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O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia das combinagoes:
bifosfonato (alendronato de sodio) + estatina (atorvastatina cadlcica),
bifosfonato (alendronato de sodio) + flavondide (ipriflavona) e
estatina (atorvastatina cdlcica) + flavonoide (ipriflavona) em ratas
com osteoporose induzida pelo glicocorticoide dexametasona. As
influéncias das associagées dessas substancias foram pesquisadas
pela analise de testes dos marcadores bioquimicos de remodelag¢do
assea, tais como, cdlcio e fosforo sérico, fosfatase alcalina ossea e
por exames histomorfométricos, caracterizando a densidade
trabecular ossea. Através da avalia¢do da densidade trabecular ossea
foi possivel verificar o aumento da mesma em todos os tratamentos
efetuados. Ressaltando-se, ainda, que as associagées contendo
alendronato de sodio apresentaram elevadas taxas de restauragdo
tecidual ossea, alcangando valores superiores aos do grupo dos
animais normais. Os marcadores bioquimicos ndo apresentaram
resultados estatisticamente significativos, ndo fornecendo subsidios
para o diagnostico e acompanhamento da osteoporose. No entanto,
a avaliagdo histomorfométrica permitiu a andlise estatica e dindmica,
bem como detecc¢do de alteragoes teciduais na unidade metabolica
ossea, particularmente, no osso trabecular.
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INTRODUCAO

A osteoporose ¢ uma desordem metabdlica do teci-
do dsseo, com perda de massa e redugdo da densidade,
acompanhada por danos na microarquitetura, aumentan-
do os riscos de fratura (Lindsay, 1993), atingindo milhoes
de pessoas no mundo todo.

Os glicocorticdides estdo associados com perda Os-
sea e subseqiiente aumento de fraturas em humanos. Ba-

lango negativo de calcio devido a mudangas no transpor-
te de calcio renal e intestinal é responsavel pelo
hiperparatireoidismo secundario em pacientes tratados
com glicocorticoide. Embora os mecanismos precisos per-
manegam obscuros, a eliminagdo urinaria aumentada de
calcio que ocorre em resposta ao glicocorticoide, prova-
velmente, é uma conseqii€ncia da reabsorcao tubular di-
minuida (Reid, Ibbertson, 1987; Reid, 1997).

Efeito estimulatério direto de glicocorticdides sobre
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a sintese e secrecao de paratormonio tem sido observado in
vitro: administracdo de dexametasona aumenta a secre¢ao
de hormoénio de células bovinas em cultura de glandulas de
paratiredide de rato (Au, 1976; Sugimoto ef al., 1989).

Os glicocorticoides modificam a atividade metabo-
lica e proliferativa das células 6sseas. Eles inibem a
osteoblastogénese e osteoclastogénese e reduzem a meia
vida dos osteoclastos. Eles também sdo potentes
repressores da funcdo osteoblastica e provavelmente
estimuladores da maturagdo dos osteoclastos. Em conjun-
to, estas mudancas conduzem a osteoporose, principal-
mente devido a formagao 0ssea reduzida, ja que o aumento
na reabsorcdo dssea parece estar menos envolvido
(Patschan, Loddenkemper, Buttgereit, 2001).

Ratos tém sido recentemente usados como um
modelo animal para estudos de osteoporose devido ao
seu pequeno tamanho, facilidade de manipulagéo e por
possuirem muitas caracteristicas semelhantes as de hu-
manos no que se refere ao tecido 6sseo. Entretanto,
estudos relativos a efeitos de glicocorticdides sobre os
0ssos de rato tém sido controversos. Estudos t&ém mos-
trado que, apos tratamento com glicocorticoides, ratos
apresentaram aumento na massa 6ssea, outros, de outro
modo, observaram diminui¢do na massa dssea e outros
mantiveram inalterada a massa 6ssea (Thorndike,
Turner, 1998).

Recentemente, Santos (2004) conseguiu induzir
osteoporose com a administracdo de dexametasona, em
ratos machos intactos e castrados, bem como em fémeas
intactas e ovariectomizadas da raca Wistar.

As estatinas sdo os agentes mais efetivos na terapia
das dislipidemias, sendo bem toleradas, disponiveis para
uso oral e estimulam a formagao de quantidades substan-
ciais de osso, aumentando as chances destas substancias
serem utilizadas no tratamento de pacientes com
osteoporose (Yamamoto et al., 1984).

As estatinas aumentam significativamente a taxa
de formacao 6ssea em animais, devido a seus efeitos
promotores sobre o fator de crescimento BMP-2 (pro-
teina morfogenética o6ssea-2), que conduz a diferenci-
acdo osteoblastica e a formagao 6ssea. Ocorre aumen-
to da transcricdo do gene do BMP-2, sendo este o pro-
vavel mecanismo responsavel pelos seus efeitos
(Mundy, 2001).

