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“Seria mais facil fazer como todo mundo faz

O caminho mais curto. Produto que rende mais
Seria mais fdcil fazer como todo mundo faz

Um tiro certeiro. Modelo que vende mais.

Mas nés, dancamos no siléncio
Choramos no carnaval

N3o vemos gracga nas gracinhas da Tv
Morremos de “rir” no horario eleitoral.

Seria mais fdacil fazer como todo mundo faz
Sem sair do sofd. Deixar a Ferrari pra tras
Seria mais facil fazer como todo mundo faz
O milésimo gol, sentado na mesa de um bar.

Mas nds, vibramos em outra frequéncia
Sabemos que ndo é bem assim

Se fosse facil achar o caminho das pedras,
Tantas pedras no caminho ndo seria ruim.”

Humberto Gessinger. “Outras Frequéncias”.

Engenheiros do Hawaii
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RESUMO

FERREIRA JUNIOR, Davilson Bragine, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa,novembro de 2016. Avaliagao do alendronato de sédio,
atorvastatina calcica, ipriflavona e éleo de linhaga no tratamento da
osteoporose induzida com dexametasona. Orientador: José Humberto
de Queiroz. Coorientadores: Virginia Ramos Pizziolo e Sérgio Luis Pinto
da Matta.

O objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos do alendronato de sodio,
da atorvastatina calcica, da ipriflavona e do 6leo de linhaga no tratamento
da osteoporose induzida com dexametasona. A indugdo da osteoporose
consistiu na administragcdo de dexametasona na dose de 7,5mg/kg de
peso corporal, por via IM, uma vez por semana durante quatro semanas,
a excegao dos animais do grupo controle (G1). Os animais submetidos a
indugdo da osteoporose foram entdo distribuidos aleatoriamente,
recebendo os seguintes denominagdes e tratamentos: G2 (controle com
osteoporose), G3 (Alendronato de Sdodio 0,2mg/kg), G4 (Atorvastatina
Calcica 1,2mg/kg), G5 (lpriflavona 100mg/kg) e G6 (Oleo de Linhaga
2,0ml). Apds o periodo de 30 e 60 dias do inicio do tratamento os animais
foram eutanasiados e entdo coletadas amostras de sangue para as
dosagens dos niveis séricos de calcio, fosforo, fosfatase alcalina (FAL),
fosfatase alcalina 6ssea (FAO), paratorménio (PTH), glicose e insulina.
Além disso, foram coletados os fémures esquerdos para avaliagéo
biométrica e histomorfométrica. O ensaio biolégico foi realizado segundo
delineamento inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 6 repeticoes.
A principio foi verificada a existéncia de distribuicdo normal com o teste
de Shapiro-Wilk (p<0,05). Os grupos foram comparados entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Através das avaliagbes biométrica
e histomorfométrica foi possivel verificar a perda estrutural 6ssea induzida
pela dexametasona, assim como a influéncia positiva na manutencao
tecidual de todos os tratamentos, apesar de somente os grupos tratados
com alendronato de sodio obterem valores equiparaveis ao grupo normal.

Os valores séricos de calcio, fésforo e PTH demonstraram alteracdes
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decorrentes do uso da dexametasona, ndo apresentando nenhuma
alteragao significativa relativa aos tratamentos. Os niveis séricos de FAO
apresentaram alteragdes positivas nos grupos tratados com atorvastatina
calcica, ipriflavona e 6leo de linhaga. Os niveis séricos de FAL, afetados
pelas variantes intestinal, renal e hepatica, ndo apresentaram
correspondéncia a FAO. Os valores dos niveis séricos da glicose e
insulina puderam demonstrar o quadro de hiperglicemia consequente do
aumento da resisténcia a insulina, presentes no processo de indugdo da
osteoporose pela dexametasona. A atorvastatina calcica ocasionou
agravamento da hiperglicemia e hiperinsulinemia potencializando o
quadro de resisténcia a insulina levando a instalagao do diabetes melittus
tipo 2. Tanto a ipriflavona como 6leo de linhaga foram capazes de
ocasionar queda significativa da hiperglicemia com resultados
bioquimicos que caracterizam, principalmente, diminuicdo do quadro de

resisténcia a insulina.



ABSTRACT

FERREIRA JUNIOR, Davilson Bragine, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, November, 2016. Evaluation of alendronate of sodium,
atorvastatin calcic, ipriflavone and flexsed oil in the treatament of
dexamethasone osteoporosis induced. Advisor: José Humberto de
Queiroz. Co-adivisors: Virginia Ramos Pizziolo and Sérgio Luis Pinto da
Matta.

The aim of this study was to investigate the influence of sodium
alendronate, atorvastatin calcium, the ipriflavone and linseed oil in the
osteoporosis induction process with dexamethasone. The induction of
osteoporosis was the administration of dexamethasone at a dose of
7.5mg/kg body weight IM once a week for four weeks, except for the
control animals (G1). The animals subjected to induction of osteoporosis
were then randomly assigned, receiving the following names and
treatments: G2 (control with osteoporosis), G3 (Alendronate Sodium
0.2mg/kg), G4 (Atorvastatin Calcium 1.2 mg/kg), G5 (lpriflavone 100
mg/kg) and G6 (Flaxseed Oil 2.0ml). Between 30 and 60 after the start of
treatment blood samples were collected for measurements of serum levels
of calcium, phosphorus, alkaline phosphatase (FAL), bone specific
alkaline phosphatase (FAO), parathyroid hormone (PTH), glucose and
insulin. In addition, they collected the left femurs for biometric and
histomorphometric measurement. The biological assay was performed
according to a completely randomized design with 6 treatments and 6
repetitions. The principle was checked for normal distribution with the
Shapiro-Wilk test (p <0.05).The groups were compared by Tukey test at
5% probability. Through histomorphometric and biometric evaluations it
was possible to verify the structural bone loss induced by dexamethasone,
as positive influence on tissue maintenance of all treatments, although
only the group treated with alendronate sodium obtain values comparable
to the control group. The serum calcium, phosphorus and PTH
demonstrated changes resulting from the use of dexamethasone, showing
no significant change on the treatments. Serum FAO had positive changes
in the groups treated with calcium atorvastatin, ipriflavone and linseed oil.
Serum FAL affected by intestinal, renal and hepatic variants showed no

correspondence to FAO not recommended its use as a marker of bone
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remodeling. The values of serum glucose and insulin were able to
demonstrate the consequent hyperglycemia within the increased insulin
resistance present in the process of induction of osteoporosis by
dexamethasone, and treatment with sodium alendronate no change to the
glycemia and insulinemia. The atorvastatin calcium resulted in worsening
of the hyperglycemia and hyperinsulinemia potentiating insulin resistance
leading to installation of the above diabetes mellitus type 2. Both
ipriflavone as linseed oil were able to cause a significant drop in
hyperglycemia biochemical results mainly characterized decrease the

insulin resistance above.
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1. Introdugao Geral

A osteoporose é uma doengca de fragilidade esquelética
caracterizada por baixos niveis de massa 0ssea resultando muitas vezes
em fraturas. Estima-se que 1 em cada 2 mulheres e 1 em cada 4 homens
com mais de 50 anos de idade tera alguma experiéncia de fratura
relacionada a osteoporose (Christenson et al., 2012).

A osteoporose induzida por glicocorticoides € uma complicagao
grave e comum nos tratamentos prolongados com esses farmacos.
Normalmente sio verificados nesses casos diminuicdo da formacéao
0ssea, assim como, incremento na sua reabsorcéo (Sasaki et al., 2001).

Além disso, no musculo esquelético, os dlicorticoides causam
resisténcia a insulina, o que resulta em menor captagado de glicose e
redugdo da sintese do glicogénio muscular. Nesse tecido, também se
verifica inibicdo da sintese proteica e aumento no catabolismo de
proteinas que resultam em hipotrofia muscular. Os aminoacidos
mobilizados, a partir do tecido muscular, sdo utilizados na gliconeogénese
hepatica. A resisténcia a insulina e o aumento na gliconeogénese,
conjuntamente, resultam na hiperglicemia (Pinheiro et al., 2009).

O alendronato de sdédio, que tem demonstrado ser um dos mais
potentes farmacos, pertencentes ao grupo dos bisfosfonatos, atua
primordialmente como agente antirreabsortivo e é largamente utilizado na
prevencdo da reabsor¢cdo Ossea sistémica na osteoporose (Altunda &
Gursoy, 2005).

Entretanto estudos de Lehman et al. (2004) em coelhos normais
verificaram a nao consolidagdo de fraturas espinhais presumivelmente
pelo imbalango de atividade osteoclastica e osteoblastica ocasionado por

esse farmaco.

Alguns estudos demonstraram que ndo somente a osteoporose,
mas farmacos com propriedades antirreabsortivas, dentre eles os do
grupo dos bisfosfonatos promovem a nao consolidagao dessas fraturas

presumivelmente pelo imbalanco de atividade osteoblastica e



osteoclastica atuando por retardar a reabsor¢do Ossea ao invés de
estimular a formagao de novo tecido 6ésseo (Davis et al., 2010).

Apesar do maior emprego dos farmacos antirreabsortivos,
principalmente os bisfosfonatos, no tratamento da osteoporose, os
agentes biomedicinais que podem ser utilizados no tratamento da mesma,
de acordo com suas propriedades farmacoldgicas, podem ser divididos
em antirreabsortivos e agentes formadores de osso (Kim et al., 2003).

Neste sentido, estudos de Mundy (2001), evidenciaram que as
estatinas, dentre elas a Atorvastatina Calcica, podem causar ganhos
substanciais de massa 6ssea devido a seus efeitos promotores sobre o
fator de crescimento BMP-2 (proteina morfogenética éssea-2), o qual
conduz ao aumento da diferenciagdo osteoblastica e formacdo de novo
tecido 6sseo. Ocorre aumento da transcricdo do gene do BMP-2, sendo
este o provavel mecanismo responsavel pelos seus efeitos.

Estudos de Chehengsamans et al. (2010), com estatinas,
verificaram aumento da atividade de fosfatase alcalina d&ssea,
mineralizagdo de matriz 6ssea e numero de osteoblastos.

Atmaca et al. (2008), verificaram que isoflavonas, através de sua
semelhanga estrutural e funcional ao 17-beta-estradiol, apresentaram um
efeito inibitério sobre a atividade osteoclastica, assim como aumento da
BMP-2 com consequente aumento da diferenciagdo osteoblastica. A
sintese de interleucinas (IL-18, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNFa)),
prostaglandina e do fator estimulador de macréfagos, importantes agentes
reabsortivos, € inibida pela isoflavona.

Além dessas substancias o Oleo de Linhaca, pela presenca do
acido alfa-linolénico (6mega-3), tem demonstrado beneficio em diminuir a
atividade osteoclastica e aumentar a atividade osteoblastica, resultando
em uma inibicado da reabsorcdo O0ssea e promocao da formacido Ossea.
Seu mecanismo de agao baseia-se no controle de citocinas pré-
inflamatdrias dentre elas a IL-6 (promotora de diferenciacdo e ativagao
osteoclatica), TNFa (estimulador da reabsorcédo 6ssea e inibicao da
formacdo Ossea) e prostaglandinas (potente ativador da remodelagao
Ossea) (Boulbaroud et al., 2008).



Ainda dietas ricas em Omega 3 causaram aumento das
concentragbes séricas de calcitonina e estrégenos e um decréscimo de
paratorménio (PTH) (Orchand et al., 2012).

2. Justificativa e Relevancia

A osteoporose induzida por glicocorticoides € uma complicagao
grave e comum nos tratamentos prolongados com esses farmacos.

Apesar das alternativas terapéuticas, atualmente aprovadas para o
tratamento da osteoporose induzida pela dexametasona, um grande
numero de pacientes sofrem cirurgias de osteossintese ou substituicao de
articulagdes que possuem como causas fraturas decorrentes da perda da
densidade 6ssea diretamente relacionada com esta.

Atualmente, na linha de frente do tratamento da osteoporose
induzida por glicorticoides se encontram os medicamentos do grupo dos
bisfosfonatos e, dentre eles, o alendronato de sédio tem demonstrado ser
um dos mais potentes desse grupo atuando primordialmente como agente
antirreabsortivo.

Esses agentes farmacoldgicos atuam por diminuir a reabsorgao
Ossea desacelerando a taxa de perda Ossea. Visto que a remodelagao
0ssea é um processo acoplado, essas drogas antirreabsortivas terminam
também diminuindo a taxa de formacdo o&ssea. Assim a terapia
antirreabsortiva ndo pode levar a ganhos substanciais de densidade
mineral éssea.

Muito embora o uso seja maior dos farmacos antirreabsortivos,
principalmente os bisfosfonatos, no tratamento da osteoporose induzida
com dexametasona, os agentes biomedicinais podem ser divididos em
antirreabsortivos e agentes formadores de osso.

Estudos com atorvastatina calcica, ipriflavona e 6leo de linhacga
verificaram a potencial capacidade de atuacdo desses como agentes
formadores de o0sso, demonstrando assim, efeitos benéficos na
prevencao e tratamento da osteoporose.

Tendo em vista o exposto, o presente estudo justifica-se pela

necessidade da busca de agentes biomedicinais mais eficases no



controle e tratamento da osteoprose induzida pela dexametasona, assim
como elucidar os mecanismos celulares, moleculares e fisiolégicos
envolvidos na atuagédo desses potenciais agentes formadores de tecido

0sseo.

3. Revisao de Literatura

3.1 Osteoporose

E a reducdo da massa oOssea com distorgdo na sua
microarquitetura causando fragilidade 6ssea e aumentando o risco para a
ocorréncia de fraturas. A causa dessa diminuicdo da massa Ossea é o
declinio de sua formacdo nas células, resultado da deficiéncia dos
osteoblastos ou aumento da reabsorcido causada pelos osteoclastos. A
osteoporose € uma doenga multifatorial, que apresenta fatores intrinsecos
sobre 0s quais n&do podemos intervir e os extrinsecos os quais, podemos
realizar intervengdes (Mendes, 2009).

Segundo Polo (2003), a osteoporose generalizada deve ser
considerada como uma sindrome, que pode ser ocasionada por grande
namero de fatores. Ela pode ser dividida em 2 grupos: primaria, na qual
as causas fundamentais ndo sao bem conhecidas (osteoporose idiopatica
juvenil, osteoporose do adulto jovem, osteoporose involutiva) e
secundarias, cujos elementos etiopatogénicos sao hipercortisolismo,
hipogonadismo, hipertireoidismo, diabetes mellitus, hiperparatireoidismo,
uso de anticonvulsivantes, gastrectomia, sindrome de ma absorc¢ao, artrite
reumatoide, doencas do colageno, doengas neuroldgicas crdnicas e

neoplasias.

A osteoporose induzida por glicocorticoides € uma complicagéo
grave e comum nos tratamentos prolongados com esse farmaco (Sasaki
et al., 2011).

Os glicocorticoides sao utilizados por praticamente todas as
especialidades médicas. Cerca de 0,5% da populagdao geral do Reino
Unido utiliza esses medicamentos, chegando a uma frequéncia de 1,75%

das mulheres acima de 55 anos. A incidéncia de fraturas vertebral e ndo



vertebral é elevada, variando de 30%-50% em pessoas que usam GC por

mais de trés meses (Rodrigues et al., 2012).

3.2 Glicorticdides

A estrutura molecular basica dos (glicocorticoides € o
ciclopentanoperidrofenantreno, derivado do colesterol que consiste em 3
anéis hexano e 1 anel pentano. Todos os glicorticoides, naturais e
sintéticos, s&o variagbes dessa estrutura basica e precisam, para ter
efeito, de um grupo 11-hidroxilo. Variantes dessa estrutura levam as
diferengas na poténcia, meia vida, metabolismo e efeitos fisioldgicos
(Pereira et al., 2007).

A molécula de glicocorticoide ndo ligada a proteina entra na célula
por difusdo passiva e liga-se a um receptor citoplasmatico préprio (GR ou
glucocorticoid receptor (receptor de glicocorticoide)) que a transporta ao
nucleo e altera diretamente a transcricdio de 10 a 100 genes. Os
glicorticoides encontram-se em praticamente todas as células do
organismo. Dentro do nucleo, ocorre a alteragao da transcricdo de genes
vinculados a inflamagao e imunidade. Uma vez no nucleo provocam a
inibicdo do fator nuclear NF-B e do AP1 (fatores de transcricdo chave na
resposta inflamatéria) (Pereira et al., 2007).

Os glicocorticoides tém uma relagao complexa com o metabolismo
0sseo. Em condi¢des normais, participam da diferenciacao e ativagao dos
osteoblastos, porém, em excesso, 0s glicocorticoides interferem
diretamente na via de receptores celulares, na proliferacao, diferenciagao

e apoptose dessas células ésseas (Souza et al., 2010).

A osteoporose, com fraturas resultantes, constitui em complicacdes
das interagdes do glicorticéide com o tecido ésseo e esta relacionada a
significativa dor e extrema incapacidade do individuo acometido
(Grossman et al., 2010).

O uso de glicorticoides provoca perda de massa 6ssea, sobretudo
de osso trabecular (tipo de osso predominante nas vértebras), e essa
perda € mais pronunciada nos primeiros meses da terapia. Ha perda de

10%-20% de osso trabecular nos primeiros seis meses de uso de
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glicorticoides, e de 2% ao ano nos anos subsequentes. Também ocorre
perda de osso cortical (em maior propor¢ao em 0ssos longos) em 2%-3%
no primeiro ano, e depois uma perda lenta e continua é mantida. E
importante ressaltar que o risco de fratura para uma mesma densidade
mineral 6ssea (DMQO) é maior na osteoporose induzida por glicocorticoide
(OPIG) que na osteoporose pds-menopausa ou senil (Rodrigues, et al.,
2012).

Um réapido declinio na Densidade Mineral Ossea (DMO) comeca
nos 3 primeiros meses de uso do glicocorticoide atigindo o pico com 6
meses, seguido de uma perda mais lenta e constante com o uso continuo
(Grossman et al., 2010).

Segundo Jilka (2003), a osteoporose secundaria, causada por
glicocorticoides, esta associada a redugao direta que o farmaco causa na
quantidade de osteoblastos (aumento da apoptose de osteoblastos),
resultando em rapida perda de tecido Gsseo.

Além disso, o uso de glicocorticoides acarreta nos osteoblastos a
supressao da producédo de osteoproteogerina (OPG), que, em niveis
normais, limita a Iliberacdo de enzimas pro-osteoclastogénicas
ocasionando, consequentemente, aumento da reabsor¢cao 6ssea (Jilka,
2003).

A Osteoprotegerina (OPG), conhecida também como Fator Inibidor
de Osteoclastos (OCIF) ou Fator de Ligagdo ao Osteoclasto (OBF), € o
fator chave que inibe a diferenciacdo e ativagdo dos osteoclastos. E uma
glicoproteina dimérica pertencente a familia TNF que atua inibindo a
ligacdo RANKL ao RANK inibindo assim o recrutamento, proliferagcao e

ativacao dos osteoclastos (Usha, 2012).

Segundo Van Staa et al. (2005), é verificado um risco aumentado
tanto de fraturas vertebrais como nao vertebrais relacionado com doses
de prednisolona equivalentes a 2,5-7,5 mg por dia,sendo ainda que este
risco pode estar mais fortemente relacionado ao uso diario ao invés de

doses cumulativas de glicocorticoides.



Tem-se demonstrado que mais de um tergo dos individuos tratados
com glicorticoides por 5 a 10 anos tera uma fratura por osteoporose. O
paciente pode permanecer assintomatico por varios anos, e a perda
Ossea ocorre muito antes de outros sinais evidentes como atrofia cuténea,
equimoses, perda muscular proximal e obesidade do tronco. No entanto,
estudos tém mostrado que menos de 50% dos pacientes em tratamento
com glicorticoide em longo prazo s&o avaliados em relagdo a
osteoporose, e menos de 25% s&o tratados (Pereira et al., 2007).

Devido a elevada frequéncia do uso de glicorticoide e ao aumento
da morbidade e da mortalidade relacionadas a seu uso, diversas
recomendacdes elaboradas por varias sociedades internacionais tém sido
descritas na literatura, porém, ndo ha consenso entre elas (Rodrigues et
al., 2012).

3.2.1 Mecanismo de Indugao da Osteoporose pelos Glicocorticoides
3.2.1.1 Agao Direta nas Células Osseas

Em seres humanos a osteoprose induzida por glicocorticoides
ocorre em duas fases: uma rapida, fase em que a densidade mineral
O0ssea (DMO) é reduzida, presumivelmente devido a reabsor¢éo Ossea
excessiva (osteoclastos), e uma tardia, fase progressiva, em que a DMO
diminui devido a prejudicada formagao 6ssea (osteoblastos e ostedcitos)
(Canali et al., 2007).

O esqueleto adulto € continuamente renovado pelo processo de
remodelacdo Ossea, onde, discretas por¢cdes de osso sdo reabsorvidas
por osteoclastos, e, em seguida, substituidas por acdo dos osteoblastos.
Estas atividades ocorrem nas superficies do osso trabecular e cortical,
incluindo a superficie intracortical, em locais denominados unidades

multicelulares basicas (BMUs) (Brendan & Lianping, 2007).

A remodelacdo Ossea envolve uma interagdo complexa entre
diversos tipos de células, incluindo os osteoclastos e células da linhagem
de osteoblastos, bem como uma vasta gama de citocinas, fatores de

crescimento e quimiocinas (Cristina et al., 2009).



Os osteoblastos sao originarios das células tronco mesenquimais
(células osteoprogenitoras) do estroma da medula déssea e sao
responsaveis pela sintese da matriz éssea e sua subsequente
mineralizagcdo, assim como, responsaveis pela regulagao da atividade dos
osteoclastos (Usha, 2012).

Alguns osteoblastos ficam aprisionados em sua propria matriz
Ossea dando origem aos ostedcitos que aos poucos param de produzir o
ostedide (matriz 6ssea recém mineralizada). Os ostedcitos sao a maioria
das células no tecido Osseo; estas células comunicam umas com as
outras € com o meio que a envolve através de extensdes de sua
membrana plasmatica, atuando como sensores mecanicos, instruindo
osteoclastos onde e quando reabsorver, e osteoblastos onde e quando a

formar osso (Usha, 2012).

Os Osteoclastos sédo células 6sseas multinucleadas responsaveis
pela reabsorcdo Ossea e sdo derivadas de precursores de linhagem

hematopoiéticas (mondcito/macréfago) (Cristina et al., 2009).

Muito progresso tem sido feito na compreens&o dos factores que
regulam a osteoclastogénese, que inclui o Fator Estimulante de Coldnias
1 / Fator de Estimulacdo de Colbnias de Macréfagos (CSF-1) (M-CSF),
Ligando do Receptor Ativador do NF-kB (RANKL), Osteoprotegerina
(OPG), 1, 25-di-hidroxivitamina D 3 (1,25D), horménio da paratiréide

(PTH), e varios citocinas pro-inflamatérias (Cristina et al., 2009).

O sistema Receptor Ativador do Fator Nuclear-kB (RANK) seu
Ligante (RANKL) e a Osteoprotegerina (OPG) atuam como os principais
mecanismos celulares com papel na regulacdo da reabsorgdo Ossea
(Figura 1) (Brendan & Lianping, 2007).
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Figura 1- Acdo RANKL/RANK/OPG no mecanismo de ativagdo e inibicdo dos
osteoclastos (Adaptado de Amaral et al., 2014).

O Ligante do Receptor Ativador do NF-kB (RANKL) é uma proteina
trimérica que existe em ambas as formas, ligada a membrana ou
secretada,e é essencial para a formacdo de osteoclastos. A RANKL
estimula a formagdo de osteoclasto ligando-se ao receptor RANK
encontrado nas Células Precursoras de Osteoclastos (OCPs) (Natalie &
Kong, 2014).

Na remodelacdo Ossea, células da linhagem dos osteoblastos,
incluindo as células mais maduras e imaturas (células estromais
e osteocitos, respectivamente) apoiam a osteoclastogénese na

remodelacado expressando RANKL (Natalie & Kong, 2014).

A sinalizagdo RANKL / RANK regula a formagao de osteoclastos a
partir dos seus precursores, bem como a sua activacdo e sobrevivéncia
em remodelagdo o6ssea normal e numa variedade de condi¢des
patolégicas. A OPG protege o esqueleto 6ésseo da excessiva reabsorgao
pela ligagdo ao RANKL impedindo-a de se ligar a seu receptor, RANK
(Brendan & Lianping, 2007).



