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RESUMO

SEQUETTO, Priscila Lima, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Marco de
2008. Efeitos de alendronato de sdédio, sinvastatina, crisina e tintura de
Camellia sinensis na osteoporose induzida por dexametasona em ratas.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira, Co-orientadores: Tanus Jorge Nagem e

Ricardo Junqueira Del Carlo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do alendronato
de sodio, sinvastatina, flavonoide crisina e tintura da planta Camellia sinensis
usado isoladamente e em associacdo, na osteoporose induzida pela
administragdo de dexametasona (dose de 7mg/kg de peso), em ratas da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus). As dosagens foram: alendronato
de sddio dose 1 (0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg); sinvastatina
dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); crisina dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis
dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3 (0,03 mg), administradas
diariamente por via oral. Apds o periodo de inducédo da osteoporose, iniciaram-
se os tratamentos. Os animais foram distribuidos em quatorze grupos: G1 =
Racao (Controle); G2 = Ragédo + Dexametasona (Controle com osteoporose);
G3 = Racao + Dexametasona + Alendronato de sédio dose 1; G4 = Racéo +
Dexametasona + Alendronato de sédio dose 2; G5 = Ragao + Dexametasona +
Alendronato de sodio dose 3; G6 = Ragao + Dexametasona + Alendronato de
sodio dose 1 + Sinvastatina dose 1; G7 = Ragdao + Dexametasona +

Alendronato de soédio dose 2 + Sinvastatina dose 2; G8 = Racdo +

Dexametasona + Alendronato de sédio dose 3 + Sinvastatina dose 3; G9
Racao + Dexametasona + Crisina dose 1; G10 = Ragdo + Dexametasona +
Crisina dose 2; G11 = Racao + Dexametasona + Crisina dose 3; G12 = Racéao
+ Dexametasona + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis dose 1; G13 =
Racdo + Dexametasona + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis dose 2;
G14 = Racgao + Dexametasona + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis
dose 3. Apds completar 30 dias, a partir da data de inicio do tratamento, os

sete animais de cada grupo foram eutanasiados por sobredosagem anestésica,

Xiv



utilizando 180 mg/Kg de ketamina e 10 mg/Kg de xilasina, administrados por
via intraperitoneal. Foram coletados, entdo, de cada animal, 5,0 mL de sangue
por pungdo cardiaca, para realizagdo das analises hematologicas e
quantificacdo bioquimica dos niveis séricos de calcio, fosforo, glicose, fosfatase
alcalina total, uréia, creatinina, proteinas, colesterol total, triacilglicerdis, gama
GT e albumina. Os resultados das analises bioquimicas quanto aos valores de
calcio, fésforo, glicose, fosfatase alcalina total, uréia, creatinina, proteinas,
colesterol total, triacilglicerois, gama GT e albumina mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos tratados e os animais doentes
(controle com osteoporose). Também houve diferengas significativas nas
dosagens dos parametros hematoldgicos, entretanto, para alguns paréametros
avaliados como: mielocitos, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e
amplitude de distribuicdo do tamanho das hemacias, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle com
osteoporose e os outros grupos tratados. As microfotografias eletrénicas de
varredura mostraram que houve um aumento da porosidade nos ossos dos
animais doentes (controle com osteoporose) e uma diminuicdo destes poros
nos animais tratados. Isto também pdde ser observado através da avaliagao da
histopatologia &ssea, que mostrou uma recuperagdo no tamanho das
trabéculas 6sseas nos animais tratados quando comparados ao controle

osteoporotico.
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ABSTRACT

SEQUETTO, Priscila Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2008. THE EFFECTS OF SODIUM ALENDRONATE, SIMVASTATIN,
CHRYSIN, AND THE Camellia sinensis TICTURE IN OSTEOPOROSIS
INDUCED FOR DEXAMETASONA IN RATS. Adviser: Téania Toledo de

Oliveira. Co-Advisers: Tanus Jorge Nagem and Ricardo Junqueira Del Carlo.

The present work had the objective to evaluate the influence of the sodium
alendronate, simvastatin, flavononoid chrysin and the Camellia sinensis ticture
used separately and in associated, in osteoporose induced for the
administration of dexametasone (dose of 7mg/kg of weight), in rats of the Wistar
ancestry (Rattus norvegicus albinus). The used dosages were: sodium
alendronate dose 1 (0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) and dose 3 (0,60 mg);
simvastatin dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) and dose 3 (1,0 mq); flavonoid
dose 1 (35 mg), dose 2 (60 mg) and dose 3 (90 mg) and phytoterapic dose
1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) and dose 3 (0,03 mg), treated once a day orally.
After the osteoporosis induction period, the treatments were initiated. The
animals were distributed in fourteen groups: G1 = Comercial ration (Control);
G2 = Comercial ration + Dexametasone (Control with osteoporose); G3 =
Comercial ration + Dexametasone + Biphosphonate dose 1; G4 = Comercial
ration + Dexametasone + Biphosphonate dose 2; G5 = Comercial ration +
Dexametasone + Biphosphonate dose 3; G6 = Comercial ration +
Dexametasone + Biphosphonate dose 1 + simvastatin dose 1; G7 = Comercial
ration + Dexametasone + Biphosphonate dose 2 + simvastatin dose 2; G8 =
Comercial ration + Dexametasone + Biphosphonate dose 3 + simvastatin dose
3; G9 = Comercial ration + Dexametasone + Flavonoid dose 1; G10 =
Comercial ration + Dexametasone + Flavonoid dose 2; G11 = Comercial ration
+ Dexametasone + Flavonoid dose 3; G12 = Comercial ration + Dexametasone

+ Phytoterapic dose 1; G13 = Comercial ration + Dexametasone + Phytoterapic
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dose 2; G14 = Comercial ration + Dexametasone + Phytoterapic dose 3. After
30 days from the start of the treatment, seven animals of each group had been
euthanasieted by anesthetical overdosage of 180 mg/Kg de ketamin e 10
mg/Kg de xilasin, route to intraperitoneal. It has been collected of each animal,
5,0 mL of blood by cardiac punction, for the hematological analyses and
biochemist quantification of the serum levels of calcium, phosphorus, glucose,
fosfatase alkaline total, wurea, creatinina, proteins, total cholesterol,
tryacylglicerols, gamma GT and albumen. The results of the biochemists
analyses of calcium, phosphorus, glucose, fosfatase alkaline total, urea,
creatinina, proteins, total cholesterol, tryacylglicerols, gamma GT and albumen
had not shown significant differences among the treated groups, being
significant only in relation to the control animals (with osteoporosis). Also, it had
not have significant differences in the dosages of the hematological parameters
between the control group and the control group with osteoporosis, as well as,
among them and the treated groups. The electronic microphotographs shows
that there was an increase of the porosity in the bones of the control animals
(with osteoporosis) and a reduction of these pores in the treated animals. This
could also be observed through the evaluation of the bone histopatology, that it
showed a recovery in the trabecular area on the treated animals when

compared to the control with osteoporosis.
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1) INTRODUGCAO

A Osteoporose € um disturbio osteometabdlico onde ocorre reducdo da
densidade mineral 6ssea (DMO). Esta redu¢cdo da massa éssea ocorre quando
0 organismo nao consegue fazer o remodelamento 6sseo na mesma proporgao
que ocorre a reabsorg¢ao, tornando o osso mais fragil e menos resisitente,
aumentando a incidéncia de fraturas.

A doenca deve considerada como um problema de saude publica devido a
seu impacto social, fisico e econdmico. A maioria de casos de osteoporose
ocorre em pessoas idosas e principalmente em mulheres devido a perda dssea
que é mais pronunciada na pés-menopausa devido a um decréscimo nos niveis
séricos de estrogénio.

As principais manifestacdes clinicas da osteoporose séo as fraturas que
tém grande importancia na sociedade brasileira, considerando o seu
envelhecimento progressivo com graves consequéncias fisicas, financeiras e
psicossociais, afetando o individuo, a familia e a comunidade.

A Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1998) estima que 80% da
populacdo deste planeta, de algum modo, utiliza plantas medicinais como
medicamentos. O emprego de plantas medicinais para tratamento de doengas,
€ uma pratica comum pelas populagdes carentes, sendo que aproximadamente
82% da populacao brasileira faz uso de produtos a base de ervas.

Os fitoestrogénios sao substancias derivadas do metabolismo secundario
de plantas que possuem uma estrutura fendlica similar aos estrogénios, e por
isso tém sido utilizados como alternativa natural a terapia de reposicao
hormonal da menopausa.

E segundo as consideracdes expostas que o presente trabalho foi
realizado com a intengdo de se pesquisar alternativas terapéuticas para o
tratamento da osteoporose baseadas em medicamentos obtidos de fontes
naturais observando principalmente seu menor custo e também menor
incidéncia de efeitos adversos, quando comparados aos medicamentos

sintéticos.



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Tecido 6sseo

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve como suporte
para as partes moles e protege 6rgaos vitais. Protege a medula éssea que se
encontra na estrutura interna do osso e € formadora das células do sangue.
Proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas contragcdes
em movimentos uteis.

Além dessas fungdes, os ossos funcionam como depdsitos de calcio,
fosfato e outros ions, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada,
para manter constante a concentracido desses importantes ions nos liquidos
corporais.

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea. As células s&o: (1) os
ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; (2) os
osteoblastos, produtores da parte organica da matriz; e (3) os osteoclastos,
células gigantes, moveis e multinucleadas, que reabsorvem o tecido 6sseo,
participando dos processos de remodelagao dos ossos (Junqueira & Carneiro,
1999).

O tecido 6sseo tem como principal funcdo a sustentacdo do esqueleto e é
sujeito a fraturas quando sua resisténcia sofre colapso frente a uma forca
maior. As fraturas sao passiveis de acontecer em qualquer pessoa, em
especial frente a grandes traumas. Entretanto existem situagdes patologicas
em que esta fragilidade estd aumentada, como ocorre na osteoporose, na
osteomalacia, no hiperparatiroidismo, na osteogénese imperfeita, entre outras.
Dentre estas, é a osteoporose a de maior prevaléncia na populagdo mundial e,
portanto, a que recebe maior atengdo na literatura cientifica (Saraiva &
Lazaretti-Castro, 2002).

A medida de massa Ossea tem sido o método mais utilizado para
diagndstico da osteoporose, pois trabalhos populacionais demonstraram
elevada correlacdo entre resisténcia Ossea e quantidade de matriz
mineralizada, caracteristica medida por este exame (Kanis et al., 1994).

Entretanto sabemos que a densidade mineral 6ssea (DMO) é uma medida



pontual estatica e, portanto, nao reflete as alteracbes dinamicas que este tecido
0sseo esta sofrendo na ocasido do exame. Para suprir esta limitagao e, desta
forma, melhorar a sensibilidade e especificidade na avaliacdo do risco de
fratura, marcadores bioquimicos de remodelacdo d&ssea vém sendo
desenvolvidos.

Aparentemente existe um nivel de densidade Ossea, acima do qual as
fraturas osteoporéticas ndo ocorrem. Abaixo desse nivel o risco aumenta
progressivamente, de forma continua. A variedade pds-menopdusica dessa
desordem € de longe a mais comum, relacionada a perda oéssea, que
acompanha o estado hipoestrogénico caracteristico do periodo. O esqueleto
adulto ndo é uma estrutura inativa como a primeira vista pode parecer. Ele
sofre um continuo processo de remodelagem no qual a reabsor¢cdo esta
acoplada a formacgao 6ssea. Em cada unidade de remodelacdo 6ssea parece
ocorrer uma sequéncia determinada de eventos. Compreende etapas
sucessivas de repouso, ativagao, reabsorgao, fase reversa, formagao (sintese
de matriz e sua mineralizagdo), com retorno a fase de repouso para iniciar novo
ciclo apo6s determinado estimulo (Parfitt, 1984).

As células que participam da remodelagao 6ssea tém origem diversa. Os
osteoblastos — sistema de células fixas — derivam da linhagem das células de
revestimento (células da matriz mesenquimal — fibroblastos e osteoblastos),
enquanto os osteoclastos — sistema de células méveis — provém de unidades
formadoras comuns de granuldcitos e macréfagos da medula Ossea
denominadas de UFC-GM  (linhagem linfocito-mondcito-macrofago-
osteoclasto). De outra forma, pode ser dito que parte da reabsorgéo Ossea é
formada por células que ndo sao proprias do tecido 6sseo. Sao células de
linhagem sangilinea que sao atraidas a superficie 6ssea para dar inicio ao
processo reabsortivo. A outra parte — de formacdo 6ssea — € formada por
células préprias do tecido 6sseo, que preenchem a lacuna de reabsorgdo com
a sintese da matriz de colageno. Normalmente, a reabsorc¢ao e a formagéo séo
acopladas e, quando a homeostasia € ideal, pode-se esperar que a quantidade
de osso no inicio e no fim do ciclo de remodelagem seja equilibrada
(Fernandes et al., 1996).

As células Osseas sao sensiveis aos fatores de crescimento, aos

horménios, e as citocinas (Katagiri e Takahashi, 2002). Especificamente, o



fator- a de necrose tumoral (TNF-a), que é produzido principalmente por
macroéfagos, por células da medula 6ssea e mondcitos, tem um importante
papel no regulamento do metabolismo 6sseo. Para o exemplo, TNF a -
estimula osteoblastos a secretar outras citocinas inflamatérias tais como as
interleucinas (IL)-1 e IL-6, assim como as prostaglandinas E2 (PGE2) e o
proprio TNF - a, que age diretamente em osteoclastos para causar a
reabsorcdo do osso (Glantschnig et al., 2003). TNF - a induz também a
apoptose dos osteoblastos (Chua et al., 2002). Consequentemente, acredita-se
que um aumento do nivel de TNF-a e uma diminuicdo no numero dos
osteoblastos pode ser responsavel pela perda do osso in vivo.

Recentemente, houve uma tendéncia global para o uso de compostos
bioativos naturais que regulam o metabolismo 6sseo (Gallagher et al., 2004). O
flavonoide presente na alimentacdo, quercetina, foi destacado por causa das
suas atividades biolégica, farmacolégica e medicinal.

Evidéncias sugerem que a quercetina inibe a perda éssea afetando a
osteoclastogénese e regulando uma variedade de fatores sistémicos e locais
tais como horménios e citocinas inflamatoérias (Wattel et al., 2003). Entretanto,
0S mecanismos precisos através dos quais a quercetina regula a ativagao dos
osteoblastos ndo sdo compreendidos completamente, particularmente na
presenca de citocinas inflamatodrias. Além disso, resultados de estudos
recentes sugerem que a quercetina ndo inibe o TNF-a - que induz a
citotoxicidade e apoptose das células MC3T3-E1 osteoblasticas - mas acelera
estes processos (Son et al., 2006a). Isto conduziu a postular que os efeitos da
quercetina em células 6sseas podem diferir de acordo com os tipos de células
estudadas e as condicbes dos modelos experimentais, isto €, in vivo e in vitro
(Horcajada-Molteni et al., 2000).
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Fig.1- Proposta do modelo de apoptose mediada pelo TNF-a e sua
aceleragao pela quercetina nas células MC3T3-E1. TNF-a induz a
apoptose nas células através do mecanismo caspase-dependente, visto
que a quercetina acelera esta apoptose através de dois mecanismos, um
é através da promocgao da ativagao de caspase, e o outro é através da
ativacao de sinalizadores de JNK (c-Jun N-terminal quinase). (Son, et al.,
2007).

Quando a mulher atinge os 40 anos de idade, a reabsorgédo comega a
exceder a formagdo o6ssea em cerca de 0,5% ao ano. Quando se atinge a
menopausa, a quantidade de osso reabsorvida aumenta agudamente,

enquanto a quantidade de osso formado aumenta moderadamente (Mazess,



1982). Dessa forma a cada ano perde-se de 1% a 3% de osso cortical e acima
de 5% de osso trabecular. Essa erosdo 6ssea mantém-se durante cerca de 10
a 15 anos, apods este periodo a perda dssea é consideravelmente diminuida.

A perda Ossea relacionada a menopausa resulta em 15% a 30% de
decréscimo de osso trabecular e de 10% a 15% de redugéo do osso cortical
(Ettinger, 1988). Assim, a deficiéncia estrogénica é responsavel por um terco
até a metade da perda 6ssea observada durante a vida da mulher. Em 20 anos
perde-se 50% do osso trabecular e 30% do osso cortical, proporcionando
condicao para elevado risco de fratura. A perda 6ssea € mais rapida durante os
primeiros trés a quatro anos apds a menopausa. Nos anos seguintes ocorre
uma atenuagao na velocidade de redugcdo da massa Ossea (Fernandes et al.,
1996).

2.1.1) Remodelagao 6ssea

A massa 6ssea resulta tanto da quantidade de osso adquirida durante o
crescimento, ou seja, 0 pico de massa 0ssea, € a razdo de perda Ossea
relacionada com a idade. Essas mudangas ocorrem durante o processo de
remodelacdo no osso, como resultado do desequilibrio entre as células de
reabsorgao (osteoclastos) e as células formadoras (osteoblastos) que removem
e recolocam pequenos pacotes de 0osso em certos pontos do esqueleto. Desse
modo, percebe-se que 0 0sso nunca esta metabolicamente inativo, sua matriz
e suplementos minerais estdo sendo remodelados constantemente, ao longo
das linhas de estresse mecanico (Marchigiano, 1997).

A remodelagdo é um fenbmeno que nos acompanha ao longo da vida,
sendo fundamental para renovacdo do esqueleto e preservacdo de sua
qualidade. Nele a reabsorcdo é seguida da formacdo Ossea em ciclos
constantes orquestrados pelas células do tecido 6sseo, que incluem os
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos. Em situacdes fisiologicas, a
reabsorcdo e a formacdo sdo fendbmenos acoplados e dependentes, e o
predominio de um sobre o outro pode resultar em ganho ou perda de massa
6ssea (Hanley, 2000). E esta capacidade de avaliagdo dinamica que se deseja

em um marcador de remodelagéo Ossea.



Os marcadores sao considerados indispensaveis hoje em dia nas
avaliagcdes de efetividade de uma nova droga para tratamento da osteoporose,
além de terem trazido grandes contribuicées cientificas sobre fisiologia e
fisiopatologia do tecido 6sseo (Saraiva & Lazaretti-Castro, 2002).

Um estimulo inicial ativa o ciclo de remodelagdo. Os osteoclastos
promovem um desgaste 6sseo formando uma cavidade, ao longo de duas ou
trés semanas, conhecidas no osso trabecular como uma lacuna de Howship,
reabsorvendo um volume de osso aparentemente predeterminado. Tendo
completado a tarefa, essas células multinucleadas desaparecem, sendo o seu
destino incerto. Sdo substituidos pelos osteoblastos que depositam células
ostedides, reabastecendo a cavidade formada. A mineralizagdo do ostedide,
que se inicia cinco a dez dias mais tarde, completa o processo de reparo
(Fernandes et al., 1996).

Muitos dos fatores que controlam a reabsor¢do 6ssea ndao sao bem
compreendidos. A ativacdo € um processo que parece ser controlado por
fatores locais (bioquimicos e fisicos) e sistémicos, como horménio
paratiredideo, 1,25-diidroxivitamina D, calcitonina e hormonios sexuais. Admite-
se haver um sistema de comunicagdo entre as linhagens celulares de
osteoclastos e osteoblastos para o adequado acoplamento da remodelacéo
O0ssea. A reabsorcao de osso velho pelos osteoclastos e a subseqlente
formacdo de osso novo pelos osteoblastos sdo processos estreitamente
relacionados. O termo acoplamento é usado para definir essa forte associagao.
Existe na realidade um verdadeiro ecossistema 0sseo, intercomunicando o
sistema de células moveis e fixas (Fernandes et al., 1996).

E muito importante observar que os osteoclastos tém origem comum com
a linhagem de células sanguineas, e em principio a hematopoiese e a
osteoclastogénese podem estar sobre as mesmas influéncias, sofrendo
interferéncia em principio de substancias localmente produzidas. Esse
ecossistema possibilita a comunicagdo entre os dois tipos de linhagens
celulares envolvidos na remodelagao 6ssea (osteoblastos e osteoclastos) por
meio desses mensageiros localmente produzidos, denominados de "citocinas”,
que possibilitam o recrutamento das células progenitoras e a ativagdo ou
depressao do processo de remodelacao, tanto em relagdo a formacgao quanto a

reabsor¢gao Ossea. Existe uma lista de substancias referidas como citocinas.



Entre essas, relacionam-se as interleucinas IL-1, IL-3, IL-6, as prostaglandinas,
os IGF (fator de crescimento ligado a insulina), TNF-a (fator-a de necrose
tumoral), o TGF-B (fator-B transformador de crescimento), entre outras.

(Fernandes et al., 1996).

2.1.1.1) Marcadores da formagao 6ssea

Existem varios potenciais marcadores da formagao 6ssea. Durante muitos
anos houve um unico marcador que dava informagao sobre o processo de
remodelacdo, que era a fosfatase alcalina sérica (Fernandes et al., 1996).

No osso, a fosfatase alcalina sérica 6sseo especifica (B-AP) é produzida
pelos osteoblastos e liberada na circulagao sanguinea. Faz parte do pool da
fosfatase alcalina sérica (T-AP), representando habitualmente cerca de 11% a
16% do total plasmatico. A fosfatase alcalina sérica total, por sua vez, é
relativamente estavel, facil e barata de medir, mas néo é especifica para o 0sso,
pois um unico gene produz a mesma enzima no figado, rim e intestino, além do
0ss0. Novas técnicas de radioimunoensaio e quimiolumiescéncia tém permitido
a dosagem isolada da fragdo Ossea, cujo papel ainda ndo € inteiramente
conhecido (McComb, 1979 & Posen, 1977). Embora na exclusdo de doencgas
hepaticas a dosagem da T-AP apresente boa correlagdo com a B-AP, a
dosagem desta ultima tem a vantagem de ser relativamente independente de
interferéncia de outras doencas que intervém com outras fontes de fosfatase
alcalina. Apresenta boa correlagdo com a dosagem de osteocalcina, parecendo
no entanto que essas duas substancias possam expressar aspectos diferentes
da remodelagao Ossea.

A osteocalcina, inicialmente denominada de BGP (bone Gla protein —
proteina Gla éssea), ou proteina do osso dependente de vitamina K, € uma
proteina nao-colagenosa, presente em maior quantidade na matriz éssea,
constituindo cerca de 20% a 25%. Acredita-se que a osteocalcina derive
exclusivamente dos osteoblastos com seus niveis séricos refletindo sobretudo
a formacao 6ssea. Seu metabolismo ndo é exatamente conhecido. Uma vez
sintetizada € incorporada na matriz 6ssea e liberada na circulagdo sanguinea,

podendo ser identificada no plasma por técnicas de radioimunoensaio e



quimioluminescéncia. Costuma estar em alta atividade em situagdes de
elevada remodelagédo 0ssea (exemplo: hiperparatireoidismo e doenga 0ssea de
Paget) e diminuida em situagdes de comprometimento da remodelagdo 6ssea
(hipotireoidismo mixedematoso). De outra parte observa-se seu aumento no
periodo pds-menopausico e diminuicdo nas pacientes neste periodo da vida
em terapéutica de reposi¢cao hormonal (Fernandes et al., 1996).

Existem novos marcadores da formacado 6ssea de potencial importancia,
como o peptideo procolageno I, em especial o derivado aminoterminal (P coll I-
N), que é um produto intermediario do metabolismo extracelular do colageno
tipo |. Esses peptideos circulam no sangue e como tal podem tornar-se
medidas sistémicas do colageno 6sseo, componente predominante da matriz
Ossea. Essa possibilidade acrescenta importante medida para avaliar eficacia
terapéutica, visto que as técnicas disponiveis refletem apenas o metabolismo
mineral 6sseo isolado. Duas outras proteinas secretadas pelos osteoblastos, a
osteonectina e sialoproteina éssea Il, aguardam desenvolvimento de técnicas
mais especificas de radioimunoensaio e quimioluminescéncia para que possam
ser empregadas clinicamente. Apresentam o inconveniente de serem também
produzidas pelas plaquetas, nao sendo portanto, especificas do tecido ésseo
(Fernandes et al., 1996).

2.1.1.2) Marcadores da reabsorcao 6ssea

Entre os marcadores bioquimicos da reabsorcdo Ossea, dispde-se da
dosagem do calcio urinario de 24 horas, da relagdo calcio/creatinina e
hidroxiprolina/creatinina na urina de jejum, da dosagem sérica da fosfatase
acida tartaro-resistente, da piridinolina, da deoxipiridinolina e dos fragmentos
de ligacao cruzada amino e carboxiterminais das moléculas do colageno.

Admite-se que as pacientes que apresentem baixo calcio na urina de 24
horas ou baixa relagao calcio/creatinina na urina de jejum, sem o uso de
diuréticos tiazidicos, estdo em regime de baixa ingestdo de calcio ou
apresentam problemas de absorcdo. Tem sido utilizado, quando elevado, como
um dos indicadores classicos de reabsorcdo 6ssea aumentada, ainda que nao

seja especifico da remodelacdo dssea. Sado empregados rotineiramente em



protocolos de pesquisa do metabolismo de calcio e em situagdes clinicas
(Fernandes et al., 1996).

A relagdo hidroxiprolina/creatinina aumentada na urina de jejum pode
estar associada com condicbes de elevada reabsorcao 6ssea, incluindo
hipertireoidismo, hiperparatireoidismo e doenga de Paget, ndo sendo especifica
do estado pdés-menopausico. Em estudos prospectivos a hidroxiprolina urinaria
aumenta por ocasido da menopausa e € reduzida pela terapia estrogénica
(Lindsay, 1987). Tem utilizacdo clinica e em pesquisa como marcador
bioquimico da reabsorgcao dssea. Apesar disso, no entanto, ndo parece ser de
forma isolada, quando do estudo individual de casos, inteiramente confiavel,
uma vez que pode estar normal em pacientes com osteoporose (Lindsay, 1987).

Marcadores mais sensiveis da reabsor¢ao 6ssea tém sido desenvolvidos.
A piridolina e a deoxipiridolina, que fazem a ligagao cruzada entre as moléculas
do colageno, parecem ser especificas para o colageno do osso e da cartilagem.
Em consequéncia do tecido 6sseo ser a fonte mais abundante de colageno e
de apresentar maiores taxas de remodelagdo comparada a outros tecidos
conjuntivos tais como a cartilagem, a dosagem da piridinolina e, em especial,
da deoxipiridinolina na urina expressam potencialmente a reabsor¢ao ossea.
Seus niveis sao elevados em doencas que se caracterizam por alta
remodelacdo Ossea, estando também aumentados apds a menopausa.
Correlaciona-se com a reabsorcdo 6ssea medida em amostras de bidpsia da
crista iliaca e nao sao influenciadas pela dieta (Fernandes et al., 1996).

A fosfatase acida € uma enzima lisossémica presente em varios tecidos
(prostata, bacgo, eritrécitos, plaquetas, etc.), incluindo o tecido ésseo. Trata-se
em realidade de diferentes isoenzimas, que podem ser separadas pelos
métodos eletroforéticos. A fosfatase acida do osso, por sua vez, é resistente ao
L(+)-tartaro, enquanto a isoenzima prostatica da fosfatase acida é inibida (LI
CY et al.,, 1973). A fosfatase acida tartaro-resistente corresponde, no plasma
normal, a fragdo identificada eletroforeticamente vinda do osso, refletindo
dessa forma a atividade osteoclastica. Apresenta, no entanto, dificuldades
metodoldgicas na sua determinagéo (instabilidade em amostras congeladas e
baixa especificidade), necessitando de ensaios de melhor qualidade para

permitir o seu uso na clinica diaria (Fernandes et al., 1996).
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A maioria dos ligamentos cruzados de piridinolina sdo excretados ligados
a fragmentos de peptideos das moléculas do colageno, podendo sua dosagem
expressar um indice quantitativo do pool total de piridinolina. O fragmento
aminoterminal do final da molécula do coldgeno humano contém 60% de
deoxipiridinolina, sendo denominado de NTX (N-telopeptideo com ligacéo
cruzada). Medidas urinarias de NTX proporcionam uma medida reprodutivel da
taxa de reabsorgcao 0ssea. Seus resultados correlacionam-se com as medidas
nas mesmas amostras de piridinolina e deoxipiridinolina (Hanson, 1992). Esse
marcador reflete as mudancas de remodelacdo Ossea da transicao
menopausica e responde como se espera aos tratamentos com medicacdes
anti-reabsortivas (Hanson, 1996; Rosen & Garnero, 1994).

Existem novas proposi¢cdes de marcadores da remodelacdo dssea. Entre
elas, a dosagem do fragmento carboxiterminal piridinolina do telopeptideo do
colageno tipo | (ICTP). O ICTP é um fragmento de ligacdo cruzada que é
liberado no fluido extracelular quando da quebra do colageno por ocasido da
reabsorcdo 6ssea. Com a melhora de sensibilidade dos ensaios podera ser
usado no futuro para identificar variagdes no processo reabsortivo 6sseo.

A interpretagcdo dos resultados dos marcadores de remodelagdo éssea
ainda é dificil para os especialistas, havendo por parte deles uma predilecao
em acompanhar a evolugcdo da massa 0ssea pelos exames densitométricos
seriados. E possivel, no entanto, que a analise dos marcadores bioquimicos de
remodelacdo 6ssea possa ganhar a aceitagdo desses especialistas a medida
que forem melhorando o erro de precisao, tornando-se menos onerosos, com
interpretacédo mais facil de seus resultados e possibilitando uma monitoragao

mais rapida dos resultados terapéuticos (Fernandes et al., 1996).

2.1.1.3) Avaliagao laboratorial da remodelagao 6ssea

Os exames laboratoriais visando comprovar alteragdes da remodelagao
0ssea, denunciativas do aumento da reabsorgcédo que caracteriza a osteoporose
involutiva do tipo |, apresentam resultados de interpretacdo dificil, além de
problemas metodolégicos, tornando seu emprego na atualidade ainda pouco

usual entre os ginecologistas.
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Registre-se, no entanto, que novos marcadores mais sensiveis tém sido
identificados, tornando bastante promissor o seu emprego no diagndstico da
perda 6ssea e no monitoramento das pacientes sob tratamento com farmacos
que atuam no metabolismo ésseo.

A importancia clinica da identificacao precoce dos pacientes com risco de
osteoporose, visando a introducdo do tratamento preventivo, tem contribuido
para a pesquisa de novos marcadores de remodelagcdo 6ssea que possam
indicar a taxa de perda do tecido 6sseo. As técnicas incluem a identificacao
plasmatica ou urinaria de proteinas ou fragmentos protéicos, colagendéticos ou
nao, de forma isolada ou em grupos de substancias que se propdem separar
individuos com perda éssea rapida daqueles com perda lenta.

A medida da massa Ossea, pode por si sO servir como indice de risco,
sendo que as mulheres que apresentam massa 0ssea baixa na época da
menopausa sdo as mais propensas ao desenvolvimento da osteoporose.

Os marcadores bioquimicos da remodelagdo tém, em tese, a vantagem de
mostrar a realidade momentadnea da remodelacdo Ossea, contrariamente a
densitometria Ossea, que poderia apenas expressa-la retrospectivamente.
Outrossim, esses exames, além de identificar as mulheres que perdem massa
O0ssea muito rapido, permitem predizer o prognostico das pacientes que
responderdo melhor ao tratamento com as drogas anti-reabsortivas ou
estimuladoras da formagao 6ssea. Por ultimo, em curto espaco de tempo,
podem atestar a eficacia ou ndo do farmaco empregado, prestando-se portanto

a monitoracao do tratamento (Fernandes et al., 1996).
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2.2) Osteoporose

A osteoporose é conceituada como sendo uma doencga caracterizada por
deterioracdo microarquitetural do tecido 6sseo, com reducao da massa Ossea
em niveis insuficientes para a fungdo de sustentacdo, tendo como
consequéncia elevado risco de fratura. A osteoporose pds-menopausica
juntamente com a senil sdo formas primarias de osteoporose e consideradas
involucionais (Fernandes et al., 1996).

Constitui-se na mais comum das doencas 0sseas metabdlicas, afetando
muitas mulheres no final de suas vidas. Existem, por outro lado, causas
secundarias de osteoporose, geralmente relacionadas a outras doengas ou
fatores, que se relacionam a afecgdes de origem enddcrino-metabdlicas
(hereditarias ou ndo), reumatoldgicas, renais, digestivas, neoplasicas e o uso
de medicagdes, que interferem com o equilibrio do calcio (corticosterdides,
anticonvulsivantes, antiacidos, entre outros). Em 20% dos casos ha uma
doenca secundaria determinando a osteoporose, sendo que os casos restantes
devem-se a variedade involucional ou primaria (Riggs, 1987).

Atinge homens e mulheres com predominancia no sexo feminino com
deficiéncia estrogénica e individuos idosos. Nos homens, a presenga de uma
causa secundaria de osteoporose € mais frequente (30% a 60%), sendo o0 uso
de glicocorticoide, hipogonadismo e o alcoolismo, as mais prevalentes. Nas
mulheres na pds-menopausa a presenca de causas secundarias € menos
frequente, embora deva ser sempre considerada (CBO, 2002).

Na menopausa aumenta a renovacado e diminui a formagdo 6ssea em
cada unidade de remodelagao, o que conduz a uma perda de massa 6ssea. O
risco de osteoporose depende tanto da massa éssea maxima alcangada nos
anos da idade adulta jovem quanto do indice de perda da massa nas épocas
posteriores. O pico de massa éssea geralmente ndo é alcangado antes de 30
anos e o estilo de vida é um importante determinante da probabilidade de
desenvolver mais tarde osteoporose.

O pico de massa Ossea € definido como a maxima densidade mineral
O0ssea atingida durante o crescimento e desenvolvimento, em conjunto com
uma consolidagao subsequente que continua durante a fase de adulto jovem

(Matkovic et al., 1994). E aceito que a densidade mineral 6ssea maxima esteja
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presente durante a terceira ou quarta década de vida. Estima-se que mais de
60% da massa Ossea adulta esteja relacionada ao pico adquirido. O
componente hereditario do pico de massa 6ssea tem sido estimado em torno
de 50% a 70%.

A densidade o6ssea exibe um padrao familiar em individuos normais.
Parece existir maior concordancia na densidade mineral 6ssea de gémeos
monozigoticos que dizigoticos (Slemenda et al., 1991). O carater familiar da
densidade 6ssea € adquirido bem precocemente, e a densidade Ossea de
meninas pré-puberes esta correlacionada com a de suas maes (Ferrari et al.,
1998). Acredita-se que o pico de massa 6ssea seja fortemente influenciado
pela hereditariedade, apesar de efeitos cumulativos do estilo de vida
interferirem. Recentemente, foi descrita a relacao do pico de massa 6ssea com
o cromossomo 11q 12-13, numa populagao de irmas gémeas saudaveis (Koller
et al., 2000).

A osteoporose ¢é geralmente considerada doenga poligénica
desencadeada pela interacdo de alelos polimérficos comuns com fatores
ambientais multiplos (Peacock et al., 2002). Varios genes tem sido
relacionados, como o gene do IGF-1, o gene do receptor da vitamina D (VDR),
0 gene do colageno tipo | a1 (Col | a1), o gene do receptor estrogénico, o gene
da esclerosteose e o promotor do gene da osteoprotegerina.

Dentre os fatores de risco esta a auséncia de atividade fisica regular e de
terapia de reposigcdo hormonal, bem como fatores genéticos e os relativos a
dieta (Hallberg et al.,1992). Ndo se sabe com certeza em que idade comeca a
perda 6ssea, mas acredita-se que, entre 40 anos e a menopausa, as mulheres
perdem aproximadamente 0,3% a 0,5% de sua massa de osso cortical por ano;
apos a menopausa, este ritmo acelera para 2% a 3% ao ano (Lucasin Junior &
Lima, 1994).

O custo social e familiar devido as fraturas osteoporoticas é muito grande.
Também é elevado o custo econdmico que acompanha essas fraturas. E
grande o numero de pessoas afetadas, sendo caro e longo o tratamento a que
s&o submetidas (Fernandes et al., 1996).

A osteoporose € uma doenca metabdlica do 0sso, que se caracteriza por
baixa massa e deterioragdo do tecido 6sseo, conduzindo a fragilidade do osso

com consequente aumento do risco de fraturas. Estudos familiares sugerem a
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osteoporose como uma doenga genética, de carater poligénico, sendo que
mais de 85% da variagdo de massa 0ssea esta sob controle genético (Wood, et
al.,1998).

