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RESUMO

Considerada uma doenca esquelética muito comum, a osteoporose é caracterizada
pela baixa densidade d6ssea nos tecidos humanos. Maiores cuidados devem ser
levados em consideracao nestes pacientes, uma vez que a formacéo 6ssea defeituosa
leva a deterioracdo da microestrutura do 0sso trabecular e aumenta a porosidade
cortical, a fragilidade Ossea e a possibilidade de fratura, além de possivel
osteonecrose mandibular quando tratada com bisfosfonatos. Este estudo tem por
objetivo avaliar e comparar o efeito da doxiciclina em dose subantimicrobiana (SDD)
em ratas osteopénicas, com o risedronato de sodio, medicamento padrdo ouro
utilizado nesta enfermidade. Para tanto, 21 ratas Wistar foram divididas em 3 grupos
(n=7): C — Controle; DOX — Doxiciclina 30 mg/kg/dia e RIS — Risedronato de sédio 30
mg/kg/més. As ratas, com cerca de 80 dias de idade, passaram pelo procedimento de
inducéo de osteopenia, por meio de cirurgia de ovariectomia. Apos 90 dias de inducéo,
foram submetidas ao tratamento com DOX ou RIS, ambos por 60 dias, e ap0s este
periodo todos os animais foram induzidos a morte. Os ossos fémures foram removidos
cuidadosamente e submetidos a analise de densitometria Ossea. Apods teste
estatistico de modelo linear multivariado, notou-se que para valores de BMD houve
uma melhor relevancia medicamentosa em DOX (2,07+0,1) quando comparamos a C
(1,78+0,2) e, também houve diferenca estatistica entre C (1,78%0,2) vs. RIS
(2,03+0,1). E para valores de BMC tem-se diferenca significante entre DOX (18,8+2)
vs. C (16,5%2,2). Desta forma, conclui-se que o medicamento doxiciclina em doses

subantimicrobianas representa uma diferenca relevante na qualidade do tecido 6sseo.

Palavras-chave: Doxiciclina, Osteoporose, Risedronato de Sdodio, Bisfosfonatos



ABSTRACT

Considered a commom skeletal disease, the osteoporosis is characterized by the low
bone density and low bone mass content in the human body. We have to watch out
and take care of those pacients, considering they insufficient bone formation leads to
the trabecular bone damage, increasing his cortical porosity, bone fragility and the risk
of bone fracture, further on the possibility of developing osteonecrosis in mandibular
areas, if the osteoporosis is treated long-termly with bisphosphonates. The goal of this
study is evaluate and compare the effects of Subantimicrobial Dose Doxycycline (SDD)
and Sodium Risedronate in osteopenics ovariectomized Wistar rats. We used 21 rats,
divided in 3 distinct groups (N=7): C- Control; DOX- Doxycycline 30mg/kg/day; RIS-
Sodium Risedronate 30mg/kg/month. The rats were 80 days old when they were
submitted to the osteopenic induction through the bilateral ovariectomy. 90 day after
the procedure, the rats were exposed to a DOX RIS treatment for 60 days, until they
were induced to dead by an anesthetic overdose. The femur bones of the rats were
carefully removed and submitted to the bone densitometry analysis. After the
multivariate linear model statistic test, we analyzed the data provided and we noticed
that, for BMD values, the DOX had a more significant relevance (2,07+0,1) when
compared to C (1,78£0,2), and also there was noticed a statistic difference between C
(1,78+0,2) vs. RIS (2,03£0,1). For BMC values, we can see a significant difference
between DOX (18,8+2) vs. C (16,5%+2,2). Therefore, we can conclude that the
Subantimicrobial Dose Doxycycline (SDD) presents a relevant increase in the bone

density, content and quality.

Keywords: Doxycycline, Osteoporosis, Sodium Risedronate, Bisphosphonate
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1. INTRODUCAO

Diversos fatores podem levar a perda de um ou mais dentes na cavidade bucal,
tais como lesbes de carie, doencas periodontais, traumas e doencas sistémicas como
diabetes, e doencas osteometabdlicas como osteoporose (DE MEDEIROS et al.,
2018)

A osteoporose é uma condi¢do esquelética, caracterizada pela perda 6ssea,
seja por massa ou volume, de um osso mineralizado. Tal perda de densidade, torna o
0SS0 em questdo mais susceptivel a fraturas ésseas (GLASER AND KAPLAN, 1997,
KARAGUZEL; HOLICK, 2010).