Bifosfonatos sdo analogos sintéticos de pirofosfato
caracterizados por ligacdes de P-C-P e sao mais resisten-
tes a hidrolise quimica e enzimatica. Esses compostos
exercem efeitos de inibi¢ao da reabsor¢ao osteoclastica e
inibi¢do da mineralizagdo d6ssea (Fleich et al., 1970;
Meyer, Nancollas, 1973). A ligagao de bifosfonatos aos
minerais do tecido 6sseo leva a supressao da reabsorcao

ossea induzida por osteoclastos, tendo uma acéo direta
mediada por osteoblastos com atividade antiabsortiva
(Sahni et al., 1993). Podem inibir diretamente multiplas
etapas na via do mevalonato para colesterol e lipides
isoprenoides, tais como geranilgeranil difosfato, que sdo
requeridos para a prenilacdo de varias proteinas que sao
importantes para a fun¢do do osteosclato (Luckman ez al.,
1998).

Os bifosfonatos contendo nitrogénio como rise-
dronato, alendronato, pamidronato e acido zoledronico e
os ndo-nitrogenados, como clodronato e etidronato, cau-
sam apoptose de osteoclastos de coelhos. A apoptose dos
osteoclastos esta envolvida em trocas morfologicas, per-
da da membrana mitocondrial e na ativacao de proteases
caspase-3, capazes de clivar substratos peptidicos
(Benford et al., 2001).

Os flavonoéides compdem ampla classe de substan-
cias de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie
humana. Entretanto, possuem série de propriedades
farmacologicas que os fazem atuar sobre os sistemas bio-
logicos (Peterson, Dwyer, 1998).

Verificou-se que flavonoides previnem a perda de
massa dssea em pacientes osteoporéticos e provoca de-
créscimo no turnover 6sseo provocado por hipo-
gonadismo (Gambacciany et al., 1994). Efeitos favora-
veis a remodelacdo 6ssea com diferenciagdo dos
osteoblastos foram demonstrados por Katai et al. (1992)
e Cheng et al. (1994) e inibigao da reabsor¢do dssea tam-
bém foi observada (Notoya et al., 1993; Albamese et al.,
1994). O mecanismo envolvido na agdo modulatdria em
células do tecido 6sseo parece ter atividade antiabsortiva
(Azria et al., 1993; Passeri et al., 1995).

Mostrou-se que flavonoide foi capaz de induzir au-
mento de massa 0ssea ap0s tratamento de 12 meses em
mulheres osteopordticas e efetivo em prevenir perda 6ssea
(Cecchettin et al., 1995).

Segundo Cortet (2004), terapia combinada apre-
senta-se como recurso consideravel para aumentar os
efeitos terap€uticos em pacientes com doengas croni-
cas. Combinag¢des de farmacos sdo freqlientemente uti-
lizadas para tratar hipertensao arterial, diabetes melitus
ndo insulino-dependente ou artrite reumatoide. Ja na
osteoporose, poucos dados sdo disponiveis sobre regi-
mes de combinac¢do de farmacos (Harris ef al., 2001).

Tendo em vista a busca de alternativas mais efica-
zes no controle e, principalmente, no tratamento da
osteoporose estabelecida, o presente experimento foi
idealizado na tentativa de tratar a osteoporose induzida
por glicocorticéide através da combinacdo de
bifosfonato + estatina, bifosfonato + flavonoide e
estatina + flavonoide.



Efeitos de tratamento combinado de alendronato de sédio

MATERIAIS E METODOS
Farmacos

O experimento consistiu de um ensaio biologico, em
que se verificaram os efeitos das associagdes das substan-
cias alendronato monossodico triidratado em solucdo oral
(Galena), atorvastatina calcica em suspensao oral
(Citalor®Pfizer) e ipriflavona em suspensao oral
(Galena).

Animais

No desenvolvimento deste trabalho, foram utiliza-
das 120 ratas da raga Wistar, adultas, pesando aproxima-
damente 250 + 20 g de peso, procedentes do Biotério do
Centro de Ciéncias Biologicas ¢ da Satde da Universidade
Federal de Vigosa.

Ap6s a chegada ao Laboratdrio de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFV — MG, os animais foram acondicionados em gaiolas
coletivas, contendo cada uma seis animais, em ambiente
climatizado, com ciclo de claro-escuro de 12 horas, rece-
bendo agua e racdo comercial (Labcil®), ad libitum.

Procedimento

Nestas condigdes, apos periodo de adaptacao de sete
dias, teve inicio o processo de indugao da osteoporose, que
consistiu na administragdo do glicocorticoéide dexa-
metasona (Azium Solugdo®-Schering-Plough S/A), por via
intramuscular, na dose de 7 mg/kg de peso corporal, uma
vez por semana, durante cinco semanas, nos animais de
todos os grupos, a excecao dos animais que constituiram o
grupo controle, denominado G1, que receberam solugdo de
NaCl a 0,9%, via intramuscular.

