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RESUMO

EFEITOS DO ACIDO ZOLEDRONICO NA CONSOLIDACAO DE FRATURAS DA DIAFISE
FEMORAL DE RATOS. Autora: Séania Nara Costa da Rocha. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de Pés-Graduacédo em Cirurgia. Universidade Federal do Ceara. Orientador: Prof.
Dr. José Alberto Dias Leite.

As fraturas femorais sdo consideradas um problema de salde publica e sdo responsaveis
por um alto indice de morbidade e mortalidade pela ocorréncia de possiveis complicacdes.
Ocorrem ndo somente em pacientes jovens expostos a grandes traumas como também na
populacéo idosa. A maioria dos pacientes idosos possui determinadas afec¢cdes como, por
exemplo, a osteoporose, que aumenta ainda mais o risco dessas fraturas, ja que a
tendéncia é que a idade média da populacdo aumente, as consequéncias da osteoporose
aumentardo na mesma proporcdo. Estudos clinicos demonstraram que o uso dos
bifosfonatos reduzem o risco da ocorréncia dessa fraturas em pacientes osteoporéticos. O
acido zoledrbnico pertence a classe dos bifosfonatos, sendo considerado atualmente o mais
potente. Como a dose que esses pacientes utilizam é anual, ha um aumento da aderéncia e
da persisténcia dos pacientes no tratamento, diminuindo, assim, o risco de fraturas. Este
trabalho teve, como objetivo, verificar os efeitos do &cido zoledrbnico no processo de
consolidagdo 6ssea nos fémures de ratos reduzidos com fio de Kirshner. Foram utilizados
36 ratos machos, adultos, da linhagem Wistar, com peso que variou de 250 a 300g. Todos
0s animais foram submetidos a cirurgia em que era realizada a fratura da diafise femoral
com uma guilhotina romba. Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo do acido
zoledrénico, que recebeu, via intraperitoneal, 0,1 mg/Kg do acido e o grupo controle. Os
animais foram sacrificados com 7, 14 e 28 dias de pds-operatério. Houve duas mortes por
causas desconhecidas. Foram realizados estudos radiograficos com filme de mamaégrafo
para analisar a densidade Optica e a area do calo é6sseo, medida em mm? e estudo
histoldgico, utilizando amostras coradas com picrosirius red sob a luz polarizada do
microscopio, para quantificar a formacdo de colageno tipo | e tipo Il na regido cortical
préxima a fratura e no calo 6sseo. Emrelacdo a densidade Optica, ndo se observou nenhum
resultado estatisticamente relevante em relag@o ao uso do 4cido zoledrénico. Ao se realizar
uma analise intergrupos, em relagdo a area do calo 6sseo, nédo houve diferenca significante
(p<0,05) nos tempos de consolidacdo utilizados nessa pesquisa. Apesar do grupo
zoledronato no tempo de 28 dias ter um resultado muito proximo em relacdo ao nivel de
significancia (p=0,0532). J& na andlise intragrupos, observa-se um aumento considerado
natural na area do calo 6sseo. A percentagem de colageno tipo Il no calo 6sseo e nas
corticais ndo revelou diferenca significativa tanto na analise intragrupos como na andlise
intergrupos. Em contrapartida, esse trabalho teve resultados significantes em relacdo ao
colageno tipo |, havendo um aumento da percentagem do colageno tipo | no calo ésseo no
tempo de consolidacdo de 28 dias (p=0,0098). Nas corticais do fémur proximas a fratura,
esse aumento foi verificado nos trés tempos de consolidacdo considerados nesta pesquisa.
Concluindo que o &cido zoledrbnico promoveu uma maior deposicdo de colageno tipo |,
sugerindo aceleracdo no processo de consolidacdo Ossea, sobretudo na fase final da
reparacdo. Em relagdo a percentagem de colageno tipo Il (no calo 6sseo e nas corticais
préximas ao calo), a area do calo 6sseo e a densidade 6ptica do calo dsseo, ndo houve
resultados estatisticamente significantes.

Palavras-chave: Bifosfonatos. Fraturas 6sseas. Regeneracao 0ssea.



ABSTRACT

EFFECTS OF ZOLEDRONIC ACID ON FRACTURE HEALING OF FEMORAL DIAPHYSIS
OF RATS. Autora: Sania Nara Costa da Rocha. Dissertation (Master). Post-Graduate
Program in Surgery. Universidade Federal do Ceara. Advisor: Prof. Dr. José Alberto Dias
Leite.

Femoral fractures are considered a public health problem and account for a high rate of
morbidity and mortality by the occurrence of complications. They occur not only in young
patients exposed to major trauma but in the elderly population as well. Most elderly patients
have certain conditions, eg, osteoporosis, which further increase the risk of such fractures.
Since the trend is that the average age of population increase, the consequences of
osteoporosis will increase proportionately. Clinical studies have demonstrated that the use of
bisphosphonates reduces the risk of occurrence of fractures in osteoporotic patients.
Zoledronic acid belongs to the class of bisphosphonates, currently being considered the
most potent. Because the dose that these patients use is an annual basis, there is an
increased adherence and persistence of patients in treatment, thereby decreasing the risk of
fractures. This study aimed to evaluate the effects of zoledronic acid on bone healing in
femurs of rats with reduced Kirshner wire. We used 36 adult male rats, Wistar, weights
ranged from 250 to 300g. All animals underwent surgery that was performed on the fracture
of the femoral shaft with a blunt guillotine. The animals were divided into two groups: the
group of zoledronic acid, which received intraperitoneally 0.1 mg / kg of the acid and the
control group. The animals were sacrificed 7, 14 and 28 days postoperatively. There were
two deaths from unknown causes. We performed a radiographic study with film
mammography to analyze the optical density and area of callus, measured in mm 2 and
histological study, using samples stained with picrosirius red under dense microscopic light
to quantify the formation of collagen type | and type Il in the cortical region near the fracture
and callus. No significant statistical results regarding the optical density were observed with
the use of the zoledronic acid. When conducting a comparative inter-group analyses, the
callus area showed no significant differences (p <0.05) in a time of consolidation (7, 14 and
28 days) used in this study. Despite the zoledronate group in 28 days time to have a result
very close to the level of significance (p <0.05). In the intragroup analysis there is
considerable increase in the natural area of the callus. The percentage of type Ill collagen in
the cortical and callus did not possess significant differences in intragroup analysis and the
analysis groups. By contrast this study had significant results in relation to collagen type I.
Concluding that zoledronic acid significantly increased the percentage of type | collagen in
the callus in healing time of 28 days. And in the cortical bone three times considered (7,14,28
days).

Keywords: Bisphosphonates. Bone fractures. Bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

As fraturas da diafise do fémur sdo, em geral, causadas por traumas
violentos. O fémur € o maior 0sso do corpo e esta envolto por grandes massas
musculares e, por esse motivo, € menos provavel que haja uma exposicdo 0ssea
(HEBERT et al., 2003). A complexidade do traco dessas fraturas aumenta de acordo
com a intensidade da forga energética no momento do trauma e esté relacionada ao
aumento da violéncia urbana (FALAVINHA, 1996).

As fraturas da diafise femoral apresentam uma incidéncia anual de 1 a
4:10.000 pessoas e ocorrem principalmente em pacientes abaixo de 40 anos
(KUPCZIK et al., 2009). Nesses pacientes, a fratura se da por envolvimento em
acidentes de alta energia como, por exemplo, ferimentos por arma de fogo, queda
de grande altura e acidentes de transito. JA em idosos acima de 60 anos, ocorrem
por acidentes de baixa energia (queda da proépria altura) (MORAES et al., 2009).

As ocorréncias de acidentes de transito tém aumentado progressivamente e,
consequentemente, ha um aumento no nimero de vitimas que apresentam fraturas,
na maioria dos casos de dificil tratamento (GUARNIERO et al., 2007).

Em relacdo aos traumas de membros inferiores, sdo responsaveis por
importante morbidade e mortalidade (BUCHOLZ; BRUMBACK, 1993). Levam a risco

de morte pela possibilidade de complicacfes: sequestracdo sanguinea, leséo
arterial, infeccédo, associacdo com outros traumas e fraturas, etc. (HEBERT et al.,

2003) e podem determinar deformidades e sequelas em fungdo das complica¢ctes
imediatas ou tardias (BONE; ANDERS; ROHRBACHER, 1998).

A sequestracdo sanguinea € frequente. No dia do trauma, a perda
sanguinea pode variar de 600 a 1.200 ml e no terceiro pode variar de 1.400 a 2.400
ml (REIS, 2007).

