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RESUMO

A osteoporose é um disturbio 6sseo sistémico caracterizado pela diminuicao da
densidade mineral 6ssea (DMO), com deteriorizacdo da microarquitetura Ossea,
levando a um aumento da fragilidade esquelética e do risco de fraturas. O
tratamento da osteoporose envolve a utilizacdo de bifosfatos, calcitonina, terapia de
reposicdo de horménio da paratireoide e exercicios fisicos. Entretanto, varios
estudos in vitro tém revelado que o extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) e
componentes (quercetina e kaempferol) apresentaram acdo agonista estrogénico,
além de contribuir para o mecanismo de defesa celular contra hiperproliferacéo
celular, iniciacédo e progresséo de neoplasias. Assim, a presente pesquisa avaliou o
efeito do extrato de G. biloba nas dosagens de 14, 28 e 56mg/Kg/dia e da sua
associacao com o protocolo de exercicio de natacdo sobre a osteoporose induzida
por glicocorticoides em ratas adultas, através da analise histopatologica,
histoquimica (deteccdo de célcio pelo Von Kossa), bioquimica (niveis séricos de
célcio e fosfatase alcalina e concentracdo molar de hidroxiprolina) e pela tomografia
computadorizada quantitativa. A inducdo da osteoporose foi efetuada mediante
administracdo da dexametasona na dosagem de 7mg/Kg por 5 semanas. Como
controle positivo utilizou-se o alendronato de sodio na dosagem de 0,2mg/Kg/dia. As
avaliacoes foram realizadas no 1°, 25° e 50° dias de tratamento. Os resultados
mostraram que as menores dosagens do extrato associada ou ndo a um protocolo
de natacdo apresentaram resultados similares aos observados nos animais do grupo
controle e nos tratados com aledronato de sodio, porém a maior dosagem do
extrado sem associacdo do protocolo de natacdo ocasionou hipercalcemia no 25°
dia, e no 50° dia quando associado ao protocolo de natacdo. Assim conclui-se que 0
extrato de G. biloba isolado ou associado a um protocolo de natacdo nas dosagens
de 14 e 28mg/Kg reverte o quadro da osteoporose induzida em ratas. Entretanto,
sd0 necessarios maiores estudos com a finalidade de melhor compreder o efeito
dose/tempo desse extrato associado ou ndo a uma atividade fisica na patologia da

osteoporose e suas possiveis consequéncias na fisiologia de outros sistemas.

PALAVRAS-CHAVE: Osteoporose, bioquimica, histoquimica, Ginkgo biloba (EGb

761), densitometria 6ssea, natacao.



ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic disorder characterized by decreased bone mineral
density (BMD), with deterioration of bone microarchitecture, leading to increased
skeletal fragility and fracture risk. Treatment of osteoporosis involves the use of
bisphosphonates, calcitonin, PTH replacement, therapy and exercise. However,
several in vitro studies have shown that Ginkgo biloba extract (EGb 761) and its
components showed estrogenic agonist action, and contributes to cellular defense
mechanism against cellular proliferation, initiation and progression of cancer. Thus,
the present study evaluated the effect of the extract of G. biloba in dosages of 14, 28
and 56mg/Kg/day and its association with the protocol of swimming exercise on
glucocorticoid-induced  osteoporosis in  adult rats by histopathology,
immunohistochemistry (detection of calcium by the Von Kossa stain), biochemistry
(serum calcium, alkaline phosphatase and molar concentration of hydroxyproline)
and quantitative computed tomography. The induction of osteoporosis was effected
by administration of dexamethasone at dose of 7mg/kg for 5 weeks. As a positive
control we used the sodium alendronato at dose of 0.2 mg/kg/day. The evaluations
were performed at 1 °, 25 ° and 50 ° days of treatment. The results showed that
lower doses of the extract with or without a swimming protocol showed similar results
to those observed in control animals and the ones treated with sodium aledronato,
but the highest dosage of the extract without the associating of the swimming
protocol caused hypercalcemia at 25th day, and on the 50th day when associated
with swimming protocol. It is concluded that the extract of G. biloba isolated or
associated with a swimming protocol at doses of 14 and 28mg/Kg reverts induced
osteoporosis in rats. However, more studies are necessary in order to better
comprehend the effect of dose/time of this extract with or without a physical activity in
the pathology of osteoporosis and its possible consequences on the physiology of

other systems.

KEYWORDS: Osteoporosis, biochemistry, immunohistochemistry, Ginkgo biloba

extract (EGb 761), bone densitometry, swimming.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O osso é um tecido dindmico e que se remodela por toda a vida do individuo
(SIMON, 2005). A fungcdo mecanica deste inclui a protecdo de estruturas vitais e
suporte para os tecidos moles (LERNER, 2000). Entretanto, o0 0sso contém uma
matriz mineralizada, a matriz 6ssea, que funciona como reserva de ions,
principalmente calcio e fosfato, para a manutencédo da homeostase sérica (LERNER,
2000). E em consequéncia desta funcdo organica que O 0SSO precisa ser
continuamente remodelado (PHAN; XU; ZHENG, 2004; LERNER, 2006). A
remodelacdo é6ssea €, portanto, o0 mecanismo de manutencdo do metabolismo
0sseo, apresentado por um equilibrio entre os processos de reabsorcdo e formacéo
0ssea, realizados por células 6sseas especializadas (SIMON, 2005; NAKAMURA et
al., 2007). Porém, na osteoporose, condicdo patolégica caracterizada por
progressiva perda de massa 0ssea, ocorre um relativo aumento da reabsorcdo em
relacdo a formacdo Ossea (OURSLER,1998; SIMON, 2005; NAKAMURA et al.,
2007).

A osteoporose € um disturbio 0sseo sistémico caracterizado pela diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (DMO), com deterioracdo da microarquitetura 0ssea,
levando a um aumento da fragilidade esquelética e do risco de fraturas (PINTO et
al., 2006). Estimativas alarmantes sugerem que uma de cada duas mulheres
apresentara uma fratura osteopordtica em algum momento de sua vida, tornando a
osteoporose um problema de saude publica (ROUX, 2001).

Sdo multiplas as causas para o0 aparecimento e/ou desenvolvimento da
osteoporose. Sendo comum no processo de envelhecimento, ocorrendo com maior
frequéncia nas mulheres apds a menopausa, processo bioldégico normal do
organismo feminino, caracterizado pela interrupcdo do ciclo menstrual (BALASCH,
2003). Nesta condicdo, a mulher adulta apresenta uma diminuicdo do nivel de
estrégeno (RIGSS, 2000; LIANG et al., 2008), observacdo que propiciou o uso da
terapia de reposicdo de estrogeno para prevencdo da osteoporose na menopausa
(BALASCH, 2003).

16



7

Do ponto de vista clinico, a osteoporose é classificada em dois grupos
principais: primaria e secundaria. A primaria € subdividida em: osteoporose juvenil
idiopética, osteoporose idiopatica em adulto jovem, osteoporose involucional tipo |
ou pos-menopausa e osteoporose involucional tipo Il ou senil (LIANG et al., 2008).

J& a osteoporose secundaria é atribuida a varios disturbios e condi¢des clinicas
como o uso de farmacos, hipertireoidismo, imobilizagdes, quimioterapia, entre
outros, que resultem em perda 6ssea (BALASCH, 2003). Dentre os medicamentos
gque quando usados por periodos prolongados, podem causar perda de massa
0ssea, podem-se citar os glicocorticoides, anticonvulsivantes, heparina, ciclosporina
A, etanol e outros (NETO et al., 2002; SOUZA, 2010).

Os glicocorticoides sao anti-inflamatérios esteroides amplamente utilizados
para diversas finalidades médicas, tais como doencgas autoimunes, asma, doencas
de colageno e doenca renal crbnica. Talvez sua maior limitacdo seja o impacto
negativo sobre a massa oOssea (LUCINDA et al, 2010). Eles tém uma relagao
complexa com o0 metabolismo Osseo. Em condicbes normais, participam da
diferenciacdo e ativacado dos osteoblastos, células responsaveis pela formacao da
matriz 6ssea no tecido. Porém, em excesso, 0s glicocorticoides interferem
diretamente, via receptores, na proliferacao, diferenciacao e apoptose destas células
(COOPER, 2008). Entre os efeitos do uso dos glicocorticoides por longos periodos
estdo a reducdo do numero de osteoblastos, diminuindo, dessa maneira, a formacéo
da matriz 6ssea (LUCINDA et al., 2010).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a ocorréncia de
osteoporose nessa condicdo, como a acdo direta dos glicocorticoides nas
paratireoides e nas células Osseas, alteracbes na producdo de prostaglandinas,
citocinas, interleucinas, alteracfes na secrecao do horménio do crescimento (GH),
do fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I) e esteroides gonadais
(COOPER, 2008).

Os bifosfatos sdo drogas muito eficientes no tratamento da osteoporose, porém
alguns efeitos adversos destes medicamentos tém sido relatados, tais como:
intolerancia gastrointestinal (SOUZA, 2010) e osteonecrose mandibular (POZZI et
al., 2007). Desta forma € interessante a busca por alternativas ao tratamento da
osteoporose secundaria. Dentre essas alternativas estéo os fitoestrogenos que tém
apresentado beneficios da prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares,

osteoporose, diabetes e obesidade, sintomas da menopausa, doenca renal e
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vériostipos de cancer (DANG; LOWIC, 2005; DAS et al., 2005). Segundo Neto et al.
(2002) existem varias estratégias de controle para osteoporose, dentre elas
encontram-se as medidas farmacolégicas, como o0 uso de drogas antirreabsortivas
ou que propiciam maior formacdo Ossea; nutricionais, como a maior ingesta de
calcio; e fisicas, como a pratica regular de exercicios fisicos apropriados
(GERALDES, 2003).

Neste contexto, o exercicio fisico pode contribuir no processo de
ganho/manutencdo de massa 6ssea, sendo importante no campo da prevencao.
Algumas pesquisas ndo encontraram qualquer correlacdo entre a pratica de
exercicios fisicos e o aumento da densidade ou qualidade 6ssea (HUMPHRIES et.
al., 2000; BEMBEN et. al., 2000; LIU et. al., 2003), contudo, grande parte das
pesquisas feitas nesta area aponta para um efeito benéfico do exercicio fisico sobre
a massa ossea (RYAN et. al., 1998; KEMMLER et. al., 2002; VINCENT, BRAITH,
2002; GERALDES, 2003).

De acordo com as conclusdes de Zazula; Pereira (2003), entre os beneficios do
exercicio fisico para prevencdo e/ou como parte do tratamento da osteopenia e
osteoporose, destacam-se: aumento da densidade 6ssea; hipertrofia das trabéculas;
aumento da atividade dos osteoblastos; aumento da densidade do colageno;
incremento de incorporacao de célcio no 0sso.

