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Resumen

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com extrato etandlico de
Pterodon pubescens no reparo de defeito femoral em ratas ovariectomizadas. Foram
utilizadas ratas Sprague — Dawley de 2 meses = 200 g (protocolo CEUA-UNICAMP ne 4358-
1). A osteoporose foi induzida por ovariectomia bilateral (OVX) e sua eficacia foi confirmada
por microtomografia (UCT). O tratamento oral com o extrato etandlico de Pterodon
pubescens (EEPp) nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg ocorreu por 93 dias consecutivos. Para
avaliacdo do reparo por UCT e histologia, um defeito 6sseo foi induzido 90 dias pds-OVX por
osteotomia (OST) femoral. Foram realizados testes de von Frey eletrbnico (hiperalgesia
mecéanica/dor), Open-field (locomocdo espontanea) e Rotarod (locomocado forcada), bem
como monitorados peso e ingesta de racdo e agua. Foram realizadas analises toxicoldgicas
no soro e em 6rgaos vitais ex vivo. As diferencas foram consideradas significativas quando
P<0,05. O EEPp (1, 10 e 100 mg/kg) inibiu a hiperalgesia mecanica em 98 + 9%, 81 + 9% e
87 + 4%, nédo alterou a atividade locomotora espontdnea e aumentou em 70 £ 5%, 72 + 7%
e 73 + 7% a laténcia de queda no Rotarod, respectivamente. Além disso, a histologia
revelou que o EEPp (1, 10 e 100 mg/kg) induziu neoformagéo 6ssea na extensdo do defeito
em 89 + 3%, 79 + 6% e 74 + 10%, respectivamente. As andlises de UCT revelaram perda de
massa 0ssea no grupo OVX e mostrou que a dose de 1 mg/kg do EEPp consolidou 70% do
defeito 6sseo em 40 dias p6s-OST. O EEPp n&o causou inconsisténcias na ingesta de racéo
e agua dos animais. Porém, o EEPp na dose de 100 mg/kg parece ser hepatotdxica, pois,
além de alterar cor e textura, aumentou o peso relativo do coracdo (6 + 1%), pulmdes (7 +

2%) e figado (21 + 1%), bem como elevou 0s niveis séricos de GGT em 64 + 19%.

Palabras clave: Pterodon pubescens, osteoporose, dor, osteotomia, reparo 6sseo.
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Introduccién

Os o0ssos sdo orgaos formados
predominantemente por tecido 6sseo, um
tipo de tecido conjuntivo especializado,
composto por células (osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos) e uma matriz
constituida por substancias organicas e
inorganicas. A massa 6ssea nos adultos é
mantida localmente pelo balanco entre
reabsorcao e formacgédo 6ssea, envolvendo
assim, a acdo coordenada dos
osteoclastos e osteoblastos. Quando ha
um desequilibrio na remodelagdo Ossea
em favor da reabsorcdo, resultando em
perda acumulativa de massa Ossea e
enfraquecimento do esqueleto, podem

ocorrer doencas musculoesqueléticas.
Neste contexto, a osteoporose ganha
papel de destague, pois € marcada pela
perda progressiva da massa Ossea e
fragilidade dos ossos, que pode levar a
fraturas graves de dificil tratamento, sendo
a causa mais comum de dores intensas
prolongadas e incapacidade fisica que
atingem milhares de pessoas em todo o
mundo (Manolagas, 2000).

A perda de estrégeno na menopausa
€ o0 principal contribuinte para a
patogénese da osteoporose. Assim, 0
modelo animal mais utilizado para estudar
as consequéncias de perda na estrutura e
de

ovariectomizada (Thompson et al., 1995),

resisténcia o6ssea €é O rata

pois mimetiza as condigbes Osseas nha
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mulher ap6s a menopausa. Neste
contexto, os produtos naturais tém sido
reconhecidos como farmacos efetivos
para uma grande variedade de indicagdes
2011).

Assim, a Pterodon pubescens (Fig. 1),

terapéuticas (Mishra & Tiwari,

uma espécie arbdrea nativa do cerrado
brasileiro conhecida popularmente por
sucupira parece ser uma Otima opc¢ao
terapéutica, pois vem sendo utilizada
empiricamente ha muito tempo para o

tratamento de problemas reumaticos e

musculoesqueléticos, tais como a
osteoporose, artrite, artrose, gota, etc.
Devido as suas propriedades

farmacologicas, os frutos de Pterodon

(Fig. 1)
chamados de sementes) sdo comumente

pubescens (erroneamente

comercializados em mercados populares.
A de

secundarios desta espécie vegetal sao

maior  classe metabolitos
diterpenos com esqueleto vouacapéanicos,
estruturas pertencentes ao grupo dos
terpenos (Nucci et al., 2012). Spindola et
al. (2010) analisaram o efeito dos

compostos isolados geranilgeraniol e
acido 6a,7p-dihidroxivouacapan-17-oico,
mostrando que 0S mesmos agem em
sinergismo e nao apresentam atividade
relevante quando testados isoladamente,
sugerindo que o efeito anti-inflamatério da
Pterodon pubescens se da pela interacdo

dos principios ativos presentes no extrato
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e ndo pelos compostos majoritarios

isolados.