Segundo Kupczik et al. (2009), as fraturas de fémur podem ser fechadas ou
expostas e seu tratamento é predominantemente cirdrgico através da fixacao interna

ou externa gue proporcionam estabilidade necesséria para a consolidacéo 6ssea.
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Foram desastrosas as primeiras tentativas de fixacdo interna. Esse quadro
s6 mudou em 1940, ap6s o uso da fixacdo intramedular, proposta por Kuntscher. A
fixagdo interna promovia estabilidade, permitia mobilidade livre e indolor das
articulagcbes e algum suporte de carga. Porém, ndo poderia ser utilizada nos casos
de fraturas muito proximais ou distais na diafise. Com os avangos 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 Osseas devem ser
fixadas o quanto antes, por promoverem melhora das condices hemodinamicas,
protecdo as estruturas adjacentes ao foco dessa fratura e mobilizacdo precoce do
paciente.

Historicamente, tém-se desenvolvido métodos de tratamento cirdrgico,
baseados nos conceitos de fixacdo bioldgica das fraturas que orientam o menor
manuseio do invélucro do fémur com o intuito de preservar a sua vascularizacao e
consequente melhor capacidade de consolidacdo 6ssea (FALAVINHA, 1996). Em
estudo comparativo de haste intramedular e a placa ponte para o tratamento das
fraturas multifragmentérias do fémur de 119 pacientes, mostrou que esses métodos
de osteossintese sdo eficientes com bons e excelentes resultados clinicos, alto
indice de consolidacdo das fraturas e baixos indices de complicaces (FERNANDES
et al., 2002).

JA as hastes blogueadas possuem vantagens biomecéanicas quando
comparadas a outras técnicas de imobilizacdo, visto que permitem a estabilizacao
rigida das fraturas e preservam os padrdes biologicos de osteossintese (ROMANO
et al., 2008).

No concernente ao tratamento conservador, esse sO acontece em raras
circunstancias como, por exemplo, quando o hospital ndo possui material minimo
adequado, o médico ndo esta habilitado para este tipo de intervencdo ou nos casos
de processos infecciosos. Mesmo assim o tratamento conservador é temporario, e 0
paciente deve ser transferido para um centro melhor adaptado para o tratamento
dessa fratura (HEBERT et al., 2003).

s

O tecido 6sseo é extremamente ativo. Desempenha diversas fungdes no

organismo como a protecdo aos 0rgaos internos, fornecimento de apoio estrutural e
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fisico aos tendBes e mlsculos, além de atuar como reservatorio de fons. E composto
por matriz organica e inorganica. O componente inorganico € constituido por cristais
de hidroxiapatita, além de outros minerais como 0 magnesio, fluor, potassio e sodio.
Cerca de 98% da matriz organica sdo compostas por colageno tipo I, outras
proteinas ndo colagenas, como 0s proteoglicanos, osteocalcina, integrinas e células
especializadas (HAZEMBERG; TAYLOR; LEE, 2007).

Ainda relacionado ao tecido 0sseo, ressalta-se que esse é um tipo
especializado de tecido conjuntivo. Como ja foi elucidado acima, é formado por
células e material extracelular calcificado: a matriz 6ssea. As células s&o: os
osteodcitos, 0s osteoblastos e o0s osteoclastos. Os osteocitos encontram-se
localizados profundamente nas fibras protéicas da matriz 0ssea estando,
provavelmente, envolvidos na homeostase do calcio plasmatico. Os osteoblastos
sdo as células que sintetizam a parte organica (colageno tipo |, proteoglicanos e
glicoproteinas) da matriz éssea, sdo capazes de concentrar fosfato de calcio,
participando da mineralizacdo da matriz. Ja os osteoclastos sédo células méveis,
gigantes, multinucleadas e extensamente ramificadas. A fungcdo dos osteoclastos é a
reabsorcdo O0ssea. Essas células destroem a matriz sempre que 0 0SSO precisa ser
remodelado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A remodelacédo 6ssea é uma funcao
fisiolégica que ocorre em 0ssos normais. Essa remove os microdanos e substitui o

0sso danificado em tecido 6sseo novo (LIN, 1996).

O coladgeno é a proteina mais abundante nos 0ssos, na pele e nos tenddes.
As fibras de colageno sdo parcialmente responsaveis pelas propriedades
biomecéanicas do osso, como resisténcia a pressdo sob ele e; também por dar
suporte aos musculos e a pele. Sdo conhecidos 20 tipos diferentes de colageno,

sendo o colageno tipo | o mais abundante (MARK, 1999)

A consolidacéo 6ssea € um processo complexo que envolve multiplas fases
gue se superpdem (GUARNIERO et al., 2007). De acordo com Padula et al. (2003),
no tecido ésseo, existe uma complexa interacdo de fatores reguladores locais e
sistémicos. Esses mediadores promovem equilibrio continuo entre formacédo e
reabsorcdo. A ocorréncia de uma fratura culmina na quebra desse equilibrio e a
partir desse momento, uma série de eventos intra e extracelulares vao ocorrer com 0

objetivo de reparar o tecido lesado.
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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 peridsteo, que ocorre apos
algumas horas e pode se estender por dias. O segundo estagio, ou estagio
inflamatério, caracteriza-se pela formagdo de um exsudato serofibrinoso e o
aumento de células antecessoras dos osteoblastos, que comegam a reabsorver o
tecido 6sseo necrosado, dois dias apés a fratura. O terceiro estagio caracteriza-se
pela formacao de tecido de granulacdo que atua na angiogénese e na organizacao
dos tecidos e estruturas e ocorre entre 0 segundo e o décimo segundo dia apls a
fratura. A partir do quarto estagio, inicia-se o processo de consolidacédo 0ssea. Esse
estagio é evidente apés a primeira semana e pode durar varios meses. Nessa fase,
o calo 6sseo encontra-se mole ou fibroso e vai gradativamente se transformando em
calo duro, o calo 6sseo propriamente dito. No quinto estagio o calo 0sseo esta
formado. No sexto estagio, chamado de estagio de remodelacéo, o0 0osso maduro é
substituido por tecido 6sseo lamelar. Esse processo se d4 em todos os individuos ao
longo da vida, sendo mais evidente nos meses que sucedem uma fratura
(SCHWARTSMANN; LECH; TELOKEN, 2003).

Algumas drogas como a hialuronidase, esterdides anabolizantes, insulina,
condroitina sulfato, horménio do crescimento, calcitonina, horménios tiroidianos e
vitaminas A e D atuam estimulando a consolidacdo 0ssea; em contrapartida drogas
como corticosterodides, anticoagulantes, tiouracil e vitaminas A e D em altas doses
atuam retardando a consolidacdo (GIORDANO et al., 1999).

O uso de corticosteroides retarda o processo de reparo das fraturas, pois;
diminui a formacdo do hematoma fraturario, limitando a fase inflamatoria; retarda a
producdo de tecido cartilaginoso que seria substituido posteriormente por 0Sso
trabecular (MENDES et al., 2001). A resposta inflamatoria € indispensavel no
processo de reparacdo. Sem a inflamacdo, ndo seria possivel a cicatrizacdo dos
tecidos (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

Segundo Mduller et al. (2004), outro farmaco que retarda a consolidag&o

o0ssea é o diclofenaco sodico.
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Giordano et al. (1999) realizaram um estudo experimental em ratos, em que
estudaram a influéncia da enoxaparina na consolidacdo das fraturas e concluiram
gue essa droga estimulou a formacao de calo 6sseo em fases intermediarias de sua

formacéo.

O acido zoledrdnico foi o farmaco estudado no presente trabalho. Esse acido
pertence a classe dos bifosfonatos (BF’s). Os primeiros BF’s foram sintetizados ha
mais de cem anos por Von Bayer e Hofmann. Devido a propriedade de inibirem a
precipitacdo de sais de calcio, a primeira aplicacdo deste grupo de farmacos foi
como agentes anticorrosivos, nao sendo descritos efeitos potencialmente
terapéuticos até 1968 (FLEISCH, 2002).

O conhecimento de suas caracteristicas biolégicas data da década de 60 do
século XX. Foram sintetizados no século XIX. E, no passado, eram utilizados para
fins industriais, como agentes de anti-sedimentacdo e aditivos para a limpeza de
canos de agua e Oleo, prevenindo a formacdo do carbonato de célcio (FLEISCH,
2002).

Os BF’s 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 variacbes possiveis, dai surgirem varios tipos de bifosfonatos
(DANNEMANN; ZWAHLEN; GRATZ, 2006). Sdo analogos quimicos da substancia
enddgena, denominada acido pirofosfoérico, que, no organismo, se encontra como
pirofosfato, um inibidor natural da reabsorgcdo 6ssea. No entanto, essa substancia
ndo pode ser utilizada como agente terapéutico no tratamento de doencas ésseas,
pois sofre uma rapida hidrélise enzimatica. Os BF’s sdo seus analogos sintéticos, em
gue o atomo central de oxigénio é substituido por um de carbono. Essa modificacéo
faz com que os BF’s sejam mais resistentes a degradacao enzimatica e possuam
uma meia-vida bioldégica maior, suficiente para influenciar o metabolismo 6sseo
(LICATA, 1997).