Ginkgo biloba L. € uma das mais antigas arvores da terra, com 200 milhdes de
anos, sendo o Unico sobrevivente da familia Ginkgoacease, classe ginkgoatae. As
sementes desta planta tém sido utilizadas na medicina chinesa por mais de 5000
anos para o tratamento da asma, tosse e leucorréia (DONFRACESCO;
DELL’'UOMO, 2004). As folhas comegaram a serem usadas mais tarde, em 1436,
para tratar problemas de pele (ZEHRA et al., 2010).

Atualmente, o G. biloba tem sido muito utilizado na prevencdo do
envelhecimento, na preservacdo da memoéria, na prevencdo de doencas
cardiovascular, na doenca de Alzheimer, na deméncia relacionada coma idade,
processos inflamatérios e também foi testado na sindrome de Down com bons
resultados (HARLEY et al., 2003; DONFRACESCO; DELL'UOMO, 2004; ZHOU et
al., 2006; ZEHRA et al., 2010).

Oh; Chung (2004) estudaram a acdo do extrato de G. biloba (EGb 761) e seus
componentes in vitro, e observaram que este extrato apresentou agao sobre o

receptor de estrégeno do subtipo- a e receptor de estrogénio do subtipo- B,
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demostrando seu efeito agonista estrogénico. A maior afinidade de ligagdo do EGb
foi pelo receptor de estrogénio do subtipo- . Este receptor desempenha importante
papel sobre o sistema nervoso central, sistema cardiovascular e sobre o tecido
0sseo. Além dos efeitos agonistas citados, o receptor do subtipo- 3 contribui para o
mecanismo de defesa celular contra hiperproliferacéo celular, iniciagdo e progressao
de neoplasias (DENG et al., 2011).

Essa dupla acdo do EGb sobre os receptores de estrogénio do subtipo-a e
subtipo-B, sugere que este extrato possa apresentar efeitos agonistas ou
antagonistas, dependendo do 6rgdos alvo, assim como acontece com 0S
moduladores seletivos dos receptores estrogénicos (OH; CHUNG, 2004). O
desenvolvimento de medicamentos que tenham efeitos distintos sobre esses dois
receptores pode ser de fundamental importancia no tratamento de varias doencas,
uma vez que eles se expressam de maneiras diferentes nos diversos tecidos.

Ainda em relacéo ao efeito estrogénico do EGb, Pinto et al. (2007) constataram
diminuicdo do peso corporal dos fetos, cujas maes foram tratadas com EGb 7 e 14
mg/Kg/dia, o que poderia ser devido ao efeito estrogénico do extrato, uma vez que o
estrogénio age sobre células Osseas, inibindo a reabsorcdo e promovendo a
osteogénese. O EGb, além dos flavondides, possui antioxidativos, que podem
prevenir a perda 6ssea e o risco de fraturas. Brayboy et al. (2001) estudaram o efeito
do EGb in vitro contra a atividade de radicais livres, baseado na hipotese de que o
aumento da atividade oxidativa sobre os osteoclastos possa contribuir para a
alteracao de suas funcdes. Os autores observaram que as propriedades oxidativas
do EGb protegem os osteoclastos de danos celulares e morte quando expostos
atividade de radicais livres. Desta forma, o EGb pode se tornar uma boa alternativa
para a osteoporose ja que poderia atuar inibindo a reabsor¢céo 6ssea e promovendo
a osteogénese (TURNER; RIGGS; SPELSBERG, 1994).

Diante do exposto e na busca de tratamentos novos e alternativos para a
osteoporose estabelecida, o presente estudo foi idealizado na tentativa de tratar
através da combinacdo do extrato de G. Biloba (EGb 761) e um programa de

exercicio fisico a osteoporose induzida por glicocorticoides em ratas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo é uma variedade do conjuntivo com propriedades especiais, no
qual a matriz extracelular foi impregnada com sais de célcio e fosfato por um
processo chamado mineralizagdo (MONOLAGAS, 2000). O osso sofre mudancas
constantes ao longo da vida em resposta a condigcbes anormais ou fisioldgicas,
exerce funcdo metabdlica, por ser fonte de calcio, mantendo o nivel adequado deste
mineral no sangue, € um tecido em constante renovagao.

Constituido por trés tipos celulares: os osteoblastos, os ostedcitos e 0s
osteoclastos. O primeiro tipo deriva das células osteoprogenitoras da medula éssea
e se localiza na superficie das trabéculas, no canal de Havers e no periosteo, e tem
a funcdo principal de sintetizar matriz 6ssea nao mineralizada (aposicdo 0ssea)
constituida por colageno tipo |, por proteinas nado colagénicas (fibronectina,
tenascina e osteopontina), por proteinas A-carboxiladas (osteocalcina ou proteina
Gla) e por proteoglicanos (sulfato de condroitina) (LERNER, 2000). Cerca de 70% da
matriz 0ssea sao mineralizados logo apés a sua sintese e 0 restante sofre
mineralizacdo gradual (NUNES; NUNES, 1988).

A medida que a matriz 6ssea € sintetizada, os osteoblastos ficam envoltos por
ela e passam a ser chamados ostedcitos. Essas células tém como funcdo manter a
viabilidade do tecido 6sseo (TATE et al., 2004) e reabsorver a matriz e 0os minerais
do osso pela ostedlise osteocitica, mecanismo de reabsorcdo profunda, essencial
para manter constantes os niveis de calcio extracelulares (CILLINAME, 2002;
TAZAWA et al., 2004). Os ostedcitos se alojam em lacunas no interior do tecido
0sseo mineralizado e se comunicam com outros osteocitos e osteoblastos através
de projecdes intercanaliculares, as juncdes gap (TATE et al., 2004). Essas juncdes
sdo canais intramembranosos formados por proteinas conhecidas como conexinas e
gue promovem a comunicacdo entre o citoplasma de duas células vizinhas,
permitindo a passagem de metabdlitos, ions e moléculas sinalizadoras
intracelulares, tais como o calcio e o AMPc (CHERIAN et al., 2003).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas derivadas da fusdo dos
precursores das células mononucleares hematopoiéticas com diferenciacéo

dependente dos fatores liberados pelas células da linhagem osteoblastica
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(MONOLAGAS, 2000). Os osteoclastos localizam-se na superficie das trabéculas e
dos canais de Havers e no peridsteo, alojados nas lacunas de Howship. Sua funcéo
principal, quando ativado, é promover a reabsor¢cdo 6ssea por osteoclasia (BOYLE,
SIMONET, LACEY, 2003). Por ser um tecido multifuncional, o osso é responsivo a
uma variedade de estimulos, dentre eles, os bioldgicos, bioquimicos e biomecanicos
(BECK; SHOEMAKER, 2000).

A remodelacdo 6ssea € constante na vida do individuo (LERNER, 2006) e
inicia-se na vida fetal (RAISZ, 1999). Enquanto jovem, o individuo necessita deste
processo para manter a forma durante o crescimento e, enquanto adulto, apesar de
tornar-se um processo fisiolégico e lento, é essencial para manutencdo da
integridade estrutural (QUINN; GILLESPIE, 2005; VAANANEN, 2005) e para o
metabolismo do tecido 6sseo. A remodelacdo 6ssea é regulada por fatores locais
(citocinas, prostaglandinas e proteinas) e sistémicos (horménios como estrégeno e
PTH - hormonio da paratireoide) (SIMON, 2005; SOUZA et al., 2010).

A reabsorcdo do osso compreende a remocao simultanea da matriz ¢ssea e
dos minerais. Ocorre através de dois mecanismos diferentes: a osteoclasia e a
ostedlise ostedcitica. A ostedlise ostedcitica € uma reabsor¢cdo mais profunda,
derivada dos ostedcitos (MATSU; NANGO, 2012). O conceito de que o0s ostedcitos
reabsorvem o0sso através de um processo chamado de ostedlise osteociticas €
recente e surgiu de modo a explicar a libertacdo de célcio a partir da matriz 6ssea
(KLEIN-NULEND, 2003; TAZAWA et al., 2004).

A remodelacdo 0ssea por osteoclasia se da por etapas reguladas e que tem a
seguinte sequéncia: ativacdo, reabsorcdo e formacdo (ROBLING; CASTILLO;
TURNER, 2006). A etapa inicial envolve a interacdo de células precursoras de
osteoblastos e osteoclastos, que induz a diferenciacdo, migracdo e fusdo de um
grupo de pré-osteoclastos, promovendo a ativacdo destas células. Estes
osteoclastos, recém diferenciados, iniciam a reabsorcdo de uma area da superficie
O0ssea. Entretanto, antes de comecar a etapa de formacado, existe uma fase de
“‘inversao”, ainda nao totalmente compreendida (LERNER, 2000). Durante esta fase,
ocorre a degradacdo de colageno e deposicdo de proteoglicanas, formando uma
“linha cimentante”. Ocorre também a liberagao de fatores de crescimento para iniciar
a fase de formacdo. Em seguida, pré-osteoblastos sdo ativados, proliferam-se,
diferenciam-se em osteoblastos e comecam a formar matriz 0ssea na area
previamente reabsorvida (RAISZ, 1999; SOUZA et al., 2010).
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Figura 1: Ciclo de remodelacéo 6ssea por osteoclasia. (Fonte: Aquino, 2005)

Fatores locais e hormoénios sistémicos controlam o recrutamento, replicacéo e
atividade dos osteoblastos e osteoclastos. Os hormdnios agem direta ou
indiretamente nestas células alterando sintese, atividade e ativacdo de receptores
de fatores locais ou ativacdo de proteinas especificas que modulam os efeitos
destes fatores (LIMA et al., 2001). Fatores de crescimento, citocinas,
prostaglandinas e leucotrienos, por sua vez, fazem parte dos fatores produzidos
localmente que regulam estas células (PARFITT, 2002; SIMON, 2005).

2.2. Osteoporose

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define osteoporose como uma
“‘doenca esquelética sistémica caracterizada por massa 6ssea baixa e deterioracao
microarquitetural do tecido ésseo, com consequente aumento da fragilidade 6ssea e
susceptibilidade a fratura”(PINTO et al., 2006).

Estimativas alarmantes sugerem que uma de cada duas mulheres apresentara
uma fratura osteoporética em algum momento de sua vida (ZANETTE et al., 2003),
tornando a osteoporose um problema de saude publica. Prevé-se para o ano de
2050 um total de 6,26 milhdes de fraturas de colo de fémur decorrentes da

osteoporose em todo o mundo (ZANETTE et al., 2003; LOCATIVA, FARIAS, 2010).
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Quando a diminuicdo de massa 6ssea ainda ndo é acentuada, a osteoporose
pode ser assintomatica. A medida que a perda 6ssea aumenta, surgem sinais e
sintomas como: perda de altura, deformidade vertebral (principalmente cifose) e
fraturas de vértebra, quadril, punhos e de outros ossos. O sintoma mais

caracteristico é dor nas costas por compresséao vertebral (PEREIRA, 2000).