Os osteoclastos sao membros da familia dos mondcitos /
macrofagos que se diferenciam sob a influéncia de duas citocinas
necessarias, a saber, fator de estimulacéo de colénias de macréfagos (M-
CSF) e o Ligante do Receptor Ativador do fator NF-kB (RANK-L) (Canali
et al., 2007).

Os glicocorticoides aumentam a expressao de M-CSF e G-RANK e
diminuem a expressao de Osteoprotegerina (OPG), em células do
estroma e osteoblasticas. Causam, também, abrupta reducdo dos niveis
séricos de osteoprotegerina (OPG) poucos dias apds o inicio da terapia
com glicocorticoide (Sasaki et al., 2001).

O aumento das taxas de reabsorcdo Ossea encontrados
aparentemente envolve o Ligante do Receptor Ativador do Fator NF-kB
(RANK-L), sendo que o RANK-L é um sinal do osteoblasto que se liga a
um receptor no osteoclasto em associagdo com o Fator de Estimulagao
de Colbnias (CSF)-1 induzindo a osteoclastogénese. (Canalis & Delany,
2002)

A Osteoprotegerina funciona como um receptor armadilha que se
liga ao RANK-L prevenindo sua ligacdo ao receptor no osteoclasto e
subsequénte osteoclastogénese. (Canalis & Delany, 2002)

Os glicocorticoides diminuem o numero e a fungéo de osteoblastos.
Estes efeitos conduzem a uma supressdo da formacao de osso, uma
caracteristica central na patogénese da osteoporose induzida por
glicocorticoide. Os glicocorticoides diminuem a replicacdo das células da
linhagem dos osteoblastos, reduzindo o conjunto de células que pode
diferenciar-se em osteoblastos maduros. Além disso, os glicocorticoides
prejudicam a diferenciagao dos osteoblastos assim como sua maturagao
(Canali et al., 2007).

Em adi¢cdo a agao direta dos glicorticoides nas células de formagao
O0ssea muitos desses efeitos sao indiretamente mediados por alteracdes
na sintese ou ligagdo com Fatores de Crescimento Esquelético. (Canalis
& Delany, 2002)

As células o6sseas secretam varios fatores de crescimento e

citocinas, mas os glicorticoides impactam principalmente os fatores de
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crescimento semelhantes a insulina (IGF)-1 e fatores transformadores do
crescimento (TGF)-B. (Canalis & Delany, 2002)

O IGF -1 atua aumentando a formagdo Ossea e sintese de
colageno tipo 1 e diminuindo a degradagao de colageno 6sseo e apoptose
de osteoblasto. Os glicorticoides suprimem a transcricdo genética do IGF -
1, mas nao alteram o numero de receptores IGF-1 ou sua afinidade em
osteoblastos (Canali et al., 2007).

O TGF-B estimula a sintese de colageno e outras proteinas da
matriz dssea sendo que os glicorticoides deslocam a ligacdo do TGF-
dos receptores de transducéo da sinalizagdo para ligagado com proteinas

nao sinalizantes (Canalis et al., 2007).

Além disso, os (glicorticoides diminuem a produgdo de
prostaglandina E2 no osso, cujo efeito principal é estimular a sintese de
proteinas colagenas e nao colagenas. Este parece ser somente um
mecanismo coadjuvante na osteoporose induzida por glicorticoides, desde
que a perda Ossea nao pode ser reproduzida por drogas que inibem a

sintese de prostaglandinas, como a indometacina.

3.2.1.2 Alteragao na Producao do Hormoénio do Crescimento
(GH)

Pode-se dizer que o sistema GH/IGF-1 e a heranga genética séo o
grupo de fatores que influenciam diretamente o desenvolvimento ésseo
(Tagli, 2013).

O horménio de crescimento (GH) exerce a maior parte de suas
funcdes através de intermediarios chamados somatomedinas ou fator de
crescimento semelhante a insulina (IGFs). Em resposta ao GH, células de
diferentes tecidos do corpo humano secretam IGFs que entram na
corrente sanguinea ou agem no proprio local. Durante a puberdade, com
a elevagdo dos horménios sexuais, ocorre um aumento dos picos e da
amplitude de GH, fazendo com que ocorra um aumento na velocidade de
crescimento 0sseo, primeiro nas meninas e posteriormente nos meninos
devido as diferentes velocidades maturacionais (Tagli, 2013).
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A secrecao de hormdnio de crescimento (GH) é modulada por uma
interagao complexa entre dois fatores hipotalamicos: o horménio liberador
do GH (GH-releasing hormone, GHRH) e a somatostatina (SRIF).
Recentemente foi sugerida a existéncia de uma terceira via fisioldgica de
regulacdo deste hormoénio, mediada pelos GHS (growth hormone
secretagogues) e provavelmente pelo peptideo endégeno, grelina. Os
glicocorticoides (GCs) influenciam a secregdo de GH atuando em diversos
niveis, apesar dos mecanismos envolvidos nessas multiplas a¢cdes nao
estarem totalmente elucidados. Além disso, esses esteroides tém efeitos
estimulatérios ou inibitérios na liberacdo de GH, dependendo do modelo
experimental, duracdo da exposi¢ao, dose, tipo e via de administracao,
entre outros. Embora controvertida, a administragdo aguda de GCs
aumenta a secre¢cdo de GH em humanos. No entanto, quando presente
em niveis suprafisiolégicos por periodos mais longos (meses ou anos), 0s
GCs inibem a liberagao de GH (Silva & Lengyel, 2003).

3.21.3 Alteragdes na Produgdo dos Esteroides Gonadais

Os (dlicocorticoides inibem a secregdo hipofisaria das
gonadotrofinas, a secregcao ovariana e testicular de estrogenos e
testosterona e a secregdao adrenal de androstenediona e
dehidroepiandrosterona(Canalis & Delany, 2002).

No caso de deficiéncia de estrégenos € verificado aumento dos
niveis do Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a secretados pelas células T
que desempenha um papel central no estimulo da reabsorgdo éssea
(Canalis & Delany, 2002).

3.21.4 Alteragoes na Secregao do Paratorménio (PTH)
A producdo e secrecdo de PTH podem ser estimuladas por
hipocalcemia, hiperfosfatemia e deficiéncia de vitamina D. Devido a sua

principal funcdo em prevenir a hipocalcemia, o PTH estimula osteoclastos

a lisar o0 0sso, liberando calcio na circulacdo. Normalmente esse processo
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de homeostase controla a atividade de osteoclastos e osteoblastos, mas o
hiperparatireoidismo secundario provoca um desequilibrio das atividades
dessas células, levando ao aumento de degradagdo Ossea, e a

osteodistrofia (Camara, 2015).

Segundo Canalis & Delany (2002), apesar de estudos prévios
sugerirem que os glicorticoides causem hiperparatireoidismo secundario,
o simples fato de ocorrer decréscimo da absorcao intestinal e aumento da
excregado urinaria do calcio ocasionando um aumento das taxas de
reabsorgcao 6ssea nao podem explicar o hiperparatireoidismo secundario.

Ainda, segundo Canalis & Delany (2002), os niveis séricos do
Hormonio da Paratireoide (PTH) em pacientes expostos aos glicorticoides
nao seguem os valores obtidos nos casos de hiperparatireoidismo. Além
disso, pacientes expostos ao glicocorticoide desenvolvem a doenga dssea
caracterizada por decréscimo da remodelacdo 6ssea enquanto que é
encontrado aumento de remodelagéo 6ssea no hiperparatireoidismo.

A figura 2 representa um resumo dos eventos fisioldégicos
provocados pelos glicocorticoides que culminam na diminuicao da
quantidade e qualidade da estrutura 6ssea  aumentando

preponderantemente o risco de fraturas dsseas.

Glicocorticéides

Sistema Metabolismo Musculo
Neuroenddcrino do Calcio
/ i, \ J Absorcao Intestinal Protedlise
RANKL Excregdo Renal iofibri
‘ Ostedcitos || Osteoblastos | —> | Osteoclastos 1 < das miofibrilas
" . CSF "
] Funcdo ] Diferenciagdo 1 Génese
1 Apoptose Funcdo 1 Apoptose
Apoptose
lGH/GF-I  Esterdides 1 Fibrilas
- e sexuais
G N S
Formagdo Reabsorgao |, ... Balango Negativo
e
Ossea Ossea = do Calcio
e -
1 Qualidade | 1 I\O/Iassa Iy
Ossea i ssea {viopatia |

~. -~

k__/——‘;\ Fraqueza Muscular ‘
‘ Amento do Risco de Fraturas ‘ <—— | Risco de Quedas |

Figura 2 - Diagrama mostrando efeitos diretos e indiretos do glicorticoide no tecido
6sseo conduzindo ao aumento do risco a fraturas (Adaptado de Canali et al., 2007).
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3.2.2 Alteragdes no Metabolismo de Carboidratos Ocasionado pelos

Glicorticoides

Os glicocorticoides sdo hormdnios sintetizados e secretados pelo
cortex adrenal. Esta classe de horménios exerce inumeras acoes
fisiolégicas no organismo quando disponiveis em concentragdes normais.
Os (glicocorticoides atuam normalmente sobre o metabolismo dos
carboidratos, proteinas e gorduras e sao secretados em maiores
quantidades em situagdes traumaticas e estressantes. Entretanto, quando
as concentragdes plasmaticas dos glicocorticoides excedem o normal,
podem induzir disturbios metabdlicos (Santos et al., 2007).

O termo glicocorticoide deve-se a agao dessas substancias no
metabolismo de carboidratos. No musculo esquelético, os glicorticoides
causam aumento da resisténcia a insulina, o que resulta em menor
captacao de glicose e redugao da sintese do glicogénio muscular. Nesse
tecido, também se verifica inibicdo da sintese proteica e aumento no
catabolismo de proteinas que resultam em hipotrofia muscular. Os
aminoacidos mobilizados, a partir do tecido muscular, sdo utilizados na
gliconeogénese hepatica (Pinheiro et al., 2009).

A glicose é a principal fonte de carboidrato do organismo e sua
concentragao sérica esta intimamente ligada a insulina. Apés uma
refeicdo rica em carboidratos, a glicose que é absorvida para o sangue
causa uma rapida secregao de insulina. Esta por sua vez, provoca
captacdo, armazenamento e uso rapido da glicose por quase todos os
tecidos corporais especialmente musculos, tecido adiposo e figado (Gross
et al., 2002).

A resisténcia a insulina ocorre quando os tecidos corporais
responsaveis pela captacdo e uso da glicose nao respondem
adequadamente a insulina produzida pelo organismo (Ferreira et al.,
2007).

A elevagado dos niveis de insulina pode ser explicada parcialmente
como resposta adaptativa das células B pancreaticas a eventos

periféricos como a resisténcia a insulina desenvolvida na presenca de
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concentragcbes elevadas de glicocorticoides. Diversos autores
demonstraram o efeito direto dos glicocorticoides sobre tecidos periféricos
insulino-dependentes como o tecido muscular, adiposo e hepatico (Santos
et al., 2007).

Além disso, os glicorticoides tém sido descritos como promotores
da diferenciacdo e proliferacdo dos adipécitos em humanos. Esses
adipocitos tendem a se acumular no tecido adiposo visceral, o que esta
associado ao quadro de resisténcia insulinica presente na maioria dos
pacientes com hipercortisolismo (Romanholi & Salgado, 2007).

Segundo Geloneze & Tambascia (2006), o aumento dos niveis
circulantes de lipidios decorrentes da dislipidemia ocasionada pelo uso
cronica dos glicorticoides também podem contribuir para o agravamento

da resisténcia periférica a insulina.

3.3 Tratamentos da Osteoporose.

3.3.1 Bisfosfonatos

Estruturalmente, os bisfosfonatos sao derivados quimicamente
estaveis de pirofosfato inorganico (PPi), um composto de ocorréncia
natural em que dois grupos fosfato estao ligados por esterificagcado (Figura
3) (Drake et al., 2008) .

A Pirofosfato Inorganico Bisfosfonato
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Figura 3 - Estruturas bisfosfonato e poténcias relativas aproximadas para a inibicdo de
osteoclastos. (Adaptado de Drake et al.,2008)
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Assim como seu analogo natural PPi, os bisfosfonatos tém uma
afinidade muito elevada pelo componente mineral do tecido Osseo
ligando-se de maneira estavel aos cristais de hidroxiapatita inibindo sua
quebra e suprimindo eficazmente a reabsorg¢ao 6ssea. (Russell, 2006)

As modificagdes da estrutura quimica dos bisfosfonatos ampliaram
as diferengas entre concentracdo necessaria para sua eficacia de
atividade antirreabsortiva na matriz mineral 6ssea. (Drake et al., 2008).

A fracdo P-C-P €& a responsavel pela forte afinidade dos
bisfosfonatos para a ligacdo com a hidroxiapatita permitindo um numero
de variagdes na sua estrutura com base na substituicdo nas posi¢cdes R1
e R2 no atomo de carbono. A capacidade dos bisfosfonatos de se ligarem
aos cristais de hidroxiapatita foi ampliada quando a cadeia lateral R1 era
um grupo hidroxila (ex.: etidronato) em vez de um halogénio (ex.:
clodronato). A presenca do grupo hidroxila na posicdo R1 aumenta a

afinidade para o calcio (Figura 4) (Russell, 2006).
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Figura 4- Estruturas dos bisfosfonatos utilizados em estudos clinicos (Adaptado de
Russell, 2006).

Apos o bem sucedido uso clinico de clodronato e etidronato na

década de 1970 a 1980, estudos com bisfosfonatos com diferengas nas
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cadeias laterais R2, mas com o R1 inalterado, apresentaram acao
antireabsortiva mais potentes. Em particular bisfosfonatos contendo um
atomo de nitrogénio primario em uma cadeia alquil (tal como no
pamidronato e alendronato) demonstraram ser de 10 a 100 vezes mais
potente do que o etidronato e o clodronato.

Os Dbisfosfonatos nitrogenados (alendronato, risedronato,
ibandronato, pamidronato e acido zoledrdnico) além de apresentarem a
capacidade antirreabsortiva através da ligagdo com a hidroxiapatita atuam
predominantemente inibindo a ativagao da farnesil difosfato sintase na via
do mevalonato ocasionando apoptose de osteoclastos com consequente

diminuicao da reabsorgao 6ssea (Figura 5) (Lin et al., 2015).
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Dimetilalil - PP _ Isopentenil-PP

Farnesil pirofosfato sintase
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-

Osteoclastos

__ Bisfosfonatos

Figura 5 — Via do mevalonato onde os bisfosfonatos nitrogenados inibem seletivamente
a farnesil pirofosfato sintase em osteoclastos (Adaptado de Amaral et al., 2014).

Os Dbisfosfonatos contendo nitrogénio como risedronato,
alendronato, pamidronato e acido zoledrénico e os nao nitrogenados
como clodronato e etidronato causam apoptose de osteoclastos de
coelhos. A apoptose dos osteoclastos estaria envolvida em trocas
morfoldgicas, perda da membrana mitocondrial e a ativagao de proteases

caspase-3, capazes de clivar substratos peptidicos (Benford et al., 2001).

17



Recentemente, estudos, tanto in vitro como in vivo, tém indicado
que os bisfosfonatos, adicionalmente a sua propriedade antirreabsortiva,
atuam promovendo a atividade osteoblastica e consequentemente a
formacgao de tecido 6sseo. Estudos de Knoch et al. (2005), em cultura de
células de medula éssea humana tratadas com os bisfosfonatos
alendronato, risedronato e zoledronato evidenciaram a proliferagcéo celular
e diferenciacéo osteogénica determinada pelo aumento da contagem de
células assim como aumento de atividade celular, verificado pelo aumento
dos niveis de fosfatase alcalina.

Segundo Im et al. (2004), os bifosfonatos alendronato e
risedronato, tanto em cultura de células trabeculares 6ssea humanas,
como em cultura de células de linhagem osteoblastica MG-63,
demonstraram através de testes de fosfatase alcalina e de cadeias de
polimerase transcriptase reversa promocao de significante aumento no
nimero de células, assim como diferenciacdo das células
osteoprogenitoras em osteoblastos.

Os bisfosfonados sédo considerados os agentes de escolha tanto
para prevengao quanto para tratamento da osteoporose induzida por GC.
Agem ligando-se a hidroxiapatita na superficie 6ssea e prevenindo a
reabsorcdo mediada por ostedcitos assim como a apoptose de
osteoblastos (Pereira et al., 2007).

Segundo Drake et al.(2008),0 risedronato e alendronato tém sido
aprovado para uso clinico na prevengao e tratamento da osteoporose
induzida por glicorticoides sendo que ambos demonstram maior eficacia
quando os niveis de vitamina D e calcio sdo adequados.

O alendronato tem sido descrito reduzindo a perda 6ssea em
pacientes tratados com moderada e altas doses de prednisona para
doengas heterogéneas, no entanto ndo ha dados disponiveis sobre os
grupos de pacientes com as mesmas doengas subjacentes que recebem

a dose baixa cronica de tratamento com prednisona (Lems et al., 2006).

Estudos de Lems et al. (2006), observaram um efeito positivo do
alendronato na Densidade Mineral Ossea da coluna lombar e nos

marcadores de turnover 6sseo em pacientes tratados com uma dose
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baixa de prednisona. Estes dados suportam a evidéncia clinica que a
prescricdo de alendronato n&o so € util em doentes tratados com doses
elevadas de prednisona, mas também em pacientes cronicamente

tratados com baixa dose de prednisona.

Os bisfosfonatos sdo os agentes mais largamente utilizados no
controle e tratamento da osteoporose devido sua eficiéncia e baixo custo.
No entanto apesar de reduzirem a incidéncia de fraturas ndo apresentam
ganho em formagao 6ssea. Além disso, o seu uso prolongado demonstra
varios efeitos colaterais como: fraturas subtrocantéricas do fémur,
osteonecrose de mandibula, irritagdo esofagica entre outros, causando
impacto negativo a adesdo ao tratamento pelo paciente (Drake et al.,
2008).

Muito embora o uso seja maior dos farmacos antirreabsortivos,
principalmente os bisfosfonatos, no tratamento da osteoporose induzida
pelos glicorticoides, agentes biomedicinais com propriedades formadoras
de tecido 6sseo apresentariam potencial reposig¢ao tecidual com melhores
resultados em densidade trabecular 6ssea, diminuicdo da ocorréncia de
fraturas, assim como melhor recuperacdo em caso de fraturas ésseas
(Kim et al., 2003).

3.3.2 Estatinas

A descoberta dos inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
(HMG-CoA) redutase, ou simplesmente estatinas, revolucionou o
tratamento da hipercolesterolemia, o principal fator de risco de doenca
coronariana. As estatinas sdo os agentes hipolipidémicos mais usados na
atualidade devido a sua eficacia na reducado do nivel de colesterol
sanguineo e as suas excelentes tolerabilidade e seguranga (Anbinder et
al., 2006).

Certos bisfosfonatos, principalmente os nitrogenados atuam
predominantemente diminuindo a reabsor¢ao éssea inibindo a ativagao da
farnesil difosfato sintase na via do mevalonato. Interessantemente a
inibicdo da 3-hidréxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase

demonstrou acao semelhante na via do mevalonato resultando na
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redugdo da atividade osteoclastica com efeitos 6sseos semelhantes aos
bisfosfonatos (Figura 6) (Lin et al., 2015).

_ Estatinas > 8 HMG —CoA redutase

Mevalonato

Dimetilalil - PP Isopentenil-=PP

w/‘ Farnesil pirofosfato sintase
Farnesil -PP Nummpdll  Prenilagdo
@ proteica

Vo
Geranilgeranil - PP

Osteoclastos

Figura 6 - Efeito das estatinas e bisfosfonatos na via do mevalonato (Adaptado de
Amaral et al., 2014).

Lin et al.(2015), verificaram em ratas ovariectomizadas que doses
de atorvastatina utilizadas no tratamento de dislipidemias ndo somente
diminuiram os niveis séricos de lipideos mas também promoveram
melhora biomecanica 6ssea assim como aumento de colageno no tecido
0sseo.

Estudos relataram a acdo das estatinas na formacao d6ssea pela
estimulacdo da expressdo da proteina morfogenética 6ssea (BMP)-2, a
qual conduz a diferenciacdo osteoblastica e consequente formacgao
O0ssea. Ocorre aumento da transcricdo do gene da BMP-2 nos
osteoblastos, sendo este o provavel responsavel pelos seus efeitos
(Mundy, 2001).

Estudos de Leem et al. (2002) com a lovastatina verificaram
aumento da atividade de fosfatase alcalina 6ssea, mineralizagdo de matriz

Ossea e osteogénese de células 6sseas in vitro.
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Visto isso, passou-se a acreditar que as estatinas, se seletivamente
direcionadas ao o0sso, poderiam apresentar efeitos benéficos no
tratamento da osteoporose e de fraturas. Tais observagdes suscitaram
grande interesse na comunidade cientifica e varios estudos foram
realizados, demonstrando a agcao das estatinas na melhoria da densidade
0ssea e na redugao do numero de fraturas (Anbinder et al., 2006).

As estatinas tém demonstrado capacidade de diminuigdo da
reabsor¢do Ossea, aumento da densidade mineral 6ssea (DMO) e
aumento da formagao 6ssea (Mardegan Issa et al., 2015).

Uma explicagdo para esses resultados € que as estatinas
diminuem o nivel de metaloproteinases (MMPs), que sao proteases
extracelulares de matriz envolvidas na resposta inflamatéria e
diferenciagdo celular em cartilagem e tecido 0sseo (Mardegan Issa et al.,
2015).

Woo et al. (2000), verificaram que a mevastatina suprimia a
reabsorcao Ossea através da inibicdo da fusdo de pré osteoclastos e
interrompendo a formagéo do anel de actina nos osteoclastos.

Segundo Kaji et al. (2005), as estatinas sdo capazes de aumentar
os niveis de osteoprotegerina e de reduzir o ligando receptor do ativador
de NF-kB (RANKL) em culturas de células 6sseas de rato.

Os osteoblastos estdo localizados nas proximidades das células
endoteliais sendo que a invasdo vascular € um pré-requisito para a
formacao endotelial 6ssea com posterior neoformacéo 6ssea sendo que
importante interagdo ocorre entre as células endoteliais e os osteoblastos
e o fator angiogénico de crescimento endotelial (VEGF) parece estar
envolvido nesta comunicagao intercelular (Maeda et al., 2003).

Varias variantes de VEGF, bem como os seus receptores, estao
expressos em osteoblastos sendo que a presenga desta citocina tem
demonstrado induzir aumento na atividade da fosfatase alcalina assim
como melhorar a resposta ao PTH (Maeda et al., 2003).

Em estudos de Maeda et al.(2003), foi demonstrada a capacidade
das estatinas de estimular a expressao do fator de crescimento endotelial

(VEGF) via inibicao da prenilacao proteica em células osteoblasticas.
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Estudos de Kaji et al.(2008), reportaram que a Smad3, uma
molécula fundamental na transducdo da sinalizacdo do TGF-B para o
nucleo, promove aumento na produgéo do colageno tipo | (Col1), aumento
da atividade da fosfatase alcalina e capacidade de mineralizagdo de
células osteoblasticas de ratos. Além disso, foi verificado que tanto o PTH
como os glicorticoides modulam a via Smad3 nas células osteoblasticas
independentemente do TGF- . As estatinas foram capases de aumentar,
em cultura de células osteoblasticas, o nivel da Smad3
independentemente da indugédo do receptor TGF- . Além disso, foi
suprimida a apoptose de osteoblastos através da via TGF- 3 -Smad3.
(Kaji et al., 2008)

3.3.3 Flavonoides

Evidéncias cientificas através de estudos em humanos, animais e
sistemas de culturas de células sugerem que as isoflavonas, que sao
compostos presentes na soja, especificamente a genisteina e a daidzeina
desempenham um papel importante na prevengao de doencgas crbnicas
como cancer, diabetes mellitus, osteoporose e doengas cardiovasculares
(Zafra-Goémez et al., 2010).