Diferentes substituintes ligados ao carbono central dao caracteristicas Unicas
para cada farmaco. O grupo R1 fornece a afinidade dos BF’s pelos cristais 6sseos,

enquanto o grupo R2 é responsavel pela poténcia e atividade farmacologica. O



18

comprimento da cadeia lateral € muito importante, sendo a maior atividade
encontrada em compostos com quatro carbonos, como, por exemplo, o alendronato
(SHINODA et al., 1983).

Os BF’s desaparecem rapidamente da circulacdo, unem-se aos minerais dos
0SSOs e concentram-se, seletivamente, em 0sso. Se ndo forem incorporados na
matriz mineral dos ossos, os BF’s sdo eliminados atraves da urina (GREEN, 2001).
Sao forte inibidores da atividade osteoclastica. Todos os compostos dos BF’s
acumulam-se por longos periodos de tempo na matriz 6ssea mineralizada.
Dependendo da duracdo do tratamento e do BF especifico prescrito, esse farmaco

pode manter-se anos no nosso organismo (LIN, 1996).

Os BF’s unem-se ao 0SsO e incorporam-se na matriz 0ssea. Durante a
remodelacdo 0ssea, o farmaco € absorvido pelos osteoclastos e incorporado no
citoplasma celular, o qual inibe a funcdo osteoclastica, induzindo a morte celular
apoptotica (FLEISCH, 2002). Inibe igualmente a reabsor¢cdo osteoclastica mediada
pelos osteoblastos, possuindo propriedades antiangiogénicas (GREEN, 2001).

Assim sendo, a remodelacao 6ssea e a deposicdo 6ssea fisiolégica ficam
gravemente comprometidas em pacientes que recebem terapia com BF’s. Além
disso, 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 BF’s inibem a proliferacao,

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. Os BF’s
nitrogenados (pamidronato, alendronato, residronato, ibandronato, acido
zoleidrénico) sdo mais potentes, pois inibem a via do mevalonato, bloqueando a
enzima farnesil-difosfato sintetase, o 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).
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Segundo VERA et al. (2007), os BF’'s sao indicados na doenca de Paget,
hipercalcemia maligna, metastases 0sseas associadas ao cancer de mama e da

préstata, no mieloma mdaltiplo e na osteoporose.

Em geral os BF’s sdo bem tolerados se forem administrados corretamente,
porém existem relatos de efeitos adversos associados ao seu uso. No caso dos BF’s
orais, os efeitos adversos mais frequientes sédo 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).

Existem vaérios tipos de BF’s, dentre eles pode-se citar: alendronato,
clodronato, etidronato, EB-1053, ibandronato, neridronato, olpadronato,

incandronato, pamidronato, risedronato, tiludronato, YH-529 e o acido zoleidrénico.

O acido zoledrénico é uma nova geracdo de BF’s, sendo considerado
atualmente o mais potente. Esse acido possui dois &tomos de nitrogénio em um anel
imidazol heterociclico (Figura 1). Ha forte evidéncia de que os BF’s 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
acao dos BF’'s que possuem nitrogénio é a inibicdo da remodelacdo 6ssea mediada
pelos osteoclastos, por prevenir a prenilacdo de algumas proteinas formadas na via

metabdlica da sintese de colesterol.
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Figura 1 — Estrutura do acido zoledrénico
Fonte: (FLEISH, 2007)
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O &cido zoledrdnico 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
BF’s é sua pobre absor¢cdo, quando administrada por via oral, variando de 0,5 a 3%
especialmente na presenca de alimentos. Este acido é considerado a melhor opc¢éo
de tratamento devido a sua maior poténcia e remissao prolongada, em uma Unica
infusdo de curto tempo. E utilizado no tratamento da hipercalcemia de malignidade,
e ainda mostra-se de grande eficacia no tratamento da osteoporose pos-
menopausa, osteoporose induzida por corticéide e doenca de Paget (GRIZ,
COLARES; BANDEIRA, 2006).

7

A osteoporose € caracterizada por uma reducdo da resisténcia 0Ossea,
aumentando a suscetibilidade do individuo para a ocorréncia de fraturas (KEAVENY
et al.,, 2007). A resisténcia dos ossos fica comprometida pela deterioracao
progressiva na sua densidade e qualidade. A deficiéncia do estrégeno (inibidor
producdo dos osteoclastos) € o principal fator causal da osteoporose em mulheres
pés-menopausa. Além disso, nos individuos com osteoporose, a invalidez e 0 medo
de fraturas adicionais podem conduzir a limitagdo de atividades, aumentando assim

o isolamento que pode reduzir ainda mais a qualidade de vida (REGINSTER, 2007).

Siris et al. (2006) demonstraram que o uso de BF’s 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 que uma alta aderéncia no tratamento é
necessaria para minimizar os riscos de fraturas e que o uso de uma medicacao

anual é necesséria para melhorar da relagdo aderéncia-efetividade.

Os BF’s orais tém uma baixa absorcdo no trato gastrointestinal por esse
motivo 0s pacientes devem ingeri-los em jejum com 200 ml de &gua. Apds a
ingestao, devem ficar de 30 a 60 minutos, na posicdo ereta para evitar a esofagite.
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Por esse motivo, o uso do acido zoledronico 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 o
esquema de administracdo de apenas uma vez por més do ibandronato em
detrimento do esquema semanal do alendronato. Concluindo que as percepcdes de
preferéncia e conveniéncia das pacientes sobre o esquema posoldgico 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 més, 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 apds 12 meses.

Miller et al. (2008), mostrou que o ibandronato uma vez por més é
clincamente 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 &cido zoledrénico no
tratamento da osteoporose poOs-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 6ssea

e dos marcadores de metabolismo 6sseo.

Tadakoro (2009) verificou a farmacoeconomia e custo-efetividade dos
bisfosfonatos no Brasil e concluiu que o acido zoledrdénico é a melhor opcédo de
custo, aderéncia e efetividade, sendo a melhor terapéutica disponivel para minimizar

0 impacto econdmico do tratamento.

O estudo do zoledronato também é largamente utilizado nos casos de
complicacbes osteoliticas de metastases Osseas. Lu et al. (2008) em modelos com
ratos indicou que o zoledronato reduz a incidéncia de metéstases 6sseas de cancer

de pulméo.
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Griz, Colares e Bandeira (2006), em seu estudo sobre o Tratamento da
doenca de Paget Ossea: importancia do &cido zoledrénico, concluiram que o
desenvolvimento de inibidores especificos da reabsorcdo O0ssea mediada pelos
osteoclastos, particularmente os bisfosfonatos de dltima geracdo como o
alendronato, risedronato e o &zido zoledrbénico, permitiu maiores chances de
sucesso no tratamento da doenca de Paget, mesmo nos casos mais severos, sendo,

portanto, o acido zoledrénico a melhor opcéo de tratamento.

Ferreira Janior et al. (2008) elaboraram uma pesquisa para observar 0s
efeitos dos bifosfonatos na reparacdo de fraturas em tibias de ratas com
osteoporose e concluiram, através da morfometria e hostomorfometria, que foi
possivel constatar a melhoria na densidade 0ssea, na densidade trabecular 6ssea e
espessura do calo 6sseo em todos 0s grupos tratados, sendo que o alendronato de
sodio obteve melhores resultados.

Matos, Aradjo e Paixdo (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 zoledrénico em
tibias de ratas ooforectomizadas, concluiram que este acido também néo teve
influéncia significativa na massa corporea dos animais, porém, ao se analisar 0s
resultados, observaram que o acido ndo aumentou significativamente a resisténcia

o0ssea da diafise 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 o zoledronato
aumentou significativamente a resisténcia 6ssea do Umero proximal e a area
trabecular 6ssea na regido metafisaria do umero em ratas osteoporoticas, sendo,
portanto, necessaria a realizacdo de outros estudos para se evidenciar sua eficacia

em outras regides umerais.
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1.1 Justificativa

Em virtude de os resultados obtidos na literatura serem conflitantes, surgiu a
idéia de produzir as fraturas em fémures de ratos normais, ou seja, sem que se
fosse induzida a osteoporose, fazer osteossintese intramedular e se avaliar
realmente qual o comportamento da utilizacdo desse acido no processo de
consolidacéo das fraturas. Dessa forma, pode-se observar direta e mais claramente

0 impacto desse medicamento na reparacao dessas fraturas.
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2 OBJETIVO

Verificar os efeitos do acido zoledrénico no processo de consolidagdo 0ssea
em fraturas de fémures de ratos submetidos a osteossintese intramedular com fio de

Kirshner.
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3 METODO
3.1Tipo de estudo

Trata-se de estudo experimental controlado em ratos.
3.2 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

da Universidade Federal do Cear& (UFC), no protocolo nimero 56/08 (Anexo).

A pesquisa foi realizada obedecendo aos principios éticos na
experimentacdo animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais
de Laboratério (SBCAL / COBEA).

Foram aplicadas as normas de redacdo do Guia para Normalizacdo de

Trabalhos Académicos da Universidade Federal do Ceara.