Por sua vez, a osteopenia, é uma fase antecessora a osteoporose e pode ser
conhecida também pelos termos “perda de massa dssea” ou “baixa densidade éssea”,
e diz respeito a reducdo da massa do 0sso, que é gradual, e se ndo controlada por
meio de exercicios e alimentacdo, pode acarretar em um quadro de osteoporose
(KARAGUZEL; HOLICK, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o diagnéstico é feito
a partir do exame de densitometria 6ssea, que nos mostra a Densidade Mineral Ossea
(DMO) e massa dos 0ssos em comparacao com os padrbes de idade e sexo pré-
definidos, ou entéo por fraturas causadas por fragilidade no quadril, coluna, fémur,
punho, umero, pelve e costelas. O exame mede o Desvio Padrédo (DP) da densidade
mineral 6ssea a partir da absorciometria de raios-x de dupla energia (DXA). Os
resultados podem ser comparados com a tabela estabelecida pela OMS:
Normalidade: DMO menor ou igual a 1 DP; Osteopenia: DMO entre 1 e 2,5 DP;
Osteoporose: DMO maior ou igual a 2,5 DP; Osteoporose Severa: quando sao
identificadas 1 ou mais fraturas por fragilidade 6ssea (GLASER AND KAPLAN, 1997).

A osteoporose é mais comum em mulheres e pode ser dividida em duas
categorias: primaria e secundaria. A osteoporose primaria ainda pode ser dividida em
trés subgrupos: osteoporose pés menopausa (tipo 1), causada necessariamente em
mulheres, quando estas apresentam deficiéncia de estrogeno no metabolismo;
osteoporose relacionada a idade (tipo Il), acomete homens e mulheres; osteoporose
idiopatica (tipo Ill) acomete homens e mulheres. A osteoporose secundaria, por sua
vez, € causada por outras doencas (tais como hipotireoidismo, artrite reumatoide,

doencas hepaticas ou intestinais, hipergonadismo, cancer, sindrome de Cushing ou



até alcoolismo) ou entdo pelo uso de medicamentos a longo prazo (anticoagulantes,
anticonvulsionantes e corticoides) e também pode acometer tanto homens quanto
mulheres (GLASER AND KAPLAN, 1997; SRIVASTAVA; DEAL, 2002)

Desde os anos 70, os medicamentos de primeira escolha no tratamento da
osteoporose visando a prevencgdo de fraturas 0sseas sdo os bisfosfonatos (DIAZ-
GUERRA; IGLESIAS; MIGUEL, 2018; KENDLER et al, 2018). Estes,
farmacologicamente, funcionam inibindo a reabsorgcéo 6ssea, pois causam a apoptose
dos osteoclastos (células responsaveis pela descalcificacdo), como resultado, tal
inibicdo da atuacdo dos osteoclastos, gera um desequilibrio no processo de
remodelacdo 6ssea, reduzindo a perda Ossea, assim como o risco de fraturas
verticais, e melhorando a densidade mineral 6ssea (KENDLER et al., 2018). No geral,
os bisfosfonatos séo classificados por suas estruturas quimicas e podem ser divididos
em trés geragOes, cada qual com diferentes potencias e caracteristicas. De acordo
com suas estruturas, os bisfosfonatos podem ser: ndo nitrogenados (12 geragao) ou
nitrogenados (22 e 32 geracdo) (KUZNIK et al., 2020).

Os nédo nitrogenados aprovados clinicamente séo: clodronato, etidronato e
tiludronato; enquanto os nitrogenados podem ser encontrados como: alendronato,
ibandronato e pamidronato (22 geracdo) risedronato e zoledronato (32 geracéo)
(KUZNIK et al., 2020).

Apesar de ser um medicamento de primeira escolha e confiavel para o
tratamento da osteoporose, este, dependendo do tempo de uso e do bifosfonato
escolhido, pode apresentar efeitos colaterais nao muito agradaveis, como por exemplo
a fratura da haste do fémur, ou entdo uma osteonecrose da mandibula (KUZNIK et al.,
2020). A osteonecrose é caracterizada por uma exposicdo éssea na regiao maxilo-
facial e pela persisténcia desta por no minimo 8 semanas. A incidéncia estimada para
gue esta condicdo aconteca é entre 1 a 10,000 e 1 a 100,000 pacientes/ano (GIGER,;
CASTAGNER; LEROUX, 2013; RIZZOLI et al.,, 2013; WATTS; DIAB, 2010).
Normalmente a osteonecrose acontece em pacientes que tomam altas doses do
medicamento e também pode estar atrelada a ma higiene oral, radio e quimioterapia
e uso de corticosteroides, sendo muito rara, mas de dificil tratamento (GHONEIMA et
al., 2010; MCCLUNG et al., 2013).