(1) (b)

Figura 2: Microfotografias do osso trabecular normal (a) e osteoporético (b).

(MARQUES NETO et al., 1995)

A OMS declarou a osteoporose como uma “Epidemia Inaceitavel’” e esta
convocando meédicos, pacientes, imprensas e governos a reconhecer a osteoporose
como o segundo maior problema de saude publica, depois das doencas do coragao
e que mais limita a qualidade de vida da mulher (PEREIRA, 2000; ZANETTE et al.,
2003).

O objetivo da prevencéao e tratamento € impedir a ocorréncia de futuras fraturas
e estabilizar a massa 6ssea. Isso inclui uma dieta saudavel e adequada (que
proporcione ingestdo de calcio e vitamina D), atividade fisica regular, evitar o
tabagismo, o consumo excessivo de alcool e cafeina (CHRISTODOULOU,;
COOPER, 2003; MAZZIOTTI et al., 2007).

As medidas farmacoldgicas no tratamento da osteoporose envolvem a
utilizacdo de bifosfanatos, calcitonina, terapia de reposicdo de PTH
(CHRISTODOULOU; COOPER, 2003; GOURLAY; FRANCESCHINI; SHEYN, 2007;
CAPLAN; SAAG, 2009) e exercicios fisicos.

A osteoporose tem sido classicamente dividida em osteoporose primaria,

guando o0s pacientes apresentam osteoporose isolada e osteoporose secundaria,

23



naqueles com uma patologia associada. A primeira afeta mulheres na poés-
menopausa. Nesse periodo a reabsorcdo 6ssea é maior que a formacéo, isto leva a
um desequilibrio do metabolismo ésseo causando a osteoporose. Na menopausa héa
perda de 0sso trabecular em ritmo trés vezes maior do que o normal, sendo assim
0S 0Ss0s com maior teor de tecido trabecular, como os corpos vertebrais, antebraco
distal e mandibula sdo mais comprometidos, o que explica a maior incidéncia de
fraturas e colapso das vértebras, fratura de Colles (extremidade distal do radio) e
perda de dentes (CARRENO; BARBSA; PEREIRA, 2002). A osteoporose primaria é
devido a maior atividade osteoclastica e também devido ao decréscimo no nivel de
estrégeno (RIGSS, 2000; MONOLAGAS, 2000; QUINN; GILLESPIE, 2005; LIANG et
al., 2008). A osteoporose secundaria refere-se a varios distarbios e condi¢cdes
clinicas como o uso de farmacos, hipertireoidismo, imobilizacbes, quimioterapia,
entre outros, que resultem em perda 0ssea (ZANETTE et al., 2003; SOUZA et al.,
2010).

2.3. Glicocorticoides

Os glicocorticoides (GCs) pertencem a classe dos hormdnios esteroides. Eles
possuem um nucleo basico derivado do colesterol-ciclopentano perhidrofenantreno,
e 0 seu representante natural € o cortisol ou hidrocortisona, um composto formado
por 21 atomos de carbono (Figura 3). Existem muitos GCs produzidos no coértex
adrenal que foram sintetizados e introduzidos como medicamentos pela industria
farmacéutica (BUTTGEREIT; BRAND; BRUTMESTER, 1999; CAPLAN; SAAG,
2009) e amplamente utilizados na medicina.

A razdo desse uso tdo difundido é a capacidade anti-inflamatéria e
imunossupressora dos glicocorticoides. Dentre estes medicamentos, podemos citar
a Hidrocortisona, Betametasona, Cortisona, Prednisona, Metilprednisona e
Dexametasona (BUTTGEREIT; BRAND; BRUTMESTER, 1999; CAPLAN; SAAG,
2009).

A osteoporose é a complicacao iatrogénica mais frequentemente observada no
tratamento crénico com doses farmacolégicas desses esteroides. A gravidade da

perda 6ssea € maior nos primeiros seis meses de tratamento, podendo persistir caso
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0 paciente esteja em uso de doses mais elevadas de glicocorticoides (LANNA; JR;
PAULA, 2003).

O

Figura 3: Desenho esquematico representando a estrutura quimica do cortisol
(Glicocorticoide). (Fonte: BUTTGEREIT; BRAND; BRUTMESTER, 1999)

A osteoporose induzida por glicocorticoides constitui a causa mais frequente de
osteoporose secundaria, correspondendo a cerca de 25%. Metade dos doentes que
realizam corticoterapia, por mais de seis meses, tém osteoporose e cerca de 1/3
desenvolvem fraturas, caso tratamento se prolongar por um ano (GUTIERREZ -
POLO, 2003). As fraturas osteoporéticas vertebrais e dos 0ssos longos sdo causa
de mobilidade e associam-se a diminuicdo da esperanca média de vida em idades
avancadas.

Os efeitos adversos dos GCs sobre o tecido 6sseo foram descritos ha mais de
meio século atras por Harvey Cushing. Atualmente, o problema atinge uma
dimensdo maior pelo diagndéstico de osteoporose ser mais frequente e pelo amplo
uso, muitas vezes indiscriminado, dos analogos dos GCs para o controle de diversas
doencas. Isto levou ao aparecimento marcante das fraturas, principalmente no
esqueleto axial (BARACHO et al., 2011). O grau de perda éssea é mais acentuado
em areas com predominancia de osso trabecular, tais como a coluna vertebral e
costelas. (CUSHING, 1932).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a ocorréncia de
osteoporose nessa condicdo, como a acdo direta dos glicocorticoides nas
paratireoides e nas células Osseas, alteracbes na producdo de prostaglandinas,

citocinas, interleucinas, alteracfes na secrecdo do horménio do crescimento (GH),
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do fator semelhante a insulina - | (IGF-I) e esteroides gonadais (ZANETTE et al.,
2003; SOUZA et al., 2010).

A partir dessas vias, os GCs desempenham sua a¢do podendo ser tanto
antiinflamatéria quanto imunossupresora, promovendo apoptose das células
linfoides; inibindo a sintese de determinadas citocinas; modulam direta e
indiretamente a funcdo das células B; inibem a proliferacdo e diferenciacdo de
mondocitos e atividade de macréfagos; inibem o movimento de células e fluidos a
partir do compartimento intravascular; inibem a ag¢do da histamina, a sintese das
prostaglandinas e a acao dos ativadores do plasminogénio. Os GCs interferem na
circulacdo de células imunes, diminuindo o numero de linfécitos periféricos,
principalmente linfocitos T, e inibem o acumulo de neutréfilos no local da inflamagéo
(BAXTER, 1990; BAMBERGER; SCHULTE; CHROUSOQOS, 1996).

Atualmente, ndo estd completamente esclarecido se existe uma dose minima
de glicocorticoide que seja simultaneamente eficaz e segura para o tecido 0sseo
(GUTIERREZ- POLO, 2003). Alguns autores determinaram uma dose de 5mg de
prednisolona por dia (ou equivalente) como limite inferior de dose deletéria para a
homeostasia metabolica normal da remodelacdo 6ssea (GUTIERREZ- POLO, 2003).
No entanto, num estudo retrospectivo, Van Staa et al. (2002) documentaram um
aumento do risco relativo de fratura vertebral para doses inferiores a 2,5 mg por dia
de prednisona (VAN STAA et al., 2000) e do risco relativo de fratura do colo do

fémur para doses superiores a 2,5 mg por dia.

2.4. Exercicios Fisicos e Metabolismo Osseo

A influéncia da atividade fisica sobre o tecido 6sseo tem sido amplamente
discutida na literatura. Diversas linhas de evidéncia, incluindo trabalhos sobre as
consequéncias da imobilizacdo e a relacdo entre exercicio fisico e massa 6ssea,
defendem o papel benéfico da atividade na génese e na mineralizacdo dos 0Sso0s
(KANNUS et al., 1992; HART et al., 2001).

Os beneficios que as atividades fisicas promovem nos sistemas do corpo
humano sdo bem conhecidos; por sua vez, a pratica de exercicios por usuarios
cronicos de GC serviria de meio de prevencao ou tratamento das consequéncias da

sindrome metabdlica gerada, resultando em hipertenséo arterial, diabetes mellitus,
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aumento da gordura corporal em regifes especificas (rosto, regido centripeta
abdominal e dorso) e diminuicdo drastica da massa muscular estriada esquelética
(ZAMAN et al., 2000).

A quantidade maxima de massa Ossea acumulada por um individuo é
denominada pico de massa 0ssea. Os ganhos de massa 6ssea sao muito rapidos na
adolescéncia, sendo que 90% sdo adquiridos até os 18 anos de idade. O pico de
massa Ossea € determinado por fatores genéticos e hormonais, mas pode ser
significativamente influenciado pelo peso corporal, habitos alimentares, tabagismo,
alcool, exposicéo ao sol e pelos niveis de atividade fisica (HONIG, 2008).

A tensdo mecanica gerada pelo exercicio constitui um dos estimulos mais
importantes para a formagcdo Ossea e desempenha um papel importante para
minimizar a perda 6ssea em mulheres pés-menopausa (OCARINO; SERAKIDES,
2006) e em ratas ovariectomizadas (HONDA et al., 2003). A tensao de cisalhamento
gue ocorre pelo estresse gerado no 0sSso inicia uma cascata de eventos, incluindo a
elevacao de calcio intracelular, a secrecdo autdcrina e paracrina, a expressao de
fatores de crescimento e a producdo de proteinas na matriz 0ssea (TURNER,;
ROBLING, 2003). A carga imposta pelo exercicio produz grandes taxas de
deformacé&o na matriz 6ssea estimulando a osteogénese.

Estudos com humanos (CHIEN et al., 2000; BERGSTROM et al., 2008) e com
animais (HONDA et al., 2003; HUANG et al., 2008) tém demonstrado que o exercicio
aumenta a densidade mineral 6ssea (DMO) e a forca 6ssea (HART et al., 2001).
Acredita-se que o estresse mecanico gerado pelo exercicio desempenhe um papel
importante na resposta osteogénica.

O exercicio tem sido considerado positivo para o sistema 0sseo, e, por iSso,
tem sido utilizado como prevencédo e tratamento da osteoporose (MELTON et al.,
2004; IWAMOTO; TAKEDA; SATO, 2005). A massa 0ssea pode ser aumentada por
alguns programas de exercicio para adultos e idosos e atenuar a sua perda
associada ao envelhecimento (GUADALUPE-GRAU et al., 2009).