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

3.3 Local da pesquisa

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Cirurgia Experimental
(LABCEX) da Universidade Federal do Ceara e na Faculdade de Medicina Christus.

3.4 Caracterizacdo da amostra

Foram utilizados, neste estudo, 36 ratos (Rattus novergicus albinus) da raca
Wistar, machos, adultos, pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério central

da Faculdade de Medicina Christus.
3.5 Ambiente de experimentacao

Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com tampa de grade
de metal, contendo, no maximo, seis animais. Essas eram limpas diariamente e
mantidas em local seco e arejado, com temperatura ambiente controlada em 25°C,

umidade relativa do ar de 55% e ciclo de luz claro-escuro de 12 h, no biotério central
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da Faculdade de Medicina Christus. Os animais receberam racdo da marca Fri-
Ribe® balanceada e agua ad libitum.

3.6 Delineamento do estudo

Os animais foram distribuidos em 2 grupos: o grupo do acido zoledrdnico
(AZ), composto de 18 animais que receberam tratamento com o acido zoledrdnico,
via intraperitoneal, 0,1mg/kg, de acordo com os estudos de Palacio et al. (2010) e 0
farmaco foi administrado na ocasiao do procedimento cirurgico, em dose Unica. Para
a administracdo da substancia, utilizou-se seringa estéril para insulina, com agulha
fixa. O grupo controle foi composto de 18 animais que ndo fizeram tratamento

medicamentoso.

Esses grupos foram subdivididos de acordo com o periodo de consolidagao
O0ssea em 7, 14, 28 dias, com seis animais em cada um desses grupos (Figura 2).

Os animais foram sacrificados por inalacdo excessiva de éter nos respectivos

grupos.
[ N=36 animais
Grupo Acido
Grupo Controle Zoledrdnico
18 animais N 0,1mg/kg
18 animais
) |
7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias
6 animais 6 animais 6 animais 6 animais 6 animais 6 animais

Figura 2 — Divisdo dos animais entre 0s grupos
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3.7 Procedimento cirargico

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico, tanto os do
grupo do &cido zoledrénico como também os do grupo controle. Todo o material
utilizado na intervencéo cirargica foi devidamente esterilizado e utilizado em apenas

um animal por esterilizagcao.

Os animais foram pesados, para os calculos da anestesia e dose do
medicamento. Para a anestesia foi utilizado o cloridrato de xilazina (5mg/kg) e
cloridrato de cetamina (40mg/kg) por via intraperitoneal. A anestesia foi realizada no
guadrante inferior esquerdo do abdémen. Efetuou-se a elevacédo da pele com uma
das méos e fez-se injecao com a perfuracdo da parede abdominal a 90°, garantindo
0 acesso a cavidade intraperitoneal sem o risco de lesdo das visceras. ApGs o
estabelecimento de um nivel anestésico apropriado, que poderia ser facilmente
verificado ao se observar o animal imével ao manuseio, com auséncia de resposta a
estimulos nociceptivos e a manutencdo de frequéncia e amplitude respiratoria
normais, foi realizada uma tricotomia na regiao anterior da articulagcdo 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 anti-sepsia da area a ser

submetida ao procedimento cirargico.

Foi realizada uma incisdo longitudinal anterior na articulagéo 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 condilos
(Figura 3).
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Figura 3 — Incisédo longitudinal anterior na articulagédo do joelho direito (JD) do animal e orificio de
acesso ao canal medular entre os condilos. Animal em decubito dorsal, com joelho direito (JD) em
flexdo. Letras C e P correspondem, respectivamente, a coxa e a pata do animal

Apés a abordagem do canal medular, por via retrograda, intercondiliana, foi
introduzido um fio de Kirshner de 1mm de diametro 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 migracdo (Figura 4) e sepultado abaixo
da pele do animal. A patela foi reduzida e a ferida cirdrgica suturada com fio de

sutura Mononylon 5.0.

Figura 4 — Bloqueio do fio de Kirshner (F) na regido trocanteriana (RT). Animal em decubito
lateral. Letras C e P correspondem, respectivamente, a coxa e pata do animal
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3.8 Técnica de inducéao da fratura

Ap6s o procedimento cirdrgico, foi realizada a producdo das fraturas. A
técnica utilizada para a producdo de fraturas foi a estabilizagdo do fémur do animal
em uma guilhotina romba, a mesma 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, h4 uma barra
de aco com superficie romba (E), que fica travada (F) no platé (G), encontrado na
outra extremidade de barras verticais, ligando-as. Quando a barra de aco €
destravada do platd, ela cai com forca de 5N, suficiente para fraturar a diafise

femoral (Figura 5).

Na figura 5, pode-se observar a barra de aco destravada, o que permite uma
melhor visualizacdo de tudo o que foi elucidado acima. A depressdo (H) no
dispositivo preso a base é onde o fémur do animal é estabilizado para ser submetido

a fratura.

Figura 5 — llustrac&o da guilhotina romba. Composta de uma base (A), duas
barras verticais e paralelas (B e C), dispositivo com quatro pontos (D), com
duas depressoes entre eles (H), barra de ago 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
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Para uma correta posicado do fémur nessa depresséo (Figura 5-H), o animal
deve ser colocado na diagonal em relagdo a base da guilhotina romba, com a
articulacéo do joelho em flexdo e o quadril em rotacao 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 ir4 causar a fratura, situando-a ao
longo do corpo do animal. O pesquisador segura o animal ainda anestesiado durante
todo o processo da indugdo da fratura. Na figura 6, pode-se observar melhor o

posicionamento do animal na guilhotina romba no momento da fratura.

Figura 6 — Posicionamento do animal na guilhotina romba no momento da fratura

No po6s-operatério, os animais, de ambos 0s grupos, receberam Paracetamol
(2mg/kg) associado a fosfato de codeina (0,03mg/kg) (CODEX®), diluido na agua,

por trés dias.

Ap6s o efeito da anestesia até o dia do sacrificio, os animais ndo foram
imobilizados, deambulando livremente, conforme o membro submetido ao

procedimento permitisse.
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3.9 Estudo radiogréfico

Apés o sacrificio dos animais de cada subgrupo, foi realizado exame
radiografico do fémur dos animais em pelicula de mamdgrafo, em um aparelho
Senographe DMR da GE®. A técnica utilizada foi a de 24kV e 14mAs, com a
magnificacdo de 1,8. O tubo do mamdgrafo foi posicionado verticalmente e as pecas
anatdmicas colocadas em uma bandeja do aparelho a 20cm do foco de emisséo,
com a face anterior voltada para cima, na distancia de 60 cm do fiime. As pecas de
cada tempo estudado foram colocadas na mesma pelicula, sendo o tempo de

exposicao de 0,5 segundo.

Os exames foram visualizados no microscopio ciruargico (D.F. Vasconcellos
M90®) do laboratério de microcirurgia da Universidade Federal do Ceard e com
aumento de 10x. A imagem foi digitalizada através de uma placa de video externa
com Sistema de captura de video Pixelview® (Aparelho de Captura de TV PlayTV

Box4) acoplada ao microscopio e ao computador.

A figura 7 contém imagens radiograficas, ilustrando a diferenca do calo
0sseo entre 0s grupos controle e acido zoledrénico nos tempos estudados, 7, 14 e

28 dias de consolidacao éssea.
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GRUPO CONTROLE ACIDO ZOLEDRONICO

Figura 7 — Imagens radiograficas nos grupos, controle e acido zoledrénico, nos tempos de
7, 14 e 28 dias de consolidacéo 6ssea

28 D

A densidade Optica, quantificada por meio da média dos niveis de cinza, e o
tamanho da &rea do calo 6sseo em mm? foram analisadas a partir de um programa
informatizado de analise de imagens (Sistema de Andlise Morfométrica — SAMM),
desenvolvido do Programa de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara e modificado para este fim (JAMACARU, 2006).

Apés selecionada a area de interesse na imagem a ser analisada, marcada
em azul, na figura8, era realizada a quantificacdo da area do calo 6sseo em mm?2 e a
média dos niveis de cinza. Niveis de cinza € uma escala utilizada na computacéo,
em que o preto absoluto € 0 e o branco absoluto é 255, e cada namero neste

intervalo corresponde a um tom de cinza, ndo ha unidade de medida para essa
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guantificacdo. A média destes niveis de cinza foi calculada pelo programa em toda a
area de interesse, 0 que corresponde a densidade éptica do calo 6sseo, quanto mais
perto do branco (255) essa meédia se encontra, mais radiopaco € 0 exame

radiografico, ou seja, mais consolidado o calo dsseo esta.

B SAMM: Sisterna de Anii ica - CAUsers\Liv 28di imall 8\photo_SVideo_2010_1203 111536015.bmp 1= x|

Arquivo ‘ Comprimento /Area || Regifo de interesse g Quantiicagdo T Sa |

Area selecionada = 31,34 mm* (38397 pixels’) | Média dos niveis de cinza=6524 | DesvioPadrio=2459 | Minimo=40 | Maximo=142

Bl -0 s =]

Figura 8 — llustragédo do programa utilizado para quantificar a densidade Optica e a area do calo
0sseo.