Nos anos 50, cientistas tentavam modificar a tetraciclina, por conta de sua
instabilidade quimica, nessas tentativas, foi descoberto que o grupo 6-hidroxi poderia

ser removido da tetraciclina, resultando no grupo 6-deoxitetraciclina, grupo portador



de propriedades farmacocinéticas Unicas e com atividade antibacteriana melhorada
em relagdo ao anterior (CUNHA; SIBLEY; RISTUCCIA, 2012). Apenas em 1962
Schach von Wittenau registrou uma maneira de dissociar a a-6-deoxitetraciclina em
um produto isolado, este grupo, seria conhecido como “doxiciclina” (CUNHA; SIBLEY;
RISTUCCIA, 2012).

A doxiciclina é um antibiotico (posologia de 100mg/dia) e um inibidor de
metaloproteinases de matriz (MMPSs), inclusive abaixo da dose antimicrobiana
(doxiciclina em dose subantimicrobiana — Subantimicrobial Dose Doxycycline — SDD)
(posologia de 20g duas vezes ao dia). Esta ultima opcdo, sendo usada para
periodontite cronica e inflamacdes crénicas da pele, agindo como droga anti-
inflamatoria (GOLUB et al.,, 1995; TAN et al.,, 2011). Seu uso pode ser realizado
continuamente por 9 meses, garantindo o ndo surgimento de resisténcia microbiana a
doxiciclina (CATON; RYAN, 2011)

As tetraciclinas possuem 4 anéis aroméaticos, possuindo caracteristicas
guelantes de metais bivalentes em condicdes fisiologicas(PALM et al., 2008). De
acordo com PALM et al., 2008, foram testadas as afinidades e associacdes da
tetraciclina em diferentes metais bivalentes, estes: calcio, zinco, magnésio, bario,
estrdncio, ferro, manganés, cobre, zinco, cobalto, niquel e cadmio. Seguidos os testes,
0s resultados mostraram que 0s metais bivalentes com maior afinidade s&o
respectivamente: bario, estréncio, cadmio, calcio, magnésio, cobre, manganés e zinco
(ferro, niquel e cobalto tiveram afinidade cerca de 5 vezes menor que o zinco). Com
isso, podemos concluir que a tetraciclina tem muito mais afinidade por outros metais
antes de célcio e zinco, porém, em condi¢des fisioldégicas, nenhum desses metais se
apresenta em maior concentragdo no organismo, portanto, sdo 0s metais que
encontramos associados a tetraciclina (PALM et al., 2008).

Os metais calcio, zinco e magnésio possuem caracteristicas quimicas em
comum, e a doxiciclina pode ser utilizada como agente guelante destes metais. Assim,
por saber que a doxiciclina se deposita em matrizes 6sseas, ha grandes chances dela
se depositar associada a alguns desses ions, aumentando a mineralizacdo éssea.
(BOULOS; KNOEPP; RUBIN, 2007; DEMPSTER, 2008; PAUTKE et al., 2010).

Além disso, por ser conhecida desde os anos 50, a doxiciclina ja tem seus
efeitos colaterais bem conhecidos, e também por ser um medicamento de baixo custo,
uma grande vantagem quando comparado aos medicamentos de ultima geragéo para

o tratamento da osteoporose, que em sua maioria sdo caros e com adversidades
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desconhecidas (FIGUEIREDO, 2017)

Com isso se espera que o uso do medicamento doxiciclina nas doses
subantimicrobianas (dose nao antimicrobiana ou Subantimicrobial Dose Doxycycline
— SDD) possa ser uma alternativa de melhor progndstico no tratamento de pacientes

acometidos por doencas osteometabdlicas.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o efeito do medicamento
doxiciclina em dose subantimicrobiana de 30 mg/kg/dia em ratas osteopénicas,
com o risedronato de sd6dio de 30 mg/kg/més, medicamento padrdo ouro

