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RESUMO

No diagnostico de osteoporose, a diminuicdo da densidade mineral
O0ssea pode ser identificada em exames de imagem. Em modelos animais, a
cirurgia de ovariectomia permite a diminuicdo da concentracdo de estrogeno,
um hormoénio com impacto sobre o metabolismo 6sseo, mimetizando dessa
forma o processo osteopordtico pos-menopausa. Potenciais efeitos na
densidade mineral dos tecidos 0sseos ocorrem no tratamento com uso de
medicamentos como os bisfosfonatos. O objetivo deste estudo foi analisar, por
meio da absorciometria por dupla emissdo de raios-x, as alteracdes na
densidade mineral Ossea de ratas ovariectomizadas. O estudo também
verificou o efeito do tratamento com bisfosfonatos na densidade mineral nesses
animais. Oitenta ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegius) foram divididas
aleatoriamente em 5 grupos experimentais de acordo com o protocolo de
inducdo para inducdo de osteoporose e de exposicado aos bisfosfonatos. Trés
grupos sofreram ovariectomia e foram divididos em: OVXA, ovariectomia sem
exposicdo a bisfosfonatos; OVXA+RIS, ovariectomia com exposicdo ao
bisfosfonato resindronato de sédio; OVXB, ovariectomia. Dois grupos controles,
ndo submetidos a ovariectomia, formam os grupos ControleA e ControleB.
Procedimento cirdrgico de remocao dos ovarios foi realizado bilateralmente nos
grupos OVXA, OVXA + RIS e OVXB. Procedimento cirdrgico semelhante, sem
a ovariectomia (cirurgia Sham), foi realizado bilateralmente nos grupos Controle
A e Controle B. Apés 10 semanas da cirurgia, foi realizado exame inicial de
densitometria 6ssea pelo equipamento de absorciometria por dupla emissao de
raios-x DXA (Lunar Prodigy Advance, GE Healthcare) nos grupos Controle A,
OVXA e OVXA + RIS. Ap6s o exame inicial, a administracdo dos bisfosfonatos
(risedronato de soédio) foi iniciada. Nos grupos sem exposicdo aos
bisfosfonatos, foi administrada substancia placebo. Ao final do experimento, a
densitometria 6ssea foi realizada em todos o0s grupos para andlise de
alteracdes na densidade mineral 6ssea (DMO) de regides de cabeca, perna
direita, coluna, pelve e total. Foi observado o aumento da densidade mineral
O0ssea em todos 0s grupos experimentais. A densidade da regido da pelve, em

ratas ovariectomizadas foi menor que as que receberam tratamento com



bisfosfonato. Conclui-se nesse trabalho que a densidade mineral 6ssea na
regido da pelve de ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia obteve aumento

apos a administracao sistémica de bisfosfonatos.

Palavras-chave: Ovariectomia; Bisfosfonatos; DMO, densidade mineral dssea;

DXA, absorciometria por dupla emisséo de raios-x, modelo animal.



ABSTRACT

In the diagnosis of osteoporosis, a decrease in bone mineral density can be
identified in imaging studies. In animal models, ovariectomy surgery decreases
the concentration of estrogen, a hormone with an impact on bone metabolism,
thus it mimics post-menopausal osteoporotic process. Potential effects on bone
mineral density occurs due to treatment with drugs such as bisphosphonates.
The aim of this study was to analyze, through dual x-ray emission
absorptiometry, changes in bone mineral density in ovariectomized rats. The
study researched the effects of treatment with bisphosphonates on the mineral
density of animals. Eighty female Wistar rats (Rattus norvegius) were randomly
divided into 5 groups of experiments according to the induction protocol for
inducing osteoporosis and exposure to bisphosphonates. Three groups
underwent ovariectomy and were divided into: OVXA, ovariectomy without
exposure to bisphosphonates; OVXA + RIS, ovariectomy with exposure to
resonated sodium bisphosphonate; OVXB, ovariectomy. Two control groups,
without the use of ovariectomy, form the ControlA and ControlB groups. The
surgical procedure to remove the ovaries was performed bilaterally in the
OVXA, OVXA + RIS and OVXB groups. A similar surgical procedure, without
ovariectomy (Sham surgery), was performed bilaterally in the Control A and
Control B groups. After 10 weeks of surgery, the initial bone densitometry
examination was performed using the DXA X-ray absorption equipment (Lunar)
Prodigy Advance, GE Healthcare) in the Control A, OVXA and OVXA + RIS
groups. After the initial examination, bisphosphonates (risedronate sodium)
were started. In groups without exposure to bisphosphonates, a placebo
substance was administered. At the end of the experiment, bone densitometry
was performed in all groups to analyze changes in bone mineral density (BMD)
in the head, right leg, spine, pelvis and total regions. Bone mineral density
increase was observed in all experimental groups. The density of the pelvis
region, in ovariectomized rats, was lower than the treatmented with
bisphosphonate. It was concluded in this work that the bone mineral density in
the pelvis region of rats submitted to ovariectomy surgery increased after the

systemic administration of bisphosphonates.



Keywords: Ovariectomy, Bisphosphonates, BMD, bone mineral density, DXA,

Dual-energy X-ray absorptiometry, animal model.
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1. Introducéao

A osteoporose é globalmente um grande problema de saude que afeta a
populacdo idosa sendo a doenca 0ssea mais comum nos humanos e afeta
tanto os homens quanto mulheres. (DUQUE; TROEN, 2008) Nas ultimas
décadas, problemas referentes a osteoporose pds-menopausa Se tornaram
uma prepocupacao mundial devido ao aumento do crescimento da expectativa
de vida. (JI; YU, 2015) Ao longo da vida, o tecido 6sseo é constantemente
formado e reabsorvido mas em pacientes com idade mais avancada esse
processo se torna menos eficiente. A osteoporose é uma doenca éssea em que
ocorre a deteriorizacdo do tecido O6sseo na qual 0s 0ssos se tornam

progressivamente menos densos e mais suceptiveis a fraturas.

Osteoporose € definida como uma doenca do esqueleto caracterizada
pelo comprometimento da resisténcia da qualidade Ossea, predispondo ao
aumento do risco a fraturas. Est4 relacionada a alteracdo dos valores na
densitometria 6ssea devido a perda de massa 0ssea. A medicdo da densidade
mineral 6ssea, ou BMD, sigla em inglés para bone mineral density, € obtida por
meio da densitometria 6ssea. Atualmente, o padrdo ouro de densitometria para
0 seu diagnéstico é pela técnica por absorciometria por dupla emissao de raios-
X (DXA). Dessa forma, o seu diagnéstico € confirmado pela densitometria
Ossea tendo em vista que a osteoporose é uma doenca insidosa que pode
evoluir durante muitos anos sem a ocorréncia de qualquer sintoma clinico.

(GUARNIERO; OLIVEIRA, 2004)

O modelo experimental que mimetiza a deficiéncia estrogénica pos-
menopausa em mulheres é a ovariectomia de ratas, a qual ocorre a diminui¢cdo
dos niveis do hormdnio estrogeno. Em decorréncia desse processo, a
ovariectomia causa perda Ossea. (SIMS et al., 1996) A pesquisa experimental
em animais pode melhorar a nossa compreensao da patogénese e da atividade
de agentes farmacéuticos na prevenccdo ou tratamento da osteoporose.
(LELOVAS et al., 2008) A ovariectomia (OVX) em ratas esta associada a

alteracdes histologicas 0sseas semelhantes as que ocorrem no 0sso humano,
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portanto, a sua utilizacdo em pesquisas pode fornecer informacdes benéficas

relacionadas a perda 6ssea pos-menopausa humana. (PENG et al., 1997)

Os bisfosfonatos sao os medicamentos mais utilizados no tratamento da
osteoporose. Atuam especificamente no osso devido a grande afinidade pelo
mineral 6sseo. Dentre esses farmacos, o risedronato tem demonstrado a
diminuicdo da perda 6ssea como também o aparecimento de sinais de maior
mineralizacdo. O seu mecanismo de agdo é na interferéncia na taxa de
remodelacdo do calo ésseo, tendo impacto no atraso da substituicdo do 0sso
primario, provisorio antes da sua mineralizacdo, pelo osso lamelar, com

caracteristicas estruturalmente importantes na fungcdo mecéanica éssea.