Figura 1 — Pterodon pubescens Benth.

(A) Arvore de Pterodon pubescens localizada no Jardim
Botanico de Brasilia (DF) (localizagao exata: 15°52'1.01"S
47°49'45.65"W). (B) Foto obtida na época de floragédo. (C)
Fruto de Pterodon pubescens colhido da éarvore. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

Dentre as atividades biolégicas ja
estudadas no tecido 6sseo em geral,
podemos destacar efeito antiartritico do
extrato hidroalcoolico das sementes de P.
pubescens em modelo experimental de
artrite induzida por colageno Il (Sabino et
al., 1999; Coelho, Sabino, & Dalmau,
2004). Ademais, Hoscheid et al. (2013)

mostraram que fracBes hexanicas de

Pterodon pubescens apresentam
atividade anti-inflamatoéria, isenta de
toxicidade, nos modelos de pleurisia

induzida pela carragenina e de artrite
induzida por CFA. Assim, as observacdes
anteriores sugerem que a planta medicinal
Pterodon pubescens tem um potencial
terapéutico importante que merece ser

melhor investigado.

Objetivos

Avaliar os efeitos do tratamento com
extrato etanolico de Pterodon pubescens
no reparo de defeito femoral em ratas

ovariectomizadas.
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Materiales y Métodos

Todos os experimentos (Fig. 2) foram
conduzidos com ratas Sprague-Dawley
(de 2 meses pesando inicialmente = 200
g) apo6s aprovacgado do protocolo ne 4358-1,
estando de acordo com as normas da
CEUA-UNICAMP (2017).

(@)

Figura 2 — Cronograma das avaliag

es

Foram realizadas duas cirurgias, ovariectomia (OVX)
bilateral (induzir osteoporose) e osteotomia (OST) femoral
(avaliar reparo 6sseo) e alguns testes comportamentais
como von Frey, Open-field e Rotarod. Foram feitas
andlises morfoloégicas no fémur (UCT e histomorfometria) e
retirados 6rgdos vitais para andlises toxicologicas de peso
relativo, textura, cor e de marcadores bioquimicos. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

A osteoporose foi induzida por
(OVX),
Chen et al. (2014). O sucesso da OVX foi
analisado por pCT de alta resolucao
(SkyScan 1272, Bruker).

foram tratados com o extrato etanoélico de

ovariectomia bilateral conforme

Os animais

Pterodon pubescens (EEPp) nas doses de
1, 10 e 100 mg/kg, 93 dias

consecutivos, iniciando no 15° dia pos-

por

OVX. Para o estudo do reparo 6sseo uma
fratura proximal de fémur foi induzida por
osteotomia (OST), criando um defeito
6sseo de tamanho néo critico (2,3 mm
diametro), conforme descrito
anteriormente por Batista et al. (2015). A
dor dos animais foi avaliada de acordo
com as normas éticas para o estudo da
de

(Zimmermann, 1983), antes e depois dos

dor com animais laborat6rio
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procedimentos cirdrgicos, pelo teste de

Von-frey  eletronico que  determina
hiperalgesia mecanica em gramas (Q).
Ademais, foram realizadas a verificacdo
semanal de peso dos animais, ingesta de
racio e 4gua por 12 semanas
consecutivas, bem como a avaliacdo da
atividade locomotora espontanea (Open-
field Test) e da atividade locomotora
forcada em cilindro giratério (Rotarod).

As analises de microtomografia
computadorizada (UCT) foram realizadas
nos fémures direitos utilizando dois

microtomégrafos diferentes (Fig. 3).

Figura 3 — Microtomografos de raios X

- i o (Y
(A) O pCT SkyScan 1178 foi utlizado para o
acompanhamento in vivo do reparo 6sseo. (B) O uCT
SkyScan 1272 foi utilizado para quantificagéo da perda da
massa 0ssea, ex-vivo. Fonte: a autora (2018).

Para acompanhamento do reparo
0sseo no fémur ao longo do tempo (24
horas, 20, 30 e 40 dias apés OST) foi
utilizado o microtomégrafo de raios X -
SkyScan 1178, Bruker (Fig. 3A). Para
verificagdo da perda de massa 0ssea dos
animais do grupo controle doente (OVX)
em relagdo aos animais do grupos
controle saudavel (Sham), foi utilizado o
microtomégrafo de raios X de alta
resolucdo - SkyScan 1272 (Fig. 3B),
Bruker, 105 dias ap6s OVX.
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Concluido os testes comportamentais,