utilizado nesta enfermidade.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & apreciacéo pelo Comité de Etica para uso
de animais em pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FORP-USP), que segue os parametros internacionais
sobre uso e manipula¢gées animais, tendo sido aprovado (processo n°: 2018.1.845.58-
1) (Anexo 1). No biotério da FORP existe um protocolo estrito de manutencdo da
saude animal durante todo o experimento, este protocolo consiste em ciclo 12h
claro/12h escuro, em temperatura regulada por ar condicionado com ciclos de
frio/calor que variam restritamente entre 23,5°C a 24,1°C. Existe a presenca de
exaustdo de ar que funcionam por um periodo de 15 minutos/hora que geram uma
troca de ar que esta em torno de 1050 m? de ar. No maximo 4 fémeas foram alojadas
em cada gaiola de plastico com grade superior em ac¢o inoxidavel em dimensdes de
41cm-34cmi6cem (altura), conferindo 1394 cm? espaco e a alimentacéo foi normal ad
libitum (Figura 1).

Todos os animais foram avaliados diariamente para a saude, alimentacéo,
agua e gaiolas limpas, além da qualidade do ar e temperatura. A agua foi fornecida
ad libitum através de garrafa de vidro, rolha e tubo com canula. Trés vezes por semana
estas garrafas foram limpas sob lavagem abundante com agua e sabéo.

Vinte e uma ratas Wistar fémeas em torno de 35 dias de vida (ou 90 g) foram
obtidas a partir da colbnia do biotério central do campus da USP de Ribeirdo Preto e
alocadas no biotério da FORP-USP. Apds o recebimento das ratas, estas foram
pesadas e posteriormente divididas aleatoriamente em 3 grupos compostos cada um
por 7 ratas (n=7). Logo apods a distribuicdo dos grupos, as ratas passaram pelo periodo
de aclimatagcdo com o ambiente por cerca de 45 dias. Os grupos foram definidos da

seguinte maneira:

e Grupo 1: C — Controle;
e Grupo 2: DOX — Doxiciclina 30 mg/kg/dia;
e Grupo 3: RIS — Risedronato de sédio 30 mg/kg/més.

Os procedimentos experimentais dos grupos foram iniciados com 80 dias de

vida, uma vez que as fémeas alcancam a maturidade sexual com esta idade e sabe-
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se que a maturidade 0ssea é adquirida somente com 10 meses de idade (ou 300 dias
de vida) (JEE; YAO, 2001). As ratas foram submetidas a inducdo de
osteopenia/osteoporose por 90 dias. Posteriormente, foi iniciado o tratamento
medicamentoso por 60 dias com Doxiciclina (Doxiciclina gsp 20 g, BioQUANTI,
Farmacia de manipulacdo de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) na concentracdo de
30 mg/kg/dia e Risedronato de Sadio (Actonel chronos 35 mg, Sanovi Aventis, Paris,
Franca) na concentracao de 30 mg/kg/més para 0s grupos expostos ao medicamento.
Apos o tratamento medicamentoso, foram induzidas a morte anestésica normal
seguida de inalacdo gradativa de CO2, conforme fluxograma do experimento que

segue abaixo (Figura 2).

Figura 1 — Alojamento das ratas fémeas nas gaiolas em procedimento de pesagem
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Figura 2 — Fluxograma da linha do tempo experimental dos procedimentos que foram adotados no

presente estudo
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3.1 Procedimento de ovariectomia

Os animais passaram pelo procedimento cirargico de ovariectomia com o
peso ao redor de 150 g (cerca de 80 dias). Inicialmente foram anestesiados com
Xilazina (relaxante muscular) e Ketamina (anestésico) na concentracao 10 mg/kg e
100 mg/kg de peso do animal respectivamente, seguido de tricotomia entre o rebordo
costal inferior e o inicio da pelve e posteriormente submetido a antissepsia da area,
acesso cirurgico e divulsdo do tecido. Logo em seguida realizou-se a evisceracdo do
corno ovariano e ligadura no mesmo para que nao haja sangramento pés-operatério
(Figura 3). O mesmo procedimento foi realizado no lado oposto para que houvesse a
excisdo de ambos os ovarios (VASCONCELLOS et al., 2014), seguido de aplicacdo
de Pentabidtico (Zoetis, Parsippany-Troy Hills, Nova Jersey, EUA) dose Unica apoés a
cirurgia. A osteopenia ocorre 90 dias apds o procedimento cirdrgico, uma vez que
houve achados significativos com esta idade (WRONSKI et al., 1989; WRONSKI;
CINTRON; DANN, 1988). Neste momento, os animais receberam a Doxiciclina
(Doxiciclina gsp 20 g, BioQUANTI, Farmacia de manipulacdo de Ribeirdo Preto, S&o
Paulo, Brasil) na concentracéo de 30 mg/kg/dia por 60 dias ou Risedronato de Sadio
(Actonel chronos 35 mg, Sanovi Aventis, Paris, Franca) na concentracdo de 30

mg/kg/més.
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Figura 3 — Rata fémea ap0s procedimento de ovariectomia
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3.2 Administragdo de Doxiciclina