3.10 Estudo histoldgico

O calo 6sseo foi submetido a estudo microscopico em todas as pecas. As
pecas foram submetidas a descalcificagdo com utilizacdo de acido férmico a 5% por
72 horas. Apos esse periodo, as pecas eram cortadas longitudinalmente, com uma
serra prépria, para selecionar apenas o calo 6sseo e a regido proxima a fratura. O
corte foi impregnado com parafina, levado ao microtomo, onde foi feito
transversalmente um corte de 5 micrometros de espessura. A andlise histologica foi
realizada utilizando a coloragdo Picrosirius red, observada na luz polarizada do
microscopio optico (N-200T, Coleman, S&o Paulo, Brasil), para verificar a,
birrefringéncia do colageno tipo | e do colageno tipo Il no calo e na cortical préxima

a fratura.
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As imagens foram capturadas (Cyber-shot DSC-W55, Sony), colocando as
lAminas sob um microscoépio éptico com luz polarizada. 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 dimensdes 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
coloracdo que varia entre o verde e o amarelo esverdeado. A figura 9 contém
imagens histologicas, ilustrando a diferenca da densidade do colageno tipo | e tipo Ili
entre os grupos controle e acido zoledrénico nos tempos estudados, 7, 14 e 28 dias

de consolidacao Ossea.

O exame quantitativo de colageno foi realizado utilizando um programa
informatizado de andlise de imagens (Sistema de Analise Morfométrica — SAMM),
desenvolvido especificamente para esse fim (JAMACARU, 2006). Foram realizadas
medidas em pixels dos feixes que representavam a birrefringéncia em cada lamina.
Essas medidas foram obtidas por meio da diferenca de coloragdo detectada pelo
programa, que foi calibrado para identificar o espectro de cores relativo ao colageno
tipo | e ao colageno tipo Il corados com picrosirius red. O programa separava
automaticamente as estruturas de interesse e quantificava o percentual da estrutura

de interesse em relacdo a area de interesse (Figura 10).



GRUPO CONTROLE ACIDO ZOLEDRONICO

Figura 9 — Imagens histoldgicas nos grupos controle e acido zoledrénico, nos tempos de 7, 14
e 28 dias de consolidacao 6ssea

W SAMM: Sistema de Andlise Morfemétrica - C:\Documents and 0 p\Lodenafila\7 dias\Animal 6\DSC02200 bmp E‘E%
Arquivo | Compiimento | Regio de Interesse | Collll Verde | [ Sar |

Colgeno tipo | [vermelho + amarelo)

Area Selecionada = 115799.0000 mm* (115799.0000 pixels?) | Area Segmentada = 31104.0000 mav* (31104.0000 pixels’) | Densidade de Area = 0.268603 (26.8603 %)

Figura 10 — llustrac&o do programa utilizado para quantificar a percentagem de
colageno tipo I, em laminas com aumento de 100x

35
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3.11 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas, continuas e discretas, foram inicialmente
analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo. Para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdo
(dados paramétricos) ou a mediana, intervalo interquartili e valores minimos e

maximos (dados ndo parameétricos).

Comparacgfes intergrupos (controle versus &cido zoledrbénico), em cada
tempo estudado, foram feitas mediante o uso do teste t para variaveis nao
emparelhadas (dados paramétricos) ou do teste de Mann-Whitney (variaveis nao
paramétricas). Comparacdes intragrupos, ou seja, entre os trés tempos (dias 7, 14 e
28) em um mesmo grupo, foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA)
associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey (dados paramétricos) ou
pelo teste de Friedman complementado pelo teste de comparacées multiplas de
Dunn (variaveis nao paramétricas) (ARMITAGE; BERRY, 1994; MOTULSKY, 1995).

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 realizacdo dos procedimentos estatisticos como para a

elaboracéo dos graficos.
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4 RESULTADOS
4.1 Estudo Radiografico

Os dados foram analisados em relacdo a densidade optica, definida como a

média dos niveis de cinza, e a area do calo 6sseo em mmz2.
4.1.1 Densidade Optica do calo 6sseo

A densidade optica do calo 6sseo, definida como a média dos niveis de
cinza, mensurada nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de
consolidac&o éssea pode ser observada na figura 9. Dados expressos como média e
desvio padrdo das medicbes efetuadas em fémures de 5 (D7 e D28) e 6 (D14)
animais do grupo Controle e 6 (D7, D14 e D28) ratos do grupo Zoledronato estéao

apresentados na tabela 1 e figura 11.

Na analise intergrupos, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos de tratamento em nenhum dos tempos; tampouco, nas
comparagdes dentro do mesmo grupo, foram verificadas diferencas estatisticamente

significantes entre os tempos estudados.

80+
Bl Controle

@ Zoledronato

Densidade 6ptica
B [e2]
g i

N
o
1

14 28
Tempo de consolidacao (dias)

Figura 11 — Densidade 6ptica do calo 6sseo definida como a média dos niveis de cinza, mensurada
nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidacdo dssea
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Tabela 1 — Valores da média e desvio padrdo da densidade Optica do calo 6sseo
referentes as medicbes efetuadas nos animais dos grupos. Controle e Zoledronato
nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato

consolidago Significancia

. L 1 Desvio L 1 Desvio (intergrupos)
(dias) Média padréo Média padréo

7 64,51 9,24 56,68 6,53 P=0,1339
14 58,61 2,41 57,49 3,26 P=0,5132
28 58,96 5,26 63,07 5,53 P=0,2418

Significancia ) go0e pogos12  F= 25021 P=0,1079

(intragrupo)

4.1.2 Area do calo 6sseo em mm?

Na figura 12, pode-se observar a area do calo 6sseo mensurada nos grupos
Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidacdo d6ssea. A tabela 2
expressa os valores dos dados da média e desvio padrdo das medicdes efetuadas
em fémures de 5 (D7 e D28) e 6 (D14) animais do grupo Controle e 6 (D7, D14 e

D28) ratos do grupo Zoledronato.

Na analise intergrupos, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos de tratamento em nenhum dos tempos, embora, no dia
28 a diferenca tenha sido marginalmente significante (P = 0,0532). Todavia, nas
comparacgOes dentro do mesmo grupo, verificaram-se que, no grupo Controle, as
areas do calo mensuradas nos dias 14 (++P < 0,01) e 28 (+++P < 0,001) foram
significantemente maiores que a observada no dia 7. Similarmente, no grupo
Zoledronato, as areas do calo mensuradas nos dias 14 (**P < 0,01) e 28 (***P <
0,001) foram significantemente maiores que a observada no dia 7; ademais, a area
do calo verificada no dia 28 foi significantemente maior (*P <0,05) que a mensurada
no dia 14.



Area do calo 6sseo (mm?)
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Bl Controle
Bl Zoledronato
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Tempo de consolidagéo (dias)

Figura 12 — Area do calo 6sseo mensurada nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de

consolidagdo 0ssea

Tabela 2 — Valores da média e desvio padrdo da area do calo 6sseo referentes as
medicdes efetuadas nos animais dos grupos. Controle e Zoledronato nos trés

tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato

consolidacéo Significancia
) . Desvio . Desvio (intergrupos)

(dias) Média padréao Média padréo

7 3,95 2,55 4,89 2,19 P=0,5303
14 11,66# 3,30 12,89 3,82* P=0,5628
28 14,00t 2,68 19,78 5,241§ P=0,0532

Significancia  -_, ¢ e3e1  p=0.0003 F=21.3662 P<0,0001

(intragrupo)

#P < 0,01 versus D7 no grupo Controle; 1P < 0,001 versus D7 no grupo Controle; *P < 0,01 versus D7
no grupo Zoledronato; P < 0,001 versus D7 no grupo Zoledronato; 8P < 0,05 versus D14 no grupo

Zoledronato (teste de Tukey).
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4.2 Estudo histolégico

Foi observada a formacao de colageno tipo | e tipo Il nas corticais proximas
ao calo 6sseo e no proprio calo ésseo e avaliada sua propor¢cdo em percentagem

em relacédo aos outros elementos presentes na regido analisada.
4.2.1 Densidade de colageno tipo | no calo 6sseo

A figura 13 expressa em termos percentuais a densidade de colageno tipo I,
mensurada na regido do calo 6sseo nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7,
14 e 28 de consolidacdo 6ssea. Os dados correspondem a média e ao desvio
padrao das medicbes efetuadas em preparados histolégicos de 5 (D7 e D28) e 6
(D14) animais do grupo Controle e 6 (D7, D14 e D28) ratos do grupo Zoledronato

(Tabela 3).