Ap6s o periodo de indugao, os animais foram distri-
buidos, de forma aleatoéria, em cinco grupos de vinte e
quatro, sendo: grupo controle (G1), que ndo foi submeti-
do a aplicacdo do corticosteroide dexametasona; grupo
osteoporoético (G2), que recebeu apenas dexametasona;
grupo 3 (G3), que recebeu a dexametasona e tratamento
diario com alendronato de s6dio na dose de 0,1 mg/kg
(metade da dose preconizada para humanos) + ator-
vastatina calcica na dose de 0,6 mg/kg (metade da dose
preconizada para humanos); grupo 4 (G4), que recebeu a
dexametasona e tratamento diario com alendronato de
s6dio na dose de 0,1 mg/kg + ipriflavona na dose de
50 mg/kg , metade da dose utilizada em ratas intactas ou
ovariectomizadas (Yamazaki, 1986; Arjmandi, 2000) e,
grupo 5 (G5), que recebeu a dexametasona e tratamento
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diario com atorvastatina calcica na dose de 0,6 mg/kg +
ipriflavona na dose de 50 mg/kg. Todas as substancias fo-
ram administradas por via oral.

A partir da data de inicio do tratamento, aos 7, 14, 21
e 28 dias, seis animais de cada grupo foram anestesiados
por administragdo, via intramuscular, de 0,1 mL da solu-
¢do anestésica de cloridrato de tiletamina (25 mg/mL) e
cloridrato de zolazepam (25 mg/mL) (Zoletil 50®-Virbac).

Métodos Bioquimicos

Foram coletados, entdo, de cada animal, 5 mL de
amostra de sangue, por pung¢do na veia cava caudal, com o
objetivo de dosar os niveis séricos de calcio, fosforo e
fosfatase alcalina dssea. Para a realizagdo das determina-
¢oes de calcio e fosforo, foi utilizado o autoanalisador
multiparamétrico de bioquimica Aliz€, bem como “kits” da
marca BioMerieux. Ja na determinagédo da fosfatase alcalina
ossea, utilizou-se o equipamento de quimioluminescéncia
Access Immunoassay System da Beckman Coulter, assim
como “kits” Ostase, especificos para dosagem desta
enzima, também da mesma industria.

Método Histolégico

Logo ap6s o sacrificio dos animais, através de anestesia
profunda, procedeu-se a dissecgao e foi coletado fémur direi-
to de cada animal, mantendo-se a regido epifisaria, sendo
posteriormente colocado em formol tamponado a 10%, du-
rante 72 horas para fixag@o. Posteriormente, o osso foi
descalcificado em solugao de acido férmico/citrato de sddio,
incluido em parafina e processado rotineiramente para estu-
do histologico em microscopia de luz.

Foram obtidos trés cortes, de cada fémur, de quatro
micrémetros (4 Fm) de espessura em microtomo
histologico rotativo (Spencer, Modelo 820) dotado de
navalha descartavel. Estes cortes foram obtidos de forma
seriada, montados sobre lamina de vidro e corados com
hematoxilina e eosina no Laboratorio de Histopatologia
do Departamento de Veterinaria da UFV.

Para calculo da densidade ocupada por osso
trabecular, foi obtida uma imagem amostral de osso
trabecular, contida na regido subcondral, de cada corte
histolégico, em microscopio Optico equipado com cama-
ra digital (TCL-984 P). Estas imagens foram analisadas
em monitor de microcomputador de 14 polegadas, com
aumento final de 50 vezes. Uma graticula composta por
494 intersegoes, distando 1 ¢cm cada uma, foi aplicada so-
bre a imagem, sendo uma area de 100 interse¢des isolada
para a mensurag¢ao. Estas intersec¢des foram computadas
como pontos coincidentes a trabecula 6ssea ou ao espaco
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intertrabecular. Realizaram-se 3 repeti¢des, sendo, assim,
para cada animal, computado total de 300 pontos, perfa-
zendo, portanto, 1800 pontos por grupo de 6 animais de
cada tratamento. Desta forma, obteve-se o percentual da
densidade trabecular 6ssea dos animais experimentais.

Andlise Estatistica

O ensaio biologico foi realizado segundo delineamento
inteiramente casualizado, com 5 tratamentos em 6 repetigdes.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e ao teste F (p<0,05). Os grupos controle (G1 ¢
G2) foram comparados entre si por meio do teste F. Os
grupos tratados (G3, G4 e G5) foram comparados entre si
através do teste de Tukey a 5% de probabilidade. As com-
paracdes também foram realizadas entre os grupos trata-
dos e os controles G1 e G2, sendo que, para 0 mesmo, foi
aplicado o teste de Dunnet a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da densidade trabecular 6ssea, que carac-
teriza o estado metabdlico que se encontra o tecido 6sseo dos
animais experimentais, sdo apresentados na Tabela I.

Segundo Junqueira, Carneiro, Kelley (1986), o es-
tudo histomorfométrico determina, com elevado grau de
acuidade, o remodelamento dsseo, precisando a extensao
da perda 6ssea e das taxas de calcificacao e de formagao
do tecido 0sseo e, assim, capacita para identificar o esta-
do osteoporoético do 0sso.

Segundo os valores percentuais de densidade
trabecular 6ssea mostrados, o grupo G2 (osteoporotico),
tratado apenas com o glicocorticdide dexametasona, apre-
senta diminuicao de valores médios, que foram estatisti-
camente significativos, quando comparados com aqueles
do grupo controle G1, em todos os periodos avaliados, de-
monstrando, assim, indugdo osteopordtica com o trata-
mento instituido.