A doxiciclina (Doxiciclina gsp 20 g, BIoQUANTI, Farmacia de manipulacdo de
Ribeirdo Preto/SP, Brasil) foi administrada nas ratas na agua de beber (dgua
destilada), conforme estudo de Issa et al. (2015), por 60 dias e foi realizada a
manutenc¢do de acordo com um grafico diario do quanto foi ingerido de agua em cada
caixa. A dose de 30 mg/kg/dia foi baseada em estudos previamente publicados
(BRIEST et al., 2003; CASTRO et al., 2012; GUIMARAES et al., 2011; THARAPPEL
et al., 2016).

3.3 Administracdo de Risedronato de Sodio

O Risedronato de Sédio (Actonel chronos 35 mg, Sanovi Aventis, Paris, Franca)
foi administrado nas ratas na concentragdo de 30 mg/kg/més, em agua destilada, com
base em Piai et al. (2005), Sousa et al. (2007) e Paliologo et al. (2015). Para garantir
os efeitos do medicamento no presente estudo e o tempo comparavel de
administracdo ao da doxiciclina (60 dias), o grupo modificou 0 método para uma dose
por més durante 2 meses, sendo a primeira administrada dentro de 2 dias ap6s o inicio

da administracdo da doxiciclina, a segunda 30 dias apos, e uma ultima dose, 2 dias



16

antes da inducdo de morte, resultando em 3 doses no total. Na noite anterior a cada
administracdo do risedronato de sédio, os alimentos foram removidos para que 0s

animais recebessem o medicamento em jejum.

3.4 Inducéo de morte e colheita das amostras usadas para analises

A inducédo de morte das ratas ocorreu em 60 dias apés o inicio da administracao
de doxiciclina ou risedronato, ou seja, 150 dias (aproximadamente 5 meses) apos o
inicio dos trabalhos com os animais e ocorreu por overdose anestésica composta por
administragao intraperitoneal de Ketamina 100 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg,
complementado com inalacdo gradativa até 40% de COa.

Previamente ao momento da inducdo da morte os pesos das ratas foram
devidamente anotados, e 0s ossos fémures foram extirpados cuidadosamente (Figura
4) e submetidos a analise de densitometria 6ssea (FMRP-USP).

Figura 4 — Rata ap0s inducéo da morte e procedimento de extirpagdo do osso que foi analisado. A:
Rata ap6s extirpacdo do 0sso. B: Osso fémur

3.5 Avaliacdo da Densitometria Ossea

Os ossos fémures foram mantidos em freezer -20 °C na solu¢éo de Ringer até
0 momento do exame densitométrico por meio do equipamento Densitdmetro Dual-

Energy de Raios-X, DPX-Alpha, Lunar (Lunar, Madison, WI, Estados Unidos), no
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laboratério de biomecénica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP).
Para a técnica radiogréfica, os ossos foram adequadamente imobilizados numa mesa
apropriada e posicionados de forma que o filme ficasse paralelo a area de interesse e
a incidéncia de raios-X perpendicular a esta area. Foram coletadas as informacdes
sobre Contetido de Massa Ossea (BMC-Bone Mass Content) e Densidade Mineral

Ossea (BMD-Bone Mineral Density) (Figura 5).

Figura 5 — Analise de densitometria 6ssea. A: Equipamento Densitdmetro Dual-Energy de Raios-X,
DPX-Alpha, Lunar. B: Momento da andlise de densitometria 6ssea.

3.6 Analise estatistica e disseminacéo dos dados

O teste estatistico foi executado com o programa SPSS 11 sob o modelo linear,

multivariado.



18

4. RESULTADOS

Na tabela 1 estdo demonstradas as analises estatisticas e os modelos usados

para as analises de densitometria 0ssea.

Tabela 1. Comparacdo de BMD, BMC, Peso Total, Comprimento do osso fémur e Comprimento da
cabeca do fémur em pares, demonstrando a relevancia medicamentosa ignorando os grupos de

inducéo de osteopenia (p <0,05).