A fragilidade esquelética € amplamente determinada pela massa e a
micro-estrutura do osso. O pico de massa Ossea € o maior fator na
quantificacdo de risco a fratura (Rosen, et al., 1998) e variagbes alélicas no
gene receptor da vitamina D (VDR) tém sido relatadas como responsaveis pela
alteracdo da homeostase de calcio, com efeitos subsequentes sobre o tamanho
e a densidade Ossea (Sosa, et al, 1998). Em dezembro de 1997 foram listados
no Online Mendelian Inheritance in Men (OMIM) 67 genes associados com a
osteoporose, incluindo o gene do receptor da Vitamina D (VDR). Assim, a
Vitamina D regula a homeostase do célcio e a mineralizagdo 6ssea e sua agao
€ mediada através do gene VDR localizado no cromossoma 12q , o qual tem
variantes alélicas conhecidas. O VDR pertence a familia de receptores de
hormonios tiredides e esteroides e medeia os efeitos da 1,25 dihidroxi-vitamina
D [1,25(OH),D] na expressao génica.

Os efeitos genbmicos da 1,25-dihidroxi-vitamina D em uma ampla
variedade de tecidos, sdo mediados pelo receptor da vitamina D (VDR) que é
um fator de transcrigdo ativado por ligante. O gene que codifica o VDR fica
situado no cromossoma 12q e contém 14 exons (Crofts et al., 1998), e mede
aproximadamente 75 kilobases de DNA gendémico (Miyamoto et al., 1997).
Exons IA através de IF codificam a regiao 5' nao-traduzida, exons Il e Il
codificam o dominio DNA-ligante, e os exons IV-IX codificam a regido ligante-
ligante (Crofts et al., 1998 & Pike). A expressdo do VDR humano esta sob o
controle do complexo transcricional por multiplos promotores tecido-especificos
(Crofts et al.,, 1998). Os alelos variantes individuais e seus haplotipos foram
estudados extensamente como marcadores da susceptibilidade a osteoporose.
Uma visdo mais recente foi focada no papel da possivel variagdo do gene de
VDR no desenvolvimento de outras doencgas, incluindo o cancer de mama e de
prostata, a osteodistrofia, a doenca aterosclerética da artéria coronaria, o
diabetes, o hiperparatireoidismo, a susceptibilidade a infeccdo, e a psoriase
(Zmuda et al., 2000).

No minimo 22 mutag¢des originais de perda da funcdo no gene de VDR
foram relatados (Malloy et al., 1997 & Malloy et al., 1999). Os tipos
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predominantes de mutagcdes encontradas foram as mudancas na posi¢cao de
alguns poucos nucleotideos produzindo substituigbes de aminoacidos no DNA
dos dominios-ligante (Malloy et al., 1997).

Estudos procurando identificar uma associagao entre alelos do VDR e
massa 0ssea, sugeriram que o principal efeito do gendtipo do VDR deve estar
mais relacionado ao pico de massa O0ssea que a perda éssea relacionada a
idade ou @ menopausa (Zmuda et al., 2000).

Zmuda et al. (2000) revelou que ha indicios de associagédo entre a perda
6ssea em mulheres na pds-menopausa e o gene VDR. O componente
hereditario € um fator dificil de ser analisado, mas a histéria familiar de
osteoporose pode ser considerada um indicador adequado para sua avaliagio.
Individuos portadores de gendtipos desfavoraveis, ou seja, com a presenga de
mutacbes em sitios especificos para o gene VDR, apresentam maior
prevaléncia e incidéncia de fraturas e perda de massa 6ssea (Gennari et al,
1999; Gomez et al. 1999). No entanto, ndo ha concordéancia completa entre os
dados de literatura (Zmuda et al.,1999). Uma explicagéo plausivel para isso € a
necessidade de se considerar as interacbes entre gene e idade, gene e
ambiente e principalmente, a interacao entre diferentes genes na densidade
mineral éssea (Ferrari et al., 1999).

Em consequéncia de ser uma patologia silenciosa, que pode progredir
sem deteccao por décadas, a osteoporose afeta milhdes de pessoas e esta se
tornando um dos maiores problemas de saude. Assim, a osteoporose atinge
tanto homens como mulheres e tem um impacto comparavel, se nao maior, aos
mais importantes problemas de saude, como as doencas cardiovasculares € o
cancer (Froes, 2002).

Com o aumento significativo da expectativa de vida das mulheres e,
consequentemente, das doengas crénicas, como as doengas cardiovasculares
e a osteoporose, muitos profissionais de saude tém solicitado a realizacdo do
perfil lipidico e da avaliacdo da massa 0ssea, quase que rotineiramente, para
atendimento de pacientes em climatério. Entretanto, estes exames
complementares, em geral, sdo financeiramente onerosos para a mulher e
mesmo para 0s servicos publicos de saude, visto que sao realizados, de uma
maneira geral, anualmente em todas as mulheres em acompanhamento pelo

climatério (Zabaglia et al., 1998).
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Multiplas sdo as causas da osteoporose, dentre as quais as hormonais,
mecanicas, genéticas e nutricionais. Nas mulheres, a osteoporose esta
particularmente associada com a menopausa, uma vez que a diminui¢cdo de
estroégenos acelera a perda 6ssea (Bedani & Rossi, 2005).

Terapias tradicionais para a osteoporose tém enfatizado agentes que
inibem a reabsorg¢ao Ossea (tais como: estrogenos, calcitonina e bifosfonatos).
Entre os agentes anti-reabsorgéo disponiveis, a terapia de reposicdo hormonal
(TRH) é talvez o tratamento mais efetivo. No entanto, a TRH vem
acompanhada por varios efeitos adversos, como o aumento de risco de cancer
de mama e de endométrio (Zumoff, 1998). O grupo de compostos conhecidos
como moduladores seletivos de receptores estrogénicos (SERM) (Bryant &
Dere, 1998) vém sendo usados para o tratamento da osteoporose. Tais
compostos ligam-se e interagem com os receptores estrogénicos. Ultimamente,
as isoflavonas tém sido caracterizadas como SERM naturais com beneficios
similares para os ossos (Brezinski & Debi, 1999).

Os resultados do tratamento da osteoporose estabelecida costumam ser
precarios. Por essa razao, nos ultimos anos, maior énfase tem sido dada as
medidas profilaticas, procurando-se evitar que as pacientes atinjam o estado de
osteoporose, com as fraturas subsequentes.

Uma das mais significativas consequéncias da menopausa, agora
largamente reconhecida em todo o mundo, ndo € o temporario desconforto
ocasionado pelas ondas de calor, mas sim o fato de que cerca de uma em
cada quatro mulheres, na faixa etaria dos 65 anos ou mais (cerca de 15 anos
apos a ocorréncia da menopausa), pode tornar-se fisica e psicologicamente
invalidas em decorréncia dos transtornos (fraturas e invalidez) ocasionados
pela osteoporose.

Os ginecologistas sao tidos, em geral, por suas pacientes como o0 seu
primeiro médico, sendo aquele que lhe dara cuidados primarios de saude além
dos cuidados proprios da especialidade. Apresenta assim o perfil ideal para o
acompanhamento da mulher no periodo da pds-menopausa, monitorando a
evolugdo da massa Ossea e a eficacia do tratamento preventivo (Fernandes et
al., 1996).

Em comparagdo com a hipertensao arterial, que € tida como "assassino"

silencioso, a osteoporose € considerada como um "ladrdo" silencioso.
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Insidiosamente, durante anos, subtrai do esqueleto suas reservas, tornando-o
tao fragil que, ndo raro, se quebra espontaneamente (Fernandes et al., 1996).

As fraturas, em geral decorrentes de minimos traumatismos, constituem-
se na consequéncia principal da osteoporose. A fratura por esmagamento da
vértebra e a fratura de Colles sdao muito comuns na osteoporose pos-
menopausica, ao passo que o colo do fémur afeta mulheres em grupo etario
mais idoso. O colapso vertebral assintomatico ndo € raro, parecendo que a
maioria das fraturas por esmagamento nao apresenta sintomas agudos.
Fraturas cuneiformes anteriores da coluna dorsal podem ser relativamente
assintomaticas. Levam, no entanto, progressivamente a perda da altura e a
cifose dorsal (Fernandes et al., 1996).

Por outro lado, um episédio de dor aguda nas zonas compreendidas entre
a coluna dorsal média e a coluna dorsal inferior ou lombar superior, em
repouso ou durante a atividade diaria de rotina, pode ser o primeiro sintoma de
osteoporose. O inicio da dor em geral € brusco e os pacientes, na maioria das
vezes, lembram-se do momento exato em que teve inicio.

Habitualmente, conseguem identificar a vértebra em que a dor comecgou.
A dor aumenta na posi¢gao em pé ou sentada, com melhora em repouso no leito
na posicao de decubito. Tosse, espirro e esforco para defecar podem ser
acompanhados de exacerbagédo da dor. A dor aguda desaparece em varias
semanas, com ou sem terapéutica analgésica. Pode ocorrer hemorragia
retroperitoneal no sitio da fratura, levando a distensao abdominal e iliaca.

O exame fisico pode revelar contracdo dos musculos paravertebrais, que
€ palpavel e frequentemente visivel. A coluna é sensivel a pressdo e a
percussdo ao redor da fratura, mas habitualmente nido se identifica um ponto
doloroso preciso, pois a fratura encontra-se mais na parte anterior do corpo
vertebral que na altura dos elementos palpaveis do arco posterior.

A ocorréncia da fratura do quadril depende de numerosos fatores,
principalmente do grau do trauma e da capacidade de resisténcia do osso. O
aumento da probabilidade de quedas em idosos, associado a disturbios
neurologicos e cardiacos, € um fator de risco independente para todo tipo de
fraturas.

Existem complicacbes a longo prazo em decorréncia das fraturas de

by

compressdo das vértebras. As mais incObmodas devem-se a restricdo das
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cavidades toracica e abdominal. As pacientes, como resultados das alteragdes
posturais, referem cansago facil e intolerdncia ao esforgo. Apresentam
alteracdes dispépticas, com sensacao precoce de saciedade e intumescimento

pos-prandial, mesmo em pequenas refeicdes (Fernandes et al., 1996).

2.2.1) Aspectos genéticos da osteoporose

O controle genético da remodelagdo 6ssea tem sido alvo de extensa
investigacdo nos ultimos anos, e isto €& possivel através de estudos em
doengas genéticas raras, assim como em modelos de camundongos
transgénicos. Um grande numero de fatores regula a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos de uma forma complexa, e envolve os horménios
reguladores do metabolismo do calcio como o PTH, a vitamina D, a calcitonina,
os hormonios tiroideanos, os produtos da resposta imune etc (Farias, 2003).

O sistema OPG/RANKL tem sido identificado como um componente
importante desta regulagao (figura 2). A osteoprotegerina (OPG), um membro
da superfamilia do receptor do TNF (fator de necrose tumoral), foi identificada
no final dos anos noventa. O RANKL (ligante do receptor ativador do fator
nuclear Kappa B), que atua como um fator de diferenciagdo dos osteoclastos,
foi descoberto na procura por um ligante natural para a OPG. O RANK
(receptor do ativador do fator nuclear Kappa B) € produzido pelas células da
linhagem osteoclastica e pelos linfécitos T, e € estimulado por todos os agentes
que estimulam a reabsorcdo 6ssea, como PTH, 1,25-dihidroxivitamina-D, e
prostaglandina E. Estas substancias induzem a expressdao do fator de
diferenciagao dos osteoclastos na superficie das células do estroma da medula
0ssea, como uma proteina transmembrana, o qual se liga ao RANK na
superficie dos precursores dos osteoclastos. Portanto, RANKL ativa seu
receptor especifico RANK nas células dendriticas e nos osteoclastos, tendo
importancia fundamental na formacao, diferenciacdo e sobrevida dos
osteoclastos (Farias, 2003). A OPG foi identificada inicialmente em células
intestinais de ratos, sendo necessario a criagdo de modelos de camundongos
transgénicos para que se observasse o seu efeito na remodelagédo 6ssea. Os

camundongos que expressavam o DNA que codificava a OPG do rato
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demonstravam uma densidade 6ssea muito aumentada, em radiografias, sendo
compativel com osteopetrose. Subsequentemente foi demonstrado que o uso
de osteoprotegerina, obtida por tecnologia do DNA recombinante, levava a um
bloqueio na osteoclastogénese (in vivo e in vitro), e conseguia proteger o
camundongo da perda éssea pos-ooforectomia (Simonet et al., 1997). Portanto
a OPG é produzida por varios tecidos, incluindo os osteoblastos, e funciona
como um antagonista do RANKL, regulando a remodelagdo dssea, ou seja

previne a interacdo do RANKL com seu receptor especifico.
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Fig 2 - Genes envolvidos na remodelagao 6ssea (sistema RANKL/ OPG)
(Farias, 2003)

2.2.1.1) Gene do IGF-1

Um dos melhores estudos de genes candidatos continua a ser o de
Rotterdam, que apresentou evidéncias convincentes da associagdo alélica
entre polimorfismos na regido promotora do gene IGF-1 e potencial risco de
fratura (Rivadeneira et al., 2002). O gene do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) exerce efeitos anabdlicos no osso. Pacientes com osteoporose
idiopatica tém um alto grau de polimorfismo no gene do IGF1, sendo

evidenciada a associagao de baixos niveis séricos de IGF1 e homozigose para
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um alelo especifico do microsatélite do gene de IGF1 - 192/192 (Rosen et al.,
1998).

2.2.1.2) Gene do Receptor da Vitamina D (VDR)

Polimorfismos no gene que codifica o receptor de vitamina D (VDR)
podem em parte justificar variagdes genéticas na massa o6ssea (Cooper et al.,
1996 & Sainz et al., 1997). Sainz et al,1997 estudaram uma populagao
geneticamente homogénea de criangcas apontando que polimorfismos no
receptor da vitamina D estao relacionados a diferencgas significativas (>1 desvio
padrdo) na densidade Ossea vertebral e femural entre gendtipos de
homozigotos recessivos (aa, bb) e dominantes (AA, BB). Esse estudo sugere
que o genodtipo pode ser de grande importancia na previsdo da densidade
Ossea antes que fatores etarios e hormonais afetem a massa éssea (Sainz et
al., 1997). Estudos em adultos e criangcas sugerem que o efeito da ingestao de
calcio na densidade d6ssea depende do gendtipo do receptor de vitamina D.
Assim, a genotipagem do receptor vitamina D pode ser util na previsdo dos

reais beneficios da suplementagao de calcio (Dawson-Hughes et al., 1995).

2.2.1.3) Gene do Colageno Tipo | a1 (Col | a1)

Polimorfismos no gene do colageno tipo | a1 (col | a1) estdo associados a
diminuicdo da densidade éssea da coluna em criangas pré-puberais com
genotipos recessivos homozigoticos e heterozigéticos comparados com o
genotipo dominante, dados também encontrados em adultos (Sainz et al.,
1999).

2.2.1.4) Gene do Receptor Estrogénico

A importancia do estrogénio para a maturagéo e a densidade éssea em
ambos 0s sexos sugere que polimorfismos no gene do receptor do hormdnio
podem influenciar a densidade 6ssea, e ndo s6 0s niveis séricos de estradiol.
Uma area de restricdo (Xbal) do gene do receptor de estrogénio tem sido

encontrada em casos de diminuicdo da densidade 6ssea em adolescentes do
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sexo masculino e mulheres jovens pré-menopausa (Lorentzon et al., 1999 &

Mizunuma et al., 1997).

2.2.1.5) Outros Genes

Mais recentemente, potenciais reguladores da densidade mineral 6ssea
surgiram, como o gene da esclerosteose (SOST) (Uitterlinden et al., 2004) e o
promotor do gene da osteoprotegerina (OPG), esta ultima considerada
fundamental para o controle do processo de remodelagdo 6ssea (Langdahl et
al., 2002).

2.2.1.6) Eixo GH/IGF1

O horménio de crescimento (GH) € o principal regulador fisiolégico da
producao hepatica de IGF1. Individuos deficientes de GH possuem baixos
niveis de IGF1 sérico e menor massa 0ssea que os normais (Holmes et al.,
1994), e o declinio de IGF1 sérico parece estar associado a redugao de massa
o0ssea no envelhecimento (Rosen & Pollak, 1999). Esses trabalhos apontam
para um importante papel do IGF1 circulante na aquisi¢cdo do pico de massa
O0ssea e na homeostase esquelética do individuo adulto.

Existe relacdo entre IGF1 sérico e o conteudo esquelético de IGF1, ou
seja, a quantidade de IGF1 no microambiente 6sseo depende da produgéo
local de IGF1 pelos osteoblastos corticais e trabeculares e também do IGF1
circulante. De fato, o maior reservatorio de IGFs no organismo nao é o figado,
mas sim o 0sso (especialmente IGF1 e IGF2) (Lopes & Farias, 2006).

Anormalidades na formagdo Ossea em varias formas de osteopenia
resultam do menor recrutamento ou de apoptose precoce das células
osteoblasticas. Estas anormalidades estdo associadas com alteragbes na
expressao ou producdo de varios fatores de crescimento, inclusive IGFs, que
modulam a proliferagao e a atividade das células de formagao éssea (Canalis,
1996). Estudos in vitro demonstram a rapida apoptose dos osteoblastos na
auséncia de insulina e fatores de crescimento, inclusive os IGFs, além do
envolvimento do receptor de IGF tipo1 nesta resposta. Sugerem ainda que a

sobrevida dos osteoblastos €& promovida por fatores de crescimento
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sequestrados na matriz 6ssea, tendo o IGF1 liberado na matriz 6ssea papel de
recrutar novos osteoblastos para a superficie de remodelacao (Hill & Meikle,
1997).

O perfeito acoplamento dos processos de formacgao - reabsorcao é
necessario para a manutencdao de um esqueleto saudavel. O IGF1 também
parece interferir indiretamente nesse processo mediante seus efeitos,
comprovados in vitro e in vivo, regulando a osteoprotegerina (Rubin et al.,
2002). A osteoprotegerina é um peptideo soluvel secretado pelas células pré-
osteoblasticas, cuja fungdo € ligar-se a um peptideo de superficie no
osteoblasto (RANKL), assim inibindo o contato do RANKL com o seu
verdadeiro receptor no osteoclasto (RANK), inibindo o processo de ativagéo do
osteoclasto e a subseqlente reabsorcdo O&ssea. Assim, o0 sistema
RANKL/OPG/RANK esta envolvido na dindmica da remodelagao éssea e
constitui uma via critica no esquema de interacdo osteoblasto - osteoclasto,

com significativa relevancia em terapéuticas futuras (Lopes & Farias, 2006).

2.2.2) Indugao de osteoporose por glicocorticoides

Segundo Brandli et al. (1991), a indugdo da osteoporose pelos
glicocorticéides resulta da supressdo da atividade de formacdo éssea dos
osteoblastos, combinado com o aumento da atividade de reabsorcdo Ossea
pelos osteoclastos. Enquanto o efeito sobre a atividade osteoblastica parece
ser direto (Dietrich et al., 1979), seus efeitos sobre a atividade osteoclastica
sao resultantes da diminuicdo da absorcdo de calcio intestinal, concomitantes
com aumento da excregao urinaria de calcio, ambos como causas secundarias
do hiperparatireoidismo (Suzuki et al., 1983).

Os glicocorticéides interagem com o metabolismo 6sseo em muitos niveis,
mas sua agao principal deve ser reduzir o numero de osteoblastos e a sintese
da matriz 6ssea. Virtualmente todos os pacientes que recebem glicocorticéides
nas doses acima de 5 mg por dia perdem o0sso, sendo a quantidade perdida
dependente da dose cumulativa de esterdide. O risco da fratura é relacionado
também a densidade inicial do osso do individuo, que por sua vez esta

relacionada com raca, sexo, idade, estado menopausal, peso corpoéreo, fumo e
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a presenga de alguma doenga de base. A medida da densidade Ossea e o
histérico pessoal de fraturas sdo os melhores preditores do risco futuro de
osteoporose (Reid, 2000). A perda dssea induzida por glicocorticoides é
reversivel, assim que a droga for retirada ou a dose minimizada, n&o
importando por quanto tempo tenha sido feito o tratamento do individuo.
Aumentar a entrada do calcio a 1,5g por o dia, incentivando os pacientes a
parar de fumar e fazer mais exercicio, e tratar toda deficiéncia de vitamina D
sao medidas aplicadas a todos os pacientes. Naqueles com risco elevado, os
bifosfonatos sao o tipo de intervencao mais recomendado, embora a reposicao
hormonal seja também efetiva e possa ser usada sozinha ou concomitante aos
bifosfonatos.

Desde a introdugdo dos glicocorticéides na pratica clinica seu uso
difundido atesta sua invariavel eficacia em um grande numero de doencgas
principais, incluindo a doenca respiratéria obstrutiva e condicdes inflamatoérias
tais como artrite reumatoide e artrite temporal. Continuam também a ter um
papel principal no transplante de oOrgdos. Sua eficacia terapéutica é
contrabalangada por um grande numero de efeitos adversos que esta droga
produz, sendo um destes o desenvolvimento da osteoporose (Reid, 2000).

O estudo do tratamento da osteoporose ocasionada por terapia com
glicocorticéides tem sido especialmente motivado, pois 0os mesmos, nao
raramente, sao insubstituiveis para o tratamento médico de muitas e variadas
enfermidades devido a seus efeitos antiinflamatérios e imunossupressores
(Polo, 2003). Por causa da distribuicdo difundida dos receptores de
glicocorticéide, estes agentes podem impactar no metabolismo ésseo e do

calcio em muitos niveis (Reid, 1997).
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Fig 3 - Aspecto multifatorial da fisiopatologia da osteoporose induzida por

glicocorticéide (Lanna et al., 2003).

2.2.2.1) Efeitos sobre osteoblastos

Os glicocorticéides modulam a expressdao de genes nas células dos
precursores de osteoblastos para produzir mais um fendtipo de osteoblasto
diferenciado (Milne & Baran, 1998). Em osteoblastos maduros, entretanto,
inibem a proliferacdo celular e a sintese da matriz, e este € o efeito
predominante observado “in vivo” desde que € favorecido por concentracdes
elevadas de hormdnio e por longos periodos de exposigao. Este
efeito é provavelmente também o resultado do regulamento direto de genes
pelos glicocorticoides incluindo aqueles para colageno tipo |, osteocalcina e
fatores de crescimento ligados a insulina e sua ligacdo com proteinas (Canalis,
1998). Parece também que os glicocorticoides apressam a apoptose de ambos

os osteoblastos e ostedcitos, contribuindo assim, para a redugao da formacéao
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O0ssea (Gohel et al., 1999). Estes efeitos sdo observados em animais e em
estudos histomorfométricos humanos, em que a taxa da producao éssea dentro
de cada unidade osso-modeladora e a duracdo da atividade de cada unidade
sao reduzidas. As avaliacbes de marcadores bioquimicos da formacédo dssea

mostram consistentemente a evidéncia da formagao reduzida do osso (Tabela

1),

Tabela 1 - Estudos prospectivos de efeitos dos glicocorticéides em

marcadores bioquimicos de remodelagao 6ssea (Reid, 2000).

Estudos de referéncia

Prummel Morrison Cosman Lems et Lane et Wolthers
et al et al et al al al et al
Doenga EGO COAD MS RA Asma S/ doenca
subjacente
Duragao do 12 4 5 8 dias 5 dias 3 dias
tratamento semanas semanas semanas
Droga Pred Pred Pred Dexa Pred Pred
Dose diaria 40 mg 20mg 1g-5 mg 75 mg 40 mg 40 mg
Marcadores de formagao
Osteocalcina l — Ll l l
ALP total ! l — l
ALP 6ssea I NS —
Marcadores de reabsorgao
Pirrolidona - l -
Deoxipirrolidona l — —
Hidroxiprolina - 1 — —
TRAP 1 —
Calcio urinario 1 0 —

EGO- oftalmopatia; COAD-doenga obstrutiva crénica; MS- esclerose multipla; RA- artrite
reumatodide; Pred- metilpredinisolona; Dexa- dexametosona; NS- n&o significante; ALP-
fosfatase alcalina, TRAP- fosfatase acida tartarato resistente.

2.2.2.2) Efeitos sobre osteoclastos

Os dados dos efeitos dos glicocorticbides em osteoclastos sao
contraditorios. Ha uma evidéncia de que os glicocorticéides aumentam a
formagao dos osteoclastos através da formacao de precursores na medula
Ossea, possivelmente em consequéncia da produgcdo reduzida de
osteoprotegerina pelos osteoblastos e da producdo aumentada de RANKL

(Hofbauer, 1999). Entretanto, os glicocorticoides também aumentam a
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apoptose de osteoclastos maduros. Estes efeitos contrarios podem esclarecer
os achados em cultura de 6rgaos que os glicocorticides podem aumentar ou
diminuir a reabsorg¢ao 0ssea, dependendo da condigdo da cultura (Lowe, 1992).
Na cultura de 6rgaos, os efeitos dos glicocorticoides podem ser contribuidos
pela inibicAio da producdo de citocinas osteoliticas locais tais como
interleucinas-1 e 6, do fator de necrose tumoral e na estimulagdo da produgao
do fator de colbénias de macrofagos induzido por osteoblastos.

Estudos com animais e humanos sdo também dificeis de interpretar,
mostrando um aumento na superficie desgastada do osso, mas uma
diminuigdo no numero dos osteoclastos. Estes achados poderiam ser
explicados por uma taxa reduzida do recrutamento dos osteoblastos aos locais
em que o osso foi reabsorvido, deixando superficies corroidas por tempo maior
do que o normal. Assim, ndo ha provavelmente uma taxa aumentada de
reabsorcdo Osssea, e a maioria dos estudos humanos de marcadores
bioquimicos de reabsor¢cdo éssea seriam consistentes com esta conclusao
(Tabela 1) (Reid, 2000).

Uma inibicdo da absorcdo do calcio associada ao tratamento com
glicocorticéides, vem sendo mostrada em varios estudos. Isto ndo é mediado
por mudancas em metabdlitos da vitamina D e deve provavelmente representar
um efeito direto no sistema de transporte do calcio no intestino. Dentro das
semanas de tratamento com glicocorticéides, ha uma ascenséo substancial na
excregao do calcio urinario, que parece ser causado por uma inibicdo direta da
reabsorcao tubular do calcio. Ha também uma evidéncia da ma absor¢éo do
fosfato no intestino e no tubulo renal associada com o uso de glicocorticoide
(Reid, 2000).

Efeitos na densidade mineral do osso - algumas horas apds a
administragcdo de glicocorticoides, ha uma queda no nivel circulante de
osteocalcina, uma proteina da matriz éssea produzida por osteoblastos. Esta
mudanga na atividade do osteoblasto é seguida por uma perda da massa
6ssea que € maxima nos primeiros meses da terapia. A perda 6ssea induzida
por glicocorticoides é substancialmente reversivel seguindo a retirada destas
drogas. Dois estudos em perspectiva demonstraram uma reacumulagdo do
excesso da densidade mineral éssea aproximadamente ao mesmo tempo em

que ocorreram as perdas (Rizzato & Montemurro, 1993).
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Os efeitos deletérios dos glicocorticoides sobre o tecido 6sseo foram
descritos ha mais de meio século atras por Harvey Cushing. Atualmente, o
problema atinge uma dimensdo maior pelo diagnostico de osteoporose ser
mais frequente e pelo uso amplo, muitas vezes indiscriminado, dos analogos
dos glicocorticéides para o controle de diversas doencgas. Isso levou ao
aparecimento marcante das fraturas, principalmente no esqueleto axial (Eastell
et al.,, 1998). Todas as pessoas sdo susceptiveis a perda 6ssea induzida por
glicocorticéides; no entanto, criangas e mulheres na pds-menopausa sao
particularmente sensiveis. A causa das fraturas induzidas por glicocorticoides,
assim como em outras formas de osteoporose, € a diminuicdo da massa éssea.
Com o uso dos glicocorticoides esta perda 6ssea é bifasica, existindo uma fase
de perda rapida nos primeiros meses de até 12% seguida de uma perda
posterior mais lenta de 2 a 5% ao ano (Lukert et al., 1996; Canalis et al. 1996).

Os glicocorticoides modificam a atividade metabdlica e proliferativa das
células o6sseas. Eles inibem a osteoblastogénese e osteoclastogénese e
reduzem a meia vida dos osteoclastos. Eles também sao potentes repressores
da funcao osteoblastica e provavelmente estimuladores da maturagcdo dos
osteoclastos. Em conjunto, estas mudancas conduzem a osteoporose,
principalmente devido a formacado éssea reduzida, ja que o aumento na
reabsor¢cdo Ossea parece estar menos envolvido (Patschan, Loddenkemper,
Buttgereit, 2001). Também exercem multiplos efeitos sistémicos e locais, que
podem levar a uma rapida perda 6ssea. Os efeitos diretos estdo relacionados a
acao desta drogas sobre as células 6sseas e suas fungdes. Os indiretos se
devem a agao dos glicocorticdides sobre o metabolismo do calcio e vitamina D,
secrecao dos horménios sexuais e efeito sobre a produgado de prostaglandinas,
citocinas e fatores de crescimento (Hahn et al., 1995; Rackoff et al. 1998).

E fundamental ter uma atitude positiva e agressiva em relacdo &
prevencao e tratamento da osteoporose induzida por glicocorticoides. Devido a
perda Ossea ser assintomatica, o diagndstico s6 € feito apdés uma fratura
atramautica. Pacientes usando glicocorticéides por dois meses ou mais sao
considerados em risco. Existem algumas drogas disponiveis comercialmente
que podem ser usadas para o tratamento da osteoporose induzida por

glicocorticdides como os agentes inibidores da reabsorgdo dssea (calcitonina,
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bifosfonatos, fluoreto de sdédio) e outras que se encontram em fase

experimental (Borba & Lazaretti-Castro, 1999).

2.2.3) Epidemiologia da Osteoporose

A osteoporose constitui-se nos dias atuais em importante problema de
saude publica. Nos Estados Unidos, por exemplo, afeta mais de 25 milhdes de
pessoas, predispde a mais de 1,3 milhdo de fraturas ao ano, incluindo mais de
500.000 fraturas vertebrais, 250.000 fraturas de quadril e 240.000 fraturas de
punho com custo estimado de 10 bilhdes de dolares (CDC, 1993). As fraturas
de vértebras, antebraco distal e fémur proximal dos individuos idosos,
especialmente se relacionadas a traumatismos leves, tém sido atribuidas
tradicionalmente a osteoporose. Sem duvida, estudos recentes tém revelado
que mesmo fraturas do umero proximal e a maioria das fraturas pélvicas devem
definitivamente ser incluidas nessa categoria (Riggs, 1987).

As fraturas osteoporéticas mais comuns sido as fraturas vertebrais.
Estudos levando em conta as deformidades compressivas da coluna vertebral,
independente da severidade, estimam que um ter¢co das mulheres acima de 65
anos de idade tem uma ou mais fraturas vertebrais (Gallagher, 1980). Dado
que a maioria delas é assintomatica quando ocorre, torna-se dificil precisar sua
real incidéncia. Os dados de prevaléncia de tais fraturas sdo também
imprecisos, mas alguns comentarios de ordem geral podem ser feitos. A
relagdo mulher/homem é cerca de 7/1 para as fraturas vertebrais em contraste
com a relagdo 2/1 encontrada entre as fraturas do quadril (Pogrund, 1977 &
Heyse, 1990). Ocorre aumento dramatico e continuo dessas fraturas apos os
65 anos de idade.

Cerca de 85% das fraturas de quadril ocorrem entre as mulheres. A
incidéncia aumenta exponencialmente com a idade, indo de 9/100.000 entre as
idades de 35 e 44 anos para 3.317/100.000 mulheres/ano em pacientes com
85 anos ou mais (Melton, 1983).

No Brasil a incidéncia da osteoporose nao é clara. Algumas tentativas sédo
feitas visando estima-la, tendo como base a extrapolagao da incidéncia suposta

de osteoporose sobre dados dos censos populacionais fornecidos pelo IBGE.
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Tendo em vista que essa enfermidade tem sua epidemiologia ligada a evolugéo
da piramide populacional, essas estimativas para o futuro em nosso pais
oferecem perspectivas muito preocupantes. Os dados do IBGE de 1994
revelam uma populagdo brasileira de 150 milhdes de pessoas, dos quais
aproximadamente 10% a 12% sé&o de idosos (acima dos 60 anos de idade).
Com base nesses dados estima-se uma populacao de osteoporéticos ao redor
de 2,5 milhdes de individuos. As fraturas do quadril (5% da populagdo acima
dos 65-70 anos) estariam proximas de 105 mil casos anuais, com um custo
estimado ao ano de 630 milhdes de reais. A falta de programas definidos de
prevencao de osteoporose projeta o numero de individuos osteoporéticos para
0 ano 2000 em 4,3 milhdes, com provaveis 215 mil fraturas de colo de fémur ao
ano (Osteoporosis 1995).

Fica clara a importdncia do adequado conhecimento da incidéncia,
fisiopatologia, diagnostico e fundamentalmente da prevengao da osteoporose,
que ja nos dias atuais constitui-se em importante problema de saude publica
também em nosso pais (Fernandes et al., 1996).

As repercussbes sobre a saude publica das fraturas relacionadas a
osteoporose podem ser dimensionadas em termos de morbidade e
mortalidade. As fraturas do fémur proximal sdo de longe as mais graves.
Associam-se a uma diminuicdo da expectativa de vida de 12% ou mais (Melton,
1989). O aumento de mortalidade produz-se principalmente nos primeiros trés
ou quatro meses que seguem a fratura do fémur proximal. Sdo responsaveis
nos Estados Unidos por grande parte das mortes acidentais em mulheres e
homens com mais de 75 anos (Melton, 1989).

Outras fraturas raramente sdo causa de morte, a menos que o paciente
tenha outras lesdes associadas. As pacientes que sobrevivem a uma fratura do
fémur proximal em geral ndo conseguem bons resultados nos programas de
reabilitacdo, convivendo, ndo raro, com sequelas importantes. Metade das
pacientes que antes da fratura andavam normalmente ndo conseguem fazé-lo
posteriormente, a despeito dos esquemas de fisioterapia reabilitadora
empregados, comprometendo seriamente a qualidade de vida que se segue.
Passam, a partir de entdo, a necessitar de auxilio para os cuidados pessoais e
mesmo para a higiene intima. A mortalidade em decorréncia das fraturas

vertebrais é bastante baixa se comparada com a observada apds as fraturas do
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quadril. Por outro lado, a morbidade crénica, que se arrasta por muitos anos
em grande numero de mulheres acometidas, compromete seriamente sua
qualidade de vida, tornando sua prevengao de extrema importancia (Fernandes
et al., 1996).

2.2.4) Diagnéstico da Osteoporose:
2.2.4.1) Diagnéstico por imagem

Radiografias simples tém baixa sensibilidade diagndstica sé detectando
alteracbes quando a perda ossea excede 30% também n&o sado uteis para
acompanhar a evolucéo e os efeitos do tratamento. Podem levar a suspeita de
hiperparatiroidismo e outras doencas que comprometam o 0sso e acarretam a
osteoporose, mas sua maior utilidade € a detecgcao de fraturas. Especialmente
a radiografia simples da coluna téraco-lombar permite observar ostedfitos,
calcificagbes da aorta abdominal, colapsos vertebrais (que falsamente elevam
o valor da densidade mineral Ossea a densitometria &ssea), ainda
estabelecendo o grau de deformidade dos corpos vertebrais e de toda a
coluna, que leva ao desequilibrio postural e a dor.

A densitometria 6ssea utilizando dupla fonte de RX é o método mais
usado para quantificar a massa 6ssea. Mede-se a quantidade de mineral 6sseo
(gramas de calcio por cm?) em areas mais propensas a fraturas osteopordticas:
coluna lombar e fémur proximal (colo, trocanter e fémur total). O diagndstico de
osteopenia/osteoporose a densitometria € baseado em critérios definidos pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mediante a comparacédo da densidade
Ossea do paciente com os valores do pico de massa 0ssea para 0 mesmo Sexo
(T-escore). Assim, considera-se haver osteopenia quando o T-escore fica entre
< -1 até -2,5 desvios e osteoporose quando o T-escore é < -2,5 desvios abaixo
dos valores médios obtidos em jovens. Estes valores sao validos para homens
e mulheres. Para cada desvio negativo, considera-se que o risco de fraturas
dobre. Além disso, considera-se osteoporose grave uma densidade menor que

—2,5 DP associada a fratura (Kanis, 2003). A densidade éssea também é
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comparada com os valores esperados para populacdo do mesmo sexo, idade,

indice de massa corporea ou etnia (Z-escore).