Na andlise intergrupos, constatou-se que, no dia 28, a densidade de
colageno tipo | verificada no grupo Zoledronato foi significantemente maior (**P =
0,0098) que a observada no grupo Controle. Todavia, nas comparacdes dentro do
mesmo grupo néo foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre

0s tempos estudados.

a1
o
]

**

Bl Controle
@l Zoledronato
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Figura 13 — Densidade de colageno tipo |, expressa em termos percentuais, mensurada na regido do
calo ésseo nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidagdo 6ssea
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Tabela 3 — Valores da média e desvio padrdo da densidade de colageno tipo | na
porcdo medular do calo 6sseo referentes as medicdes efetuadas nos animais dos
grupos. Controle e Zoledronato nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato

consolidago Significancia
. L 1 Desvio L 1 Desvio (intergrupos)

(dias) Média padréo Média padréo

7 24,63 12,65 34,78 5,03 P=0,1028
14 24,41 13,33 37,46 7,90 P=0,0660
28 28,06 7,57 41,67 6,30 P=0,0098

Significancia 1611 p=ggsp9  F=1,7038  P=0,2154

(intragrupo)

4.2.2 Densidade de colageno tipo | na regido cortical do fémur proximo a fratura

A Densidade de colageno tipo | expressa em termos percentuais, mensurada
na porcao cortical do calo ésseo nos grupos Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e
28 de consolidacdo 0ssea pode ser verificada na figural4. Os dados da tabela 4
correspondem a média e ao desvio padrdo das medi¢cfes efetuadas em preparados
histologicos de 5 (D7 e D28) e 6 (D14) animais do grupo Controle e 6 (D7, D14 e
D28) ratos do grupo Zoledronato.

Na analise intergrupos, constatou-se que a densidade de colageno tipo |
verificada no grupo Zoledronato, foi significantemente maior que a observada no
grupo Controle nos dias 7 (*P = 0,0291), 14 (**P = 0,0011) e 28 (**P = 0,0032).
Todavia, nas comparagbes dentro do mesmo grupo, ndo foram verificadas

diferencas estatisticamente significantes entre os tempos estudados.
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Figura 14 — Densidade de coladgeno tipo I, expressa em termos percentuais, mensurada na por¢ao
cortical do calo 6sseo nos grupos. Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidacao 0ssea

Tabela 4 — Valores da média e desvio padrdo da densidade de colageno tipo | na
porcao cortical do calo 6sseo referentes as medicdes efetuadas nos animais dos
grupos. Controle e Zoledronato nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato

consolidac&o Significancia

. L Desvio L Desvio (intergrupos)
(dias) Media padrdo Média padrdo

7 59,38 18,34 80,56 7,63 P=0,0291
14 42,82 18,15 78,52 6,43 P=0,0011
28 53,83 17,96 84,47 5,64 P=0,0032

Significancia

F=1,1987 P=0,3328 F=1,2520 P=0,3142

(intragrupo)
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4.2.3 Densidade de colageno tipo Il no calo 6sseo

Na figura 15, pode-se observar a densidade de colageno tipo Ill, expressa
em termos percentuais, mensurada na regido do calo 6sseo nos grupos Controle e
Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidacdo 6ssea. Os dados correspondem a
média e ao desvio padrdo das medi¢cOes efetuadas em preparados histolégicos de 5

(D7 e D28) e 6 (D14) animais do grupo Controle e 6 (D7, D14 e D28) ratos do grupo
Zoledronato (Tabela 5).

Na analise intergrupos, ndo foram constatadas diferengcas estatisticamente
significantes entre os grupos de tratamento em nenhum dos tempos; tampouco, nas
comparagdes dentro do mesmo grupo, foram verificadas diferencas estatisticamente
significantes entre os tempos estudados.
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Figura 15 — Densidade de colageno tipo Ill, expressa em termos percentuais, mensurada na regido do
calo 6sseo nos grupos. Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolida¢do 0ssea
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Tabela 5 — Valores da média e desvio padrdo da densidade de colageno tipo Il na
porcdo medular do calo 6sseo referentes as medicdes efetuadas nos animais dos
grupos. Controle e Zoledronato nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato

consolidago Significancia
. L 1 Desvio L 1 Desvio (intergrupos)

(dias) Média padréo Média padréo

7 2,05 2,14 0,60 0,74 P=0,1516
14 2,57 1,95 0,89 1,57 P=0,1312
28 1,14 1,05 0,37 0,17 P=0,1075

Significancia - g719  p=g4412  F=0,4049  P=0,6741

(intragrupo)

4.2.4 Densidade de colageno tipo Il na regido cortical do fémur proximo a fratura

A densidade de colageno tipo Il expressa em termos percentuais e
mensurada na porcédo cortical do calo 6sseo nos grupos Controle e Zoledronato nos
dias 7, 14 e 28 de consolidacdo 0ssea, pode ser verificada na figura 16. Os dados
expressos ha tabela 6 correspondem a média e ao desvio padrdo das medicOes
efetuadas em preparados histologicos de 5 (D7 e D28) e 6 (D14) animais do grupo
Controle e 6 (D7, D14 e D28) ratos do grupo Zoledronato. Na andlise intergrupos,
ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos de
tratamento em nenhum dos tempos; tampouco, nas comparacdes dentro do mesmo
grupo, foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre os tempos

estudados.
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Figura 16 — Densidade de colageno tipo Ill, expressa em termos percentuais, mensurada na porgéo
cortical do calo 6sseo nos grupos. Controle e Zoledronato nos dias 7, 14 e 28 de consolidag&o dssea

Tabela 6 — Valores da média e desvio padrdo da densidade de colageno tipo Ill na
porcdo medular do calo 6sseo referentes as medicdes efetuadas nos animais dos
grupos. Controle e Zoledronato nos trés tempos estudados (dias 7, 14 e 28)

Tempo de Controle Zoledronato o
consolidagao oy Desvio - Desvio (1?32?3253
(dias) Media padréo Media padréo
7 2,65 1,52 6,45 6,03 P=0,2073
14 5,06 4,96 3,12 1,62 P=0,3854
28 3,48 3,97 7,91 3,45 P=0,0783

Significancia

. F=0,5513 P=0,5891 F=2,1306 P=0,1533
(intragrupo)
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado para verificar os efeitos do acido zoledrénico na
consolidacdo das fraturas de fémures de ratos tratados com osteossintese

intramedular.

O &cido zoledrénico foi o farmaco escolhido por ser uma nova geracdo de
bifosfonatos. E 10.000 vezes mais potente que o etidronato e 100 vezes mais que 0
pamidronato. E utilizado no tratamento da hipercalcemia de malignidade, na
osteoporose pOs menopausa, osteoporose induzida por corticoide e doenca de
Paget. Possui dois &tomos de nitrogénio em um anel imidazol heterociclico (GRIZ;
COLARES; BANDEIRA 2006). Os bisfosfonatos mais potentes sdo caracterizados
pela presenca de nitrogénio em sua cadeia lateral (RUSSELL et al., 1999). O efeito
principal de todos os bifosfonatos € sua capacidade de inibir a reabsorcdo 6ssea
mediada pelos osteoclastos (WAKCHOURE et al., 2006).

Para a reducéo da fratura, utilizou-se o fio de Kirshner, que 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, em Azuma et al. (2001), numa pesquisa que
avaliou o uso do ultra som pulsado de baixa intensidade na consolidacdo 0ssea e
por Kupczik et al. (2009).

Bonnarens et al. (1984) utilizaram um aparelho semelhante a guilhotina
romba e concluiram 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.

Vialle et al. (2004) também utilizaram o fio de Kirschner intramedular no
fémur de ratos da raga Wistar, como também um aparelho que funciona como a
guilhotina romba, para a producdo das fraturas. Michaele et al. (2004), em sua
pesquisa, utilizaram um dispositivo de trés pontos para um criacdo reprodutivel de

fraturas fechadas de fémur em ratos.
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Foram utilizados nesse estudo ratos Wistar por serem animais de pequeno
porte, visto que as despesas para a compra e reproducao sao relativamente baixas.
Vale salientar ainda a facil padronizagdo no que diz respeito ao peso, ao estado de
saude, a alimentacéo, a idade e ao baixo indice de mortalidade (TEIXEIRA, 2010).
Todos esses motivos permitem a implementacdo de grandes grupos, tornando as
pesquisas mais viaveis. Segundo Nunamaker et al. (1998), modelos experimentais
em ratos sdo os mais frequentementes, utilizados quando se quer estudar o
processo de cicatrizacdo de uma fratura. Optou-se pelo sexo masculino por nao
haver variagbes hormonais em relacdo as fémeas. Dois animais morreram nesse

estudo, antes da data do sacrificio por causas desconhecidas.