TABELA | - Valores médios de densidade trabecular 6ssea em pontos percentuais e percentual de variagdo em relagdo
ao grupo controle G1 e ao grupo osteopordtico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas nos

respectivos periodos

Periodo  Grupo/Tratamento Dens. (%) Variagao (%)  Variagao(%)
em relagdo G1 em relagdo G2
7 Dias  G1 Controle 60,00A + 2,603 cmmmeeeeem e
G2 Glicocorticoide 43,78 B + 0,509  ceemmemeem e
G3 Glicocorticéide + Alendronato + Atorvastatina 33,11 b + 4,671 -44 81* -24 37%*
G4 Glicocorticoide + Alendronato + Ipriflavona 4478 a + 5,419 -25,37* 2,28
G5 Glicocorticéide + Atorvastatina + Ipriflavona 40,89 ab + 1,262 -31,85% -6,60
14 Dias  G1 Controle 59,80 A + 2,603 = cmmmemeem e
G2 Glicocorticoide 40,78 B + 1,895 = e e
G3 Glicocorticdide + Alendronato + Atorvastatina 55,11 b + 2,009 -7,84% 35,15%*
G4 Glicocorticoide + Alendronato + Ipriflavona 64,33a + 1 7,57* 57,77**
G5 Glicocorticoide + Atorvastatina + Ipriflavona 44,67 ¢ + 3,215 -25,30%* 9,54%**
21 Dias G1 Controle 61,02A + 2,603 e e
G2 Glicocorticoide 37,00B + 1,155  —meeeeeeem e
G3 Glicocorticoide + Alendronato + Atorvastatina 64,33 b + 2 5,42% 73,87%%
G4 Glicocorticoide + Alendronato + Ipriflavona 70,00 a + 0,333 14,72%* 89,19%*
G5 Glicocorticoide + Atorvastatina + Ipriflavona 46,44 ¢ + 2,715 -23,89* 25,53%*
28 Dias G1 Controle 61,58 A + 2,603  -mmmemem e
G2 Glicocorticoide 41,56 B + 2269  cmmmeeeem e
G3 Glicocorticoide + Alendronato + Atorvastatina 77,11 a + 2,795 25,22% 85,56**
G4 Glicocorticoide + Alendronato + Ipriflavona 81,44a + 3,835 32,25% 95,99%**
G5 Glicocorticoide + Atorvastatina + Ipriflavona 52,56 b + 1,018 -14,65% 26,47**

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente diferem entre si pelo teste F (P<0,05).
Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra mintiscula diferente diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). *Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada periodo. **Estatisticamente
diferente do grupo G2 pelo teste de Dunnet (P< 0,05) em cada periodo.
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Aos sete dias de tratamento, os valores percen-
tuais dos grupos tratados, G3 com bifosfonato +
estatina, G4 com bifosfonato e flavonodide e G5 com
estatina e flavonoide, encontravam-se diminuidos,
apresentando significacdo estatistica em relagdo ao gru-
po controle G1, demonstrando que o tratamento prévio
com o glicocorticoide tinha induzido a baixa densida-
de 6ssea e, neste periodo, os tratamentos ndo a tinham
modificado.

Observa-se aos 14 dias que todos os tratamentos
efetuados mostram valores positivos de densidade, que
os diferenciam significativamente do grupo G2, sendo
que, neste periodo, ja se percebe destacada eficacia das
associagoes bifosfonato + estatina (G3) com 35,15% de
varia¢do e, principalmente, de bifosfonato + flavonéide
(G4), que apresentou 57,77% em relacdo ao grupo
osteoporotico. Este ultimo grupo, o G4, ja apresenta, nes-
te periodo, valor de densidade trabecular 6ssea superior
aquele do grupo controle (G1), significativo.

Os resultados mostrados no periodo de 21 dias reve-
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lam que, além do grupo G4, também o grupo G3 apresenta
valor acima daquele mostrado para o grupo controle G1.
Em relag@o ao grupo G2, as variagdes percentuais positi-
vas sao da ordem de 73,87% do grupo G3 e de 89,19% do
grupo G4. O grupo G5, tratado com estatina + flavondide,
neste periodo, apresenta diferenga significativa de 25,53%
em relagdo ao grupo G2, mas o valor (-23,89%), ainda ¢é
inferior ao do grupo controle G1.

Quando se observam os resultados obtidos no perio-
do de 28 dias, o grupo G5, praticamente, mantém o valor al-
cangado no periodo anterior (26,47%) em relacao ao grupo
G2, mas inferior, ainda, ao do grupo G1 (-14,65%). Porém,
os valores de densidade trabecular 6ssea obtidos com os tra-
tamentos efetuados nos grupos G4 e G5 sdo altamente po-
sitivos. Em relacdo ao G1, grupo de animais normais, a di-
ferenca percentual positiva foi de 25,22% para o grupo G3
e de 32,25% para o grupo G4. Outrossim, quando se com-
para com o grupo G2, osteoporotico, a diferenga percentual
do grupo G3 ¢ de 85,56% e do grupo G4 ¢ de 95,99%.