0s animais foram eutanasiados por dose
excessiva de anestésico. Os fémures
foram desarticulados para realizacdo de
andlise histomorfométrica da regido do
defeito 6sseo, a partir de microtomografia
e usando técnicas histolégicas de rotina
com coloracdo de Hematoxilina-Eosina
(HE). Ademais, foram realizadas andlises
de parametros toxicolégicos para observar
possiveis alteracdes morfolégicas e
bioguimicas em O4rgdos vitais, como
coracdo, pulmdes, figado, baco e rins.
Macroscopicamente, foram analisados
tamanho (peso relativo), cor e textura de
orgdos vitais. Microscopicamente, foi
realizada analise histopatologica dos
Orgaos vitais usando técnicas histologicas
de rotina com coloracdo de HE.
Bioquimicamente, foram avaliados
marcadores de lesdo hepatica pela

atividade das enzimas transaminase

glutamica oxalacética (TGO),
transaminase glutamico piravica (TGP) e
gamaglutamiltransferase  (GGT), renal

(concentragbes séricas de creatinina e
ureia) e cardiaca pela atividade da
creatina quinase (CK), utilizando kits
comerciais especificos. Os resultados
foram expressos como média + erro
padrdo da média. As diferengcas foram
consideradas significativas
P<0,05. Para todos os

estatisticos foi utilizado o software

guando

calculos

GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA).
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Resultados y Discusién

A figura 4 mostra claramente a perda
da massa 6ssea, com uma diminui¢cdo do
volume 6sseo e um importante
espacamento entre as trabéculas O0sseas
na cabeca do fémur (vista superior) e na
epifise proximal do fémur (vista anterior),
nos animais controle doente (OVX+OST)
em animais  controle

relacdo aos

saudéaveis (Sham).

Figura 4 — Perda de massa 6ssea em
ratas ovariectomizadas
l SHAM 1 oVX ]

o
o
[
LU
[+¥
D)
2
<
[
=

VISTA ANTERIOR

Imagens de microtomografia de alta resolugdo mostram
claramente a perda da massa 6ssea nos animais controle
doente (OVX) em relagdo ao controle saudavel (Sham).
Fonte: a autora (2018).

A figura 5 mostra uma quantificacdo
preliminar realizada pela binarizacdo das
imagens dentro do volume de interesse
(VOIl) na epifise proximal do fémur de
utiizando o

ratas ovariectomizadas,

software analisador do Skyscan para
guantificagdo de imagens 3D, o CTAN.
Nossos resultados preliminares revelam
uma diferenca visual dos valores de
medidas 6sseas, como volume total 6sseo

(Fig. 5A), a porosidade total (Fig. 5B) e a
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relacdo da superficie/volume (Fig. 5C) nos

animais OVX em relagédo aos Sham.

Figura 5 — Medidas 0sseas extraidas das
imagens de uCT
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O Volume total 6sseo (A), a Porosidade total (B) e a
relacdo da Superficie/Volume (C) da epifise proximal do
fémur. Cada coluna representa a média de valores obtidos
de 2 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A
estatistica foi determinada pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn’s. Fonte: a autora (2018).

A proporgdo da superficie 0ssea para
0 volume medido (Fig. 5C) em 3D dentro
do volume de interesse (VOI) & um
parametro béasico e (til para caracterizar a
espessura e a complexidade das
estruturas, ou seja, quanto menor o valor
da relacdo do percentual de superficie por
volume d&sseo (BS/BV), maior sera a
espessura e complexidade do material.

A figura 6 ilustra um histograma da
espessura (Tb.Th) e separacdo (Th.Sp)
trabecular, conseguidos pelo software
analisador do Skyscan para quantificacdo
3D, o CTAN, com um intervalo de dois

pixels.

Figura 6 — Histograma da espessura e

separacao trabecular
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Distribuicdo gréfica da espessura e separagdo trabécular
na epifise proximal do femur. Fonte: a autora (2018).
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revela
de

espessura e separacao trabecular é um

O

visualmente

histograma (Fig. 6)

gque a distribuicdo
método poderoso para caracterizar a
forma de uma estrutura complexa.

Nossos resultados mostram que o
animal OVX possui maior ndmero de
trabéculas menos espessas, = 0,2 mm
Sham

possui maior namero de trabéculas com

cada. Enquanto que o animal

menor separacdo, Ou sSeja, menor

distancia entre uma trabécula dssea e
outra, = 0,2 mm cada.

A figura 7 ilustra a progressdo do
0sseo fémur de ratas

reparo em

ovariectomizadas.

Figura 7 — Acompanhamento do reparo

0sseo por uCT
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Acompanhamento da progressédo do reparo ao longo do
tempo. Destaque para a dose de 1 mg/kg de EEPp que
consolidou 70% do defeito em 40 dias pés-OST. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

As imagens de Micro-CT (Skyscan
1178, Bruker) foram realizadas nas ratas
osteopordticas em 1, 20, 30 e 40 dias pos-
OST. Nossos resultados mostram que em

40 dias ap6s OST o EEPp nas doses de
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1, 10 e 100 mg/kg consolidou o defeito

70%, 40% e 30%,
respectivamente. Sugerindo que o EEPp

0sse0 em
(1 mg/kg) seja a dose mais eficaz na
recuperacao de fraturas osteoporoticas.

A figura 8 mostra a variagdo (A) do

peso, A da ingesta de racdo e de agua.