As isoflavonas sdo compostos quimicos fendlicos que pertencem a
classe dos fitoestrogenos, com estrutura quimica bastante semelhante ao
estrogeno humano (Figura 7), sendo assim, se comportando como
estrogenos verdadeiros, ligando-se aos receptores de estrégeno com a
vantagem de n&o causarem os mesmos efeitos colaterais (Zakir & Freitas,
2015).
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Figura 7 - Estrutura quimica do 17-B Estradiol (A), Genisteina (B), Daidzeina(C) e
Gliciteina(D) (He & Chen , 2013).

Uma das formas de acdo das isoflavonas, particularmente da
genisteina, € o bloqueio de fosforilagbes especificas como a do fator
NFkB que participa em processos inflamatérios e na osteoporose (Zakir &
Freitas, 2015)

Estudos com animais tém mostrado que extratos enriquecidos com
isoflavonas aumentam a massa 6ssea. Estudos in vitro, além de confirmar
estas evidéncias, estendem os conhecimentos da resposta observada em
modelos-animais, estabelecendo que ambos, a genisteina e o estradiol
sao toxicos as células 6ésseas em altas concentragoes (10'4 M) e que, em
baixas concentragdes, a genisteina e o estradiol aumentam a producao
de biomarcadores 6sseos e fosfatase alcalina de maneira similar (Esteves
& Monteiro, 2001).

Varios possiveis mecanismos tém sido sugeridos para explicar os
efeitos benéficos das isoflavonas de soja no tecido ésseo, os quais
podem ajudar a prevenir o desenvolvimento da osteoporose. Tem-se
sugerido que os osteoblastos e os osteoclastos sdo as células alvo para a
acao da genisteina e da daidzeina. Estudos em cultura de células
semelhantes a osteoblastos sugerem que a genisteina combina com
receptores de estrégenos e exerce seus efeitos pelo mesmo mecanismo
que este horménio. Por outro lado, ela pode também exercer efeitos por
outros mecanismos, independentes de receptores para estrogenos.
(Esteves & Monteiro, 2001).
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Alguns investigadores tém sugerido que a genisteina inibe a
topoisomerase |l, interferindo assim, com a progressao do ciclo celular,
enquanto que outros sugerem que a genisteina ativa receptores
peptidicos ligados a membrana, iniciando outros efeitos independentes de
estrogenos. Por exemplo, os osteoclastos sdo dependentes da atividade
de receptores tirosina quinase (PTK), entdo os inibidores de PTK sao
candidatos a prevengdo da osteoporose. A genisteina e a daidzeina,
isoflavonas naturais, s&do inibidoras de PTK e poderiam agir por este
mecanismo (Esteves & Monteiro, 2001).

Atmaca et al. (2008), verificaram que isoflavonas , através de sua
semelhanca estrutural e funcional com o 17-beta-estradiol, apresentaram
um efeito inibitorio sobre a atividade osteoclastica, assim como aumento
da BMP-2 com consequente aumento da diferenciagao osteoblastica. A
sintese de interleucinas (IL-18, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNFa)),
prostaglandina e do fator estimulador de macréfagos, importantes agentes
reabsortivos, € inibida pela isoflavona.

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona) é uma
isoflavona sintética, derivada da daidzeina, sendo comercializada com a

finalidade de prevenir e/ou tratar a osteoporose (Bellei et al., 2012).

O fitoestrogeno sintético ipriflavona tem demonstrado capacidade
de inibir a atividade reabsortiva e estimular a atividade osteoblastica tanto

in vitro como em estudos em animais (Ilwasaki et al., 2012).

Segundo Fernandes et al. (2011), os fitoestrégenos exercem sua
acgao biologica através de diversos mecanismos como: mimetizam a agao
dos estrogénios enddgenos, agem como antagonistas do estrogénio,
alteram o padréo de sintese e metabolismo dos estrogénios endégenos e
modificam os receptores hormonais.

Pequenas doses de ipriflavona demonstraram, in vitro, otimizar a
proliferacdo de osteoblastos e inibir a atividade de osteoclastos maduros.
Ja altas doses de ipriflavona inibiram a proliferacdo de osteoblastos,
indicando ser a agao da ipriflavona sobre as células osteoblasticas e

osteoclasticas dose dependente. Os metabdlitos da ipriflavona sao
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capazes de inibir a reabsor¢ao 0ssea através da inibicdo da estimulagao

paratiroideana (Fernandes et al., 2011).

3.3.4 Oleo de Linhaga

Linum usitatissimum L., popularmente conhecida como linhaga ou
linho, é uma planta pertencente a familia das Linéceas originaria da Asia.
Da casca da planta é retirada a fibra do linho, matéria-prima para a
fabricacdo de tecidos, e da capsula se obtém a semente. Apesar de
usada ha milénios na alimentagdo humana, a maior parte de seu cultivo é
destinada as industrias de 6leo, para tintura e para ragcao animal (Anne
Tiffany, et al., 2011).

A linhaca (L. usitatissimum) € uma das 6 plantas atualmente
reconhecidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US
National Cancer Institute - NCI) por suas propriedades especificas no
combate ao cancer . Parte desse reconhecimento deve-se a notavel
caracteristica de ser a fonte mais rica de precursores lignana (esteroide
vegetal de acdo analoga ao estrogeno de mamiferos) na dieta humana
(Bombo, 2006; Marques, 2008).

Nos mamiferos, os precursores da lignana vegetal como o
seicoisolariciresinol diglicosideo sao convertidos primeiramente em
enterodiol pela acdo das bactérias no trato gastrointestinal e
posteriormente oxidadas a enterolactona. Devido ao fato que o enterodiol
e a enterolactona serem estruturalmente similares tanto aos estrogénios
sintéticos como aos de ocorréncia natural, ambos apresentam atividades
estrogénica fraca e, portanto, podem desempenhar um papel na
prevencao de canceres dependentes de estrogénios (Santos, 2008).

Por conta dessa similaridade com o estrogénio, as lignanas tém
sido relacionados positivamente com a menopausa. Em um estudo
realizado em Santa Maria — RS, com 30 mulheres, 36,4% tiveram os
sintomas da menopausa aliviados consumindo 10g/dia do gréo de linhaga
(Colpo et al., 2006) (Cordeiro et al, 2009).
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O dleo de linhaga € composto por 57% de acidos graxos poli-
insaturados a-linolénico (ALA, 18:3n-3 (Omega-3 (w-3)), 16% de éacidos
graxos poli-insaturados linoleico (AL, 18:2n-6 (Omega-6 (w-6)), 18% de
acidos graxos monoinsaturados e somente 9% de acidos graxos
saturados. A predominancia de Omega-3 é trés vezes superior ao
Omega-6, fazendo com que seja a maior fonte vegetal deste acido
linolénico, cinco vezes mais abundante que em nozes ou 6leo de canola
(Cupersmid et al., 2012).

O ALA e o AL, depois de ingeridos, podem ser transformados em
prostaglandinas e leucotrienos com atividades imunomoduladoras. Além
disso, o ALA constitui fonte energética e matéria-prima do tecido nervoso,
bem como de substancias que regulam a pressdo arterial/frequéncia
cardiaca, a coagulacdo, a dilatagdo vascular e a lipdlise. Além de ser
composto por aproximadamente 40% de lipideos, o grao também contém
aminoacidos essenciais (destacando-se a metionina e a cisteina),
lignanas, fibras alimentares soluveis e insoluveis, goma, acidos fendlicos,
flavonoides, acido fitico, vitaminas (B4, Bz, C, E, caroteno) e minerais
(ferro, zinco, potassio, magnésio, fésforo, calcio), os quais também sao
responsaveis pelos efeitos benéficos a saude, reforcando as propriedades
funcionais da linhaca (Anne et al., 2011).

Em humanos, os acidos linoleico (18:2n-6, AL) e alfa-linolénico
(18:3n-3, ALA) sdo necessarios para manter sob condigcbes normais,
as membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmissao de
impulsos nervosos. Esses acidos graxos também participam da
transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, da
sintese da hemoglobina e da divisdo celular, sendo denominados
essenciais por nao serem sintetizados pelo organismo a partir dos
acidos graxos provenientes da sintese de novo (Martin et al., 2006).

Tanto o ALA como o AL tém sido alvos de inumeros estudos nas
ultimas décadas, os quais esclareceram muitas das suas fungcbes no
organismo humano destacando a importancia do seu uso na fase

gestacional, nos primeiros meses apos o nascimento, na terceira idade
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e em diversas doencgas, principalmente degenerativas (Martin et al.,
2006).

Uma das mais importantes fungdes dos acidos graxos w—-3 e w-6
estd relacionada a sua conversdao enzimatica em eicosanoides. Os
eicosanoides desempenham diversas atividades, dentre elas modulam a
resposta inflamatdria, a resposta imunoldgica, tém importante papel na
agregagao plaquetaria, no crescimento e na diferenciagdo celular (Martin
et al., 2006).

Por desempenhar essas fungdes de extrema importancia a razao
w-6 / w-3 na dieta tem grande influéncia sobre a produgdo de acidos
graxos polinsaturados (AGPI) da familia w-3, sendo que razdes elevadas
resultam na diminuigdo da produc¢do do acido eicosapentandico (EPA).
Embora esta conversdo de ALA em EPA seja baixa em humanos (em
torno de 5%), além de ser precursor do EPA, que por sua vez é precursor
dos eicosanoides, o ALA se incorpora aos fosfolipidios das membranas
das células, interferindo na conversdao do &cido linoleico a &cido
araquidénico e bloqueia a conversdo do acido araquidénico em
eicosanoides pro-inflamatoérios.O ALA também bloqueia a formagcao de
citocinas (Cupersmid et al., 2012).

Ha evidéncias crescentes de que a falta de certos acidos graxos na
dieta contribui para a perda éssea. Além disso, a osteoclastogenese é
regulada por uma série de citocinas, factores de crescimento e
eicosandides. Os eicosandides (prostaglandinas, leucotrienos e
compostos relacionados) séo formados a partir da cadeia longa de acidos
graxos poliinsaturados liberados a partir de fosfolipidos de membrana. A
quantidade e o tipo de eicosandides produzidos refletem os tipos de
acidos graxos disponiveis. A composi¢ao de acidos graxos da membrana
€ por sua vez influenciada pela fonte dietética de acidos graxos (Maggio
et al., 2009).

Ha pelo menos trés principais vias de agao pelo qual o acido graxo
Omega-3 pode afetar a remodelagcdo 6ssea. O 6mega-3 pode modular a
absorcado de calcio, as citocinas inflamatérias e receptores ativados por

proliferador de peroxissoma y (PPAR vy) (Maggio et al., 2009).
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Estudos sugerem que os acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa (LCPUFAs) podem promover a absorg¢ao intestinal de calcio,
através do aumento da Ca®’ * ATPase, a enzima responsavel pela
absorgdo de calcio ativo no intestino. A atividade de Ca®?* ATPase nas
membranas basolaterais de enterdcitos duodenais tratadas com acido
docoesahexaendico (DHA) é aumentada em comparagdo com a
membrana nado tratada e tratada com acido eicosapentaendico (EPA)
(Haag et al., 2003)

Estudos de Ferrucci et al.(2006), demonstraram que a ingestdo de
LCPUFAs, especialmente os acidos graxos émega-3, foi responsavel por
menores niveis séricos de marcadores pro-inflamatérios (IL-6, IL1, TNFa
e proteina C-reativa).

Os acidos graxos do tipo 6mega-3 inibem a produgédo de IL-1 e
TNFa, sendo que os de cadeia longa (EPA, DHA) substituem
parcialmente os acidos graxos 6mega-6, nas membranas celulares. O
aumento da relagdo dmega-3 / dmega-6 resulta em alteragdes da fungao
da membrana, com subsequente diminuicdo de IL-1, IL-6 e TNFa.
(Ferrucci et., 2006).

Os osteoblastos derivam a partir de células tronco mesenquimais
pluripotentes, que podem se diferenciar em osteoblastos maduros ou
adipdcitos. O mecanismmo de regulagao da diferencigao de células tronco
em osteoblastos é realizado pelo fator de transcrigdo nuclear PPARy que

€ expresso no tecido adiposo e medula 6ssea (Akune et al., 2004).

O aumento da proporgédo na dieta de acidos graxos 6mega-3 em
relagdo aos acidos graxos 6mega-6 pode diminuir a ativagdo de PPAR y e
promover a osteoblastogénese em vez de aumento de adiposidade na

medula éssea (Figura 8) (Vanek & Connor, 2004).
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Figura 8 - Mecanismo de interagédo dos acidos graxos e a PPARy (Adaptado de Somoza,
2006).

Segundo Orchand et al.(2012), dietas ricas em édmega-3 causaram
aumento dos niveis séricos de calcitonina e estrégenos, assim como, um

decréscimo de PTH.

A Calcitonina (CT) € um peptideo com 32 aminoacidos que atua,
em situagao de hipercalcemia, inibindo a reabsorgado 6ssea mediada por
osteoclastos. E secretada pelas celulas parafoliculares C da tiredide e
outras células neuroendroquinas. Além da inibicdo de reabsorcédo 6ssea a
CT, ao contrario do PTH, atua aumentando a excrecéo de calcio e fosforo,

consequentemente, resultando em hipocalcemia e hipofosfatemia (Usha,

2012).

O estrogénio é considerado o mais importante horménio que afeta
0 metabolismo 6sseo em mulheres. Ele atua inibindo a producédo de
varias citocinas que estejam envolvidas dentro reabsorgdo o&ssea

estimulando a formacé&o de osteoclastos (Ashish et al., 2014).

Em nivel molecular, os estrogénios favorecem a apoptose de
osteoclastos, diminuindo a producdo de citocinas, tais como Interleucina 1
(IL1), a Interleucina 6 (IL6), o Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) e Fator
de Estimulacdo de Colbnias de Macrofagos (M-CSF). Além disso, os
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estrogénios aumentam a expressdao do Fator de Transformagao do
Crescimento B (TGF-B) e Osteoprotegerina (OPG) (inibidores da atividade
de osteoclastos), equanto diminuem a expressao do RANKL (ativador da

atividade de osteoclastos) (Karsenty, 2012).

O horménio da paratiredide (PTH) regula o calcio sérico
e concentracdes de fosforo através da sua acdo em receptores celulares
nos tecidos 6sseo, do intestino e rins. Altos niveis de PTH, como vistos
no hiperparatiroidismo primario e secundario, aumentam a reabsorgao
O0ssea mediada pelo aumento da atividade osteoclastica, assim como,
baixos niveis, especialmente episddicos, parecem aumentar a formacao

O0ssea mediada por pelo aumento da atividade osteoblastica (Usha, 2012).

Os efeitos no tecido 6sseo do PTH sdo mediados através dos
osteblastos sendo estes os maiores expressores de receptores celulares
de PTH. Entretanto os osteoblastos se comunicam com os osteoclastos
através da via de comunicacdo celular RANK-OPG (Osteoprotegerina)
(Usha, 2012).

Além disso, o PTH aumenta a reabsor¢cdo de calcio nos rins,
predominantemente no tubulo contorcido distal e inibe a reabsor¢ao de
fosfato no tubulo proximal, causando hipercalcemia e hipofosfatemia
(Usha & B, 2012).

Atualmente os bisfosfonatos sdo os agentes biomedicinais
aprovados e largamente utlizados para controle e tratamento da
osteoporose induzida por glicorticoides, mas seu mecanismo de agao
pautado em sua propriedade antirrebsortiva ndo o torna totalmente eficaz
no controle e tratamento da mesma, chegando a interfirir negativamente,

principalmente em casos de fratura 0ssea presente.

Estudos da fisiopatologia da osteoporose tém apontado que
melhores resultados no controle e tratamento da mesma podem ser

obtidos com uso de agentes formadores de tecido dsseo.

Para tal, faz-se relevante elucidar mecanismos agédo de agentes

biomedicinais, como a atorvasatina, a ipriflavona e o 6leo de linhaga,
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verificando variaveis fisiologicas, celulares e teciduais durante o

tratamento da osteporose induzida pela dexametasona.
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5. Hipoteses

Os animais do grupo tratado com alendronato de sédio, através da
preponderancia da atividade antirreabsortiva, apresentardo niveis de
paratormonio acima do valor de normalidade e calcio e fésforo abaixo do
valor de normalidade, acentuando o processo de hipocalcemia e

hiperparatireoidismo secundario provocado pela dexametasona.

O grupo tratado com alendronato de sédio ndo apresentara
aumento nos valores de fosfatase alcalina e fosfatase alcalina éssea
demonstrando a insuficiente atividade formadora de tecido 6sseo desse

farmaco.

O tratamento com alendronato de sddio ndo ocasionara nenhuma
alteragdo de glicemia e insulinemia em relagdo ao grupo que sofreu a

inducao da osteoporose e néo recebeu tratamento.

Na avaliagdo morfométrica e histomorfométrica os animais tratados
com alendronato de sdédio apresentardo valores de densidade Ossea

superiores ao grupo doente, porém inferiores ao padrao de normalidade.

O grupo tratado com atorvastatina calcica através da propriedade
antirreabsortiva, semelhantemente ao alendronato de sédio, apresentara
niveis de paratorménio acima do valor de normalidade e calcio e fosforo

abaixo do valor de normalidade.

O grupo tratado com atorvastatina calcica apresentara valores
superiores ao grupo doente, e equiparaveis ao padrdao de normalidade, de
fosfatase alcalina, fosfatase alcalina 6ssea e densidade trabecular 6ssea
resultantes da concomitancia de propriedades antirreabsortivas e

reparadoras de tecido 6sseo desse farmaco.

Tanto o grupo tratado com ipriflavona como o grupo tratado com
6leo de linhaga, devido a fraca ou inexistente atividade antirrebsortiva,
nao apresentarédo diferengas significativas no processo de hipocalcemia e

hiperparatireoidismo secundario gerado pelo uso da dexametasona.
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Porém os animais desses grupos, quando avaliados fosfatase
alcalina, fosfatase alcalina Ossea e densidade trabecular &ssea
apresentardo melhoras significativas resultantes das propriedades

formadoras de 0sso presentes nesses agentes biomedicinais.

Os tratamentos com atorvastatina calcica, ipriflavona e d6leo de
linhaga ocasionardo melhora significativa dos niveis séricos de
hiperglicemia e hiperinsulinemia caracterizando diminui¢do do quadro de

resisténcia a insulina.
6. Objetivos
6.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo verificar através de
morfometria, histomorfometria, marcadorores bioquimicos os efeitos do
alendronato de sddio, atorvastatina calcica, ipriflavona e 6leo de linhaga

em ratas osteoporéticas induzidas com dexametasona.

6.2 Objetivos Especificos

. Inducao da Osteoporose

. Tratamento da osteoporose com Alendronato de Sédio, Atorvastatina

Célcica, Ipriflavona e Oleo de Linhaga;

. Avaliagdo dos parametros bioquimicos, calcio, fosforo, paratorménio
(PTH), fosfatase alcalina (FAL), fosfatase alcalina 6ssea (FAQO), insulina e
glicose apos 30 e 60 dias de tratamento;

. Avaliacdo morfométrica e histomorfométrica 6ssea verificando o
processo de indugdo da osteoporose assim como a evolugdo dos

tratamentos.
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Capitulo 1- Avaliagdo Biométrica, Histomorfométrica e de
Marcadores Bioquimicos no Uso de Atorvastatina Calcica no

Tratamento da Osteoporose Induzida com Dexametasona.

Resumo

O objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos da atorvastatina
calcica no tratamento da osteoporose induzida com dexametasona. A
indugcdo da osteoporose consistiu na administracdo de dexametasona na
dose de 7,5mg/kg de peso corporal, por via intramuscular (IM), uma vez
por semana durante quatro semanas, a excegao dos animais do grupo
controle (G1). Os animais submetidos a indugdo da osteoporose foram
entdo distribuidos aleatoriamente, recebendo os seguintes denominagdes
e tratamentos: G2 (controle com osteoporose), G3 (com osteoporose
tratado com alendronato de sdédio 0,2mg/kg) e G4 (com osteoporose
tratado com atorvastatina calcica 1,2mg/kg). Apds o periodo de 30 e 60
dias do inicio do tratamento os animais foram eutanasiados e entéo
coletadas amostras de sangue para as dosagens dos niveis séricos de
calcio, fésforo, fosfatase alcalina (FAL), glicose, fosfatase alcalina éssea
(FAO), paratorménio (PTH) e insulina. Além disso, foram coletados os
fémures esquerdos para afericdo biométrica e histomorfométrica. O
ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repetigdes. A principio foi verificada a
existéncia de distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).
Os grupos foram comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Através de avaliacbes biométricas e histomorfométricas foi
possivel verificar a perda estrutural dssea induzida pela dexametasona,
assim como a influencia positiva na manutencdo tecidual tanto dos
animais tratados com alendronato de soédio como os tratados com
atorvastatina calcica. Os valores séricos de calcio, fosforo e PTH
demonstraram alteragdes decorrentes do uso da dexametasona, nao
apresentando nenhuma alteracéo significativa relativa aos tratamentos.
Os niveis séricos de FAO apresentaram alteragdes positivas nos grupos

tratados com atorvastatina calcica com valores superiores, inclusive, ao
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grupo controle que nao foi submetido a indugao da osteoporose (G1). Os
niveis séricos de FAL nao apresentaram correspondéncia a FAO. Os
resultados também puderam demonstrar o quadro de hiperglicemia
consequente do aumento da resisténcia a insulina, presentes no processo
de indugdo da osteoporose pela dexametasona, sendo que o tratamento
com alendronato de sddio ndo ocasionou nenhuma alteragdo da glicemia
e insulinemia. A atorvastatina calcica ocasionou agravamento da
hiperglicemia e hiperinsulinemia potencializando o quadro de resisténcia a

insulina levando a instalagao do diabetes melittus tipo 2.

Palavras-Chave: Hiperglicemia, Resisténcia a Insulina, Estatinas,

Glicocorticoide.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the influence of
atorvastatin calcium in osteoporosis induced with dexamethasone. The
induction of osteoporosis was the administration of dexamethasone at the
dose of 7.5mg / kg of body weight, intramuscularly, once a week for four
weeks, except for control animals (G1). The animals subjected to induction
of osteoporosis were then randomly assigned, receiving the following
names and treatments: G2 (control with osteoporosis), G3 (with
osteoporosis treated with alendronate sodium 0.2mg / kg) and G4 (with
osteoporosis treated with 1.2 mg atorvastatin calcium / kg). Between 30
and 60 after the start of treatment blood samples were collected for
measurements of serum levels of calcium, phosphorus, glucose, alkaline
phosphatase (ALP), bone specific alkaline phosphatase (BAP),
parathyroid hormone (PTH) and insulin. In addition, they collected the left
femurs for biometric and histomorphometric measurement. The biological
assay was performed according to a completely randomized design with 4
treatments and 6 repetitions. The principle was checked for normal
distribution with the Shapiro-Wilk test (p <0.05). The groups were
compared by Tukey test at 5% probability. Through histomorphometric
and biometric evaluations it was possible to verify the structural bone loss
induced by dexamethasone, as positive influence both in tissue
maintenance of the animals treated with sodium alendronate as augers
with atorvastatin calcium. The serum calcium, phosphorus and PTH
demonstrated changes resulting from the use of dexamethasone, showing
no significant change on the treatments. Serum levels of BAP showed
positive changes in the groups treated with calcium atorvastatin with
higher values, including the control group that was not subjected to
induction of osteoporosis (G1). Serum ALP affected by gut, renal and
hepatic variants showed no correspondence to BAP, it is not
recommended, therefore, its use as a marker of bone remodeling. The
results could demonstrate hyperglycemia resulting frame of increasing

insulin resistance present in the process of induction by dexamethasone
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osteoporosis, and treatment with sodium alendronate no change to
glycemic and insulinemic. The atorvastatin calcium resulted in worsening
of the hyperglycemic and hyperinsulinemic potentiating insulin resistance

leading to installation of the above diabetes mellitus type 2.

Key-Words: Osteoporosis, Hyperglycemia, Insulin resistance, Statin,

Glucocorticoid.
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1- Introducao

A osteoporose induzida por glicocorticoides ¢ uma complicagéo
grave e comum nos tratamentos prolongados com esses farmacos.
Normalmente sio verificados nesses casos diminuicdo da formacéao
0ssea, assim como, incremento na sua reabsorcao (Sasaki et al., 2011).

Esse quadro caracteriza uma doenga progressiva que envolve
deterioragdo estrutural do tecido 6sseo levando a fragilidade e aumento
da suscetibilidade a fraturas causadas pela redugado da massa 6ssea € ao
aumento do turnover 6sseo (Amaral et al., 2014).