O rato por ser um animal de pequeno porte constitui um desafio para o
desenvolvimento de um modelo de fratura, portanto os ossos longos, como o fémur
e a tibia sdo mais adequados para o estudo de fraturas. No presente estudo, foi
utilizado o fémur, pois a tibia apresenta algumas questdes a serem consideradas,
como o fato de o seu calibre declinar distalmente, pois diferentes locais da fratura
resultam em diferentes tamanhos do calo, limitando, assim, a padronizacdo e
comparabilidade. Ainda existindo a influéncia da fibula, que também pode fraturar,
resultando na formacéo de calos diferentes. Ja o fémur do rato € um o0sso tubular
com diametro interno e externo relativamente consistente, sendo mais adequado
para o estudo de fraturas (HOLSTEIN et al., 2009).

Para a anestesia, foi utilizado o cloridrato de cetamina e o cloridrato de
xilazina, pela facilidade de obtencédo desses farmacos e por ndo haver necessidade
de se utilizar grandes volumes dos mesmos. Dos protocolos mais comumente
empregados, a associacao xilazina-cetamina € considerada uma das mais populares
técnicas anestésicas utilizadas em pequenos animais. A xilazina é capaz de
contrabalancear os efeitos indesejaveis inerentes ao uso da cetamina, como 0
aumento da atividade motora e a ativagdo simpatica (HASKINS; FARVER; PATZ,
1986; HALL; CLARKE, 1991; LUNA et al., 2000). Apresenta propriedades seletivas
classicas, como relaxamento muscular por acdo central, sedacdo e analgesia
(KOLATA; RAWLINGS, 1982; SPINOSA, 2002). A cetamina foi introduzida na pratica
clinica a partir da década de 1960, tendo como principal funcdo promover anestesia

em humanos e animais. Promove perda sensorial marcante e analgesia, assim como
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amnésia e paralisia do movimento, sem perda real da consciéncia (KLIDE, 1992;
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 pos-operatério, a analgesia foi obtida com a utilizacdo da codeina
(derivado morfinico) em associacdo com o paracetamol diluido em agua potavel.
Semelhante a utilizada por Mesquita et al. (2010) e Rocha (2010). A recuperacao

pés-operatoria foi rapida e satisfatoria.

Foi realizada uma incisdo longitudinal anterior de aproximadamente 2 cm na
articulagcéo 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 que esse

modelo foi escolhido pela facilidade de execucéao e obtencdo do material.

O &cido zoledrbénico € administrado em humanos por via intravenosa. No
presente estudo, utilizou-se a dose de 0,1mg/kg por via intraperitoneal semelhante a
utilizada por Palacio et al. (2010). A escolha da via intraperitoneal tornou-se mais
vidvel para a pesquisa pelo fato de que esse medicamento possui alto custo e,
depois de aberto, s6 tem validade de apenas 24 horas, se armazenado em
refrigerador entre 2 a 8°C. Por esse motivo, foram utilizados dois frascos do
medicamento, que sO foram abertos ap6s uma programacdo detalhada, em que
varios fatores foram pensados, como a verificacdo do horario de funcionamento do
laboratério, a disponibilidade dos funcionarios, a obtencdo de todo o material
cirirgico necessario. Além da otimizacdo de tempo para a esterilizacdo do
instrumental cirargico, com o objetivo de serem realizadas o maximo de cirurgias

possiveis dentro do tempo de validade do medicamento.

A consolidagdo da fratura é um evento complexo que envolve a interagdo de
uma variedade de processos diferentes (SCHENDELER, 2008). Os dias de escolha
para o sacrificio dos animais foram baseados no trabalho de Udupa e Prasad (1963).
Esses autores definiram quatro fases no processo de consolidacédo 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

remodelacao.
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Udupa e Prasad (1963) realizaram estudo histoquimico, com duracdo de
seis semanas, para caracterizar a evolucdo da consolidacdo 6ssea em ratos, tendo-
se evidenciado as quatro fases que foram citadas acima: a fase fibroblastica, que &
caracterizada principalmente pela proliferacédo de fibroblastos oriundos do periosteo
e posteriormente de condroblastos e osteoblastos; fase do colageno, na qual, a
medida que diminui a proliferacdo celular, ocorre producdo 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 substéancia intercelular e osso novo e a fase de remodelagéo,
correspondente a quinta e sexta semanas, quando o excesso de massa 6ssea
formada é reabsorvido (MULLER et al., 2004). JA que o tempo estimado para a
consolidac&o da fratura em animais € de 28 dias, esta Ultima fase ndo entrou nos

tempos estudados.

O estudo radioldgico foi mesmo utilizado no trabalho de Teixeira (2010). As
imagens radioldgicas foram feitas com peliculas de mamaografo, por ter qualidade
superior a encontrada nos aparelhos de radiografias convencionais, proporcionando
melhor visualizacdo da consolidacdo 6ssea. Mendes et al. ( 2001) utilizaram o

mesmo procedimento, embora tenham empregado outra técnica, 30mAs, 25Kv.

Para a analise histolégica, foi utilizada a coloracdo Picrosirius red(PSR).
Essa coloragéo seguida por microscopia de luz polarizada € usada para visualizar as
fibras de colageno, fazendo-se uma captura digital para posterior analise (CUTTLE
et al., 2005). Pode-se observar a mesma analise em Teixeira (2010). Mesquita et al.
(2010) e Rocha (2010), em seus estudos envolvendo gueimaduras de pele em
animais, utilizaram a mesma analise, objetivando quantificar a deposicdo de

colageno.

Quando raios de luz passam através de um filtro polarizado, eles saem
vibrando em uma so6 direcdo. Um segundo filtro colocado com seu eixo principal
perpendicular ao primeiro filtro bloqueara a passagem de luz. Se, porém, um tecido
gue tiver estruturas formadas por atomos e moléculas com um alto grau de
orientacdo (como celulose, colageno, cristais e microtubulos) for colocado entre o
dois filtros, a estrutura molecular repetida e orientada modifica o plano de vibracao

da luz que emerge do primeiro filtro, fazendo com que essas estruturas aparecam
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luminosas contra um fundo escuro apds passarem pelo segundo filtro. A
birrefringéncia é a capacidade que as estruturas tém de girar o plano de vibracao da
luz polarizada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Para serem estudados no microscépio, a maioria dos cortes histologicos
deve ser corada, porque, com poucas excecles, os tecidos sdo incolores. Uma
técnica especialmente boa para observar e diferenciar coldgeno € o uso de corante
PSR associado com luz polarizada. O PSR cora as fibras de coladgeno que sob luz
polarizada exibem intensa birrefringéncia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Sob a luz polarizada, os tecidos ficam luminosos sobre um fundo escuro o
gue permite diferenciar o colageno tipo | do colageno tipo Ill. O colageno tipo |
apresenta fibras grossas e alinhadas, apresentando-se em tons de amarelo a
vermelho. O colageno tipo Il apresenta fibras finas e dispersas coradas em tons de
verde (JUNQUEIRA, COSSERMELLI, BRENTANI, 1978).

Amanat et al. (2007), procuraram avaliar em seu estudo qual o tempo certo
de uma dose Unica do acido zoledrdnico necessério para aumentar a forga 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 &cido por via intravenosa (0,1 mg/kg), com diferentes
horarios de administracdo: no momento da fratura, uma semana apoés a fratura e
duas semanas apos a fratura. Os animais foram sacrificados seis semanas apos a
cirurgia. E foram feitas analises radiogréaficas, histolégicas, testes biomecénicos,
tomografia computadorizada quantitativa. E importante ressaltar que realizaram
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 &cido zoledrénico
desempenha um papel importante na modulacédo das propriedades do calo. E ainda

observaram que o atraso da dose Unica produz um calo maior e mais forte.

A maioria das pesquisas sobre o acido zoledrénico envolve a utilizagdo de
ratas osteoporoticas e em variados locais de estudos, como tibia, umero e fibula.
Entretanto encontra-se, na literatura, trabalho como o de Matos, Aradjo e Paixao

(2007), os quais utilizaram coelhos em seu estudo. A amostra foi composta por trinta
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animais, todos foram submetidos a osteotomia na diafise proximal da fibula. Foram
divididos 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 apos
uma, duas e quatro semana. E passaram por analises histomorfométricas.
Concluindo que o zoledronato € caracterizado por acentuado estimulo na formacgao
0ssea na area metafisaria da fibula, resultando em grande quantidade de volume

o0sseo trabecular.

Pereira et al. (2009), em sua pesquisa sobre o Efeito do &cido zoledrénico
em tibias de ratas ooforectomizadas, utilizaram em seu estudo 40 ratas (rattus
novergicus albinus). Aos 60 dias de vida, os animais foram divididos aleatoriamente
em dois grupos: grupo ooforectomia e grupo pseudo-cirurgia. Aos 90 dias de vida,
foram novamente divididos, de forma aleatéria, s6 que, desta vez, em quatro
subgrupos de acordo com a administragao intraperitoneal do zoledronato de 0,1
mg/Kg. Doze meses apds a administracdo do medicamento, os animais foram
eutanasiados tendo suas tibias dissecadas para posterior andlise. Estas envolviam
estudos clinicos, biomecéanicos e histomorfométricos. Concluindo que o zoledronato
nao teve influéncia significativa na massa corp6rea. E observaram ainda que nao
houve aumento significativo da resisténcia éssea na diéfise tibial ou area trabecular

oOssea.