1. 1 Processo de remodelacdo 6ssea

O osso é um tecido metabolicamente ativo capaz de adaptar sua
estrutura a estimulos mecéanicos e reparar danos estruturais através do
processo de remodelacdo. As principais funcbes desse processo é manter o
crescimento adequado na formacao da estrutura esquelética, manter os niveis
séricos de ions adequados e reparar regides estruturalmente comprometidas
do osso. As células que participam nesse processo — 0S osteoblastos e 0s
osteoclastos- sdo de origem diferentes e estdo sob mecanismos de controle
celular distintos. Vérios estimulos afetam a renovacdo 6ssea, incluindo
hormdnios, citocinas e estimulos mecéanicos. Todos esses fatores afetam a
quantidade e qualidade do tecido 6sseo produzido. (ROBLING; CASTILLO;
TURNER, 2006)

O tecido Osseo sofre, naturalmente, constante processo de
remodelacdo. A remodelacdo € um processo dinamico que envolve a formacéo
e a reabsorcdo do 0sso bem como a sua mineralizacdo. A remodelacdo 6ssea
se inicia com a destruicdo de o0sso antigo pelos osteoclastos seguido pela
deposicdo de uma matriz ostedide ndo mineralizada pelos osteoblastos.
Posteriormente, essa matriz extracelular € mineralizada, formando o 0sso novo.
Esse processo denominado turnover 6sseo é um ciclo continuo de reabsorcao

e renovacdo em areas de remodelagdo Ossea, chamadas de unidades
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multicelulares basicas (BMUs) de células que reabsorvem 0sso (osteoclastos)
e células formadoras de 0sso (osteoblastos). (DUQUE; TROEN, 2008)

Ha trés tipos principais de células no tecido 0Osseo: osteoclastos,
osteoblastos e ostedcitos. Os osteoclastos sdo células multinucleadas gigantes
especializadas derivadas dos mondcitos/macrofagos do tecido hematopoiético
que reabsorvem 0 0ssO pela secrecdo de acidos e proteases. Durante a
reabsorcdo, os osteoclastos aderem na matriz 6ssea e secretam enzimas
acidas e liticas que reabsorvem 0sso na regido especifica do espaco
extracelular entre o0 osteoclasto e a superficie 6ssea. (BOYLE; SIMONET;
LACEY, 2003) Os osteoblastos séo células 6sseas de origem mesenquimal
que secretam a matriz de osso ndo mineralizado (ostedide), que eventualmente
se mineraliza para produzir o osso maduro. Os ostedcitos formam a maior parte
das células oOsseas. Sdo células maduras derivadas da diferenciacdo dos
osteoblastos que foram incorporados na matriz 6ssea e ficaram sepultados
apos a secrecao e mineralizacdo da mesma. A sinalizacdo da apoptose de
ostedcitos € um sinal para a reabsorcdo pelos osteoclastos. Os ostedcitos sao
células que monitoram a qualidade e o estresse 6sseo e também coordenam a
remodelacdo através de fatores de ligacdo. (ROBLING; CASTILLO; TURNER,
2006)

O desequilibrio na remodelacdo pode resultar em graves transtornos na
estrutura e funcdo do esqueleto, desencadeando no aumento da morbidade e
encurtamento da vida util do individuo. A maioria das doencas 6sseas ocorrem
devido ao excesso da atividade osteoclastica, em virtude da despropor¢cao
entre a taxa de formacdo 6ssea e a de reabsorcdo. Dentre essas doencas
pode-se incluir osteoporose, doenca periodontal, artrite reumatoide, mieloma
multiplo e metastases 0sseas. (BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003)

1.2 Osteoporose

Osteoporose é uma doencga metabdlica cronica, de etiologia multifatorial,

caracterizada pela diminuicAio da massa Ossea e a deterioracdo da
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microarquitetura do tecido 6sseo, podendo ocasionar no aumento do risco de
fratura esquelética. (LELOVAS et al., 2008)

De acordo com a OMS, a densidade mineral 6ssea na osteoporose esta
a 2,5 desvio padrdo abaixo da média da densidade mineral Ossea para
mulheres adultas jovens saudaveis (o T-score de <2,5 SD). Dessa forma, a sua
classificagcdo de acordo com o grau de severidade pode variar entre normal,

osteopenia, osteoporose e osteoporose severa. (WHO, 2007)

A osteoporose pode ser classificada em duas formas, primaria (pos-
menopausa e senil) ou secundaria. (SCHLIEFKE et al., 2013) Na osteoporose
primaria, tipo 1, ocorre o aumento da taxa de remodelagéo devido a queda da
concentracdo de estrogénio durante o periodo pds-menopausa. A osteoporose
primaria, tipo 2, é relacionada ao envelhecimento decorrente pela diminuicdo
da formacédo Ossea, pela deficiéncia cronica de calcio e pelo aumento da
atividade do paratorménio. Na osteoporose secundéria ocorre o aumento da
atividade osteoclastica pela diminuicdo da formacdo de osteoblastos em
processos inflamatoérios. (GALI, 2001) (KOMORI, 2015)

A complexa patogéneses da osteoporose pode esta relacionada com a
combinacdo de fatores genéticos, nutricionais, hormonais e ambientais.
Existem muitos fatores de risco para a osteoporose, como tabagismo, uso
prolongado de corticosteroide ou medicamentos de alto risco e a ingestédo
insuficiente de calcio e vitamina D. (LELOVAS et al., 2008). Estudos mostram a
associacdo entre a osteoporose e a menopausa. (JI; YU, 2015) Contudo, a
osteoporose pode afetar de forma localizada ou sistémica e sua prevaléncia é

em mulheres na pés-menopausa. (SCHLIEFKE et al., 2013)

Na osteoporose relacionada ao envelhecimento, ocorre a perda gradual
do tecido 6sseo devido a diminuicdo da atividade dos osteoblastos e a regido
mais afetada, frequentemente, € o 0sso cortical. Em contrapartida, na
osteoporose relacionada ao periodo pés-menopausa, a perda 0ssea é rapida
devido ao aumento da atividade dos osteoclastos e a regido mais afetada € o

osso trabecular. (DUQUE; TROEN, 2008)
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1.3 Metabolismo Estrogénio

Durante a menopausa, ocorre a faléncia de esteroides ovarianos. Sinais
gue estimulam a reabsorcdo 6ssea aumentam com a deficiéncia de estrogénio,
com uma consequente ativacdo de osteoclastos. Estudos apontam que os
osteoblastos e os osteoclastos sofrem apoptose ou morte celular programada.
Em decorréncia disso, a apoptose dos osteoblastos desencadeia na falha da
neoformacao dssea, chamada de “osteopenia involutiva” em individuos idosos.
Nesses pacientes com idade avancada, o numero e a funcédo dos osteoclastos
diminui e os osteoblastos apresentam uma vida Util mais curta e com grau
menos de diferenciacdo. Portanto, durante a menopausa, sinais que estimulam
a reabsorcdo Ossea aumentam devido a deficiéncia de estrogénio, com

consequente ativacao dos osteoclastos. (HAGUENAUER et al., 2001)

Evidéncias histologicas tém demonstrado que a deficiéncia de
estrogénio diminuiu a massa 0ssea porgue 0 aumento da reabsorcao 0ssea ser
maior que o a formacéo 6ssea. Com relacdo a fatores hormonais, mulheres na
década pds-menopausa podem apresentar uma diminuicdo severa da massa
0ssea, explicando a alta incidéncia de fraturas osteoporéticas em mulheres em

comparacao aos homens. (LELOVAS et al., 2008)

A deficiéncia do estrogénio leva a perda 6ssea em mulheres e em e
grupos experimental de animais. A cirurgia de ovariectomia em ratas é
amplamente utilizada como modelo de reducdo da massa 6ssea devido a
deficiéncia na liberacao de estrogénio. (GOULDING; GOLD, 1989)

No ponto de vista epidemiologico, o a deficiéncia do estrégeno € um dos
principais responsaveis pela osteoporose. Porém, 0 mecanismo da
osteoporose pela diminuigcdo de estrégeno depende da contribuicdo de outros
fatores, ja que nem todas as mulheres na menopausa desenvolve osteoporose.
(HARADA; RODAN, 2003)
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1.4 Método de avaliacdo da densidade mineral 6ssea