Além disso, no musculo esquelético, os glicorticoides causam
resisténcia a insulina, o que resulta em menor captagdo de glicose e
reducdo da sintese do glicogénio muscular. Nesse tecido, também se
verifica inibicdo da sintese proteica e aumento no catabolismo de
proteinas que resultam em hipotrofia muscular. Os aminoacidos
mobilizados, a partir do tecido muscular, sdo utilizados na gliconeogénese
hepatica. A resisténcia a insulina e o aumento na gliconeogénese,
conjuntamente, resultam na hiperglicemia (Pinheiro et al., 2009).

O objetivo do tratamento da osteoporose induzida com glicorticoides
€ evitar a ocorréncia de futuras fraturas, o que acarreta diminuicdo da
qualidade de vida. Atualmente utilizam-se, nas terapias farmacolégicas
contra a osteoporose, os bisfosfonatos, dentre eles o alendronato de
sodio, que atuam preponderantemente inibindo a reabsor¢cdo do tecido
0sseo (Amaral et al., 2014).

Segundo Drake et al.(2008), o alendronato de sédio é aprovado
para uso clinico na prevencao e tratamento da osteoporose induzida por
glicorticoides demonstrando maior eficacia quando os niveis de vitamina
D e calcio sao adequados.

Tem sido descrito que o alendronato de sddio reduz a perda dssea
em pacientes tratados com moderada e altas doses de prednisona para
doencas heterogéneas (Lems et al., 2006).

No entanto o alendronato de sédio apesar de reduzir a incidéncia
de fraturas n&o apresenta ganho em formagao 6ssea. Além disso, o0 seu

uso prolongado demonstra varios efeitos colaterais como: fraturas
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subtrocantéricas do fémur, osteonecrose de mandibula, irritagao
esofagica dentre outros, causando impacto negativo a adesdo ao
tratamento pelo paciente (Drake et al., 2008).

Lin et al.(2015), em modelo de estudos de dislipidemias com ratas
ovariectomizadas, verificaram que a atorvastatina, clinicamente utilizada
no tratamento de dislipidemias, ndo somente diminuiu os niveis séricos de
lipidios, mas também promoveu melhora biomecanica éssea assim como
aumento de colageno no tecido dsseo.

Alguns estudos recentes relataram a acdo das estatinas na
formacdo Ossea pela estimulagdo da expressdo da proteina
morfogenética o6ssea (BMP)-2, a qual conduz a diferenciagao
osteoblastica e consequente formacdo Ossea. Ocorre aumento da
transcricdo do gene da BMP-2, sendo este o provavel responsavel pelos
seus efeitos (Mundy, 2001).

Visto isso, passou-se a acreditar que as estatinas, se seletivamente
direcionadas ao o0sso, poderiam apresentar efeitos benéficos no
tratamento da osteoporose e de fraturas. Tais observagdes suscitaram
grande interesse na comunidade cientifica e varios estudos foram
realizados, demonstrando a acido das estatinas na melhoria da densidade
ossea e na reducdo do numero de fraturas (Anbinder et al., 2006).

Apesar de resultados positivos apresentados pela atorvastatina
calcica no tratamento da osteoporose induzida com dexametasona Koh et
al. (2010), verificaram, durante seu uso no tratamento da
hipercolesterolemia, que a mesma ocasionou hiperglicemia.

Assim, por haver necessidade em buscar alternativas mais eficazes
e menos dispendiosas no controle, e principalmente no tratamento da
osteoporose induzida com dexametasona, assim como no controle dos
niveis séricos de glicose e insulina durante esse processo, 0 presente
experimento foi idealizado no intuito de avaliar o tratamento com
atorvastatina calcica em ratas com osteoporose induzida com

dexametasona.
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2- Material e Métodos

Procedimento Experimental

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 36 ratas (Rattus
norvegicus) da raga Wistar, adultas, pesando em média 200 g, procedentes
do Biotério do Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
alimentados com ragdo comercial e agua ad libitum durante todo

experimento.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigosa (protocolo
36/2016).

Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram em
gaiolas de polietileno opaco e fechadas com tampa de ago inoxidavel em
forma de grade contendo em cada uma um animal. Os animais foram
mantidos em ambiente climatizado com periodo de luz de 12 horas e as
gaiolas higienizadas a cada dois dias.

Apos uma semana de adaptacgao teve inicio o processo de indugao
da osteoporose com a administragao do glicocorticoide dexametasona, por
via intramuscular, na dose semanal de 7,5 mg/kg de peso corporal, durante
quatro semanas, nos animais de todos os grupos a exceg¢ao de 12 animais

do grupo 1 (G1 - controle sem osteoporose).

Os animais submetidos a indugdo da osteoporose foram entéo
distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais de 12 animais cada,
recebendo os seguintes denominagdes e tratamentos: G2 (controle com
osteoporose), G3 (com osteoporose tratado com alendronato de sddio 0,2
mg/kg) e G4 (com osteoporose tratado com atorvastatina calcica 1,2 mg/kg).
As medicagdes foram administradas diariamente por via oral (método de

gavagem), sendo utilizadas canulas apropriadas.

Avaliacao dos Marcadores Bioquimicos

Aos 30 dias e 60 dias apds o inicio dos tratamentos 6 animais de
cada grupo foram anestesiados e através de laparotomia abdominal e

posterior pungao da veia cava caudal, foram coletados 5 ml de amostra de
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sangue para a dosagem dos niveis séricos de calcio, fosforo, horménio da
paratireoide (PTH), fosfatase alcalina (FAL), fosfatase alcalina isoenzima

ossea (FAO), glicose e insulina.

Para o procedimento de laparotomia cada animal recebeu como
medicagdo anestésica dissociativa a solugdo, via intramuscular, de 0,05 ml
de cloridrato de ketamina (1 g/ml) com 0,05 ml de cloridrato de xilazina (23

mg/ml).

As dosagens sorologicas de calcio, fosforo, fosfatase alcalina (FAL)

e glicose, foram realizadas por espectrofotometria, utilizando o Aparelho
Multiparamétrico de Bioquimica (Alizé), bem como kits especificos de uso
em automacao da marca Bioclin®.

Para as dosagens soroldgicas do horménio da paratireoide (PTH),
fosfatase alcalina isoenzima o6ssea (FAO) e insulina foi utlizado o
equipamento de quimioluminescéncia Access Immunoassay System Il da
Beckman Coulter®, assim como kits especifico para dosagem, também da

mesma industria.

Exame Histomorfométrico

Apos a coleta de sangue, aos 30 dias e 60 dias apo6s o inicio dos
tratamentos, 6 animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia com

sobredosagem anestésica (tiopental sédico 30 mg/kg).

Através de disseccao, os fémures esquerdos foram coletados e
colocados em formol 10% neutro tamponado, durante 72 horas para fixagao
e, posteriormente, foram descalcificados e processados rotineiramente para

estudo histoldgico.

Foram obtidos trés cortes histologicos de cada fémur, de quatro
micrdmetros de espessura em micrétomo histologico rotativo (Spencer®,
Modelo 820) dotado de navalha descartavel. Estes cortes foram obtidos de
forma seriada, montados sobre lamina de vidro e corados com coloragao

Tricrébmico de Masson.

Para calculo da densidade ocupada por osso trabecular e espessura
cortical 6ssea, foi obtida uma imagem amostral de osso contida na regiao

subcondral, de cada corte histolégico, em microscépio 6ptico Olympus BX
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41® (Toquio, Japao) equipado com camara digital (TCL-984 P®) acoplada.
As imagens foram obtidas com objetiva de 10X. Estas imagens foram
analisadas em um software de analise de imagem (Imagem Pro-Plus®,
versao 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, MD) que obteve a area em

micrometros quadrados.

Nas imagens obtidas foram realizadas as medidas em pm da
espessura da cortical 6ssea. A area composta por osso trabecular foi
calculada através da propor¢cado entre area ocupada por matriz organica
Ossea e area total da imagem, sendo que o resultado final corresponde ao

percentual ocupado por matriz dssea.

Analise Biométrica

Foram realizadas medidas do comprimento de cada fémur com
paquimetro digital 150 mm e resolugéo 0,01 mm/0,0005 Metrotools®. Além
disso, foi realizada a pesagem de cada fémur dissecado em balanca
analitica digital da marca A.Cientifica/Edutec® EEQ9003F-B com
capacidade de 220 g e precisao de leitura de 0,1 mg. Foi calculado o indice
Seedor dividindo-se o peso de cada fémur pelo seu respectivo comprimento

e o resultado expresso em g/cm (Seedor et al.,1991).

Analise Estatistica

O ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repeticbes. A principio foi verificada a
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05). Os grupos foram
comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os

resultados, entéo, expressos em media e + desvio padrao.
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3- Resultados e Discussao

Nas tabelas 1 e 2 sdo apresentados os valores da avaliacido biométrica
(comprimento, peso e indice Seedor) e histomorfométrica (espessura da

cortical 6ssea e densidade trabecular dssea).

Tabela 1 - Valores da avaliacdo biométrica de fémures de ratas Wistar apés 30 e 60 dias
de tratamento.

Periodo Grupo/ Peso (g) Comp. (cm) Seedor (g/cm)
Tratamento
Valor o Valor o Valor o
30 dias G1 0,735a +0,039 3,395 +0,108 0,216 a +0,002
G2 0,666 b +0,038 3,367 +0,052 0,198 b +0,004
G3 0,743 a +0,061 3,285 +0,051 0,226 a +0,005
G4 0,686 b +0,062 3,3 +0,064 0,208 +0,005
60 dias G1 0,806 a +0,036 3,463 +0,042 0,233 a +0,005
G2 0,667 b +0,038 3,417 +0,026 0,195 b +0,005
G3 0,759 a +0,029 3,295 +0,051 0,231a +0,005
G4 0,761 a +0,038 3,423 +0,058 0,222 a +0,004

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com atorvastatina
calcica.
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Tabela 2 - Valores da avaliagdo histomorfométrica 6ssea de fémures de ratas Wistar
apo6s 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Densidade Espessura
Tratamento Trabecular (%) Cortical (um)
Valor o Valor o

30 dias G1 68,167 a +2,794 4145a +22,61

G2 54,167 b +2,544 356,5b +13,68

G3 63,501 ¢ +3,201 402,0 a +22,72

G4 56,667 b +4,784 352,0b +18,87

60 dias G1 70,167 a +2,639 418,0a +13,89

G2 44,167 b +2,639 3145b +17,94

G3 68,667 c +3,881 404,5a +22,64

G4 59,167 d +2,401 387,5¢ +8,57

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com atorvastatina
calcica.

Avaliacdo das medidas da densidade trabecular éssea, cortical éssea
e do peso em relagcdo ao tamanho do fémur (indice Seedor) (Seedor et
al.,1991) demonstraram que durante todo o periodo experimental ocorreu
uma progressiva perda de estrutura éssea caracterizando o processo de
indugdo da osteoporose nos grupos que receberam a dose de 7,5 m/kg

de dexametasona e ndo receberam tratamento (G2) (Tabela 1 e 2).

Os animais dos grupos tratados com o alendronato de sédio (G3)
apresentaram valores de densidade trabecular éssea, espessura da
cortical 6ssea e indice Seedor, tanto em 30 como 60 dias de tratamento,
com diferengas significativas em relacdo ao grupo com osteoporose sem
tratamento (G2) e com valores estatisticamente equiparaveis ao grupo
normal (G1), demonstrando assim capacidade de prevenir a indugéo da
osteoporose com a dexametasona atuando na fase rapida onde ha

predominéncia de aumento de atividade osteoblatica (Tabela 1 e 2).
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Somente aos 60 dias de tratamento o grupo tratado com
atorvastatina calcica (G4) apresentou valores de densidade trabecular
Ossea, espessura da cortical 6ssea e indice Seedor com diferencas
significativas em relagdo ao grupo com osteoporose sem tratamento (G2),
além de valores mais proximos a grupo normal (G1), demonstrando
melhor capacidade desse farmaco de atuagao na fase tardia da indugao

da osteoporose com dexametasona (Tabela 1 e 2).

Segundo Pinto et al. (2006), a avaliagao 6ssea histomorfométrica se
caracteriza por ser um método de extrema valia para avaliagdo dinadmica
do processo de remodelagao Ossea, precisando a extensdo da perda
Ossea, das taxas de calcificagdo e de formagao do tecido 6sseo, sendo

capaz de identificar alteracbes osteometabdlicas como a osteoporose.

A osteoprose induzida pela dexametasona ocorre em duas fases:
uma rapida, fase em que a densidade mineral 6ssea (DMO) é reduzida,
presumivelmente devido a reabsorgdo Ossea excessiva (osteoclastos), e
uma tardia, fase progressiva, em que a DMO diminui devido a prejudicada

formacgao 6ssea (osteoblastos e ostedcitos) (Canali et al., 2007).

Os glicocorticoides diminuem o numero e a fungéo de osteoblastos.
Estes efeitos conduzem a uma supressao da formagao de osso, uma
caracteristica central na patogénese da osteoporose induzida por
glicocorticoide. Os glicocorticoides diminuem a replicacdo das células da
linhagem dos osteoblastos, reduzindo o conjunto de células que pode
diferenciar-se em osteoblastos maduros. Além disso, os glicocorticoides
prejudicam a diferenciagdo dos osteoblastos assim como sua maturagéo
(Canali et al., 2007).

Estdo apresentadas na tabela 3 os niveis séricos de calcio, fésforo

e do paratormdnio (PTH) apds 30 e 60 dias de tratamento.
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Tabela 3 - Valores) dos niveis séricos de calcio, fésforo em mg/dl e paratorménio (PTH),
em pg/ml, de ratas Wistar apds 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo Calcio (mg/dl) Fésforo (mg/dl) PTH (pg/ml)
Tratamento
Valor o Valor o Valor c
30 dias G1 10,838 a +0,592 10,391 a +0,121 4,667 a +0,912
G2 9,901 b +0,632 9,117 b +0,066 5,847 b +0,867
G3 9,487 b +0,831 9,901 b +0,176 5,883 b +0,660
G4 9,868 b +1,086 9,381b +0,222 5,403 b +0,377
60 dias G1 10,951 +1,017 10,371 +0,233 4,353 +0,874
G2 10,511 +0,544 10,133 +0,191 4,753 +0,325
G3 10,953 +0,809 10,582 +0,146 4,317 +0,984
G4 10,857 +0,937 10,286 +0,203 4,243 +0,835

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sodio e G4 grupo com osteoporose tratado com atorvastatina
calcica.

Aos 30 e 60 dias de tratamento foi possivel verificar que o uso da
dexametasona ocasionou a diminuicdo dos niveis séricos de calcio e
fésforo além do aumento dos niveis séricos de PTH em todos os grupos
submetidos a inducdo da osteoporose ndo ocorrendo influencia dos

tratamentos (Tabela 3).

Segundo Souza et al. (2010), isso se deve aos efeitos fisioldgicos
indiretos (fase rapida) da dexametasona sobre o metabolismo ésseo onde
atuam diminuindo a absorgao intestinal de calcio, aumentando a excregao
renal de calcio e fdsforo, antagonizando os efeitos da vitamina D e
ocasionando o hiperparatireoidismo secundario, sendo que, o efeito final
dessa série de eventos € um pronunciado aumento da reabsorgdo dssea
com consequente perda de massa estrutural 6ssea caracterizando a

instalagéo da osteoporose.
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Estdo apresentadas na tabela 4 as médias e desvio padrdo dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

apo6s 30 e 60 dias de tratamento.

Tabela 4 - Valores dos niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL), em U/L e fosfatase
alcalina 6ssea (FAO), em pg/L, de ratas Wistar apos 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ FAL (U/L) FAO (ug/L)
Tratamento
Valor o Valor o
30 dias G1 63,267 a +2,259 3,206 a +0,211
G2 131,333 b +13,545 3,053 b +0,054
G3 106,667 c +3,629 3,085 b +0,079
G4 121,667 d +12,556 7,451 ¢ +0,173
60 dias G1 67,001 a +2,828 3,318 a +0,506
G2 68,503 a +2,345 3,008 b +0,055
G3 98,546 b +3,829 3,184 a +0,131
G4 84,121 b +2,944 7,473 ¢ +0,529

Em cada periodo, médias seguidas de letra mindscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com atorvastatina
célcica.

Aos 30 dias de tratamento pode-se verificar um aumento de niveis
séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos que foram
submetidos ao processo de indugao da osteoporose (G2, G3 e G4) em

relacdo ao grupo sem osteoporose (G1) (Tabela 4).

Aos 60 dias de tratamento verifica-se uma queda significativa dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos
osteoporéticos, apesar dos grupos tratados com alendronato de sodio
(G3) e atorvastatina calcica (G4) permanecerem com valores acima do

parametro de normalidade (G1) (Tabela 4).
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Verifica-se também aos 30 e 60 dias de tratamento a nao
correspondéncia dos niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase
alcalina 6ssea (FAO) (Tabela 4).

Segundo Amaral et al. 2014, a afericdo dos niveis séricos de
fosfatase alcalina (FAL) inclui os teores da isoforma da fosfatase alcalina
especifica do tecido 6sseo denominada fosfatase alcalina 6ssea (FAO),
que é secretada pelos osteoblastos podendo apresentar aumento nos

casos de remodelacao 6ssea, devendo, portanto, acompanhar esse perfil.

Entretanto segundo Allen (2003), a interpretagcdo da fosfatase
alcalina total (FAL) é complicada por poder ser afetada pelas variantes
Ossea, intestinal, renal e hepatica, dificultando sua utilizagdo com o

marcador da remodelagao dssea.

Avaliando o grupo com osteoporose sem tratamento (G2) foi
possivel verificar aos 30 e 60 dias de tratamento a reducéo progressiva
dos niveis séricos da fosfatase alcalina éssea (FAO) (Tabela 4), que se
deve a agéao direta dos glicocorticoides (fase tardia), causando redugao na
quantidade e atividade de osteoblastos que além de resultar no impacto
na reducao de reposicdo de matriz 6ssea perdida, acarreta a supressao
da produgéao de osteoprotegerina (OPG), que, em niveis normais, limita a
liberagdo de enzimas proé-osteoclastogénicas (Jilka, 2003).

Durante todo o periodo experimental o grupo que recebeu
tratamento com alendronato de sddio (G3) apresentou niveis séricos de
fosfatase alcalina 6ssea (FAO), (Tabela 4), abaixo do parametro de
normalidade (G1), demonstrando assim, o baixo potencial de atividade

indutora da atividade de osteoblastos desse farmaco.

Os resultados positivos de preservagdao da estrutura Ossea
apresentados pelo grupo tratado com alendronato de sddio (G3) (Tabelas
1 e 2), apesar de baixa atividade osteoblastica, vista pelos niveis séricos
de FAO (Tabela 4), demonstra preponderancia de atividade inibidora de
reabsorcao se contrapondo a fase rapida (aumento de reabsorg¢ao 6ssea)

de acao da dexametasona.
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O principal mecanismo de acado dos bisfosfonatos se deve a uma
afinidade muito elevada pelo componente mineral do tecido Osseo
ligando-se de maneira estavel aos cristais de hidroxiapatita inibindo sua
quebra, assim, suprimindo eficazmente a reabsorgdo Ossea (Russell,
2006).

Além disso, os Dbisfosfonatos nitrogenados (alendronato,
risedronato, ibandronato, pamidronato e &cido zoledronico) além de
apresentarem a capacidade antirreabsortiva através da ligagdo com a
hidroxiapatita atuam predominantemente inibindo a ativagao da farnesil
difosfato sintase na via do mevalonato, ocasionando apoptose de
osteoclastos, com consequente diminuicao da reabsorgdo éssea (Lin et
al., 2015).

Por outro lado, segundo Im et al. (2004), os bisfosfonatos
alendronato de sédio e risedronato de sédio, tanto em cultura de células
trabeculares éssea humanas, como em cultura de células de linhagem
osteoblastica MG-63, demonstraram através de testes de fosfatase
alcalina e cadeias de polimerase transcriptase reversa promoc¢ido de
significante aumento no numero de células, assim como diferenciagao das
células osteoprogenitoras em osteoblastos.

Tanto em 30 como em 60 dias de tratamento o grupo tratado com
atorvastatina calcica, apresentou valores significativamente superiores de
fosfatase alcalina 6ssea (FAO) (Tabela 4), sendo que esses valores foram

superiores inclusive ao grupo normal (G1).

Segundo Mardegan Issa et al. (2015), as estatinas tém
demonstrado capacidade de diminuicdo da reabsor¢do 6ssea, aumento
da densidade mineral éssea (DMO) e aumento da formagao dssea.

A capacidade de atuacdo das estatinas na reabsorcao 6ssea pode
ser explicada pelo mecanismo de acdo semelhante aos bisfosfonatos
nitrogenados, atuando na via do mevalonato inibindo a ag&o da 3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, resultando na reducao da
atividade osteoclastica modulando assim a reabsorcao 6ssea.

Estudos de Woo et al. (2000), verificaram nas estatinas a

capacidade de suprimir a reabsorcao 0ssea através da inibicao da fusao
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de pré osteoclastos ao tecido 6sseo além de interromperem a formacao
do anel de actina nos osteoclastos.

Apesar desses mecanismos de atuacdo, a comparagao das
estatinas com os bisfosfonatos deve levar em consideracao que, segundo
Russel (2006), a principal propriedade de atuacdo na reabsorgdo dssea
dos bisfosfonatos se deve a alta afinidade e estabilizagcdo dos cristais de
hidroxiapatita, justificando maior capacidade de atuagdo do alendronato
de sodio na fase rapida de inducéo da osteoporose pela dexametasona.

O aumento dos niveis séricos de FAO, ocasionados pela
atorvastatina calcica, correspondem a capacidade das estatinas de
estimulagao da atividade osteoblastica, demonstrando seu maior potencial
de atuacao na fase tardia da inducédo da osteoporose pela dexametasona
(Mardegan Issa et al., 2015).

Segundo Mundy (2011), as estatinas atuam estimulando o aumento
da transcricdo do gene da proteina morfogenética 6éssea BMP-2, com
consequente aumento da expressdo da BMP-2, o qual conduz a
diferenciacao osteoblastica e consequente aumento da formacao ossea.

Estudos de Leem et al. 2002, com a lovastatina também
verificaram aumento da atividade de fosfatase alcalina 6&ssea,
mineralizagao de matriz 6ssea e osteogénese de células ésseas in vitro.

Além disso, as estatinas atuam no tecido 6sseo aumentando a
expressao do fator de crescimento endotelial (VEGF), sendo que, varias
variantes de VEGF, bem como os seus receptores, estdo expressos em
osteoblastos onde a presenca desta citocina tem demonstrado induzir
aumento dos niveis de atividade da fosfatase alcalina 6ssea assim como
melhorar a resposta ao PTH (Maeda et al., 2003).

Recentemente estudos de Kaiji et al.(2008), reportaram que a
Smad3, uma molécula fundamental na transducéo da sinalizagéo do TGF-
B para o nucleo, promove aumento na produg¢ao do colageno tipo | (Col1),
aumento da atividade da fosfatase alcalina 6ssea e capacidade de
mineralizacdo de células osteoblasticas de ratos. Além disso, foi
verificado que tanto o PTH como os glicorticoides modulam a via Smad3

nas células osteoblasticas independentemente do TGF- 3.
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As estatinas foram capazes de aumentar, em cultura de células
osteoblasticas, o nivel da Smad3 independentemente da inducdo do
receptor TGF- B. Além disso, foi suprimida a apoptose de osteoblastos
através da via TGF- 3 -Smad3 (Kaji et al., 2008).

Na tabela 5 sao apresentados as médias e desvio padrdo dos valores
dos niveis séricos de Glicose em mg/dL e Insulina em pg/mL, apds 30 e 60

dias de tratamento.

Tabela 5 - Valores dos niveis séricos de Glicose, em mg/dL e Insulina, em pg/ml, de
ratas Wistar apés 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Glicose (mg/dl) Insulina (pg/ml)
Tratamento

Valor o Valor o

30 dias G1 202,378 a +4,649 0,738 a +0,325
G2 292,937 b +7,985 2,208 b +0,518

G3 293,733 b +12,853 2,385b +0,261

G4 292,215 b +10,858 5,945 ¢ +0,897

60 dias G1 209,117 a +3,237 0,792 a +0,351
G2 292,598 b +4,921 2,101b +0,635

G3 290,783 b +12,531 2,478 b +0,631

G4 302,027 b +9,826 0,567 ¢ +0,747

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com atorvastatina
calcica.