2.2.4.2) Diagnostico Laboratorial

Muitos pacientes com osteoporose idiopatica nao apresentam aumento
nos marcadores bioquimicos de reabsor¢cao, mas apenas menor capacidade de

formagao Ossea, por vezes associada a hipercalciuria (Zerwekh et al., 1992).

2.2.4.3) Diagnéstico por Histomorfometria Ossea

Histomorfometrias Osseas de pacientes com osteoporose idiopatica
apresentam alteracdo da formagao Ossea (Zerwekh et al., 1992 & Reed et al.,
1995). Foi observado correlagao significativa entre o IGF1 sérico e superficie
osteoblastica, superficie de mineralizagado e taxa de formagao 6ssea. Outros
autores confirmaram a associacdo positiva entre o IGF1 medido na matriz
Ossea e parametros histomorfométricos de formacdo e reabsorcdo Ossea,
assim como o volume 6sseo (Ljunghal et al., 1992).

O IGF1 liberado pela matriz 6ssea durante a reabsorg¢ao parece participar
do acoplamento na formacado 6ssea, € uma diminuicdo dos niveis de IGF1
intra-6sseo pode resultar num desequilibrio da remodelagcao e contribuir para a
perda 6ssea gradual que ocorre principalmente com o envelhecimento (Khosla,
1997).

2.2.5) Fatores de risco

Existem grandes lacunas nos dados epidemiologicos internacionais sobre
a prevaléncia de osteoporose e identificacdo prospectiva sobre os riscos de
fratura. No entanto, mesmo sem um sistema de vigilancia efetivo, pode-se
inferir que a modificacdo da piramide etaria conferira importancia ainda maior a
osteoporose em um futuro proximo. Indiscutivelmente, no desfecho da
osteoporose, a idade é de longe o mais importante determinante de massa

Ossea. A diminuicao da densidade 6ssea com a idade reflete o efeito somatério

32



de varios processos, 0s quais ocorrem universalmente, porém, em proporgcdes
diferentes de acordo com variagdes individuais (Marques Neto & Lederman,
1995).

Os fatores tradicionais de risco para a osteoporose incluem mulheres em
geral de raga branca, com histéria familiar, de baixa estatura e magras
(estrutura 6ssea fragil e delicada). O risco aumenta bastante se elas tém
menopausa prematura ou cirurgica e ndo sdo submetidas a terapéutica de
reposicdo hormonal. Esses fatores podem ser referidos como iniciadores e
inevitaveis. Existem outros, no entanto, que podem acelerar a perda 6ssea,
sendo passiveis de controle para cada individuo que os apresente. Entre esses
estdo os fatores nutricionais, a inatividade fisica, os habitos de vida e vicios.
Algumas afecgbes médicas e o uso de determinadas medicagbes podem estar
associados a perda de massa 6ssea (Fernandes et al., 1996).

Os fitatos representam compostos formados durante o processo de
maturagcao de sementes e graos de cereais integrais e feijdes, podendo se
complexar com minerais como o calcio, o ferro, o zinco e com as proteinas. Em
virtude da presenca de fitato, o balang¢o de calcio tem sido alterado por dietas
ricas em fibras (Haack et al., 1998).

Quanto a cafeina, encontrada nas bebidas como café, chas, chocolate e
bebidas gasosas cafeinadas, sao contraditorios os dados epidemioldgicos
sobre a relagdo entre seu consumo e a formagdo de massa 6ssea. Segundo
Harris & Dawson-Hughes (1994), uma ingestao 6tima de calcio por mulheres
na pés-menopausa poderia proteger contra os efeitos danosos da cafeina no
0sso. Por outro lado, de acordo com Weaver et al. (1999), um copo de 240mL
de café reduz, em média, a retengao de calcio em 2-3 mg, o que ndo conduziria
ao comprometimento da massa 6ssea.

Conlisk et al., 2000 relata pesquisas que defendem a hipétese de que o
consumo da cafeina pode afetar resultados de DMO através do aumento da
excrecdo de calcio (Massey, 1989). Alguns, mas nado todos os estudos
epidemiologicos com mulheres na pds-menopausa, sugerem que o alto
consumo de cafeina esta associado com uma saude 6sssea deficiente. Alguns
autores sugerem que este efeito negativo seria limitado as mulheres na poés-
menopausa que consomem baixos niveis de calcio (Harris, 1994). Porém

estudos com mulheres na pré-menopausa também encontraram associagao
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entre o consumo de cafeina e diminuigcdo na densidade mineral éssea (Rubin,
1999). Entretanto, entre os estudos de mulheres na pré-menopausa, ndo foram
esclarecidos potenciais covariantes tais como o consumo de calcio na dieta e o
peso corporal (Packard & Recker, 1996), e somente um examinou o efeito da
cafeina em DMO nas mulheres que consumiram niveis baixos do calcio.

Além destes, varios outros fatores de risco para osteoporose e fraturas
osteoporéticas, vém sendo relatados, incluindo idade avangada, sexo feminino,
etnias caucasianas e asiaticas, histéria familiar de fraturas, baixa ingestao de
célcio ou vitamina D, ingestdo excessiva de alcool, baixo indice de massa
corpérea, fumo, alta ingestdo de cafeina, sedentarismo ou imobilizacao,
amenorréia primaria ou secundaria, hiperparatireoidismo, hipercortisolismo,
hipogonadismo (em homens), uso de corticosterdides, anticonvulsivantes,
tiroxina ou heparina, sindromes de mal-absorgéo e anorexia nervosa (Lenchik
& Sartoris, 1997).

Outras influéncias enddécrinas podem incluir insulina, glicocorticoides,
horménio tiredideo e diuréticos. As influéncias genéticas também podem
explicar as diferengas raciais encontradas, como a maior incidéncia entre
caucasianos e orientais comparados a raga negra, que parece ter alguma
protecao em relagao a osteoporose (Cohn, 1977).

O tabagismo é um habito ainda relativamente frequente entre as
mulheres. A nicotina, além de prejudicar a vitalidade de outros 6rgéos, atua
também nocivamente no metabolismo 6sseo: transforma o estradiol em 2-
metoxiestrona, metabdlito inativo, que bloqueia os receptores de estrogénio;
atua sobre os ovarios promovendo atresia folicular; age também de forma
deletéria sobre as células 6sseas.

O uso de corticosterdides por sua vez compromete de forma relevante a
massa Ossea. Esta ocorre habitualmente com o uso prolongado, podendo-se
observar perda de 4% a 10% no fim do primeiro ano de uso (Parfitt, 1984), em
especial no osso trabecular da coluna e colo do fémur.

Alguns mecanismos sado descritos: inibicdo da formacédo Ossea, por
reducao da osteocalcina; redugdo da absorgao intestinal do calcio por bloqueio
da vitamina D; aumento da atividade osteoclastica.

No hiperparatireoidismo observa-se intensa atividade osteoclastica com

presenca de hipercalcemia e perda oOssea. Igualmente no hipertireoidismo
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ocorre perda acelerada da massa O6ssea, devido também ao estimulo
acentuado da reabsorcdo. Tomados em conjunto os fatores genético e
hormonal, pode-se dizer que a massa 6ssea € geneticamente determinada e
apdés a menopausa controlada por meio de hormdnios. Doencas intercorrentes
que causem incapacidade temporaria ou definitiva (por exemplo, artrite
reumatéide) e o uso prolongado de certas medicagbes, em especial os
glicocorticéides, podem acarretar consideravel prejuizo a massa Ossea.
Igualmente, a ingestdo de alcool e o tabagismo também diminuem a massa
Ossea (Stevenson et al., 1989).

A obesidade em contrapartida oferece um efeito protetor a osteoporose.
Especula-se aqui, aléem de niveis estrogénicos mais elevados entre as obesas,
a influéncia genética e a acéo do préprio peso em fortalecer o esqueleto (Siiteri,
1975).

2.2.6) Prevencgao e tratamento da osteoporose

2.2.6.1) Prevencgao

Como medida de prevencdo e tratamento da osteoporose, uma
alimentagdo balanceada (Carvalho et al., 2002), praticas regulares de
exercicios fisicos (Tendrio et al., 2005) aliados a terapia de reposi¢ao hormonal
(Notelovitz et al., 1991; Henderson & Harris, 1991) vém sendo preconizado.

Neste contexto, a utilizacdo de exercicios resistidos tem demonstrado
importante relevancia na manutencéo da massa 6ssea, por promover estimulo
mecanico que leva a osteogénese, reduzindo a incidéncia de osteoporose
(Santarem, 2001).

Estudos avaliando a densidade 6ssea em mulheres com idade entre 20 e
50 anos indicaram que se atinge o pico de massa 0ssea adulta ao final ou logo
apos se atingir o crescimento linear do esqueleto (Stevenson et al., 1989).

Infelizmente, o pico de massa 6ssea adulta ndo pode ser influenciado de
maneira significativa por dieta ou exercicios em virtude de ser, em larga escala,

geneticamente determinado (Fernandes et al., 1996).
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Algumas medidas profilaticas podem ser tomadas a partir do inicio da vida
adulta. E importante estar atento aos fatores de risco. Destes os mais
importantes s&o o fumo, o alcool e o café. A estratégia racional para a
conservagdo da massa Ossea durante os anos climatéricos volta-se
naturalmente para a fisiopatologia da perda 6ssea observada nesse periodo.
Existe suporte para o emprego da terapéutica de reposicdo com estrogénios
que com esta indicacdo tem sido largamente empregada em todo o mundo.
Quando mulheres sob caréncia estrogénica recebem a reposicdo desse
hormonio, observa-se reversdao de muitos dos efeitos da perda da funcao
ovariana. As alteragbes bioquimicas na homeostase mineral, principalmente
aumento do calcio, fosforo e fosfatase alcalina sérica, além de calcio e
hidroxiprolina urinarios, sao revertidas (Lindsay et al., 1976). Nao é surpresa,
portanto, que estudos bem controlados demonstrem que os estrogénios
previnem a perda 6ssea da mulher na pés-menopausa (Lindsay et al., 1976 &
Lindsay et al., 1980).

Estudos demonstram que mulheres ooforectomizadas néao-tratadas
perdem massa 0ssea quando comparadas a grupo sob reposigao estrogénica e
que a reposicao desses hormodnios por longo tempo (> 10 anos) reduz
significativamente essa taxa de perda o6ssea (Lindsay et al., 1976). A
prevencado foi evidente quando os horménios foram introduzidos nos dois
primeiros anos apos a ooforectomia e mesmo quando tardiamente introduzida
(apds 6 anos), conservando a massa 0ssea nos patamares entéo existentes. O
mesmo estudo (Lindsay et al., 1976) demonstra que os beneficios sdo tao
maiores quanto mais cedo ¢ instituido o tratamento. Recomenda-se portanto a
instituicdo da TRH assim que se confirme o declinio da fungao ovariana. Tem-
se comprovado a reducdo na incidéncia das fraturas de punho e do quadril da
ordem de 50%, enquanto a redugéo das deformidades vertebrais alcanga 90%
(CDC, 1991).

2.2.6.2) Tratamento

O tratamento médico da osteoporose estabelecida permanece controverso

e insatisfatério. Procura-se em primeira instancia proteger o patriménio ésseo
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residual e se possivel aumentar a sua massa 0Ossea, visando melhorar a
qualidade e resisténcia 6ssea e minimizar dessa forma o risco de novas
fraturas, que é elevado nessas circunstancias. Ao lado da preservacdo da
massa 0ssea, deve-se ter em mente os programas de fisioterapia reabilitadora,
visando a melhoria da qualidade de vida no periodo pds-fratura.

Os farmacos que atuam no osso sao tradicionalmente classificados como
agentes anti-reabsortivos ou agentes estimulantes da formagédo Ossea. Os
agentes anti-reabsortivos compreendem o calcio, estrogénios/progestogénios,
calcitonina, bifosfonatos e vitamina D (secundario a absorg¢ao de calcio).

Os agentes estimulantes da formacao éssea compreendem o fluoreto de
sodio, esteroides anabdlicos, PTH, possivelmente 1-25 colecalciferol (horménio
da vitamina D) e exercicios fisicos (Fernandes et al., 1996).

Os estrogénios e progestogénios, a semelhangca do observado na
prevencao, também parecem constituir-se em boa alternativa terapéutica na
osteoporose estabelecida, apresentando resultados positivos na coluna lombar
e mesmo no fémur (Civitelli et al., 1998).

Os antiinflamatoérios néo-esteroidais podem ser empregados, visto que,
além do efeito analgésico, atuam reduzindo as prostaglandinas com reducgéo
da reabsorgao 0ssea e diminuindo a excreg¢ao renal de calcio.

Com o desenvolvimento das técnicas de medicdo da massa 6ssea, pode-
se observar que os agentes que atuam na remodelagdo éssea nao agem de
maneira uniforme em todos os sitios 6sseos. Esta agora bem-estabelecido, que
um determinado agente pode promover ganho em um sitio 6sseo a expensas
de perda em outro.

A restauracdo de um esqueleto osteoporético € difici. Devem ser
eliminados os fatores que podem agravar a perda 6ssea e aumentar o risco de
fraturas.

A decisdo sobre o tratamento deve levar em conta o arsenal
medicamentoso existente e as condicbes de cada paciente, sendo que a
decisdo deve ser tomada em conjunto pelo médico e paciente.

Assim, € recomendavel que se tenha um bom conhecimento sobre o
mecanismo e o sitio 6sseo de agdo preferencial de cada um desses agentes,
para que se possa indica-los com razoavel seguranca e adequado

monitoramento.
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A terapéutica de reposigcdo hormonal tem lugar na prevengdo e no
tratamento da osteoporose estabelecida. Além de conservar a massa 0ssea
residual, melhora a capacidade cognitiva e a coordenagdo motora, contribuindo
adicionalmente para reduzir a possibilidade de quedas, que é dos mais
importantes fatores de risco para o desenvolvimento das fraturas

osteoporéticas (Fernandes et al., 1996).

2.2.6.2.1) As estatinas e o metabolismo 6sseo

As estatinas, inibidoras da enzima 3 - hidroxi — 3 metil — glutaril —coenzima
A (HMG-CoA) redutase, sao utilizadas na reducéo dos niveis de colesterol no
sangue e na prevencdo de doengas cardiovasculares. As estatinas mais
usadas na pratica clinica, como a mevastatina, pravastatina e sinvastatina,
resultam do metabolismo de cepas de fungos, Aspergillus terreus, e agem
como drogas inibidoras especificas, reversiveis e competitivas da HMG-CoA
redutase (Vogel G, 1999).
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Fig 4 - Estrutura quimica das estatinas inibidoras da enzima HMG-COA
redutase (Campo & Carvalho, 2007)

As estatinas exercem muitos efeitos independentes da diminuigcdo do
colesterol sérico, conhecidos como pleiotropicos (Liao, 2005). Estes efeitos

incluem agdo reguladora na fungédo endotelial, aumento da estabilidade de

39



placas aterosclerdticas, diminuicdo do estresse oxidativo e inflamacao, e
diminuicdo da resposta trombogénica. Além destes, as estatinas possuem
efeitos extra-hepaticos benéficos no sistema imune, sistema nervoso central e
0sseo. Muitos destes efeitos pleiotrépicos sdo mediados pela inibicdo de
isoprendides, os quais servem como ligantes lipidicos para moléculas
envolvidas em processos de sinalizagao celular.

Alguns autores mostraram que as estatinas também podem ter uma acgéo
sobre o tecido Osseo: nos osteoclastos, reduzindo a reabsorcdo e nos
osteoblastos, aumentando a formagao 6ssea (Wada et al., 2000).

Em relacdo com a formagao 6ssea, Mundy et al., 2000 descreveram que
as estatinas aumentariam a produ¢ado de BMP-2 (proteina morfogénica dssea —
2), capaz de estimular a diferenciagdo de células mesenquimais em
condrocitos ou em osteoblastos.

A acao sobre osteoclastos ndo esta ainda bem estabelecida. Sabe-se que
as estatinas atuam numa etapa da sintese de colesterol, bloqueando a
conversao de HMG-CoA em acido mevalodnico. A partir disto, acredita-se que a
formagao de geranil pirofosfato e farnesil pirofosfato, metabdlitos posteriores
nesta cascata, ficaria deficiente, inibindo a prenilagdo de proteinas (inclusdo de
um grupo prenil lipidico na proteina). A prenilacdo é fundamental na regulacao
do metabolismo dos osteoclastos e sua inibicdo resulta em maior apoptose
dessas células. Esta hipotese foi levantada baseando-se na acgao dos
bifosfonatos sobre o metabolismo do colesterol. Os bifosfonatos inibem
diretamente a sintese de farnesil pirofosfato, impedindo a prenilagdo das
proteinas e, consequentemente, reduzindo a reabsorgao 6ssea (Cummings,
2000)

Os efeitos dos inibidores da hidroximetil-glutaril-coenzima A redutase
(estatinas), comecaram a serem observados a medida que se identificaram os
mecanismos de agao dos bifosfonatos na prenilagdo de proteinas G (Ras e
Rho) envolvidas na sintese do colesterol (Luckman et al., 1998). Tal prenilagéo
ocorre em uma etapa posterior ao bloqueio da HMGCoA-r pelas estatinas,
sendo, portanto passivel de bloqueio com estas drogas (figura 6). Por outro
lado, a administracdo de estatinas em ratos induz a um aumento significativo

da formagéao 6ssea (Whang et al., 2000).
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Esses dados reforcam a idéia que as estatinas inibem a reabsorcédo e
aumentam a formacgao o6ssea, contudo os estudos relacionando-as a reducao

do risco de fraturas sao conflitantes (Van Staa et al., 2001).
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Fig 5 - Biosintese do Colesterol como substrato para a agao das estatinas
e dos bisfofonatos (BP) (Luckman et al., 1998)

Estudos realizados por Cui et al., (1997) relataram que a lovastatina foi
capaz de provocar um aumento de volume do osso trabecular da tibia, do
fémur e de vértebras lombares, que variou de 39% a 94% em um grupo de
ratas ooforectomizadas. Concomitantemente, detectaram diminuicdo no
namero de osteoclastos. Mostraram que a lovastatina também foi capaz de
inibir a adipogénese na medula 6ssea, a incidéncia de osteonecrose e também
a expressao in vitro do RNA mensageiro do gene 422, induzida pela
metilprednisolona. Este gene esta relacionado com a diferenciagdo de células
pluripotentes em adipécitos. Além disso, a lovastatina se opds ao efeito inibidor
do corticosteroide na expressao do RNA mensageiro de genes da osteocalcina
e do colageno do tipo I|. In vivo, a lovastatina preveniu o aumento da
adipogénese na medula éssea e a osteonecrose da cabeca do fémur de
frangos, induzidas pela metilpredinisolona.

Alguns autores também acreditam que as estatinas possam, também, ter

uma agao sobre o tecido 6sseo: nos osteoclastos, reduzindo a reabsorcao e
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nos osteoblastos, aumentando a formagao 6ssea (Wada et al., 2000). Bauer et
al., em 1999, demonstraram que em usuarios de estatinas houve uma
tendéncia a um aumento da densidade mineral 6ssea do quadril, entre 0,2% e
1,1% e ainda uma menor incidéncia de fraturas nesta populacido. Entretanto,
estes achados nao foram estatisticamente significativos.

Chung et al., em 2000, num estudo retrospectivo comparando pacientes
diabéticos e com hiperlipidemia e usando estatinas com pacientes diabéticos
sem hiperlipidemia, observaram que os individuos do grupo que utilizou
estatinas apresentaram maior densidade mineral 6ssea do que aqueles que
nao necessitaram usar esta medicacdo. O efeito das estatinas na densidade
mineral éssea foi mais importante nos homens do que nas mulheres diabéticas,
provavelmente devido a mecanismos distintos que levariam a perda 6ssea. No
homem, com o aumento da idade, ocorre diminuicdo da funcao osteoblastica e
na mulher, a deficiéncia de estrégeno durante a menopausa desencadeia um
aumento na reabsorcdo 6ssea. Os autores sugeriram que o aumento mais
expressivo da densidade mineral 6ssea em homens ocorreu devido a agédo da
estatinas nos osteoblastos aumentando a formacdo Ossea. Embora as
estatinas possam também atuar na reabsorcao dssea, seu efeito nas mulheres
diabéticas que participaram deste estudo, na dose utilizada, nao foi satisfatério,
sugerindo que as estatinas ndo sdo capazes de atenuar a fase rapida de perda
O0ssea que ocorre em consequéncia da menor produgdo de estrogénio. Este
estudo, no entanto, apresentou algumas limitagdes metodoldgicas, pois foi
observacional, retrospectivo e um pequeno numero de pacientes foi avaliado
(33 no grupo tratado e 36 no grupo controle). Além disso, seus participantes
apresentavam diabetes mellitus, doenca sabidamente associada a alteragdes

do metabolismo 6sseo.
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2.2.6.2.2) Calcio e Vitamina D

A proteina matriz do osso consiste primariamente de colageno embebido
em uma substancia suporte de mucopolissacarideos. Representa 35% do
volume de material intercelular. A parte mineral 6ssea ocupa o restante. Os
cristais de hidroxiapatita do osso mineralizado contém significativas
quantidades de sédio, magnésio, carbonato e ions citrato, mas calcio e fésforo
sdo os principais constituintes. Fatores que regulam sua suplementagéao,
absorcdo, deposicado e retirada do tecido dsseo contribuem para a saude, a
estrutura e a resisténcia 0ssea.

O calcio deve fazer parte de qualquer esquema preventivo ou terapéutico
que se faca para a osteoporose. Nao se tem no entanto, dados conclusivos
sobre as necessidades reais de calcio e sua eficacia na prevencao da perda
Ossea peri e pdés-menopausica, visto que esta pode ser influenciada por varios
fatores nesse periodo da vida, em particular do hipoestrogenismo, seu principal
determinante.

Os estudos tém demonstrado que apdés a menopausa ha um grande
aumento da perda de calcio que, embora apresente grandes variagdes
individuais, situa-se em média préximo a 40 mg/dia (Heaney, 1978).

Tem-se que a piora da absorcdo intestinal de calcio exerce importante
papel na patogénese da osteoporose. Para que o organismo tenha os seus
requerimentos de calcio atendidos, € necessario que se encontre suficiente
quantidade de calcio na luz intestinal e que a absorg¢ao se faga eficientemente.
Inadequada ingestédo ou absorgéo de célcio leva a mobilizagédo de calcio 6sseo,
implicando em balang¢o negativo de calcio.

Na osteoporose do tipo senil, ocorre redugao da vitamina D e da absorgao
de calcio, possivelmente devido a diminuicdo da capacidade da pele e do rim
para sintetizar e hidroxilar a forma ativa da vitamina D. Ocorre também um
decréscimo de absorcdo intestinal da vitamina D de fontes alimentares em
individuos idosos.

Atualmente, reconhece-se a necessidade de adicionar-se vitamina D a
suplementacao de calcio em individuos acima dos 70 anos de idade, havendo
experiéncias comprovadas de aumento de densidade 6ssea e redugao de

fraturas com essa associacao nessa faixa etaria (Heaney, 1989 & Gallager,
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1980). As doses de 600-800 Ul/dia ttm mostrado melhora no balango de calcio
e redugdo nas taxas de fratura em individuos idosos (NIH, 1994).

As necessidades de calcio sofrem profundas varia¢des individuais e com a
idade das pacientes. De igual modo, o estado hormonal, os constituintes da
dieta e farmacos, além dos fatores genéticos, influenciam nos requerimentos
de calcio, fazendo com que algumas pessoas necessitem de especial atengéo
com relagéo a ingestao de calcio.

Admite-se, entretanto, que menos de 25% da populagao adulta apresente
consumo adequado de calcio. A maioria das mulheres recebe 500 mg ou
menos de calcio através de suas dietas, quantidade esta, abaixo das
necessidades nutricionais diarias recomendados para mulheres na peri € pos-
menopausa (NIH, 1994). Nao dispomos de dados bem-elaborados do consumo
de calcio em mulheres pds-menopausicas em nosso pais. O Instituto Nacional
de Saude Norte-americano, em uma reunido de especialistas — National
Institutes of Health Consensus Development Conference on Optimal Calcium
Intake (NIH, 1994) —, estabeleceu, com base nas informagdes disponiveis, os
requerimentos de calcio para as pessoas em diferentes situacdes e faixas de
idade. A mesma reuniao de consenso estabelece que a vitamina D (600-800
Ul/dia) é essencial para uma adequada absorgéo de calcio e que uma dieta de
2.000 mg/dia de calcio é segura para a maioria das pessoas (NIH, 1994).

Recomenda-se que na medida das possibilidades esses requerimentos
venham de fontes alimentares ou de alimentos enriquecidos com calcio,
fracionando-se a ingest&o total ao longo do dia, com a ingestdo dando-se de
preferéncia as refei¢des. A ultima ingestdo deve ser feita no periodo noturno,
proximo ao deitar. Devem-se evitar em uma mesma refeicdo os alimentos ricos
em calcio e os ricos em fibras, pois estes diminuem a absorcao intestinal de
calcio. Quando por outros motivos deseja-se a ingestdo de fibras, deve-se
recomenda-las em refeigbes distantes daquelas em que se objetiva a absorgéo
de calcio. A principal fonte alimentar de calcio € o leite e seus derivados. As
tabelas de conteudo de calcio nos alimentos (excetuando-se o leite e os
derivados), nédo refletem verdadeiramente a quantidade de calcio real
absorvida.

Apesar de inicialmente ser proposto uma ingestao de calcio por meio de

fontes alimentares, muitas mulheres ndo conseguem seguir essa orientagao,
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dando-se nestes casos preferéncia aos suplementos de calcio. Nessas
situagbes, emprega-se geralmente o carbonato de calcio, visto que esse
preparado fornece uma proporgao maior de calcio (40%). Recomenda-se que
seja ingerido com alimentos, para intensificar a sua biodisponibilidade em meio
acido.

Outros preparados farmacéuticos usados como suplementos de calcio séo
o lactato, o gluconato e o complexo osseina-hidroxiapatita.

A ingestdo de calcio € segura em mulheres com calcio sérico normal e
sem antecedentes de nefrolitiase ou hipercalciuria. Os calculos renais em geral
ocorrem em individuos com deficiéncia de enzimas que solubilizam o calcio
urinario, ndo devendo ter excesso de ingestdo de calcio (Fernandes et al.,
1996).

Ha grande variagdo individual na absor¢do de calcio, a qual esta
condicionada a presencga de Vitamina D e ao aporte de calcio na alimentagéao.
As taxas de absorgdo de calcio pelo intestino oscilam entre 30% e 50%
(Amaya-Farfan, 1994).

E necessario haver um suprimento constante de calcio dietético
biodisponivel para garantir a massa 6ssea maxima do programa genético
individual. A importancia da exposicdo ao sol esta relacionada a Vitamina D,
que é obtida com a alimentacdo através da sintese cutdnea na presenca da
radiacdo ultravioleta da luz solar. A Vitamina D se converte em 25-
hidroxivitamina D (25-OH-D, calcidiol) no figado; os niveis de calcidiol no
sangue constituem uma avaliagao razoavelmente exata do nivel de vitamina D.
A forma biologicamente ativa da Vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3
(1,25(0OH).D3, calcitriol), se forma no rim a partir do calcidiol, o qual estimula a
reabsorcdo Ossea e a absorcdo intestinal do calcio, conduzindo a um
incremento da concentracdo do calcio sérico. No entanto, o aumento da
concentracédo de calcio sérico bloqueia a producdo do horménio paratiredide e
a sintese de calcitriol, produzindo uma maior excreg¢ao urinaria de calcio e a
reducdo tanto da reabsorgdo Ossea quanto da absorc¢ao intestinal de calcio
(Comision Europea, 1998).

A deficiéncia de vitamina D nas pessoas de idade avancada pode nao ser
puramente decorrente de uma ingestao insuficiente, mas da diminuicdo da

sintese renal de 1,25-dihidroxivitamina D, apontada como causadora da
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diminuicdo da proteina ligante de calcio na estrutura éssea, provocando
excessiva perda urinaria de calcio (Kung et al., 1998).

O calcidiol, o calcitriol e o alfacalcidiol sdo metabdlitos polares da vitamina
D, que em principio podem ser indicados em pacientes com deficiéncia dessa
vitamina. O calcidiol, ou 25-hidroxivitamina D, é a forma de estoque, que pode
beneficiar individuos com deficiéncia secundaria em geral a problemas de
absorcdo intestinal. O calcitriol ou 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-
diidroxivitamina D3) € o metabdlito ativo mais potente da vitamina D. O papel
do calcitriol como o mais importante regulador da absorg¢ao intestinal de calcio
suporta a racionalidade para o seu uso no tratamento das osteoporoses.

Os pacientes em uso de calcidiol e calcitriol devem necessariamente
controlar a calcemia, visto que hipercalcemia e hipercalciuria podem ocorrer
sem sintomas e apresentar consequéncias clinicas sérias.

Analogos de calcitriol, que podem ter efeitos mais seletivos no 0sso e na
homeostasia do calcio com menor risco de hipercalcemia, tém sido
empregados. Entre estes, o alfacalcidiol ou a 1-(OH)D3 (1-hidroxivitamina D3)
em estudos preliminares em usuarias de longa duragao (6 a 7 anos) mostrou

eficacia na reducao de fraturas (Orimo et al., 1994).

2.2.6.2.3) Drogas que inibem a reabsorcao 6ssea

2.2.6.2.3.1) Bifosfonatos

O tecido 6sseo adulto é distinguido de outros tecidos pela presenca de
fosfato e calcio mineral, como a hidroxiapatita [Ca19(PO4)s(OH).], que incorpora
em sua estrutura outros ions e sais, sendo o principal componente mineral
constituinte do osso e o elemento essencial responsavel pela fungado de apoio
mecanico (Uludag, 2002). Devido a dinamica do tecido &sseo, este é
continuamente desgastado pela atividade osteoclastica e substituido pela
atividade osteoblastica, ambas reguladas por fatores sistémicos e locais (Ducy
& Karsenty, 2000). Como qualquer outro tecido, os 0ssos sao suscetiveis a
doencas que influenciam a atividade osteoclastica, como o hiperparatiroidismo

e cancer, sendo a hipercalcemia resultado de destruigao direta e localizada do
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tecido 6sseo por células neoplasicas (Coleman, 2001). Exemplos primarios sao
a artrite reumatoide (AR) e a lesdo espinhal, nas quais se observa a perda
gradual e rapida de massa 6ssea (Bauman & Spungen, 2000).

Os bifosfonatos sdo conhecidos por sua alta afinidade pela hidroxiapatita.
Esta propriedade tropica 6ssea dos bifosfonatos possibilitou sua utilizagcdo no
planejamento de formas latentes de liberacdo de farmacos nas estruturas
O0sseas ou na medula 6ssea (Hirabayashi, 2001). Os pirofosfatos (P-O-P) séo
reguladores fisiologicos da calcificagdo e reabsor¢cdo Ossea, naturalmente
presentes no soro e na urina. A acdo dos bifosfonatos deve-se a sua
semelhanca estrutural com este grupo de compostos (Ezra & Golomb, 2000)
(Figura 7).
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Fig 6- Estrutura quimica dos acidos bifosfénico e pirofosférico

A descoberta de que os bifosfonatos podiam inibir a reabsorgéo éssea foi
realizada em 1960, apds tentativas para identificar agentes que fossem
semelhantes ao pirofosfato e que pudessem também regular a calcificagdo
O0ssea, sendo, assim, potencialmente Uteis para a prevencado de calcificacédo
heterotopica (Rogers et al., 1999). Os bifosfonatos parecem prevenir a
calcificagdo por um mecanismo fisico-quimico, agindo como cristais apos
adsorcao na superficie 6ssea. Atuam, também, inibindo a reabsorgdo do osso

por efeito nas células dos osteoclastos, conforme mostra a Figura 8.

47



\ BF 5F

d

Fig 7 - Remodelagem éssea e bifosfonatos (BF): a) acao dos osteoclastos
na reabsorgcdo éssea, b) e c) atividade dos osteoblastos na formagao
o6ssea utilizando os bifosfonatos e d) final da remodelagem (Castro et al.,
2004).

O pirofosfato e os polifosfatos sdo incapazes de inibir a calcificacéo
ectdpica in vivo, quando administrados oralmente, devido a hidrélise do
pirofosfato no trato gastrintestinal. Os bifosfonatos sdo analogos néao-
hidrolisaveis de pirofosfato, porque contém ligagdes estaveis P-C-P no lugar de
ligacbes labeis P-O-P. Constituem-se, portanto, em compostos com as
propriedades antidesmineralizantes do pirofosfato, mas resistentes a hidrolise
(Rogers et al., 1999).

A capacidade dos bifosfonatos em se ligar ao osso, prevenindo o
crescimento e a dissolugao de cristais, € maior quando R1 = OH (etidronato) ao
invés de CI (clodronato) (Russell & Rogers, 1999) (figura 7). Embora a estrutura

da cadeia lateral de R2 seja a maior determinante de poténcia anti-reabsorgéo,
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ambos os grupos fosfonatos também sao necessarios para a atividade dos
farmacos. Alteragdes em um ou outro grupo fosfonato reduzem a afinidade
para os 0ssos. Por exemplo, a substituicdo de um grupo hidroxila de um dos
fosfonatos por um grupo metila formando fosfonofosfinato, notadamente reduz
a afinidade e potencia a anti-reabsorcdo Ossea (van Beek et al.,, 1875).
Alteracdes nos dois grupos fosfonatos, resultando em bifosfonato, conduzem a
perda da afinidade 6ssea e da atividade anti-reabsorgéo in vivo (Ebranhimpour
et al., 1995). Os dois grupos fosfonatos, em conjunto com o grupo hidroxila da
cadeia lateral R1, conferem alta afinidade para o osso e atuam como um
‘gancho nos ossos’, permitindo direcionamento eficiente e rapido dos
bifosfonatos para a superficie do osso. Uma vez localizado dentro do osso, a
estrutura e conformacao tridimensional da cadeia lateral R2, bem como os
grupos fosfonatos, determinam a atividade biolégica da molécula e influenciam
na capacidade dos farmacos de interagir com alvos especificos (Rogers et al.,
1999).

Diversos farmacos da classe dos bifosfonatos foram sintetizados, nos
quais os grupos substituintes R1 e R2 variaram, sistematicamente (Figura 9),
com propositos definidos: aumentar a afinidade &ssea; melhorar o perfil
terapéutico: poténcia, seletividade e toxicidade; adquirir nova atividade

farmacoldgica e alterar a biodisponibilidade da molécula.
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bifosfonatos (BFs) (Castro et al., 2004).

Os bifosfonatos que contém um atomo de nitrogénio primario em uma
cadeia alquilica (pamidronato e alendronato) podem ser de 10 a 100 vezes
mais potentes que o etidronato e o clodronato, enquanto os derivados destes
compostos que contém um nitrogénio terciario (ibandronato e olpadronato) séo,
geralmente, mais potentes em inibir a reabsorgéo 6ssea (Geedes et al., 1994).

Entre os bifosfonatos mais potentes que inibem a reabsorcéo dssea estao
aqueles contendo o atomo de nitrogénio em um anel heterociclico (risedronato
e zoledronato) (Geedes et al., 1994). Os primeiros bifosfonatos aprovados para
uso terapéutico foram clodronato dissodico (doenga de Paget), pamidronato

dissédico (doenca de Paget), alendronato de sodio (osteoporose) e risedronato
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de sodio (osteoporose). Zoledronato encontra-se em fase experimental para
tratamento de céncer de préstata (Uludag, 2002). Além do emprego nessas
disfungdes, tais compostos podem ser utilizados em hipercalcemia maligna e
metastase 6ssea (Hirabayashi, 2001).

Os bifosfonatos sdo compostos que se caracterizam por duas ligagdes
carbono-fosforo. Sdo analogos do acido pirofosfénico, em que o atomo de
oxigénio foi substituido por um atomo de carbono. Essa estrutura dos
bifosfonatos permite um grande numero de variagdes em sua molécula
estrutural possibilitando a sintese de diferentes compostos, com caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas préoprias. Nao €& possivel, portanto, falar
genericamente do efeito dos bifosfonatos sem que se possa considera-los na
sua individualidade.