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO), em inglés bone mineral
denisity (BMD), pela absorciometria por dupla emissdo de raios-x (DXA) é o
padrdo-ouro para o diagnostico clinico de osteoporose. Esse sistema €
calibrado para expressar os resultados em gramas por centimetro quadrado
(g/cm2, gramas de mineral 6sseo/cm2 de area analisada) gerando o valor de
densidade mineral éssea (DMO). Um resultado do T-score DXA com
pontuacdo entre -1 e -2,5 desvio padrdo indica uma baixa na massa 0ssea
(osteopenia), enquanto a pontuacdo igual ou inferior a -2,5 desvio padréo
indica a presenca de osteoporose. A densidade 6ssea por DXA é utilizada para
a avaliacdo da eficacia de tratamentos e para estimar o risco de fratura 6ssea.
(OSTERHOFF et al., 2016) O exame por DXA pode ser utilizado em estudos
longitudinais para a medi¢do da densidade mineral 6ssea (DMO) e da taxa de
tecido adiposo na composi¢do corporal (BMC), porém nesse exame ndo é
possivel diferenciar os indices de osso trabecular e de 0sso esponjoso. DXA
mede a massa 0ssea e ndo é possivel informar sobre a qualidade e a
arquitetura do tecido 6sseo. (FERRETTI, 1995)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a DMO ¢é a
base para o diagnostico da osteoporose e estudos tém demonstrado correlacao
do T-score com o aumento do risco de fratura. (ERIKSEN; DIEZ-PEREZ;
BOONEN, 2014)

A vantagens adicionais do DXA podem ser listadas como, exposi¢ao
minima a radiacdo, seguranca no desempenho, pouco tempo para a aquisi¢cao
da imagem do exame, facilidade de uso e medicdo do DMO em multiplos locais
do corpo esquelético. (DAPHNE J. THEODOROU*, 2002) No entanto, varias
limitacbes estdo associadas as medicbes da DMO, como por exemplo, DXA
nao mede a densidade mineral 6ssea volumétrica verdadeira, ndo consegue
fazer a distincdo entre osso cortical e trabecular e ndo possui uma adequada

resolucdo para medir a arquitetura cortical e trabecular. Por outro lado, muitos
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estudos tém sido documentados sobre a relevancia da microestrutura
trabecular na resisténcia 0ssea e a avaliagdo que tanto a microarquitetura
quanto DMO podem ajudar na estimativa do risco de fratura. (SORNAY-
RENDU et al., 2007)

Portanto, a absorciometria por dupla emissdo de raios-x (DXA) é o
método mais utilizado para medir a densidade mineral 6ssea (DMO). O critério
de diagnéstico de osteoporose € baseado no T-score para DMO e este esti
correlacionado na escolha e emprego de farmacos no tratamento de
osteoporose. (WHO, 2007)

1.5 Tratamento Osteoporose

Para o tratamento da osteoporose as terapias tém como objetivo a
prevencdo do surgimento de fraturas, preservacdo e o aumento da massa
Ossea. Existem diferentes terapias farmacologicas para o tratamento da
osteoporose como os inibidores da reabsorcao 6ssea, que diminuem a taxa de
perda éssea (por exemplo, bisfosfonatos, denosumab, raloxifeno e estrogénio)
e 0S agentes gque estimulam a formacao de tecido 6sseo como por exemplo a
teriparatida. Dentre a classe dos bisfosfonatos os farmacos mais utilizados no
tratamento da osteoporose sdo aledronato, etidronato, acido zoledrdnico e
risedronato. Devido a natureza crbnica da doenca e o surgimento de novas
fraturas com o0 aumento da idade, é necessario o0 uso da medicacao por longo
prazo, normalmente superior a 3 anos, para prevencao e tratamento dos
pacientes. (ERIKSEN; DIEZ-PEREZ; BOONEN, 2014)

Como qualquer terapia medicamentosa, os bisfosfonatos apresentam
efeitos adversos que podem causar risco ao paciente. Esses graves efeitos,
como a osteonecrose de mandibula, fibrilagdo atrial e fraturas femorais
atipicas, devem ser balanceados aos beneficios da terapia, como a diminuicéo
do surgimento de fraturas e o aumento da densidade 6ssea. Com intuito da
diminuicdo desses efeitos adversos, muitas vezes é implementado como parte

da terapia a interrupcéo da medicacgao por intervalo de anos até que néo haja o
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surgimento de novas fraturas ou a diminuicdo da densidade 6ssea do T-score
de -2,5 ou mais desvio padrdao em DXA. (MARCHAND; LOSHAK, 2019)

De acordo com Riggs e Melton 11l (1992), o tratamento da osteoporose a
partir de drogas ocorre com dois tipos principais de drogas, aquelas que
reduzem o desgaste dos 0ssos e aquelas e incrementam a formacédo dos
ossos. Khosla e Shane (2016) apontam que, ao longo dos anos, foram feitos

avancos consideraveis no diagnoéstico e tratamento da osteoporose.

Durante tratamento com as drogas que reduzem o desgaste nos 0Ssos,
0S 0Ss0s apresentam alteragcbes moderadas ou mesmo nao apresentam
alteracOes, esse resultado faz com que os pacientes continuem sofrendo
fraturas, porém em um numero menor de ocorréncias (Riggs e Melton Ill). J&
Tabatabaei-Malazy, Ozra, et al. (2017), aponta outras formas de cuidado com a
doenca, como uma dieta equilibrada, atividade fisica diaria, baixo consumo de
alcool e cafeina, suspensdo de uso de cigarros, além de suporte emocional e
afetivo, como importantes agentes na saude O6ssea, bem como, tratamentos

cirdrgicos como a vertebroplastia e a quifoplastia para alivio das dores.

1.6 Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos sdo o0s medicamentos primeira de escolha no
tratamento da osteoporose. Atuam nas células désseas pela inativacdo do
processo de reabsorcdo 6ssea e acelerando a apoptose dos osteoclastos. Os
bisfosfonatos podem aumentar a densidade mineral 6ssea e diminuir o risco de
surgimento de fratura esquelética. (TABATABAEI-MALAZY et al., 2017)

Os bisfosfonatos sdo farmacos com propriedades antirreabsortivas que
diminuem o turnover 0sseo na remodelacdo Ossea, inibindo a acédo dos
osteoclastos. Sao amplamente utilizados na prevencdo e tratamento da
osteoporose em mulheres. Atualmente, existem diversas terapias com o uso de
bisfosfonatos, como aledronato, ibandronato, acido zoledrénico e risedronato,

para o tratamento da osteoporose pés-menopausa. Esses medicamentos
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exibem diferenca no grau de poténcia, acdo farmacoldgica e afinidade de

ligacdo a hidroxiapatita da superficie 6ssea. (RUSSELL et al., 2008)

Atualmente, os bisfosfonatos estdo disponiveis para administracao tanto
por via oral em formulagcbes de dose didria, semanal ou mensal para o
alendronato, risedronato e ibandronato, quanto para administragcdo por via
intravenosa em formulacdo anual para éacido zoledrénico e bimestral ou
trimestral para ibandronato. Essas divergéncias entre a vias de administracéo e
as formulacdes contribuem na diferenga do metabolismo dos medicamentos,
na adesdo a superficie 6ssea e no tempo de tratamento. (ERIKSEN; DIEZ-
PEREZ; BOONEN, 2014)

Dentre os bisfosfonatos, o risedronato é um aminobifosfonato usado no
tratamento da osteoporose pds-menopausa, ha dose diaria de 5mg ou semanal
de 35mg, por um periodo de doia a trés anos. Durante a terapia com
bisfosfonatos, os osteoclastos se ligam ao 0sso, mas néo inibidos de funcionar
normalmente. O risedronato € um bisfosfonato que exerce seus efeitos clinicos
através da ligacdo a hidroxiapatita do tecido osso inibindo a atividade dos
osteoclastos. Em estudos longitudinais de longo prazo de até 7 anos, foi
observado a reducéo de 59% no risco relativo de fratura vertebral em pacientes
mulheres na pés-menopausa que fizeram terapia com o risedronato na dose de
5mg/dia. (UMLAND; BOYCE, 2001)

1.7 Modelo animal para osteoporose

Atualmente, osteoporose da pds-menopausa €é um dos maiores
problemas de saude da mulher. Por ser uma doenca de progressao lenta,
demoraria anos para o surgimento de novas terapias em estudos em humanos.
Dessa forma, estudos de osteoporose pos-menopausa em modelo animal
buscam entender a patogénese da doenca, investigar novas terapias e a
elaboracdo de proteses para 0sso osteoporotico. A utilizacdo de ndo primatas
em modelo animal como cées, gatos, coelhos, roedores e mini porcos
apresentam suas vantagens e desvantagens. Frente a estudos em humanos, o

uso de animais promove grupos experimentais mais homogéneos e permite
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gue novas terapias sejam testadas com a diminuicdo dos gastos. (TURNER,
2001)