Aos 30 e 60 dias de tratamento pode-se verificar um aumento,
estatisticamente significativo, de niveis séricos de glicose e insulina no
grupo que foi submetido a indugdo da osteoporose com dexametasona
sem tratamento (G2) em relagdo ao grupo normal (G1), caracterizando
uma hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a insulina.

A glicose é a principal fonte de carboidrato do organismo e sua
concentragcdo seérica esta intimamente ligada a insulina. Apds uma

refeicdo rica em carboidratos, a glicose que é absorvida para o sangue

58


https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A3
https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A3

causa uma rapida secregao de insulina. Esta por sua vez, provoca
captacdo, armazenamento e uso rapido da glicose por quase todos os
tecidos corporais especialmente musculos, tecido adiposo e figado (Gross
et al., 2002).

A resisténcia a insulina ocorre quando os tecidos corporais
responsaveis pela captagdo e uso da glicose n&o respondem
adequadamente a insulina produzida pelo organismo (Ferreira et al.,
2007).

Os glicocorticoides podem interferir no metabolismo de glicose,
pois inibem a captacdo periférica de glicose pelo musculo e tecido
adiposo. Além disso, aumentam a gliconeogenése hepatica e promovem
um efeito permissivo as acdes do glucagon e catecolaminas, contribuindo
para o estado de hiperglicemia (Romanholi & Salgado, 2007).

Estudos de Santos et al. 2007 também verificaram o aumento da
insulinemia ao longo do tratamento com  dexametasona
concomitantemente ao aumento das concentragdes de glicose sanguinea.

A elevagao dos niveis de insulina pode ser explicada parcialmente
como resposta adaptativa das células B pancreaticas a eventos
periféricos como a resisténcia a insulina desenvolvida na presenca de
concentragbes elevadas de dlicocorticoides. Diversos autores
demonstraram o efeito direto dos glicocorticoides sobre tecidos periféricos
insulino-dependentes como o tecido muscular, adiposo e hepatico (Santos
et al., 2007).

Além disso, outros fatores podem contribuir para o agravamento da
resisténcia periférica a insulina, como por exemplo, aumento dos niveis
circulantes de lipidios decorrentes da dislipidemia ocasionada pelo uso

cronico dos glicocorticoides (Geloneze & Tambascia, 2006).

Durante todo o periodo experimental os animais do grupo tratado
com alendronato de soédio (G3) apresentaram valores de glicemia e
insulinemia equiparaveis ao grupo controle submetido ao uso da

dexametasona (G2).

59



Estudos de Silva 2006, também verificaram a auséncia de
influéncia na hiperglicemia em animais tratados com alendronato de
sodio.

Apesar desses resultados, segundo Lin et al.(2015), os
bifosfonatos nitrogenados, dentre eles o alendronato de sddio, possuem
mecanismo de agao semelhante as estatinas, agindo predominantemente
inibindo a ativagdo da farnesil difosfato sintase na via do mevalonato
resultando na diminuicdo da sintese do colesterol, atuando assim no
controle das dislipidemias, ocasionando assim, diminui¢do do quadro de
resisténcia a insulina resultando no melhor controle dos niveis glicémicos.

Aos 30 dias de tratamento o grupo tratado com atorvastatina
calcica (G4) apresenta niveis séricos de glicose equiparaveis ao grupo
controle submetido ao uso da dexametasona (G2) e niveis séricos de
insulina significativamente superiores tanto em relagdo ao grupo normal
(G1) como em relagdo ao grupo controle submetido ao uso da
dexametasona (G2), caracterizando hiperglicemia decorrente de um
aumento significativo da resisténcia a insulina. Aos 60 dias de tratamento
o grupo tratado atorvastatina calcica (G4) apresentou hiperglicemia
equiparavel ao grupo controle submetido ao uso da dexametasona (G2) e
queda dos niveis séricos de insulina, abaixo, inclusive, dos niveis do
grupo normal (G1).

Mecanismos de agao presentes nas estatinas como: inibicdo da 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase (Anbinder et al.,
2006), aumentam a expressdo de receptores celulares de LDL
determinando a diminuigéo do LDL circulante (Vargas & Limberger, 2013)
e inibicao da sintese hepatica da apolipoproteina B (Apo B) determinando
a reducao na sintese e secrecao de triglicerideos (Stancu & Sima, 2001)
atuariam no controle das dislipidemias o que ocasionaria diminuicido da
resisténcia a insulina com consequente controle da hiperglicemia (Pereira,
2011).

Contudo, segundo Neves & Ferreira (2013), avaliando ensaios
clinicos aleatorizados e controlados, revelaram que algumas estatinas

parecem estar associadas a maior risco de desenvolvimento de diabetes

60



mellitus (DM), sendo esse efeito, segundo outra meta-analise, dose-
dependente.

Tém surgido algumas hipoteses sobre possiveis mecanismos para
esta associacgao, tais como: a indugao direta das estatinas a um aumento
da resisténcia periférica a insulina; a interacdo com as células B
pancreaticas prejudicando a produgdo de insulina; e alteragcbes na
sinalizagao da insulina no tecido periférico (Neves & Ferreira, 2013).

Segundo Shah & Goldfine (2012), em uma revisdo cuidadosa dos
resultados de varios ensaios combinados em pacientes com diabetes
mellitus, mostrou que as estatinas podem elevar os niveis de glicose no
sangue em comparagao com pacientes que ndo fazem uso de estatinas.

Em um estudo de Lorenzatti et al. (2008), o diabetes mellitus tipo 2
foi diagnosticada em mais de 27% pacientes que receberam uma estatina

(rosuvastatina) em comparagao com pacientes que receberam placebo.

4- Conclusoes

A biometria e histomorfometria permitiram a avaligdo estatica e
dindmica bem como a deteccdo de alteracbes teciduais na unidade
estrutural éssea durante o periodo experimental. Através dessas analises,
foi possivel constatar o processo de indugcao da osteoporose pela
dexametasona, bem como avaliar a evolugdo positiva tanto do grupo
tratado com alendronato de sédio como do grupo tratado com

atorvastatina calcica.

Os niveis séricos de calcio, fosforo e paratormbénio (PTH)
apresentaram alteracdes significativas relativas as alteragdes fisioldgicas
decorrentes do processo de indugcdo da osteoporose com o uso da
dexametasona, sendo que nenhum tratamento demonstrou alteragdes

significativas desses marcadores.

O tratamento com atorvastatina calcica promoveu alteracoes
positivas significativas nos niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea
(FAO) demonstrando a capacidade desses farmacos de aumentar a

atividade reparadora Ossea.
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Os niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) que nao
apresentaram correspondéncia a fosfatase alcalina 6ssea FAO, podem

ser afetados pelas variantes 0ssea, intestinal, renal e hepatica.

Os valores de glicemia e insulinemia demonstraram um quadro de
hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a insulina,
presentes no processo de inducdo da osteoporose pela dexametasona,
carateristicos do conjunto de alteragbes metabdlicas presentes na

Sindrome de Cushing.

O tratamento com alendronato de sédio ndo ocasionou nenhuma
alteragdo de glicemia e insulinemia em relagdo ao grupo que sofreu a

inducdo da osteoporose e nao recebeu tratamento.

A atorvastatina calcica inicialmente ocasionou agravamento da
hiperglicemia e hiperinsulinemia caracterizando potencializagdo do quadro
de resisténcia a insulina, posteriormente levando a uma queda abaixo da
normalidade da producdo de insulina caracterizando a instalagao do

diabetes tipo 2.
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Capitulo 2 - Avaliacdo Biométrica, Histomorfométrica e de
Marcadores Bioquimicos no Uso de lpriflavona no Tratamento da

Osteoporose Induzida com Dexametasona.

Resumo

A osteoporose induzida por glicocorticoides € uma complicagao
comum e grave nos tratamentos prolongados com esses farmacos.
Normalmente sao verificados nesses casos diminuicdo da formacgao
Ossea, assim como, incremento na sua reabsor¢cdo. O objetivo desse
trabalho foi estudar os efeitos da ipriflavona no tratamento da osteoporose
induzida com dexametasona. Os animais submetidos a inducdo da
osteoporose, a excegdo do Grupo Controle (G1), foram distribuidos
aleatoriamente, nos seguintes grupos: G2 (controle com osteoporose), G3
(com osteoporose tratado com alendronato de sddio 0,2 mg/kg), e G4
(com osteoporose tratado com ipriflavona 100 mg/kg Apds o periodo de
30 e 60 dias do inicio do tratamento os animais foram eutanasiados sendo
coletadas amostras de sangue para as dosagens dos niveis séricos de
calcio, fosforo, fosfatase alcalina (FAL), glicose, fosfatase alcalina dssea
(FAO), paratorménio (PTH) e insulina. Além disso, foram coletados os
fémures esquerdos para avaliacdo biométrica e histomorfométrica. O
ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repeticdes. A principio foi verificada a
existéncia de distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).
Os grupos foram comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Através das avaliagbes biométrica e histomorfométrica foi
possivel verificar a perda estrutural dssea induzida pela dexametasona,
assim como a influencia positiva na manutencéo tecidual de todos os
tratamentos, apesar de somente os grupo tratado com alendronato de
sédio obter valores equiparaveis ao grupo normal. Os valores séricos de
calcio, fésforo e PTH demonstraram alteragdes decorrentes somente do
uso da dexametasona. Os niveis séricos de FAO apresentaram
alteragdes positivas nos grupos tratados com ipriflavona. Os niveis séricos

de FAL, afetados pelas variantes intestinal, renal e hepatica, nao

67



apresentaram correspondéncia a FAO. Os resultados também puderam
demonstrar o quadro de hiperglicemia consequente do aumento da
resisténcia a insulina, presentes no processo de indugao da osteoporose
pela dexametasona, sendo que o tratamento com alendronato de sédio
nao ocasionou nenhuma alteragcado da glicemia e insulinemia. A ipriflavona
foi capaz de ocasionar queda significativa da hiperglicemia com
resultados bioquimicos que caracterizam, principalmente, diminui¢cao do

quadro de resisténcia a insulina.

Palavras-Chave: Hiperglicemia, Resisténcia a Insulina, Flavonoides,

Glicocorticoides.
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Abstract

The glucocorticoid-induced osteoporosis is a common and serious
complication in prolonged treatment with these drugs. Usually in these
cases checked decreased bone formation as well as increase in its
reabsorption. The aim of this study was to evaluate comparatively the
influence of ipriflavone in osteoporosis induced with dexamethasone. The
animals subjected to induction of osteoporosis, except for the control
group (G1), were randomized into the following groups: G2 (control with
osteoporosis), G3 (with osteoporosis treated with alendronate sodium
0.2mg / kg) and G4 (with osteoporosis treated with ipriflavone 100 mg /
kg). Between 30 and 60 after the start of treatment blood samples were
collected for measurements of serum levels of calcium, phosphorus,
alkaline phosphatase (ALP), glucose, bone specific alkaline phosphatase
(FAQ), parathyroid hormone (PTH) and insulin. In addition, they collected
the left femurs for biometric and histomorphometric measurement. The
biological assay was performed according to a completely randomized
design with 4 treatments and 6 repetitions. The principle was checked for
normal distribution with the Shapiro-Wilk test (p <0.05). The groups were
compared by Tukey test at 5% probability. Through histomorphometric
and biometric evaluations it was possible to verify the structural bone loss
induced by dexamethasone, as positive influence on tissue maintenance
of all treatments, although only group treated with alendronate sodium
obtains values comparable to the control group. The serum calcium,
phosphorus and PTH demonstrated changes resulting only from the use of
dexamethasone. Serum FAO had positive changes in the groups treated
with ipriflavone. Serum FAL affected by gut, renal and hepatic variants
showed no correlation FAO. The results could demonstrate hyperglycemia
resulting frame of increasing insulin resistance present in the process of
induction by dexamethasone osteoporosis, and treatment with sodium
alendronate no change to glycemic and insulinemic. The ipriflavone was
able to cause a significant drop in hyperglycemia biochemical results

mainly characterized decreased insulin resistance above.
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1. Introducgao

Os glicocorticoides sao utilizados por praticamente todas as
especialidades meédicas. Cerca de 0,5% da populagdo geral do Reino
Unido utiliza esses medicamentos, chegando a uma frequéncia de 1,75%
das mulheres acima de 55 anos. A incidéncia de fraturas vertebral e nédo
vertebral é elevada, variando de 30%-50% em pessoas que usam

glicocorticoides por mais de trés meses (Rodrigues et al., 2012).

A osteoporose induzida por glicocorticoides € uma complicagao
grave e comum nos tratamentos prolongados com esses farmacos.
Normalmente sdo verificados nesses casos diminuicdo da formacao
ossea, assim como, incremento na sua reabsor¢éo (Sasaki et al., 2011).

A osteoporose secundaria, causada por glicocorticoides, esta
associada a reducao direta que o farmaco causa na quantidade de
osteoblastos (aumento da apoptose de osteoblastos), resultando em
rapida perda de tecido 6sseo. Além disso, o uso de glicocorticoides
acarreta a supressao da produgao de osteoprotegerina (OPG), que, em
niveis normais, limita a liberagdo de enzimas pré-osteoclastogénicas
ocasionando, consequentemente, aumento da reabsor¢cdo 6ssea (Jilka,
2003).

No tecido muscular esquelético, os glicorticoides atuam inibindo
tanto a captacdo de glicose, como também de aminoacidos. No tecido
adiposo, estimula a lipdlise e diminui a captagao de glicose. Os hormdnios
glicocorticoides, particularmente o cortisol, opdem-se a agao anabdlica da
insulina, através do aumento do glucagon e a glicélise hepatica induzida
por catecolaminas (Melo et al., 2005).

A resisténcia a insulina e o aumento na gliconeogénese,
conjuntamente, resultam na hiperglicemia (Pinheiro et al., 2009).

O alendronato de sodio tem demonstrado ser um dos mais
potentes farmacos, pertencentes ao grupo dos bisfosfonatos que atua
primordialmente como agente antirreabsortivo e é largamente utilizado na
prevencao da reabsorgao Ossea sistémica na osteoporose (Altunda &
Gursoy, 2005).
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Atualmente os bisfosfonatos sdo os agentes mais largamente
utilizados no controle e tratamento da osteoporose devido sua eficiéncia e
baixo custo. No entanto apesar de reduzirem a incidéncia de fraturas nio
apresentam ganho em formacao 6ssea. Além disso, o seu uso prolongado
demonstra varios efeitos colaterais como: fraturas subtrocantéricas do
fémur, osteonecrose de mandibula, irritacdo esofagica entre outros,
causando impacto negativo a adesao ao tratamento pelo paciente (Drake
et al., 2008).

Evidéncias cientificas através de estudos em humanos, animais e
sistemas de culturas de células sugerem que as isoflavonas, que sao
compostos presentes na soja, especificamente a genisteina e a daidzeina
desempenham um papel importante na prevengao de doencas cronicas,
apresentando um efeito anticancerigeno e atividade antioxidante, com
isso, este componente pode trazer beneficios no controle e prevencao de
doengas como cancer, diabetes mellitus, osteoporose e doencas

cardiovasculares (Zafra-Gomez et al., 2010).

Segundo Fernandes et al.(2011), as isoflavonas exercem sua acgao
biolégica através de diversos mecanismos: mimetizam a acdo dos
estrogénios enddgenos; agem como antagonistas do estrogénio; alteram
0 padrdao de sintese e metabolismo dos estrogénios enddgenos e
modificam os receptores hormonais.

Além disso, as isoflavonas, dentre elas a ipriflavona, sdo capazes
de induzir tanto um aumento da secre¢cdao como queda da resisténcia a
insulina ocasionando diminuigdo dos niveis de glicose sanguinea, sendo

assim, apontadas como uma alternativa no tratamento do diabete tipo 2

(Perin & Zanardo, 2015).

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiranona) € uma
isoflavona sintética, derivada da daidzeina, encontrada em graos de soja
e derivados, sendo comercializada com a finalidade de prevenir e/ou

tratar a osteoporose (Bellei et al., 2012).
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O presente trabalho tem como objetivo verificar através de
biometria, histomorfometria e marcadores bioquimicos os efeitos da
ipriflavona em ratas com osteoporose induzida com dexametasona.

2. Material e Métodos

Procedimento Experimental

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 36 ratas (Rattus
norvegicus) da raga Wistar, adultas, pesando em média 200 g, procedentes
do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV), alimentados

com ragao comercial e agua ad libitum durante todo experimento.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigosa (protocolo
36/2016).

Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram em
gaiolas de polietileno opaco e fechadas com tampa de ago inoxidavel em
forma de grade, contendo, em cada uma um animal. Os animais foram
mantidos em um ambiente climatizado, com periodo de luz de 12 horas e as

gaiolas higienizadas a cada dois dias.

ApoOs uma semana, periodo de adaptacgao, teve inicio o processo de
inducdo da osteoporose com a administragdo do glicocorticoide
dexametasona, por via intramuscular, na dose semanal de 7,5 mg/Kg de
peso corporal, durante quatro semanas, nos animais de todos os grupos, a

excecao de 12 animais do grupo 1 (G1) (controle sem osteoporose).

Os animais submetidos a indugcdo da osteoporose foram entao
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais de 12 animais cada,
recebendo os seguintes denominagdes e tratamentos: G2 (controle com
osteoporose), G3 (com osteoporose tratado com alendronato de sédio
0,2mg/kg) e G4 (com osteoporose tratado com ipriflavona 100mg/kg). As
medicagbes foram administradas diariamente por via oral (método de

gavagem), sendo utilizadas canulas apropriadas.
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Avaliacdo dos Marcadores Bioquimicos.

Aos 30 dias e 60 dias apds o inicio dos tratamentos com as
medicagdes, 6 animais de cada grupo foram anestesiados e através de
laparotomia abdominal e posterior pungdo da veia cava caudal, foram
coletados 5ml de amostra de sangue para a dosagem dos niveis séricos de
calcio, fésforo, hormdnio da paratireoide (PTH), fosfatase alcalina (FAL),

fosfatase alcalina isoenzima 6ssea (FAO), glicose e insulina.

Para o procedimento de laparotomia cada animal recebeu como
medicagdo anestésica dissociativa a solugdo, via intramuscular, de 0,05ml
de cloridrato de ketamina (1 g/ml) com 0,05ml de cloridrato de xilazina (23

mg/ml).

As dosagens sorologicas de calcio, fosforo, fosfatase alcalina (FAL)

e glicose, foram realizadas por espectrofotometria, utilizando o Aparelho
Multiparamétrico de Bioquimica (Alizé€), bem como kits especificos de uso
em automacao da marca Bioclin®.

Para as dosagens sorologicas do horménio da paratireoide (PTH),
fosfatase alcalina isoenzima o6ssea (FAO) e insulina foi utlizado o
equipamento de quimioluminescéncia Access Immunoassay System Il da
Beckman Coulter®, assim como kits especifico para dosagem, também da

mesma industria.

Exame Histomorfométrico.

ApOs a coleta de sangue, aos 30 dias e 60 dias apds o inicio dos
tratamentos com as medicagdes, 6 animais de cada grupo foram

submetidos a eutanasia com sobredosagem anestésica (tiopental sédico 30
mg/kg).

Através de disseccao, os fémures esquerdos foram coletados e
colocados em formol 10% neutro tamponado, durante 72 horas para fixagao

e, posteriormente, foram descalcificados e processados rotineiramente para

estudo histologico.

Foram obtidos trés cortes histologicos de cada fémur, de quatro
micrOmetros de espessura em microtomo histolégico rotativo (Spencer®,

Modelo 820) dotado de navalha descartavel. Estes cortes foram obtidos de
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forma seriada, montados sobre lamina de vidro e corados com coloragao

Tricromico de Masson.

Para calculo da densidade ocupada por osso trabecular e espessura
cortical 6ssea, foi obtida uma imagem amostral de osso contida na regiao
subcondral, de cada corte histologico, em microscopio 6ptico Olympus BX
41® (Toquio, Japao) equipado com camara digital (TCL-984 P®) acoplada.
As imagens foram obtidas com objetiva de 10X. Estas imagens foram
analisadas em um software de analise de imagem (Imagem Pro-Plus®,
versao 4.5, Media Cybernétics, Silver Spring, MD) que obteve a area em

micrometros quadrados.

Nas imagens obtidas foram realizadas as medidas em pm da
espessura da cortical 6ssea. A area composta por osso trabecular foi
calculada através da proporcao entre area ocupada por matriz organica
Ossea e area total da imagem, sendo que o resultado final corresponde ao

percentual ocupado por matriz dssea.

Analise Biométrica

Foram realizadas medidas do comprimento de cada fémur com
paquimetro digital 150mm e resolugdo 0,01 mm/0,0005 Metrotools®. Além
disso, foi realizada a pesagem de cada fémur dissecado em balanga
analitica digital da marca A.Cientifica/Edutec® EEQ9003F-B com
capacidade de 220 g e precisao de leitura de 0,1 mg. Foi calculado o indice
Seedor dividindo-se o peso de cada fémur pelo seu respectivo comprimento

e o resultado expresso em g/cm (Seedor et al.,1991).

Analise Estatistica

O ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repeticdes. A principio foi verificada a
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05). Os grupos foram
comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os

resultados, entdo, expressos em media e + desvio padrao.
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3. Resultados e Discussao

Nas tabelas 1 e 2 sdo apresentados as médias e desvio padrdo dos
valores da avaliagdo morfométrica (comprimento, peso e a relagdo do
peso/comprimento) e histomorfométrica (espessura da cortical 6ssea e

densidade trabecular 6ssea).

Tabela 1 - Valores da avaliagao biométrica de fémures de ratas Wistar apds 30 e 60 dias
de tratamento.

Periodo Grupo/ Peso (g9) Comp. (cm) Seedor (g/cm)
Tratamento
Valor o Valor o Valor o
30 dias G1 0,735a +0,039 3,395 +0,108 0,216 a +0,002
G2 0,666 b +0,038 3,367 +0,052 0,198 b +0,004
G3 0,743 a +0,061 3,285 +0,051 0,226 a +0,005
G4 0,664 b +0,041 3,221 +0,047 0,206 +0,004
60 dias G1 0,806 a +0,036 3,463 +0,042 0,233 a +0,005
G2 0,667 b +0,038 3,417 +0,026 0,195 b +0,005
G3 0,759 a +0,029 3,295 +0,051 0,231a +0,005
G4 0,706 b +0,056 3,327 +0,071 0,212¢c +0,007

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com ipriflavona.
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Tabela 2 - Valores da avaliagdo histomorfométrica 6ssea de fémures de ratas Wistar
apo6s 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Densidade Espessura
Tratamento Trabecular (%) Cortical (um)
Valor o Valor o

30 dias G1 68,167 a +2,794 4145a +22,61

G2 54,167 b +2,544 356,5b +13,68

G3 63,501 ¢ +3,201 402,0 a +22,72

G4 *53,501 b +3,452 353,1b +9,75

60 dias G1 70,167 a +2,639 418,0a +13,89

G2 44,167 b +2,639 3145b +17,94

G3 68,667 c +3,881 404,5 a +22,64

G4 58d +3,346 370,5¢ +17,26

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com ipriflavona.

A avaliagdo da densidade trabecular, cortical 6ssea e do peso em
relacdo ao tamanho do fémur (indice Seedor (Seedor et al., 1991))
permitiu verificar durante todo o periodo experimental a progressiva perda
de estrutura Ossea caracterizando o processo de instalacdo da
osteoporose nos grupos que receberam a dose de 7,5m/kg de

dexametasona e nao receberam tratamento (G2) (Tabela 1 e 2).

Segundo Pinto et al. (2006), a avaliagdo 6ssea histomorfométrica
se caracteriza por ser um método de extrema valia para avaliagdo
dindmica do processo de remodelagao 6ssea, precisando a extensdo da
perda Ossea, das taxas de calcificacdo e de formacdo do tecido dsseo,
sendo capaz de identificar alteragbes osteometabdlicas como a

osteoporose.

A osteoporose induzida pela dexametasona ocorre em duas fases:

uma rapida, fase em que a densidade mineral éssea (DMO) é reduzida,
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presumivelmente devido a reabsorcdo 6ssea excessiva (osteoclastos), e
uma tardia, fase progressiva, em que a DMO diminui devido a prejudicada
formagcdo dssea (osteoblastos e ostedcitos) resultando na diminuigao
progressiva da estrutura cortical e da densidade trabecular 6ssea (Canali
et al., 2007, Souza et al., 2010).