Vaérios tipos de programas de exercicio sdo utilizados para investigar sua
resposta no tecido ésseo. Alguns autores utilizaram a caminhada e a corrida
(BORER et al., 2007; HUANG et al., 2008), outros a natacdo (HUANG et al., 2003),
exercicios resistidos (NOTOMI et al., 2000), saltos verticais (HONDA et al., 2003;
UMEMURA et al., 2008) e a escalada (NOTOMI et al., 2000).
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Fatores como intensidade, duracdo e nivel de aptidao fisica influenciam estas
adaptacOes fisiologicas, além disso, muitas destas adaptacbes provocadas pelo
treinamento s6 se manifestam apés oito semanas de exercicios graduais (MANETTA
et al., 2002).

2.4.1. Natacao

Embora a natacdo seja considerada uma atividade em que nao h& suporte do
peso corporal, o0 aumento da densidade 6ssea em resposta a natacdo pode estar
relacionado com a intensidade da atividade muscular (NAGASAWA et al., 2008).

A influéncia da forca muscular sobre a massa éssea tem sido destacada
(BAYRAMOGLU et al., 2005). A contragdo muscular atua direta ou indiretamente
sobre o0s o0ssos produzindo um estimulo osteogénico. Mais de 70% da tensao sofrida
pelo osso sdo transmitidas pela forca muscular e ndo pelo peso corporal
(IWAMOTO; TAKEDA; SATO, 2005). Embora a influéncia da contragdo muscular
sobre o metabolismo Osseo tenha sido estudada, os resultados ainda séo
controversos (HONDA et al., 2003).

Alguns estudos tém demonstrado uma relacéao positiva entre a forca muscular e
a massa Ossea (RENNO et al., 2007). Em contrapartida, outros autores nao
encontraram nenhuma relagéo significativa (DALY et al., 2004). Snyder et al. (1992)
compararam o exercicio de natacdo com o de corrida em ratas Wistar, e observaram
gue O grupo que treinou natacdo apresentou um Umero mais pesado e maior
contetdo mineral 6sseo (CMO) quando comparado ao grupo corrida, indicando que
a forca muscular produzida durante o exercicio de natacdo provoca adaptacdes no
0ss0. Em outro estudo semelhante, pesquisadores observaram que ambos os
exercicios (corrida e natacdo) provocaram aumento no peso e na forca da tibia e do
fémur de ratos (HUANG et al., 2003).

2.5. Tomografia Computadorizada Quantitativa (TCQ)

Véarios métodos tém sido empregados no estudo quantitativo do esqueleto em
pacientes com osteoporose. Os métodos iniciais que foram desenvolvidos foram a

morfometria cortical radiografica, geralmente do segundo metacarpo da mao nao-
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dominante (indice metacarpo) (DEQUEKER, 1976), a Single Photon Absorptiometry
(SPA) medicao da atenuacdo de um feixe de fétons com um anico nivel de energia e
Dual Photon Absorptiometry (DPA) anélise da atenuagéo de um feixe puntiforme de
radiacdo de uma fonte externa de gadolinio (153Gd), com dois niveis de energia
(CAMERON; SORENSON, 1963). Na década de 1980 Com o objetivo de superar as
limitac6es da DPA, a fonte de 153Gd foi substituida por uma fonte de raios-X, que
possui um aumento substancial na intensidade da saida do fluxo de radiacdo, o que
possibilita um exame mais rapido (4-6 min), com menor erro de precisdo (~1%),
menor dose de radiacdo para o paciente e melhor resolugdo das imagens (ADAM,
2009).

No entanto, em 1970 foi introduzida a TCQ, inicialmente para avaliacao intra-
craniana em 1973 (HOUNSFIELD, 1973), e alguns anos mais tarde, o corpo inteiro
através de scanners estavam disponiveis (KREEL, 1976). Logo apds isso a
capacidade quantitativa da tomografia foi aplicada ao esqueleto (ISHERWOOD et
al., 1976; RUEGSEGGER et al., 1976).

Figura 4. Exame de tomografia computadorizada quantitativa em animais

experimentais .

Este método utiliza raios X, e fornece uma imagem que € baseada nos
coeficientes de absorcdo de raios-X lineares dos tecidos através do qual ele passa.
Todos corpo clinicos scanners CT sdo calibrados de forma semelhante para a
atenuacdo de raios-X de agua, resultando em numeros CT, medido em unidades
Hounsfield (HU), em relac&o a agua, sendo OHU. Areas de materiais de alto nimero
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atdbmico, como 0s 0sso0s, absorvem mais raios-X, tem um numero alto HU e
aparecem em branco na imagem (ADAM, 2009).A geracao da imagem tomografica é
um processo de dois passos de aquisicao inicial de verificacdo de dados e, em
seguida, a reconstrucdo tomogréfica por um processo de célculo da imagem a partir
dos dados adquiridos. O operador pode selecionar uma variedade de parametros
para adquirir e reconstruir a imagem que tém impacto sobre a qualidade de imagem
e exposicao a radiacdo (ENGELKE et al., 2008).

Nos ultimos anos, com a evolugdo da técnica e do reconhecimento das
vantagens da TCQ em comparacdo a DPA (medidas separadas de densidade
mineral 6ssea cortical e trabecular, informac8es sobre a morfometria 6ssea a partir
de parametros biomecéanicos que podem ser extraidos) seu uso em estudos nos
musculo-esquelético tem aumentado (GUGLIELMI; LANG, 2002).

2.6. Ginkgo biloba

G. biloba L. 1771, é membro da familia Ginkgoaceae, nativa do sudeste da
China é uma arvore ornamental popular em muitas partes do mundo. O extrato das
suas folhas vem sendo utilizado na medicina chinesa por milhares de anos no
tratamento de inimeras condi¢cdes patoldgicas, incluindo doencas neurolégicas,
doencas inflamatodrias e disfuncfes do coracao e dos pulmdes. Hoje em dia, extratos
padronizados de composicdes bem definidas foram desenvolvidos e séo
mundialmente consumidos como medicamentos fitoterapicos e suplementos
alimentares (HE et al., 2008).

Figura 5. Folhas de Ginkgo biloba L. (Fonte: Singh et al., 2008).
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A arvore de G. biloba também é conhecida por sua grande resisténcia
genética, apresentando defesa contra insetos, microorganismos e toxinas
ambientais (TESCH, 2003; SMITH; LUO, 2004), fato comprovado na cidade
japonesa de Hiroshima, ja que foi a primeira planta a crescer na regidao apos a
explosao da bomba atémica (TESCH, 2003).

Os principais grupos de substancias do extrato de G. biloba sado os
flavonodides, os terpendides e as protoantocianidinas. O EGb 761 € uma mistura
complexa padronizada com teor de 24% de glicosideos flavonbides e 6% de
lactonas terpénicas. A fragdo flavondide é composta principalmente pela quercetina,
kaempferol, isoramnetina e seus glicosideos. A fracdo terpendide inclui os
ginkgolideos A, B, C e J, assim como a bilobalida (He et al., 2008).

2.6.1. Utilizagao Clinica do G. biloba

Ha séculos o G. biloba tem sido utilizado com fungées medicinais. Os primeiros
relatos do uso clinico remota mais de 5000 anos, na China antiga (SMITH; LUO,
2004). As indicacdes incluiam tratamentos para doencas do coracdo e pulmao
através da inalacdo de vapores ou ingestdo do cha (DIAMOND et al., 2000). Nos
dias de hoje, o extrato obtido a partir das folhas da arvore de G. biloba tem sido
utilizado largamente pela populacdo para o tratamento de diversas patologias. Suas
principais indicagbes sao na “insuficiéncia cerebral” (confuséo, redugdo da memoria,
distracdo, vertigem, zumbido, cefaleia), doenca de Alzhelmer, doencas vasculares
(BLUMENTHAL et al., 2003); neuropatias diabética, oclusdo venosa retiniana,
degeneracdo macular senil, doenca de Raynaud (DUBEY et al., 2004).

O emprego do extrato do G. biloba (EGb) nos casos descritos acima € devido,
principalmente, a acédo na inibicdo do fator de ativacdo plaquetaria e na importante
atuacdo como antioxidante. Na primeira, ele impede a agregacdo plaquetaria e
causa aumento da fluidez sanguinea. Ja como antioxidante, o extrato age na
diminuicdo de espécies reativas de oxigénio, além de atenuar a peroxidacao lipidica
da membrana (SMITH; LUO, 2004). Além disso, foram comprovadas diversas acoes
atribuidas ao EGb que poderiam estar relacionadas com os efeitos observados
clinicamente tais como: inibicdo da enzima 3’5’ — GMPc fosfodiesterase, provocando
relaxamento endotelial (SIERPINA; WOLLSCHLAEGER; BLUMENTHAL, 2003)

través da estimulagdo de oOxido nitrico, promovendo aumento da circulacdo em
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artérias, veias e capilares; aumento da liberagcdo e receptacdo de serotonina;
inibicdo da reducéo senil dos receptores muscarinicos colinérgicos e dos receptores
a — adrenérgicos; estimulacdo da receptacdo de colina do hipocampo; inibicdo da
deposigao de  — amiloides (SIERPINA; WOLLSCHLAEGER; BLUMENTHAL, 2003);
aumento da plasticidade neuronal; aumento da captacdo e o consumo de glicose
pelo cérebro (SMITH; LUO, 2004).

Os efeitos adversos relatados apds o uso do extrato sdo distlrbios do trato
gastrointestinal como diarreia, nauseas e vomitos (DUBEY etal., 2004) e distlrbios
vasculares como cefaleia, reacdo cuténea alérgica, vertigem e palpitacdo. Vale
ressaltar que o uso do EGb é uma alternativa segura, uma vez que apresenta boa
tolerabilidade e ndo ha evidencias de efeitos tdxicos deste extrato em doses
farmacologicamente ativas. Em estudos toxicolégicos este extrato ndo apresentou
efeitos teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos (BILIA, 2002). Ainda em relacéo
a toxicidade, a DL50 do EGb em camundongos foi maior que 9600 mg/kg, o que
representa 2100vezes a mais que a dose diaria recomendada, sendo indicativo de

seguranca do seu uso (BILIA, 2002).

2.6.2 Propriedades Estrogénicas do Ginkgo biloba

Recentemente aventou-se a possibilidade do EGb ser utilizado como um
fitoestrogénio no tratamento dos sintomas da menopausa (OH; CHUNG, 2004),
porém pouco se sabe sobre ouso deste fitoterapico durante esta fase.