Sao agentes anti-reabsortivos. Decrescem rapidamente a taxa de
reabsorgao abaixo do nivel de formacao 6ssea, resultando em ganho liquido de
massa o0ssea. O mecanismo de acdo dos bifosfonatos nédo € inteiramente
compreendido. Parece atuar tanto nos osteoclastos quanto nos osteoblastos
(Fleish, 1997).

Os bifosfonatos sao inibidores potentes da atividade osteoclastica, que
reduzem o turnover 6sseo e restabelecem o balanco entre a reabsorcéo e a
formacédo 6ssea. Em estudos clinicos, varios bifosfonatos previnem a perda
Ossea, preservam sua estrutura, melhoram sua forca e substancialmente
reduzem o risco de fraturas em pacientes com osteoporose. Eles sado efetivos
em varias situagdes clinicas, incluindo a osteoporose pds-menopausica, a
reduzida massa 6ssea em homens e perda 0ssea induzida por drogas. Doses
orais intermitentes e administracao intravenosa sido mais convenientes do que
0 esquema original de doses diarias. Essas drogas sdo geralmente bem
toleradas e tém um excelente perfil de seguranga, no qual efeitos colaterais
sérios sao incomuns. Os bifosfonatos potentes sdo geralmente a opgéo
terapéutica preferida para a maioria dos pacientes com ou em risco de
osteoporose (McClung, 2006).

Bifosfonatos s&o as drogas que inibem a reabsor¢cédo 6ssea e que foram
usadas com sucesso no tratamento da osteoporose sistémica, agindo
seletivamente no tecido do 6sseo e interferindo com a agdo dos osteoclastos

(Russel et al., 1999). Como inibidores dos osteoclastos, os bifosfonatos foram
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usados com sucesso nos estudos relacionados a inibicado da doenca peridental
induzida nos animais sem osteoporose ou outras doengas sitémicas (Reddy et
al., 1995).

Os bifosfonatos sdo os mais potentes inibidores da reabsor¢cdo dssea.
Entre eles, etidronato vem sendo gradualmente substituido por risedronato e
alendronato, todas estas trés drogas s&o usadas oralmente. Bifosfonatos
injetaveis vém sendo desenvolvidos (Benhamou, 2006).

Mais especificamente, raloxifeno proporciona um limitado ganho de BMD
(densidade mineral 6ssea) e ainda decresce o risco de fraturas de 30-50%, de
acordo com estudo populacional (Sarkar et al., 2002). Modelos matematicos
indicam que a proporcédo do efeito anti-fratura € atribuivel ao ganho de BMD
que esta em torno de 4% para o raloxifeno, 16% para o alendronato e de 7-
28% para o risedronato (Watts et al. 2004; Li et al. 2001). Desse modo, a
maioria dos efeitos de prevencao de fraturas através da inibicdo da reabsorgao
0ssea, € independente da variagdo na DMO. Na pratica, o ganho de DMO, em
qualquer magnitude, indica um efeito protetor de fraturas, o que é mais notavel
para o alendronato (Hochberg et al., 2002).

Esses agentes tém alta afinidade pelos cristais de hidroxiapatita sendo
atraidos para a superficie de reabsor¢cao éssea, interferindo com a atividade
osteoclastica e reduzindo a reabsorcdo 6ssea. Tem alta especificidade pelo
tecido 6sseo ndo se acumulando em outros tecidos.

Sao pobremente absorvidos no trato gastrointestinal (menos de 1% da
dose administrada por via oral), sendo recomendada a sua ingestdo com agua
pela manhd em jejum, visando a sua melhor absor¢gdo. N&o devem ser
ingeridos com quaisquer alimentos, sob pena de importantes prejuizos na sua
ja baixa taxa de absorc¢éao intestinal.

Existe um grande numero de bifosfonatos disponiveis na pratica clinica e
muitos outros ainda em estudo. Ndo se pode falar genericamente dos
bifosfonatos. Os compostos que constituem essa extensa familia de
substancias tém poténcias diferentes e apresentam diversos efeitos na
remodelagdo Ossea. Existem varios bifosfonatos com efeitos positivos sobre a
massa 6ssea em pacientes com osteoporose estabelecida, entre os quais o
etindronato, o clodronato, o pamidronato, o alendronato, o tiludronato e o

ibandronato.
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O alendronato de sodio, um aminobisfosfonato, € o que apresenta
melhores resultados em estudos prospectivos. Tem a propriedade de inibir a
reabsorcao 6ssea sem impedir a mineralizacdo da matriz formada, fendmeno
que pode ocorrer com outras categorias de bifosfonatos.

Em um estudo multicéntrico, pacientes portadoras de osteoporose pos-
menopausica foram randomicamente tratadas com alendronato (um amino-
bifosfonato) ou placebo. Todas as pacientes eram suplementadas com 500 mg
diarios de calcio. Ao final de trés anos de observagao constatou-se densidade
O0ssea na coluna vertebral, no colo do fémur e no trocanter significativamente
maior no grupo medicado em comparagao ao grupo placebo (Liberman et al.,
1995). De igual modo, observou-se no grupo tratado com alendronato redugao
significativa na proporgdo de mulheres com novas fraturas, deformidades
vertebrais, perda de altura e fraturas do colo do fémur em comparagao ao
grupo placebo. Ao final do periodo de observacao, a dose de 10 mg diarios de
alendronato é recomendada como sendo eficaz no tratamento da osteoporose
estabelecida (Black et al., 1996).

O impacto do uso dos bifosfonatos em longo prazo precisa ainda ser
demonstrado. Nao se sabe ainda por quanto tempo devem ser utilizados e qual
seu efeito no metabolismo 6sseo e na qualidade do osso das usuarias por
longo periodo. Representam os bifosfonatos, em particular o alendronato de
sodio, no presente momento, opcao eficaz no tratamento da osteoporose
estabelecida.

O nucleo dos bifosfonatos consiste em dois grupos fosfatos ligados
através de um atomo de carbono central, os membros individuais do grupo
diferem somente nos grupos laterais ligados a esse atomo de carbono. As
diferencgas clinicas relevantes entre os bifosfonatos individuais sdo sua via de
administragao, seus efeitos adversos e seu potencial anti-reabsortivo, embora a
maioria dos agentes mais novos paregam conseguir uma inibigdo maxima
comparavel a reabsor¢ao 6ssea. Os bifosfonatos foram usados originalmente
na osteoporose induzida por glicocorticéide porque sua inibicdo da reabsorcao
Ossea oferece o potencial para reparar diretamente o desequilibrio entre a
formacédo Ossea e a reabsorcdo. Tem-se demonstrado recentemente in vitro

que interferem no aumento da apoptose do ostedcito e do osteoblasto causado
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pelos glicocorticéides, assim podem ter papel mais especifico nesta condicao
(Homik et al., 1999).

Benefit observou homens, mulheres pré-menopausadas, e mulheres pos-
menopausadas recebendo ou ndo a terapia de reposigao hormonal. Um ganho
na massa 0ssea ocorreu independente da duragdo do uso de glicocorticéide
precedente, e nenhum efeito adverso na histomorfometria GOssea era
demonstrado (Chavassieux et al., 2000). A taxa de fratura vertebral foi reduzida
aproximadamente a metade por aquelas em uso do alendronato, embora esta
fosse somente estatisticamente significante entre as mulheres na poés-
menopausa.

Todos os bifosfonatos sdo muito insoluveis e tém consequentemente uma
biodisponibilidade oral baixa. Para conseguir beneficio através da
administragao oral, devem ser ingeridos com agua ao menos 30 minutos antes
da alimentacao e ser separados por certas horas da ingestao de suplementos
minerais (tais como o calcio ou o ferro) ou de anti-acidos. Raramente, causam
irritacdo gastrointestinal, o alendronato vem sendo associado com erosdes
esofagicas (naqueles com refluxo gastro-esofagico) e etidronato com diarréia.
Dos varios agentes investigados os bifosfonatos produziram os resultados mais
positivos na densidade mineral 6ssea e na Unica evidéncia de uma taxa
reduzida da fratura. Podem ser usados em todos os pacientes tratados com
glicocorticéides, incluindo os jovens e pacientes em reposi¢do hormonal (Reid,
2000).

2.2.6.2.3.2) Calcitonina

A calcitonina é o principal horménio produzido pelas células
parafoliculares da tiredide (células C) e é um inibidor potente da reabsor¢ao
Ossea, sua secrecao € estimulada pelo calcio. No hipotireoidismo tem-se uma
baixa reserva de calcitonina e isto é responsavel pelo estimulo a hipercalcemia
significantemente reduzido, provavelmente devido a destruicdo das células C
pelo processo de tireoidite crbnica. Pacientes com hipotireoidismo, quando

comecam a terapia de reposicdo hormonal, podem apresentar um
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remodelamento 6sseo com alto turnover devido a agado dos hormdnios tiredides
(Furlanetto, et al.1991).

Os efeitos hipocalcémicos e hipofosfatémicos da calcitonina sé&o
causados, predominantemente, pela inibigcao direta da reabsorcao osteoclastica
do osso e por influéncia na funcdo renal (Eto et al.,, 1993). Por suas
propriedades anti-osteoclasticas, antinflamatérias e analgésica a calcitonina &
utilizada no tratamento de doencas caracterizadas por excessiva remodelacao
O0ssea como a osteoporose.

A calcitonina derivada do salm&o é mais potente que a humana, tanto in
vivo quanto in vitro, em parte porque € excretada mais lentamente da
circulagéo (Harrison, 1995).

Estudos in vitro e in vivo tém mostrado que a calcitonina favorece a
osteogénese por inibir a reabsorgdo 6ssea mediada pelos osteoclastos, além
de possuir um leve efeito analgésico, relativa seguranca e efeitos colaterais
minimos (Siminoski, 1996).

A calcitonina é um hormoénio polipeptideo de cadeia longa produzido pelas
células parafoliculares da glandula tiredide. Embora seu papel na espécie
humana seja ainda desconhecido, observa-se que seu emprego, na dose de 50
a 200 Ul/dia, diminui a perda 6ssea adicional em coluna vertebral e f€mur em
pacientes com osteoporose estabelecida, admitindo-se também uma
recuperacao parcial do osso anteriormente perdido. Tem importante efeito
analgésico, podendo, com essa indicagao, ser empregada em episodios de dor
aguda decorrentes das fraturas vertebrais. Devido a natureza protéica da
calcitonina, ocorre degradagdo pelos sucos gastricos quando de sua
administracao por via oral. Por essa razao, a calcitonina tem sido administrada
por via subcutdnea, o que dificulta o seu emprego por longos periodos.
Ultimamente tem-se administrado a calcitonina pela mucosa nasal com a
utiizacdo de spray nasal. Os efeitos colaterais sdo minimos com essa
preparagao, entre os quais, leve quadro de rinite e obstrugao nasal (Flicker et
al., 1997).

A calcitonina  apresenta também  propriedades  analgésicas,
presumivelmente decorrentes da sua mediacdo na liberagdo de endorfinas.
Alguns estudos de pacientes com fraturas vertebrais tém demonstrado que a

calcitonina sintética de salmao (injetavel e spray nasal) reduz a dor em auto-
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avaliacao das pacientes e o consumo de analgésicos (Lyritis et al., 1991 & Pun
et al., 1989).

Nao se tem definido o melhor esquema de administragao de calcitonina e
qual deve ser a duracdo do tratamento. O uso intermitente de calcitonina de
salmao também parece ser eficaz. O efeito mais significativo sobre a massa
Ossea observa-se apos o segundo ou terceiro ano de uso da medicag&o. Nessa
época € interessante a reavaliacdo dos marcadores bioquimicos de
remodelacdo dssea, sendo recomendavel a interrupcao do tratamento quando
tais marcadores estiverem em faixa de normalidade. Deve-se no entanto,
monitora-los a cada 3 ou 6 meses apos a interrupgcdo do tratamento. Quando
houver nessa situacdo aumento dos marcadores bioquimicos denunciando

perda éssea, deve-se reinstituir o tratamento (Kleerekoper et al., 1998).

2.2.6.2.3.3) Estrégenos e SERMS

A acdo dos estrogenos sobre a massa Ossea € primordialmente anti-
reabsortiva, de forma indireta sob a linhagem osteoclastica, pois ao estarem
presentes estes hormonios inibem citocinas (interleucinas 1, 6 e TNF) e fatores
locais produzidos pelo osteoblasto, que estimulam a chegada do osteoclasto
nas unidades de remodelagcdao Ossea e promovem maior atividade desta
linhagem celular. Atualmente discute-se ainda a agao do estradiol na linhagem
dos osteoclastos, ao diminuir células osteoclasto-like na medula dssea e
promover apoptose precoce destas células (Ramalho et al., 2000).

Os estrogénios atuam sobre a remodelacédo 6ssea inibindo a reabsorgao,
nao parecendo estimular a formacao de osso (Rogers, 1969); no entanto, foram
descritos receptores de estrogénios em culturas de células désseas, tanto em
osteoblastos quanto em osteoclastos (Eriken, 1988).

Outros mecanismos indiretos podem atuar por meio da inibigcdo da sintese
de prostaglandinas. Entre essas, particularmente aquelas da série E podem
atuar como reguladores locais das células dsseas, influenciando tanto a
formagdo como a reabsorg¢do. Estudos in vitro tém demonstrado um aumento

de cerca de duas vezes de prostaglandina E2, liberada de culturas de ossos
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parietais obtidos de ratas ooforectomizadas, que sao inibidas por prévio
tratamento in vivo com baixas doses de estradiol (Feyen, 1987).

Obviamente que o uso deste hormdnio esterdide ainda teria vantagem
sobre as demais drogas anti-reabsortivas por fazer desaparecer a
sintomatologia da menopausa e proteger do envelhecimento cutaneo-mucoso,
aléem de favorecer a reducdo dos niveis de lipideos e protecdo cerebral da
deméncia senil (Garnero et al., 1999).

Dispbe-se no presente momento de substancias denominadas
"Moduladores seletivos de receptores de estrogénios" genericamente SERM,
que apresentam, a semelhanca dos estrogénios, efeitos favoraveis sobre a
massa ossea.

O primeiro SERM com largo emprego clinico foi o tamoxifeno, como
tratamento adjuvante em pacientes com cancer de mama. Nessas pacientes
observa-se bom efeito sobre a massa O6ssea, perfil lipidico e efeito
antiestrogénico na mama (Love et al., 1992 & Love et al., 1994). Apresenta-se,
no entanto, a semelhanga do emprego de estrogénios isolados aumento do
risco de hiperplasia e cancer de endométrio (Seoud et al., 1993 & Lahti et al.,
1993).

Em fungéo desses efeitos, outros SERM tém sido desenvolvidos visando
ao tratamento da osteoporose sem o0s inconvenientes endometriais do
tamoxifeno. O raloxifeno, um benzotiofeno nao-esterdide, tem-se mostrado
seguro, ndo aumentando as taxas de hiperplasia e cancer endometrial (Seoud
et al., 1993). Por outro lado, tem efeitos benéficos sobre a massa o0ssea e o
perfil lipidico (Black et al.,1994 & Delmas et al., 1997). Pelos efeitos favoraveis
sobre a massa 0ssea, o raloxifeno pode ser empregado com essa indicagao,
em substituicdo a TRH, nas pacientes de risco para osteoporose ou com
doenca estabelecida, particularmente em mulheres com risco de cancer de
mama ou que nao fazem a reposi¢gao hormonal com essa preocupacgao.

O mecanismo de agao molecular do raloxifeno envolve alta afinidade de
ligacdo com o receptor de estrogeno, provocando alteragdo conformacional na
estrutura do receptor, sua dimerizacdo e associagdo com elementos de
resposta do DNA, sendo inclusive descritos sitios de ligacdo do DNA e
elementos resposta especificos para o raloxifeno, distintos dos estrogenos.

Este produto tem uma propriedade agonista sobre a massa Ossea e
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antagonista do utero e mamas por adquirir uma conformacado espacial
especifica em receptores alfa (Russo, 2001).

O horménio paratiredideo (PTH), estimulador da reabsorgdo Ossea,
parece ter seu efeito antagonizado pelos estrogénios. Um decréscimo da
atividade estrogénica leva a uma ligeira elevagcdo dos niveis de calcio no
sangue com hipercalciuria, resultando em balango negativo do calcio.
Concentragdes plasmaticas e urinarias de calcio, fésforo e hidroxiprolina
(degradagao do colageno) aumentadas, refletindo reabsorgédo 6ssea, tém sido
relatadas em mulheres apés a menopausa, particularmente naquelas em que
esta foi induzida artificialmente. Essas alteracbes tém sido prevenidas em
pacientes sob reposicéo estrogénica.

Por outro lado, a deficiéncia estrogénica pode propiciar um aumento na
sensibilidade esquelética as agdes do PTH, com um aumento posterior na
reabsor¢cdo Ossea, a0 passo que niveis mais altos de estrogénios podem
reduzir a atividade do PTH circulante (Heaney, 1989).

Entre as teorias para explicar o papel dos estrogénios na supressao da
perda 6ssea encontra-se a da calcitonina. Essa € uma teoria segundo a qual os
estrogénios atuariam de maneira indireta sobre 0 0sso, ao estimular a secregao
de calcitonina pelas células medulares da tiredide e, desse modo dirigir a
inibicdo da atividade osteoclastica, diminuindo a reabsorgédo éssea (Stevenson
et al., 1981).

Até o presente momento, ndo esta claro quais fungdes osteoblasticas séo
moduladas pelos estrogénios. Tem sido dificil demonstrar efeitos proliferativos
ou de diferenciacdo dos estrogénios sobre os osteoclastos. Parece mais
consistente, com base nos estudos in vivo, que os estrogénios exercam 0s
seus efeitos diminuindo a atividade osteoclastica. Admite-se assim que
estrogénios atuam nos osteoblastos estimulando ou inibindo a produgdo de
substancias que controlariam a fungcdo osteoclastica. Por esse mecanismo os
estrogénios controlam, de maneira indireta, a fungcédo osteoclastica via atuagéo
direta no osteoblasto, pela elaboracdo de um ou mais fatores. Esses fatores
derivados dos osteoblastos podem ser fatores estimuladores ou inibidores da
atividade osteoclastica, denominados respectivamente de OB-OCSF
(osteoblast-derived osteoclast-stimulating factors — fatores estimuladores de

osteoclastos derivados de osteoblastos) e OB-OCIF (osteoblast-derived
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osteoclast-inhibitory factors — fatores inibidores de osteoclastos derivados de
osteoblastos). Os OB-OCSF poderiam ser inibidos pela agdo estrogénica,
enquanto os OB-OCIF seriam estimulados na presenca desse hormdnio.

No mecanismo local de remodelacdao 6ssea, o papel das citocinas tem
grande importancia, que podem ser moduladas pela agédo estrogénica. As
interleucinas IL-1 e IL-6 podem ser as substancias que atuam como OB-OCSF,
visto a sua potente acdo como estimuladora da atividade osteoclastica. Essas
interleucinas poderiam ser derivadas dos osteoblastos ou seus precursores na
medula 6ssea ou em células adjacentes. Observa-se diminuigdo dessas
interleucinas in vitro na presenca de 17p-estradiol (Girasole et al., 1992).

O OB-OCIF pode ser, entre outros, o TGF-B, que é liberado pelos
osteoblastos em resposta a estimulagdo estrogénica. Essa citocina exerce
potente acdo mitogénica in vitro sobre células precursoras dos osteoblastos.
Por outro lado, também diminui diretamente a reabsor¢ao osteoclastica e inibe
o recrutamento de células precursoras dos osteoclastos da medula dssea.
Dessa forma, os estrogénios poderiam atuar aumentando a producéo de TGF-f3,
inibindo assim a atividade osteoclastica. Tem-se demonstrado também acéao
direta in vitro dos estrogénios reduzindo a atividade dos osteoclastos, inclusive
a produgéao de enzimas lisossdbmicas (Girasole et al., 1992; Pottratz et al., 1994;
Eriken et al., 1990 & Canalis et al., 1991).

O uso de doses adequadas de estrogénios em terapéutica de reposi¢cao
hormonal (TRH) claramente confirma o efeito protetor desses esterdides na
conservagao da massa Ossea. Os efeitos dos estrogénios parecem ocorrer
universalmente no esqueleto, incluindo os principais sitios de fratura
osteoporética. Estudos tém demonstrado que pelo menos 40 a 60 pg/ml de
estradiol plasmatico sdo necessarios para adequada protecédo éssea. Quando o
tratamento de reposicdo hormonal € interrompido, observa-se acelerada perda
de massa 0Ossea, que se assemelha a observada com a menopausa natural
(Lindsay et al., 1978). A reposi¢gao hormonal com propésito de conservagao da
massa O0ssea para ser eficaz precisa ser mantida por alguns anos. Nao esta
estabelecido, em definitivo, o periodo do tempo de tratamento visando a esse
objetivo. Admite-se que um periodo de cinco a dez anos possa ser necessario
para reducado das fraturas osteoporéticas, quando a reposicdo hormonal teve

inicio imediato no periodo pés-menopausico.
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2.2.6.2.3.4) Fitoestrogénios

A acgao estrogénica e antiestrogénica de algumas substéncias derivadas
de plantas €& conhecida ha algumas décadas e, por esta razdo, sao
denominadas de fitoestrogénios. Os trés maiores grupos de fitoestrogénios
encontrados sdo: flavonas, isoflavonas e coumestranos. O poder estrogénico
destas substancias é variavel. O grupo de isoflavona (malonilgenistina,
malonildaidzina, genistina, daidzina, genisteina, daidzeina, acetildaidzina,
gliciteina, acetilgenistina e equol) tem maior atividade estrogénica e maior
afinidade pelos receptores. Um dos metoxi-derivados da isoflavona, chamado
de biochanina A, ndo se liga aos receptores de estrogénios mas tem efeito
estrogénico in vivo. A daidzeina e a formononetina tém maior afinidade pelos
receptores estrinicos do que os metoxi-derivados, mas ambos possuem efeito
estrogénico fraco in vivo (Knight, 1996 e Kim, 1996). A metilacdo poderia ser o
mecanismo pelo qual o efeito estrogénico da isoflavona é reduzido. A diferenca
existente entre a genisteina e a daidzeina se deve a presenga do grupo 5-
hidroxila de genisteina (Kwon, 1998 e Clarkson, 1995).

A terapia de reposicdo estrogénica diminui o risco de enfermidade
cardiovascular por varios fatores, como melhora no perfil lipidico (reduzir os
niveis circulantes de c-LDL e aumentar a concentragdo plasmatica de c-HDL)
modulacdo do funcionamento endotelial, sintese de prostaciclinas e Oxido
nitrico e diminuicdo da agregacéao plaquetaria e do fibrinogénio. Outras opcdes
alternativas aos estrogenos tem sido as isoflavonas genericamente conhecidas
como fitoestrogenos. Sua molécula tem uma estrutura semelhante ao 17-beta-
estradiol e é capaz de atuar sobre os receptores estrogénicos simulando
algumas das propriedades dos hormdnios femininos, incluindo a prevencao da
osteoporose e efeitos protetores cardiovasculares sobre o perfil lipidico.
Estudos sustentam que o consumo de soja permite a redugdo do colesterol
total, do c-LDL e dos triglicerideos. Todavia os mecanismos responsaveis por
esses eventos ainda nao foram elucidados, existindo, portanto varias hipéteses.
Uma dessas, propde que os fitoestrogenos estimulam a secre¢cdo de sais
biliares e em conseqléncia aumentam a taxa de excrecédo do colesterol. Outra
afirma que tais moléculas elevam as concentragdes de tiroxina livre, gerando

um leve hipertireoidismo. Ja outros autores propdem que os analogos vegetais
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favorecem o metabolismo de LDL e VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade) nos hepatdcitos.

Com relagao aos efeitos benéficos sobre a aterogénese, acredita-se que
uma dieta rica em isoflavonas torna as c-LDL(s) resistentes a peroxidagao,
tornando o consumo de soja um fator protetor contra a aterosclerose, por esses
fatores acima na matriz subendotelial. Sobre os efeitos vasculares, estudos tém
demonstrado que esses analogos estrogénicos atuam como bloqueadores dos
canais lentos de calcio produzindo uma vasodilatagdo arterial (Marques et al.,
Curso de Ciéncias Farmacéuticas — UNIFOR).

As propriedades estrogénicas e antiestrogénicas dos fitoestrogénios
decorrem da sua interagdo com os receptores de estrogénios. Os lignanos e as
isoflavonas tém atividade estrogénica fraca e, as vezes, antiestrogénica (como
o tamoxifeno) (Kondo, 1990 e Martin, 1978).

Estudos recentes tém assinalado efeitos benéficos dos fitoestrogénios na
prevencao de varias doencas crbnicas como os canceres de célon, mama e
prostata, e as doencgas cardiovasculares. Nas pacientes na pds-menopausa,
observou-se que sdo capazes de reduzir os sintomas e que poderiam prevenir
algumas doengas crdnicas que ocorrem no climatério, como a osteoporose
(Gennari, 1997 e Arjmandi, 1996).

Acredita-se que os fitoestrogénios produzem alguns dos efeitos do
estrogénio, porém, ndo seriam carcinogénicos. A genisteina funcionaria como
potente inibidor da oncogénese, pois inibe a tirosina quinase (PTK), o fator de
crescimento epidérmico (EGF-R), as DNA topoisomerases | e Il, a quinase
ribossémica S6, assim como a angiogénese e a diferenciagdo celular in vivo.
Além disso, inibiria a producado de radicais livres, modularia o ciclo celular e,
eventualmente, poderia precipitar a apoptose (Barnes, 1995). O efeito
estrogénico dos fitoestrogénios é mais facilmente observado nas mulheres do
sudeste asiatico, onde o consumo de isoflavona, presente na soja, é 20 vezes
maior do que na populacdo dos EUA, que consume mais produtos
industrializados a base de carne vermelha (Peterson, 1995).

Os beneficios que os fitoestrogénios proporcionam ao sistema
cardiovascular ja foram referidos por diversos autores que observaram que 0s
fitoestrogénios reduzem os niveis de LDL e a taxa total de colesterol sanguineo

tanto em animais quanto em humanos (Han et al., 2002). Em relacdo a esses
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achados, destaca-se que a incidéncia de coronariopatias na populagao
asiatica, comparada com a populagao dos EUA, é dez vezes menor (Clarkson,
1998).

Com o aumento da expectativa de vida das mulheres e, ao mesmo tempo,
com o crescimento dos fatores que agravam as doencgas cronicas, como fumo,
estresse, vida sedentaria e habito alimentar rico em gordura, entre outros, a
terapia de reposigdo hormonal nas mulheres na pdés-menopausa tem sido cada
vez mais indicada. A isoflavona poderia ser alternativa terapéutica neste
periodo da vida da mulher. O consumo diario de 45 a 100 mg de isoflavona,
que equivale a 60-100 g de soja, seria suficiente para se obter beneficios

(Fukutake, 1996), em especial para abolir os sintomas vasomotores.

2.2.6.2.4) Drogas que estimulam a formacgao 6ssea

2.2.6.2.4.1) Fluoreto

O fluor (fluoreto de sédio e monofluorofosfato) € um potente estimulador
da formacgao de osso trabecular. No entanto, a dose efetiva € muito proxima da
dose téxica e ha controvérsias a respeito da qualidade do osso formado, pois
pode haver formagao de osso fluorado, o que limita sua utilizacdo. Também
existem relatos de osteomalacia associada ao seu uso. Para minimizar os
efeitos citados acima, o fluor deve ser administrado associado ao calcio e a
vitamina D. Outros efeitos colaterais incluem nauseas, vomitos, epigastralgia,
diarréia, melena e artralgia. A dose recomendada € de 0,5 a 1 mg/kg/dia,
porém sao necessarios maiores estudos clinicos que comprovem sua eficacia
no modo regular (trés a quatro vezes por semana), no tratamento da
osteoporose. No Brasil, sua forma isolada n&do esta disponivel comercialmente,
podendo ser utilizado na forma de polivitaminicos (Szejnfeld, 1995; Pinto et al.,
2002).

O fluoreto de sddio € o unico composto com propriedade de estimular
osteoblastos, tanto em numero quanto em capacidade de formacdo de matriz
O6ssea. Os trabalhos experimentais e clinicos tém demonstrado que ocorre

aumento na densidade mineral 6ssea (DMO) em até 10% ao ano, e aos niveis
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pré-menopausa em 4 anos. Contudo, estudos publicados por Riggs et al. 1990,
e Kleerekoper et al. 1991, mostraram que esse aumento de DMO néo reflete
necessariamente aumento na forca do tecido 6sseo. Além disso, os indices de
fratura entre pacientes tratados com fluoreto ndo sao diferentes dos pacientes
do grupo controle. Todavia, esses trabalhos tém sido criticados devido as altas
doses de fluoreto administradas aos pacientes (em torno de 80mg/dia). Desde
1994, Pak et al., vém realizando ensaios clinicos utilizando monofluorofosfato
de sodio e citrato de calcio, com diminui¢cao nos indices de fratura e aumento
da DMO.

O fluoreto de sddio tem emprego tradicional no tratamento das caries
dentarias. A observacdo do aumento da densidade oOssea em pacientes
tratados com fluoreto despertou o interesse do seu emprego no tratamento da
osteoporose.

O exato mecanismo de acado do fluoreto de sodio ndo é bem
compreendido, sendo observado no entanto aumento do numero e da atividade
dos osteoblastos. Experiéncias "in vitro" sugerem uma acao direta do fluoreto
estimulando a proliferacdo dos precursores dos osteoblastos, sendo portanto

considerado um farmaco que estimula a formacao 6ssea (Baylink et al., 1983).

2.2.6.2.4.2) Paratohorménio

O PTH € um hormoénio polipeptidico com 84 aminoacidos sintetizado nas
glandulas paratiredides a partir de um precursor, o pré-pro-paratorménio, sendo
um dos responsaveis pelo controle da calcemia e o mais importante na
reqgulagao das alteragdes agudas das concentragdes extracelulares de calcio. A
sequéncia dos primeiros 34 aminoacidos na extremidade amino-terminal é
responsavel pela sua atividade biolégica. Além da molécula intacta do PTH,
sdo secretados fragmentos amino-terminais, carboxi-terminais e a sua porgao
média. O horménio intacto, biologicamente ativo, representa 5 a 30% da
concentrag&o plasmatica total do PTH (Potts, 2001).

As acdes do PTH no osso variam de acordo com as suas concentracoes
plasmaticas. Em niveis fisiolégicos, esse hormdnio tem um efeito dsseo

anabolico. A secrecgao intermitente do PTH associa-se com aumento do osso
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trabecular e cortical em ratas (Guiness-Hey & Hock, 1984) e com a
manutengédo e/ou aumento da massa Ossea trabecular em humanos (Rosen &
Donahue, 1996). Ja a sua secrecéo continua e/ou aumentada apresenta efeito
catabdlico, ocorrendo perda de massa Ossea como, por exemplo, pode ser
observado no hiperparatireoidismo primario sintomatico. No trato digestivo, o
PTH controla indiretamente a absorcéo intestinal de calcio e fésforo, através da
regulacédo da atividade da enzima 25(OH)D-1a-hidroxilase renal e consequente
sintese de 1,25(0OH)2D. As concentracbes de calcio ionizado no liquido
extracelular sdo os principais determinantes da secrecdo do PTH. Modificagdes
dos niveis séricos de calcio resultam em respostas rapidas da secre¢ao desse
hormonio (Brown et al., 1993).

O paratormbnio exerce potente efeito anabdlico no osso. Seu uso é
reservado para pacientes com severa osteoporose pos-menopausa com no

minimo duas fraturas vertebrais (Benhamou, 2006).

2.2.6.2.4.3) Agentes anabolizantes

Os agentes anabolizantes sdo compostos quimicamente relacionados aos
androgénios, diferenciando-se destes pelo poderoso efeito anabdlico protéico
em doses que tém pouco efeito androgénico, nao sendo no entanto possivel a
erradicacao desses efeitos androgénicos. Dentre os agentes anabolizantes, o
decanoato de nandrolona tem sido usado para o tratamento da osteoporose,
nas doses de 25 a 50 mg, por via intramuscular, a intervalos de 3 ou 4
semanas. Estudos prospectivos recentes tém demonstrado que pacientes com
osteoporose estabelecida tém obtido ganho de massa 6ssea. De outra parte,
observa-se aumento da massa muscular e redu¢do de massa gordurosa
(Johansen, 1989).
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2.2.6.2.5) Flavondides

Os flavondides sdo uma grande classe de compostos naturais
extensamente presentes no mundo vegetal, com mais de 6500 compostos
diferentes descritos (Harborne e Williams, 2000). No geral, estes compostos
possuem o esqueleto formado por um anel carbdnico e um anel aromatico
adicional unido na posicédo 2, 3 ou 4. Baseado na substituicdo em diferentes
posicdes e no status da oxidagdo do anel C, os flavondides podem ser
classificados em diversas subclasses incluindo as flavonas, os flavondis, as

flavononas, os flavandis, as isoflavonas e os chalconas (Fig 10).

Isoflavonas

Flavanonas

Chalconas Flavanois

Fig 9 - Estrutura quimica das classes de flavonéides

Os flavondides sao também um componente integral de nossa dieta

comum e sao particularmente abundantes nos vegetais, nas frutas e em
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bebidas derivadas de planta tais como o vinho e o cha. Os alimentos de soja
sao fontes ricas de genisteina, isoflavonas e daidzeina e cada grama do feijao
seco contém aproximadamente 1 mg destes compostos (Reinli e Block, 1996).

O cha verde e o vinho vermelho sdo ricos em catequinas incluindo a
epicatequina, 0 epigalocatequina, o0 epicatequina-3-galato e o
epigalocatequina-3-galato, e o indice destes compostos no cha verde podem
ser tdo elevados quanto 1000 mg/L (Lee et al., 1995). O consumo diario de
flavondides totais na dieta nos E.U.A. foi estimado em torno de 1 grama
(Kuhnau, 1976), mas € provavel que este valor seja uma superestimagéo e o
consumo real deve ser substancialmente mais baixo.

Na natureza, a maioria dos flavondides existem como glicosideos, mas as
agliconas também s&o geralmente absorvidas pelo trato gastrointestinal apos
sua ingestao devido a sua hidrofobicidade mais elevada. Os glicosideos
submetem-se a hidrolise pelas glicosidases presentes nas células da mucosa
gastrointestinal ou secretadas pela microflora colénica.

A informacao total, definitva a respeito da absorcédo dos flavondides e sua
biodisponibilidade requer uma investigacdo adicional. Os flavondides
submetem-se a extensiva glicuronidagdo e a sulfatagao intestinal e hepatica
(Chen et al., 2003; Liu e Hu, 2002) e as espécies quimicas predominantes
circulando in vivo apds uma dose oral sdo estes metabdlitos conjugados. As
concentragdes do composto primario na circulagao sistémica estdo geralmente
abaixo da escala micromolar, mas sua presenga € persistente, provavelmente
devido a reciclagem entero-hepatica dos metabdlitos conjugados (Setchell et
al., 2001; Walle et al., 2001). Entretanto, quando uma dose alta € dada via
intravenosa, driblando o metabolismo de primeira passagem, as concentragdes
no plasma dos compostos primarios poderiam alcancar mais de 100 uM (Ferry
et al.,, 1996). O metabolismo dos flavonodides pelo citocromo P450 foi
observado em estudos de biotransformacao in vitro usando microssomos do
figado de rato e do ser humano (Hu et al., 2003; Nielsen et o al., 1998), mas
seu significado in vivo ainda €, em geral, desconhecido.

Nos ultimos anos tem ressurgido o interesse cientifico nos flavondides
com mais de 2000 publicacbes por o ano que contém "flavonodides" como uma
palavra chave. Isto € devido a associagao destes compostos com uma larga

escala de efeitos de promog¢ao da saude. Numerosos estudos indicaram que os
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flavondides tém atividades anti-oxidante, anti-carcinogénica, anti-viral, anti-
inflamatdria e anti-estrogénica ou estrogénica (Havsteen, 2002; Middleton et
al., 2000). A elevada ingestdo dos flavonoides foi ligada ao risco reduzido de
cancer, de doencas cardiovasculares, de osteoporose e de outras doencas
degenerativas relacionadas com a idade (Havsteen, 2002; Hertog et al., 1993;
Huxley e Neil, 2003; Keli et al., 1996; Lee et al., 1991; Middleton et al., 2000;
Potter et al., 1998). Por exemplo, muito do interesse nos flavondides tem sido
focalizado recentemente em suas propriedades anti-cancerigenas.