Os animais do grupo tratado com o bisfosfonato alendronato de
sodio (G3) apresentaram valores de densidade trabecular 6&ssea,
espessura da cortical 6ssea e indice Seedor, tanto em 30 como 60 dias
de tratamento, com diferengas significativas em relagdo ao grupo com

osteoporose sem tratamento (G2).

Aos 60 dias tanto o grupo tratado com a ipriflavona (G4)
apresentou valores de densidade trabecular 6ssea, espessura da cortical
Ossea e indice Seedor com diferengas significativas em relagéo ao grupo
com osteoporose sem tratamento (G2), apesar de nao atingirem valores

equiparaveis ao grupo normal (G1) (Tabela 1 e 2).

Estdo apresentadas na tabela 3 as médias e desvio padrdo dos
niveis séricos de calcio, fosforo e do paratorménio (PTH), apoés 30 e 60

dias de tratamento.
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Tabela 3 - Valores dos niveis séricos de célcio, fésforo em mg/dl e paratorménio (PTH),
em pg/ml, de ratas Wistar apés 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo Calcio (mg/dl) Fosforo (mg/dl) PTH (pg/ml)
Tratamento
Valor o Valor [ Valor [
30 dias G1 10,838 a +0,592 10,391 a +0,121 4,667 a +0,912
G2 9,901 b +0,632 9,117 b +0,066 5,847 b +0,867
G3 9,487 b +0,831 9,901 b +0,176 5,883 b +0,660
G4 9,043 b +0,876 9,558 b +0,349 5,678 b +0,369
60 dias G1 10,951 +1,017 10,371 +0,233 4,353 +0,874
G2 10,511 +0,544 10,133 +0,191 4,753 +0,325
G3 10,953 +0,809 10,582 +0,146 4,317 +0,984
G4 11,084 +0,795 10,104 +0,115 4,221 +0,421

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com ipriflavona.

Aos 30 dias de tratamento foi possivel verificar que o uso da
dexametasona ocasionou a diminuicdo dos niveis séricos de calcio e
fésforo além do aumento dos niveis séricos de PTH em todos os grupos

submetidos a indugao da osteoporose (Tabela 3).

Segundo Souza et al. (2010), isso se deve aos efeitos fisioldgicos
indiretos (fase rapida) da dexametasona sobre o metabolismo ésseo onde
atuam diminuindo a absorgao intestinal de calcio, aumentando a excreg¢ao
renal de calcio e fosforo, antagonizando os efeitos da vitamina D e
ocasionando o hiperparatireoidismo secundario, sendo que, o efeito final
dessa série de eventos € um pronunciado aumento da reabsorgéo 6ssea
com consequente perda de massa estrutural dssea caracterizando a

instalacao da osteoporose.
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Altos niveis de PTH, como vistos no hiperparatiroidismo
secundario, aumentam a reabsorcdo 6ssea mediada pelo aumento da
atividade osteoclastica. Os efeitos no tecido ésseo do PTH s&o mediados
através dos osteblastos sendo estes os maiores expressores de
receptores celulares de PTH. Entretanto os osteoblastos se comunicam
com os osteoclastos através da via de comunicagao celular RANK-OPG
(Osteoprotegerina) (Usha, 2012).

O sistema Receptor Ativador do Fator Nuclear-kB (RANK) seu
Ligando (RANKL) e a Osteoprotegerina (OPG) atuam como os prinipais
mecanismos celulares com papel na regulagdo da reabsor¢géo 6ssea. A
sinalizagdo RANKL / RANK regula a formagao de osteoclastos a partir dos
seus precursores, bem como a sua activacdo e sobrevivéncia em
remodelacdo 6ssea normal e numa variedade de condi¢cbes patologicas.
A OPG protege o esqueleto 6sseo da excessiva reabsorgéo pela ligagao
ao RANKL impedindo-a de se ligar a seu receptor, RANK (Brendan &
Lianping, 2007).

Estdo apresentadas na tabela 4 as médias e desvio padrdo dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

apo6s 30 e 60 dias de tratamento.
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Tabela 4 - Valores dos niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL), em U/L e fosfatase
alcalina 6ssea (FAO), em ug/L, de ratas Wistar apds 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ FAL (U/L) FAO (ug/L)
Tratamento
Valor o Valor o
30 dias G1 63,267 a +2,259 3,206 a +0,211
G2 131,333 b +13,545 3,053 b +0,054
G3 106,667 ¢ +3,629 3,085b +0,079
G4 108,671 ¢ +7,257 3,167 a +0,096
60 dias G1 67,011 a +2,828 3,318 a +0,506
G2 68,501 a +2,345 3,008 b +0,055
G3 98,546 b +3,829 3,184 a +0,131
G4 74,428 b +5,912 3,341 a +0,202

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugéo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com ipriflavona.

Aos 30 dias de tratamento pode-se verificar um aumento de niveis
séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos que foram
submetidos ao processo de indugao da osteoporose (G2, G3 e G4) em

relagéo ao grupo sem osteoporose (G1) (Tabela 4).

Aos 60 dias de tratamento verifica-se uma queda significativa dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos
osteoporéticos, apesar dos grupos tratados com alendronato de sodio
(G3) e ipriflavona (G4) permanecerem com valores acima do parametro
de normalidade (G1) (Tabela 4).

Segundo Amaral et al. (2014), a aferigdo dos niveis séricos de
fosfatase alcalina (FAL) inclui os teores da isoforma da fosfatase alcalina

especifica do tecido 6sseo denominada fosfatase alcalina 6ssea (FAO),
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que é secretada pelos osteoblastos podendo apresentar aumento nos

casos de remodelacao 6ssea, devendo, portanto, acompanhar esse perfil.

Entretanto segundo Allen (2003), a interpretacédo da fosfatase
alcalina total (FAL) é complicada por poder ser afetada pelas variantes
Ossea, intestinal, renal e hepatica, interferindo assim, na sua utilizagao

como marcador da remodelacéo dssea.

Avaliando o grupo com osteoporose sem tratamento (G2) foi
possivel verificar aos 30 e 60 dias de tratamento a progressao na redugao
dos niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea (FAO) (Tabela 4), que se
deve a agao direta dos glicocorticoides (fase tardia), causando redugéo na
quantidade e atividade de osteoblastos que além de resultar no impacto
na reducao de reposicido de matriz 6ssea perdida, acarreta a supressao
da producéo de osteoprotegerina (OPG), que, em niveis normais, limita a
liberagdo de enzimas pro-osteoclastogénicas (Jilka, 2003).

Durante todo o periodo experimental o grupo que recebeu
tratamento com alendronato de sédio (G3) apresentou niveis séricos de
fosfatase alcalina 6ssea (FAO), (Tabela 4), abaixo do paréametro de
normalidade (G1), demonstrando assim, o baixo potencial de atividade

indutora da atividade de osteoblastos desse farmaco.

Os resultados positivos de preservagdo da estrutura o6ssea
apresentados pelo grupo tratado com alendronato de sédio (G3), (Tabelas
1 e2), apesar de baixa atividade osteoblastica, vista pelos niveis séricos
de FAO, (Tabela 4), demonstra preponderancia de atividade inibidora de
reabsorcao se contrapondo a fase rapida (aumento de reabsorgcao éssea)

de acado da dexametasona.

A principal propriedade de atuagcdo na reabsorgcao Ossea dos
bisfosfonatos se deve a alta afinidade e estabilizagdo dos cristais de
hidroxiapatita, justificando maior capacidade de atuagdo do alendronato
de sddio na fase rapida de inducdo da osteoporose pela dexametasona
(Russel, 2006).

Aos 30 e 60 dias de tratamento, o grupo tratado com a ipriflavona

(G4), apresentou niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea (FAO)
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significativamente superiores ao grupo osteoporoético sem tratamento (G2)

e equiparaveis ao grupo normal (G1) (Tabela 4).

Segundo Canalis & Delany (2002), os glicorticoides sdo capazes de
atuar inibindo a secregcdo hipofisaria das gonadotrofinas com a
consequente diminuicdo da secregao ovariana e testicular de estrégenos
e testosterona e da secrecdao adrenal de androstenediona e
dehidroepiandrosterona.

Em nivel molecular, os estrogénios favorecem a apoptose de
osteoclastos, diminuindo a produgao de citocinas, tais como Interleucina 1
(IL1), a Interleucina 6 (IL6), o Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) e Fator
de Estimulagdo de Colbnias de Macréfagos (M-CSF). Além disso, os
estrogénios aumentam a expressdo do Fator de Transformagdao do
Crescimento B (TGF-B) e Osteoprotegerina (OPG) (inibidores da atividade
de osteoclastos), equanto diminuem a expressao do RANKL (ativador da

atividade de osteoclastos) (Karsenty, 2012).

A ipriflavona é uma isoflavona sintética derivada da daidzeina, e se
caracteriza como um composto quimico fenélico que pertencem a classe
dos fitoestrogenos e apresenta estrutura quimica bastante semelhante ao
estrégeno natural.

Segundo Atmaca et al. (2008), as isoflavonas , através de sua
semelhanca estrutural e funcional ao 17-beta-estradiol, ocasionam
aumento da expressdao da proteina morfogenética éssea BMP-2 com
consequente aumento da atividade e diferenciagdo osteoblastica. A
sintese de interleucinas (IL-18, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNFa)),
prostaglandina e do fator estimulador de macréfagos, importantes agentes
reabsortivos, € inibida pela isoflavona.

O aumento dos niveis séricos de FAO presentes no grupo tratado
com ipriflavona corresponde a capacidade de atuacdo direta das
isoflavonas sobre a atividade dos osteoblastos através da ligacdo nos
receptores de estrogénio presentes na superficie dessas células,
exercendo seus efeitos pelo mesmo mecanismo que este hormoénio
(Esteves & Monteiro, 2001).
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Essa atuacao direta sobre a atividade osteoblastica justifica seu
maior potencial de tratamento na fase tardia da inducdo da osteoporose
com dexametasona.

Apesar dos resultados positivos apresentados pelo grupo tratado
com ipriflavona, em relacdo ao aumento dos niveis séricos de FAO com
recuperagao parcial da estrutura 6ssea demonstrada pela
histomorfometria, deve-se levar em consideragdo que segundo Bourton &
Wells (2002), na auséncia de estrogénio as isoflavonas possuem um fraco
efeito estrogénico, mas na presenga deste exibem um efeito
antiestrogénico.

Assim as propriedades estrogénica e antiestrogénica das
isoflavonas dependem da concentragcdo dos mesmos, da concentracdo
dos esteroides sexuais enddgenos e do orgao alvo especifico envolvido
na interacdo com os receptores de estrogénios. Esse efeito pode ser
explicado pela existéncia de dois tipos de Receptores de Estrogénio: alfa
e beta. Os alfa-receptores (RE-a) sdo os principais receptores
encontrados na mama e no utero, e os beta-receptores (RE-f3) no osso,
no sistema cardiovascular, no trato urinario, sistema nervoso central e
sistema imune (Fernandes et al., 2011).

Kuiper et al. (1998) relataram que tanto a genisteina quanto a
daidzeina possuem uma ligacdo mais forte com os RE-$3 e esta relagao
pode ser benéfica na prevencdo de osteoporose porque a formacao
Ossea é estimulada pela ligagao estrogénica com o RE-(3.

Na tabela 5 sdo apresentados as médias e desvio padrao dos valores
dos niveis séricos de Glicose e Insulina em, apos 30 e 60 dias de

tratamento.
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Tabela 5 - Valores dos niveis séricos de Glicose, em mg/dL e Insulina, em pg/ml, de
ratas Wistar apds 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Glicose (mg/dl) Insulina (pg/ml)
Tratamento

Valor o Valor o

30 dias G1 202,378 a +4,649 0,738 a +0,325
G2 292,937 b +7,985 2,208 b +0,518

G3 293,733 b +12,853 2,385b +0,261

G4 245333 ¢ +37,237 2,101b +0,871

60 dias G1 209,117 a +3,237 0,792 a +0,351
G2 292,598 b +4,921 2,102 b +0,635

G3 290,783 b +12,531 2,478 b +0,631

G4 258,136 ¢ +25,931 3,118 ¢ +0,747

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugdo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sddio e G4 grupo com osteoporose tratado com ipriflavona.

Aos 30 e 60 dias de tratamento pode-se verificar um aumento,
estatisticamente significativo, de niveis séricos de glicose e insulina no
grupo que foi submetido a indugdo da osteoporose com dexametasona
sem tratamento (G2) em relagdo ao grupo normal (G1), caracterizando
uma hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a insulina
(Tabela 5).

Os glicocorticoides podem interferir no metabolismo de glicose,
pois inibem a captacao periférica de glicose pelo musculo e tecido
adiposo. Além disso, aumentam a gliconeogénese hepatica e promovem
um efeito permissivo as agdes do glucagon e catecolaminas, contribuindo
para o estado de hiperglicemia. (Romanholi & Salgado, 2007).

Os (glicorticoides também atuam aumentando a resisténcia a
insulina, sendo que a mesma ocorre quando os tecidos corporais
responsaveis pela captacdo e uso da glicose nao respondem
adequadamente a insulina produzida pelo organismo (Ferreira et al.,
2007).
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Estudos de Santos et al. (2007) também verificaram o aumento da
insulinemia ao longo do tratamento com = dexametasona
concomitantemente ao aumento das concentragcdes de glicose sanguinea.

A elevagao dos niveis de insulina pode ser explicada parcialmente
como resposta adaptativa das células B pancreaticas a eventos
periféricos como a resisténcia a insulina desenvolvida na presenca de
concentragbes elevadas de glicocorticoides. Diversos autores
demonstraram o efeito direto dos glicocorticoides sobre tecidos periféricos
insulino-dependentes como o tecido muscular, adiposo e hepatico (Santos
et al., 2007).

Além disso, outros fatores podem contribuir para o agravamento da
resisténcia periférica a insulina, como por exemplo, aumento dos niveis
circulantes de lipidios decorrentes da dislipidemia ocasionada pelo uso
cronico dos glicocorticoides (Geloneze & Tambascia, 2006)

Durante todo o periodo experimental os animais do grupo tratado
com alendronato de sodio (G3) apresentaram valores de glicemia e
insulinemia equiparaveis ao grupo controle submetido ao uso da
dexametasona (G2) (Tabela 5).

De acordo com estudo de Silva (2006), também foi verificada a
auséncia de influéncia na glicemia em animais tratados com alendronato
de saodio.

Apesar desses resultados, segundo Lin et al.(2015), os
bifosfonatos nitrogenados, dentre eles o alendronato de sdédio, possuem
mecanismo de acao semelhante as estatinas, agindo predominantemente
inibindo a ativagdo da farnesil difosfato sintase na via do mevalonato
resultando na diminuicdo da sintese do colesterol, atuando assim no
controle das dislipidemias, ocasionando assim diminuicdo do quadro de
resisténcia a insulina resultando no melhor controle dos niveis glicémicos.

Guney et al. (2008), trabalhando com mulheres na pods -
menopausa com diagnostico de osteoporose e hiperlipidemia verificaram
que o alendronato de sodio foi capaz de reduzir significativamente os
niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e colesterol LDL , apesar

de alteragdes pouco significativas da Apo A1, Apo B e colesterol HDL.
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O grupo tratado com a ipriflavona (G4) apresentou tanto em 30
como em 60 dias de tratamento queda significativa das taxas de glicose
sanguinea em relacdo ao grupo controle submetido ao uso da
dexametasona (G2), apesar de nao atingir valores equiparaveis,
estatisticamente significativos, ao grupo normal (G1). As taxas de
insulinemia apresentaram valores equiparaveis aos do grupo controle
submetido ao uso da dexametasona (G2) com aumento significativo aos
60 dias de tratamento (Tabela 5).

Estudos de Silva (2006), em ratas osteoporéticas induzidas com
dexametasona, também verificaram a reducdo nos niveis séricos de
glicose durante o tratamento com flavonoides, relatando no grupo tratado
com ipriflavona valores de glicemia equiparaveis ao grupo normal.

Além disso, estudos epidemiolégicos indicam que mulheres com
habito de alta ingestdo de soja possuem menor risco de desenvolverem
desordens relacionadas ao metabolismo de glicose em comparagao com
as mulheres que possuem habito relativamente baixo de consumo de soja
(Fang et al, 2016).

De acordo com algumas pesquisas, a implementagcéo acima de 40
mg/dia de isoflavona de soja tem sido demonstrado melhorar o

glicometabolismo (Llaneza et al.,2010).

Segundo Kleijn et al. (2002), a suplementagdo alimentar com
isoflavonas da soja tém sido associada a uma diminuigcdo do risco de

desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2.

Yang et al. (2007), relatam como mecanismo de ac&o das
isoflavonas a inibicdo da proteina quinase envolvida na transducido do
sinal inflamatdrio causador da resisténcia a insulina em células do

musculo esquelético e tecido adiposo.

Além disso, Esteves & Monteiro (2001), relatam o papel
estimulatério da isoflavona genisteina no aumento da secregdo da
insulina e proliferacdo em culturas de células de ilhotas de Langerhans
descrevendo como principal mecanismo o efeito inibitério da tirosina

quinase. Os autores ainda citam os efeitos agudos da genisteina no
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estimulo a secrecdo de insulina em células B do pancreas de
camundongos, sendo que a genisteina provocou um aumento na
liberagdo de insulina, reversivel e dependente da concentragéo (10 a 100

pumol).

4. Conclusoes
A avalicdo das analises biométrica e histomorfométrica
demonstraram o0 processo de indugdo da osteoporose pela
dexametasona, bem como possibilitaram a avaliagdo da evolugao positiva
dos tratamentos, apesar de somente o grupo tratado com alendronato de
sodio, através da predomindncia de sua atividade antirreabsortiva,
apresentar manutencdo tecidual 6ssea equiparavel ao grupo normal

durante o periodo experimental.

O tratamento com ipriflavona ocasionou alteragbes positivas
significativas nos niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea (FAO)
demonstrando a capacidade desses farmacos de aumento da atividade
reparadora Ossea através de estimulo da atividade e numero de

osteoblastos.

Os niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) que nao

apresentaram correspondéncia a FAO.

O tratamento com a ipriflavona foi capaz de ocasionar queda
significativa da hiperglicemia com resultados bioquimicos que
caracterizam, principalmente, diminuicdo do quadro de resisténcia a

insulina.
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Capitulo 3 - Avaliagcdo Biométrica, Histomorfométrica e de
Marcadores Bioquimicos no Uso do Oleo de Linhaga no Tratamento

da Osteoporose Induzida com Dexametasona.

Resumo

Este trabalho consistiu em um ensaio biolégico com objetivo de
avaliar o efeito do oleo de linhaga no tratamento da osteoporose induzida
com dexametasona. A indugao da osteoporose consistiu na administragéo
de dexametasona na dose de 7,5 mg/kg de peso corporal, por via IM, uma
vez por semana durante quatro semanas, a exce¢ao dos animais do
grupo controle (G1). Os animais submetidos a indugdo da osteoporose
foram entdo distribuidos aleatoriamente, recebendo os seguintes
denominagdes: G2 (controle com osteoporose), G3 (com osteoporose
tratado com alendronato de soédio 0,2mg/kg) e G4 (com osteoporose
tratado com o6leo de linhaga 2,0ml). Apos o periodo de 30 e 60 dias do
inicio do tratamento os animais foram eutanasiados e entdo coletadas
amostras de sangue para as dosagens dos niveis séricos de calcio,
fésforo, fosfatase alcalina (FAL), fosfatase alcalina d6ssea (FAO),
paratorménio (PTH), glicose e insulina. Foram coletados também, os
fémures esquerdos para avaliagdao biomeétrica e histomorfométrica. O
ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repetigdes. A principio foi verificada a
existéncia de distribuicdo normal com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).
Os grupos foram comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.As avaliagbes biométrica e histomorfométrica possibilitaram
verificar a perda estrutural 6ssea induzida pela dexametasona, assim
como a influencia positiva na manutencdo tecidual de ambos os
tratamentos, apesar de somente o grupo tratado com alendronato de
sédio obter valores equiparaveis ao grupo normal (G1). Os valores séricos
de calcio, fésforo e PTH demonstraram alteragdes decorrentes do uso da
dexametasona, nao apresentando nenhuma alteragao significativa relativa
aos tratamentos. Os niveis séricos de FAO apresentaram alteracbes

positivas no grupo tratado com 6leo de linhaga. Os niveis séricos de FAL,
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afetados pelas variantes intestinal, renal e hepatica, ndo apresentaram
correspondéncia a FAO. Os resultados puderam demonstrar também, o
quadro de hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a
insulina, presentes no processo de indugdo da osteoporose pela
dexametasona, sendo que tratamento com alendronato de soédio nao
ocasionou nenhuma alteragao da glicemia e insulinemia. O tratamento
com o Oleo de linhaga foi capaz de ocasionar queda significativa da
hiperglicemia com resultados bioquimicos que caracterizam,

principalmente, diminuigdo do quadro de resisténcia a insulina.

Palavras-Chave: Hiperglicemia, Resisténcia a Insulina, Omega - 3,

Fitoestrogenos e Glicorticoides.
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Abstract

This study consisted of a biological assay in order to study the effects
of linseed oil in the dexamethasone-induced osteoporosis. The induction
of osteoporosis was the administration of dexamethasone at the dose of
7.5mg/kg of body weight, intramuscularly, once a week for four weeks,
except for control animals (G1). The animals subjected to induction of
osteoporosis were then randomly assigned, receiving the following names
and treatments: G2 (control with osteoporosis), G3 (with osteoporosis
treated with alendronate sodium 0.2mg/kg) and G4 (with osteoporosis
treated with flaxseed oil 2.0ml). Between 30 and 60 after the start of
treatment blood samples were collected for measurements of serum levels
of calcium, phosphorus, alkaline phosphatase (ALP), bone specific
alkaline phosphatase (BAP), parathyroid hormone (PTH), glucose and
insulin resistance. In addition, they collected the left femurs for biometric
and histomorphometric measurement. The biological assay was performed
according to a completely randomized design with 4 treatments and 6
repetitions. The principle was checked for normal distribution with the
Shapiro-Wilk test (p <0.05). The groups were compared by Tukey test at
5% probability. Through histomorphometric and biometric evaluations it
was possible to verify the structural bone loss induced by dexamethasone,
as positive influence on tissue maintenance of both treatments, although
only group treated with alendronate sodium obtains values comparable to
the normal group (G1). The serum calcium, phosphorus and PTH
demonstrated changes resulting from the use of dexamethasone, showing
no significant change on the treatments. Serum levels of BAP showed
positive changes in the group treated with linseed oil. Serum ALP affected
by gut, renal and hepatic variants showed no correspondence to BAP not
recommended its use as a marker of bone remodeling. The results could
demonstrate hyperglycemia resulting frame of increasing insulin
resistance present in the process of induction by dexamethasone
osteoporosis, and treatment with sodium alendronate no change to

glycemic and insulinemic. The treatment with linseed oil was capable of
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causing a significant drop in hyperglycemia biochemical results mainly

characterized decreased insulin resistance above.

Key-Words: Hyperglycemia, Insulin Resistance, Omega-3,

Phytoestrogens, Lignans and Glucocorticoids.
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1- Introducgao

Os glicocorticoides sdo hormdnios sintetizados e secretados pelo
cortex adrenal. Esta classe de horménios exerce inumeras acgoes
fisiolégicas no organismo quando disponiveis em concentragdes normais.
Os (dlicocorticoides atuam normalmente sobre o metabolismo dos
carboidratos, proteinas e gorduras e sao secretados em maiores
quantidades em situacdes traumaticas e estressantes. Entretanto, quando
as concentragdes plasmaticas dos glicocorticoides excedem o normal,
podem induzir disturbios metabdlicos (Santos et al., 2007).

O termo glicocorticoide deve-se a agao dessas substancias no
metabolismo de carboidratos. No musculo esquelético, os glicorticoides
causam aumento da resisténcia a insulina, o que resulta em menor
captacao de glicose e redugao da sintese do glicogénio muscular. Nesse
tecido, também se verifica inibicdo da sintese proteica e aumento no
catabolismo de proteinas que resultam em hipotrofia muscular. Os
aminoacidos mobilizados, a partir do tecido muscular, sdo utilizados na
gliconeogénese hepatica. A resisténcia a insulina e o aumento na
gliconeogénese, conjuntamente, resultam na hiperglicemia (Pinheiro et
al., 2009).