A Figura 1 apresenta cortes histologicos da regido

FIGURA 1 — Osso esponjoso (trabecular) do ter¢o proximal de fémur de ratas. HE.100X. A, Grupo Controle (G1).
B, Grupo Osteoporotico (G2), (Glicocorticdide). C, Grupo Tratado 14 Dias (G4), (Glicocorticoide + Alendronato
+ Ipriflavona). D, Grupo Tratado 28 Dias (G4), (Glicocorticoide + Alendronato + Ipriflavona). Seta Larga — regido

medular 6ssea. Seta Estreita — trabécula 0ssea.
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do ter¢o proximal do fémur direito dos animais, onde se
observa diminuic¢ao trabecular dssea, identificada prin-
cipalmente pela menor espessura das trabéculas 6sseas
no grupo osteopordtico (Fig.1B) e, em contraste,
maior area de medula 6ssea neste grupo, em relagao ao
grupo controle (Fig. 1A). Quanto aos grupos tratados,
foi observado que aos 14 dias (Fig. 1C), no grupo que
recebeu alendronato de sédio + ipriflavona, a espessu-
ra das trabéculas 0sseas foi significativamente maior,
ainda sendo permitido a observacao de espagos
intertrabeculares, preenchidos pela medula 6ssea. Aos
28 dias de tratamento (Fig. 1D), observou-se que a den-
sidade trabecular 6ssea foi maior que aos 14 dias, em
contraste com menores espagos intertrabeculares, pre-
enchidos por medula 6ssea, cuja evolucdo a tornou sig-
nificativamente superior aquela observada nos animais
do grupo controle (Figs. 1D e 1A), ratificada pelos va-
lores médios de densidade trabecular 6ssea indicados
na Tabela I.

A anélise dos resultados de calcio e fosforo sérico
mostrou, durante todo o experimento, tanto os niveis de
calcio como os de fosforo sérico ndo sofreram variagdes
significativas em relagdo ao grupo controle, ao grupo
osteoporodtico, bem como entre os tratados.

Conforme citado por Guyton, Hall (2002), os ni-
veis séricos de calcio e fosforo devem ser avaliados con-
juntamente, visto que as concentragdes de um influenci-
am diretamente as do outro. O calcio possui um mecanis-
mo de regulacao fisioldgica, que estreita os limites do
seu nivel plasmatico, ndo permitindo variagdes além de
2,4 mmol/L, em que qualquer tentativa de altera¢des da
concentracao plasmatica deste ion ¢ corrigida dentro de
minutos a horas, o que é feito em grande parte pelo
hormonio paratiredide.

Segundo Motta (2003), na osteoporose nio sao en-
contradas alteragOes dos niveis séricos de calcio e fosfo-
ro. Estudos realizados por Cecchettin et al. (1995) também
ndo encontraram diferencas significativas nos niveis
séricos de calcio ou fosforo durante o tratamento da
osteoporose de mulheres na pos-menopausa.

Os valores médios de fosfatase alcalina 6ssea (FAO)
ndo apresentaram variacgdes significativas, quando compa-
rados com o grupo controle e osteopordtico, assim como
também entre os grupos tratados.

A fosfatase alcalina 6ssea ¢ o marcador de forma-
¢do Ossea mais freqiientemente utilizado (Bikle, 1997;
Vieira, 1999). A FAO ¢ uma isoforma da fosfatase alca-
lina total (FA), que, apesar da semelhanga estrutural com
essa, pode ser detectada através de imunoensaios espe-
cificos, apresentando baixa reacdo cruzada. A medida da
isoforma dsseo-especifica tem vantagens sobre a FA,

uma vez que, além de ndo sofrer influéncias hepaticas, ¢
mais sensivel a pequenas variagdes no pool circulante
(Saraiva, Castro, 2002). Além da nao-significancia esta-
tistica, os valores médios de FAO, em todos os grupos,
no presente estudo, estiveram abaixo da curva de
calibragdo, sugerindo que ocorreu reagdo de identidade
parcial entre antigeno e anticorpo (Holme, Peck, 1998).
Apesar da ndo-significancia no presente ensaio, Kim,
Lee, Rhee (2003) encontraram diferencas significativas
de valores médios de FAO entre ratas normais,
osteoporoticas e osteoporoéticas tratadas.

A terapia de combinagdo possui consideravel acei-
tagdo como meio de aumentar os beneficios do tratamen-
to em pacientes com doengas cronicas, tais como, hiper-
tensao arterial, diabetes ou artrite reumatdide. Em relagao
a osteoporose, poucos estudos foram realizados com regi-
mes de combinacdes de farmacos e avaliagdes seguras tém
sido confiadas em densidade mineral 6ssea (DMO) usada
como um marcador, ao contrario do que em resultados
clinicos (Harris ez al., 2001). Prudéncia, por conseguinte,
¢ a postura que deve ser adotada, quando se tiver que in-
terpretar dados sobre este procedimento terapéutico
(Cosman et al., 2001).