As vantagens do uso de ratos sdo o baixo custo, facilidade de
alojamento e homogeneidade dos grupos. O modelo mais comum em estudos
de osteoporose é o modelo com roedores. Ratas ovariectomizadas apresentam
a maioria das caracteristicas de humano com osteoporose pOés-menopausa.
Por apresentarem a vida util mais curta, os roedores tém sido amplamente
utilizados em estudos sobre os efeitos do envelhecimento no 0sso, portanto,
sabe-se muito sobre a renovacédo 6ssea e o efeito da dieta nesse processo.
(TURNER, 2001) (POPOVIC et al., 2016)

Ratos laboratoriais atendem & maioria dos critérios para elaboracdo de
estudos em modelos animais. Critérios estes que sdo necessarios para cumprir
e atender boas praticas clinicas, como a aprovacéo das consideracfes éticas e
legislativas nacionais e locais, serem acessiveis aos centros experimentais,
serem de facil e seguro manuseio, terem um baixo custo de aquisicdo e
cuidado, requererem pouca manutencdo e reproduzirem com seguranca a

doenca e o material a ser examinado no estudo. (LELOVAS et al., 2008)

1.8 Ovariectomia

A cirurgia de ovariectomia € geralmente utilizada em modelos animais
para mimetizar a osteoporose decorrente do periodo pds-menopausa. A
diminuicdo da massa éssea ocorre devido ao aumento da reabsorcdo Ossea
em conjunto ao desalinhamento da funcdo dos osteoblastos e a deficiéncia de
estrogénio. O mecanismo que elucida a disfuncdo dos osteoblastos ainda néo
esta esclarecido, mas sabe-se que a apoptose de osteoclastos € induzida por

receptores alfa de estrogénio. (KOMORI, 2015)

E necessario entender os principios da remodelacdo na patogénese da
osteoporose. A perda da massa 0Ossea acontece através do desarranjo do
processo normal de remodelacdo 0ssea. Os ciclos de remodelacdo sofrem com

a acao dos processos fisiologicos, patologicos e terapéuticos. (TURNER, 2001)
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No periodo poOs-menopausa, ocorre 0 aumento acelerado da
remodelacdo Ossea, aumentando nas taxas de formacdo e reabsorcdo do
metabolismo 6sseo. Deficiéncia na taxa de estrogénio em mulheres, promove
um desequilibrio em que ocorre uma maior remodelacéo, prolongando a fase
reabsortiva com a reducdo de apoptose de osteoclastos, e encurtando a fase
formativa, com a apoptose de osteoblastos. Como consequéncia, a quantidade
de volume 6sseo reabsorvido € maior que a quantidade de osso formado pelos
osteoblastos. (HARADA; RODAN, 2003)
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2. Proposicéao

Este trabalho tem como objetivo analisar, por meio da absorciometria
por dupla emissdo de raios-X, as alteragfes na densidade mineral 6ssea de
ratas ovariectomizadas. O estudo também verificara o efeito do tratamento com

bisfosfonatos na densidade mineral nesses animais.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostra

Para a realizagéo deste trabalho foi utilizada uma amostra de 80 ratas
fémeas (Rattus norvegicus, Wistar), provenientes do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal de Goias. Os animais
tinham cerca de 70 dias de idade e peso aproximado de 200 gramas. Durante
todo o periodo experimental, os animais foram alocados no Biotério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.
O trabalho, protocolo n° 60906/2016, foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia.

Antes do inicio do experimento as ratas permaneceram por duas
semanas para aclimatizacdo. Apos esse periodo de adaptacdo no biotério, os
animais foram aleatoriamente distribuidos e abrigados em grupos de quatro
animais com espaco suficiente para movimentacdo em caixas de polipropileno
devidamente forradas com maravalha estéril. Permaneceram mantidos em ciclo
claro/escuro de iluminacdo de 12/12h, com temperatura ambiente controlada,
acesso sem restricbes a alimentacdo sélida, na forma de racdo, e agua ad

libitum.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos randomizadamente em 5 Grupos

experimentais:

a) Grupo Controle A- ratas Sham (falso ovariectomizadas) e

tratadas com soro fisiolégico, via oral (gavagem).

b) Grupo OVX A- ratas ovariectomizadas e tratadas com soro

fisioldgico, via oral (gavagem)
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Grupo OVX A + RIS — ratas ovariectomizadas e tratadas com
risedronato sédico (Risedross), via oral (gavagem),

2,5mg/kg/semana por 1 més.

Grupo Controle B — ratas Sham (falso ovariectomizadas)

Grupo OVX B - ratas ovariectomizadas.

(&im‘) 80 ratas Wistar
|

40 40
I
I I I I
Controle A OVXA OVXA +RIS Controle B OVXB
(n8) (n16) (n16) (n8) (n32)
[ | [ | |
Sham Ovariectomia || Ovariectomia Sham Ovariectomia
I I I I |
Densitometria
I I I
Soro Soro Risedronato Sédico
I |
Densitometria Densitometria

Figura 1- Organograma sequéncia de acontecimentos.

3.3 Cirurgia de Ovariectomia

Para a inducdo da osteoporose, 0s animais foram ovariectomizados

bilateralmente e para todos os procedimentos cirlrgicos as ratas receberam

anestesia geral com solugéo aquosa de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin),
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anestésico geral, associado a cloridrato xilazina 2% (Xilazin), substancia
sedativa e relaxante muscular, na dose 100mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente,

por via intraperitoneal.

Antes de iniciar a cirurgia e durante todo decorrer do procedimento
cirdrgico, a efetividade da anestesia geral foi realizada pela compressdo do
rabo e das patas para avaliar os reflexos periféricos juntamente com o controle
da frequéncia respiratéria atravées da observacdo visual. Durante o
procedimento cirargico, uma gaze estéril embebida em soro fisiolégico a 0,9%
foi colocada sobre os olhos dos animais para prevenir o ressecamento das

corneas.

Apés a anestesia geral, foi realizada bilateralmente a tricotomia do pelo
na regido lateral. Os animais foram posicionados em posi¢cdo decubito lateral,
seguida pela antissepsia do campo operatério com alcool iodado e colocacéo
do campo fenestrado. (Figura 2) Foi realizado um pequeno corte longitudinal
com extensdo média de 1 cm com tesoura na camada epitelial e uma incisdo
com lamina de bisturi nimero 11 na camada muscular na regido entre o bordo
superior da coxa e a ultima costela para exibicdo da cavidade peritoneal. Ap6s
a sua identificacdo embebido na massa de tecido adiposo, o ovario foi exposto
para fora da cavidade abdominal com o auxilio de uma pingca. Com fio
absorvivel, foi realizado uma sutura simples para ligadura das tubas uterinas e
artérias ovaricas em cada regido adjacente ao ovario para a contencdo de
hemorragia da vasculatura local. O ovario foi excisado junto a tecidos moles
adjacentes e as trompas foram reposicionadas dentro na cavidade abdominal.
(Figura 3) Por fim, foi realizada a sutura local, na camada muscular e no
peritdnio foi efetuado sutura continua com fio de sutura absorvivel e na camada
epitelial da pele foi efetuado sutura com pontos simples com fio de nylon de
modo a fechar as margens do retalho. Estes procedimentos foram realizados

bilateralmente.
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Figura 2 — Preparacéo pré-cirdrgica: a) assepsia; b) campo operatério
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Figura 3 — Ovariectomia: a) incisdo; b) exposicdo do ovéario; c) amarilha

e excisao do ovario; d) parte do utero e tecido retirado.

Apds a cirurgia, os animais permaneceram sob observacdo e foram
posicionados em local aquecido para prevengado de hipotermia até a completa
recuperagcdo da anestesia geral. No pos-operatorio todos os animais foram
medicados com anti-inflamatério cetoprofeno (Ketojet) na dose 5mg/Kg, via de
administracdo subcutanea, 1 x ao dia, e com analgésico dipirona sédica (D-
500) na dose 200mg/Kg, via de administracdo subcutanea, durante 3 dias apos

0 procedimento cirdrgico.
3.4 Cirurgia de simulacao de ovariectomia
Nos grupos controle, os animais receberam cirurgia de simulacdo de

ovariectomia, ou falsa ovariectomia (Sham), em que todos procedimentos
acima foram realizados nas mesmas condicbes descritas, incluindo a
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exposicdo dos ovérios, exceto pela sutura de ligadura das trompas e a
remocao dos mesmos. (Figura 4)

a) b)

Figura 4 — Cirurgia de simulacdo de Ovariectomia: a) exposicdo do ovéario; b)

recolocacédo no interior do abdémen; c) sutura periténio.