Um estudo in vitro, comprovou a agcao estrogénica do extrato e seus compostos
flavonoides (quercetina, kaempferol e isorharnnetina). As substancias presentes no
extrato se ligaram diretamente ao receptor de estrogénio mostrando afinidade maior
para o receptor B de estrogénio em comparagédo com o a e promovendo inibicdo da
ligacdo do estradiol em ambos os receptores, indicando uma possivel competicao
com o0 mesmo receptor. O extrato causou ainda efeito estrogénico visto através da
proliferacdo em modelos de células de tumor de mama e da expresséo do gene pS2,
regulado pela resposta ao estrogeno (OH; CHUNG, 2004).

Sabe-se também que a quercetina e o kaempferol alteram a fisiologia do
metabolismo 0sseo, provavelmente mediados pela acdo estrogénica intrinseca
destas substancias, podendo ser utilizadas para a prevencdo e tratamento da

osteoporose causada pela menopausa. Em estudos realizados por Pang et al.
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(2006), o kaempferol impediu a producdo de citocinas osteoclastogénicas pelos
osteoblastos e ambas substancias alteraram a diferenciacdo celular dos
osteoclastos. A quercetina e o kaempferol também mostram inibir a reabsorcéo
0ssea pelos osteoclastos bem como induzir a apoptose dessa célula, provavelmente
via efeito estrogénico, assim como induziram o aumento da acgdo da fosfatase
alcalina em osteoblastos, promovendo aumento da atividade do osteoblasto
(WATTEL et al., 2003).

Apesar dos indicios do efeito estrogénico do extrato de G. biloba, ndo existem

estudos conclusivos que comprovem a sua acao estrogénica.
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Resumo

Este trabalho avaliou o efeito protetor do extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) sobre a
osteoporose induzida pelo glicocorticoide dexametasona (Decadron® - 4 mg/mL), através da
analise histopatoldgica, histoquimica (deteccéo de célcio pelo Von Kossa), bioquimica (niveis
séricos de calcio e fosfatase alcalina e concentragdo molar de hidroxiprolina) e pela
tomografia computadorizada quantitativa. Foram utilizados 30 ratas divididas em seis grupos:
Grupo | - Controle; Grupo Il — Osteoporose; Grupo Il — Alendronato de sddio 0,2mg/Kg/dia
(Controle positivo); Grupo IV — EGbl (14mg/Kg/dia); Grupo V — EGb2 (28mg/Kg/dia) e
Grupo VI — EGb3 (56mg/Kg/dia). Os animais foram avaliados no 1°, 25° e 50° dia de
tratamento. O estabelecimento da osteoporose foi detectada ap6s o final da inducdo pela
tomografia computadorizada e confirmada pelas analises histopatoldgica, histoquimica e
bioquimica j& no 1° dia de tratamento. Nossos resultados demostram que o EGb 761 nas
dosagens de 14 e 28 mg/Kg mostram desempenho similares ao alendronato de sédio ao final
do tratamento, restabelecendo a arquitetura 0ssea e 0s niveis séricos de calcio e fosfatase
alcalina semelhantemente aos animais do grupo controle, enquanto que a dosagem de 56
mg/Kg, embora tenha revertido o quadro de osteopose promoveu um quadro de hipercalcemia
no 25° e 50° dia de tratamento. Desta forma conlui-se que as dosagens de 14 e 28 mg/Kg
mostraram reverter a osteoporose, no entanto sugere-se maiores estudos com a finalidade de
melhor compreder o efeito dose/tempo desse extrato na patologia da osteoporose e suas

possiveis consequéncias na fisiologia de outros sistemas.

Palavras-chave: Osteoporose, bioquimica, histoquimica, Ginkgo biloba (EGb 761),

densitometria 6ssea.
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1. Introducéo

A osteoporose € uma doenca metabdlica generalizada, caracterizada por menor aposicao
6ssea devido a insuficiéncia osteoblastica [1], com reducdo da massa 6ssea por unidade de
volume e de etiologia multifatorial. Entre as principais causas da osteoporose encontram-se:
queda dos niveis hormonais de estrégeno e o uso de alguns medicamentos, como 0s
glicocorticoides, sendo denominada osteoporose secundaria [2].

O hipercortisolismo € considerado atualmente como a causa mais frequente de
osteoporose secundaria [3]. Tem sido demonstrada nessa situacdo uma rapida perda 6ssea que
acomete principalmente o 0sso trabecular. Aproximadamente 30 a 35% dos pacientes com
hipercotisolismo cronico apresentam fraturas Osseas [4]. Os glicocorticoides inibem a
producdo, proliferacdo, maturacdo e atividade dos osteoblastos além de incrementarem a
apoptose de osteoblastos maduros e ostedcitos. Também interferem na formacdo da matriz
Ossea ao inibirem a expressdo do gene do colageno tipo | e estimularem a expressao de
colagenase 3 pelos osteoblastos e condrdécitos [5].

Entre os farmacos mais utilizados no tratamento da osteoporose, destacam-se 0s
bifosfatos, droga muito eficiente, porém alguns efeitos adversos séo relatados tais como:
intolerancia gastrointestinal [6] e osteonecrose mandibular [7]. Dessa forma € interessante
buscar novas alternativas para o tratamento da osteoporose.

O extrato padrdo de Ginkgo biloba L. (EGb 761) possui 24% de fitoestrogenos em sua
composicdo, sendo os principais o kaempferol, quercetina e ishorhamnetina [8]. Destes
componentes a quercetina e o kaempferol foram efetivos em inibir in vitro a atividade de
reabsorcdo dos osteoclastos [9]. Além dos fitoestrogenos, o extrato de G. biloba (EGb 761)
possui em sua composicdo polifendis antioxidativos que podem prevenir a perda 0ssea e 0
risco de fraturas [10].

Estudo com administracdo oral do EGb 761(100mg/kg) demonstrou aumento da massa
Ossea de ratas com osteoporose induzida por ovariectomia [11]. O extrato causou ainda efeito
estrogénico visto através da proliferacdo em modelos de células de tumor de mama e da
expressao do gene pS2, regulado pela resposta ao estrégeno [8].

Sabe-se que o estrdgeno atua na remodelacdo 6ssea, porém por mecanismos ainda nao
totalmente elucidados. A presenca de receptores para estrogeno em osteoblastos e ostedcitos
sugere efeito direto desse hormdnio sobre o tecido 6sseo [8]. Em relacdo aos osteoblastos, o
estrégeno aumenta a diferenciacdo dessas células e estimula a sintese e a mineralizacdo da

matriz 6ssea, regulando a expressao de genes que codificam o colageno tipo | e as proteinas
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ndo colagénicas como osteopontina, osteocalcina, osteonectina, etc [12,13].Em sintese 0s
resultados encontrados sugerem que o uso do EGb pode ser uma alternativa para o tratamento
da osteoporose, particularmente aquelas induzidas por uso prolongado de corticoides.

A caréncia de trabalhos que avaliem os efeitos dos glicocorticoides e extrato de G.
biloba sobre o metabolismo ésseo durante periodos prolongados é considerada um dos
motivos para ndo elucidacdo de muitos aspectos envolvidos na fisiopatologia da osteoporose
induzida pelo medicamento. Desta forma, este trabalho avaliou o efeito protetor do extrato de
G. biloba (EGb 761) sobre a osteoporose induzida por glicocorticoides em ratas adultas,
através da andlise histopatologica, histoquimica, bioguimica e pela tomografia

computadorizada quantitativa.

2. Material e métodos

2.1 Animais e grupos experimentais

O trabalho foi realizado no Laboratério de Histologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, para isso utilizaram-se 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus)
adultas, com 90 dias de idade, virgens, pesando 200g + 30g, da linhagem Wistar, procedentes
do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Os animais foram confinados em gaiolas e mantidos com alimentacao
e agua ad libitum, em temperatura ambiente de aproximadamente 22°C+ 2°C com iluminacao
artificial produzida por lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40 W), que
estabeleceu o foto periodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz
das 6:00 as 18:00 horas. O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética em
experimentacdo animal sob a licengca 044/2012 — CEUA, UFRPE.

Ap6s um periodo de adaptacdo, foram coletados esfregacos vaginais para a
determinacdo do ciclo estral. Os animais que apresentarem trés ciclos estrais regulares foram
divididos, ao acaso, em seis grupos constituidos por 5 animais, a saber:

Grupo | — ratas sem tratamento (CONTROLE);

Grupo 11 - ratas induzidas a osteoporose (OSTEOPOROSE);

Grupo 111 - ratas induzidas a inducdo de osteoporose e tratadas com alendronato de sédio —
farmaco de referéncia no mercado - 0,2mg/Kg/dia por via intragastrica
(CONTROLE POSITIVO);
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Grupo 1V - ratas induzidas a inducdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba
14mg/Kg/dia por via intragastrica (EGb1);

Grupo V - ratas induzidas a indugdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba
28mg/Kg/dia por via intragastrica (EGb2);

Grupo VI - ratas induzidas a inducdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba

56mg/Kg/dia por via intragastrica (EGb3).

2.2 Inducdo da osteoporose

A osteoporose foi induzida nos animais de todos 0s grupos experimentais, exceto nos do
grupo controle, através da injecdo do glicocorticoide dexametasona (Decadron® - 4 mg/mL)
por via intramuscular, na dose de 7 mg/kg de peso corporal, uma vez por semana, durante

cinco semanas [14].

2.3 Administracdo do alendronato de sodio

Os animais do grupo Il foram submetidos ao tratamento de alendronato de sddio na

dosagem de 0,2mg/Kg/dia por via intragastrica, durante 50 dias [14].

2.4 Administracéo do extrato de Ginkgo biloba

O EGb (761), ginkomed (Grupo CIMED®) foi administrado, ap6s a confirmacéo da
osteoporose, diariamente por via intragastrica durante 50 dias. A escolha da dose doEGD foi
baseada em estudo anterior [15], que sugeriu um efeito estrogénico do EGb na dose de 14
mg/kg/dia em ratas prenhes. Alem dessa dosagem foram testadas as dosagens de 28 e 56

mg/kg/dia.

2.5 Coleta de sangue

Em cada grupo foram realizadas trés coletas no 1°, 25° e 50° dia de tratamento. De cada
coleta apds contencdo mecanica, foi retirado 1 mL de sangue de cada animal por meio da
puncdo na veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O sangue obtido foi acondicionado
em microtubos com anticoagulante (heparina sddica - 20 uL), homogeneizado com delicadeza

e mantido a temperatura ambiente. Para subsequente obtencdo do plasma as amostras foram
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submetidas a centrifugacdo a uma temperatura de -4°C com a velocidade de 3.000rpm durante
10 minutos. O plasma obtido foi acondicionado a temperatura de -20°C, para posterior

dosagem de célcio e fosfatase alcalina.
2.6 Dosagem de fosfatase alcalina e célcio

A dosagem da fosfatase foi feita por sistema colorimétrico utilizando-se a metodologia
modificada de Bessey-Lowry [16]. Para tal finalidade utilizou-se o Kit Fosfatases da Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda®. O calcio foi determinado por sistema
colorimétrico através de um complexo corado com cresolftaleina em meio alcalino, para tal
foi utilizado o Kit Célcio da Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda.