C DOX RIS Valor de p

BMD (g/mm?2) 1,78 (£0,2) ab 2,07 (¥0,1) a 2,03 (x0,1) b a p<0,008
b p<0,019

BMC (mg) 16,5 (+2,2) a 18,8 (+¥2) a 18,3 (£2) ap<0,045

Peso Total — g 390 (+20) 410 (x32) 392 (x22)

Comprimento do 0sso 37,9 (#3,1) 38 (+2,8) 38 (3,2)

fémur (mm)

Comprimento cabeca do 8,2 (x0,1) 8,2 (x0,35) 8,3 (x0,3)

fémur (mm)

Por meio da tabela, onde temos os resultados globais dos tratamentos
medicamentosos, podemos notar que para BMD temos uma melhor relevancia
medicamentosa em valores absolutos quando comparamos C vs. DOX e, também
existe diferenca estatistica entre C vs. RIS. Porém ao analisar os valores de BMC tem-
se diferenca significante entre C vs. DOX apenas. Este resultado demonstra que o
medicamento doxiciclina em doses subantimicrobianas representa uma diferenca

relevante na qualidade do tecido 6sseo.
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5. DISCUSSAO

Nota-se, neste trabalho, que para valores de BMD houve uma melhor
relevancia medicamentosa em Doxiciclina (DOX) quando comparamos ao grupo
controle (C) e também houve diferenca estatistica entre C e o Residronato de Sodio
(RIS). Para valores de BMC, nota-se-se diferenca significante entre a DOX e C.

O Residronato de Soédio, bem como grande parte dos bisfosfonados, € um
medicamento padrdo ouro para o tratamento de doencas osteometabdlicas e vem
sendo empregado desde meados de 1970 (DIAZ-GUERRA; IGLESIAS; MIGUEL,
2018; KENDLER et al., 2018). Mesmo sendo o medicamento de primeira escolha para
a doenca, este pode apresentar celeumas indesejaveis, uma vez que o tratamento
dessa condicao ndo é simples, requer tempo e uso continuo do remédio, além claro
de acompanhamento nutricional e fisico, garantindo que haja melhora no prognostico
do paciente, caso nao haja esse erforco por traz, h4 uma probabilidade do surgimento
de efeitos colaterais, tais como fragilidade 6ssea, fraturas na haste do fémur, e a
osteonecrose no fémur, base do quadril, ou até mesmo na mandibula (GHONEIMA et
al., 2010; KUZNIK et al., 2020).

Outro fator a ser questionado, é seu funcionamento farmacoldgico, este, que
baseia-se na inibicAo da reabsorcdo Ossea, através da apoptose de células
osteoclasticas, gerando um desequilibrio no processo de remodelacdo 6éssea,
reduzindo a perda de contetdo e densidade 6ssea, assim como o risco de fraturas e
complicacBes causadas (KENDLER et al., 2018). No entanto, com o uso a longo prazo
e continuo do medicamento, ndo se sabe como funciona o balanceamento entre
osteoclastos e osteoblastos e se este seria positivo, ou negativo, como mostra o
estudo de ANG et al., 2012, onde sao testados ratos de dois distintos grupos, um
submetido a ovariectomia, e outro grupo Sham (placebo), esses dois grupos foram
tratados de duas maneiras diferentes, sendo o primeiro o tratamento com altas doses
de risedronato de sédio (2,4 pug/kg) e com doses baixas do medicamento (0,24 pg/kg),
durante 4 dias seguidos pré cirurgia, e a cada 3 dias até completar 15 dias. O resultado
constatado foi que, foram achados ions calcio na matriz 6ssea em ambas as doses,
porém, a qualidade e deposi¢do 0ssea foram melhores no grupo tratado com baixas
doses (ANG et al., 2012).
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Tendo em vista tais resultados, selecionamos a administracdo de pequenas
doses, tanto do Risedronato de Sédio (30mg/kg/més, sendo administradas 3 doses
totais ao longo do estudo de 60 dias), quanto da Doxiciclina em Dose
Subantimicrobiana (SDD) (30mg/kg/dia durante 60 dias) e, para que possamos
entender a pesquisa, € necessaria a analise dos resultados e tabelas apresentados
no mesmo, bem como todo o embasamento e analise feitos anteriormente.