Os estudos epidemioldgicos sugeriram uma associagao entre a ingestao
de flavondides e um reduzido risco de determinados tipos de cancer. A baixa
taxa de incidéncia e de mortalidade de cancer de mama observados em
mulheres japonesas e em mulheres da origem japonesa que vivem no Havai foi
atribuida ao elevado consumo de soja na dieta; os produtos de soja contém
isoflavondides (Messina et al., 1994). Adicionalmente, um risco reduzido da
incidéncia do céncer de mama foi associado também com uma ingestéo
elevada de daidzeina e de genisteina em um estudo alem&o de casos-controle
(Linseisen et al., 2004). Nos estudos com animais, a administracdo dos
flavondides vem mostrando a prevencao do desenvolvimento e o crescimento
dos varios tipos de carcinomas induzidos por produtos quimicos e de tumores
transplantados (Buchler et al., 2003; Kohno et al., 2002; Rice et al., 2002). Os
mecanismos propostos para estes efeitos da prevengcdo do cancer sao
multifatoriais, incluindo suas atividades anti-oxidante, seus efeitos nos
caminhos de transdugdo dos sinais envolvidos na proliferagdo e na
angiogénese da célula, assim como a modulagc&o da sua atividade aromatase,
a enzima-chave envolvida na biossintese do estrogénio e as enzimas
requeridas para a ativagdo metabdlica dos pro-carcinogenes e a detoxificacéo
de carcinogenes (Kellis e Vickery, 1984; Middleton et al., 2000).

Flavondides sintéticos derivados, flavona acido acético e flavopiridol,
foram avaliados em experimentacdes clinicas da fase Il para suas atividades
anti-cancerigenas (Aklilu et al., 2003; Siegenthaler et al., 1992). Além da sua
variedade de atividades promotoras da saude, os flavondides tém pouca
toxicidade e uma longa histéria na alimentagdo humana (Middleton et al.,
2000). As doses muito grandes destes compostos (até 500 mg/kg) foram

administradas aos animais, com quase nenhuma toxicidade relatada, devido a
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sua larga escala de atividades benéficas a saude e de seus registros notaveis
de seguranga. Além disso, devido a um aumentado interesse publico na
medicina alternativa e prevencado de doenca, o uso de preparagdes naturais
para a manutencdao da saude tornou-se mais popular, e estimou-se que os
produtos naturais s&o ingeridos por aproximadamente 10% ou mais da
populagdo geral e por 30-70% dos individuos com estados especificos da
doenga (Duggan et al., 2001; Ni et al., 2002). Assim, o consumo de grandes
doses dos flavondides €& freqluente, aumentando o risco de interacdes
farmacocinéticas mediadas por flavondides com a medicagao convencional.
Este problema é relevante, porque ha crescentes evidéncias indicando que
interagdes entre produtos contendo flavondides e drogas convencionais podem
ocorrer. Por o exemplo, a co-administracido do suco de uva, que contém uma
grande quantidade do flavondide nariginina, aumentou significativamente a
biodisponibilidade oral da felodipina (Bailey et al., 1993), da nimodipina (Fuhr et
al., 1998), da ciclosporina (Ducharme et al., 1995) e do saquinavir
(Kupferschmidt et al., 1998), e diminuiu a biodisponibilidade oral do
fexofenadine (Dresser et al., 2002) em avaliagdo com humanos. Considerando
esta evidéncia de interagdes flavonoide-droga nos estudos clinicos e animais, a
presenca da quantidade de flavondide frequentemente elevada em
suplementos dietéticos, e a popularidade crescente de muitos produtos naturais
contendo flavonoides, que nao requerem a aprovacdo do FDA nos Estados
Unidos para o marketing, uma avaliagao cuidadosa da interacao de flavondides
geralmente ingeridos com os mecanismos moleculares que determinam a
disposigdo da droga incluindo a absorgao, a distribuicdo, o metabolismo e a
eliminagdo tornam-se importantes. Conseqlentemente, compreender a
interacdo dos flavondides com os transportadores da droga ajudar-nos-a
compreender e predizer potenciais interagdes flavonoides-droga (Morris &
Zhang, 2006).

Para exercer suas fungdes biolégicas, agentes xenobidticos e
endobidticos devem passar através dos varios sistemas biolégicos de
membrana para serem absorvidos, distribuidos, metabolizados e eliminados,
assim como para ligar a seus receptores intracelular e a enzimas. O sistema
biolégico de membrana é um sistema de bicamada lipidica que contém

numerosas proteinas, incluindo muitos transportadores. Assim, as atividades
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destes transportadores sdo importantes para a farmacocinética e
farmacodindmica de muitas drogas importantes, especialmente aqueles
compostos hidrofilicos. Consequientemente, compreender a interacido dos
flavondides com estes transportadores ajudar-nos-a compreender e predizer
interacdes potenciais de flavonodides-drogas (Morris & Zhang, 2006).

Um grupo de transportadores chamados de ABC (ATP-binding cassette)
incluindo a glicoproteina-P, proteinas associadas a resisténcia de multidrogas
(MRPs) e a proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP), atraiu atencéo
especial por causa de sua participacado no desenvolvimento da resisténcia a
multidrogas (MDR) (Litman et al.,, 2001) e sua importancia demonstrada na
farmacocinética e farmacodindmica. A glicoproteina-P, MRPs e BCRP sao
todos transportadores de efluxo de membrana, bombeando seus substratos
para fora das células usando a energia derivada da hidrélise do ATP (Litman et
al., 2001).

MRP1 é um transportador aniénico organico e transporta conjugados
anibnicos e de compostos lipofilicos incluindo a glutationa, glicuronideos e
conjugados sulfatados (Konig et al., 1999) para fora das células, usando a
energia derivada da hidrolise do ATP. Alguns cations, compostos anfifilicos ou
neutros, tais como os agentes anti-cancer, antraciclinas, etoposideos e
alcaloides da Vinca rosea tém sido transportados por MPR1 (Cole et al., 1994).
MPR1 tem ampla distribuicdo nos tecidos o que indica que MRP1 pode limitar a
distribuicao de seus substratos em varios tecidos e desta maneira, serve como
uma fungdo protetora nos tecidos (Leslie et al., 2001a). Certamente, animais
experimentais sem MPR1 funcionais podem apresentar citoxicidade aumentada
do tecido ésseo e outros tecidos (Johnson et al., 2001).

Muitos flavondides agliconas incluindo morina, silimarina, crisina,
kaempferol, narigenina, miricetina, galangina, baicaleina, luteolina, robinetina,
diosmetina, crisoeriol, tamarixetina e isoramnetina podem inibir o transporte
mediado MRP1 em varios graus (Leslie et al., 2001b). Os flavondides
glicosilados genistina e naringina exercem baixo efeito inibitério sobre MRP1
(Leslie et al., 2001b).

Alguns flavondides, tais como quercetina, miricetina, apigenina e
naringenina, tem sido pesquisados por estimular o transporte de GSH por
MRP1 (Leslie et al., 2003, 2001b); consequentemente, a deplegdo de GSH
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celular (um cofator para o transporte de agentes quimioterapéuticos mediados
por MRP1), pode também representar um mecanismo potencial para a inibicao
MRP1 por estes compostos.

Flavondides glicuronados e sulfatados podem ser bons substratos para
MRP1, podem também inibir MRP1, e ainda alterar a distribuicdo de substratos
para MRP1, seguido da ingesta de altas doses de flavonoides (Morris e Zhang,
2006).

Existem também as MRP2 que podem interagir com flavondides e se
localizam na membrana apical de células polarizadas tais como hepatdcitos,
células epiteliais intestinais e células tubulares proximais renais (Buchler et al).
A perda de MRP2 nos seres humanos é associada com a sindrome de Dubin-
Johnson, caracterizada por excrecao biliar imperfeita de glicuronideos da
bilirrubina e de outros conjugados aniénicos (Kajihara et al). MRP2 também
contribui para a fungdo da barreira hemato-encefalica (Potschka et al., 2003).
Somente dois flavonoides (miricetina e robinetina) inibiram MRP2 (Tabela 2).
Os mecanismos para a interagcdo flavondide-MRP2 n&o foram estudados
extensivamente, mas podem ser similares aqueles para a interacao flavonoide-
MRP1 (van Zanden et al., 2005).
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Tabela 2 - Porcentagem de inibicdo de MRP1 e MRP2, mediadores do
transporte de calcio pelos flavondides (25 pM), e determinagao dos
valores de IC5o para inibicado de MRP1 e MRP2. (Morris e Zhang, 2006).

MRP1 MRP2
Inibigdo a I1Csp (UM) Inibicdo a | ICsp (UM)
25 uM (%) 25 uM (%)

Flavona 36 >50 5 >50
3-Hidroxiflavona 3 >50 2 >50
3’-Hidroxiflavona 13 >50 0 >50
4’-Hidroxiflavona 15 >50 1 >50

Crisina 10 >50 2 >50

3,3’-Dihidroxiflavona 4 >50 1 >50
3,4’-Dihidroxiflavona 57 24,4 +£4,1 16 >50
Galangina 43 353+7,3 0 >50
Baicaleina 48 30,9+ 4,4 28 >50
Apigenina 47 35,1+9,6 2 >50
Naringenina 2 >50 0 >50
3,3’,4’-Trihidroxiflavona 26 >50 17 >50
Kaempferol 72 19,4 + 3,6 2 >50
Fisetina 2 >50 1 >50
Luteolina 53 22,4+438 17 >50
Eriodictiol 31 >50 13 >50
Morina 30 49,0+ 7,6 8 >50
Quercetina 63 21,8 £3,5 5 >50
Taxifolina 8 >50 3 >50
Catequina 15 >50 0 >50
Robinetina 75 13,6 £3,9 76 15,0+3,5
Miricetina 63 20,2 +43 68 222+39
Acacetina 18 >50 1 >50
Kaempferida 40 >50 2 >50
5,7,3’,4’-Tetrametoxiflavona 76 79+1,5 20 >50
Diosmetina 84 2,7+0,6 17 >50
Crisoeriol 85 4,0+0,7 31 >50
Tamarixetina 68 74+34 8 >50
Isoramnetina 60 14,3 £2.8 10 >50

Flavondides também podem se ligar a BCRP que é um transportador de

efluxo de membrana recentemente clonado (Miyake et al., 1999). Tém como

substratos agentes anti-cancer tais como etoposideos e teniposideos,

canfotecinas, topotecano, zidovudina entre outros (Wang et al., 2003).

A inibicdo de BCRP por flavondides € mediada provavelmente muito mais

pelos compostos originais em vez de seus metabdlitos tais como glicuronideos

e conjugados sulfatados (Imai et al., 2004). A importancia desta familia de
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transportadores é limitar a biodisponibilidade oral e a distribuicdo e também
facilitar a excregao renal destas substancias (flavondides). Plantas medicinais
contendo varios flavondides podem potencializar este efeito. Muitas pesquisas
serdo necessarias com estes transportadores para avaliar o potencial clinico de
interacdes flavonodides-drogas.

Entre os flavonadides, a ipriflavona parece ter indicacdo no tratamento da
osteoporose. Seu exato mecanismo ainda n&o €& conhecido. Apresenta
atividade estrogénica, podendo dessa forma, atuar no metabolismo 6sseo ou
propiciar aumento da agao dos préprios estrogénios. Nao se tem ao certo o seu
principal foco de atuagao, sendo identificadas ag¢des tanto em osteoblastos
quanto em osteoclastos. Sdo necessarias novas investigagbes para um melhor
conhecimento do seu mecanismo de acdo e estudos prospectivos para

comprovacgao de sua eficacia (Fernandes et al., 1996).

2.2.6.2.5.1) Efeitos de flavonéides no metabolismo 6sseo

Os flavonoides compdem ampla classe de substancias de origem natural,
cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, possuem uma série de
propriedades farmacologicas que os fazem atuar sobre os sistemas bioldgicos
(Peterson, Dwyer, 1998).

As isoflavonas (genisteina e daidzeina), encontradas na soja, tém
significantes efeitos na saude O&ssea entre mulheres pds-menopausa,
juntamente com alguns efeitos hormonais (Giada, 2006).

Verificou-se que flavondides previnem a perda de massa Ossea em
pacientes osteoporoticos e provoca “decréscimo do turnover” ésseo provocado
por hipogonadismo (Gambacciany, 1994). Efeitos favoraveis a remodelacéo
O0ssea com diferenciacdo dos osteoblastos foi demonstrado por Katai et al.
(1992) e Cheng et al.(1994), e inibicdo da reabsorgdo éssea também foi
observado (Notoya et al., 1993). O mecanismo envolvido na acdo modulatéria
em células do tecido 6sseo parece ter atividade antirreabsortiva (Azria et al.,
1993).
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Os efeitos hormonais das isoflavonas, aliados a baixa incidéncia de
osteoporose em mulheres asiaticas, propiciaram a investigacdo da acéo
dessas substancias sobre o tecido 6sseo (Cooper, Campion e Melton, 1992).

Estudos usando roedores ovariectomizados tém mostrado que as
isoflavonas, isoladas ou associadas a proteina de soja, reduzem a perda e
massa 0ssea que ocorre apos a ovariectomia (Arjmandi et al., 1998b; Picherit
et al.,, 2001a). Similarmente, ensaios em humanos tém registrado que as
isoflavonas, isoladas ou associadas a proteina, atenuam a perda éssea que
ocorre durante e depois da menopausa (Alekel et al., 2000; Morabito et al.,
2002).

Em geral, tanto evidéncias epidemiolégicas como clinicas apontam para
uma relacdo positiva entre o consumo de isoflavonas e a densidade mineral
Ossea. Estudos realizados em ratas ovariectomizadas mostraram que as
isoflavonas diminuiram a excrec¢ao urinaria de deoxipiridinolina (Dpd), marcador
especifico para reabsorgédo 0ssea (Picherit et al., 2001a; Picherit et al., 2001b).
Similarmente, Horiuchi et al. (2000) mostraram que o consumo de proteina de
soja por mulheres japonesas na pdésmenopausa foi associado com a
diminuigao da excrecao de Dpd.

Estudos in vitro revelaram que a genisteina inibe a reabsorgdo déssea
mediante inibicdo da formacéo e diferenciagcdo de células osteoclastos like,
provenientes da medula 6ssea, e pela indugao da apoptose de osteoclastos
maduros (Yamaguchi e Gao, 1997; Gao e Yamaguchi, 1999). O efeito
da proteina tirosina quinase e ativagcado da proteina tirosina fosfatase (Gao e
Yamaguchi, 2000).

Em relacdo a formagao 6ssea, varios estudos in vitro tém evidenciado o
efeito estimulatério da genisteina sobre a formagéo e mineralizagdo em sistema
de cultura de células (Yamaguchi e Gao, 1997; Yamaguchi e Gao, 1998).
Esses estudos mostraram que os efeitos sdo parcialmente mediados pela
ligagdo da genisteina aos receptores estrogénicos e pela sintese de
componentes protéicos nos osteoblastos. Além disso, a soja e suas isoflavonas
promovem a producgdo do fator de crescimento (insulin like growth factor | —
fator de crescimento ligado a insulina) IGF-I (Arjmandi et al., 1998a), que

aumenta a atividade osteoblastica em humanos e correlaciona-se
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positivamente com a massa 6ssea em mulheres na pré (Romagnoli et al.,
1993) e posmenopausa (Boonen et al., 1996). No entanto, essas observacdes
indiretas devem ser confirmadas mediante modelos in vivo e in vitro incluindo
estudos de longo prazo. Usando o modelo de osteopenia, a proteina de soja
aumentou a expressdo do gene para IGF-l indicado pelos altos niveis de
RNAm femoral. Nesse estudo, a incorporagdo da proteina de soja ao conteudo
normal de isoflavonas (2,3 mg/g de proteina) exerceu maior efeito sobre o
RNAm femoral de IGF-Il. Esses resultados indicam que as isoflavonas devem
influenciar o aumento da sintese de IGF-I. Similarmente, foi observado que a
suplementagcao com proteina de soja aumentou os niveis séricos de IGF-I,
confirmando os resultados em animais (Arjmandl et al., 2000).

Daidizeina é uma das isoflavonas mais abundantes na soja e € a Unica
que pode ser metabolizada ao equol, um composto com maior atividade
estrogénica que as outras isoflavonas. Fonseca & Ward 2004, determinaram os
efeitos da daidzeina purificada em combinagdo com o calcio elevado (Ca) em
preservar o fémur e as vértebras lombares (LV1-LV4), a densidade mineral
o0ssea (DMO) e a forga biomecanica do osso em trés locais diferentes (ponto
médio do fémur, trocanter do fémur e LV3) em ratas ovariectomizadas. As ratas
(SH) laparotomizadas bilateralmente (n = 12) receberam a dieta do controle
(AIN93G) que contém 2g Cal/kg, a dieta das ratas ovariectomizadas (OVX)
foram randomizadas em grupos de 1 a 6 (n = 12): OVX (2g Ca/kg), HCa (259
Cal/kg), HD (2g Ca + 200mg daidzeina/kg), HDCa (25g Ca + 200mg
daidzeina/kg), LD (2g Ca + 100mg daidzeina/kg) ou LDCa (25g Ca +100mg
daidzeina/kg) por 12 semanas. HDCa preservou o fémur e as vértebras, a
densidade mineral 6ssea e a forga biomecéanica do osso (em todos os trés
locais) comparada ao grupo de OVX, entretanto, somente no ponto médio a
forga foi preservada a um nivel que fosse maior que o tratamento com Hca. Os
grupos tratados com HD tiveram um maior aumento da densidade mineral
O0ssea quando comparados ao grupo ovariectomizados, entretanto, a daidzeina

sozinha (HD) nao pareceu preservar o 0sso trabecular (Tabela 3).
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Tabela 3 — Area do fémur, conteido mineral 6sseo, densidade

mineral éssea e propriedades do ponto médio do fémur (Fonseca & Ward

2004).
SH ovX Hca HD HDCa LD LDCa
Area (cm®) 0.43+0.01 0.44+ 0.0 0.48+0.01 0.45+0.0 0.46+0.01 0.44+0.0 | 0.46+0.01
Contelido 27.4+0.4 23.6+0.6 28.8+0.5 25.6+0.4 28.3+0.5 24.6+0.6 28.3+0.6
mineral 6sseo
(mg)
Densidade 64.2+1.3 53.8+0.5 60.6+0.8 57.2+0.5 61.5+0.8 55.8+0.8 61.0+0.7
mineral 6ssea
(mg/ cm?)
Ponto médio SH ovX Hca HD HDCa LD LDCa
do fémur
Carga de 14.4+0.3 12.4+0.7 13.9+0.4 12.6+£0.4 14.4+0.3 12.5+0.4 14.2+0.6
rendimento
(N)
Capacidade 5.99+0.28 | 5.17+0.55 5.68+0.20 5.25+0.23 6.02+0.23 | 5.85+0.66 | 6.15+0.41
de
recuperagao
(Ix10™)
Pico de carga | 21.8+0.8 18.1+0.6 21.8+0.8 19.8+0.7 22.1+0.5 17.9+0.7 22.310.9
(N)
Forca (Jx10'3) 3.63+0.46 | 3.23+0.89 3.79+0.42 2.95+0.37 4.56+0.86 | 2.03+0.23 | 4.04+0.57
Rigidez 19015 16215 184+7 16445 18415 16045 18216
(N/mm)

Grupos: SH-laparotomizadas bilateralmente; OVX-ovariectomizadas (2g Ca/kg), HCa (25g
Ca/kg), HD (2g Ca + 200mg daidzeina/kg), HDCa (25¢g Ca + 200mg daidzeina/kg), LD (2g Ca +
100mg daidzeina/kg) ou LDCa (25g Ca +100mg daidzeina/kg).

Tanto a daidzeina quanto o Ca atenuaram o aumento sérico de IL-1f3

observado no grupo de OVX (Tabela 4). Os resultados deste estudo sugerem

que a combinacgao da daidzeina e do Ca elevado afetam favoravelmente o osso

cortical e trabecular como indicado pela densidade mineral 6ssea do fémur, das

vértebras lombares e da forca biomecanica 6ssea, mas muito deste efeito pode

estar mediado pela dieta elevada do Ca (Fonseca & Ward 2004).
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Tabela 4 - Concentragcao sérica de algumas citocinas pro-

inflamatorias (Fonseca & Ward 2004).

SH OVX HCa HD HD(Ca LD LDCa
IL-6 (pg/ml) 1871 £ 130 2329 + 169 2077 + 224 1946 + 295 2362 + 279 2641 + 25 3022 + 3.14
TNF-a {pg/ml) 512 + 135 13.74 + 45° 2395 + 736 1322 + 293 1124 + 186 1367 + 531 13.04 + 348
IL-1( (pg/ml) 160 + 042° 712 £ 225° 174 + 067 0.87 + 0.44° 139 + 057 249 + 09%° 331 + 1.08°

Valores indicados por letras diferentes séo estatisticamente diferentes (P<0,005).

Grupos: SH-laparotomizadas bilateralmente; OVX-ovariectomizadas (2g Ca/kg), HCa (25g
Cal/kg), HD (2g Ca + 200mg daidzeina/kg), HDCa (25g Ca + 200mg daidzeina/kg), LD (2g Ca +
100mg daidzeina/kg) ou LDCa (25g Ca +100mg daidzeina/kg).

2.2.6.2.5.2) Crisina

O flavondide crisina (Fig.11), presente em niveis elevados no mel e na
propolis (Siess et a.l, 1996), tem sido mostrado recentemente como um potente
inibidor da ativacdo do virus da imunodeficiéncia humana nos modelos de
infeccao latente (Critchfield et al., 1996). O alvo deste efeito parece ser a

caseina quinase Il (Critchfield et al., 1997).

OH O

Fig 10 - Estrutura quimica da crisina (5,7-dihidroxiflavona)

Crisina tem sido apontada também como um potente inibidor de enzimas
que participam do metabolismo de drogas, incluindo CYP1A1 (Tsyrlov et al.,
1994) e a fenolsulfotransferase (Walle et al., 1995), ambas envolvidas na
bioativagdo da carcinogénese. No entanto, se os efeitos in vitro podem ser
extrapolados in vivo € desconhecido, assim como a disponibilidade sistémica
da crisina apo6s sua ingestdo oral também nado foi investigada. Crisina,
entretanto, pode submeter-se a transformacdo metabdlica e ser metabolizada
extensivamente pelos microssomas do figado de ratos (Nielsen et al., 1998).

Os produtos resultantes foram compostos mono e dihidroxilados de crisina.
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Embora a crisina pareca ter propriedades favoraveis ao transporte através da
membrana, sua absor¢cdo pode ainda ser seriamente limitada pelo eficiente
metabolismo de conjugacgéo que ocorre nas células epiteliais intestinais.

Os efeitos dos flavondides no sistema nervoso central foram considerados
somente nestes ultimos 10 anos. Estudos realizados por Medina et al., 1989
demonstraram a capacidade de alguns flavonoides ligar a receptores centrais
do tipo benzodiazepinico (BZD). Substéncias tais como o equol (Luk et al.,
1983) e amentoflavona (Nielsen et al., 1988) foram consideradas como ligantes
seletivos para os receptores de BZD em experimentos in vitro, mas mostraram
ser inativos in vivo. Outros compostos naturais tais como a crisina e apigenina
exibiram efeitos excitatérios afetando o relaxamento muscular, a sedacéo e a

locomogéao quando injetados nos ratos (Viola, 1995).

2.2.6.2.5.3) Camellia sinensis (Cha-verde)

Camelia sinensis (L) O. Kuntze é uma planta da familia Theaceae,
conhecida popularmente por cha verde, cha da india ou “green tea”. Suas
folnas possuem cerca de 30% compostos polifendlicos, principalmente -(-
)epicatequinas, cuja principal propriedade terapéutica € a de antioxidante
(SImdes et al, 2004). Esta planta tém sido muito usada em formulagdes

magistrais e em produtos fitoterapicos importados.

OH
oH
OO
oH
OH
Fig 11 - a) Aspecto geral da arvore do cha verde. b) (-)Epicatequina

Embora seja uma planta muito utilizada atualmente, a Farmacopéia
Brasileira (2000), Farmacopéia Americana - USP 28 (2005), British
Pharmacopea (2000) e European Pharmacopoea (2001) ndo contém

monografia sobre esta planta.
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O cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo todo. Anteriormente,
seu consumo concentrava-se em paises da Asia e Europa, panorama que vem
mudando ao longo dos ultimos anos. O cha verde consiste em uma bebida de
sabor agradavel, preparada a partir da infusdo de folhas de Camellia sinensis,
pertencente a familia Theaceae (Linnaeus). O processo de manufaturagao do
cha verde envolve o aquecimento de folhas colhidas frescas, a fim de promover
a inativacdo de enzimas cataliticas. Desta forma, previne-se a fermentacao
(oxidagao) do cha, obtendo-se um produto seco e estavel (Balentine, 1992; Frei
& Higdon, 2003). A fermentagao parcial ou total das folhas de Camellia sinensis
resulta em dois outros tipos de cha, o oolong e o cha preto, respectivamente
(Balentine, 1992).

O crescente interesse pela bebida deve-se grandemente a estudos que a
mostram como fonte de flavondides e a relagao inversa entre seu consumo e o
risco de doengas degenerativas como cancer e doengas do coragao. Diversos
artigos, mostram o grande numero de trabalhos abordando o assunto, embora
as evidéncias sejam consideradas ainda inconclusivas (Matsubara et al., 2006).
O impacto que a ingestdo excessiva de flavondides gera sobre a saude foi
também revisado (Skibola et al., 2000), abordando principalmente a agao dos
suplementos alimentares.

A composicao quimica do cha verde inclui diversas classes de compostos
fendlicos, tais como flavandis, flavondis e acidos fendlicos, além de cafeina,
pigmentos, carboidratos, aminoacidos e outras substancias (Lunder, 1992;
Hong et al., 2001). Os principais flavanois presentes no cha verde s&o os
mondmeros de catequinas. As catequinas pertencem a um grupo de polifendis
encontrados nas folhas de Camellia sinensis, matéria-prima para a produgao
de chas verde e preto. O cha verde propriamente dito é feito de folhas mais
novas e tenras. As catequinas do cha verde incluem, por exemplo, a catequina
(C), a galocatequina (GC), a epicatequina (EC), a epigalocatequina (EGC), a
epicatequina galato (ECG) e a epigalocatequina galato (EGCG) (Lunder, 1992;
Balentine, 1992) (Figura 13).
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(+)-Catequina OH H H Teaflavina 3-galato galato OH
(-)-Epigalocatequina H OH OH Teaflavina OH OH
(-}-Epigalocatequina galato H galato OH Teaflavina 3'-galato OH galato
(-)-Epicatequina H OH H Teaflavina 3-3'-digalato galato galato
(-)-Epicatequina galato H galata H

Fig 12 - Estrutura das catequinas e teaflavinas (Lunder, 1992; Balentine,
1992).

A EGCG corresponde a mais abundante catequina do cha verde (50-60%)
(Lunder, 1992). O teor de catequina no vegetal depende de alguns fatores
externos tais como a forma do processamento das folhas antes da secagem, a
localizagdo geografica do plantio e as condi¢des de cultivo (Mckay et al., 2002).
A diferenca da matéria-prima reflete-se no sabor, cor e, possivelmente, nos
teores de catequinas. O cha verde € uma infusdo de folhas apenas secas,
enquanto que o cha preto provém de folhas processadas. No processamento,
as catequinas das folhas sofrem oxidacdo, o que é muito importante para o
desenvolvimento de cor e sabor da bebida. A oxidagao é enzimatica por acao
da polifenoloxidase presente nos vacuolos das células. Para a enzima ser
liberada destes vacuolos, as folhas secas sao trituradas e deixadas expostas
ao oxigénio do ar (Takeo, 1992).

Yao et al. 2004, analisaram por HPLC os flavondis e os acidos fendlicos
em folhas frescas de Camellia sinensis crescida na Australia. A tabela 5 mostra
os tempos da retencdo, os dados espectrais e as identidades para os picos

observados no cromatograma.

79



Tabela 5 - Tempos de retengcao e identidade dos picos observados no

cromatograma (Yao et al., 2004).

Pico

O 0 9| N »| B~ W N~

—_ =
—_ O

12
13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23

24

Tempo
(min)
2.43
3.09
4.53
4.97
5.60
6.30
7.58
8.28
9.14
10.48
11.78

12.50
13.42

15.71
16.00

18.06

18.77

20.67

21.75
22.75

23.76
27.44
28.57

29.31

Pico maximo
(nm)
236,271
232,273
233,272
235, 289sh,323
234,275
235.5,269
233,263
234,283, 325
235, 301sh, 325
234,270
236,272

234,277
234,310

232.5,276
235,273

257, 306sh, 354

237,275

234,275.5

233,277
255, 265sh, 353

254, 262sh,
3525
266, 346
264, 346

233,278

“Bradfield and Penny (1948)
®Roberts and Williams (1958)
‘Bailey et al. (1990)

4 Coxon et al. (1972)

“Mabry et al. (1970)
fCartwright ad Roberts (1954a, 1954b)

Identidade

Teogalino

Acido galico

Teobromina
Acido isoclorogénico
Galocatequina (GC)

Epigalocatequina (EGC)
Catequina (C)
Acido p-coumarilquininico
Acido clorogénico
Cafeina

Epigalocatequina galato
(EGCQ)
Epicatequina (EC)
Acido p-coumarico
Acido 3-(p-
hidroxifenilpropionico)
(3PA)

Galocatequina galato
(GCG)

Quercetina 3-
ramnosilglucosideo (Q3RG)
Epigalocatequina 3,5-
digalato (EGCDG)
Epicatequina galato (ECG)
Catequina galato (CG)
Quercetina 3-glucosideo

(Q3G)
Quercetina glicosideo (QG)

Kaempferol 3-
ramnosilglucosideo (K3RG)

Kaempferol glicosideo
(KG)
Epicatequina 3,5-digalato
(ECDQG)

Pico maximo (nm) na literatura

276°,226.5°, 2745, 275"
2722 273°,226.5°,270.5°
2265°,272.5¢
296.5,324.5°
271%

2717 272°
2807
313°,228.5°3105%,314°¢
292.5°3205°¢
226.5°,272.5°¢

275 279.5%,277°,226.5°,
2745 °¢

2807

256.5°, 2645 3525 259°,

266 1 359 ¢

283 ¢

280%226.5¢,276.5,279 ¢4

256.5°, 2647, 354.5°,257°,
269™¢ 362°¢

256.5°, 2641 3525
264.5°,3445°
264.5°,3445°

282 ¢
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As catequinas sao compostos incolores, hidrossoluveis, que contribuem
para o amargor e a adstringéncia do cha verde (Balentine et al., 1997). As
teaflavinas sdo compostos responsaveis por parte da cor (alaranjada) e sabor
(adstringéncia) da infusdo (Collier et al., 1973) de cha preto. Como esperado,
os chas verdes nao apresentaram teaflavinas. Em compensacao, os chas
pretos contém menos catequinas, indicando a transformacado destas em
teaflavinas por condensagéo. As estruturas destes dois grupos de compostos
estdo representadas na Figura 13 (Matsubara et al., 2006).

A atividade antioxidante das catequinas pode prevenir a citotoxicidade
induzida pelo estresse oxidativo em diferentes tecidos (Skrzydlewska et al.,
2002; Asfar et al., 2003; Rah et al., 2005). As propriedades antioxidantes do
cha verde tém sido apontadas como o principal fator contribuinte na prevencéao
e/ou no tratamento de diversas doengas crénico-degenerativas incluindo o
cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e outras (Miura et al., 2001; Hong
et al., 2001; Song et al., 2002).

Estudos em animais e em seres humanos revelaram que o consumo de
cha verde pode elevar a capacidade antioxidante no plasma (Leenen et al.,
2000; Sung et al., 2000; Skrzydlewska et al., 2002). As catequinas do cha
verde tém sido descritas como eficazes neutralizadores de diferentes espécies
reativas tais como o superdxido, hidroxila, peréxido de hidrogénio, oxigénio
singlete, oxido nitrico e peroxinitrito (Guo et al., 1999; Nanjo et al., 1999;
Valentao et al., 2003; Rah et al., 2005; Bixby et al., 2005). Além disso, estes
flavanois também sdo capazes de interromper a peroxidacdo de lipideos e
atenuar o consumo de vitamina E (Salah et al., 1995; Guo et al., 1999; Miura et
al., 2001).

Estudos in vitro encontram-se bem avangados, mostrando possiveis
mecanismos de agao contra o cancer, em todas as etapas do desenvolvimento
da doenga: iniciagdo, promogéo e propagacao (Dreosti, 1996). Varios destes
trabalhos utilizaram extratos de chas, mas atribuiram o efeito protetor as
catequinas e teaflavinas. Em ratos, os estudos com epigalocatequina galato
sao predominantes, possivelmente pelo seu teor maior dentre as catequinas
em cha verde. Este composto impediu o crescimento de tumores de figado
(Nishida et al.,1994) e intestino (Fujita et al., 1989).
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Ha evidéncias de que as catequinas do cha verde podem exercer efeitos
modulatérios na atividade das enzimas glutationa peroxidase e glutationa
redutase, o que pode estar associado ao aumento da expressdo de enzimas
detoxificadoras induzido por flavondides (Canivenclavier et al., 1996). Estes
resultados sugerem, portanto, que a atividade antioxidante dos flavondides do
cha verde, além de ocorrer diretamente, por meio da neutralizacdo de espécies
reativas, pode se processar através de mecanismos indiretos, como, por
exemplo, a preservagdo e modulagdo de enzimas antioxidantes (Skrzydlewska
et al., 2002). Além disso, existem relatos de que os polifendis do cha verde
podem inibir a atividade de enzimas envolvidas com a produ¢do de EROs,
como, por exemplo, a ciclooxigenase-2, a lipooxigenase e a xantina oxidase
(Aucamp et al., 1997; Hong et al., 2001). A EGCG apresentou-se como 0 mais
potente inibidor da xantina oxidase, em comparagao com outras catequinas
(ECG, EGC, EC e C) (Aucamp et al., 1997).

Estudos em animais ou em seres humanos revelaram que, apos o
consumo de cha verde, as principais catequinas detectadas no plasma incluem
a EGC, a EC, a EGCG, a ECG, além de seus metabdlitos. O tempo necessario
para que as formas livres de catequinas atinjam a concentragdo maxima no
plasma varia de 1,3 — 2 h (Chen, 1997; Lee et al., 2002b). Embora a EGCG
seja o flavanol mais abundante no cha verde, a sua taxa de absorgédo e a
concentracdo maxima no plasma, apés a ingestdo da bebida, sdo inferiores as
da EGC e da EC. Por outro lado, a meia-vida de eliminagdo da EGCG é maior
do que a da EGC e da EC (3,4 h, 1,7 h e 2,0 h, respectivamente) (Chen et al.,
1997; Lee et al., 2002b). Além disso, diferente das demais catequinas, a EGCG
circula principalmente na forma livre (Lee et al., 2002b). Apds a sua absorgao e
metabolizacado, as catequinas circulam no plasma, principalmente, na forma de
metabdlitos glicuronados e/ou metilados (Piskula & Terao, 1998; Donovan et
al., 2001). Entretanto, investigacbes da farmacocinética das catequinas
sugeriram que a absorgao, distribuigdo e eliminacdo desses compostos diferem
entre si (Chen et al.,, 1997; Lee et al.,, 2002b; Lu et al.,, 2003). Além disso,
diferengas em parametros farmacocinéticos também sao observadas quando
os polifendis do cha verde sdo administrados na forma de substancia isolada

ou in natura (Chen et al., 1997). O principal metabdlito detectado no plasma e
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urina de seres humanos, apés o consumo de cha verde, foi 0 4’-O-metil-EGC
(Meng et al., 2001; Lee et al., 2002b).