Figura 8 — Acompanhamento do peso e

da ingesta de racdo e de agua
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Acompanhamento da variacdo do peso (A), ingesta de
racdo (B) e ingesta de agua (C) dos animais ao longo do
periodo de tratamento crénico com o EEPp (1-100 mg/kg,
i.g.) Cada ponto representa a média dos valores obtidos
com 6-7 ratas e as linhas verticais indicam E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado com o grupo controle saudavel SHAM
(*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001). A significAncia
estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni para mdultiplas
comparagdes. Fonte: Elaborado pela autora (2018).
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Na primeira semana pos-cirurgia de
ovariectomia (OVX) 0s animais
diminuiram a variacdo (A) do peso (Fig.
8A), A da ingesta de racao (Fig. 8B) e A
da ingesta de agua (Fig. 8C), respostas
normais apos um procedimento cirdrgico.
As ratas receberam 7 dias de cuidados
pos-cirargicos. Neste periodo os animais
foram tratados com cloridrato de tramadol
(5 mg/kg, s.c.) para alivio da dor pos-
cirargica e enrofloxacina (1 mg/kg, i.m.)
para evitar infeccdo bacteriana. Entéo,
ficou notavel a partir da 22 semana pos-
OVX a normalizagdo do A peso (Fig. 8A),
A da ingesta de racdo (Fig. 8B) e A da
ingesta de agua (Fig. 8C) nos animais,
mostrando que os cuidados pés-cirlrgicos
foram  satisfatorios. Destacamos 0s
resultados das doses de 1 e 10 mg/kg do
EEPp, que apresentaram aumento
significativo e progressivo do A peso (Fig.
8A) na 22 semana (88 + 16% e 100 + 24%,
respectivamente) e na 3% semana (117 +
32% e 138 + 16%, respectivamente), em
relacGo ao grupo controle saudavel
(Sham). Ademais, observa-se que a dose
de 1

significativamente a ingesta de racédo (Fig.

mg/kg do EEPp aumentou

8B) na 22 semana em 14 * 1% e
continuou se alimentando mais até a 72
semana (19 + 2%), em relagdo ao grupo
controle saudavel (Sham), mostrando que
doses menores do extrato apresentam
melhor recuperagdo. Porém, observamos
gque o0 grupo controle OVX aumentou

significativamente a ingesta de racéo (Fig.
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8B) entre a 32 e 82 semana (valor médio

de 17 + 2%) e diminuiu significativamente
a ingesta de agua (Fig. 8C) em 16 + 2% a
partir da 5% semana pos-OVX, chegando a
uma diminuicdo brusca de 27 * 4%, na
122 semana (Fig. 8C), em relagdo ao
grupo controle saudavel (Sham). Além
disso, o grupo controle OVX diminuiu
bruscamente o A peso em 186 + 26% na
112 semana e aumentou rapidamente na
122 semana em 75 = 16%, mostrando uma
instabilidade metabdlica neste grupo,
provavelmente devido ao agravamento da
doenca nesta fase.

A figura 9 exibe os resultados do

teste do campo aberto (Open-field).

Figura 9 — Efeito do EEPp sobre a

atividade locomotora espontanea

+ Sham

E Controle OVX
8120_ O EEPp (1 mg/kg)
5 A EEPp (10 mg/kg)
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z T T T

Basal ANTES  POS
OST OST

Efeito do tratamento crénico com o EEPp (1-100 mg/kg,
i.g.) sobre a atividade locomotora espontanea dos
animais, nos 3 tempos avaliados: “Basal’ foi antes da
OVX. “ANTES-OST” foi ap6s 90 dias de OVX (antes OST).
“POS-OST” foi apés 105 dias de OVX (15 dias da OST).
Cada ponto representa a média dos valores obtidos a
partir de 6-7 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A
analise de grupo ndo mostrou diferenca estatistica por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni,
entre os 3 tempos avaliados, quando comparado com o
grupo controle OVX. As cerquilhas (#) denotam os niveis
de significancia dos grupos, quando comparado com seus
valores basais (per se), antes da OVX (*#P<0,001). Fonte:
Elaborado pela autora (2018).
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Este teste foi realizado para verificar a
deambulacdo espontanea dos animais
pelo namero de cruzamentos
atravessados na arena com todas as
patas, contabilizado durante 6 minutos.
Nossos resultados demonstraram que o
tratamento cronico com o EEPp néo altera
a deambulacdo espontanea dos animais
em nenhum grupo tratamento em relagéo
ao grupo controle OVX, nos 3 tempos
avaliados (Fig. 9), revelando que o
tratamento crénico com o extrato bruto de
Pterodon pubescens ndo apresenta
efeitos colaterais aparente sobre a
locomocdo espontanea dos animais, tais
como sedacéo e/ou disfuncédo motora.