No presente estudo, foram avaliados trés grupos distintos (n=7), nos quais
todos foram submetidos ao mesmo procedimento, a ovariectomia, apresentando
diferentes resultados para cada categoria desejada. Assim como no estudo de W. S.
S. JEE, W. YAO, realizado em 2001, nota-se que ap6s os 90 dias de ovariectomia,
tanto o comprimento do osso do fémur (mm), quanto o comprimento da cabeca do
fémur (mm), ndo apresentam mudancas estatisticamente significantes, diferente da
massa e densidade 6ssea (BMC e BMD), apresentando valores significativos (JEE;
YAO, 2001).

Quanto ao peso das ratas em questdo, nota-se que ndo houve grande diferenca
entre 0s grupos, enquanto C e RIS apresentam diferenca de apenas 2g entre si,
podemos notar que o grupo DOX teve certo aumento de peso, condizendo com o
estudo de MITAZAKI et al., 2016.

Analisando o estudo de NORDSLETTEN et al., 1994, que diz respeito sobre o
desenvolvimento femoral de ratas osteopénicas ovariectomizadas, observamos pelos
resultados que, o Contetido Mineral Osseo, esta intimamente ligado ao contetido de
ions Célcio no organismo. Nele, observou-se que o conteudo total de Calcio no fémur
das ratas do grupo controle era entre 37 a 40% maior em relagcdo ao grupo que foi
submetido a ovariectomia.

De acordo com o estudo de PALM et al., 2008, as tetraciclinas (doxiciclina no
caso em questdo), apresentam caracteristicas quelantes de metais bivalentes em
condicOes fisiologicas, ou seja, ela pode até apresentar maior afinidade a outros
metais bivalentes, como Bario, Estroncio, porém, nenhum deles se encontra em maior
concentracédo fisiologicamente quando comparados a Calcio e Zinco (PALM et al.,
2008), estando esses, presentes tanto no sistema sanguineo, quanto depositados em
sitios 6sseos associados a tetraciclina, indicando o processo de mineralizacao 6ssea
(BOULOS; KNOEPP; RUBIN, 2007; DEMPSTER, 2008; PAUTKE et al., 2010). Dados
gue nos levam a crer no potencial postivo da doxiciclina para o tratamento de

condi¢cGes osteometabalicas.
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A osteopenia sofrida pelos ratos ovariectomizados, estd atrelada a falta de
estrogeno causada pelo procedimento, uma vez que o horménio tem relacéo direta
com o funcionamento dos osteoclastos, modulando suas células e as levando a
apoptose, portanto, se ha falta de estrégeno no organismo, ha um desbalanceamento
celular, contribuindo para o aumento do numero de osteoclastos, e,
consequentemente, o aumento da area de reabsorgcdo 6ssea (SALEH et al., 2020).

Estudos nos mostram que as tetraciclinas, uma vez ligadas a ions metalicos
(por conta de suas caracteristicas quelantes), apresentam grande afinidade aos
tecidos 6sseos, causada pelas forcas de Van der Waals, mais especificamente, as
pontes de hidrogénio, gerando a chamada apatita 6ssea, e fortalecendo-a. Outro fator
importante do medicamento é sua habilidade de inibir a colagenase, diminuindo a
reabsorcdo 0ssea, além de aumentar a acdo do procolageno nos mRNA, aumentando
0 numero de osteoblastos ativos no organismo (SHI et al., 2020).

Corroborando com o estudo citado acima, podemos observar caracteristicas
diferentes da doxiciclina que também mostram-se satisfatérias no balanceamento das
células 6sseas, como notamos no estudo in vitro de ZHOU; ZHANG, 2010, onde os
0SS0S controle apresentam maior imunomarcacao em relacdo aos 0Ss0s expostos a
doxiciclina, escancarando que doses de 30mg/kg/dia (assim como em nosso estudo)
resultou na inibicdo da acdo osteoclastica nos ossos dos fémur das ratas Wistar
(ZHANG et al., 2007; ZHOU; ZHANG; ZHANG, 2010).

Analisando o trabalho de FOLWARCZNA, realizado em 2003, vemos que em
ratos com osteopenia induzida por ovariectomia bilateralizada, o uso da doxiciclina
causou efeitos nocivos aos 0ssos do fémur das ratas (FOLWARCZNA; PYTLIK;
JANIEC, 2003). Assim como FOWLKES, que demonstrou em seu trabalho que a
doxiciclina aplicada em ragédo para ratos machos com osteopenia induzida por
diabetes (dose néo especifica, de 28-92mg/kg/dia, durante 10 dias), ndo apresentou
efeitos nocivos aos o0ssos, tampouco efeitos positivos de remineralizacdo ou de
diminuicdo da reabsorgao causada pela diabetes (FOWLKES et al., 2015).