3.5 Medicacgéo

Apoés 22 semanas da realizacdo da cirurgia de ovariectomia e posterior a
primeira etapa do exame de densitometria, o tratamento com bisfosfonatos foi
realizado nos grupos A. O medicamento foi administrado na forma forgada com
agulha de gavagem curva para rato de ponta romba com auxilio de apreensao
manual para uma maior precisdo da dosagem (Figura 5). O grupo OVXA+RIS
recebeu a administragdo sistémica do risedronato sodico na forma diluida em
soro fisiolégico, na dose de 2,5mg/Kg de peso corporal, a cada 72h por via oral
por meio de gavagem, por um periodo de quatro semanas. Nos grupos sem
exposicdo sistémica de bisfosfonatos, grupos Controle A e OVX A, foi
administrado o mesmo volume de substancia de soro fisiolégico como

medicacéao placebo.
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Figura 5 — Apreensdo manual e gavagem para administracdo do

medicamento.

@ 40 ratas A

Cirurgia Sham Ovariectomia Ovariectomia
Soro Soro Risedronato Sddico
Grupo Controle A Grupo OVX A Grupo OVX A + RIS
(n8) (n16) (n16)

Figura 6 - Divisdo dos grupos experimentais A para a realizacdo do

tratamento.
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3.6 Densitometria

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea foi realizada pelo método de
absorciometria por dupla emissdo de raios-x (DXA) pelo aparelho Lunar
Prodigy Advance (GE Healthcare, Alemanha) devidamente calibrado
diariamente. Utilizou-se o equipamento programado com o software para
aguisicao de imagem em pequenos animais, a captura da imagem foi realizada
por um profissional capacitado experiente em densitometria O0ssea em

humanos.

Para a aquisicdo, as ratas foram anestesiadas com a associagdo da
solucdo de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin) e cloridrato xilazina 2%
(Xilazin), dose de 100mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente, por via
intraperitoneal. Os animais foram posicionados na posi¢cdo supina paralela ao
eixo longitudinal da mesa do aparelho com os membros afastados do corpo,
cabeca, tronco e cauda alinhados. Aquisicdo da imagem do corpo inteiro foi
iniciada com cerca de 2,5 cm acima do topo da cabeca e terminou ao final do

terco médio da cauda.

A medida que a aquisicdo ocorria, a imagem processada era
gradualmente exibida na tela de monitor do computador, possibilitando a
visualizacdo pelo operador da necessidade de ajustes na posicdo do animal e

nova captura para correta aquisicdo do exame.

A aquisicdo da imagem dos animais dos Grupos Controle A, OVXA e
OVXA+RIS foi realizada em 2 momentos, primeira etapa com 10 semanas
apos a cirurgia de ovariectomia e a segunda com 32 semanas apos o inicio da
medicacdo com bisfosfonatos. Nos grupos Controle B e OVXB a densitometria
foi realizada somente ao final do experimento com 12 meses apds a cirurgia de

ovariectomia.
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3.7 Andlise Densidade Mineral Ossea

Apds o exame por DXA, foi realizada a avaliagdo da composi¢do 6ssea
e tecidual de todas as ratas do experimento. A analise foi realizada através de
um software de densitometria de pequenos animais na plataforma enCORE no
Windowns do sistema Lunar Prodigy Advance (GE Healthcare, Alemanha)
(Figura 7) um mesmo profissional certificado e experiente. A anélise completa e
selecdo de pontos de interesse foram posicionados nas regides de cabeca,
perna direita, coluna e pelve. Os dados dos resultados foram executados pelo
software do aparelho e encaminhados para impressdo em papel. Os

parametros medidos nesse estudo incluiram a densidade mineral 6ssea (DMO)

em g/cm2 das regides de cabeca, perna direita, coluna, pelve e total.
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" BMD BMC Area
& R ‘ wwn‘ fo) (&3]
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Figura 7 — Selecao dos pontos de interesse
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4. Resultados

4.1 Analises dos grupos A

4.1.1 Hipoteses nulas

HO: Nao h& variacdo entre os grupos quanto a densidade mineral 6ssea.

HO: Nao ha diferenca entre os tempos (T1 e T2) quanto a densidade mineral
ossea.

HO: Nao ha diferenca entre 0s grupos quanto a variacdo na densidade mineral

dssea entre 0 os tempos T1 e T2.

4.1.2 Metodologia da analise estatistica

Primeiramente foram realizadas andlises descritivas e exploratérias dos
dados. A andlise exploratéria indicou que os dados nao atendem as
pressuposicoes de uma andlise paramétrica, foram entédo utilizados os testes
nao paramétricos de Krukal Wallis e Dunn para as comparacfes entre 0s
grupos e Wilcoxon para as comparacdes entre os tempos. Todas as analises

foram realizadas no programa R com nivel de significancia de 5%.

4.1.3 Resultados Grupos A

Na Tabela 1 e Figuras 8 a 12 sao apresentados os resultados da
densidade mineral 6ssea em funcdo do grupo e do tempo. Pode-se observar
gue nos trés grupos houve aumento estatisticamente significativo da densidade
no tempo 2 (Final) em relacdo ao tempo 1 (10 semanas apoOs a cirurgia), nas
regides da cabeca, coluna e total (p<0,05). Na regido da pelve houve aumento
significativo no grupo controle e no grupo com administracdo sistémica de
bisfosfonatos (p<0,05). No tempo 1 na regiao da cabeca, o grupo com
administragcdo sistémica de bisfosfonatos apresentou densidade Ossea

significativamente menor que o grupo controle (p<0,05). Para as demais
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regides nao houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). No tempo 2
nao houve diferenca significativa entre os grupos para nenhuma das regides
analisadas e nem para o total (p>0,05).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as variacbes na densidade Ossea no
tempo 2 em relagéo ao tempo 1. Observa-se que na regido da cabeca todas as
ratas dos trés grupos tiveram aumento na densidade. O aumento foi
significativamente menor nas ratas do grupo controle do que dos demais
grupos (p<0,05). Na regiado da pelve, todas (100%) as ratas do grupo controle,
84,6% do grupo de ratas ovariectomizadas e 91,7% do grupo de ratas
ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos tiveram
aumento na densidade o60ssea. O aumento na regido da pelve foi
significativamente menor no grupo de ratas ovariectomizadas do que no grupo
de ratas ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos
(p<0,05). Nas demais regifes ndo houve diferenca significativa entre os grupos

gquanto a variacdo na densidade Ossea entre o0s tempos (p>0,05).



Tabela 1- Média (desvio padréo), Mediana (valor minimo e valor maximo) da densidade mineral 6ssea (DMO) de regides de cabeca, perna direita,

coluna, pelve e total (g/cm?) em funcéo do grupo (grupos A) e do tempo.
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Tempo Regido Controle OVX OVX + RIS p-valor
Média Mediana (minimo e Média (desvio Mediana (minimo e Média Mediana (minimo e
(desvio mMAaximo) padrao) mMaximo) (desvio mMAaximo)
padrdo) padrdo)
1 Cabeca 0,232 (0,009) 0,231 (0,222-0,244) 0,221 (0,010) 0,222 (0,203-0,240) 0,217 (0,008) 0,216 (0,205-0,230) 0,0140
A AB B
Perna 0,144 (0,005) 0,142 (0,139-0,152) 0,147 (0,009) 0,145 (0,135-1,65) A 0,145 (0,009) 0,140 (0,136-0,165) 0,8217
A A
Coluna 0,128 (0,007) 0,130 (0,116-0,136) 0,128 (0,006) 0,129 (0,114-0,237) 0,126 (0,008) 0,122 (0,114-0,143) 0,4921
A A A
Pelve 0,137 (0,008) 0,136 (0,126-0,148) 0,139 (0,008) 0,137 (0,126-0,153) 0,133 (0,007) 0,133 (0,124-0,146) 0,2185
A A A
Total 0,143 (0,005) 0,141 (0,138-0,149) 0,143 (0,006) 0,144 (0,134-0,150) 0,141 (0,005) 0,139 (0,136-0,151) 0,5831
A A A
2 Cabeca 0,252 (0,015) *0,249 (0,232-0,276) 0,273 (0,029) *0,272 (0,231-0,325) 0,272 (0,018) *0,272 (0,242-0,304)  0,0940
A A A
Perna 0,151 (0,010) 0,153 (0,131-0,163) 0,150 (0,007) 0,149 (0,139-0,164) 0,150 (0,011) 0,149 (0,136-0,169) 0,9092
A A A
Coluna 0,142 (0,013) *0,144 (0,118-0,158) 0,144 (0,012)  *0,142 (0,126-0,167) 0,145 (0,008) *0,147 (0,133-0,160)  0,7969
A A A
Pelve 0,153 (0,009) *0,151 (0,141-0,168) 0,146 (0,010) 0,143 (0,136-0,168) 0,149 (0,008) *0,147 (0,137-0,160) 0,1742
A A A
Total 0,156 (0,009) *0,155 (0,140-0,168) 0,157 (0,010)  *0,153 (0,144-0,179) 0,158 (0,006) *0,160 (0,145-0,165) 0,6582
A A A

Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos.
Tempo 1=10 semanas apoOs a cirurgia; Tempo 2= Final. *Difere da medida do mesmo grupo na mesma regido no tempo de 10 semanas apos a
cirurgia. Letras distintas na horizontal indicam diferencas estatisticamente significativas
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Comparagédo entre 0s tempos:

p(Cabeca — grupo controle) — 0,0180; p(Perna — grupo controle) — 0,1159; p(Coluna — grupo OVX) — 0,0280; p(Pelve — grupo
controle) — 0,0180; p(Total — grupo controle) — 0,0180

p(Cabeca — grupo OVX) — 0,0157; p(Perna — grupo OVX) — 0,3279; p(Coluna — grupo OVX) — 0,0157; p(Pelve — grupo OVX) —
0,1080; p(Total — grupo OVX) — 0,0157

p(Cabeca — grupo OVX + RIS) — 0,0231; p(Perna — grupo OVX + RIS) — 0,7007; p(Coluna — grupo OVX + RIS) — 0,0231; p(Pelve —
grupo OVX + RIS) — 0,0277; p(Total — grupo OVX + RIS) — 0,0231
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Figura 8 - Box plot da densidade mineral éssea (DMO) da regido da cabeca
(g/cm?) em funcdo do grupo (grupos A) e do tempo. Controle= ratas com
cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas
ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos. Tempo 1=10
semanas apos a cirurgia; Tempo 2= Final.
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Figura 9 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) da regido da perna
direita (g/cm?) em funcgéo do grupo (grupos A) e do tempo. Controle= ratas com
cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas
ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos. Tempo 1=10
semanas apos a cirurgia; Tempo 2= Final.
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Figura 10 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) da regido da coluna
(g/cm?) em funcdo do grupo (grupos A) e do tempo. Controle= ratas com
cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas
ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos. Tempo 1=10
semanas apos a cirurgia; Tempo 2= Final.
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Figura 11 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) da regido da pelve
(g/cm?) em funcdo do grupo (grupos A) e do tempo. Controle= ratas com
cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas
ovariectomizadas com administracdo sistémica de bisfosfonatos. Tempo 1=10
semanas apos a cirurgia; Tempo 2= Final.
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Figura 12 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) total (g/cm?) em funcéo
do grupo (grupos A) e do tempo. Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX=
ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas ovariectomizadas com
administracdo sistémica de bisfosfonatos. Tempo 1=10 semanas apols a
cirurgia; Tempo 2= Final.
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Tabela 2 - Média (desvio padrdo), Mediana (valor minimo e valor maximo) da variacdo na densidade mineral 6ssea (DMO) no tempo 2 (Final)
em relacdo ao tempo 1 (10 semanas apdés a cirurgia), de regides de cabeca, perna direita, coluna, pelve e total (g/cm?) em funcdo do grupo
(grupos A) e do tempo.

Ratas Ratas com Ratas Ratas com Ratas Ratas com
Regido Controle com T OoVvX com N OVX + RIS com T p-valor
diminuicéo diminuicéo diminuicéo
aumento aumento aumento
Média Mediana Média Mediana Média Mediana
(desvio  (minimo e n (%) n (%) (desvio  (minimo e n (%) n (%) (desvio  (minimo e n (%) n (%)
padrao) maximo) padrédo) maximo) padrédo) maximo)
Cabeca (8’8%) (8:88‘3" (100700/) © 80/) (8’823) (8:882' (10(1)300/) © 80/) (8’8?2) (8:8%' (103200/) © 80/) 00122
’ 0,032) B b 7 ' 0,102) A o7 b ' 0,084) A o7 b
pena 0008 06000069$_ 6 ! 0,003 060001345- 10 3 0,006 06082645_ ! S 0,7284
! 0 0 ! 0, 0, ! 0, 0, !
(0010)  (oopya  (BS7%)  (143%)  (0007) e (769%)  (231%)  (0016)  papy  (883%)  (4L,7%)
Coluna (8’813) 06?01055?_ (8567‘V) (1413ty) (ggﬁ) 06?01042?_ (921§O/) 7 %0/) (g'gié) 06?02011{_ (911%% @ %ty) 0,1860
' 0,025) A 170 270 ' 0,038) A 270 170 ' 0,035) A 070 270
Pelve (8’832) (8:83; (1oo7o<y) © 8% (8'8(1)2) 06?00177?_ (841é°/) (1524ty) (8'8%) 06?5003{_ (911%% @ %ty) 0,0359
' 0,027) AB 70 o0 ' 0,023) B 070 70 ' 0,029) A 070 270
Total (8’8(1)3) (8;83‘2‘_ (100700/) © 80/) (8,8(1)8) 06?00092?‘ (921§O/) 7 %fy) ?doooolg (8:832_ (103200/) © 80/) 0,2252
’ 0,021) A 70 b ' 0,030) A 270 (70 ' 0,028) A 70 ~70

Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas; OVX + RIS= ratas ovariectomizadas com administragdo sistémica de
bisfosfonatos. Letras distintas na horizontal indicam diferencas estatisticamente significativa
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4.2 Analises dos grupos B

4.2.1 Hipoteses nulas

HO: Nao ha variacéo entre os grupos quanto a densidade mineral 6ssea.

4.2.2 Metodologia da analise estatistica

Primeiramente foram realizadas analises descritivas e exploratérias dos
dados. A andlise exploratoria indicou que os dados ndo atendem as pressuposicoes
de uma analise paramétrica, foi entdo utilizado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para as comparacdes entre os dois grupos. Todas as analises foram

realizadas no programa R com nivel de significancia de 5%.

R Core Team (2019). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

4.2.3 Resultados dos grupos B

Na Tabela 3 e Figuras 13 a 17 sdo apresentados os resultados de
densidade mineral 6ssea em funcédo do grupo. Ndo houve diferenca significativa na
densidade Gssea entre o grupo de ratas ovariectomizadas e o grupo controle (ratas

com cirurgia Sham), para nenhuma das regibes avaliadas (p>0,05).



Tabela 3 - Média (desvio padrdo) da densidade mineral 6ssea (DMO) de regides de cabeca, perna direita, coluna,

pelve e total (g/cm?) em funcdo do grupo (grupos B).

Regido Controle OVX p-valor
Média (desvio Mediana (minimo e Média (desvio Mediana (minimo
padrao) maximo) padrao) € maximo)

Cabeca 0,255 (0,019) 0,256 (0,223-0,276) 0,268 (0,018) 0,268 (0,243- 0,1270
0,308)

Perna 0,151 (0,011) 0,150 (0,135-0,170) 0,154 (0,009) 0,155 (0,137- 0,4333
0,172)

Coluna 0,134 (0,012) 0,133 (0,121-0,154) 0,139 (0,010) 0,138 (0,119- 0,3535
0,158)

Pelve 0,145 (0,011) 0,146 (0,123-0,159) 0,146 (0,009) 0,144 (0,124- 0,9015
0,162)

Total 0,152 (0,008) 0,156 (0,139-0,161) 0,155 (0,006) 0,156 (0,140- 0,5499
0,167)

Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX= ratas ovariectomizadas.

48
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Figura 13 - Box plot da densidade mineral déssea (DMO) da regido da cabeca
(g/cm?) em funcdo do grupo (grupos B). Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX=
ratas ovariectomizadas.
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Figura 16 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) da regido da pelve (g/cm?)
em funcdo do grupo (grupos B). Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX= ratas
ovariectomizadas.
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Figura 17 - Box plot da densidade mineral 6ssea (DMO) da regido da pelve (g/cm?)
em funcdo do grupo (grupos B). Controle= ratas com cirurgia Sham; OVX= ratas
ovariectomizadas.
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5. Discussao

Pela andlise dos resultados, o presente estudo realizou densitometria 0ssea
em todos os grupos para analise de alteracdes na densidade mineral 6ssea (DMO)
de regibes de cabeca, perna direita, coluna, pelve e total. Foi verificado um aumento
da densidade mineral Ossea total nos grupos controle A, ovariectomizado A e
ovariectomizado A com a administracdo sistémica de bisfosfonatos. Além disso,
esse aumento na densidade mineral foi observado nas regifes de cabeca e coluna
em todos os trés grupos A. Na regido da pelve, o aumento significativo da
densidade foi encontrado em 100% do grupo controle A, 84,6% no grupo
ovariectomizado A e 91,7% do grupo ovariectomizado B com administracédo

sistémica de bisfosfonatos.