Para a leitura das absorvancias das reagdes utilizou-se o Espectrofotdmetro SP 2000UV
Bel Photonics®, na faixa de 410 e 570nm para fosfatase alcalina e célcio, respectivamente.

A calibragéo do espectrofotometro foi feita no intervalo entre cada grupo experimental.
Esta calibracdo baseou-se no zero de absorvancia (0% de absorcdo do feixe de luz) que € a
reacdo utilizada no preparo da amostra, mas sem a presenca do plasma (branco) e no zero de
tramitancia (100% de absorcdo do feixe de luz) que é a parede negra do aparelho. Foram

feitas trés reacdes e um branco para cada amostra.
2.7 Dosagem hidroxiprolina

Ao final do tratamento (50° dia) amostras de fémur obtidas da regido da diafise, pesando
entre 100 e 200 mg, foram usadas para determinacdo de hidroxiprolina como marcador de
reabsorcdo Ossea. As amostras foram colocadas em tubos de vidros com 5mL de &cido
cloridrico por 4h, ap0s esse periodo foram maceradas e colocadas em estufa por 18h a 110° C.
Posteriormente foram neutralizadas e analisadas segundo a metodologia de Bergman, Loxley
[17], utilizando-se espectrofotdmetro (SP 2000UV Bel Photonics®), em densidade 6ptica de

558 nm, para a obtencdo dos valores da concentracdo molar de cada amostra (nMolar).
2.8 Tomografia computadorizada quantitativa- TCQ

Para andlise e confirmacdo da osteoporose os animais foram submetidos a tomografia
computadorizada, durante o periodo de tratamento. Para tal, foram anestesiados com

Hidrocloridrato de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina (20 mg/kg), por via intramuscular.
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Posicionados em decubito ventral, procedeu-se 0s exames em aparelho GE Hi-Speed FXI e
protocolo com 120 KVp e auto-mA, na velocidade de 1 rotacdo/s. A aquisicdo das imagens
foi obtida em cortes transversais de 1mm de espessura da regido do corpo da segunda vértebra
lombar em cada animal. Anteriormente ao exame o aparelho foi devidamente calibrado para

melhor padronizagdo dos resultados.

2.9 Coleta dos fémures para analise histopatoldgica e histoquimica

Ao quinquagesimo dia, os animais de todos os grupos experimentais foram sacrificados;
para isso foram anestesiados com Hidrocloridrato de Cetamina (80 mg/kg) e Xilazina (20
mg/kg), por via intramuscular. A seguir, foi realizada a dissecagéo e coleta do fémur de cada
animal que foram fixados em formol tamponado a 10%, durante 48 horas. Apoés a fixacdo o
0sso foi descalcificado em solugcdo de EDTA a 10%, durante trés meses. Posteriormente, o
material foi processado de acordo com as técnicas de rotina para inclusdoem parafina, e
corados pela hematoxilina - eosina (H. E.), Von Kossa (deteccdo de Calcio) e analisados em
microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em fotomicroscépio
OLYMPUS BX-50.

2.10 Analise estatistica

Os dados da densitometria 0ssea, niveis de célcio, fosfatase alcalina e hidroxiprolina
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA- two way), para dois fatores (periodo e

tratamento), ea comparacdo das médias foram realizadas pelo teste de Tukey (p<0,01).

3. Resultados

3.1. Tomografia Computadorizada (TC)

Anélise pela TC demostrou que no primeiro dia de avaliagdo houve uma reducdo
significativa da densidade mineral dssea (DMO) nos fémures dos animais dos grupos
induzidos a osteoporose em relacdo ao grupo controle. No 25° dia verificou-se um aumento
significativo da densidade mineral 6ssea (DMOQO) nos fémures dos animais dos grupos
experimentais tratados com alendronato de sodio e EGb3(56 mg/kg/dia) atingindo valores

similares aos do grupo controle. No entanto, nos fémures dos animais dos grupos que
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receberam 14 e 28 mg/kg/dia (EGbl e EGb2, respectivamente), embora tenham apresentado
valores inferiores aos grupos descritos acima mostraram aumento significativo da DMO em
relacdo aos fémures dos animais do grupo induzido a osteoporose e néo tratado (Grupo I1). Ao
50 °dia os fémures dos animais dos grupos experimentais tratados com alendronato de sodio e
EGb tiveram valores similares ao grupo controle (Tabela 1).

3.2. Dosagem de Célcio

Na analise dos niveis séricos de célcio observou-se também reducdo significativa nos
animais dos grupos induzidos a osteoporose no 1° dia de avaliagdo em relacdo aos animais do
grupo controle. Contudo, 25° e 50° dia de tratamento os animais dos grupos que receberam
alendronato de s6dio e o EGb 761 nas dosagens de 14 e 28 mg/kg/dia atingiram valores
semelhantes aos encontrados nos animais do grupo controle, enquanto na maior dosagem

evidenciou-se um quadro de hipercalcemia (Tabela 2).

3.3. Dosagem da Fosfatase Alcalina

Na andlise da fosfatase alcalina observou-se que no 1° dia de avaliagdo houve reducéo
significativa dos seus niveis nos animais induzidos a osteoporose, em relacdo aos animais do
grupo controle. No entanto, no 25° e 50°dia evidenciou-se aumento significativo nos animais
dos grupos tratados com alendronato de sodio e em todas as dosagens do EGb 761, sendo

mais expressivos nas maiores dosagens (28 e 56mg/Kg) (Tabela 3).

3.4. Dosagem Hidroxiprolina

Na quantificacdo de hidroxidoprolina presente no fémur dos animais, verificou-se
aumento significativo no grupo induzido a osteoporose e ndo tratado (I1) quando comparados
aos demais grupos experimentais (Tabela 4). Os demais grupos nao diferiram estatisticamente

entre si.

3.5. Analise Histopatoldgica e Histoquimica dos fémures

Na andlise histoldgica dos fémures dos animais de todos 0s grupos experimentais

observou-se desorganizacéo e inativacdo do disco epifisario (Figuras 1A, Ce E e 2A, C e E).
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Nos fémures dos animais do grupo | as caracteristicas histoldgicas 6sseas apresentaram-se
normais (Figura 1A) principalmente referentes a conformacéo do 0sso esponjoso, o qual ndo
mostrou perda de conectividade trabecular, com presenca de osteoblastos e ostedcitos (Figura
1B).

No fémures dos animais do grupo 11, induzido a osteoporose e ndo tratado, constatou-se
perda da microarquitetura 6ssea (Figura 1C), notada pela diminuicdo da conectividade entre
as trabéculas tanto na epifise quanto na diafise. As trabéculas apresentavam-se mais delgadas
e espacadas em relacdo aos fémures dos animais do grupo | e com osteoblastos inativos
(Figura 1D). Na diafise observou-se regibes com matriz Ossea alterada, demostrando o
processo de osteblise osteocitica (Figura 1D).

No grupo Ill (Controle Positivo), constatou-se areas de reparacdo em todo o tecido
6sseo. As trabéculas apresentaram-se delgadas e com melhor conectividade quando
comparadas ao grupo Il (Figura 1E), porém observou-se areas de matriz Ossea alterada
(Figura 1F).

Nos fémures dos animais que receberam as dosagens de EGb 761, também evidenciou-
se recuperacdo da conectividade trabecular (Figuras 2A, C e E), além da presenca de areas de
matriz Ossea alterada, com osteoblastos em sua maioria ativos (Figuras 2B, D e F). O grupo
que recebeu a maior dosagem de EGb 761 (56mg/Kg) expressou ainda trabéculas mais
espessa assemelhando-se ao grupo controle (Figura 2E), aspecto este observado na tomografia
computadorizada.

Na analise histoquimica observou-se marcacao célcio positiva em todos os fémures dos
animais dos grupos, proximos ao disco epifisario, entretanto nos fémures dos animais do
grupo Il houve fraca marcacdo para calcio (Figura 3B). Nos fémures dos animais dos grupos |
e VI demostrou marcacdo mais expressiva, corroborando os resultados da dosagem dos niveis

séricos de Ca’** (Figuras 3A e F).

4. Discussao

Os resultados do presente estudo comprovou que o glicocorticoide dexametasona induz
a osteoporose, observada pelas analises histopatologica, histoquimica e tomografia
computadorizada. A andlise quantitativa da densidade mineral 6ssea por TCQ mostrou
diminuicdo significativa da DMO no primeiro dia de avaliacdo. E citado que humanos
apresentam uma perda de massa 0ssea aproximadamente 12% apds alguns meses de terapia

com corticoide [18]. Costa e colaboradores [19], verificaram que o uso do glicocorticoide
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prednisona na dose diaria de 2 mg/kg de peso foi capaz de promover desmineralizacdo
precoce do 0sso trabecular em cées.

As alteragdes histoldgicas observadas no fémur dos animais do grupo Il séo
semelhantes aquelas descritas para a osteoporose citadas na literatura [20,21]. A alteracdo da
microarquitetura Gssea observada neste grupo, caracterizada pela perda de conectividade
trabecular, pode ser explicada pelo proprio mecanismo de remodelacdo Gssea, o qual é
desequilibrado por fatores como deficiéncia de estrdgenos e o tratamento com
glicocorticéides levando consequentemente a reducdo da formacdo 6ssea e /ou aumento de
reabsorcdo [22]. Segundo Adams [23], 0 0sso trabecular é metabolicamente mais ativo
quando comparado ao 0sso cortical, apresentando maior suscetibilidade a acdo de farmacos do
que alteragcbes no metabolismo mineral dsseo. Isso pode ser comprovado pela dosagem
bioquimica que demostrou diminuicdo da taxa de formacdo Gssea, marcada pela fosfatase
alcalina e aumento sucessivo da taxa de reabsorcdo Ossea, comprovada pelos niveis de
hidroxiprolina.

Nos fémures dos animais do grupo tratado com alendronato de sodio, observou-se areas
de reparacdo Ossea. Estudos recentes, tanto in vitro como in vivo, demostraram que 0S
bifosfatos, além de sua conhecida propriedade anti-reabsortiva, atuam estimulando a atividade
osteoblastica e consequentemente, formacao de tecido 0sseo, o que foi observado nos animais
deste grupo experimental[24, 25, 26].