As catequinas sdao metabolizadas através das enzimas hepaticas. A
bioativagdo dos agentes procarcinogénicos e consequente ativagcao das
mesmas, € feita por meio das enzimas metabolizadoras hepaticas (Fase ).
Maliakal, Couville e Wanwimolruk (2001) investigaram a hipdtese de
modulagdo dessas enzimas da Fase | e da familia citocromo P450, apés
consumo de cha verde em ratos Wistar. Foram avaliadas as isoenzimas P450
(CYP) e a atividade das enzimas da Fase Il, (Figura 14) por incubacédo dos
microssomos hepaticos ou citosolicos com substratos apropriados. O CYP1A2
teve sua atividade enzimatica aumentada em todos os grupos e o CYP1A1 na
maioria dos grupos. A agado das catequinas como moduladoras das enzimas
das fases | e Il diminui o risco de cancer quimicamente induzido (Allen et al.,
2001). Os mesmos autores realizaram experimentos para definir o efeito do cha
verde no aumento da expressdo do citocromo P450 (CYP1A1) , utilizando
células hepaticas e detectaram aumento de 2 a 3 vezes na atividade
enzimatica do CYP1A1. Esses resultados, comparados com os de outros
extratos vegetais e agentes quimicos, demonstram que o cha verde apresentou
aumento de duas vezes da sua atividade, enquanto com as outras substancias
o aumento foi de 10 a 35 vezes, sugerindo a agdo do cha verde como

modulador hepatico.
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ATIVACAO v
» INTERMEDIARIOS
REATIVOS

INTERACAO NAQ ENZIMATICA

LIGACAO COM
CONSTITUINTES
INTRACELULARES

NECROSE / APOPTOSE - PROLIFERACAO CELULAR
MUTACOES
NEOPLASIA MALIGNA (CANCER)
Figura 13 - Ativagado de pré-cancerigeno pelo Sistema Metabolizador de

Drogas Hepatico (MFO) (Maliakal, Couville e Wanwimolruk, 2001).

Das et al., 2005, avaliaram o potencial fitoestrogénico do extrato aquoso
do cha preto (Camellia sinensis) em modelos de ratas ovariectomizadas
bilateralmente (2.5%, 1 mL/100g peso corporal por 28 dias). Isto foi
acompanhado por um aumento significativo no nivel do estradiol sérico. Para
testar se este aumento no nivel do estradiol do soro sofreria influéncia dos
danos da ovariectomia, os autores avaliaram parametros de marcadores de
reabsorcdo Ossea e da atividade osteoclastica (fosfatase acida tartarato-
resistente), degradacéo do colageno (hidroxiprolina urinaria), perda Ossea
(indice mineral de cinza do osso) e a forga do osso quebrando (densidade do
0ss0). Os resultados indicaram que o aumento no nivel do estradiol do sérico
depois do tratamento com extrato aquoso do cha preto (Camellia sinensis)
poderia diminuir significativamente a deterioragdo que a ovariectomia produzia
no osso. Este estudo propde que o extrato aquoso do cha preto (Camellia
sinensis) pode ser avaliado como um composto fitoestrogénico para a
prevencado dos danos da osteoporose provocados pela deficiéncia de

estrégeno.
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Tabela 6 — Efeito do extrato aquoso do cha preto (Camellia sinensis)
nas mudancgas induzidas pela ovariectomia nos niveis de estradiol sérico,
fosfatase acida tartarato-resistente, hidroxiprolina urinaria, densidade
o6ssea, calcio 6sseo e fosfato 6sseo em diferentes grupos de ratas (n = 7)
(Das et al., 2005).

Controle (Grupo A) Ovariectomizadas Ovariectomizadas +

(Grupo B) Cha-preto (Grupo C)
Estradiol sérico 73.69 £ 2.37 14.50 + 1.46 38.24 + 6.66
(pg/ml)
TRAP sérica (U/L) 0.858 + 0.067 1.406 £ 0.098 0.866 + 0.053
Hidroxiprolina 0.342 + 0.035 0.725 + 0.064 0.378 + 0.059
urinaria (mg/24 h)
Densidade 6ssea
(glem’)
Fémur 1.430 £ 0.384 1.191 £ 0.022 1.314 £ 0.019
Costela toracica 1.628 + 0.050 1.330 £ 0.023 1.517 £0.028
Vértebra 1.371 £ 0.035 1.188 £ 0.030 1.279 + 0.007
Toracica
Vértebra lombar 1.251 £ 0.010 1.145 £ 0.016 1.254 + 0.023

Controle (Grupo A)

Ovariectomizadas

Ovariectomizadas +

(Grupo B) Cha-preto (Grupo C)
Calcio 6sseo (%)
Fémur 23.37 £ 0.49 18.92 + 0.51 23.00 + 0.69
Costela toracica 36.45+0.70 2490 +0.25 32.04 £1.18
Vértebra 22.01+0.42 11.84 + 0.55 21.31+£0.15
Toracica
Vértebra lombar 21.09 £ 0.77 17.64 £ 0.40 21.38 + 0.67
Fosfato 6sseo (%)
Fémur 20.24 + 0.46 18.11 £ 0.52 21.57 +£0.28
Costela toracica 23.33+£0.21 20.80+£0.43 22.64 +0.24
Vértebra 20.54 £ 0.22 17.16 £ 0.52 20.98 + 0.08
Toracica
Vértebra lombar 20.50 £+ 0.45 16.50 + 0.20 20.29 + 0.47

Pang et al. 2006 testaram a atividade diferencial dos flavondides
kaempferol e quercetina na atenuacdo da via sinalizadora da familia de
receptores do fator-a de necrose tumoral em células ésseas. Estes dois
flavondides estdo presentes em Camellia sinensis e segundo estes

pesquisadores o kaempferol exerce um profundo efeito anti-osteoclastogénico
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agindo sobre os osteoclastos e osteoblastos. O kaempferol, mas nao a
quercetina, dose dependente, inibe a producédo do fator-a de necrose tumoral
que é induzida por citoquinas osteoclastogénicas, interleucina 6 e mondcitos
quimioatraentes proteina 1 (MCP-1 CCL2) em osteoblastos. Também se
observou que tanto a quercetina quanto o kaempferol, inibem a expressao de
RANKL, um dos marcadores da diferenciacdo osteoclastica e ainda inibem
receptores de RANK e calcitonina. Quercetina e kaempferol também
mostraram poder de inibir a reabsor¢cdo 6ssea osteoclastica e apoptose,
provavelmente via efeito estrogénico como relatado em modelos de
osteoclastos em coelhos.

Estudos realizados por Chiba et al. (2003), demonstraram que quercetina
e rutina inibem a perda dssea trabecular. Notoya et al., relata efeitos inibitorios
da quercetina na formagao de células ligadas aos osteoclastos. Estes efeitos
sdo observados através do tratamento com receptor ativador do fator nuclear
Kappa B presente em macrofagos. Foi observado também os efeitos destes
flavondides no decréscimo de proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacdo de
células osteoblasticas de calvaria de ratos.

O cha verde é produzido a partir das folhas frescas da planta Camellia
sinensis (Yang & Wang, 1993). As folhas desta planta sdo fermentadas através
de um processo que previne a oxidagao e a polimerizagao dos polifendis da
planta. Sdo estes compostos que sao considerados como os principais
mediadores quimioprotetores. O cha verde contém quatro polifendis principais:
(-)epicatequina (EC), (-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina
(EGC), e (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG). Contem também outros
agentes que tém atividades quimioprotetoras. Estes incluem a cafeina, os
flavonodiodis, os flavondides, acidos fendlicos assim como os alcaldides teofilina
e teobromina (Lu et al., 2002). Sao os polifendis, entretanto, que tém o maior
efeito com respeito a quimioprotecdo. Os chas preto e outros tipos de cha, tem
também atividades quimioprotetoras, que sao atribuidas primeiramente a
cafeina, as tearubiginas e teaflavinas (Hebert et al., 2005).

Morazzoni et al., 1995 e Makimura et al 1993 relatam pesquisas sobre o
efeito inibitorio de compostos bioativos do cha verde (Camellia sinensis) sobre
a atividade da enzima colagenase. Atribui estes efeitos como benéficos para

osteoporose e o uso destes produto na cosmética. Demonstraram que os

86



polifendis e flavondides ai presentes tém habilidade de inibir atividade
enzimatica de diversas metaloproteinases especificamente a colegenase, uma
enzima responsavel pela degradagdo de componentes estruturais da matriz
extracelular (colageno) e do endotélio vascular. Suas acdes tém sido atribuidas
a galatoepicatequina e galatoepigalocatequina. Também relatam que seus
extratos podem ser utilizados em produtos anti-envelhecimento (cosmética)
para reduzir os efeitos de metaloproteinases da pele. Craig et al 2001, relatam
também que extratos de C. sinensis possuem ac¢des fotoprotetoras reduzindo a
formacao de eritemas na pele. Seus mecanismos de agao sdo baseados na
atividade antioxidante, efeitos imunorregulatérios e em sua habilidade de inibir
a infiltragdo de macrdéfagos induzidos por radiagao UVB na pele.

O cha verde e seus constituintes polifendlicos reduzem o numero de
queratinécitos da epiderme que sao células que estdo sofrendo apoptose
(Schwarz et al., 1995). O tratamento com EGCG tépico resultou em uma
reducdo da apoptose de queratindcitos in vivo, com irradiacido direta na pele de
luz UV (Elmets et al., 2001). Uma analise mais adicional mostrou que seu efeito
antiapoptotico in vitro esteve ligado a um aumento na expressdo da molécula
anti-apoptética Bcl-2 e por uma diminuicdo na proteina pro-apoptética Bax,
induzido por EGCG (Chung et al., 2003). Em contraste a seu efeito em
queratinécitos normais, EGCG estimula a apoptose em papilomas pre-malignos
e carcinomas ecamosos invasivos induzidos por UV células de ratos (Chen et
al., 1998). Propbs-se que este efeito diferencial na apoptose em queratindcitos
malignos contra queratindcitos benignos é responsavel, ao menos em parte,
pelos efeitos quimioprotetores de EGCG na fotocarcinogénese. Um outro
problema da exposicdo de radiacido UVB in vivo é o desenvolvimento de uma
resposta inflamatdria profunda que consiste no influxo de neutrdfilos e de
macrofagos no local da pele irradiada com UV. A resposta inflamatoria contribui
para a patogénese da fotocarcinogénese e da supressao imune. Aplicagado dos
polifendis do cha verde a pele assim como a administragdo como cha tomado
oralmente, reduzem bastante a resposta inflamatéria causada pela radiagao de
UV (Katiyar et al., 2001). Um efeito similar foi observado nos seres humanos
(Katiyar et al., 1999). O efeito de EGCG na migracdo de neutréfilos foi
estudado in vitro em camaras de Boyden e in vivo em um modelo de

inflamacao alérgica de ratos (Takano et al., 2004). Em ambos os estudos,
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EGCG teve efeitos inibitérios. Um outro tipo de célula que migra na pele
seguindo a radiagdo UV é o macrofago CD11b" (Katiyar et al., 2001; Katiyar et
al., 1999). O macréfago CD11b" serve como célula apresentadora de antigeno
que é responsavel para a apresentacdo do antigeno aos linfocitos T em
mecanismos de respostas imunes. E também uma fonte potente de peréxido
de hidrogénio e de 6xido nitrico na pele irradiada por UV (Mittal et al., 2003).
Assim, com sua habilidade de deter o movimento dos macréfagos CD11b"™ na
pele irradiada por UV, EGCG reverte a imunossupressao induzida pelo UV e
reduz a producdo de intermediarios reativos do oxigénio. As células de
Langerhans sao células derivadas da medula éssea que residem na epiderme
por longos periodos de tempo e servem como contrapartida para a produgéo
dos macrofagos CD11b"; estas células ativam as células que servem como
efetoras para processos imunolégicos celulares. As células de Langerhans séo
extraordinariamente suscetiveis a ferimento UV, e os danos a este tipo de
célula representam um papel chave no desenvolvimento da supressao imune
induzida por UV. Além disso, os efeitos deletérios da radiagdo UV em células
de Langerhans sao fatores de contribuicdo importantes a patogénese do
cancer de pele induzido por radiacdo UV e a redugdo em respostas imunes
celulares encontrados pela pele (Elmets et al., 2001). Os estudos mostraram
que aplicacao do cha verde a pele humana antes da exposi¢ao a radiacado UV
conduz um aumento em densidades das células de Langerhans perto do que é
visto na pele normal.

A pesquisa dos efeitos bioquimicos de citocinas nas ultimas duas décadas
mostrou que a supressido imune induzida pela radiacédo de UV esta mediada,
ao menos em parte, por alteracdes na produgcao de uma variedade de citocinas
diferentes derivadas da pele e que estes efeitos contribuem ao
desenvolvimento do cancer da pele induzido por UV (Schade et al., 2005). Foi
mostrado que o cha verde e seus constituintes polifendlicos inverteram os
efeitos imunossupressores da radiacdo UV, portanto houve um interesse
consideravel em definir os efeitos do cha verde em modificagdes induzidas por
UV na produgdo de citocinas. De interesse particular foram os efeitos das
interleucinas (IL)-10 e -12. IL-10 é um citocina de 18 kDa que regula a
hipersensibilidade alérgica de contato e outras respostas imunes

celulares(Moore et al.,, 1993). Ja a IL-12, facilita a inducdo e o
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desencadeamento das respostas imunes celulares (Moore et al., 1993). In vitro
a exposicdo dos queratindcitos a radiacdo UVB resulta na producgao de IL-10
(Enk et al., 1995). Quando injetadas em ratos, as IL-10 causam
imunossupressao sistémica. A administracdo sistémica dos anticorpos anti-IL-
10 aos ratos provocam a inibigdo da resposta de hipersensibilidade induzida
por UV (Rivas et al., 1992). A IL-12 inverte os efeitos imunossupressores da
radiacdo UVB nas respostas imunes celulares cutanea (Schmitt et al., 1995).
Por exemplo, a administragdo de anticorpos anti-IL-12 in vivo antes que a
presenca do alérgeno impeca a sensibilizacdo e a administragéo sistémica de
IL-12 recombinante impede a supressao imune induzida por UV e superam a
tolerancia hapteno-especifica produzida (Riemann et al., 1996). A evidéncia
indica que a supressao imune induzida por UV estd mediada, ao menos em
parte, por um aumento na producao de IL-10 e por uma reducéo nos niveis IL-
12 (Katiyar et al., 1999). O uso de EGCG mostrou mudar a relagao entre estas
duas citocinas, reduzindo a producéo de IL-10 e aumentando IL-12. Como foi
mencionado, os macrofagos CD11b" migram na epiderme depois da exposigéo
de UVB (Kang et al., 1994), e EGCG inibe a migracao destas células na
epiderme (Katiyar et al., 1999). Assim, limita a quantidade de IL-10 encontrada
na pele. A aplicagao tépica de EGCG aumenta extremamente a produgédo de
IL-12 quando comparados com os ratos tratados com o UVB por drenar os
linfonodos (Katiyar et al., 1999). EGCG nao é eficaz em inibir a resposta e a
fotocarcinogénese provocada por queimaduras solares, indicando que a
producdo destas citocinas € um intermediario necessario nos efeitos de
fotoprotegao dos polifendis do cha-verde. Uma analise mais adicional mostrou
que além a promover repostas imunes celulares, IL-12 produzidas através da
utilizacdo de EGCG aumentam a sintese de enzimas que reparam os danos
UV induzidos no DNA (Meeran et al., 2006).

A radiagao UV provoca danos ao DNA de células cutaneas sendo os mais
frequentes os dimeros de pririmidina. Os dimeros de pirimidina estao
envolvidos na iniciagdo da imunossupressao induzida por UV (Kripke et al.,
1992) assim como varias formas de cancer de pele (Yarosh et al.,, 2001).
Diversos estudos demonstraram os efeitos fotoprotetores de polifendis do cha-
verde do em impedir os danos no DNA induzidos por UV. No estudo in vitro

usando células humanas cultivadas (fibroblastos de pulmao, fibroblastos da
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pele, e queratindcitos da epiderme), EGCG resultou em uma redugao dose-
dependente dos danos induzidos por UV no DNA de todos os trés tipos de
células (Morley et al., 2005). Os polifendis do cha-verde também inibiram
significativamente os danos no DNA induzidos por UVB quando aplicados
topicamente na epiderme de ratos (Chatterjee et al., 1996). A aplicacdo de
polifendis do cha-verde a pele provou ser mais eficaz em proteger os danos do
DNA induzidos por UV in vivo. Quando aplicados topicamente a pele humana
30 minutos antes da exposicdo UV, os polifendis do cha-verde reduziram os
danos do DNA induzidos por UV (Elmets et al., 2001). Em outro estudo in vivo,
a pele humana foi tratada com os polifendis do cha-verde antes da exposicao
UV. O tratamento com os polifendis do cha-verde inibiu a indugcdo da formacao
dos dimeros de pirimidina provocados pela radiacdo UVB na epiderme e na
derme, incluindo a derme mais profunda. Em resposta aos danos do DNA,
aumenta os niveis da proteina p53 e induz a sintese de p21, um inibidor de
quinases ciclo-dependentes, conduzindo a parada do ciclo celular (Yusuf et al.,
2007).

Diversos caminhos diferentes de sinais celulares de transdugao sao
ativados depois da exposi¢ao UV, e assim, a radiagao UV transmite sinais de
membrana do plasma ao nucleo, conduzindo finalmente a uma resposta celular
(Bode & Dong, 2000). As mudangas produzidas pela ativagdo destes caminhos
foram relacionadas ao envelhecimento da pele, ao crescimento do cancer e a
invasao, a sobrevivéncia celular, a proliferacao celular e a determinados tipos
de danos ao DNA. Os polifendis do cha-verde mostraram afetar multiplas
etapas em varios caminhos da transducado de sinais. Pensa-se que a inibigcao
de diversos destes caminhos contribui em um significativo mecanismo de
efeitos fotoprotetores in vivo e in vitro. Alguns dos principais caminhos de
transducdo de sinais alterados pelos polifendis do cha-verde sdo p53 e
moléculas regulatérias dos ciclos celulares como MAP quinase (Mitogenos
ativados por proteinas quinase), NF-kB (fator nuclear Kappa B), AP-1 (familia
de fatores de transcri¢cdo, envolvidos na proliferagao celular) e fosfatidilinositol
3-quinase/Akt (Proteina quinase B) e p70 S6-K (Yusuf et al., 2007).

Para manter a integridade das células saudaveis apds os danos do DNA,
diversas respostas celulares sdo ativadas incluindo a remocdo do DNA

danificado, atraso na progressao do ciclo celular, e reparo do DNA pela
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ativagao do transcriscional de p53, de p21"af/cP

, de MDM2 e das proteinas da
familia Bcl-2 (Brugarolas et al., 2005; Levine, 1997). A indugdo de p53 apos
danos provocados no DNA esta associada também com o aumento da
apoptose, presumivelmente naquelas células que sdo danificadas
severamente. Os estudos demonstraram que a administragao oral do cha verde
aos ratos SKH-1com danos provocados por UV, realgou aumentos no numero
de células p53-e de p21"2"eP1_positivas na epiderme apds a exposicdo ao UV
(Lu et al.,, 2000). Isto implica que o efeito fotoprotetor do cha verde na
carcinogénese induzida por UV pode ser mediado com estimulo e aumentos
nos niveis de p53, p21""°P1 (Yusuf et al., 2007).

A evidéncia disponivel indica que o cha-verde tem muitos efeitos
biolégicos que melhoram os efeitos prejudiciais da radiagcdo de UVA e de UVB.
Estas atividades biolégicas diferem daquelas de fotoprotetores tradicionais. Os
polifendis do cha-verde tém assim o potencial, quando usados conjuntamente
com os fotoprotetores tradicionais, para proteger mais a pele de encontro aos

efeitos adversos da radiacdo ultravioleta (Yusuf et al., 2007).
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3) OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como finalidade estudar a influéncia do
alendronato de sédio, sinvastatina, flavondide crisina e do extrato hidroalcodlico
da planta Camellia sinensis utilizado isoladamente e em associagao, em ratas

com osteoporose induzida por glicocorticoide.
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3.1) OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1) Desenvolvimento de novos produtos para o tratamento da osteoporose a
partir de formas farmacéuticas de origem vegetal, animal e sintética, buscando

um medicamento mais acessivel a populagéo.

3.1.2) Realizagdo ensaios biologicos para determinagbes dos efeitos anti-

osteopordéticos.

3.1.3) Avaliagdo de parametros hematoldgicos sanguineos e quantificacdo
bioquimica dos niveis séricos de calcio, fosforo, glicose, fosfatase alcalina total,
uréia, creatinina, proteinas, colesterol total, triacilgliceréis, gama GT e

albumina.

3.1.4) Realizagao analises da histopatologia dos 0ssos.
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4) MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
alendronato de sédio e sinvastatina (isoladamente e em associagao), do extrato
hidroalcodlico de Camellia sinensis e do flavondide crisina sobre o metabolismo
0sseo de ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com 60 dias de
idade, pesando em média 150 gramas e com osteoporose induzida pela
utilizagao do glicocorticoide dexametasona.

Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFV, Vicosa, Minas Gerais. Os experimentos, as
analises bioquimicas do plasma e analise hematologica do sangue foram
realizadas no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFV. As analises morfolégicas através da microscopia
eletrbnica de varredura foram realizadas no Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV.

Em todos os experimentos, os animais foram acondicionados em gaiolas
coletivas, contendo em cada uma sete animais, em ambiente climatizado, com
ciclo claro/escuro de 12 horas, onde permaneceram por um periodo de
adaptacdo de cinco dias, recebendo racdo comercial (Labina - Purina®) e agua
“ad libitum”. Apds o periodo de adaptacao, teve inicio o processo de indugao da
osteoporose, que consistiu na administracdo de dexametasona
(DECADRON®), fosfato dissédico de dexametasona - 4mg/mL, contetdo 2,5
mL), por via intramuscular, na dose de 7mg/kg de peso corporal, uma vez por
semana, durante cinco semanas em todos os animais, a excegao do grupo
controle (ragao), que continuou recebendo agua e ragao “ad libitum”, durante
todo o periodo experimental. Apds o periodo de indugdo, 3 animais foram
eutanasiados, para verificarmos a eficacia da indugéo.

As dosagens utilizadas nos experimentos foram calculadas fazendo
correspondéncia do peso e metabolismo dos animais a dosagem usual
recomendada para humanos. Desta forma as doses utilizadas no experimento
foram: alendronato de sédio (0,20 mg; 0,40 mg e 0,60 mg), sinvastatina (0,40
mg; 0,70 mg e 1,0 mg); crisina (35mg; 60 mg e 90 mg) e extrato hidroalcodlico
de Camellia sinensis (0,01 mg; 0,02 mg e 0,03 mg), sendo que todas essas

substancias foram administradas diariamente por via oral, durante 30 dias.
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4.1) Experimento para avaliar o efeito de Alendronato de sédio e
associagao de Alendronato de sédio + Sinvastatina, Crisina e Extrato
hidroalcodlico de Camellia sinensis, na osteoporose induzida por

dexametasona (D)

Para a realizacdo desse experimento foram utilizadas 98 ratas. Apos o
periodo de inducdo da osteoporose, os animais foram distribuidos

aleatoriamente em quatorze grupos, contendo cada um sete animais:

G1 = Racéao + D (Controle com osteoporose)

G2 = Racgéo (Controle)

G3 = Racédo + D + Alendronato de sddio dose 1

G4 = Racdo + D + Alendronato de sddio dose 2

G5 = Racéao + D + Alendronato de sodio dose 3

G6 = Racédo + D + Alendronato de sodio dose 1+ sinvastatina dose 1
G7 = Racgéao + D + Alendronato de sddio dose 2+ sinvastatina dose 2
G8 = Racédo + D + Alendronato de sddio dose 3+ sinvastatina dose 3
G9 = Racéao + D + Crisina dose 1

G10 = Racéo + D + Crisina dose 2

G11 = Ragéo + D + Crisina dose 3

G12 = Racéao + D + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis dose 1
G13 = Racéao + D + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis dose 2

G14 = Racéao + D + Extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis dose 3

4.2) Coleta de material para analises

Ao completar 30 dias a partir da data de inicio do tratamento, os sete
animais de cada grupo foram eutanasiados por sobredosagem anestésica,
utilizando 180 mg/Kg de Ketamina e 10 mg/Kg de Xilasina, administrados por
via intraperitoneal.

Foram coletados, entdo, de cada animal, 5,0 mL de sangue por pungéo
cardiaca, para quantificagdo bioquimica dos niveis séricos de calcio, fésforo,

glicose, fosfatase alcalina total, uréia, creatinina, proteinas totais, colesterol
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total, triacilglicerdis, gama GT e albumina sérica. Apds a eutanasia, foi coletado
o fémur esquerdo de 3 animais de cada grupo para analise morfolégica por

microscopia eletrénica de varredura.

4.3) Analise dos constituintes sanguineos

ApoOs a coleta, o sangue de cada animal foi acondicionado em 2 tubos de
ensaio. O primeiro contendo EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) foi
destinado a analise hematoldgica e o segundo, foi centrifugado a 7100 x g por
15 minutos a temperatura ambiente, para obtencao do soro.

A andlise hematologica foi realizada através de método automatizado
utilizando o equipamento HUMANCOUNT n° de série 902405, ANVISA/M.S.
10302240177.

Para determinar as concentragdes plasmaticas de calcio, fésforo, glicose,
fosfatase alcalina, uréia, creatinina, proteinas totais, colesterol total,
triacilglicerdis, gama GT e albumina, foi utilizado o equipamento de dosagens

multiparamétrico de bioquimica (Alizé) e “kits” da marca BioMérieux e Bioclin.

4.4) Microscopia eletronica de varredura

Para a analise em microscopia eletrbnica de varredura, os ossos foram
desengordurados com éter de petroleo por 10 horas, em aparelho de Soxhlet.
Em seguida, foram pesados e colocados em sacos plasticos, etiquetados e
acondicionados em congelador até o0 momento das analises.

Para a realizagdo desta analise, as amostras foram descongeladas e
retirada toda a umidade em estufa a 45°C até peso constante. Posteriormente
foram preparadas para a visualizagdo em MEV (microscépio eletrébnico de
varredura) por montagem de modo adequado no suporte porta-amostras
(“stub”) e cobertas com uma fina camada de ouro (20-30 nm de espessura),
com o objetivo de prover ou aumentar a condutividade da superficie da

amostra. O MEV utilizado para realizar este tipo de analise foi o LEO 1430 VP.
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4.5) Analise estatistica

Os experimentos foram distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, com quatorze tratamentos em sete repeticoes.

Foi realizada a analise de variancia dos dados e nos casos em que a
interagdo tratamentos x tempos foi significativa, efetuou-se o desdobramento
da mesma. Cada grupo tratado foi comparado com os grupos controle com

osteoporose (G1) pelo teste de Dunnett, considerando 5% de significancia.
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1) Anadlise dos Parametros Hematolégicos

A tabela 7 mostra os valores dos paradmetros normais de referéncia, das
séries hematologicas (branca e vermelha), plaquetas e proteinas totais, do
sangue de ratas da raga Wistar com idade entre 50-77 dias, para eventual

comparagao com os resultados obtidos neste experimento.

Tabela 7 — Parametros sanguineos normais de referéncia de ratas da raca

Wistar (Feldman, et al. 1986 — Veterinary Hematology).

Valores de referéncia
Série vermelha Série branca
RBC 7,71 x 0,65 (x10°uL) Neutrofilos 14,9 6,2 (%)
HB 15,2 + 1 (g/dL) Linfocitos 82,5+ 6,7 (%)
MCV 62 £ 3,4 (fL) Mondcitos 1,7 £1,8 (%)
MCHC 31,8+ 1,4 (%) Eosindfilos 0,9 0,8 (%)
Reticulécitos 3+1,7 (%) Basdfilos 0,04 + 0,13 (%)
Valores de referéncia
Plaquetas 10 *° + 179 (x10°p)
Proteinas totais 7,1+0,4 (g/dL)

A tabela 8 mostra os valores médios de leucdcitos totais e suas
respectivas percentagens de variagdo. Os animais pertencentes ao G1 (grupo
com osteoporose nao tratado) tiveram uma redugao significativa no conteudo
médio dos leucdcitos em relagdo aos animais do G2 (normal), o que pode ser
devido a utilizacdo da dexametasona em dosagem superior a terapéutica para
a inducao da osteoporose.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o G6 (Bifosfonato
dose 1 + sinvastatina dose 1) obteve uma maior percentagem de reducao de
leucdcitos totais (25%) em relagdo ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado).
Ja o G10 (Flavondide dose 2) foi o que mais aumentou este parametro (32%)
em relacio ao G1. Todos os tratamentos apresentaram variagdes
estatisticamente significativas quando comparados ao G1 (grupo com

osteoporose nao tratado).
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Todos os grupos tratados com flavonéide (G9, G10 e G11) recuperaram o

conteudo de leucécitos, para valores proximos ou acima do normal (G2), o que

pode ser indicativo de que estas substancias ndo causam depressao do estado

imunologico destes animais.

Tabela 8 — Valores médios de leucécitos totais (WBC) em sangue de ratas

adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS

G1-Racao + Dexametasona (D)

G2-Ragao

G3-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 1
G4-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 2
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3
G6-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3
G9-Racao+(D)+Flavondide dose 1
G10-Ragao+(D)+Flavonoide dose 2
G11-Ragao+(D)+Flavonéide dose 3
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2

G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3

CONTEUDO MEDIO
(10°n)

523 A
5,98 B
4,60 B
4,53 B
6,86 B
391B
6,02 B
6,46 B
6,24 B
6,92 B
5,84 B
542 B
514 B
5,87 B

% VARIAGAO

+14
- 12
- 13
+31
- 25
+15
+ 24
+19
+32
+12
+4
-2
+12

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos néo diferentes

do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);

sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),

dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3

(0,03 mg).

Leucograma € a parte do hemograma que inclui a avaliagdo dos glébulos

brancos. Compreende as contagens global e diferencial dos leucécitos, além

da avaliagdo morfolodgica do esfregagco sanguineo ao microscopio. Este exame
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€ indicado no diagndéstico a acompanhamento dos processos infecciosos,
inflamatdrios, alérgicos, toxicos e neoplasicos. Os valores de referéncia para
leucdcitos totais e para os diferentes tipos leucocitarios variam com a idade. A
contagem relativa dos leucécitos € de uso corrente na pratica clinica, mas pode
nao traduzir uma real alteragdo; esta deve ser comprovada pela contagem
absoluta, a qual considera o numero global dos leucécitos (Verrastro et al.,
2005).

A tabela 9 mostra os valores médios de linfocitos totais e suas respectivas
percentagens de variagdo. Os animais pertencentes ao G1 (grupo com
osteoporose nao tratado) tiveram um aumento significativo no conteudo médio
dos linfécitos em relagdo aos animais do G2 (normal). Todas as alteragdes
foram estatisticamente significativas nesta tabela quando comparadas ao G1.

Segundo os resultados desta tabela, o grupo 6 tratado com bifosfonato
dose 1 + sinvastatina dose 1 foi o grupo que apresentou a maior percentagem
de reducéo de linfocitos (18%) e o flavondide na dose 2 (G10) aumentou este
parametro em 30%, quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose néo

tratado).

Tabela 9 — Valores médios de linfécitos (LIN) em sangue de ratas adultas
(120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(10°y)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 3,26 A _
G2-Ragéo 2,97 B -9
G3-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 3,09 B -5
G4-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 271B -17
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 397B + 22
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 267 B -18
G7-Racéao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 3,47 B +7
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 3,91 B +20
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 392B + 18
G10-Ragao+(D)+Flavondéide dose 2 424 B + 30
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G11-Ragao+(D)+Flavonéide dose 3

3,61B + 11
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 3,37B +3
G13-Raggo+(D)+Fitoterapico dose 2 2,98 B -9
G14-Ragéo+(D)+Fitoterapico dose 3 3,88 B +19

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

A linfocitose ocorre em algumas patologias como os linfomas e
mononucleose infecciosa. Neste estudo os animais estavam com osteoporose,
e 0 aumento do conteudo de linfocitos observado na maioria dos tratamentos
pode ser devido a utilizacdo da dexametasona em dosagem superior a
terapéutica para a indugcao da osteoporose.

A tabela 10 mostra os valores médios de mieldcitos e suas respectivas
percentagens de variagdo. Os animais pertencentes ao G1 (grupo com
osteoporose néo tratado) tiveram um pequeno aumento no conteido médio dos
mielécitos em relagdo aos animais do G2 (normal) ndo sendo, portanto
considerado significativo, mostrando que a administracédo de dexametasona em
altas doses nao provocou grandes variagdes no conteudo deste parametro.
Apesar das variagdes individuais no conteudo de mieldcitos para cada
tratamento nenhum deles apresentou significancia a 5% quando comparados
ao G1 (grupo com osteoporose néo tratado).

De acordo com os resultados observados nesta tabela, observou-se que o
G4 (bifosfonato dose 2) reduziu em 67% este parametro, quando comparado
ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Apesar desta redugéo nao ter sido
significativa nas circunstancias do teste estatistico adotado, destacamos
reducdes consideravelmente grandes para os tratamentos com Bifosfonato
(G3, G4 e G5), o que pode ser entendido como um efeito adverso deste
medicamento. O tratamento com Flavondide na dose 1 (G9) foi o que
apresentou menor variagdo deste parametro, reduzindo em 9%, quando

comparado ao G1.
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Tabela 10 - Valores médios de mielécitos (MIE) em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(10°y)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 0,43 A i

G2-Ragao 0,41 A -6
G3-Racdo+(D)+Bifosfonato dose 1 0,20 A -53
G4-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 2 0,14 A - 67
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 0,26 A -40
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 0,22 A -48
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 0,20 A -53
G8-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 0,34 A -20
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 0,39 A -9
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 0,21 A - 51
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 0,23 A -48
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 0,31 A -28
G13-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 2 0,27 A - 38
G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3 0,30 A - 31

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos néo diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

O mieldcito € uma célula redonda com nucleo redondo ou oval. Nao se
visualizam nucléolos, estas células se dividem pouco (apenas uma divisao),
sdo bastante numerosas em esfregacos de medula 6ssea (Verrastro et al.,
2005).

A tabela 11 mostra os valores médios de granuldcitos e suas respectivas
percentagens de variagdo. Os animais pertencentes ao G1 (grupo com
osteoporose nao tratado) tiveram uma reducéo significativa no conteudo médio

dos linfécitos em relagdo aos animais do G2 (normal). Observou-se que o G6
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(Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1) apresentou a maior percentagem de
reducdo neste parametro (18%), ja o G10 (Flavondide dose 2) apresentou a
maior percentagem de aumento (61%), quando comparados ao G1 (grupo com
osteoporose nao tratado). Todos os tratamentos foram estatisticamente

significativos quando comparados ao G1.

Tabela 11 - Valores médios de granulécitos (GRA) em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(10°y)

G1-Racgéo + Dexametasona (D) 1,76 A )
G2-Racéo 2,04 B + 16
G3-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 1 1,87 B + 6
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 1,70 B -3
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 2,50 B + 42
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 145B -18
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 238 B + 35
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 234B + 33
G9-Ragéao+(D)+Flavonoide dose 1 1,82 B +3
G10-Ragao+(D)+Flavonoéide dose 2 2,84 B + 61
G11-Ragao+(D)+Flavonoide dose 3 2.37B + 35
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 2,10 B +19
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 2,02B +15
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 1,90 B +8

Teste de Dunnett a 5% de significdncia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes
do grupo doente

Bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg); sinvastatina dose 1 (0,40
mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavonoide dose 1 (35mg), dose 2 (60 mg) e dose 3
(90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3 (0,03 mg).

As células granulociticas sao todas aquelas que possuem granulagdes ou

granulos no citoplasma. Conforme a natureza e aspecto dessas granulagdes
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tais células sado classificadas em neutrdfilos, eosindfilos ou basofilos. Além
destas, também fazem parte da linhagem granulocitica as células monocitarias
e 0s macréfagos. Estes se originam da mesma célula jovem da medula éssea
capaz de se diferenciar em direcdo aos granulécitos. Os granuldcitos
eosindfilos e basdfilos sdo células que atuam mais em reagdes de tipo alérgico
ou imunoldgico, todos os granulécitos sdo capazes de exercer a fagocitose
embora esta seja importante apenas em neutréfilos e macrofagos. (Verrastro et
al., 2005).