Apesar de ambos os estudos andarem contra a vertente do que esperamos,
podemos explicar tais resultados negativos de forma simples. Os resultados obtidos
por FOLWARCZNA, 2003, ndo foram satisfatorios, uma vez que 0s animais nao
apresentavam osteopenia estabelecida; de acordo com seus colaboradores, as ratas
receberam o medicamento por 4 semanas, de modo concomitante ao estabelecimento

da osteopenia, enquanto, no vigente estudo, esperamos 90 dias até o estabelecimento
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da osteopenia, para entdo, depois do aparecimento da condi¢éo sistémica, iniciarmos
0 tratamento com doses subantimicrobianas da doxiciclina, durante 60 dias,
explicando a diferenca entre o trabalho citado. Por sua vez, se analisarmos o estudo
de FOWLKES, 2015, e colaboradores, ndo foram observados resultados, sejam eles
vantajosos ou desvantajosos, e isso se da pelo fato da administragéo da doxiciclina
ter sido feita de forma n&o especifica e em racao, se diferenciando do nosso estudo,
uma vez que a ingestdo da droga foi feita em agua destilada, cuidadosamente
calculada e seguindo fielmente a quantidade de mg/kg/dia de cada animal,
escancarando o porque de resultados divergentes.

Vale salientar, que, o uso de doses subantimicrobianas da doxiciclina, mostrou-
se ndo agir de forma anti-microbiana, ndo afetando a flora da pele, uma vez que as
tetraciclinas (doxiciclina e minociclina, especificamente) sdo usadas em microdoses
para o tratamento de doencas crbnicas de pele (EDITOR et al., 2009; SKIDMORE et
al., 2015).

Para o estudo em questdo, 150 dias ap0s o inicio de quaisquer trabalhos com
0s animais, estes foram induzidos a morte, através da administracdo intraperitoneal
de Ketamina 100mg/kg e Xilazina 10mg/kg, causando uma overdose anestésica,
complementada por inalacdo gradativa até 40% CO2. Apos a inducdo de morte, todos
os dados foram anotados, e os fémures das ratas foram removidos cuidadosamente,
para avaliarmos os mesmo através da densitometria 6ssea. Os 0ssos foram mantidos
em freezer a -20°C até que fosse realizada a andlise densitométrica, que aconteceu
no laboratoério de biomecéanica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP), através do equipamento Densitdbmetro Dual-Energy de Raios-X, DPX-Alpha e
Lunar, nos fornecendo valores de Contetdo Mineral Osseo (BMC) e Densidade
Mineral Ossea (BMD).

Nos aspectos BMC (Bone Mineral Content) e BMD (Bone Mineral Density),
notamos que ambos os resultados do grupo DOX e RIS apresentam resultados
satisfatorios em relacdo a C. Quando se fala em Densidade Mineral Ossea, percebe-
se que RIS apresentou um bom resultado (2,03+0,1) em relacdo a C (1,78+0,2),
ficando atrds do grupo DOX, que apresentou excelentes resultados (2,07+0,1),
lembrando que todas as medidas foram feitas em g/mm?2. Tratando-se do Conteudo
Mineral Osseo, também comparado na tabela 1, notamos que resultados dos grupos
DOX (18,8+2) e RIS RIS (18,3£2) em relacdo a C (16,5%2,2) também sao satisfatérios

(todas as medidas em mg). Ou seja, a partir do estudo realizado, e da analise e



23

interpretacdo de estudos prévios, percebe-se que os resultados apontam a DOX com
melhores e mais significantes resultados em relacdo ao RIS e C.
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6. CONCLUSAO

Levando em consideragdo o0s modelos experimentais empregados, a
metodologia usada e todo o embasamento em trabalhos anteriores, podemos concluir
gue de fato a ovariectomia causou efeitos negativos nos ossos das ratas Wistar,
levando-as a desenvolverem osteopenia. Valores do comprimento do fémur,
comprimento da cabeca do fémur e peso das ratas nao foram influenciados pelo tipo
de drogra administrada. Todavia, ambas as medicacfes se mostraram eficientes em
relacdo ao grupo controle no quesito Densidade Mineral Ossea e Contetido Mineral
Osseo, sendo o grupo tratado com doxiciclina em doses subantimicrobianas, o que
apresentou melhores resultados, representando assim uma diferenca relevante na

qualidade do tecido 0sseo.
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