Nos animais dos grupos tratados com o EGb 761 foi observado recuperacdo da
conectividade trabecular, demostrando que 0 extrato conseguiu reverter o quadro da
osteoporose induzida. Os efeitos observados com o tratamento com EGb 761 podem ser
devidos ao efeito estrogénico [8], que inibe a reabsorcdo e promove a osteogénese [23]. Além
disso, o kaempferol e a quercetina, constituintes do EGb 761, estimulam a apoptose de
osteoclastos maduros [9] e aumentam a densidade mineral 6ssea trabecular [11] e kaempferol
estimula os osteoblastos a neoformacéo 6ssea [28].

As analises dos niveis séricos de calcio revelaram que a dosagem de 14 e 28 mg/Kg do
EGDb apresentaram melhor resposta ao final do tratamento, conseguindo aumentar os niveis de
calcio semilares aos animais do grupo controle. Devemos mencionar que 0s animais do grupo
tratado com dosagem de 56 mg/Kg, ja no 25° dia de avaliacdo apresentaram recuperacdo dos
niveis séricos deste ion, igualando-se ao grupo controle, porém ao final do experimento (50°
dia) desenvolveram um quadro de hipercalcemia. Esses resultados corroboram com analise

histoquimica, que demonstrou maior marcacao para calcio nesse grupo.
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Sabe-se que 0 hormdnio da paratireoide (PTH) regula as concentragdes séricas de célcio
por acBes diretas nos 0ssos e nos rins e a¢des indiretas no intestino, aumentando a sintese de
calcitriol (1,25(0H)?D%). O desenvolvimento de hipercalcemia indica que provavelmente os
mecanismos compensatorios fisiolégicos normais, controlados pelo PTH, falharam na maior
dosagem do extrato, promovendo fluxos alterados de célcio entre 0ssos, 0 rim e o intestino.

2++

Em condic¢Bes normais o PTH promove a liberacdo de Ca” " através das citocinas sintetizadas
pelos osteoblastos[29]. Desta forma, sugere que o extrato nas dosagens de 14 e 28 mg/Kg
consiga ativar, via receptor, esse horménio e contribuir para a regulacdo desse ion.
Yamaguchi e colaboradores [30] estudaram os efeitos de diversos flavondides sobre a
quantidade de calcio em cultura de tecido ésseo (fémur) de ratos Wistar, além do estimulo do
paratormdnio sobre a osteoclastogénese em cultura de células da medula Gssea de
camundongos. Dentre os varios flavonoides, a quercetina, foi o Gnico que promoveu aumento
significativo do célcio na cultura de tecido da diafise de ratos, o que poderia justificar o
aumento significativo do nivel de calcio nos animais do grupo tratado com 56mg/Kg de EGb
761.

Segundo Saraiva e Lazaretti-Castro [31], a fosfatase alcalina é medida através de sua
atividade e corresponde a soma das diversas isoformas presentes no soro. Mais de 90% do seu
valor corresponde as isoformas hepatica e 0ssea. A forma dssea, secretada pelos osteoblastos,
predomina na infancia até o fim do crescimento longitudinal, quando ent&o a hepética passa a
ser a forma circulante mais abundante. Ainda hoje é o marcador de formacdo 0ssea mais
frequentemente utilizado [32,33]. No presente estudo, os resultados indicam elevada atividade
da fosfatase alcalina nos grupos tratados com o EGb 761 a partir do 25° dia de tratamento. As
dosagens de 28 e 56mg/Kg do EGb761 apresentaram as maiores taxas de formacéo 06ssea ao
50° dia. Como os osteoblastos diferenciados exibem alta atividade de fosfatase alcalina [34],
sugere-se que o tratamento com EGb 761 em 50 dias possa aumentar a diferenciacdo e
maturacdo dos osteoblastos. Estudos in vitro mostraram que G. biloba (50-150 microg/mL)
aumenta significativamente a atividade de fosfatase alcalina de osteoblastos, o que indica que
EGb 761 promove a mineralizacdo dos osteoblastos [8]. Somente com a taxa de formacdo
Ossea ndo se pode ter certeza do estado de equilibrio do tecido 6sseo, desta forma foi realizada
a dosagem da hidroxiprolina para marcacdo da taxa de reabsorcdo 6ssea. A hidroxiprolina é
um produto da degradacdo do colageno e, como sua maior fonte € o 0sso, ela € comumente
utilizada como marcador de reabsorcdo Gssea pela ostedlise ostedcitica [35]. Nesse trabalho
verificou-se nos animais induzidos a osteoporose e sem tratamento aumento significativo nos

niveis de hidroxiprolina demostrando que houve degradacdo do coldgeno na matriz 0sssea,
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corroborando com os resultados da fosfatase alcalina, a qual demostrou diminuicdo de seus

niveis nesse grupo, resultando no quadro de osteoporose.

5. Conclustes

Os resultados obtidos neste estudo revelam que o EGb 761 nas dosagens de 14 e 28
mg/Kg mostram desempenho similares ao do alendronato de sodio ao final do tratamento,
restabelecendo a arquitetura d6ssea e 0s niveis séricos de calcio e fosfatase alcalina
semelhantemente aos animais do grupo controle, enquanto que a dosagem de 56 mg/Kg,
embora tenha revertido o quadro de osteopose promoveu um quadro de hipercalcemia no 25 e
50° dia de tratamento. Sendo assim, sdo necessarios maiores estudos com a finalidade de
melhor compreender o efeito dose/tempo desse extrato na patologia da osteoporose e suas

possiveis consequéncias na fisiologia de outros sistemas.
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Tabela 1. *Média + desvio padréo dos resultados da densitometria 6ssea em unidades Hounsfield

(HU) dos grupos experimentais.

Grupos Dias
Experimentais 1° 25° 50°

| 512,33 £ 7,09 aA 515,00 £ 9,64 aA 517,33 £ 10,69 aAB
1 458,66 = 4,72 aB 457,00 £ 4,00 aD 461,00 £ 2,00 aC
i 472,33+ 11,59 bB 510,00 £ 4,00 aAB 515,66 £+ 4,00 aAB
v 474,66 = 10,50 cB 491,00 + 10,00 bC 506,66 = 6,00 aB
V 470,66 = 5,50 cB 493,33 + 7,00 bBC 511,00 = 8,00 aB
Vi 469,66 = 4,04 cB 510,66 + 5,68 bAB 529,33 £ 4,00 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitisculas nas colunas e minGsculas nas linhas diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. 'Média + desvio padrdo dos niveis séricos de calcio (mg/dL) dos grupos

experimentais.

Grupos Dias
Experimentais 1° 25° 50°

I 10,77 £1,96 aA 10,01+1,01 aB 10,25 £ 0,43 aBC
11 5,80+ 0,35aB 5,41 +0,32aC 5,25 £ 0,45aD
1 5,30+0,66 bB 9,79 £0,62 aB 9,79 +£0,62aC
v 6,04+0,50 bB 9,76 £ 0,61 aB 10,52 + 0,69 aBC
V 5,48+0,84 bB 10,18 £ 0,88 aAB 10,78 £ 1,15aB
VI 5,38+0,66¢cB 11,04 +1,34 bA 14,25 £ 1,22 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitisculas nas colunas e minGsculas nas linhas diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 3. !Média + desvio padréo dos niveis séricos de fosfatase alcalina (U.I/L) dos grupos

experimentais.

Grupos Dias
Experimentais 1° 25° 50°

I 230,60 + 14,54aA 210,17 +17,15aB 213,92+ 11,17 aC
I 132,73 £ 6,47 bB 153,21 + 15,98abC 166,56 + 5,80aD

i 139,63 + 31,11 bB 247,91 + 13,45 aA 268,75+ 10,10 aB

v 160,70 + 45,53cB 244,13 + 11,91 bA 293,53 + 13,59 aAB
V 143,94 + 45,16¢cB 246,64 £ 13,52 bA 306,37 + 8,06 aA
Vi 140,62 + 23,42 cB 244,85 £ 12,79 bA 308,82 £ 27,79 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitisculas nas colunas e minGsculas nas linhas diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 4. *Média + desvio padréo do nivel de hidroxiprolina (nmol/g) ao final do tratamento dos

grupos experimentais.

Grupos [ 1 11 v V VI

8,70£1,99ab 12,93+3,88a 6,64+1,14b 8,93+2,19b 846+1,43ab 9,52+229ab

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey
(p<0,05).
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ontrole (I). A - Observar
arquitetura 6ssea preservada. B — Observar presenca de osteoblatos (seta grossa) e ostedcitos
(circulo) ativos. Coloragdo H.E. Aumento 42X, 428X, respectivamente. C e D —Grupo 11
(Osteoporose). C - Observar perda de microarquitetura 6ssea. D — Notar trabéculas epifisarias
delgadas com osteoblastos inativos (Seta grossa) e areas com matriz alterada (ma). Coloracéo
H.E. Aumento 42X, 428X, respectivamente. E e F — Grupo Il (Controle Positivo). E -
Observar arquitetura 0ssea preservada. F —Observar trabecula espessa com presenga de
osteoblastos (seta grossa), ostedcitos (circulo) e matriz alterada (ma). Coloracdo H.E.
Aumento 42X, 428X, respectivamente. Seta longa — Cartilagem articular; Seta curta —
Inativacéo do disco epifisario.
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Figura 2: Fémures dos animais dos grupos 1V, Ve VI. Ae B — Grupo 1V (EGb1 14 mg/Kg).
A - Observar perda da microarquitetura 6ssea. B — Observar osteoblastos (seta grossa) e
ostedcitos (circulo). Coloracdo H.E. Aumento 42X, 428X, respectivamente. C e D— Grupo
EGDb2 28 mg/Kg (V). C - Observar arquitetura 6ssea preservada. D — Observar osteoblastos
(seta grossa) e osteocitos (circulo). Coloracdo H.E. Aumento 42X, 428X, respectivamente. E
e F — Grupo VI (EGb3 56 mg/Kg). E - Observar recuperacdo da microarquitetura 0ssea. F —
Observar trabéculas espessa. Coloracdo H.E. Aumento 42X, 428X, respectivamente. Seta
longa — Cartilagem articular; Seta curta — Inativagdo do disco epifisario.
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Figura 3: Deteccdo de Calcio nos fémures dos animais dos grupos experimentais. A - Grupo
controle (1). Evidenciar grande depdsito de célcio junto ao centro de ossificacdo. B — Grupo
Osteoporose (I1). Evidenciar fraca reacdo para célcio. C — Grupo Controle Positivo (111), D —
Grupo EGb1 14mg/Kg e E — Grupo EGb2 28mg/Kg. Notar moderada reacdo para o calcio. F
— Grupo EGb3 56mg/Kg (VI). Evidenciar grande depdsito de calcio junto ao centro de
ossificacdo. Coloracdo Von Kossa. Aumentos 107X. Setas — Marcacgdo positiva para calcio.
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Efeito da combinada do Extrato de Ginkgo biloba (EGb761) e exercicio de natacao sobre o
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Resumo