A excegdo de suplementos de calcio e vitamina D,
os quais sdo usualmente administrados a pacientes de
grupo-placebo em experimentos terapéuticos de larga
escala, existe forte razdo teodrica para combinar um
inibidor de reabsor¢do 6ssea e um que aumente a for-
magdo o0ssea. Todavia, dados sobre este propdsito sao
débeis e os resultados de recentes estudos sdo
desapontadores (Black et al., 2003). A maioria dos es-
tudos tem focalizado sobre combinag¢des de inibidores
de reabsorgao ossea (Cortet, 2004).

A combinagdo de um bifosfonato com a terapia de
substituicao hormonal pode parecer sem importancia, vis-
to que estes dois tratamentos tém mecanismos de acao
similares sobre o 0sso. Contudo, o sitio de agdo, provavel-
mente, ndo ¢ o mesmo (Cortet, 2004). Um estudo de
alendronato em combinagao com o estrégeno, em mulhe-
res, por um periodo de um ano, constatou ganho 6sseo sig-
nificativo (Lindsay et al., 1999). Bone et al. (2000) veri-
ficaram que o tratamento simultaneo de alendronato com
estrogénio foi mais efetivo do que as substancias isoladas,
apo6s 2 anos de terapia, sendo o ganho em densidade mi-
neral ossea de 8,3% versus 6% e 6%, respectivamente.

No presente trabalho, por sua vez, as associacoes
utilizadas alendronato + atorvastatina, alendronato +
ipriflavona e atorvastatina + ipriflavona causaram ganho
em densidade mineral 6ssea estatisticamente significati-
vo, porém, com valores da ordem de até 95,99%.
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CONCLUSOES

A histomorfometria e a histopatologia permitiram
analise estatica e dindmica, bem como detecc¢ao de altera-
coes teciduais na unidade metabodlica dssea, particular-
mente, no 0sso trabecular. Através da anéalise da densida-
de trabecular 6ssea, foi possivel constatar o sucesso da
indugdo da osteoporose pelo glicocorticdide, bem como
acompanhar o processo de evolugdo do tecido 6sseo pro-
vocado pelas associagdes dos farmacos.

Os marcadores bioquimicos calcio e fosforo sérico
¢ a fosfatase alcalina 6ssea nao apresentaram resultados
que determinassem o diagnostico da osteoporose, bem
como a avaliacao das alteragoes de remodelacio dssea.

Todas as combinagdes testadas apresentaram efei-
tos positivos nos animais osteoporéticos. Outrossim, de-
vemos destacar a maior eficacia das associagdes realiza-
das com o bifosfonato alendronato de sédio, que apre-
sentaram restauracao da densidade do tecido trabecular
0sseo, cujos valores foram superiores, inclusive, aos dos
animais normais.

Os resultados demonstraram, portanto, a capacidade
desses tratamentos, ndo s6, na preservagao, mas também, na
restauragdo do tecido 6sseo. Assim, a possivel utilizagao das
combinacdes desses fAirmacos durante o tratamento prolon-
gado com glicocorticéide ou no tratamento da osteoporose
estabelecida parece bastante promissora. Entretanto, estu-
dos das dosagens, intera¢des, biodisponibilidades, além dos
efeitos toxicos dessas substancias farmacologicas, a longo
prazo, fazem-se necessarios.

ABSTRACT

Effects of combined treatment of alendronate of
sodium, calcic atorvastatin and ipriflavone in
osteoporosis induced with dexamethasone in

female rats

The objective of this work was to study the influence of
the combinations: biphosphonate (alendronate of
sodium) + statin (calcic atorvastatin), biphosphonate
(sodium alendronate) + flavonoid (ipriflavone) and
statin (calcic atorvastatin) + flavonoid (ipriflavone) in
female rats with osteoporosis induced by the gluco-
corticoid dexamethasone. The influence of the combi-
nations of those drugs was observed through tests of the
biochemical markers of bone remodeling, such as,
levels of serum calcium and phosphorus and bone
alkaline phosphatase and through histomorphometric
exam, visualizing the bone trabecular density. Through
the evaluation of the bone trabecular density it was
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possible to verify the clear increase in any group of
treated animals. The combinations with biphosphonate
presented high rates of bone tissue restoration,
reaching higher values than those of normal animals.
The results obtained with biochemical markers were
not statistically significant and did not subsidies the
diagnosis and the follow of the osteoporosis. However,
the histomorphometric evaluation allowed us the static
and dynamic analyses as well as detection of tissue
alterations in the bone metabolic unit, particularly in
the trabecular bone.

UNITERMS: Osteoporosis. Dexamethasone. Alendronate.
Atorvastatin. Ipriflavone. Drug combinations.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALBANESE, C.B.; CUDD, A.; ARGENTINO, L
ZAMBONIN-ZALLONE, A.; MACINTYRE, L.
Ipriflavone directly inhibits osteoclastics activity.
Biochem Biophys Res Commun, v. 199, p. 930-936, 1994.

ARJMANDI, B.H.; BIRNBAUM, R.S.; JUMA, S
BARENGOLTS, E.; KUKREJA, S.C. The synthetic
phytoestrogen, ipriflavone, and estrogen prevents bone
loss by different mechanisms. Calcif. Tissue Int, v. 66,
p. 61-65, 2000.