No microambiente da medula as seguintes células estdo presentes:
células redondas tipo reticular, histiocitos ou macréfagos, fibroblastos, células
endoteliais, osteoblastos e osteoclastos (células ésseas), raros adipodcitos e
mastocitos. Com relacdo a distribuicdo das células precursoras no interior da
medula éssea é importante salientar que ha um arranjo preferencial das
mesmas. As células pluripotentes tém localizagdo preferencial junto as
trabéculas O&sseas, tornando-se menos numerosas nas por¢des distantes
destas. Nas regides mais centrais (regido Ossea axial), predominam os
precursores granulociticos mais diferenciados e as células maduras que
penetram nos vasos venosos sinusoidais centrais e dai entram na circulagao
(Verrastro et al., 2005). Portanto um individuo com uma doenca éssea que
tivesse sua medula Ossea afetada, poderia apresentar uma reducdo no
conteudo sanguineo destas células, como foi observado no G1 (grupo com
osteoporose néao tratado) da tabela 11.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 12 observou-se que o G13
(Fitoterapico dose 2) apresentou uma maior percentagem de reducdo de
eritrécitos totais (13%) e o G11 (Flavondide dose 3) uma maior percentagem de
aumento (12%), quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao
tratado).

Os animais pertencentes ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado)
tiveram um aumento significativo no conteudo médio dos eritrécitos totais em
relacdo aos animais do G2 (normal). Todos os tratamentos foram
estatisticamente significativos em relagcéo ao G1.

Como quase todos os tratamentos tiveram aumento deste parametro em

relacéo ao conteudo de eritrocitos totais do G2 (normal) podemos sugerir que a
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dexametasona utilizada para induzir a osteoporose, em doses elevadas, causa

um aumento da eritropoiese nestes animais.

Tabela 12 — Valores médios da contagem de eritrécitos totais (RBC) em
sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relacao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(10°)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 9,73 A i
G2-Ragao 9,02B -7
G3-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 10,24 B +5
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 9,29B -4
G5-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 9,25B -5
G6-Racgéo+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 9,14 B -6
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 9.65B -1
G8-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 0.48 B -3
G9-Raczo+(D)+Flavondide dose 1 9,88 B +2
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 10,10 B +4
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 10,88 B +12
G12-Racéo+(D)+Fitoterapico dose 1 9,98 B +3
G13-Ragéo+(D)+Fitoterapico dose 2 8,51 B -13
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 10,08 B + 4

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Na tabela 13 temos os dados de concentragao total de hemoglobina, onde
observamos que o G13 (Fitoterapico dose 2) apresentou uma maior
percentagem de redugéo na concentragao total de hemoglobina (13%) e o0 G11

(Flavondide dose 3) uma maior percentagem de aumento (5%), quando
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comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Estes dados
coincidem com 0s grupos que apresentaram as maiores variagoes na tabela 12
(eritrocitos  totais). Isto mostra que o conteudo de hemoglobina esta
estreitamente relacionado a contagem de eritrocitos totais presentes no sangue
circulante.

Os animais pertencentes ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado)
tiveram um aumento significativo no conteudo médio dos eritrocitos totais em
relacgo aos animais do G2 (normal). Todos os tratamentos foram
estatisticamente significativos em relacédo ao G1. Com excecédo do G13, todos
os outros tratamentos aumentaram os dois parametros com pouca
percentagem de variagdo, mostrando que o aumento da eritropoiese foi
acompanhado pelo aumento na concentragao total de hemoglobina.

A hemoglobina, o principal componente dos eritrocitos, serve como
veiculo para o transporte de oxigénio e dioxido de carbono. A medida do valor
da hemoglobina é o exame mais importante para se avaliar a série vermelha.
Quando os valores da hemoglobina estiverem abaixo dos valores normais,
respeitadas as variagdes para sexo e idade pode-se diagnosticar uma anemia
(Fischbach, 2005).

Tabela 13 — Valores médios da concentragao total de hemoglobina (HGB)
em sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes
tratamentos e percentagens de variagdao em relagao ao grupo controle

com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(g/dL)

G1-Ragao + Dexametasona (D) 15,73 A i

G2-Ragéo 14,03 B - 11
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 15,86 B + 1
G4-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 14,86 B -6
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 14,47 B -8
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 1477 B -6
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 15,07 B -4
G8-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 1479 B -6
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 15,49 B -2



G10-Ragao+(D)+Flavonoide dose 2

15,40 B Sz
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 16,53 B +5
G12-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 1 15,70 B -0,3
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 13,73 B -13
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 15,57 B -1

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

De acordo com os resultados obtidos na tabela 14 para hematdcrito, os
animais pertencentes ao grupo 5 (Bifosfonato dose 3) apresentaram a maior
percentagem de reducao neste parametro 15%, ja os do grupo 11 (Flavondide
dose 3) apresentaram a maior percentagem de aumento 6%, quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Os animais
pertencentes ao G1 tiveram um significativo aumento deste parédmetro em
relacdo aos animais do G2 (normal). Todos os tratamentos foram

estatisticamente significativos quando comparados ao G1.

Tabela 14 - Valores médios do hematdcrito (HCT) em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUPO MEDIO % VARIAGAO

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 53(’:: A i
G2-Ragéo 48,06 B -10
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 54,05 B + 1
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 48,81 B -9
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 4524 B -15
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 53,54 B +0,2
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 49,60 B -7
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 50,26 B -6



G9-Ragéo+(D)+Flavonéide dose 1

53,14 B -1
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 52,63 B -2
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 56,93 B +6
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 53,29 B -1
G13-Rag&o+(D)+Fitoterapico dose 2 46,43 B -13
G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3 53,59 B -0,5

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

O hematdcrito corresponde, em porcentagem, ao volume de hemacias em
relagado ao volume total de sangue.

Nos aparelhos automatizados, o hematdcrito € calculado e ndo medido
diretamente e, por esta razdo, ndo € um indice adequado para se avaliar
anemia (Fischbach, 2005).

A analise do numero de eritrocitos, valor da hemoglobina, hematdcrito e
as varias relagdes entre eles fornecem os chamados indices hematimétricos
que permitem interpretar pelos valores encontrados no hemograma, as
variagoes da série vermelha. Observamos em nossos resultados que o G11
(Flavonoide dose 3) foi o grupo que apresentou o maior aumento nestes trés
parametros (tabelas 12, 13 e 14), evidenciando esta correlagao entre eles.

Na tabela 15 temos os dados de volume corpuscular médio, onde
observamos que o G11 (Flavondide dose 3) apresentou uma maior
percentagem de reducgao deste parametro (2%) e o G6 (Bifosfonato dose 1 +
sinvastatina dose 1) uma maior percentagem de aumento (2%), quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose né&o tratado). Apesar das
variagdes individuais do volume corpuscular médio para cada tratamento
nenhum deles apresentou significancia a 5% quando comparados ao G1 (grupo
com osteoporose nao tratado). Também nao foi observadas variagbes no

volume corpuscular médio entre os grupos G1 (grupo com osteoporose nao
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tratado) e G2 (normal), mostrando que a administracdo de dexametasona em
altas doses nao provocou grandes variagdes neste parametro.

O VCM ¢ a relacdo que existe entre o volume globular obtido e 0 numero
de eritrécitos. O VCM é importante para se definir se ocorre anemia e se ela é
predominantemente de eritrocitos de pequeno volume, isto € microcitica ou de

grande volume macrocitica (Verrastro et al., 2005).

Tabela 15 - Valores médios do volume corpuscular médio (VCM) em
sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEL'JDIO MEDIO % VARIAGAO
G1-Ragéo + Dexametasona (D) 53?233 A i
G2-Ragéo 53,43 A i
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 52,83 A -1
G4-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 2 53,57 A -
G5-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 53,86 A + 1
G6-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 54 57 A + 2
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 53,00 A -1
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 53 14 A -1
G9-Ragéao+(D)+Flavonoside dose 1 53,57 A -
G10-Ragéo+(D)+Flavondide dose 2 53,40 A -1
G11-Ragéo+(D)+Flavondide dose 3 52,29 A -2
G12-Ragéao+(D)+Fitoterapico dose 1 53,29 A -
G13-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 2 53,00 A -1
G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3 53,29 A -

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).
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De acordo com os resultados obtidos na tabela 16 (hemoglobina
corpuscular meédia) observou-se que o G5 (Bifosfonato dose 3) aumentou em
1% e o G11 (Flavonoide dose 3) reduziu em 3% este parametro, quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Nenhum tratamento
foi estatisticamente significativo em relagao ao G1 (grupo com osteoporose nao
tratado). Também nao foram observadas variagdes significativas entre os
grupos G1 (grupo com osteoporose néao tratado) e G2 (normal), mostrando que
assim como na tabela 15, administracdo de dexametasona em altas doses nao
provocou grandes variagdes neste parametro.

A HCM ¢é dada pela relagao entre o valor da hemoglobina obtida em
gramas por 100dL de sangue e a contagem dos eritrocitos. O resultado é
expresso em picogramas (pg) ou micro-microgramas (ug) (Verrastro et al.,
2005).

Tabela 16 - Valores médios da hemoglobina corpuscular média (HCM) em
sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variagcao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(p9)
G1-Ragéo + Dexametasona (D) 15,70 A i
G2-Ragéo 15,63 A -
G3-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 14,48 A -1
G4-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 15,70 A -
G5-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 3 15,86 A + 1
G6-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 15,77 A -
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 15.61 A -1
G8-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 1563 A -
G9-Ragédo+(D)+Flavonoide dose 1 15,70 A -
G10-Racao+(D)+Flavondéide dose 2 15,74 A -
G11-Ragéo+(D)+Flavondide dose 3 15,17 A -3
G12-Racao+(D)+Fitoterapico dose 1 15,69 A -
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 15,64 A -
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G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3
acao+(D)+Fitoterapico dose 15,43 A o

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Na tabela 17 (concentragdo de hemoglobina corpuscular média) observou-
se que o G6 apresentou a maior percentagem de reducéo (2%), o G10 e 0 G
13 foram os Unicos grupos a apresentar aumento deste paréametro (1%),
quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado).

Os animais pertencentes ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado)
tiveram um pequeno aumento na concentracao de hemoglobina corpuscular
média em relagdo aos animais do G2 (normal) ndao sendo, portanto
considerado significativo, mostrando que a administracao de dexametasona em
altas doses néo provocou grandes variagdes no conteudo deste parametro.
Nenhum tratamento foi estatisticamente significativo em relagdo ao G1 (grupo
com osteoporose nao tratado).

A concentracdo da hemoglobina corpuscular média € calculada pela
relacéo entre a hemoglobina obtida em gramas por 100dL e o volume globular,

o resultado € dado em percentagem.

Tabela 17 - Valores médios da concentragao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) em sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a
diferentes tratamentos e percentagens de variagao em relagao ao grupo

controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(g/dL)
G1-Ragéo + Dexametasona (D) 29,37 A i
G2-Racgao 28,66 A -2
G3-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 29,37 A -
G4-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 29.30 A -
G5-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 29,34 A -
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G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1

28,84 A Sz
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 29.44 A -
G8-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 29.44 A -
G9-Ragao+(D)+Flavondide dose 1 29,30 A -
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 29.60 A + 1
G11-Ragéo+(D)+Flavondide dose 3 29,09 A -1
G12-Racao+(D)+Fitoterapico dose 1 29,44 A -
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 29,57 A + 1
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 29,06 A -1

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Doses utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Segundo os resultados fornecidos pela tabela 18 (amplitude de
distribuicdo do tamanho das hemacias), o G3 (Bifosfonato dose 1) apresentou
um aumento de 3%, o G9 (Flavondide dose 1) uma reducdo de 4% deste
parametro, quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose néo tratado).

Pudemos verificar um pequeno aumento dos valores médios do RDW dos
animais pertencentes ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado) em relagcéo
aos animais do G2 (normal), ndo sendo, portanto, considerado significativo e
mostrando que a dexametasona mesmo em altas doses n&o provoca grandes
alteracdes neste parametro.

Red Cell Distribution Widht (RDW) corresponde a amplitude de
distribuicdo do tamanho das hemacias. E mais um indice de anisocitose,
indicando o quanto a populacdo de hemacias se desvia do tamanho normal
(Verrastro et al., 2005).
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Tabela 18 - Valores médios da amplitude de distribuicao do tamanho das

hemacias (RDW) em sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a

diferentes tratamentos e percentagens de variagao em relagao ao grupo

controle com osteoporose (G1).
TRATAMENTOS

G1-Racao + Dexametasona (D)

G2-Ragao

G3-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 1
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3
G9-Ragéo+(D)+Flavonéide dose 1
G10-Ragao+(D)+Flavonoide dose 2
G11-Ragao+(D)+Flavonéide dose 3
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2

G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3

CONTEUDO MEDIO
(%)

16,00 A
15,33 A
16,48 A
15,73 A
15,47 A
15,54 A
15,74 A
15,77 A
15,41 A
15,70 A
15,99 A
15,80 A
16,06 A
15,99 A

% VARIAGAO

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes

do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);

sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),

dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3

(0,03 mg).
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5.2) Analise dos Parametros Bioquimicos

Na tabela 19 encontram-se os valores médios de glicose e suas
respectivas percentagens de variagdo. De acordo com os resultados obtidos
observou-se que o G5 (Bifosfonato dose 3) apresentou o maior aumento na
concentracdo de glicose (41%) e o G4 (Bifosfonato dose 2) apresentou uma
reducdo de 18% neste parametro, quando comparados ao G1 (grupo com
osteoporose ndo tratado). E importante ressaltar que os animais pertencentes
ao G1 tiveram um significativo aumento deste parametro em relagédo aos
animais do G2 (normal). Todos os outros tratamentos também mostraram
aumento do conteudo dos niveis séricos de glicose, quando comparados ao G2
(normal). Este consideravel aumento pode ser entendido como um efeito
adverso da dexametasona quando administrada em altas doses. Todos os

tratamentos foram estatisticamente significativos quando comparados ao G1.

Tabela 19 - Valores médios das dosagens de glicose em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(mg/dL)

G1-Ragdo + Dexametasona (D) 166,83 A -

G2-Ragéo 135,14 B -19
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 182,09 B +9
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 136,84 B -18
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 234,63 B + 41
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 172,18 B +3
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 182,50 B +9
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 179.87 B +8
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 179,28 B +7
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 149,30 B -11
G11-Racgéo+(D)+Flavonoide dose 3 179,93 B +8
G12-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 1 223.09 B + 34
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 194,40 B + 17
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G14-Racao+(D)+Fitoterapico dose 3
acéo+(D)+Fitoterapico dose 167,38 B + 1

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

O metabolismo anormal da glicose pode ser causado por: incapacidade
das células B das ilhotas pancreaticas de produzirem insulina, numeros
reduzidos de receptores de insulina, deficiéncia da absorgdo intestinal de
glicose, incapacidade do figado de metabolizar glicogénio, niveis alterados de
horménios que participam do metabolismo da glicose (Motta, 2000).

A dexametasona, € um potente medicamento antiinflamatério porém,
dentre seus efeitos colaterais age como droga imunossupressora, induz
diabetes e induz osteoporose. Como os parametros de glicose aumentaram
bastante em varios dos tratamentos os resultados mostram que realmente a
dexametasona pode induzir diabetes.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 20 (valores médios
de colesterol), o G14 osteoporético quando recebeu o fitoterapico na dose 3
teve um aumento de 84% na concentragao de colesterol, ja o G4 tratado com
bifosfonato na dose 2 teve uma diminuicido de 18% deste parametro, quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose né&o tratado).

Observou-se também que os animais tratados com a associacdo de
bifosfonato + sinvastatina (doses 1, 2 e 3) apresentaram redugao do conteudo
de colesterol quando comparados ao G2 (normal), o que pode ser entendido
pela acdo redutora de colesterol reconhecida para a sinvastatina. Os
tratamentos com fitoterapico (doses 1, 2 e 3) provocaram aumento deste
conteudo, quando comparados ao G2 e apesar destes valores néao
apresentarem significancia estatistica de acordo com o método adotado, o
significado clinico deste aumento deve ser avaliado e estes tratamentos
considerados como hipercolesterolemiante na situacido experimental destes

animais, ou seja, com osteoporose induzida por dexametasona.
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Tabela 20 - Valores médios das dosagens de colesterol em sangue de

ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e

percentagens de variacao em relagao ao grupo controle com osteoporose

(G1).

TRATAMENTOS
G1-Racao + Dexametasona (D)
G2-Ragao
G3-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 1
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3
G9-Ragao+(D)+Flavonéide dose 1
G10-Ragao+(D)+Flavonoide dose 2
G11-Ragao+(D)+Flavonéide dose 3
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2

G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3

CONTEUDO MEDIO
(mg/dL)

101,20 A
125,40 B
106,34 B
83,03 B
108,10 B
117,27 B
112,39 B
115,23 B
120,40 B
125,97 B
142,06 B
164,44 B
150,31 B
186,09 B

% VARIAGAO

+24
+5
-18
+7
+16
+11
+14
+19
+24
+40
+ 62
+49
+ 84

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes

do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);

sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),

dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3

(0,03 mg).

Ao cha verde tem sido atribuido efeito no metabolismo lipidico devido a

presenga de metilxantinas e flavonoides. As metilxantinas (cafeina) agem por

inibir a enzima fosfodiesterase induzindo um acumulo de AMP ciclico, dentre os

efeitos fisioldgicos observados ocorre um aumento na fosforilagao de proteinas,

um aumento na mobilizagdo de calcio e um aumento na permeabilidade das

membranas celulares (Wang et al., 1992).

Foi verificada a diminuigdo de peroxidacao de lipideo no figado, no soro e

em tecido nervoso de animais submetidos a uma dieta liquida de cha verde
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durante cinco semanas. Os ingredientes bioativos proporcionaram um aumento
da atividade da glutationa peroxidase e glutationa redutase, diminuindo a
concentragao de hidroperéxidos de lipideo, 4-hidrosquinonenal e alondialdeido,
indicando uma reducao da peroxidacao (Halliwell & Gutteridge, 1999).

De acordo com os resultados obtidos na tabela 21 (dosagens de
triacilglicerideos) observou-se que todos os tratamentos provocaram o aumento
do conteido médio deste parametro, em relagéo aos animais do G2 (normal). E
importante ressaltarmos que o G14 (Fitoterapico dose 3) foi o grupo que
apresentou maior aumento (182%) e o G3 (Bifosfonato dose 1) o grupo que
apresentou 0 menor aumento (4%) deste parédmetro, quando comparados ao
G1 (grupo com osteoporose nao tratado).

E importante lembrar que o aumento de glicose no sangue aumenta a
liberagao de insulina que favorece a entrada de glicose no figado e no tecido
adiposo aumentando a sintese de triacilglicerideos. De acordo com os
resultados mostrados nas tabelas 19 e 21, observamos que todos os
tratamentos provocaram aumento do conteudo médio de glicose e também dos
triacilglicerideos, quando comparados ao conteudo médio observado para o G2
(normal). Todos os tratamentos foram estatisticamente significativos em

relagado ao G1.

Tabela 21 — Valores médios das dosagens de triacilglicerideos em sangue
de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relacao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(mg/dL)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 54,52 A i

G2-Ragao 46,43 B -15
G3-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 56,64 B +4
G4-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 2 58,13 B +7
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3 66,73 B + 22
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 72,70 B + 33
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 59.00 B +8
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 59,56 B +9
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G9-Ragéo+(D)+Flavonéide dose 1

117,79 B + 116
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 126,29 B +132
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 104,63 B + 92
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 117,64 B + 116
G13-Ragéo+(D)+Fitoterapico dose 2 118,49 B + 117
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 153,53 B + 182

Teste de Dunnett a 5% de significdncia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Os triacilglicerideos sao responsaveis por aproximadamente 90% do
consumo alimentar e constituem 95% da gordura armazenada nos tecidos
(Fischbach, 2005).

Podemos observar que o extrato hidroalcodlico de cha verde nao reduz
colesterol. A literatura relata o uso de chas para a reducao do colesterol, porém
deve ser considerado que apenas a agua quente nao extrai os flavondides
livres responsaveis por esta acdo. Este fitoterapico na formulagdo em que
usamos (extrato hidroalcodlico) ndo é recomendado como hipolipidémico e
hipotrigliceridémico em individuos osteoporéticos. Isto nos leva a concluir que
um individuo com inflamacdo aguda ingerindo dexametasona e extrato
hidroalcoodlico de Camellia sinensis pode ter aumento no nivel sérico de glicose,
colesterol e triacilglicerol, que é considerado como um grave efeito colateral.

De acordo com os resultados obtidos para proteinas apresentados na
tabela 22, ressaltarmos que todos os tratamentos provocaram o aumento deste
parametro, o que pode ser entendido como efeito da dexametasona
administrada em altas dosagens a estes animais para a indugao da
osteoporose. O G14 (Fitoterapico dose 3) apresentou maior aumento (75%) e o
G5 (Bifosfonato dose 3) o menor aumento (1%) deste parametro, quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Todos os

tratamentos foram estatisticamente significativos em relacéo ao G1.
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Tanto os grupos tratados com flavondide quanto os tratados com
fitoterapico tiveram aumento consideravel no conteudo de proteinas do soro
sanguineo. Observando inclusive uma relagdo de dose-dependéncia para os
tratamentos com flavondide nas doses 1, 2 e 3, que aumentaram este

parametro em 13, 33 e 44%, respectivamente em relagao ao G1.

Tabela 22 — Valores médios das dosagens de proteinas totais em sangue
de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variagcao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(g/L)

G1-Ragao + Dexametasona (D) 71,84 A i
G2-Racgao 71,50 B -1
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 78,36 B +9
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 72,61 B + 2
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 72,37 B + 1
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 78,84 B +10
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 76,59 B +7
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 77,53 B + 8
G9-Ragéo+(D)+Flavonside dose 1 81,19 B +13
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 95,27 B + 33
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 103,56 B + 44
G12-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 1 109,17 B + 52
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 99,56 B + 39
G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3 126,01 B + 75

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

As proteinas plasmaticas totais s&o elementos celulares essenciais,

constituidas de moléculas extremamente volumosas formadas de longas
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cadeias de aminoacidos unidos por ligacbes peptidicas (Miller et al., 1999).
Elas estdo envolvidas em multiplas fungcbes tais como a manutengdo da
pressdo osmotica e da viscosidade do sangue, o transporte de nutrientes,
metabdlitos, hormonios e produtos de excregao, a regulagdo do pH sanguineo
e a participagdo na coagulagdo sanguinea. As proteinas sanguineas sao
sintetizadas principalmente pelo figado, sendo que a taxa de sintese esta
diretamente relacionada com estado nutricional do animal, especialmente com
0s niveis de proteina e de vitamina A e com a funcionalidade hepatica
(Gonzalez et al., 2002).

De acordo com os resultados obtidos para albumina (tabela 23), o grupo
14 tratado com Fitoterapico na dose 3 aumentou em 30% este parametro
enquanto o G5 tratado com Bifosfonato na dose 3 reduziu em 0,3%, quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). Com excegdo do
grupo G4 (Bifosfonato dose 2) todos os tratamentos nos animais com
osteoporose foram estatisticamente significativos em relacdo ao G1. Nao foi
observado, portanto, significancia estatistica a 5% entre os G1 e G2 (normal).

A maior percentagem de aumento deste parametro foi verificada nos
grupos tratados com o fitoterapico (G12, G13 e G14). Este aumento pode ser
devido a albumina como transportadora de compostos bioativos, ser necessaria
em maiores quantidades para transportar todas as substancias presentes no
extrato que possui uma composicdo complexa, com muitas substancias

presentes.

Tabela 23 - Valores médios das dosagens de albumina em sangue de
ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(g/L)
G1-Racao + Dexametasona (D) 388 A -
G2-Racgao 386 A 0.2
G3-Racgéao+(D)+Bifosfonato dose 1 3.06 B +9
G4-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 2 3.89 A 0.2
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3 387 B -03
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G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1

416 B +7
G7-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 403B +4
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 3,99 B +3
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 419B +8
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 4358 +12
G11-Ragéo+(D)+Flavonoide dose 3 4,66 B +20
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 4,92 B + 27
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 470B + 21
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 5,06 B +30

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

A albumina é uma proteina globular hidrossoluvel. Sintetizada no figado,
pelos hepatdcitos, e catabolizada nos tecidos periféricos, é responsavel pela
manutencdo da pressdo osmoética intravascular. Devido a sua grande
capacidade de ligagdo com outras substancias, evita a excregao precoce de
algumas drogas, auxiliando também no processo de desintoxicagcdo e
inativacdo de compostos que possam ser toéxicos ao organismo animal (Coles
et al., 1987). E a principal proteina transportadora de medicamentos, nutrientes
e decompostos bioativos presente nos fitoterapicos, um aumento na sua
concentracao reflete em um aumento nas proteinas totais, como pbéde ser
observado na tabela 22.

Segundo os valores médios das dosagens de uréia (tabela 24), o grupo
que teve a maior percentagem de aumento no parametro uréia foi o G14,
tratado com o Fitoterapico na dose 3 (78%), ja o G4 (Bifosfonato dose 2) foi o
que apresentou a maior reducado deste parametro (3%), quando comparados
ao G1 (grupo com osteoporose ndo tratado). E importante ressaltar que os
animais pertencentes ao G1 tiveram um significativo aumento do conteudo

médio deste pardmetro em relagdo aos animais do G2 (normal). Todos os
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outros tratamentos também mostraram aumento do conteudo dos niveis
séricos de uréia, quando comparados ao G2 (normal), que pode ser
considerado como um efeito adverso da administragcdo de altas doses de
dexametasona para a inducdo da osteoporose nestes animais. Também foi
verificado que todos os tratamentos nos animais com osteoporose foram
estatisticamente significativos em relacdo ao G1 (grupo com osteoporose nao

tratado).

Tabela 24 - Valores médios das dosagens de uréia em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(mg/dL)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 35,68 A i
G2-Ragao 28,36 B -21
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 35,96 B + 1
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 34,69 B -3
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 35,21 B -1
G6-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 3521B -1
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 36,73 B +3
G8-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 39,11 B +10
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 37,64 B +6
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 43,67 B + 22
G11-Ragéo+(D)+Flavondide dose 3 46,87 B + 31
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 43,70 B + 22
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 46,29 B + 30
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 63,66 B + 78

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).
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Em nossos resultados, os valores aumentados de uréia estdo de acordo
com os aumentos observados para proteinas, ja que o catabolismo de
proteinas forma uréia que é sua forma de excrecgao.

A uréia é sintetizada no figado a partir da amdnia proveniente do
catabolismo de aminoacidos. Os niveis de uréia sdo analisados em relagdo ao
nivel de proteina na dieta e ao funcionamento renal. A uréia & excretada
principalmente pela urina e, em menor grau, pelo intestino. Na maioria dos
animais, o nivel de uréia € indicador de funcionamento renal (Gonzalez et al.,
2002).

De acordo com os resultados obtidos para creatinina (tabela 25), o grupo
que teve a maior percentagem de aumento no parametro uréia foi o G14,
tratado com o Fitoterapico na dose 3 (49%). O G4 (Bifosfonato dose 2) foi o
que apresentou a maior reducado deste parametro (5%), quando comparados
ao G1 (grupo com osteoporose ndo tratado). E importante ressaltar que os
animais pertencentes ao G1 tiveram uma pequena, porém significativa
diminuigdo do conteudo médio deste parametro em relagdo aos animais do G2
(normal). Também foi verificado que todos os tratamentos nos animais com
osteoporose foram estatisticamente significativos em relacdo ao G1 (grupo com

osteoporose néo tratado).

Tabela 25 - Valores médios das dosagens de creatinina em sangue de
ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relacao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(mg/dL)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 0,61 A i
G2-Rag&o 0,64 B +5
G3-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 0,64 B +5
G4-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 2 0,58 B -5
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 0,62 B +2
G6-Racéao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 0,68 B +12
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 0,65 B +7
G8-Racao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 0,62 B +2
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G9-Ragéo+(D)+Flavonéide dose 1

0,64 B +95
G10-Ragao+(D)+Flavonside dose 2 0,73B +20
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 0,71B +17
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 0,77 B + 26
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 0,82B +35
G14-Ragéo+(D)+Fitoterapico dose 3 0,91B +49

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

A creatinina plasmatica é derivada, praticamente em sua totalidade, do
catabolismo da creatina presente no tecido muscular. A excrecao de creatinina
sO se realiza por via renal, uma vez que ela ndao € reabsorvida nem
reaproveitada pelo organismo. Por isso, os niveis de creatinina plasmatica
refletem a taxa de filtracdo renal, de forma que niveis altos de creatinina
indicam uma deficiéncia da funcionalidade renal (Gonzalez et al., 2002).

Das et al 2004, realizaram um trabalho testando o efeito antiosteoporético
de um extrato aquoso de Camellia sinensis (cha verde). Para induzir
osteoporose os ratos tiveram seus ovarios retirados. Este experimento que
durou 28 dias revelou que as ratas ovariectomizadas tiveram um significativo
aumento da excrecao urinaria de creatinina. Os animais que foram tratados
com o extrato aquoso do cha verde tiveram menor perda urinaria de creatinina.

Na tabela 26 encontram-se os valores médios das dosagens de fésforo,
onde observamos que o grupo 14 (Fitoterapico dose 3) apresentou a maior
percentagem de aumento (79%) e o grupo 5 (Bifosfonato dose 3) a maior
percentagem de reducdo (7%), quando comparados ao G1 (grupo com
osteoporose nao tratado). Os animais pertencentes ao G1 tiveram um aumento
significativo no conteudo médio deste parametro em relagéo aos animais do G2
(normal). Também foi verificado que todos os tratamentos nos animais com

osteoporose tiveram aumento deste parametro em relagdo ao G2 (normal) e
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foram estatisticamente significativos em relagdo ao G1 (grupo com osteoporose

nao tratado).

Tabela 26 - Valores médios das dosagens de féosforo em sangue de ratas

adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS

G1-Racao + Dexametasona (D)

G2-Racgao

G3-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1
G4-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2
G5-Ragéao+(D)+Bifosfonato dose 3
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3
G9-Ragao+(D)+Flavondide dose 1
G10-Ragao+(D)+Flavonéide dose 2
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1
G13-Racgéao+(D)+Fitoterapico dose 2

G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3

CONTEUDO MEDIO
(mg/dL)

7,93 A
6,24 B
7,76 B
7,83 B
7,39 B
9,50 B
8,45B
7,43 B
12,01 B
11,45B
12,56 B
13,36 B
9,49B
14,17 B

% VARIACAO

+ 20
+7
-6
+ 52
+44
+ 58
+ 68
+ 20
+79

Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes

do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);

sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),

dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3

(0,03 mg).

Pinto et al., 2005, em estudo para verificar comparativamente os efeitos

de alguns medicamentos sobre a osteoporose induzida pelo glicocorticoide

dexametasona em ratas, observou que os tratamentos ndo modificaram os

valores médios de fosforo sérico de maneira significativa em relagédo aos

grupos controles (G1) e (G2) e também entre si (Tabela 27).
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Tabela 27 - Valores médios de fésforo sérico em mg/dL e percentual de

variagao em relagao ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporoético G2 de

ratas submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas nos respectivos
periodos (Pinto et al., 2005).

Variacio %% em WVanagio % em

Periodo GmpoTratamento Fés foro mefdl DF relapio Gl relagin G2
TDias Gl Controle T3 A + 0ME e e
G2 Glicccortedide 2124 + 048] e el
53 G hcocorticéide + Alendronato 830 a + 0,734 4,654 2,2
G4 G licocortizéide + Aforvastativa 7,84 2 + 0,583 -1,13 343
55 G heocoricdude + Ipniflavona 7,92 a 0,359 -0,13 248
14 Dias Gl Conbrole 7224 0,806 -
G2 G hrocorticdide 753 A + 0272 e e
53 G licocorticéide + Alendronato 731 a + 0,853 1,25 363
G4 Glhecocorticdide + Aforvastabina 7.0 a + 0,738 -0,18 4,99
55 G hcocorticdide + Ipniflavona 737 a + 0,815 2,08 284
21 Dias Gl Cenbole 749 A + 0431 .
52 G hrocorticdude 769 A + 0,832 ————— mme———
3 G hicocorticdide + Alendronato 757 a £ 0,85 1,07 1,56
G4 Glhecocorticdude + Aforvastabina 7,78 a + 1015 387 117
G5 G hcocorticdide + Ipeiflavona 757 a + 0866 1,06 1,56
22 Dias Gl Conbrole 0 A + 0,582 ——— c—————
G2 G hcocorticdide T3TA + 0845 e
53 G lhcocoricdude + Alendromato 7,57 a + 0538 -169 27
G4 G licocorticdide + Atorvastatina 7,49 a + 0,53 -2,73 163
G5 G licocorticdide + Ipriflavena 7,41 a + 0,5 A7 0,54

Ein cada periodo. médias seguidas de pelo menos uma letra mamiscula diferente, diferem entre si pelo teste F (P<00,05).

Em cada periodo, médias seguidas de pele menos uma letra mintiscula diferente, diferem entre si pele teste de Tukey (P<0,03)

Zhang et al., 2007, em estudo para investigar se Erythrina variegata L.,

pertencente a familia das leguminosas, exerce efeitos benéficos em ossos de

ratas ovariectomizadas, analisaram a dosagem de calcio e fosforo em soro

sanguineo e na urina. Concluiram que nenhuma mudanga nas dosagens de

fésforo sérico foi observada entre todos os grupos, enquanto a dosagem

urinaria de fésforo para o grupo das ratas tratadas com alta dose do extrato E.

variegata foi bem mais baixa quando comparado ao grupo das ratas

ovariectomizadas bilateralmente (Tabela 28).
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Tabela 28 - Efeito do extrato de Erythrina variegata em marcadores

bioquimicos de ratas ovariectomizadas (Zhang et al., 2007).

Grupos Fosforo sérico P/Cr urinaria
(mg/dL) (mg/mg)
Ratas intactas 5.80 £ 0.38 1.50+£0.13
Laparotomizadas 5.72+£0.20 1.62 £ 0.06
bilateralmente
Ovariectomizadas 542 +0.14 1.92+£0.16
bilateralmente
Tratadas com 17(3- 5.63+£0.29 1.78 £0.23
estardiol
Tratadas com baixa dose 5.44 +0.14 1.60 £ 0.11
do extrato E. variegata
Tratadas com alta dose 5.38 £0.25 1.40 + 0.19#
do extrato E. variegata

Dados estatisticos: * P<0,05, ** P<0,0lvs Laparotomizadas bilateralmente; # P<0,05, ##

P<0,01, ### P<0,001 vs Ovariectomizadas bilateralmente.

Em estudo realizado por Santos, 2004 para estabelecer a osteoporose
seja por meio da castragdo, ou da administracdo de glicocorticéide, este
pesquisador verificou que todos os grupos experimentais apresentaram
concentracbes plasmaticas normais de calcio:fésforo (1:1 a 2:1) e
concentragdes 0sseas de calcio:fosforo (2:1) inferiores ao normal, com excegao
dos grupos controle.

Das et al 2004, realizaram um trabalho testando o efeito antiosteoporético
de um extrato aquoso de Camellia sinensis (cha verde). Para induzir
osteoporose as ratas tiveram seus ovarios retirados. O seu experimento que
durou 28 dias revelou que as ratas ovariectomizadas tiveram um significativo
aumento da excrecao urinaria de fosfato. Os animais que foram tratados com o
extrato aquoso do cha verde tiveram menor perda urinaria de fosforo.

De acordo com os valores médios das dosagens de calcio, apresentados
na tabela 29, o G14 (Fitoterapico dose 3) foi 0 que apresentou maior aumento
deste parametro (30%) e o G5 (Bifosfonato dose 3) o que apresentou menor

redugédo (3%), quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao
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tratado). Todos os tratamentos nos animais com osteoporose foram
estatisticamente significativos em relacdo ao G1 (animais com osteoporose).
Os animais pertencentes ao G1 tiveram um aumento significativo deste
parametro em relagdo aos animais do G2 (normal). Também foi verificado que
todos os tratamentos nos animais com osteoporose, tiveram aumento deste
parametro em relacdo ao G2 (normal), porém devido a homeostasia do calcio
sérico ser muito bem controlada, ndo podemos afirmar que este aumento tenha
sido provocado pela maior liberacdo de calcio dos ossos nestes animais com

osteoporose.