ApoOs dez semanas da data da cirurgia de ovariectomia, na regido de cabeca,
0 grupo com administracao sistémica de bisfosfonatos apresentou densidade 0ssea
menor que o grupo controle. Na regido da cabeca, todas as ratas dos trés grupos
tiveram aumento na densidade éssea. Com o0 aumento significativamente menor nas
ratas do grupo controle do que nas ratas dos demais grupos. Por outro lado, nos
grupos B, ndo houve diferenca estatistica na densidade entre o grupo de ratas

ovariectomizadas e o grupo controle para todas as regides avaliadas.

A osteoporose € um problema de satude muito relacionado ao surgimento de
fraturas 6sseas, que na maioria dos casos resultam na grave incapacidade motora
do individuo. (POPOVIC et al., 2016) Os modelos animais de osteoporose s&o
considerados confidveis pois mimetizam a perda de massa 06ssea e possibilitam o
aprimoramento de testes e o0 desenvolvimento novas terapias no estudo dessa
doenca. Em estudos de osteoporose é esperado que 0s animais se tornem
osteopénicos ou percam a massa 0ssea apOs ovariectomia, devido a relacdo da

osteoporose humana com a deplecdo de estrogénio. (KIMMEL, 2001)

De acordo com Egermann e colaboradores (2005), a diminuigao relativa da
densidade mineral 6ssea devido a ovariectomia € menor em ratas do que em
humanos osteoporéticos. Os valores para as reducdes na densidade mineral 6ssea

encontrados em estudos em animais séo dificeis de comparar, porque diferem nos
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métodos e nos valores fornecidos por diferentes tipos de equipamentos
(absorptometria de raios x de dupla energia [DEXA]). (EGERMANN; GOLDHAHN;
SCHNEIDER, 2005) (ZHANG et al., 2009)

Este trabalho foi realizado com o intuito avaliar as alteracdes da densidade
mineral 0ssea de ratas ovariectomizadas. A cirurgia de remocdo dos ovarios de
ratas fémeas com idade aproximada de dez semanas foi realizada com a intencao
de promover a deplecdo da producdo do horménio estrogénio. A diminuicdo do
estrogénio no organismo permite um desgaste acelerado da massa Ossea.
(TURNER, 2001) A maioria dos modelos de osteoporose séo realizados em ratas
fémeas sexualmente maduras com pelo menos trés meses de idade, podendo variar
para menos. (POPOVIC et al., 2016) Estudos sobre reparacdo 6ssea e qualidade
Ossea tém utilizado amostras de trés meses de idade. (PENG et al., 1997) (WALSH
et al., 1997)(CAO et al., 2002) (TIVESTEN et al., 2004)

Ratas jovens, com aproximadamente 3 meses de idade apresentam efeitos
da ovariectomia ap0s quatro semanas da data da cirurgia, com perdas 6sseas com
caracteristicas semelhantes as de ratas na idade senil. (KALU, 1991) Estudos
apontam que ovariectomia em ratas em fase de crescimento promove uma maior
perda 6ssea e em maior magnitude comparada a realizada em ratas adultas. Além
disso, a cirurgia na idade de trés meses € recomendada para inducdo de
osteoporose e recomendam que estudos com agentes potencialmente terapéuticos
sejam realizados por ndo mais que seis meses de duracdo apds ovariectomia.
(WRONSKI et al., 1989) (THOMPSON et al., 1995)

De acordo com o estudo Heiss e colaboradores (2012), apds 14 meses da
cirurgia de ovariectomia, a osteoporose grave foi estabelecida em ratas que fizeram
ovariectomia associada a deficiéncia nutricional de calcio. A diminuigcdo na taxa da
DMO ocorreu em um percentual de 40% nesse grupo. O estudo concluiu também a
correlacdo na proporcdo de alteracdo da DMO em relacdo ao tempo da realizagdo
da cirurgia de ovariectomia. Apresentando o aumento da DMO em até 12 meses
apos da realizacdo da ovariectomia de ratas ovariectomizadas e posteriormente a
diminuicdo da DMO com a perda gradual da area 0ssea a partir de 14 meses apos a

cirurgia. Isso indica que a osteoporose senil foi atingida e simulada em ratas
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ovariectomizadas ap0s 14 meses da cirurgia de ovariectomia nesse estudo.
(SCHLIEFKE et al., 2013) Esse estudo corrobora com os achados deste trabalho,
em que ocorreu com o0 aumento da taxa de DMO até 12 meses apo0s a cirurgia de
ovariectomia. Concluindo a necessidade de aumentar o periodo de analise a partir
de 12 meses ap0Os a ovariectomia para a comprovacao da diminuicdo dos valores
DMO em DXA e estabelecer a osteopenia.

Roedores sdo os principais animais utilizados em modelo animal para
indugéo de osteoporose. A literatura tem relatado o uso de diferentes linhagens,
sendo as mais comuns Wistar (HADDAD; SALAZAR; HERNANDES, 2015)
(AMMANN et al.,, 1992) (VASCONCELLOS; SABINO; PETROIANU, 2005) (JEE;
YAO, 2001) e Sprague-Dawley (SHEN et al., 2017)(SMITH et al., 2014) (SAKATA et
al., 2018). Para a realizacéo desse estudo foram utilizadas ratas Wistar a partir da
remocdo cirargica bilateral dos ovéarios. Segundo Leonavas et al, (2008), a
ovariectomia em roedores é uma técnica bem estabelecida na literatura em que as
alteracdes Osseas encontradas sao semelhantes as alteracBes encontradas na
osteoporose pés-menopausa em humanos. Os modelos animais de osteoporose
sdo considerados confiaveis pois mimetizam a perda de massa 6ssea e possibilita o
aprimoramento de testes e o desenvolvimento novas terapias no estudo da doenca.
(LELOVAS et al., 2008)

Nesse estudo, as alteracdes na densidade 6ssea ndo ocorreram de forma
igual nas areas analisadas. Portanto, nem todos os locais analisados apresentaram
uma perda Ossea, reforcando ainda mais o paralelo do esqueleto do rato e do
humano, uma vez que as fraturas por fragilidade osteoporética e a osteopenia sédo
limitadas a alguns locais em humanos. (KIMMEL, 2001) Atualmente, a
absorciometria por raios-X de dupla energia (DXA) é o estado da arte para medir a
massa 0ssea em humanos, também pode ser facilmente aplicada em ratos.
(AMMANN et al., 1992)(GRIFFIN et al., 1993)(MITLAK; SCHOENFELD; NEER,
1994)(KIMMEL; WRONSKI, 1990)(SHEN et al., 2017)

A cirurgia de ovariectomia pode ser realizada por incisbes ventrais ou
dorsais. De acordo com a literatura, o tempo da execuc¢ao da cirurgias realizadas na

regido ventral pode variar até dez minutos, porém como o trato gastrointestinal €
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manipulado (SANKAR et al., 2014) e a taxa de mortalidade nas primeiras 24h é
considerada alta (30%), o procedimento dessa maneira muitas vezes ndo é
indicado. O método de escolha para cirurgia de ovariectomia € a partir de incisbes
dorsais, que podem ser executadas por uma incisdo mediana com cerca de 3cm ou
duas incisbes dorsolaterais com cerca de 1cm. (YOUSEFZADEH et al., 2020). A
metodologia cirargica empregada neste estudo foi a utilizacdo de duas incisbes
dorso laterais realizadas em um tempo cirargico aproximado de 20 minutos. O
tempo da cicatrizacdo da ferida cirargica foi de 10 dias, semelhante aos estudos da

literatura.

Neste estudo, ap0s a cirurgia de ovariectomia uma rata do grupo Controle A,
trés ratas do grupo OVXA + RIS, duas ratas do grupo OVX A, uma do grupo
Controle B e quatro do OVXB vieram a 6bito por complicacdes pos-cirdrgicas. As
perdas ocorreram tanto por ruptura dos pontos, hemorragia e bem como por
septicemia tardia. Os fios de nylon utilizados na sutura da pele tém como
caracteristicas uma maior memdéria 0 que ocasiona na dificuldade de dar nés e
manté-los com tensdo em suturas delicadas. Portanto, para a diminuir a perda de
amostra por ruptura dos pontos, foi estabelecido no decorrer do experimento que ao
finalizar a sutura a distancia necesséaria entre o corte do fio e a sutura de pelo
menos dois centimetros e meio. A utilizacdo de antibidtico terapia profilatica em
dose Unica no dia da cirurgia poderia ser uma alternativa na diminuicdo da amostra

por complicacdes pds-cirurgicas.