AU, W.Y. Cortisol stimulation of parathyreoid hormone
secretion by rat parathyroid glands in organ culture.
Science,v. 193, n. 4257, p. 1015 -1017, 1976.

AZRIA,M.; BEHHAR, C.; COOPER, S.; LAC, K. Effect of
ipriflavone on osteoclasts motily and resorption in vitro
in vivo studies. Calcif. Tissue Int., v. 52, p. 16-20, 1993.

BENFORD, H.L.; MCGOWAN, N.W.A.; HELFRICH,
M.H.;NUTALL, M.E.; ROGER, M.J. Visualization of
bisphosphonate-induced caspase-3-activity in
apoptotic osteoclasts in vitro. Bone,v.28,n. 5, p. 465-
473,2001.

BIKLE, D.D. Biochemical markers in the assessment of bone
disease. Am. J. Med.,v. 103, p. 427-436, 1997.

BLACK, D.M.; GREESPAN, S.L.; ENSRUD, K.E.;
PALERMO, L.; MCGOWAN, J.A. The effects of
parathyroid hormone and alendronate alone or in
combination in postmenopausal osteoporosis. N. Engl. J.

Med.,v.349,p. 1207-1215, 2003.



106

BONE, H.G.; GREESPAN, S.L.; McKEEVER, C.; BELL,
N.; DAVIDSON, M.; DOWNS, R.W. Alendronate and
estrogen effects in postmenopausal women with low
bone mineral density. J. Clin. Endocrinol. Metab., v. 85,
p. 720-726, 2000.

CECCHETTIN, M.; BELLOMETTL S.; CREMONESI, G;
SOLIMENO, L.P.; TORRI, G. Metabolic and bone
effects after administration of ipriflavone and salmon
calcitonin in postmenopausal osteoporosis. Biomed.
Pharmacother., v. 49, p. 465-468, 1995.

CHENG, S.L.; ZHANG, S.F.; NELSON, T.L.; WARLOW,
PM.; CIVITELLI, R. Stimulatory of human osteoblasts

differentiation and function by ipriflavone and its
metabolites. Calcif. Tissue Int., v. 55, p. 356-362, 1994.

CORTET, B. Combination therapy for osteoporosis. J. B.
Spin., v. 71, p. 363-364, 2004.

COSMAN, F.; NIEVES, J.; WOELFERT, L.; FORMICA,
C.,GORDON, S., SHEN, V. Parathyroid hormone added
to established hormone therapy: effects on vertebral
fracture and maintenance of bone mass after parathyroid
hormone withdrawal. J. Bone. Miner: Res.,v. 16,p. 925—
931, 2001.

FLEISCH, H.; RUSSEL.R.GG;; BISAZ, S.; MUHLBAUER,
R.C.; WILLIAMS, D.A. The inhibitory effect of
diphosphonates on the formation of calcium phosphate
crystal in vitro and on aortic and kidney calcification in
vivo. Eur. J. Clin. Invest.,v. 1, p. 12-18, 1970.

GAMBACCIANY, M.; SPINETTI, A.; PIAGGESI, L.;
CAPPAGLI, B.; TAPONECO, F.; MANETTI, P;
WEISS, C.; TETEI, G.C.; LA COMMARE, P.;
FACCHINI, V. Ipriflavone prevents the bone loss mass
reduction in premenopausal women treated with
gonadotropin hormone-releasing hormone agonists.
Bone Liner, v. 26, p. 19-26, 1994.

GUYTON, A.C.; HALL, J.E. Tratado de fisiologia médica.
10. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2002. 973 p.

HARRIS, S.T.; ERIKSEN, E. F.; DAVIDSON, M.;
ETTINGER, M. P.; MOFFETT, A. H.; BAYLINK, D. J.
Effect of combined risedronate and hormone
replacement therapies on bone mineral density in
postmenopausal women. J. Clin. Endocrinol. Metab.,
v.86, p. 1890-1897, 2001.

A. S. Pinto, T. T. de Oliveira, R. J. D. Carlo, T. J. Nagem, C. C. Fonseca, G. H. K. de Moraes, D. B. Ferreira Jr, C. A. Cardoso

HOLME, D.J.; PECK, H. Analytical biochemistry.
Singapore, Longman Singapore Publishers, 1998. 488 p.

JUNQUEIRA, L.C.U.; CARNEIRO, J.; KELLEY, R.O.
Basic histology. 5.ed. Philadelphia: Prentice-Hall
International Inc., 1986. 518 p.

KATAL Y.; KAWASE, T.; NAKANO, T.; MIKUNI-
TABAGAKIL Y.; SAITO, S. Effects of iprivaflone and
estrogen on the differentiation and proliferation of
osteogenic cells. Calcif. Tissue Int.,v. 51,p. 11-15,1992.

KIM, S., LEE, M., RHEE, M. Studies on the effects of
biomedicinal agents on serum concentration of Ca*", P

and ALP activity in osteoporosis-induced rats. J. Vet. Sci.,
v.4,n.2,p. 151-154, 2003.