Tabela 29 - Valores médios das dosagens de calcio em sangue de ratas
adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e percentagens de

variagao em relagao ao grupo controle com osteoporose (G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(mg/dL)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 9,58 A )
G2-Ragéo 8,72B -9
G3-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 9,63 B +1
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 9,51 B -1
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 9,25 B -3
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 10,73 B +12
G7-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 10,90 B + 14
G8-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 10,53 B + 10
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 11,31 B + 18
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 11,57 B + 21
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 11,61 B + 21
G12-Racao+(D)+Fitoterapico dose 1 11,96 B + 25
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 11,46 B + 20
G14-Racgao+(D)+Fitoterapico dose 3 12,44 B + 30

Teste de Dunnett a 5% de significdncia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
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dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Pinto et al., 2005, em estudo para verificar comparativamente os efeitos
de alguns medicamentos sobre a osteoporose induzida pelo glicocorticoide
dexametasona em ratas, observou que nao houve diferenca significativa entre
os grupos controle (G1) e o grupo osteoporotico (G2), quanto aos valores
médios de calcio sérico, expressos em mg/dL, em todos os periodos avaliados
e também entre eles e os grupos tratados (G3, G4 e G5), respectivamente. Em
relacdo aos tratamentos efetuados, observa-se, também, que nao ocorreu

diferenca significativa dos valores nos diversos periodos testados (Tabela 30).

Tabela 30 — Valores médios de calcio sérico em mg/dL e percentual de
variagao em relagao ao grupo controle G1 e ao grupo osteoporoético G2 de
ratas submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas nos respectivos
periodos (Pinto et al., 2005).

Vanagdo %  Varagio %

Periodo Grupol/Tratamento Célelo ragldL DP er relacdo Gl em relacio G2

TDias  (G1 Controle 1365 & + 0,42 i ——
(G2 Glicocortic dide 13,50 & R |
G3 Glicocarticdide + Alendronata 1408 a + 0,44 317 205
G4 Glicocorticdide + Atorvastatinag 1347 a o -1,24 -2,42
(G5 Glicocorticoide + [ priflavona 13458 + 0,55 -1,47 -2.54

14 Dias G1 Controle 1337 & + 0,37 s s
(G2 Glicocortic dide 1305 & il 1 L == S S e S e
(G3 Glicocorticdide + Alendronato 1298 a + 0,57 -2,27 -0,51
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 13308 + 0,54 0,50 1,92
G5 Glicocorticdide + I priflavona 13,12 a + 0,35 -1,37 1,02

21 Dias (31 Controle 13,00 & + 0,42 s e
G2 Glicocorticdide 13,22 4 + 0,32 mmmemm s e e
G3 Glicocorticoide + Alendronato 1293 a + 0,67 -0,51 -2,14
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 1305 a + 0,58 0,32 -1,26
G35 Glicocorticdide + [priflavona 1339 a + 0,29 3,00 1,31

28 Dias (1 Controle 1365 4 + 0,44 mmmmm s wmmmm e
G2 Glicocorticdide 13,60 & + 04 e
(3 Glicocorticdide + Alendronato 1327a + 0,67 -2,78 =245
G4 Glicocorticdide + Atorvastatina 13,70 a + 0,61 0,36 (ic
G5 Glicocorticdide + [priflavona 1368 a + 0,54 022 0,58

Em cada periodo, médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula diferente. diferem entre si pelo teste F (P<0.03).
Em cada periodo, médias seguidas de pelo mencs uma letra mimiscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.03)

Zhang et al., 2007, em estudo para investigar se Erythrina variegata L.,

pertencente a familia das leguminosas, exerce efeitos benéficos em ossos de
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ratas ovariectomizadas, analisaram a dosagem de calcio e fosforo em soro
sanguineo e na urina. Concluiram que baixas doses do extrato desta
leguminosa, podem prevenir a diminuicdo do calcio sérico e 0 aumento da
excregao de calcio na urina, fazendo-se comparagao com os resultados obtidos
para as ratas ovariectomizadas; enquanto este extrato em dosagens mais altas

reduziu apenas o nivel da excreg¢ao urinaria de calcio (Tabela 31).

Tabela 31 - Efeito do extrato de Erythrina variegata em marcadores

bioquimicos de ratas ovariectomizadas (Zhang et al., 2007).

Grupos Calcio sérico Ca/Cr urinaria
(mg/dL) (mg/mg)
Ratas intactas 11.08 £ 0.16 0.026 £ 0.003
Laparotomizadas 10.94 £ 0.23 0.035 + 0.004
bilateralmente
Ovariectomizadas 10.35+£0.13* 0.068 + 0.007**
bilateralmente
Tratadas com 173- 11.18 £ 0.23## 0.027 + 0.006###
estardiol
Tratadas com baixa dose 10.84 + 0.14# 0.026 = 0.007###
do extrato E. variegata
Tratadas com alta dose do 10.48 £ 0.13 0.013 £ 0.003###
extrato E. variegata

Dados estatisticos: * P<0,05, ** P<0,0lvs Laparotomizadas bilateralmente; # P<0,05, ##

P<0,01, ### P<0,001 vs Ovariectomizadas bilateralmente.

O turnover do caélcio € muito bem regulado e a maior excregao de calcio
ocorre na urina e em menor quantidade nas fezes. Cerca de 50% do calcio
sanguineo encontra-se na forma ionizada; o restante encontra-se ligado a
proteinas. Apenas o calcio ionizado pode ser usado pelo corpo em processos
vitais como contragdo muscular, fungdo cardiaca, transmissdo de impulsos
nervosos e coagulagao sanguinea (Motta, 2000).

Das et al 2004, realizaram um trabalho testando o efeito antiosteoporotico

de um extrato aquoso de Camellia sinensis (cha verde). Para induzir
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osteoporose as ratas tiveram seus ovarios retirados. O seu experimento que
durou 28 dias revelou que as ratas ovarioectomizadas tiveram um significativo
aumento da excregédo urinaria de calcio. Os animais que foram tratados com o
extrato aquoso do cha verde tiveram menor perda urinaria de calcio. Segundo
este pesquisador os animais com osteoporose tratados com cha-verde teriam
menor perda urinaria de: calcio, fosfato, creatinina, calcio/creatinina e
hidroxiprolina. Parecendo atribuir o mecanismo dos compostos bioativos da
Camellia sinensis a um efeito protetor de perda o&ssea hipogonadal.
Flavonodides e polifendis (ésteres de polifendis, teaflavina, galato de teaflavina e
digalato de teaflavina, tearubigenina, catequinas, epigalocatequinas,
epigalocatequinas galato, epicatequina, epicatequina galato e teaflavinas)
presentes no extrato hidroalcodlico testados neste trabalho parecem ter um
efeito protetor efetivo na perda de massa 6ssea. Um decréscimo na excregao
urinaria de calcio e fosfato pode ser atribuido a um decréscimo na reabsorgao
ossea e/ou aumento na formagao 6ssea (Das et al, 2004).

De acordo com os resultados obtidos na tabela 32 (valores médios das
dosagens de fosfatase alcalina total), o grupo que apresentou a maior
percentagem de reducgdo (34%) da atividade da fosfatase alcalina no soro
sanguineo foi o G5 tratado com bifosfonato na dose 3, ja o G12 tratado com
fitoterapico dose 1 foi 0 que mais aumentou este parametro (53%), quando
comparados ao G1 (grupo com osteoporose nao tratado). E importante
ressaltar que os animais pertencentes ao G1 tiveram um aumento significativo
do conteudo médio deste parametro em relagédo aos animais do G2 (normal).
Também foi verificado que todos os tratamentos nos animais com osteoporose
foram estatisticamente significativos em relagdo ao G1 (grupo com osteoporose
nao tratado). Este kit permite dosar fosfatase alcalina total e ndo apenas a
fosfatase alcalina 6ssea, mas apesar de atualmente ndo ser mais considerado
como um bom marcador para esta doenca, o aumento da atividade da
fosfatase alcalina total ja foi muito utilizado como marcador de remodelagéo

ossea.
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Tabela 32 - Valores médios das dosagens de fosfatase alcalina total em
sangue de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEUDO MEDIO % VARIAGAO
(U/L)

G1-Ragéo + Dexametasona (D) 71,43 A )

G2-Racao 62,60 B -12
G3-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 1 54,00 B -24
G4-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 2 49,00 B - 31
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 47,00 B -34
G6-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 54,57 B -24
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 54,56 B -24
G8-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 49.74 B -30
G9-Ragéo+(D)+Flavonoide dose 1 58,72 B -18
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 74,47 B +4
G11-Ragéo+(D)+Flavondide dose 3 63,67 B - 11
G12-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 1 109,27 B + 53
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 51,24 B - 28
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 85,60 B +20

Teste de Dunnett a 5% de significdncia — Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).

Pinto et al., 2005, em estudo para verificar comparativamente os efeitos
de alguns medicamentos sobre a osteoporose induzida pelo glicocorticoide
dexametasona em ratas, mostrou que os valores médios de fosfatase alcalina
6ssea (FAO), mostrados na tabela 33, nao apresentaram variagdes
significativas entre os grupos controle (G1) e osteoporoético (G2) e também

entre os grupos tratados entre si e entre os tratados e os grupos G1 e G2,
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respectivamente. Em nosso trabalho foi dosada a fosfatase alcalina total e nao
a fosfatase alcalina éssea, mas assim como Pinto et al., 2005 ndo foram

observados resultados estatisticamente significativos entre os grupos tratados.

Tabela 33 — Valores médios de fosfatase alcalina 6ssea (FAO) em pg/dL e
percentual de variagao em relagdo ao grupo controle G1 e ao grupo
osteoporotico G2 de ratas submetidas a diferentes tratamentos e

avaliadas nos respectivos periodos (Pinto et al., 2005).

Variacio ¥ em Vanacio % em

Periodo Grupo/Tratamento FAO pefdL DP relagin Gl relagin G2
7Dis Gl Controle OM24  + 0018
G2 Glirocorticdide 00534 & 0026  -—————e S
3 Glicoccrticdide + Alendronato 00®a  + 00l 5,40 26,18
(G4 Glirocorticdide + Atorvastatina 00%a + 000 34,41 489
G5 Glicoccrticdide + Ipriflavona 0084a  + 009 52,10 19,18
14Dias Gl Controle 014+ 0018 I I
G2 Gliroccrticdide 0o0a o+ 0@
G3 Glirocorticdide + Alendronato 00%a + 0016 127 11,12
G4 Glicoccrticéide + Atorvastatina 00432+ 0016 490 687
G5 Glhicocorticdide + Ipriflavona 00472  + 003 16,13 18,31
21 Dias Gl Comtrole EI,IJSEI_& + 0022
(G2 Glirocorticdide nossa o+ 0024 :
G3 Glicoccrticéide + Alendromato 00582 & 0016 15,3 -1,57
(4 Glicorarticdide + Atorvastatina 00432+ 0025 15,49 22,91
G5 Glizoccrticéide + Ipriflavona 004la & 003 18,66 -30,61
28Dias Gl Comtrole 0654+ 0@
G2 Glirocorticdide 004 = 0019
G3 Glicoccrticdide + Alendronato 008la  + 0027 5,55 1,78
G4 Glicoccrticéide + Atorvastatina 00s0a  + 00 3.9 .085
G5 Glicoccrticdide + Tpriflavona 00s0a & 0025 23,02 17,4

Em cada periodo. médias seguidas de pelo menes wna letra maniscula diferente. diferem entre sipelo teste F (P<20,05).
Em cada periodo, meédias seguidas de pelo menos uma letra mimiscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tulkey (P<0.03).

A fosfatase alcalina € uma enzima associada a membrana, que esta
amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada em altas
concentragbes nos 0sso0s, na mucosa intestinal, nas células tubulares renais,
no figado e na placenta (Coles, 1984). E usada como indicador de doenca
hepatica e Oéssea. Na doenca Oéssea, o nivel de enzima aumenta
proporcionalmente a produg¢ao de novas células 6sseas resultante da atividade
osteoblastica e da deposigdo de calcio nos ossos. Na hepatopatia, o nivel
sanguineo aumenta quando a excrecao desta enzima €& comprometida em
virtude de obstrugao no trato biliar (Fischbach, 2005).
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Segundo Kaneko et al., 1997, a fosfatase alcalina hidrolisa varios tipos de
ésteres de fosfato e catalisa a desfosforilagdo do ATP. Sua concentracao
enzimatica pode ser mensurada, diretamente como massa ou indiretamente
pela sua atividade. Pesquisadores tém demonstrado que a menor atividade de
fosfatase alcalina e menor excregcao de calcio e creatinina urinaria em ratas
ovariectomizadas tratados com Camellia sinensis tem sido correlacionados
com menor degradagdo de colageno, reabsor¢gdo Ossea e osteoporose.
(Lindsay et al., 1977; Myburgh et al., 1989; Gert et al., 1994).

Das et al 2004, realizaram um trabalho testando o efeito antiosteoporético
de um extrato aquoso de Camellia sinensis (cha verde). Para induzir
osteoporose as ratas tiveram seus ovarios retirados. O seu experimento que
durou 28 dias revelou que as ratas ovariectomizadas tiveram um significativo
aumento na atividade de fosfatase alcalina. Os animais que foram tratados com
o extrato aquoso do cha verde tiveram menor perda urinaria de fosfatase
alcalina. No estudo, Das et al 2004 verificou que houve um maior aumento na
atividade da fosfatase alcalina do grupo osteoporético (ovariectomizado) do
gue nos grupos que receberam cha verde. Os valores de atividade de fosfatase
alcalina e razao urinaria calcio/creatinina analisados neste experimento indicam
significativamente que o extrato aquoso de cha preto (Camellia sinensis) era
eficaz em impedir a perda Ossea provocada pela deficiéncia do hormdnio
ovariano.

Estudos tém demonstrado que a menor atividade de fosfatase alcalina e
menor excre¢cdo de calcio e creatinina urinaria em ratas ovariectomizadas
tratados com Camellia sinensis tém sido correlacionados com menor
degradacdo de colageno, reabsor¢cao Ossea e osteoporose (Lindsay et al.,
1997; Myburgh et al.,, 1989 & Gert et al., 1994). Entre os marcadores de
reabsorcdo O0ssea e da atividade osteoclastica, sdo medidas atividades de:
fosfatase alcalina, fosfatase alcalina 6ssea, a enzima fosfatase acida tartarato
resistente (TRAP), hidroxiprolina e outros. Existe uma associagcdo entre o
aumento na concentracdo de TRAP e hidroxiprolina urinaria como um indicativo
potencial da atividade osteoclastica e degradagao de colageno tipo 1 (Stepan
et al., 1996). A atividade da fosfatase alcalina estd mais associada a atividade
osteoblastica. Outros pesquisadores tém relatado que os compostos bioativos

presentes no cha verde influenciam também a atividade osteoblastica do osso.
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O osso trabecular tem sido mais responsivo ao tratamento do extrato
aquoso do cha verde que o osso cortical. Os osteoblastos regulam a
mineralizagdo da matriz formada e produzem fosfatase alcalina (Aubin, 1998).
Esta enzima hidrolisa os ésteres de fosfato para aumentar a concentragao local
de fosfato e a mineralizagado da matriz extracelular (Lian et al., 1999). Uma das
caracteristicas do fenétipo do osteoblasto maduro € a habilidade destas células
em sintetizar fosfatase alcalina que € considerado um bom marcador de
diferenciagao osteoblastica.

Estudos tém demonstrado que a epigalocatequina, um dos compostos
bioativos da Camellia sinensis, inibe a formacao de osteoclastos e melhora a
diferenciagao osteoblastica e formagdo 6ssea (Yun et al., 2004). A medida da
atividade da fosfatase alcalina € considerada durante a diferenciacéo
osteoblastica e esta atividade decresce quando a mineralizagdo chega ao final
(Aubin, 2001).

Estudos de Notoya et al 2004 demonstraram que a quercetina decresce a
atividade da fosfatase alcalina em células osteoblasticas em doses -
dependentes. Quercetina induz a diferenciacdo e a mineralizacdo, como
indicado por marcadores caracteristicos de osteoblastos, como a atividade de
fosfatase alcalina, sintese de osteocalcina e deposicao de calcio. O mecanismo
do efeito indutor da diferenciacdo de osteoblastos pela quercetina ndo esta
bem claro. A quercetina reduz os niveis basais dos receptores de fator de
crescimento ligado a insulina (IGF-1) e fosfatidil-inositol 3-quinase em
fibroblastos queldides (Phan et al., 2003). O IGF-1 possui um papel importante
na diferenciacdo dos osteoblastos e a quercetina pode influenciar a
diferenciagcado destas células via supressao da rota do IGF-1(Thomas et al.,
1999). Alternativamente, a quercetina pode agir inibindo a ativacdo de
proteinas AP-1. AP-1 é um fator de transcricdo dimérico que consiste em um
fragmento Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2, ou AFosB) e um fragmento Jun
(JunB, c-Jun ou Jun-D) (Jochum et al., 2000).

A tabela 34 mostra os valores médios das dosagens de gama GT e suas
respectivas percentagens de variagdo. Os animais pertencentes ao G1 (grupo
com osteoporose nao tratado) tiveram um aumento significativo do conteudo
médio deste parametro em relagdo aos animais do G2 (normal). Observou-se

que o G6 (Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1) apresentou a maior
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percentagem de reducéo neste parametro (44%), ja o G8 (Bifosfonato dose 3 +
sinvastatina dose 3) apresentou a maior percentagem de aumento (2%),
quando comparados ao G1 (grupo com osteoporose ndo tratado). Com
excecgao do G8, todos os outros grupos apresentaram redugao deste parametro
quando comparados ao G1 e todos os tratamentos foram estatisticamente
significativos quando comparados ao G1.

A gama glutamiltransferase (GGT) esta presente, principalmente, nas
células epiteliais dos ductos renais e biliares e a elevacdo de sua atividade
sérica esta relacionada com doencas hepaticas, especialmente aquelas que
afetam o sistema de ductos biliares (Braun et al., 1992). E uma enzima de
membrana, associada a numerosos tecidos (Meyer et al., 1995) como figado,

rins, pancreas e intestino.

Tabela 34 — Valores médios das dosagens de gama GT em sangue de
ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos e
percentagens de variacao em relagao ao grupo controle com osteoporose
(G1).

TRATAMENTOS CONTEL’JDIO MEDIO % VARIAGAO

G1-Ragéao + Dexametasona (D) 6,(:3) A i

G2-Ragéo 541B - 16
G3-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 1 3,69B -43
G4-Ragéo+(D)+Bifosfonato dose 2 514 B -20
G5-Ragao+(D)+Bifosfonato dose 3 513 B -20
G6-Racao+(D)+Bifosfonato dose 1 + sinvastatina dose 1 3,58 B -44
G7-Racao+(D)+Bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 537B -16
G8-Racgao+(D)+Bifosfonato dose 3 + sinvastatina dose 3 6,57 B +2
G9-Ragao+(D)+Flavonoide dose 1 5,38 B -16
G10-Ragao+(D)+Flavondide dose 2 511B -20
G11-Ragao+(D)+Flavondide dose 3 4,74 B - 26
G12-Racao+(D)+Fitoterapico dose 1 423B -34
G13-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 2 5,94 B -8
G14-Ragao+(D)+Fitoterapico dose 3 3,80B - 41
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Teste de Dunnett a 5% de significancia — Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes
do grupo doente

Dosagens utilizadas: bifosfonato dose 1(0,20 mg), dose 2 (0,40 mg) e dose 3 (0,60 mg);
sinvastatina dose 1 (0,40 mg), dose 2 (0,70 mg) e dose 3 (1,0 mg); o flavondide dose 1 (35mg),
dose 2 (60 mg) e dose 3 (90 mg) e fitoterapico dose 1(0,01 mg), dose 2 (0,02 mg) e dose 3
(0,03 mg).
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5.3) Microfotografias eletronicas de varredura de ossos de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos.

5.3.1) Microfotografia eletronica de varredura de ossos de ratas controles (Racao- G1

GO A Signal A= SE1  Date 5 Mar 2008 s Mag= 100k Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 2 [ A Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
EHT=1000K/ WD= 11mm  PhotoMNo.=138  Time 151835 EHT=1000K/ WD= 10mm  PhotoMo. = 141  Time 152154 EHT=1000K/ WD= 11mm  PhotoMo.= 140  Teme :15:2046

0 R A=SE1  Date 5 Mar 2008 s g= 200 A Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
EHT=1000K/ WD= 11mm  PhotoMNo.=170  Time 155703 EHT=1000K/ WD= 11mm  PhotohNo.=171  Tene 15:5741

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscépio eletrénico de varredura; WD: foco.
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5.3.2) Microfoto orose (verificagao da inducao

oo

rafia eletrénica de varredura de ossos de ratas controles com osteo

Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008

Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 . g A Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 2 0 X
f—— | CEHT=1000K/ WD= 10mm  ProtoNo.=136 Time 151125

Photo Mo.= 188 Time 1161428 — EHT=1000kV  WD= 12mm Photo No.= 189 Time :16:15:25

L 3 e, T o
Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 : ] Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 : ] Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
Phato No. = 144 Time 152621 — EMT=1000K/ WD= 11mm  PhotoNo.=145  Time 152735 — EHT=1000KV/ WD= 12mm  PhotoNo.=173  Time 15:58.30

Mag: magnitude do aumeo; EHT: poténcia do microscépi6 eletronico de varredura; WD: foco.
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5.34 Microfot
[

rafia eletronica de v

A =

rredura de ossos de ratas tratadas com biosfonato dose 1 (G3

g

Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008

Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 s g WA Signal A= SE1_ Date 5 Mar 2008
Photo No. =174 Tiene :16:00:43

M
Phato Mo. =146 Time 115:29:55 — EHT=1000kY WD= 10mm Phato Mo. =147 Time 115:30:43

]

g

' L
one Mag = 300K X Signal A = SE1 Date 25 Feb 2008
EHT = 10.00 kV WD = 15mm Photo No, = 1848 Time :11:34:11

oneMag= 200K X Signal A= SE1  Date 25 Feb 2008
EHT = 10.00 kV WD = 15mm Photo No. = 1847  Time:11:33:18

one Mag = 148 Signal A = SE1 Date 25 Feb 2008
EHT=1000kV WD= 18mm Photo No, = 1848 Time :11:26:20

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscépio eletrénico de varredura; WD: foco.
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5.3.6) Microfoto

Signal A= SE1  Date 5 Mar 2008 s g 0 X Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 s ! Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
Photo No.= 178 Time -16:04:01 — EHT=10.00K/ WD= 10mm  PhotoNo.= 150  Time -15:34.02 PhatoNo. = 161 Time :15:35:05

Mag: magnitude do aumento; EHT: p&éhcia do microscépio eletronico de varredura; WD: foco.

5.3.7) Microfotografia eletronica de varredura de 0SSO0S de ratas tratadas com bifosfonato dose,1 + sinvastatina dose 1 (G6

= 2,

= 2,

Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008
Phato No. =152 Time :15:36:07

0 X Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 . g X Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008
EHT=1000K/ WD= 1Zmm  PhotoNo.=180  Time 16:06:18 — Photo No.= 162 Time :15:38:07

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscopio eletrénico de vrrdura; WD: foco
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5.3.8) Microfoto

rafia eletronica de varredura de ossos de ratas tratadas com blfosfonato dose 2+ smvastatlna dose 2 G7)

A, SignalA=SE1  Date 5 Mar 2008 . g= 1004 Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 . 9 A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008
BT 1000k WD 12mm Photo No.= 182 Time -16:08.21 —_ EHT=1000K/ WD= 10mm  PhotoNo.= 154  Tine 15:38-16 — EHT=1000K/ WD= 10mm  PhatoMNo.= 155  Time 15:38.01

X . X w ZoneMag= 146X i s
Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008 q Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008 9 - _ £l 25 Feb 2008
EHT = moukv WD= timm  PhatoNo.=156 Time :1540:14 — EHT=10.00K/ WD= 11mm  PhotoMNo.=157  Time :15.40:46 o EHT=1000K WD 16mm  Photaho < 1483 Time 114943

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscopio eletrénico de varredura; WD: foco.
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SignalA=SE1  Date 5 Mar 2008 . g W A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008

0 X Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
EHT=1000KV WD= 11mm Phato No.= 130 Time 16:16:45 —q EHT=1000kY WD= Smm Phato No.= 158 Time :15:42:03

EHT=1000 kv WD= Smm Phaoto Mo. =159 Time 1154236

Mag: magnitud do aumento; EHT: poténcia do microscoépio eletrénico de varredura; WD: foco.

5. 3'11 Mlcrofoto rafia eletrénica de varredura de 0SS0S de ratas tratadas com FIavon0|de dose 2 G10

SE1 Date -5 Mar 2008
=193 Time 116:18:59

Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008 " ; Sagnal A = SE1 Date -5 Mar 2008
EHT= |000k\¢" WD = 10mm Phato Mo. =160 Time :15:44:06 L Phaoto Mo =161 Time 115:44:50

Mag: magnitudé do aumento; EHT: poténcia do microéépio eletronico de rredua; WD: fco.
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5.3.12) Microfoto tratadas com Flavonodide dose 3 (G11

S % p

rafia eletrénica de varredura de ossos de ratas

s

Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 - g A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008
Photo No. =194 Time :16:20:40 Photo No. =182 Time 154622

A Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
EHT=1000K/ WD= 10mm  PhotoNo.=183  Time 154728

U A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 . 9 A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 . 9 A Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008
K/ WD= 10mm  PhotoNo.= 188  Time 155801 EHT=1000K/ WD= 10mm  PhotoNo.= 189  Tine 15:5432 EHT=1000K/ WD= 11mm  PhotoMNo.=201  Tine 16:27.00

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscopio eletronico de vrredura; WD: foco.
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5.3.14) Microfotografia eletronica de varredura de ossos de ratas tratadas com Fitoterapico dose 2 (G13
P “"}1 ) & i

Signal A=SE1  Date 5 Mar 2008 - g Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008
Photo No. = 198 Time :16:25:12 —A Photo No. = 168 Time :1552:14

Signal A = SE1 Date -5 Mar 2008
EHT=1000kY WD= 10mm Phato Mo. =167 Time 1155259

. Signal A=SE1  Date -5 Mar 2008 . Sign - ] : Sign Dato -5 Mar 2008
EHT=1000KY WD= 12mm Photo No.= 198  Time 16:23:22 p—— EHT=1000kY WD= 10mm Phato No. = 164 — EHT=1000KY  WD= 10mm Tirne :15:51:01

Mag: magnitude do aumento; EHT: poténcia do microscopio eletrénico de varredura; WD: foco.
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5.4) Histopatologia 6ssea de ratas adultas (120 dias) submetidas a diferentes tratamentos.

O- G1
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5.4.3) Histopatologia 6ssea de ratas tratadas com bifosfonato dose 1 (G3)

L P > P
.p"gi . y N

10x 40x

| 5.4.4) stopatologia Ossea de ratas tratadas c

om bifosfonato dose 2 (G4)

d & o g3

> Sy

10x S o ' | . 4dx
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5.4.7) Histopatologia 6ssea de ratas tratadas com bifosfonato dose 2 + sinvastatina dose 2 (G7)

)
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5.4. 11 Hlstopatolo ia ossea de ratas tratadas com FIavonOIde dose 3 G11
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As Figuras do item 5.4 mostram os cortes histolégicos da regido do tergo
proximal do fémur esquerdo dos animais aos 30 dias de tratamento. A Figura
do item 5.4.1 (ratas controle ragdo - G1) mostra trabéculas o&sseas de
espessura normal, contendo restos de matriz cartilaginosa com os
componentes celulares e nao celulares preservados e tecidos mesenquimal e
hemocitopoético normais. A Figura do item 5.4.2 (ratas controle com
osteoporose - G2) mostra discreta diminuicdo da espessura das trabéculas
o0sseas mantendo os demais componentes dsseos preservados nestes animais
que receberam dexametasona; comparado ao G1 (controle - ragédo) evidencia o
efeito desse glicocorticdéide na indugdo da osteoporose. Varias pesquisas
demonstram que o turnover e a reabsorgdo Ossea estdo aumentados nos
estagios avancados de terapia com glicocorticéide, visto que a redugdo na
formacdo Ossea é predominante nesse periodo. Estudos prospectivos tém
demonstrado uma rapida perda 6ssea e um aumento no risco de fraturas
durante os primeiros meses de terapia com glicocorticoide, que pode ser
explicado com base no baixo turnover e formacéo éssea (Van STAA et al.,
2001).

A figura do item 5.4.3 (G3) mostra uma diminuicdo expressiva da
espessura das trabéculas 6sseas que se apresentam finas e esparsas, com
diminui¢cdo da quantidade de tecido dsseo, preservacdo de seus componentes
e medula éssea preservada. Ja a figura do item 5.4.4 (G4) mostra trabéculas
Osseas de espessura normal, contendo restos de matriz cartilaginosa.
Componentes celulares e ndo celulares se encontram preservados e tecidos
mesenquimal e hemocitopoético normais; para estes animais, tratados com o
bifosfonato alendronato de s6dio na dosagem de 0,40 mg, houve uma notavel
recuperagao 0ssea com a matriz bastante semelhante ao G1(ratas controle
racao). A figura do item 5.4.5 (G5) também mostra uma diminuicdo expressiva
da espessura das trabéculas 6sseas semelhante ao G3, o que indica que na
dosagem de 0,60 mg o tratamento com o alendronato de sédio também néao
apresentou o efeito desejado.

As figuras dos itens 5.4.6, 5.4.7 e 5.4.8 mostram os tratamentos nos quais
foram realizadas associagdes de bifosfonato e sinvastatina. Para os animais do
G6 (item 5.4.6) observou-se aumento da espessura das trabéculas 6sseas com

preservacdo dos componentes do tecido 6sseo e medula éssea vermelha. A
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figura em maior aumento do item 5.4.7 mostra trabéculas de espessura normal
com restos de matriz cartilaginosa e tecido &sseo, mesenquimal e
hemocitopoético preservados. Ja para o grupo G8 (item 5.4.8) foi observado
um aumento expressivo da espessura das trabéculas preservando os
componentes dos tecidos 6sseos € medulares com predominancia do tecido
0sseo em detrimento ao mesenquimal, o que indica este como o melhor
tratamento para a recuperacdo da espessura das trabéculas ésseas nestes
animais com osteoporose induzida por dexametasona.

As figuras dos itens 5.4.9, 5.4.10 e 5.4.11 mostram os tratamentos com o
flavondide crisina nas doses 1, 2 e 3, respectivamente. As figuras do item 5.4.8
(G8) mostram trabéculas ésseas de espessura normal, contendo restos de
matriz cartilaginosa com componentes celulares e ndo celulares preservados e
tecidos mesenquimal e hemocitopoético normais. Ja para o G9 (item 5.4.9)
observamos a diminuigdo expressiva da espessura das trabéculas dsseas que
se apresentam finas e esparsas com diminuicdo da quantidade de tecido 6sseo
e preservacao de seus componentes, o que caracteriza um tratamento de baixa
eficiéncia na recuperacao da espessura das trabéculas 6sseas destes animais;
a medula éssea neste grupo encontra-se preservada e em maior aumento
podemos observar detalhes desta matriz: fibras colagenas e células dsseas —
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. O item 5.4.10 (G10) mostra trabéculas
Osseas de espessura normal, contendo restos de matriz cartilaginosa com
componentes celulares e ndo celulares preservados e tecidos mesenquimal e
hemocitopoético normais, pode-se observar a regido proxima ao disco
epifisario com trabéculas de estrutura e espessura usuais.

As figuras dos itens 5.4.12, 5.4.13 e 5.4.14 mostram os tratamentos com
extrato hidroalcodlico de Camellia sinensis nas doses 1, 2 e 3,
respectivamente. Para estes 3 tratamentos foram observados os mesmos
aspectos 6sseos com trabéculas ésseas de espessura normal, contendo restos
de matriz cartilaginosa, componentes celulares e n&o celulares preservados e
tecidos mesenquimal e hemocitopoético normais, desta forma estes
tratamentos recuperaram parte da espessura das trabéculas 6sseas, mas nao

mostraram nenhuma relagdo dose-dependente.
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6) CONCLUSOES:

Diante dos resultados obtidos, observamos que a maior parte das analises
dos parametros sanguineos avaliados neste experimento, mostrou-se
estatisticamente diferente entre os grupos tratados e os animais doentes
(controle com osteoporose), o que pbéde ser sugerido como uma melhora do
quadro clinico desses animais. Apenas para alguns parédmetros hematologicos
avaliados como: mielocitos, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e
amplitude de distribuicdo do tamanho das hemacias, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle com
osteoporose e os outros grupos tratados.

As observagdes das microfotografias eletronicas de varredura permitiram
identificar maior niumero de poros nos ossos dos animais doentes (controle
com osteoporose) e uma diminuicdo destes nos animais pertencentes aos
grupos tratados. Isto também pdde ser observado através da avaliagdo da
histopatologia &ssea, que mostrou uma recuperagdo no tamanho das
trabéculas Osseas nos animais tratados quando comparados ao controle
osteopdrotico.

Nossa metodologia experimental com teste de trés diferentes dosagens
para cada tratamento utilizado seguiu fielmente o modelo conhecido e ja
estabelecido para o estudo da osteoporose induzida por glicocorticéides em
ratas da raga Wistar. Os resultados de nossas dosagens sanguineas
evidenciaram que a osteoporose € uma doencga esquelética sistémica que nao
provoca grande alteragcado dos parametros sanguineos rotineiramente avaliados
pelos clinicos, assim, estes marcadores bioquimicos ndo se mostraram
eficazes para o diagnéstico e acompanhamento desta patologia 6ssea. A
analise histopatoldgica mostrou tratamentos com aumentos expressivos da
espessura das trabéculas 6sseas com componentes celulares preservados (G6
e G8). Na osteoporose, os componentes celulares e nao celulares do tecido
0sseo estao preservados, observando apenas uma diminuigdo da quantidade
deste tecido. O cortex do osso torna-se mais delgado e a espessura das
trabéculas diminui, prejudicando o suporte tridimensional que confere

resisténcia ao 6rgao que fica mais suscetivel a fraturas.
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8) APENDICE

Dados Biologicos do Rato (FIOCRUZ, 1994).

Rattus norvergicus
Variedade albinus, da raca Wistar

O rato ao nascer é desprovido de pélos com excegao das vibrissas (pélos
responsaveis pelo tato), com olhos fechados, corpo avermelhado e pavilhdo
auricular aderido a cabeca e pesa de 5 a 6g. Desde o nascimento, 0s sexos ja
podem ser distinguidos. As fémeas apresentam a distancia ano-genital menor
do que os machos (esta sexagem no inicio é dificil, mas com a pratica, os erros
s&o minimos). A medida que os animais crescem, esta diferenciacdo se torna
mais evidente.

No segundo dia de vida, a coloragdo da pele vai clareando (fica rosada) e
do terceiro ao sexto dias, periodo em que comeca a haver crescimento do pélo,
o animal vai tomando a coloracdo mais proxima da estirpe. Com sete dias, o
corpo ja esta totalmente recoberto de pélo e nas fémeas as tetas comegcam a
se evidenciar. Nesta idade o pavilhdo auricular comecga a se afastar da cabeca.
Por volta do décimo primeiro dia, os animais abrem os olhos. Aos 14 dias
comecam a se alimentar independentemente. Dos 19 aos 21 dias ja estdo
aptos a serem desmamados, quando passam de 35 a 45g.

Os animais atingem a puberdade aos 30 dias. A maturidade sexual se da
aos 50 a 60 dias e os animais devem ser acasalados com 80 a 100 dias, no
peso de: machos + 250g e fémeas £ 150 a 180g.

O periodo de gestacao é de 19 a 22 dias. Os animais permanecem na
criacdo até os 9 meses de idade.

Na fase adulta, os ratos consomem 15g de ragao/dia e 20 mL de agua/dia.

A temperatura do ambiente deve ser de 20 a 24°C.

A iluminacao é controlada devendo ser de 12 horas de luz e 12 horas de
escuriddo. A isto chama-se fotoperiodo. Periodos prolongados de iluminagéo
ou escuridao interferem no ciclo reprodutivo dos animais.

O rato é onivoro.
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Animais de Laboratoério:

Vantagens:
- Facil manutencao e observacao.

- Ciclos vitais curtos (gestagao, lactagao, puberdade, etc.)
- Permitem a padronizagdo do ambiente.
- Grande quantidade de informacgdes basicas.

Desvantagens:

- Vivem em ambiente totalmente artificial.

- Dieta padronizada.
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