Além dessas alteragdes a osteoporose induzida por glicocorticoides
€ uma complicacdo grave e comum nos tratamentos prolongados com
glicocorticoides (Sasaki et al., 2001). Resalta-se que os glicocorticoides
sao utilizados por praticamente todas as especialidades médicas. Cerca
de 0,5% da populagdo do Reino Unido utiliza esses medicamentos,
chegando a uma frequéncia de 1,75% das mulheres acima de 55 anos
(Rodrigues et al., 2012).

Na linha de frente do tratamento da osteoporose induzida por
glicorticoides se encontram os medicamentos do grupo dos bisfosfonatos
e, dentre eles, o alendronato de sddio tem demonstrado ser um dos mais
potentes desse grupo atuando primordialmente como agente
antirreabsortivo (Altunda & Gursoy, 2005).
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Atualmente os bisfosfonatos sdo os agentes mais largamente
utilizados no controle e tratamento da osteoporose devido sua eficiéncia e
baixo custo. No entanto apesar de reduzirem a incidéncia de fraturas nao
apresentam ganho em formacao 6ssea. Além disso, o seu uso prolongado
demonstra varios efeitos colaterais como: fraturas subtrocantéricas do
fémur, osteonecrose de mandibula, irritagdo esofagica entre outros,
causando impacto negativo a adesao ao tratamento pelo paciente (Drake
et al., 2008).

Outra linha de tratamento da osteoporose se pauta no uso dos
fitoestrogenos que sdo compostos quimicos fendlicos de origem vegetal
com estrutura quimica e comportamento muito semelhante ao estrogeno
humano (Zakir & Freitas, 2015).

Um tipo de fitoestrogeno que tém demonstrado relevante valor
terapéutico s&o precursores da lignana que sao convertidos, pela acéo de
bactérias no trato gastrointestinal, em enterodiol e enterolactona que
possuem estruturas quimicas similares tanto aos estrogénios sintéticos

como aos de ocorréncia natural (Santos, 2008).

A linhaga (L. usitatissimum) é uma das 6 plantas atualmente
reconhecidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US
National Céancer Institute - NCI) por suas propriedades especificas no
combate ao cancer. Parte desse reconhecimento deve-se a notavel
caracteristica de ser a fonte mais rica de precursores lignana na dieta
humana (Bombo, 2006; Marques, 2008).

O dleo de linhaga também tém demonstrado resultados positivos
em relagdo ao controle glicémico pela presenga de lignanas e acido a-
linolénico (bmega-3) (Elias et al., 2012).

Além disso, o 6leo de linhaga possui mais dois componentes que
apresentam acgdes farmacoldgicas importantes, os acidos graxos
polinsaturados a-linolénico (ALA, 18:3n-3 (Omega-3)) e em menor
quantidade, a-linoleico (AL, 18:2n-6 (Omega-6)), os quais vém sendo
avaliados em pesquisas clinicas e estudos relacionados a osteoporose
(Carrara et al., 2009).
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O presente trabalho visa verificar, através da avaliagao biométrica e
histomorfométrica 6ssea, além de marcadorores bioquimicos, os efeitos
do d6leo de linhagca em ratas Wistar com osteoporose induzida com
dexametasona.

2- Material e métodos

Procedimento Experimental

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 36 ratas (Rattus
norvegicus) da raga Wistar, adultas, pesando em média 200 g, procedentes
do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV), alimentados

com ragao comercial e agua ad libitum durante todo experimento.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Vigosa (protocolo
36/2016).

Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram
em gaiolas de polietileno opaco e fechadas com tampa de aco inoxidavel
em forma de grade, contendo, em cada uma um animal. Os animais foram
mantidos em um ambiente climatizado, com periodo de luz de 12 horas e

as gaiolas higienizadas a cada dois dias.

Apos uma semana, periodo de adaptagao, teve inicio o processo
de indugdo da osteoporose com a administracdo do glicocorticoide
dexametasona, por via intramuscular, na dose semanal de 7,5 mg/Kg de
peso corporal, durante quatro semanas, nos animais de todos os grupos,

a excegao de 12 animais do grupo 1 (G1) (controle sem osteoporose).

Os animais submetidos a indugdo da osteoporose foram entao
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais de 12 animais
cada, recebendo os seguintes denominagdes e tratamentos: G2 (controle
com osteoporose), G3 (com osteoporose tratado com alendronato de
sodio 0,2 mg/kg) e G4 (com osteoporose tratado com 6leo de linhacga 2,0
ml). As medicag¢des foram administradas diariamente por via oral (método
de gavagem), sendo utilizadas canulas apropriadas, nao ultrapassando 2

ml por administracéo.
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Avaliacao dos Marcadores Bioquimicos

Aos 30 dias e 60 dias apds o inicio dos tratamentos com as
medicag¢des, 6 animais de cada grupo foram anestesiados e através de
laparotomia abdominal e posterior puncdo da veia cava caudal, foram
coletados 5ml de amostra de sangue para a dosagem dos niveis séricos
de calcio, fésforo, horménio da paratireoide (PTH), fosfatase alcalina

(FAL), fosfatase alcalina isoenzima 6ssea (FAQO), glicose e insulina.

Para o procedimento de laparotomia cada animal recebeu como
medicagdo anestésica dissociativa a solugao, via intramuscular, de 0,05ml
de cloridrato de ketamina (1 g/ml) com 0,05 ml de cloridrato de xilazina
(23 mg/ml).

As dosagens sorologicas de calcio, fosforo, fosfatase alcalina (FAL)
e glicose foram realizadas por espectrofotometria, utilizando o Aparelho
Multiparamétrico de Bioquimica (Aliz€), bem como kits especificos de uso
em automacao da marca Bioclin®.

Para as dosagens sorologicas do horménio da paratireoide (PTH),
fosfatase alcalina isoenzima o6ssea (FAO) e insulina, foi utilizado o
equipamento de quimioluminescéncia Access Immunoassay System Il da
Beckman Coulter®, assim como kits especifico para dosagem, também

da mesma industria.

Exame Histomorfométrico.

ApoOs a coleta de sangue, aos 30 dias e 60 dias apos o inicio dos
tratamentos com as medicagbes, 6 animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia com sobredosagem anestésica (tiopental sddico
30 mg/kg).

Através de disseccao, os fémures esquerdos foram coletados e
colocados em formol 10% neutro tamponado, durante 72 horas para
fixacdo e, posteriormente, foram descalcificados e processados

rotineiramente para estudo histolégico.

Foram obtidos trés cortes histolégicos de cada fémur, de quatro
micrdmetros de espessura em micrétomo histoldgico rotativo (Spencer®,

Modelo 820) dotado de navalha descartavel. Estes cortes foram obtidos
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de forma seriada, montados sobre lamina de vidro e corados com

coloracao Tricrémico de Masson.

Para calculo da densidade ocupada por osso trabecular e
espessura cortical déssea, foi obtida uma imagem amostral de osso
contida na regido subcondral, de cada corte histolégico, em microscopio
optico Olympus BX 41® (Téquio, Japao) equipado com camara digital
(TCL-984 P®) acoplada. As imagens foram obtidas com objetiva de 10X.
Estas imagens foram analisadas em um software de analise de imagem
(Imagem Pro-Plus®, versao 4.5, Media Cybernétics, Silver Spring, MD)

que obteve a area em micrometros quadrados.

Nas imagens obtidas foram realizadas as medidas em um da
espessura da cortical 6ssea. A area composta por osso trabecular foi
calculada através da proporcéo entre area ocupada por matriz organica
Ossea e area total da imagem, sendo que o resultado final corresponde ao

percentual ocupado por matriz dssea.

Analise Biométrica

Foram realizadas medidas do comprimento de cada fémur com
paquimetro digital 150mm e resolugao 0,01mm/0,0005 Metrotools®. Além
disso, foram realizadas a pesagem de cada fémur dissecado em balanca
analitica digital da marca A.Cientifica/Edutec® EEQ9003F-B com
capacidade de 220 g e precisdo de leitura de 0,1 mg. Foi calculado o
indice Seedor dividindo-se o peso de cada fémur pelo seu respectivo

comprimento e o resultado expresso e g/cm (Seedor et al.,1991).

Analise Estatistica

O ensaio biolégico foi realizado segundo delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 6 repeticbes. A principio foi verificada a
normalidade com o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05). Os grupos foram
comparados entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os

resultados, entdo, expressos em media e + desvio padrao.
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3- Resultados e Discussao

Nas tabelas 1 e 2 sdo apresentados as médias e desvio padrao
dos valores das medidas morfométrica (comprimento, peso e a relagéo do
peso/comprimento) e histomorfométrica (espessura da cortical éssea e

densidade trabecular 6ssea).

Tabela 1 - Valores da avaliagdo morfométrica de fémures de ratas Wistar apos 30 e 60
dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Peso (9) Comp. (cm) Seedor (g/cm)
Tratamento
Valor Y Valor o Valor c
30 dias G1 0,735a +0,039 3,395 +0,108 0,216 a +0,002
G2 0,666 b +0,038 3,367 +0,052 0,198 b +0,004
G3 0,743 a +0,061 3,285 +0,051 0,226 a +0,005
G4 0,641b +0,074 3,272 +0,065 0,199 b +0,007
60 dias G1 0,806 a +0,036 3,463 +0,042 0,233 a +0,005
G2 0,667 b +0,038 3,417 +0,026 0,195 b +0,005
G3 0,759 a +0,029 3,295 +0,051 0,231a +0,005
G4 0,723 ¢ +0,038 3,358 +0,061 0,215¢ +0,005

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugdo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sodio e G4 grupo com osteoporose tratado com 6leo de linhaga.
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Tabela 2 - Valores da avaliagdo histomorfométrica 6ssea de fémures de ratas Wistar
apo6s 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Densidade Espessura
Tratamento Trabecular (%) Cortical (um)
Valor o Valor o

30 dias G1 68,167 a +2,794 4145a +22,61

G2 54,167 b +2,544 356,5b +13,68

G3 63,501 ¢ +3,201 402,0 a +22,72

G4 56,502 a +2,929 357,5b +7,018

60 dias G1 70,167 a +2,639 418,1a +13,89

G2 44,167 b +2,639 3145b +17,94

G3 68,667 c +3,881 404,5a +22,64

G4 58,333 d +2,160 365,5¢ +22,48

Em cada periodo, médias seguidas de letra mindscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugédo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sédio e G4 grupo com osteoporose tratado com 6leo de linhaga.

A avaliacdo da densidade trabecular, cortical 6ssea e do peso em
relacdo ao tamanho do fémur (indice Seedor (Seedor et al., 1991))
permitiu verificar durante todo o periodo experimental a progressiva perda
de estrutura &ssea caracterizando o processo de instalagdo da
osteoporose nos grupos que receberam a dose de 7,5m/kg de

dexametasona e ndo receberam tratamento (G2) (Tabela 1 e 2).

Segundo Pinto et al. 2006, a avaliagao 6ssea histomorfométrica se
caracteriza por ser um método de extrema valia para avaliagdo dinadmica
do processo de remodelagdo Ossea, precisando a extensao da perda
Ossea, das taxas de calcificacdo e de formacgao do tecido 6sseo, sendo

capaz de identificar alteragdes osteometabdlicas como a osteoporose.

A osteoprose induzida pela dexametasona ocorre em duas fases:
uma rapida, fase em que a densidade mineral éssea (DMO) é reduzida,

presumivelmente devido a reabsor¢cdo 6ssea excessiva (osteoclastos), e
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uma tardia, fase progressiva, em que a DMO diminui devido a prejudicada

formacgao 6ssea (osteoblastos e ostedcitos) (Canali et al., 2007).

O grupo tratado com o bisfosfonato alendronato de sédio (G3)
apresentou valores de densidade trabecular 6ssea, espessura da cortical
0ssea e indice Seedor, tanto em 30 como 60 dias de tratamento, com
diferengas significativas em relagcdo ao grupo com osteoporose sem
tratamento (G2) e com valores compativeis com o grupo normal (G1),
demonstrando assim capacidade de prevenir a indugdo da osteoporose

com a dexametasona (Tabelas 1 e 2).

Somente aos 60 dias tanto o grupo tratado com 6éleo de linhaga (G4)
apresentou valores de densidade trabecular 6ssea, espessura da cortical
Ossea e indice Seedor com diferencas significativas em relagao ao grupo
com osteoporose sem tratamento (G2), apesar de ndo atingirem valores

equiparaveis ao grupo normal (G1) (Tabelas 1 e 2).

Estdo apresentadas na tabela 3 as médias e desvio padrdo dos
niveis séricos de calcio, fosforo e do paratorménio (PTH), apés 30 e 60

dias de tratamento.
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Tabela 3 - Valores dos niveis séricos de calcio, fésforo em mg/dl e paratorménio (PTH),
em pg/ml, de ratas Wistar apds 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo Calcio (mg/dl) Fésforo (mg/dl) PTH (pg/ml)
Tratamento
Valor o Valor o Valor c
30 dias G1 10,838 a +0,592 10,391 a +0,121 4,667 a +0,912
G2 9,901 b +0,632 9,117 b +0,066 5,847 b +0,867
G3 9,487 b +0,831 9,901 b +0,176 5,883 b +0,660
G4 9,593 b +1,062 9,292 b +0,112 5,583 b +0,571
60 dias G1 10,951 +1,017 10,371 +0,233 4,353 +0,874
G2 10,511 +0,544 10,133 +0,191 4,753 +0,325
G3 10,953 +0,809 10,582 +0,146 4,317 +0,984
G4 11,108 +0,425 10,338 +0,235 4,143 +0,292

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugdo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sodio e G4 grupo com osteoporose tratado com 6leo de linhacga.

Aos 30 dias de tratamento foi possivel verificar que o uso da
dexametasona ocasionou a diminuicdo dos niveis séricos de calcio e
fésforo além do aumento dos niveis séricos de PTH em todos os grupos

submetidos a indugao da osteoporose (Tabela 3).

Segundo Souza et al. 2010, isso se deve aos efeitos fisioldgicos
indiretos (fase rapida) da dexametasona sobre o metabolismo 6sseo onde
atuam diminuindo a absorgao intestinal de calcio, aumentando a excregao
renal de caélcio e fdsforo, antagonizando os efeitos da vitamina D e
ocasionando o hiperparatireoidismo secundario, sendo que, o efeito final
dessa série de eventos € um pronunciado aumento da reabsor¢cdo O0ssea
com consequente perda de massa estrutural 6ssea caracterizando a

instalagéo da osteoporose.

Estdo apresentadas na tabela 4 as médias e desvio padrdo dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

apos 30 e 60 dias de tratamento.
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Tabela 4 - Valores dos niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL), em U/L e fosfatase
alcalina 6ssea (FAO), em ug/L, de ratas Wistar apos 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ FAL (U/L) FAO (ug/L)
Tratamento
Valor Y Valor o
30 dias G1 63,267 a +2,259 3,206 a +0,211
G2 131,333 b +13,545 3,053 b +0,054
G3 106,667 c +3,629 3,085 b +0,079
G4 119,161 d +1,855 3,634 a +0,579
60 dias G1 67,001 a +2,828 3,318 a +0,506
G2 68,501 a +2,345 3,008 b +0,055
G3 98,546 b +3,829 3,184 a +0,131
G4 66,714 a +6,676 3,418 a +0,197

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugdo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sodio e G4 grupo com osteoporose tratado com 6leo de linhacga.

Aos 30 dias de tratamento pode-se verificar um aumento de niveis
séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos que foram
submetidos ao processo de indugdo da osteoporose (G2, G3 e G4) em

relacao ao grupo sem osteoporose (G1) (Tabela 4).

Aos 60 dias de tratamento verifica-se uma queda significativa dos
niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) em todos os grupos
osteoporoticos, apesar dos grupos tratados com alendronato de sodio
(G3) permanecerem com valores acima do parametro de normalidade
(G1) (Tabela 4).

Verifica-se também aos 30 e 60 dias de tratamento a nao
correspondéncia dos niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) e fosfatase
alcalina 6ssea (FAO), onde o grupo tratado com linhaga (G4) apresentou
diferenga positiva significativa em relagdo ao grupo com osteoporose (G2)

e equiparaveis a normalidade (G1).
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Segundo Amaral et al. (2014), a afericdo dos niveis séricos de
fosfatase alcalina (FAL) inclui os teores da isoforma da fosfatase alcalina
especifica do tecido 6sseo denominada fosfatase alcalina 6ssea (FAO),
que é secretada pelos osteoblastos podendo apresentar aumento nos

casos de remodelacao 6ssea, devendo, portanto, acompanhar esse perfil.

Entretanto segundo Allen (2003), a interpretagcdo da fosfatase
alcalina total (FAL) é complicada por poder ser afetada pelas variantes
Ossea, intestinal, renal e hepatica, dificultando sua utilizagdo como

marcador da remodelagao dssea.

Avaliando o grupo com osteoporose sem tratamento (G2) foi
possivel verificar aos 30 e 60 dias de tratamento a progressao na redugéao
dos niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea (FAO) (Tabela 4) que se
deve a agao direta dos glicocorticoides (fase tardia), causando redugéo na
quantidade e atividade de osteoblastos que além de resultar no impacto
na reducao de reposicdo de matriz éssea perdida, acarreta a supressao
da produgéao de osteoprotegerina (OPG), que, em niveis normais, limita a
liberagdo de enzimas proé-osteoclastogénicas (Jilka, 2003).

Durante todo o periodo experimental o grupo que recebeu
tratamento com alendronato de sodio (G3) apresentou niveis séricos de
fosfatase alcalina 6ssea (FAO), (Tabela 4) abaixo do parametro de
normalidade (G1), demonstrando assim, o baixo potencial de atividade

indutora da atividade de osteoblastos desse farmaco.

Os resultados positivos de preservagao da estrutura Ossea
apresentados pelo grupo tratado com alendronato de sédio (G3), apesar
de baixa atividade osteoblastica, vista pelos niveis séricos de FAO,
demonstra preponderancia de atividade inibidora de reabsorgdo se
contrapondo a fase rapida (aumento de reabsorcdo 6ssea) de acao da

dexametasona (Russell, 2006).

Aos 30 e 60 dias de tratamento o grupo tratado com o6leo de
linhaga (G4) apresentou niveis séricos de fosfatase alcalina éssea (FAO)
significativamente superiores se comparado ao grupo osteopordético sem

tratamento (G2) e equiparaveis ao grupo normal (G1) (Tabela 4).
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Segundo Canalis & Delany (2002), os glicorticoides sao capazes de
atuar inibindo a secrecdo hipofisaria das gonadotrofinas com a
consequente diminuicdo da secregao ovariana e testicular de estrogenos
e testosterona e da secrecdao adrenal de androstenediona e

dehidroepiandrosterona.

Além disso, os estrogénios favorecem a apoptose de osteoclastos,
diminuindo a producédo de citocinas, tais como Interleucina 1 (IL1), a
Interleucina 6 (IL6), o Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) e Fator de
Estimulacdo de Colbénias de Macrofagos (M-CSF). Além disso, os
estrogénios aumentam a expressédo do Fator de Transformagdo do
Crescimento B (TGF-B) e Osteoprotegerina (OPG) (inibidores da atividade
de osteoclastos), equanto diminuem a expressao do RANKL (ativador da

atividade de osteoclastos) (Karsenty & Ferron, 2012).

Tanto a semente de linhaga como o 6leo de linhagca tém sido
investigados devido ao possivel efeito protetor contra o cancer,
osteoporose, e seu papel no alivio de sintomas da menopausa (Cordeiro
et al, 2009).

Parte desse reconhecimento deve-se a notavel caracteristica de
ser a fonte mais rica de precursores lignana (esteroide vegetal de agao
analoga ao estrégeno de mamiferos) na dieta humana (Bombo, 2006;
Marques, 2008).

Nos mamiferos, os precursores da lignana vegetal como o
seicoisolariciresinol diglicosideo s&o convertidos primeiramente em
enterodiol pela acdo das bactérias no trato gastrointestinal e
posteriormente oxidadas a enterolactona. Devido ao fato que o enterodiol
e a enterolactona serem estruturalmente similares tanto aos estrogénios
sintéticos como aos de ocorréncia natural, ambos apresentam atividades
estrogénica (Santos, 2008).

Além de fonte de lignana o 6leo de linhaga é composto por 57% de
4cidos graxos poli-insaturados a-linolénico (ALA, 18:3n-3 (Omega-3)),
16% de o-linoleico (AL, 18:2n-6 (Omega-6)), 18% de &cidos graxos

monoinsaturados e somente 9% de acidos graxos saturados. A
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predominancia de Omega-3 (ALA) é trés vezes superior ao Omega-6(AL),
fazendo com que seja a maior fonte vegetal deste acido linolénico, cinco
vezes mais abundante que em nozes ou 6leo de canola (Cupersmid,
Fraga, et al., 2012).

Tanto o 6Gmega-3 como o 6mega-6 tém sido alvos de inumeros
estudos nas ultimas décadas, os quais esclareceram muitas das suas
fungdes no organismo humano destacando a importancia do seu uso
na fase gestacional, nos primeiros meses apds o0 nascimento, na
terceira idade e em diversas doengas, principalmente degenerativas
(Martin et al., 2006).

Ha pelo menos trés principais vias de agao pelo qual o acido graxo
Omega-3 pode afetar a remodelagéo 6ssea. O dmega-3 pode modular a
absorgao de calcio, as citocinas inflamatdrias e receptores ativados por
proliferador de peroxissoma y (PPAR y) (Maggio et al., 2009).

Durante todo o periodo experimental ndo houve alteragao positiva
dos niveis séricos de calcio nos grupos tratados com 6leo de linhaga,
apesar de estudos de Haag et al.(2003), sugerirem que os ALA séao
capazes de promover melhora da absor¢ao intestinal de calcio através do
aumento da Ca ?* ATPase (enzima responsavel pela absorgédo ativa do
calcio no intestino).

Além disso, segundo Valentine (2004), tanto ALA como AL sao
capazes de alterar a estrutura, fluidez, polaridade e permeabilidade das
membranas celulares do intestino, facilitando a permeabilidade de varios
nutrientes dentre eles o calcio.

As citocinas inflamatérias possuem papel primordial na patogénese
da osteoporose através da estimulagao da reabsorgao 6ssea e inibicao da
formacéao ossea.

Segundo Vincent et al. (2009), muito progresso tem sido feito na
compreensao dos fatores que estimulam a osteoclastogénese, que inclui
o Fator Estimulante de Colénias 1 / Fator de Estimulagdo de Colbnias de
Macrofagos (CSF-1) (M-CSF), Ligando do Receptor Ativador do NF-kB
(RANKL), Osteoprotegerina (OPG) e varios citocinas pro-inflamatorias
(IL-1, IL-6 e TNF-a).
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Os acidos graxos do tipo 6mega-3 inibem a producao de IL-1 e
TNFa, sendo que os de cadeia longa (EPA, DHA) substituem
parcialmente os acidos graxos émega-6, nas membranas celulares. O
aumento da relagao dmega-3 / d&mega-6 resulta em alteragdes da funcao
da membrana, com subsequente diminuicdo de IL-1, IL-6 e TNFa
ocasionando diminuigcdo da osteoclastogénese resultando na diminuigao
de atividade de reabsor¢ao 6ssea contrapondo-se ao estimulo dessa pela
dexametasona. (Ferrucci et al., 2006).

O aumento dos niveis de FAO, apresentados durante todo o
periodo experimental pelo grupo tratado com dleo de linhaga corresponde
a um aumento do numero e expressdo da atividade de osteoblastos,
corroborado por estudos de Vanek & Connor (2004). Estes autores
verificaram que o aumento na propor¢cdo da dieta de acidos graxos
6mega-3 em relagdo aos acidos graxos 6mega-6 pode diminuir a ativagao
de PPARYy e promover a osteoblastogénese.

Segundo Akune et al. (2004), os osteoblastos derivam a partir de
células tronco mesenquimais pluripotentes, que podem se diferenciar em
osteoblastos maduros ou adipécitos. O mecanismo de regulacdo da
diferencigdo de células tronco em osteoblastos é realizado pelo fator de
transcricdo nuclear PPARy que é expresso no tecido adiposo e medula

ossea.

