dentro nos mesmos grupos, constatou-
se que a densidade de colageno tipo | verificada no grupo controle (p=0,009)
e no grupo Acido Zoledrénico (p=0,025) houve reducéo significativa do dia 07
para o dia 14 e 28 tanto no grupo controle (p=0,009) como no grupo acido

zoledronico (p=0,025).

Ja a funcdo dos osteoclastos é a de reabsorcdo déssea. Essas
células destroem a matriz sempre que o 0Sso precisa ser remodelado. Isto
ocorre em locais que estdo mecanicamente enfraquecidos, podendo
desenvolver microfraturas (EASTELL et al., 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Em circunstancias normais, os osteoclastos secretam acidos que
dissolvem o mineral 6sseo e enzimas proteoliticas que degradam a matriz
O0ssea. A reabsorcdo dos ossos pelos osteoclastos € seguida pela migracéao
dos osteoblastos para o local onde esta havendo a reabsorc¢éo, resultando na
formacao de novo tecido 6sseo. O mecanismo de acdo do acido zoledrbnico é
justamente inibir a reabsorcdo 6ssea, mediada pelos osteoclastos (SIRIS et
al., 2006).

Em relacdo a densidade de coladgeno tipo Il no calo 6sseo foi
verificada nas analises intergrupos diferencas significantes mostrando uma
menor quantidade de colageno Il no dia 7 (p=0,042), e sem diferenca
estatisticamente significantes nos dias 14 (p=0,151) e 28 (p=0,402). Nas
comparacfes dentro do mesmo grupo, também ndo foram constatadas
diferencas significantes entre os grupos Controle (p=0,107) e o grupo Acido
Zoledronico (p=0,824). (Grafico 4; Tabela 4).
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Estudos realizados por Teixeira (2010) observou que a densidade
do colageno tipo Ill aumentou no grupo controle no tempo de 14 dias de
consolidacdo Ossea em relacdo aos demais tempos estudados dentro do
mesmo grupo, tanto no calo 0sseo quanto na regido cortical proxima a

fratura, em acordo com o descrito por Udupas e Prasad (1963).

O colageno do tipo Il estd em abundancia em érgaos relacionados
com elasticidade, como pulmao, vasos sanguineos, abundando no tecido
conjuntivo frouxo, é encontrado nos musculos dos intestinos, figado e no
Gtero. Constitui as fibras reticulares (BARASCUK et al., 2011; COUDROY et
al., 2015).

E necessario a realizacdo de outros estudos que possam interferir
na evolucdo do processo de consolidacdo Ossea, utilizando grupos de
animais ndo osteoporodticos para melhor entendimento da acdo do acido
zoledrbnico e da interferéncia da hidrocortisona no processo de consolidagao
O0ssea, pois jA se tém o conhecimento que 0s processos de remodelacédo
O0ssea podem ser regulados por diversas vias, como a via RANK-RANKL-
OPG tem sido uma das mais bem descritas. A interacdo RANK-RANKL
favorece a osteoclastogénese com consequente reabsor¢cdo 6ssea e a via de
sinalizacdo Wnt (GRAVES; OATES; GARLET, 2011; EI-KHASSAWNA et al.,
2017; JOENG, 2017; CUI et al., 2018).

Desta forma, destaca-se a importancia de mais estudos
experimentais com a utilizacdo do a&cido zoledronico em ratos néo
osteoporodticos e osteoporéticos, e estudos clinicos no sentido de evidenciar
e caracterizar novos mecanismos que elucidem a acdo do acido zoledrdnico

no processo de consolidacédo de fratura de fémur.
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6 CONCLUSAO

O &cido zoledrbénico promoveu um aumento na formacédo no calo
0sseo nos ratos osteoporoéticos no grupo do acido zoledrénico no tempo de
28 dias (intragrupos). Em relacdo ao colageno do tipo Ill houve uma reducéo
deste tipo de colageno no grupo do AZ (intergrupos). Na analise do colageno

do tipo | ndo houve diferencas estatisticamente significante nos grupos.
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