Uma rata em cada grupo Controle A e OVXA+RIS e duas ratas no grupo
OXA faleceram apds o exame de densitometria inicial em decorréncia da anestesia
geral e deslocamento ao equipamento. Apesar do exame DXA ser rapido, seguro,
indolor e de tempo rapido. Para o correto posicionamento dos animais na mesa do
equipamento foi necesséria a contencdo do corpo e patas na posi¢cao supina apos a
anestesia geral. Apesar da acuracia do exame de densitometria ser correlacionado
a posicdo da paciente alinhada a mesa do equipamento, estudo demonstrou que
nao houve diferenca referente a aquisicdo de imagem pelo aparelhno DEXA na

posicéo supina ou na posicéo prona. (TURNER, 2001)
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O ganho de peso de ratas que foram submetidas a cirurgia de ovariectomia
pode resultar no ganho da massa 6ssea devido ao crescimento da carga mecanica,
resultando na protecdo dos animais ovariectomizados contra a diminuicdo da forca
O0ssea relacionada ao aumento da idade. Portanto, muitas vezes as alteracdes
O0sseas em estudos de carga mecanica com ratas ovariectomizadas sao

classificadas como osteopenia e ndo como osteoporose. (PENG et al., 1997)

O bisfosfonato risedronato, nas condi¢cdes estudadas, apresentou influéncia
na densidade mineral 6ssea por DXA. Na regido da pelve houve um aumento
significativo da densidade nos grupos Controle A e Ovariectomizado com a
administracdo sistémica de risedronato comparado ao grupo com medicacao
placebo. O aumento da densidade Ossea na regido da pelve foi significativamente
menor no grupo de ratas ovariectomizadas do que no grupo de ratas
ovariectomizadas com administracdo de bisfosfonatos. Neste trabalho, apdés a
cirurgia de ovariectomia, as ratas apresentaram caracteristicas similares a perda
0ssea poés-menopausa em mulheres. Uma fase inicial de perda 6ssea seguida por
uma fase mais lenta e resposta terapéutica Ossea similar com 0 uso de
bisfosfonatos. (KALU, 1991) (WANG et al., 2012) (SUGIE-OYA et al., 2016)

Neste trabalho, o tempo de espera entre a cirurgia e o sacrificio dos animais
foi de 50 semanas, prazo esse considerado na literatura como suficiente para o
estabelecimento da osteoporose. No entanto, o tempo necessario para perda do
volume Gsseo pode variar de acordo a regido a ser analisada. Em 1989, Wronski e
colaboradores analisaram a qualidade O0ssea de vertebras lombares e tibias. Apés
270 dias da ovariectomia, houve uma perda significativamente diferente entre o
volume 0sseo da tibia em comparacdo ao volume ésseo da vertebra, confirmando
gue os valores da perda Ossea variam de acordo com a regido analisada.
(WRONSKI et al., 1989)

Na fase de inducédo de osteoporose por ovariectomia, optou-se por utilizar
neste trabalho ratas com cerca de 10 semanas de idade por estarem na fase adulta,
por terem atingido a fase reprodutiva e de maturacdo sexual, dessa maneira, 0s
efeitos da cirurgia de ovariectomia podem ser equiparados aos efeitos que ocorrem

em mulheres na menopausa, permitindo uma interpretacdo dos efeitos da deplecao
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do estrogénio. Todos os protocolos experimentais de osteoporose podem ser
implementados em ratos esqueleticamente imaturos ou maduros. Neste estudo
optou-se pela realizacdo da ovariectomia em ratas jovens com cerca de 10 semanas
de idade. Esta escolha foi suportada por informacdes obtidas na literatura para ratas
linhagem Wistar (MELHUS et al.,, 2007) e Sprague-Dawley (ZHANG et al.,
2009)(YISHAKE et al., 2018)(SUGIE-OYA et al., 2016)(LUU et al., 2013)(KRUGER;
MOREL, 2016)(GOVINDARAJAN et al., 2013)(NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001)
Todos os protocolos experimentais de osteoporose podem ser implementados em
ratos esqueleticamente imaturos ou maduros. Tendo em vista que os ratos atingem
a maturidade sexual aos 2,5 meses, seu esqueleto é considerado maduro apds 0s
10 meses. (ATMACA; AYDIN; MUSAOGLU, 2013)

Apés 10 semanas da cirurgia de ovariectomia, o exame DXA foi realizado no
primeiro momento para os grupos A. De acordo com a literatura, os estudos
apontam que o tempo necessario para os métodos que afirmam a eficacia da
ovariectomia e o estabelecimento de osteoporose em ratas ovariectomizadas € de 3
meses. (YOUSEFZADEH et al., 2020) Medi¢cdes sequenciais da DMO por DXA
podem ser utilizadas para detectar alterac6es em curtos periodos. A ovariectomia foi
associada a uma DMO significativamente menor em comparacdo com da DMO da

coluna de ratas Sham apés 4 semanas da cirurgia. (AMMANN et al., 1992)

Neste trabalho, foi realizada a técnica in vivo de absorciometria por dupla
emissdo de raios-x para medir a densidade mineral déssea. As ratas foram
anestesiadas com anestesia geral para a realizacdo do procedimento. Ao final do
experimento, todos os animais foram eutanasiados pela superdose de anestesia,
rapidamente transportados e posicionados no aparelho para a medicdo da
densidade mineral 0ssea final sem a necessidade de refrigeracdo das amostras
para ndo ocorrer comprometimento e alteragfes na analise. De acordo com estudo
realizado em ratos obesos, as técnicas in vivo e ex Vvivo ndo apresentaram
diferenca estatistica na DMO. (CHERIF et al., 2018) Em divergéncia a esse, no
estudo realizado com porquinho da india foi observado diferenca estatistica nas

técnicas in vivo e ex vivo de DXA. (MAK et al., 2016)
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A absorciometria por dupla emissao de raios-x com software para pequenos
animais pode ser usada para medir a densidade 0ssea total e regional em animais
tdo pequenos quanto os ratos. No entanto, a avaliacdo da DMO pode ser
desafiadora em animais em crescimento. As mudancas aparentes na DMO,
medidas pelo DXA em animais em crescimento, sdo um reflexo do crescimento e
tamanho e ndo a alteragbes na verdadeira densidade mineral. (LELOVAS et al.,
2008)

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a osteoporose em
humanos é definida com diminui¢cdo no T-score da densidade mineral 6ssea. Porém,
0 uso desta definicdo da OMS é questionavel para modelos animais, uma vez que
nao ha uma pontuacédo T disponivel para parametro. Uma diminuicao significativa na
DMO em estudos longitudinais com animais pode provar a perda 0ssea apés a
cessacao da funcdo ovariana, mas nao implica no desenvolvimento de osteoporose,
por exemplo, em termos de uma manifestacdo clinica, como fraturas espontaneas
na coluna vertebral. (EGERMANN; GOLDHAHN; SCHNEIDER, 2005)

Limitacdo desse estudo se deve pela impossibilidade afirmar que os animais
ovariectomizados adquiriram osteoporose, uma vez que ao realizar o exame DXA, a
calibracéo do equipamento foi com phantom antropomoérfico utilizado em humanos e
ndo com phantom especifico para ratos. Como o equipamento ndo possuia esse
recurso para ratos a referéncia utilizada foi o grupo controle. Dessa forma, podemos
extrapolar que as ratas ovariectomizadas adquiriram osteopenia apés a cirurgia de

ovariectomia.

Embora tenhamos realizado a pesquisa conforme demais trabalhos
publicados e seguindo a metodologia proposta, seria importante realizar novos
estudos com duragcdo maior que 12 meses apds a cirurgia de ovariectomia,
permitindo assim a evolugcdo da osteoporose nas amostras, podendo assim,
alcancar o entendimento da doenca osteoporose em graus mais avancados. Essas
propostas podem levar a descobertas de tratamentos ou tratamentos mais eficientes
gue venham a aliviar a situacao dos pacientes portadores da osteoporose em suas

formas mais avancadas.
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6. Conclusdes ou Consideracdes Finais

A analise dos resultados, sob as condicdes experimentais utilizadas,
possibilitou concluir que a houve um aumento da densidade mineral 6ssea nas
regides de cabeca, coluna e total em todos os grupos. Houve uma diferenca dos
valores da densidade mineral 6ssea de acordo com a regido analisada. A densidade
mineral éssea na regido da pelve de ratas submetidas a cirurgia de ovariectomia

obteve aumento apds a administracdo sistémica de bisfosfonatos.
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