Esses resultados corroboram com
Nucci-Martins et al. (2015) que também
efeitos

mostraram a auséncia de

colaterais sobre a deambulacao
espontdnea de animais tratados com
EEPp em modelo de dor neuropética.
Porém, nossos resultados mostraram que
todos os grupos submetidos a OVX
apresentaram diferenca significativa “per

”

se” em 90 dias pbés-OVX quando
comparados com seus valores basais,
apresentando diminuicdo significativa na
deambulacdo espontanea de 60 = 9%
para o grupo controle OVX e diminui¢éo
de 67 +10%, 75+ 8% e 71 £ 12% para as
doses de 1, 10 e 100 mg/kg do EEPp,
respectivamente (Fig. 9). Esse resultado
revela diminuicdo locomotora causada
pelo agravamento do quadro

osteoporatico em 90 dias pos-OVX.
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A figura 10 mostra os resultados do

teste de rotarod wusando protocolo
acelerado (4-40 rpm), que € utilizado para

avaliar coordenacédo motora e equilibrio.

Figura 10 — Efeito do EEPp sobre a
locomocao forgada em cilindro giratério

B Controle ¢ Sham O EEPp (1 mg/kg)
A EEPp (10 mg/kg) O EEPp (100 mg/kg)
Eggg- LR
g ] ]
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osT osT

Efeito do tratamento crénico com o EEPp (1-100 mg/kg,
i.g.) sobre a atividade locomotora forcada em cilindro
giratério, nos 3 tempos avaliados: “Basal”’ foi antes da
OVX. “ANTES-OST” foi ap6s 90 dias de OVX (antes OST).
“POS-OST” foi apés 105 dias de OVX (15 dias da OST).
Cada ponto representa a média dos valores obtidos a
partir de 6-7 animais e as linhas verticais indicam E.P.M.
Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle OVX (**P<0,01 e
***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada por
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni,
para multiplas comparagdes. Fonte: a autora (2018).

O aparelho de Rotarod possui um
sensor de queda no chdo de cada baia
que para um crondmetro quando o animal
cai e registra a laténcia de queda. Em
cada sessao, foi calculada a média da
laténcia de queda para 4 trials. Nossos
resultados mostram que o grupo controle
OVX  diminuiu

capacidade de locomocdo forcada, em

significativamente  a

relacdo ao grupo controle Sham, nos dois
altimos tempos avaliados, apds 90 dias de
OVX (45 + 5%) e apos 15 dias de OST (53

* 7%), demonstrando dificuldade de
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coordenacdo motora e equilibrio neste
grupo.

Estes achados séo coerentes aos de
(2015),

demostraram um aumento na laténcia de

Rauf et al. que também
gueda em animais 12 semanas apos
OVX, e corroboram com os resultados
obtidos no Open-field mostrando que
nesta fase da doenca os animais do grupo
OVX

dificuldade locomotora. Em contrapartida,

controle estdo com Dbastante
a figura 10 também revela visualmente a
recuperacdo dos animais nos grupos
tratados com EEPp, que aumentaram a
laténcia do tempo de queda a valores
proximos ou ainda maiores que dos niveis
basais em 90 dias po6s-OVX (ANTES-
OST). Os valores adquiridos sdo de 46 +
5%, 42 £ 6% e 35 £ 6% para as doses de
1, 10 e 100 mg/kg do EEPp,
respectivamente. A menor dose do extrato
(EEPp 1 mg/kg) obteve maior laténcia do
tempo de queda em 90 dias pés-OVX e,
consequentemente, melhor recuperagdo
da coordenacdo motora e equilibrio
nesses animais. Porém, esta mesma dose
do extrato ndo foi capaz de recuperar
significativamente a coordenacdo motora
e equilibrio ap6s OST em relagdo aos
outros grupos tratados com o EEPp 10
mg/kg (65 + 16%) e 100 mg/kg (60
24%).

A figura 11 demonstra dos resultados
do teste de von Frey eletrbnico, que avalia
hiperalgesia mecénica que pode ser

traduzida como nocicepc¢éao/dor.
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Figura 11 — Efeito do EEPp sobre a

hiperalgesia mecéanica induzida por OST

em ratas ovariectomizadas

-+ Sham = OVX+OST - EEPp(1mgkg,i.g.)
# EEPp (10 mg/kg,i.9.) = EEPp (100 mgl/kg, i.g.)
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Efeito do tratamento crénico com o EEPp sobre a
nocicepcdo induzida por osteotomia femoral (OST)
Decurso temporal da dose 24h apés OST (A) e avaliagdo
diaria da hiperalgesia mecanica por 15 dias (B). Cada
ponto representa a média dos valores obtidos em 6-7
animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os asteriscos
(*) denotam os niveis de significancia, quando comparado
com o0 grupo controle OVX (*P<0,05; **P<0,01 e
***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam diferencas
significativas do grupo controle, quando comparado com o
grupo Sham (**P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo teste
de Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

Primeiramente, os animais foram
submetidos ao teste para caracterizagdo
da “B”, 24h antes

ovariectomia (OVX). Entdo, as ratas foram

resposta basal

avaliadas no teste de von Frey apés 90
dias da inducdo de osteoporose por OVX,
ou seja, 24h antes OST. Entdo, foram
realizadas dois tipos de avaliagdo com o
teste de von Frey a partir de 24h apés
OST, um ‘time course” (Fig. 11A) do
possivel efeito antinociceptivo do extrato e

um “acompanhamento diario” (Fig. 11B)
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para avaliar a resposta nociceptiva
durante 15 dias. De maneira geral, &
possivel observar na figura 11 (A e B) um
agravamento do quadro osteoporético
ap6s 90 dias de OVX, devido a uma
resposta nociceptiva significativa de 42 +
1% observada no grupo controle OVX
antes da inducéo da osteotomia (OST).