Palacio et al. (2010), utilizaram metodologia semelhante ao trabalho que foi
descrito acima, diferindo apenas na regido estudada, que, nesse caso, foi o Umero.
Entretanto obtiveram resultados diferentes. Concluindo que o &cido zoledrdnico
aumentou significativamente a resisténcia 6ssea do Umero proximal e a area

trabecular éssea na regido metafisaria.

No presente trabalho, foram produzidas fraturas em fémur de rato normal, ou
seja, ndo osteoporotico, tratado com a osteossintese intramedular,com o objetivo de
verificar a acdo do zoledronato no processo de reparagcdo do osso fraturado. Para
isso, foram utilizadas analises radioldgicas, em que se observou a densidade Optica
e a area do calo 6sseo, e, nas andlises histologicas, verificou-se a formacao de

colageno tipo | e tipo Il no calo 6sseo e nas corticais proximas ao local da fratura.
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Em relacdo a densidade Optica do calo 6sseo ndo se verificou nenhum
resultado estatisticamente relevante em relacéo ao uso do acido zoledrénico. No que
se refere a area do calo, pode-se notar que ndo houve diferenga significante (p <
0,05) intergrupos nos tempos de 7, 14 e 28 dias de consolidacdo. Apesar de o grupo
do zoledronato, no tempo de 28 dias, ter um resultado muito proximo em relacdo ao
nivel de significAncia considerada na pesquisa (p=0,0532), Adams e Hamblem
(1994) descrevem que, no final da consolidacdo 6ssea, 0 calo 6sseo aumenta de
tamanho formando um anel bulboso ao redor do foco da fratura. Na analise
intragrupos, constatou-se um aumento da area do calo 6sseo, sem resultados

estatisticamente significantes, sendo considerado um evento normal.

Na percentagem de colageno tipo | no calo 6sseo, ndo houve aumento
significativo na andlise intragrupal. J4 na analise intergrupos, pode-se observar que
0 grupo do acido zoledrdnico, no tempo de consolidacdo de 28 dias, apresentou uma
diferenca bastante significante (p=0, 0098) quando comparado ao grupo controle no
mesmo tempo, o que difere dos resultados de Udupa e Prasad (1963) que afirmaram
gue o conteudo mucopolissacarideo aumenta rapidamente na primeira semana apos
a lesao, e é seguido por um aumento do contetdo de colageno durante a segunda
semana. A deposicdo de fosfato de calcio durante a terceira e a guarta semana
provoca uma queda aparente no teor de coldgeno, no decurso desse periodo. O
conteudo de colageno tende a voltar ao normal durante a fase de remodelacéo, que

s6 ocorre na quinta e sexta semanas.

Nas corticais do fémur proximas ao local da fratura, pode-se verificar que a
percentagem de colageno tipo | aumentou significativamente ao se observar a
analise intergrupos por tempo de consolidagéo. Verificando inclusive esse aumento

em todos os tempos de consolidagao (7, 14, 28) considerados nessa pesquisa.

Com relacédo a densidade de colageno tipo Il no calo 6sseo e nas corticais,
ndo houve diferenca significativa tanto na andlise intragrupos, quanto nas

intergrupos nos tempos de consolidacao estudados.

Os osteoblastos séo as células que sintetizam o colageno tipo I. J4 a funcdo
dos osteoclastos € a de reabsorcéo 6ssea. Essas células destroem a matriz sempre
que o 0sso precisa ser remodelado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Isto ocorre
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em locais que estdo mecanicamente enfraquecidos, podendo desenvolver
microfraturas (EASTELL et al., 2001).

Em circunstancias normais, os osteoclastos secretam acidos que dissolvem
0 mineral 6sseo e enzimas proteoliticas que degradam a matriz 6ssea. A reabsor¢ao
dos ossos pelos osteoclastos é seguida pela migracdo dos osteoblastos para o local
onde estd havendo a reabsorc¢éo, resultando na formacéo de novo tecido 6ésseo. O
mecanismo de acdo do &cido zoledrdnico € justamente inibir a reabsorcdo 0ssea,

mediada pelos osteoclastos (SIRIS et al., 2006).

Os resultados obtidos nesse estudo estado de acordo com esta descricdo, em
gue se observa a acdo anabdlica do &cido, blogueando o efeito catabdlico do

osteoclasto e melhorando o efeito anabdlico dos osteoblastos.

Esse estudo foi feito inicialmente em ratos n&o osteoporoticos, para verificar
o efeito do zoledronato no processo de cicatrizagdo das fraturas Estudos futuros,
envolvendo a inducdo de osteoporose em ratas e posterior producédo de fraturas na
diadfise femoral, realizando a osteossintese intramedular e utilizando o acido
zoledrbnico, tornam-se interessantes, para entdo se observar o comportamento
desse medicamento no processo de consolidacdo das fraturas em 0Sso0S
osteoporoticos. Podendo-se propor a sua utilizagdo em pacientes osteoporoticos, no
leito hospitalar, apds procedimento cirirgico decorrentes de fraturas femorais.
Diminuindo, assim, o risco de incidéncia e melhorando o processo de reparacao

dessas fraturas.
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6 CONCLUSAO

O &cido zoledrdnico promoveu uma maior deposicdo de colageno tipo |,
sugerindo aceleragdo no processo de consolidacdo 6ssea, sobretudo na fase final
da reparacdo. Em relacdo a percentagem de colageno tipo Il (no calo 6sseo e nas
corticais proximas ao calo), a area do calo 6sseo e a densidade Optica do calo

0sseo, ndo houve resultados estatisticamente significantes.
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APENDICE — DADOS BRUTOS DA PESQUISA

Area selecionada - Calo
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Animal Controle- 7d AZ-7d Controle- 14d | AZ-14d | Controle-28d | AZ-28d
1 0,76 5,44 10,87 19,29 16,46 21,11
2 1,92 1,15 8,13 11,41 15,87 12,97
3 5,57 3,42 12,94 8,84 14,02 17,36
4 6,91 5,95 8,36 11,68 9,63 16,95
5 4,61 6,59 16,92 15,5 14,04 28,1
6 Excluido 6,77 12,72 10,62 Excluido 22,21

Média dos niveis de cinza (densidade Optica)

Animal | Controle-7d AZ-7d | Controle-14d | AZ-14d | Controle-28d | AZ-28d
1 77,15 51,72 57,16 61,52 53,83 68,88
2 71,17 54,17 54,94 57,6 57,82 58,86
3 60 62,05 59,2 54,07 67,5 56,64
4 55,17 52,76 58,57 53,92 55,88 58,9
5 59,08 51,95 59,71 56,85 59,76 68,69
6 Excluido 67,45 62,06 60,95 Excluido 66,42




Colageno tipo | nas corticais

62

Animal | Controle- 7d Az-7d Controle- 14d | AZ-14d | Controle-28d AZ-28d
1 61,34 81,01 58,38 83,14 39,88 89,67
2 76,26 88,41 61,48 69,6 51,67 81,66
3 36,69 85,6 50,63 77,47 82,16 75,81
4 44,94 72,39 45,21 85,6 37,39 82,03
5 77,65 70,09 19,65 82,81 58,04 87,16
6 Excluido 85,83 21,54 72,48 Excluido 90,48

Colageno tipo lll nas corticais

Animal | Controle- 7d AZ-7d Controle- 14d | AZ-14d | Controle-28d | AZ-28d
1 4,43 4,94 1,75 2,91 5,06 2,36
2 2,89 0,54 1,83 5,48 9,73 5,31
3 1,31 3,94 0,84 2,63 0,31 8,17
4 3,73 14,96 3,26 4,62 1,69 11,3
5 0,9 12,85 12,3 1,63 0,6 10,07
6 Excluido 1,44 10,35 1,47 Excluido 10,27




Colageno tipo I no calo
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Animal | Controle- 7d AZ-7d Controle- 14d | AZ-14d | Controle-28d AZ-28d
1 21 27,64 40,43 34,53 20,23 30,92
2 46,04 42,86 29,62 47,86 33,03 45,21
3 17,99 34,14 32,8 47,23 23,26 37,96
4 24,65 37,08 27,2 31,8 25,17 45,97
5 13,46 32,66 7,7 31,22 38,62 42,12
6 Excluido 34,29 8,7 32,11 Excluido 47,82
Colageno tipo lll no calo
Animal Controle-7d | AZ-7d | Controle-14d | AZ-14d | Controle-28d | AZ-28d
1 1,37 0,86 0,13 0,15 0,27 0,25
2 0,42 1,99 14 4,07 1,45 0,51
3 2,06 0,08 4,04 0,34 0,91 0,65
4 0,68 0,27 1,04 0,23 2,81 0,27
5 5,7 0,23 3,92 0,51 0,28 0,21
6 Excluido 0,14 4,9 0,05 Excluido 0,34
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