LINDSAY R. Prevention and treatment of osteoporosis.
Lancet, v. 341, p. 801-805, 1993.

LINDSAY, R.; COSMAN, F.; LOBO, R.A.; WALSH, B.W,;
HARRIS, S.T.; REAGAN, J.E. Addition of alendronate
to ongoing hormone replacement therapy in the treatment
of osteoporosis: a randomized, controlled clinical trial. J.
Clin. Endocrinol. Metab., v. 84, p. 3076-3081, 1999.

LUCKMAN, S.P.; HUGHES, D.E.; COXON, F.P;
GRAHAM, R.; RUSSELL, G.; ROGERS, M.J.
Nitrogen-containing bisphosphonates inhibit the
mevalonate pathway and prevent post-translational
prenylation of GTP-binding proteins, including Ras. J.
Bone Miner. Res., v. 13, p. 581-589, 1998.

MEYER, J.L.; NANCOLLAS, G.H. The influence of
multidentate organic phophonates on the crystal growth
of hydroxiapatite. Calcif. Tissue Res., v. 13, p. 295-303,
1973.

MOTTA, V.T. Bioquimica clinica para laboratorio:
principios e interpretagoes. 4.ed. Porto Alegre: Editora
Medica Missau, 2003. 419 p.

MUNDY, G.R. Statins and their potential for osteoporosis.
Bone, v. 29, n. 6, p. 495-497, 2001.

NOTOYA, K.; YOSHIDA, K.; TAKETOMI, S.;
YAMAZAKI, I.; KUMEGAWA, M. Inhibitory effects of
ipriflavone on osteoclast-mediated bone resorption and
new osteoclast-mediated formation in long-term cultures
of mouse unfractionated bone cells. Calcif. Tissue Int., v.
53, p- 206-209, 1993.



Efeitos de tratamento combinado de alendronato de sédio

PASSERI, M.; BIONDI, D.; DALL’AGLIO, E;
PEDRAZONI, M.; BUFALINO, L.; CASTIGLIONE,
G.N.; DI PEPPE, C.; ABATE, G. Effects of 2-year
therapy with ipriflavone in elderly women with
established osteoporosis. Ital. J. Min. Electrolyte. Metab.,
v. 9, p. 137-144, 1995.

PATSCHAN, D.; LODDENKEMPER, K.; BUTTGEREIT,
F. Molecular mechanisms of glucocorticoid-induced
osteoporosis. Bone, v. 29, n. 6, p. 498-505, 2001.

PETERSON, J.; DWYER, J. Flavonoids: Dietary occurrence
and biochemical activity. Nut. Res., v. 18, n. 12,
p. 1995-2018, 1998.

REID, L.R. Glucocorticoid osteoporosis-mechanisms and
management. Fur. J. Endocrinol.,v.137,n.3,p.209-217,
1997.

REID, I.R.; IBBERTSON, H.K. Evidence for decreased
tubular reabsorption of calcium in glucocorticoid-treated
asthmatics. Horm. Res., v. 27, n. 4, p. 200-204, 1987.

SAHNI, M.; GUENTHER, H.L.; FLEISCH, H.; MARTIN,
T.J. Bisphosphonates act on rat bone resorption through
the mediation of osteoblasts. J. Clin. Invest., v. 91,
p-2004-2011, 1993.

SANTOS, P. S. Desenvolvimento de um modelo experimental
para o estudo da osteoporose. 2004. 50 f. Dissertagdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria) - Departamento de
Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2004.

107

SARAIVA, GL.; LAZARETTI-CASTRO, M. Marcadores
bioquimicos da remodelacao 6ssea na pratica clinica.
Arg. Bras. Endocrinol. Metab.,v.46,n. 1, p. 72-78,2002.

SUGIMOTO, T.; BROWN, A.J.; RITTER, C.,
MORRISSEY, J.; SLATOPOLSKY, E.; MARTIN, K.J.
Combined effects of dexamethasone and 1,25-
dihydroxyvitamin D3 on parathyroid hormone secretion

in cultured bovine parathyroid cells. Endocrinology, v.
125,n. 2, p. 638-641, 1989.

THORNDIKE, E.A.; TURNER, A. In search of an animal
model for postmenopausal diseases. Front. Biosci.,
Tampa, v. 3, p.17-26, 1998.

VIEIRA, J.G. Consideragdes sobre os marcadores
bioquimicos do metabolismo 6sseo e sua utilidade
pratica. Arq. Bras. Endocrinol. Metab.,v.43,p.415-422,
1999.

YAMAMOTO, A.; YAMAMURA, T.; YOKOYAMA, S.;
SUDO, H.; MATSUZAWA, Y. Combined drug therapy
- cholestyramine and compactine - for familial
hipercolesterolemia. J. Clin. Pharmacol. Ther. Toxicol.,
v. 22, p.493-497, 1984.

YAMAZAKI, 1. Effect of ipriflavone on the response of
uterus and thyroid to estrogen. Life Sci., v. 38, p. 757-764,
1986.

Recebido para publicacdo em 23 de margo de 2005.
Aceito para publicacao em 06 de janeiro de 2006.