Esta dor observada antes OST
provavelmente deve-se ao aumento das
microfraturas osteoporoéticas nesta fase da
doenca, como também foi observado por
Naito et al. (2017), que verificaram
hiperalgesia mecéanica significativa em
grupos de camundongos
ovariectomizados em relacdo a grupos
Sham. A resposta dolorosa no grupo
controle OVX aumentou bruscamente em
80 = 2% apo6s OST, em relacdo ao grupo
controle Sham (saudavel).

Para verificar a resposta de poténcia
e duracdo das doses do EEPp frente a
hiperalgesia mecanica, foi realizada uma
curva de dose-resposta (time course) 24h
apos a realizacdo da OST (Fig. 11A) e
constatamos um efeito antinociceptivo
significativo com poténcia de inibicdo da
resposta nociceptiva de 98 + 9%, 81 + 9%
e 87 + 4%, 1 hora apds tratamento com o
EEPp nas doses 1, 10 e 100 mg/kg,
respectivamente. Este efeito durou até 4
horas apés tratamento em todas as doses
do EEPp (2-100 mg/kg, i.g.),
apresentando inibicdo de 43 * 4%, 40 *
2% e 45 + 4%, respectivamente. Além

disso, o efeito antinociceptivo foi mantido
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por até 5 horas nas doses de 10 mg/kg

(24 £ 3%) e 100 mg/kg (24 £ 2%).

Na avaliacdo diaria da hiperalgesia
mecéanica (Fig. 11B), o teste de von Frey
revelou que o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.)
tem eficaz capacidade de inibicdo da
resposta dolorosa do lado ipsilateral a
fratura do fémur, em ratas osteoporéticas,
quando comparado ao grupo controle
OVX. A média de inibichio do EEPp
durante os primeiros 9 dias ap6s OST
foram de 70 £ 5%, 72 + 7% e 73 = 7%
para as doses de 1, 10 e 100 mg/kg,
respectivamente.

Ressaltamos que o tratamento foi
interrompido no 10° e 11° dias para
demonstrar que o tratamento crénico com
o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) ndo causa
efeitos colaterais de tolerancia ou efeito
cumulativo. O retorno total da dor quando
interrompido o tratamento mostrou que o
extrato ndo tem efeito cumulativo e a
constancia na poténcia de inibicdo da
resposta dolorosa poOs-tratamento com o
extrato, durante todo periodo que o0s
animais foram avaliados, demonstrou que
o0 EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) ndo apresenta
efeito de tolerdncia. No 122 dia o
tratamento foi reiniciado e, novamente o
EEPp mostrou-se efetivo em reduzir a
hiperalgesia mecanica induzida pela OST,
apresentando inibicbes de 87 + 8%, 87 +
5% e 89 + 4% nas doses de 1, 10 e 100
mg/kg, respectivamente. Além disso, no
15° dia o tratamento com o extrato foi

capaz de blogquear 100% a resposta
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nociceptiva causada pela OST. Esses
dados corroboram com os de Nucci-
Martins et al. (2015) que também
observaram efeito antinociceptivo causado
pelo EEPp em modelo de lesao
neuropatica em camundongos. Assim,
podemos concluir ineditamente que a
planta medicinal Pterodon pubescens
possui importante efeito terapéutico para o
tratamento da dor causada por fratura em
guadros de osteoporose, sem apresentar
efeitos colaterais de tolerancia ou efeito
cumulativo.

A figura 12 mostra a histomorfometria
da extensdo do defeito 6sseo com médias
de 1.199,78 um para o grupo controle;
130,46 um para o grupo EEPp 1 mg/kg;
248,24 um para o grupo EEPp 10 mg/kg e
313,45 ym para o grupo EEPp de 100
mg/kg. Portanto, nossos resultados
demonstram que o tratamento crbnico
com o EEPp (1-100 mg/kg) foi capaz de
induzir neoformacdo déssea ha extensao
do defeito em 89 + 3%, 79 + 6% e 74 +
10%, para as doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg
e 100 mg/kg, respectivamente. Podemos
observar na figura 12 que visualmente a
menor dose do EEPp (1 mg/kg) que
apresenta um tipo de reparo mais linear
entre as bordas do defeito
0sseo. Assim, estes resultados inéditos
sugerem que a Pterodon pubescens
apresenta importante e rapida capacidade
de reparo 6sseo em 0sso osteoporgtico e

pode ser um potencial alvo para
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tratamento de fraturas em  0SSOS

osteoporaticos.

Figura 12 — EEPp induz neoformacao

Ossea apos OST

OShamoST 1 10100

Veiculo EEPp (mg/kg, 1.9.)