Na tabela 5 sdao apresentados as médias e desvio padrao dos
valores dos niveis séricos de Glicose e Insulina apos 30 e 60 dias de

tratamento.
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Tabela 5 - Valores dos niveis séricos de Glicose, em mg/dL e Insulina, em pg/ml, de
ratas Wistar apés 30 e 60 dias de tratamento.

Periodo Grupo/ Glicose (mg/dl) Insulina (pg/ml)
Tratamento

Valor o Valor o

30 dias G1 202,378 a +4,649 0,738 a +0,325
G2 292,937 b +7,985 2,208 b +0,518

G3 293,733 b +12,853 2,385b +0,261

G4 225,677 ¢ +17,769 1,622 c +0,958

60 dias G1 209,117 a +3,237 0,792 a +0,351
G2 292,598 b +4,921 2,101b +0,635

G3 290,783 b +12,531 2,478 b +0,631

G4 219,519 ¢ +18,114 1,267 ¢ +0,702

Em cada periodo, médias seguidas de letra minuscula diferente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
G1 grupo controle sem indugdo da osteoporose, G2 grupo controle com osteoporose sem tratamento, G3 grupo
com osteoporose tratado com alendronato de sodio e G4 grupo com osteoporose tratado com 6leo de linhacga.

Aos 30 e 60 dias de tratamento pode-se verificar um aumento,
estatisticamente significativo, de niveis séricos de glicose e insulina no
grupo que foi submetido a indugdo da osteoporose com dexametasona
sem tratamento (G2) em relagdo ao grupo normal (G1), caracterizando

uma hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a insulina.

A resisténcia a insulina ocorre quando os tecidos corporais
responsaveis pela captacdo e uso da glicose nao respondem
adequadamente a insulina produzida pelo organismo (Ferreira et al.,
2007).

Os glicocorticoides podem interferir no metabolismo de glicose,
pois inibem a captagcdo periférica de glicose pelo musculo e tecido
adiposo. Além disso, aumentam a gliconeogénese hepatica e promovem
um efeito permissivo as ag¢des do glucagon e catecolaminas, contribuindo

para o estado de hiperglicemia (Romanholi & Salgado, 2007).
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Além disso, outros fatores podem contribuir para o agravamento da
resisténcia periférica a insulina, como por exemplo, aumento dos niveis
circulantes de lipidios decorrentes da dislipidemia ocasionada pelo uso
crénico dos glicocorticoides (Geloneze & Tambascia, 2006).

Durante todo o periodo experimental os animais do grupo tratado
com alendronato de soédio (G3) apresentaram valores de glicemia e
insulinemia estatisticamente iguais ao grupo controle submetido ao uso da
dexametasona (G2) (Tabela 5).

Estudos de Santos et al. (2007), também verificaram o aumento da
insulinemia ao longo do tratamento com = dexametasona
concomitantemente ao aumento das concentragées de glicose sanguinea,
assim como a auséncia de influéncia na hiperglicemia em animais
tratados com alendronato de sodio.

Apesar desses resultados, segundo Lin et al. (2015), os
bisfosfonatos nitrogenados, dentre eles o alendronato de sédio, possuem
mecanismo de acado semelhante as estatinas, agindo predominantemente
inibindo a ativagdo da farnesil difosfato sintase na via do mevalonato
resultando na diminuigao da sintese do colesterol.

Além disso, Burnett & Vasikaran (2002), relataram que os
bifosfonatos sdo capazes de ocasionar diminuicado dos niveis séricos de
colesterol LDL (Lipoproteinas de Baixa Densidade) e apolipoproteina B
(Apo B) além do aumento do colesterol HDL (Lipoproteinas de Alta
Densidade) e apolipoproteina A1 (Apo A1), sendo que esse conjunto de
reacdes seria capaz de diminuir a resisténcia a insulina com consequente
diminuic&o da glicemia.

Durante todo o periodo experimental o grupo tratado com oleo de
linhaga (G4) apresentou melhora significativa da hiperglicemia, com
valores préximos ao grupo normal (G1). Além disso, apresentou niveis de
insulina inferiores ao grupo controle submetido ao uso da dexametasona
(G2), demonstrando diminuicdo significativa da resisténcia a insulina
(Tabela 5).

Estudos de Kalupahana et al. (2011),citam que, em roedores, o
consumo de acidos graxos polinsaturados pertencentes ao grupo do

6mega 3 (PUFAs n-3) (acido eicosapentaenoico (EPA) e o 4&acido
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docosahexaenoico (DHA) preveniram a indugao da resisténcia a insulina
relacionando os resultados com a redugao na lipogénese induzida e o
aumento da oxidagao de acidos graxos no figado, musculo esquelético e
tecido adiposo.

Além disso, segundo Neschen et al. (2006), o consumo de 6leo de
peixe (rico em EPA e DHA) foi capaz de aumentar os niveis de
adiponectina, em estudos com camundongos, apontando como esse um
dos potenciais mecanismos na melhora da resisténcia a insulina.

Entretanto, Perez-Echarri et al. (2009), relatam que EPA e DHA
sdo capazes de melhorar a resisténcia a insulina induzindo a produgéao de
leptina e visfatina tendo como consequéncia reducdo severa da
produgdo de citocinas proinflamatérias originarias do tecido adiposo
incluindo: o Fator de Necrose Tumoral a (TNFa); Interleucina 6 (IL-6);
Proteina Quimiotatica de Monécitos 1 (MCP-1) e o Inibidor do Ativador do
Plasminogénio Tipo 1 (PAI-1).

Segundo Oh et al. (2010), a inflamagé&o crénica mediada por
macréfagos € um mecanismo fundamental para a ocorréncia de
resisténcia a insulina em camundongos obesos. O autor, ainda relata, a
existéncia do receptor acoplado a proteina G 120 (GPR120), situada em
macrofagos, que quando ativada por acidos graxos émega-3 causam
amplo efeito anti-inflamatério promovendo aumento sistémico da
sensibilidade a insulina.

Apesar disso, Marques et al. (2011), em um estudo experimental
com o uso de diferentes formas de preparo de linhaga (gréo cru, grao
assado ou 6leo) na alimentagdo de ratos Wistar, verificaram uma
diminuicdo da glicemia em jejum em todos os grupos. No entanto,
somente o0 grupo que recebeu o grdao cru apresentou glicemia
estatisticamente inferior ao grupo controle (sem linhaga).

Infere-se que essa reducgdo na glicemia se deva principalmente a
fibra soluvel da linhaga crua, pois se sabe que a mucilagem (fibra soluvel)
da linhacga retarda o esvaziamento gastrico, promove o controle glicémico

e reduz o colesterol (Marques et al., 2011).
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Estudos de Lemay et al. (2002), concluiram que, em mulheres na
menopausa, o consumo diario de 40 gramas de semente de linhaga foi
tdo eficaz quanto a terapia de reposicao hormonal para melhorar sintomas

suaves da menopausa assim como dimuir os niveis de glicose e insulina.

4- Conclusoées

As analises biométrica e histomorfométrica possibilitaram constatar
a indugao da osteoporose pela dexametasona, bem como avaliar a
evolugdo positiva dos tratamentos, apesar de somente o grupo tratado
com alendronato de soédio demonstrar manutencdo tecidual O&ssea

equiparavel ao grupo normal durante o periodo experimental.

Os niveis séricos de calcio, fosforo e paratorménio (PTH)
apresentaram alteracdes significativas relativas as alteragdes fisioldgicas
decorrentes do processo de indugdo da osteoporose através do uso da
dexametasona, sendo que nenhum tratamento ocasionou alteracdes

significativas desses marcadores.

O tratamento com 6leo de linhaga ocasionou alteragbes positivas
significativas nos niveis séricos da fosfatase alcalina 6ssea (FAO)
demonstrando a capacidade desses farmacos de aumento da atividade
reparadora Ossea através de estimulo da atividade e numero de

osteoblastos.

Os niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) que nao

apresentaram correspondéncia a FAO.

Os valores de glicemia e insulinemia demonstraram o quadro de
hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a insulina,

presentes no processo de indugao da osteoporose pela dexametasona.

O dleo de linhaga foi capaz de ocasionar queda significativa da
hiperglicemia com resultados bioquimicos que caracterizam,

principalmente, diminuigado do quadro de resisténcia a insulina.

114



5- Referéncias Bibliograficas

AKUNE T;0.S;KAMEKURA,S.;YAMAGUCHI,M.; CHUNG,U.I.;KUBOTA,
N. PPARgamma insufficiency enhances osteogenesis through osteoblast
formation from bone marrow progenitors. Journal of Clinical
Investigation, v.113,p. 846-55, 2004.

ALLEN,M.J. Biochemical Markers of Bone Metabolism in Animals: Uses
and Limitations. Veterinary Clinical Phatology, v.32,n.3,p.101-103,2003.

ALTUNDA ,H.;GURSOY,B. The influence of alendronate on bone
formation after autogenous free bone. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral
Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, v.99, p.285-291, 2005.

AMARAL,G.G.;DELCARLO,R.J.;OLIVEIRA,T.T.;LOUZADA,M.J.Q.;VALAD
ARES,R.F.D.;RIBEIRO,M.D.;PINTO,A.S. Uso isolado e combinado de
bisfosfonatos, estatina e flavondide em ratas osteoporéticas. Revista
Brasileira de Medicina Veterinaria, v36, p.105-110, 2014.

BOMBO,A.J. Obtenc¢ao e caracterizagao nutricional de snacks de
milho (Zea mays L.) e linhaga (Linum usitatissimum L.). 2006. 96 f.
Dissertacao (Mestrado em Saude Publica) — Faculdade de Saude Publica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

BURNETT,J.R.;VASIKARAN,S.D. Cardiovascular disease and
osteoporosis: is there a link between lipids and bone? Annals of Clinical
Biochemistry, v.39, p.203-210, 2002.

CANALIS,E.;DELANY,A. M. Mechanisms of Glucocorticoid Action in Bone.
Annals of the New York Academy of Sciences, v.966, p.73-81, 2002.

CANALLE.;MAZZIOTTIA.;GIUSTINA,J.;BILEZIKIAN,P. Glucocor ticoid-
induced osteoporosis: pathophysiology and therapy. Osteoporosis
International Journal, v.18, p.1319-1328, 2007.

CARRARA,C.L.;ESTEVES, A.P.,GOMES,R.T.;GUERRA,L.L.. Uso da
semente de linhaca como nutracéutco para prevencao e tratamento da
arterosclerose. Revista Eletronica de Farmacia, v.4, p.1- 9, 2009.

CORDEIRO,R.;FERNANDES,P.L.;.BARBOSA,L.A.Semente de linhaca e o
efeito de seus compostos sobre as células mamarias. Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 19, p.3, 2009.

CUPERSMID,L.;FRAGA,A.P.R;ABREU,E.S.;PEREIRA,I.R.O. Linhaga:
Composicao quimica e efeitos biolodgicos. e-Scientia, v.5, p.33-40, 2012.

DRAKE MATTHEW, T.; CLARKE BART ,L.; KHOSLA SUNDEEP (2008)

Bisphosphonates: mechanism of action and role in clinical practice.
Mayo Clinic Proceedings v.83,p.1032-1045, 2008.

115


https://www.researchgate.net/journal/0004-5632_Annals_of_Clinical_Biochemistry
https://www.researchgate.net/journal/0004-5632_Annals_of_Clinical_Biochemistry
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0ahUKEwiL3t7hjoXOAhVFhJAKHSx5CJ0QFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1111%2F(ISSN)1749-6632&usg=AFQjCNEDQtHYsfXvoWpfiyaHfPGbKro5Xw&bvm=bv.127521224,d.Y2I

ELIAS,R.G.M.;FERNADES,C.A.M.;MORAES,A.C.F.;GONCALVES,E.C.A,,
CUMAN,R.K.N. Efeito de diferentes doses de 6leo de linhaca no
tratamento da dislipidemia em ratos. Revista Brasileira de Nutricao
Esportiva, v. 6, n.35, p.336-342, 2012.

FERREIRA, A.P.;OLIVEIRA,C.E.R.;FRANCA,N.M. Sindrome metabdlica
em criangas obesas e fatores de risco para doencas cardiovasculares de
acordo com a resisténcia a insulina. Journal of Pediatrics, v.83, n.1,
p.21-26, 2007.

FERRUCCI, L.;CHERUBINI, A.;BANDINELLI,S.;BARTALI,B.; CORSI,A;;
LAURETANI,F.Relationship of plasma polyunsaturated fatty acids to
circulating inflammatory markers. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism , v.91, p.439-46, 2006.

GELONEZE,B.;TAMBASCIA,M.A. Avaliacéo laboratorial e diagndstico da
resisténcia insulinica. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &
Metabologia, v. 50, n. 2, p. 208-215, 2006.

HAAG,M.;MAGADA,O.N.;CLAASSEN,N.;BOHMER,L.H.;KRUGER,M.C.
Omega-3 fatty acids modulate ATPases involved in duodenal Ca
absorption. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, v.68,
p.423-9, 2003.

JILKA,R.L. Biology of the basic multicellular unit and the pathophysiology
of osteoporosis. Medical and Pediatric Oncology, v.41, n.3, p.182-185,
2003.

KALUPHANA N.S.;CLAYCOMBE,K.J.MOUSTAID-MOUSSA,M. (n-3)Fatty
acids alleviate adipose tissue inflammation and insulin
resistance:mechanistic insights. Advances in Nutrition, v.2, p.304-316,
2011.

KARSENTY,G.; FERRON,M. The contribution of bone to whole-organism
physiology. Nature, v.481, p. 314-320, 2012.

LEMAY,A.;DODIN,S.;KADRI,N.;JACQUES,H.;FOREST,J.C. Flaxseed
dietary supplement versus hormone replacement therapy in
hypercholesterolemic menopausal women. Obstetrics & Gynecology,
v.100, n.3, p.495-504, 2002.

LIN,S.;HUANG,J.;FU,Z.;LIANG,Y.;WU,H.;XU,L.;SUN,Y.;LEE,W.Y.W_;WU,
T.;QIN,L.;CUI,L.;LI,G. The Effects of Atorvastatin on the Prevention of
Osteoporosis and Dyslipidemia in the High-Fat-Fed Ovariectomized Rats.
Caicified Tissue International, v.96, n.6, p.541-51, 2015.

116


http://www.jpeds.com/
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwixtoO6koXOAhXLEZAKHUlOB2wQFggrMAE&url=http%3A%2F%2Fpress.endocrine.org%2Floi%2Fjcem&usg=AFQjCNEyN26PoiuAb-Ck-6ShswzLEL_XQg&bvm=bv.127521224,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0ahUKEwixtoO6koXOAhXLEZAKHUlOB2wQFggrMAE&url=http%3A%2F%2Fpress.endocrine.org%2Floi%2Fjcem&usg=AFQjCNEyN26PoiuAb-Ck-6ShswzLEL_XQg&bvm=bv.127521224,d.Y2I
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09523278
https://www.researchgate.net/journal/0098-1532_Medical_and_Pediatric_Oncology
http://journals.lww.com/greenjournal/pages/default.aspx
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjd-bvR4IfOAhXEQpAKHQLlCcMQFggkMAA&url=http%3A%2F%2Flink.springer.com%2Fjournal%2F223&usg=AFQjCNFzTYQzISxYF_jalIeIcPRWgfF9bg&bvm=bv.127521224,d.Y2I

MAGGIO,M.;ARTONI,A.;LAURETANI,F.;BORGHI,L.;NOUVENNE,A.;VAL
ENTI,G.;CEDA,G.P. The Impact of Omega-3 Fatty Acids on Osteoporosis.
Current Pharmaceutical Design, v.15, p.4157-4154, 2009.

MARQUES, A. C. Propriedades funcionais da linhaga (Linum
usitatissimum L.) em diferentes condi¢gdes de preparo e de uso em
alimentos. 2008. 115 f. Dissertagcdo-(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Centro de Ciéncias Rurais, Universidade de Federal de
Santa Maria, Santa Maria, RS, 2008.

NESCHEN,S.;MORINO,K.;ROSSBACHER,J.C.;PONGRATZ,R.L.;CLINE,
G.W.;SONO,S.;GILLUM,M.,SHULMAN,G.I. Fish oil regulates adiponectin
secretion by a peroxisome proliferator-activated receptor-gamma-
dependent mechanism in mice. Diabetes, v.55, p.924-928, 2006.

OH,D.Y.;TALUKDBAR,S.;BAE,E.J.;IMAMURA,T.;MORINAGA,H.;FAN,W.
Q.;LIP.;LUW.J.;WATIKINS,S.M.;OLEFSKY,J.M. GPR120 is an Omega-3
Fatty Acid Receptor Mediating Potent Anti-Inflammatory and Insulin
Sensitizing Effects. Cell, v.142, n.5, p.687-698, 2010.

PEREZECHARRI,N.;PEREZMATUTE,P.;MARCOSGOMEZ,B.;MARTINEZ
J.A.;MORENO-ALIAGA,M.J. Effects of eicosapentaenoic acid ethyl ester
on visfatin and apelin in lean and overweight (cafeteria diet-fed) rats.
British Journal of Nutrition, v.101, p.1059-1067, 2009.

PINHEIRO,C.H.J.;FILHO,W.M.S.;NETO,J.O.;MARINHO,M.J.F.;NETO,R.M
;SMITH,M.M.R.L.;SILVA,C.A.B. Exercicio Fisico Previne Alteracdes
Cardiometabdlicas induzidas pelo Uso Crénico de glicocorticoides.
Arquivo Brasileiro de Cardiologia, v.93, n.3, p.400-408, 2009.

PINTO,A.S.;OLIVEIRA,T.T.;DELCARLO,R.J.,NAGEM,T.J.;FONSECA,C.C
;MORAES,G.H.K.;BRAGINE,D.F.J.,CARDOSO.C.A. Efeitos de tratamento
combinado de alendronato de sédio, atorvastatina calcica e ipriflavona na
osteoporose induzida com dexametasona em ratas. Revista Brasileira
de Ciéncias Farmacéuticas, v.42, n.1, p.91-98, 2006.

RODRIGUES, R.M.P. et al. Guidelines for the prevention and treatment.
Revista Brasileira de Reumatologia, v.52, p.569-593, 2012.

ROMANHOLI,D.J.C.;SALGADO,L.R. Sindrome de Cushing Exogena e

Retirada de Glicocorticoides. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &
Metabologia, v.58, n.8, p.1280-1292, 2007.

117


http://journals.cambridge.org/BJN

RUSSELL,R.G. Bisphosphonates: from bench to bedside. Annals of the
New York Academy of Sciences, v.1068, p.367-401, 2006.

SANTOS,C.L.;RAFACHO,BOSQUEIRO,J.P. Efeitos da administracao de
dexametasona in vivo sobre Glicemia, insulinemia e substratos circulantes
sao dependentes do tempo de tratamento. Bioscience Journal, v. 23, n.
3, p.101-110, 2007.

SANTOS,F.G. Linhaga (Linum usitatissimum L.), fonte de lignanas,
utilizadas no controle de cancer de mamas. In: Anais do 12° Congresso
de Iniciagéo Cientifica e 10° Encontro de Pés-Graduagéo, Pelotas, 2008.
Disponivel em:<http://www.ufpel.edu.br/cic/2008/cd/pages/p
df/CS/CS_00708 >. Acesso em 15 de out. 2012.

SASAKI,N.;KUSANO,E.; ANDO,Y.;YANO,K.;TSUDA,E.;ASANO,Y.
Glucocorticoid decreases circulating osteoprotegerin (OPG): possible
mechanism for glucocorticoid induced osteoporosis. Nephrology Dialysis
Transplantion, v.6, p.479-482, 2001.

SEEDOR, JG; QUARRACCIO,HH;THOMPSON,DD The biophosphonate
alendronate (MK 217) inhibits bone loss due to ovarectomy in rats. Bone
and Mineral Research,v.6,p.339-346,1991.

SOUZA M.C.; ASSEMANY,F.S.;LIMA, A.T.C.;SOUZA,R.F.Glicocorticoides
e osteoporose — artigo de revisao. Revista de Ciéncias Médicas e
Bioldgicas, v.9, n.1, p.57-64, 2010.

SOUTHHARD,T.E.;SOUTHHARD,K.A.;KRIZAN,K.E;HILLS,S.L.;HALLER,
JW_KELLER,J.;VANNIER,M.W. Mandibular bone density and fractal
dimension in rabbitis with induced osteoporosis. Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, v.89, p.244-249, 2000.

VALENTINE R, VALENTINE D. Omega-3 fatty acids in cellular
membranes: a unified concept. Progress in Lipid Research v43,p. 383-
402 2004.

VANEK,C.;CONNOR,W.E. Do n-3 fatty acids prevent osteoporosis? The
American Journal of Clinical Nutrition, v.85: 647-658, 2007.

VICENT,C.;KOGAWA,M.; FINDLAY,D.N.;ATKINS,G.J. The generation of
osteoclasts from RAW 264.7 precursors. Journal of Bone and Mineral
Metabolism, v.27, p.114-119, 2009.

ZAKIR,M.M.;FREITAS,I.R. Beneficios a saude humana do consumo de
isoflavonas presentes em produtos derivados da soja. Journal of
Bioenergy and Food Science, v.02, n.3, p.107-116, 2015.

118


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjWnP356IfOAhXHS5AKHUoTDE0QFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1111%2F%28ISSN%291749-6632&usg=AFQjCNEDQtHYsfXvoWpfiyaHfPGbKro5Xw&bvm=bv.127521224,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjWnP356IfOAhXHS5AKHUoTDE0QFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1111%2F%28ISSN%291749-6632&usg=AFQjCNEDQtHYsfXvoWpfiyaHfPGbKro5Xw&bvm=bv.127521224,d.Y2I
http://www.biosciencejournal.ufu.br/
http://www.oooojournal.net/
http://www.oooojournal.net/
http://www.journals.elsevier.com/progress-in-lipid-research
http://ajcn.nutrition.org/
http://ajcn.nutrition.org/
http://link.springer.com/journal/774
http://link.springer.com/journal/774
https://www.researchgate.net/publication/275019547_Journal_of_Bioenergy_and_Food_Science_-_Vol_2_N1_2015
https://www.researchgate.net/publication/275019547_Journal_of_Bioenergy_and_Food_Science_-_Vol_2_N1_2015

7. Conclusoes Gerais

As andlises biometricas e histomorfométricas possiblitaram
constatar o processo de indugdo da osteoporose pela dexametasona,

bem como avaliar a evolugao positiva dos tratamentos.

Os niveis séricos de caélcio, fésforo e paratorménio (PTH)
apresentaram alteragdes significativas decorrentes do uso da
dexametasona, sendo que nenhum tratamento demonstrou alteragdes

significativas desses marcadores.

Os tratamentos com atorvastatina calcica, ipriflavona e 6leo de
linhaga provocaram alteragdes positivas significativas nos niveis séricos
da fosfatase alcalina 6ssea (FAO) demonstrando a capacidade desses

farmacos no aumento da atividade reparadora 6ssea.

Os niveis séricos de fosfatase alcalina (FAL) que néo
apresentaram correspondéncia a FAO, dificultando sua utilizagdo como

marcador da remodelagao 6ssea.

Os valores de glicemia e insulinemia possibilitaram verificar o
quadro de hiperglicemia consequente do aumento da resisténcia a
insulina, presentes no processo de indugdao da osteoporose pela
dexametasona, carateristicos do conjunto de alteragbes metabdlicas

presentes na Sindrome de Cushing.

O tratamento com alendronato de sédio ndo ocasionou qualquer
alteragdo de glicemia e insulinemia em relagdo ao grupo que sofreu a

indugao da osteoporose e néo recebeu tratamento.

A atorvastatina calcica inicialmente ocasionou agravamento da
hiperglicemia e hiperinsulinemia caracterizando potencializagdo do quadro
de resisténcia a insulina, posteriormente levando a uma queda da
producdo de insulina abaixo da normalidade,caracterizando a instalagao

do diabetes tipo 2.
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Tanto a ipriflavona como o 6leo de linhaca foram capazes de
ocasionar queda significativa da hiperglicemia com resultados
bioquimicos que caracterizaram, principalmente, diminuicdo do quadro de
resisténcia a insulina, embora o grupo tratado com 6leo de linhaga tenha
apresentado niveis séricos de glicose e insulina melhores que o grupo

tratado com ipriflavona.
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