> ifa ] i
Fotomicrografias de cortes transversais com 4 pm de
espessura da regido mediana da fratura por histologia com
HE. O tratamento crénico com EHEg (1-100 mg/kg) induz
neoformagao 6ssea na regido da fratura, 15 dias de OST.
No gréfico, cada coluna representa a média de valores
(em um) obtidos de 5 animais na extensé&o da fratura, e as
linhas verticais indicam E.P.M. Os asteriscos (*) denotam
os niveis de significancia, quando comparado com o grupo
controle (***P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada utilizando o teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn’s para multiplas comparagdes. Todas
as laminas foram analisadas em objetiva de 4-40x com
binocular de 10x e as fotos foram tiradas usando objetiva
de 4x. NO: regido de neoformagdo Ossea. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

A figura 13 revela a diferenca
macroscoépica de tamanho e cor do figado
de um animal tratado cronicamente com a
dose de 100mg/kg do EEPp com a de um
figado de um animal controle OVX. No
momento da eutanasia dos animais foi
realizada a retirada de alguns 6érgédos
vitais (coragdo, pulméo, figado, bago e
rins) para andlise toxicolégica preliminar
de cor, textura e peso relativo. Mudancgas
macroscépicas foram observadas na
morfologia hepatica do grupo tratado com
EEPp 100mg/kg. Os figados desses
animais estavam esfacelando com
facilidade e apresentavam textura mole,
amarelo-

cor pdalida com nuances

esverdeado e tamanho visivelmente
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aumentado, quando comparados aos

orgaos do grupo controle OVX.

Figura 13 - Hepatomegalia causada pelo
tratamento crénico com EEPp 100 mg/kg

\

/ EEPp 100mglkg

Controle OVX

morfologia hepatica quando comparado com o figado de
um animal controle OVX. Fonte: a autora (2018).

A Tabela 1 mostra a andlise do peso
relativo dos o6rgaos vitais e revela um
aumento significativo no peso do coracéao,
pulmbes e figado no grupo tratado com
EEPp 100 mg/kg em relagdo ao grupo
controle OVX.

Tabela 1 — Efeito do EEPp sobre o peso

relativo dos 6rgaos

GRUPOS | CORAGAO | PULMOES | FiGADO BAGO RINS
OVX |2,97+0,04]|2,53+066| 9,26+0,12 |1,88 + 0,49|4,43 + 0,08
Sham [3,04£0,03/3,69+0,06] 9,69 0,10 |2,63 £ 0,04 4,66 + 0,08

EEPp1]2,92£0,05(2,22+0,82( 9,65+0,21 [1,59+0,59(4,45 0,16

EEPp 102,96 £ 0,02]2,16 £ 0,80] 9,392 0,13 | 1,55 £ 0,58 [4,30 £ 0,04
EEPD ek * dedek

1,67 + 0,62 |4,65 + 0,06
100 |3,16£0,03 2,44 £ 0,91 |11,76 £ 0,12

Efeito do tratamento crénico com EEPp 1-100 mg/kg sobre
0 peso relativo dos o6rgdos. Cada célula da tabela
representa a média + E.P.M dos valores obtidos a partir de
6-7 animais. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado ao grupo controle OVX
(*P<0.05, **P<0.01, **P<0,001). A significancia
estastistica foi determinada com ANOVA de uma via
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls. Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

Os aumentos foram de 6%+1%,
7%+2% e 21%+1%

Estes dados

respectivamente.

corroboraram com 0S
achados da andlise macroscépica e
confirmam que as doses do EEPp 1 mg/kg

e 10 mg/kg sado doses seguras para
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tratamento terapéutico cronico e que a

dose de 100 mg/kg deve ser evitada em
tratamento crbnico. Nucci-Martins et al.
(2015) néo observaram esse efeito no
tratamento de curto prazo (15 dias) com
EEPp 100 mg/kg em modelo de dor
neuropéatica em camundongos. Isto sugere
que a toxicidade do extrato nessa dose
seja em decorréncia da duracdo do
tratamento, 0 que € um agravante em
doencas que demandam um tratamento
Os

resultados da tabela 1 nao mostram

crbnico, como a osteoporose.
alteracbes nos grupos EEPp 1 mg/kg e
10mg/kg em relagcdo ao grupo controle
OVX, sugerindo que estas doses sao
seguras para tratamento cronico.

A

histopatologica do figado dos animais, que

figura 14 mostra a andlise

revelou que o tratamento crénico (90 dias)
com EEPp (1-100 mg/kg) ndo causa
qualquer tipo de alteracéo estruturais e/ou
tumorais, nem tampouco apresentou focos
de

fibréticas e/ou hipertrofia / hipotrofia /

inflamacdo e/ou possiveis regides
hiperplasia no coracdo, pulmdes, baco e
rins. Porém, a analise histopatolégica do
figado revelou uma hipertrofia dos
hepatdcitos. Este achado corrobora com a
observacdo macroscopica do figado que
revelou uma hepatomegalia, bem como
com os resultados do peso relativo dos
6rgdos que mostrou um significativo
aumento do peso relativo do figado de
animais tratados com a dose de 100

mg/kg, em relacdo ao peso relativo do
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figado dos animais controle doente OVX e
controle saudavel Sham. Assim, podemos
sugerir que a planta medicinal Pterodon
pubescens em baixas doses nao
apresenta efeitos tOxicos aparentes em
orgdo vitais e pode ser uma alternativa
terapéutica segura para o tratamento de
osteoporose, mas a dose de 100 mg/kg

deve ser evitada em tratamento cronico.

Figura 14 — Histologia do figado

Fotomicrografias do figado ndo mostraram diferencas
histopatologicas em aumento de 4x (Sham) e 20x (Sham,
Controle, EHEg 1-10 mg/kg) a partir de cortes transversais
de 4 um de espessura, corados com hematoxilina-eosina,
ap6és 90 dias de tratamento intragastrico com EHEg.
Porém, a dose de 100 mg/kg revelou que uma hipertrofia
nos hepatécitos. Fonte: Elaborado pela autora (2018).

A Tabela 2 mostra os resultados
obtidos da dosagem de marcadores de
toxicidade. No dia da eutanasia, 0 sangue
dos animais foi recolhido, centrifugado e o
soro foi armazenado em biofreezer para
uma analise bioquimica. Entdo, foram

dosados marcadores bioquimicos de
funcdo hepatica (atividade das enzimas
TGO, TGP, GGT),

séricas de creatinina e ureia) e cardiaca

renal (concentracdes

(atividade das enzima CK), utilizando kits
comerciais especificos. Nossos resultados
demonstram que o tratamento cronico

com EEPp (1 e 10 mg/kg) nédo alteram a

\n” Asociacién de Universidades

‘% §’ GRUPO MONTEVIDEO

{m,

B /]

17, 18 y 19 de octubre de 2018
atividade das enzimas TGO, TGP, GGT

em relagdo aos grupos controle
negativo/doente  (OVX) e controles
saudavel (Sham), sugerindo que o0s

tratamentos crénicos nao causam lesao

hepatica nos animais.

Tabela 2 — Efeito do tratamento crdnico
com EEPp sobre marcadores bioquimicos
de toxicidade

Pterodon pubescens (mgl/kg, i.g.)
Marcadores Sham OovX 1 10 100
GO (un) 207 +17,4|242,6 + 27,4{229,1 + 19,3]243,6 + 16,9{232,4 + 21,6
GP wn) 80,1+7,2| 69,057 | 77,2+11,1| 687+6,2 | 524+7,2
GGT (un) 8024 | 92+£12 | 40+£05 | 6717 |157+1,8*
Uréia (mgraL) | 13,2+1,5| 166+£09 | 162+1,0 | 158+07 | 17,5+ 1,0
Creatinina |5 54 + 0,03 0,54 £ 0,02( 0,56+ 0,03( 0,61+ 0,05 (0,63 + 0,04
K ) 14590 + 387) 4654 + 288 | 4170 + 365 | 4816 + 375 | 4169 + 565

Os valores médios de 6-7 animais representam a média +
E.P.M. *P<0,05 vs grupo controle (ANOVA de uma via
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls). Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

Do mesmo modo, ndo houveram

alteracbes na CK, sugerindo que o
tratamento crébnico com EEPp (1 e 10
mg/kg)
muscular e/ou encefélica, pois a CK ndo é

ndo causa lesdo cardiaca,
especifica s6 para o tecido cardiaco.
Porém, o tratamento com EEPp (100
mg/kg) aumentou em 64 + 19% o0s niveis
de GGT,

hepatotoxicidade

séricos sugerindo uma

nesta dose em

decorréncia do tratamento cronico.

Conclusiones

Os resultados desse estudo destacam
ineditamente a planta medicinal Pterodon
como alternativa

pubescens uma

terapéutica (til para o tratamento da
osteoporose. O EEPp apresenta efeito
benéfico sobre a dor, por promover
significativa diminuicdo da hiperalgesia

mecanica em ratas ovariectomizadas
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submetidas a osteotomia femoral. O
tratamento crénico com o EEPp néo altera
a atividade locomotora dos animais e tem
um importante papel na consolidacdo de
fraturas em o0sso osteoporotico. Embora
0s testes comportamentais ndo revelaram
qgualquer efeito indesejado aparente, as
avaliagbes macroscopicas e a andlise
revelaram achado

bioguimica um

importante e inédito sobre a janela
terapéutica da planta medicinal Pterodon
pubescens em tratamento crénico que
deve ser considerado. Estes resultados
mostraram que o tratamento crdénico com
0 EEPp na dose de 100 mg/kg tem
potencial hepatotéxico importante, além
de aumentar o peso relativo do coracéo e
pulmbes. Portanto, esta dose deve ser
evitada em tratamentos prolongados para
garantir melhor seguranca ao paciente.
Este estudo reproduziu em animais o que
ja é observado empiricamente em seres
humanos no Brasil, agregando novas
evidéncias cientificas que valorizam o uso
popular da Pterodon pubescens com

seguranca no tratamento da osteoporose.
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