Na busca de tratamentos novos e alternativos para a osteoporose induzida por
glicocorticoides, este trabalho avaliou o efeito da associagdo combinada do extrato de Ginkgo
biloba (EGb 761) e um protocolo de treinamento de natacdo sobre ratas induzida a esta
patologia pela administracdo da dexametasona (i.m., na dose de 7mg/kg de peso corporal por
cinco semanas), através da andlise histopatoldgica, histoquimica, bioguimica e pela
tomografia computadorizada quantitativa. Foram utilizados 30 ratas divididas em seis grupos:
Grupo | - Controle; Grupo Il — Osteoporose; Grupo Il — Alendronato de sédio 0,2mg/Kg/dia
(Controle positivo); Grupo IV — 14mg/Kg/dia EGbl + Natacdo; Grupo V —28mg/Kg/dia
EGDb2 + Natacdo; Grupo VI — 56mg/Kg/dia EGb3 + Natacdo. As avaliacdes foram realizadas
no 1°, 25° e 50° dias de tratamento. O estabelecimento da osteoporose foi detectada pela
tomografia computadorizada e confirmada pelas analises histopatoldgica, histoquimica e
bioguimica no 1° dia de tratamento. Os resultados demostram que os animais tratados com o
extrato de G. biloba associado a préatica de natacdo, apresentaram uma crescente recuperacao
da conectividade trabecular, aumento dos niveis seéricos de calcio, fosfatase alcalina e da
densidade mineral ¢ssea a partir do 25° dia de tratamento. Os niveis séricos de hidroxiprolina
analisado no final do experimento mostraram elevados apenas nos animais induzidos a
osteoporose e sem tratamento. No 50° dia evidenciou-se hipercalcemia apenas nos animais
tratados com o extrato na maior dosagem associado ao protocolo de natacdo. Assim, conclui-
se que a combinacdo do extrato de G. biloba associada ao protocolo de natacédo € viavel, pois
na menor dosagem (14mg/Kg) ja apresentou resultados similares aos animais do grupo

controle e tratado com alendronato de sédio a partir do 25 dia de avaliacéo.

Palavras-chave: Osteoporose, glicocorticoide, natacdo, Ginkgo biloba (EGb 761),

densitometria 6ssea, bioquimica, histopatologia.

66



1. Introducéo

A osteoporose é definida como uma doenca esquelética sistémica caracterizada por
massa 6ssea reduzida e deterioracdo microarquitetural do tecido 0sseo, com consequente
aumento da fragilidade Gssea e susceptibilidade a fraturas (Pinto et al., 2006).

Ja foram desenvolvidos varios tratamentos para osteoporose objetivando a prevencdo da
perda Ossea, entre eles encontram-se a reposicdo de estrogénos, o uso de compostos anti-
reabsortivos (bifosfatos), pratica regular de atividade fisica e uso de fitofarmacos (Neto et al.,
2002; Geraldes, 2003; Zetha et al., 2010).

O extrato de Ginkgo biloba L., uma das mais antigas arvores da terra, com 200 milhGes
de anos, sendo o unico sobrevivente da familia Ginkgoacease, classe ginkgoatae, tem sido
muito utilizada na prevencdo do envelhecimento, na preservacdo da memaria, na prevengédo
de doencas cardiovascular, na doenga de Alzheimer, na deméncia relacionada coma idade,
processos inflamatorios e também foi testado na sindrome de Down com bons resultados
(Harley et al., 2003; Donfracesco et al., 2004; Han, 2005; Dekosky et al., 2006; Zhou et al.,
2006). Segundo Oh e Chung, (2004) o extrato de G. biloba apresenta efeito sobre os
receptores de estrogénio do subtipo a e B, sugerindo que o extrato possa ser de fundamental
importancia no tratamento de varias doengas, incluindo a osteoporose.

A influéncia da atividade fisica sobre o tecido 6sseo tem sido amplamente discutida pela
literatura. Diversas linhas de pesquisas, incluindo trabalhos sobre as consequéncias da
imobilizacdo e a relacdo entre exercicio fisico e massa 6ssea, defendem o papel benéfico da
atividade fisica na génese e na mineralizacdo dos ossos (Hart et al., 2001). A atividade fisica
tem sido defendida como possivel meio de promover aumento e manutencdo da densidade

mineral 6ssea (DMOQO), constituido um tratamento eficiente para administrar a perda de 0ssos
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em pacientes osteoporoticos. Entretanto, varios pontos relacionados a intensidade, frequéncia
ideal para o exercicio ainda néo estdo totalmente esclarecidos.

Diante deste contexto e na busca de tratamentos novos e alternativos para a osteoporose
induzida, este trabalho objetiva avaliar o efeito da associagdo combinada do extrato de G.
biloba (EGb 761) e um protocolo de treinamento de natacdo sobre fémures de ratas, atraves
da andlise histopatoldgica, histoquimica, bioquimica e pela tomografia computadorizada

quantitativa.

2. Material e métodos

2.1 Instalacéo do bioensaio

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Histologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE, para isso utilizaram-se 30 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus)
adultas, com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 200g = 30g, da linhagem
Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os animais foram confinados em gaiolas e
mantidos com alimentacdo e 4gua ad libitum, em temperatura ambiente de aproximadamente
22°C £ 2°C com iluminacdo artificial produzida por lampadas fluorescentes (marca Phillips,
modelo luz do dia, 40 W), que estabeleceu o foto periodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
considerando o periodo de luz das 6:00 as 18:00 horas. O protocolo experimental foi
aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal sob a licenca 044/2012 — CEUA,

UFRPE.
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Ap6s um periodo de adaptacdo, foram coletados esfregacos vaginais para a
determinagéo do ciclo estral. Os animais que apresentarem trés ciclos estrais regulares foram
divididos, ao acaso, em seis grupos constituidos por cinco animais, a saber:

Grupo I- ratas sem tratamento e submetidas a um protocolo de treinamento de natacéo

(CONTROLE);

Grupo |1 - ratas submetidas a inducao de osteoporose (OSTEOPOROSE);

Grupo 11 - ratas submetidas a inducgdo de osteoporose e tratadas com alendronato de sodio —
farmaco de referéncia no mercado - 0,2mg/Kg/dia por via intragastrica
(CONTROLE POSITIVO);

Grupo IV -ratas submetidas a inducdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba
14mg/Kg/dia por via intragastrica associados a um protocolo de treinamento de
natacdo (EGb1+NAT);

Grupo V-ratas submetidas a inducdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba
28mg/Kg/dia por via intragastrica associados a um protocolo de treinamento de
natacdo (EGb2+NAT);

Grupo Vl-ratas submetidas a inducdo de osteoporose e tratadas com extrato de G. biloba
56mg/Kg/dia por via intragastrica associados a um protocolo de treinamento de

natacdo (EGb3+NAT).

2.2 Inducéo da osteoporose

A osteoporose foi induzida em todos os animais dos grupos experimentais, exceto os do
grupo controle, através da injecdo do glicocorticoide dexametasona (Decadron® - 4mg/mL)
por via intramuscular, na dose de 7mg/kg de peso corporal, uma vez por semana, durante

cinco semanas (Pinto et al., 2006).
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2.3 Administragdo do alendronato de sodio

Os animais do grupo Il foram submetidos ao tratamento de alendronato de so6dio na

dosagem de 0,2mg/Kg/dia por via intragastrica, durante 50 dias (Pinto et al., 2006).

2.4 Administracdo do extrato de Ginkgo biloba

O EGb (761), ginkomed (Grupo CIMED®) foi administrado, aps a confirmagdo da
osteoporose, diariamente por via intragastrica durante 50 dias. A escolha da dose de EGb foi
baseada em estudo anterior (Pinto et al., 2006), que sugeriu um efeito estrogénico do EGb na
dose de 14mg/kg/dia em ratas prenhes. Além dessa dosagem foram testadas as dosagens de 28

e 56mg/kg/dia.

2.5 Protocolo de natacao

O protocolo de treinamento consistiu na pratica de natacdo, realizada em um tanque
(diametro de 80cm e profundidade de 1m) (Figura 1), cinco vezes por semana, ao decorrer de
nove semanas. A primeira semana foi de adaptacdo ao meio liquido por 20 minutos, durante
cinco dias, nadando sem sobrecarga; ap0s esse periodo de adaptacdo 0s animais passaram a
utilizar uma sobrecarga equivalente a 5% de seus respectivos pesos corporais, acopladas com
elastico ao seu tronco. A cada semana o tempo de treinamento foi aumentado em cinco
minutos por semana, terminando na Ultima semana com o tempo de 60 minutos. A

temperatura da agua foi mantida entre 31°C + 2°C, considerada tecnicamente neutra em
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relacdo & temperatura corporal do animal, segundo metodologia adaptada de (Boaro e

Anaruma, 2009).

2.6 Coleta de sangue

Em cada grupo foram realizadas trés coletas no 1°, 25° e 50° dia de tratamento. De cada
coleta ap6s contencdo mecénica, foi retirado 1mL de sangue de cada animal por meio da
puncdo na veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O sangue obtido foi acondicionado
em microtubos com anticoagulante (heparina sodica - 20uL), homogeneizado com delicadeza
e mantido a temperatura ambiente. Para subsequente obtencdo do plasma as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a uma temperatura de -4°C com a velocidade de 3.000rpm durante
10 minutos. O plasma obtido foi acondicionado a temperatura de -20°C, para posterior

dosagem de célcio e fosfatase alcalina.

2.7 Dosagem de fosfatase alcalina e célcio

A dosagem da fosfatase alcalina total foi feita por sistema colorimétrico utilizando-se a
metodologia de Bessey et al, (1949). Para tal finalidade utilizou-se o kit Fosfatases da Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda®. O calcio foi determinado por sistema
colorimétrico através de um complexo corado com cresolftaleina em meio alcalino, para tal
foi utilizado o kit Calcio da Doles reagentes e equipamentos para Laboratérios Ltda.

Para a leitura das absorvancias das reagdes utilizou-se o Espectrofotdmetro SP 2000UV
Bel Photonics®, na faixa de 410nm e 570nm para fosfatase alcalina e calcio, respectivamente.

A calibracdo do espectrofotdmetro foi feita no intervalo entre cada grupo experimental.
Esta calibracdo baseou-se no zero de absorvancia (0% de absor¢do do feixe de luz) que € a

reacdo utilizada no preparo da amostra, mas sem a presenca do plasma (branco) e no zero de

71



tramitancia (100% de absorcdo do feixe de luz) que é a parede negra do aparelho. Foram

feitas trés reagcdes e um branco para cada amostra.

2.8 Dosagem hidroxiprolina

Ao final do tratamento (50° dia) amostras de fémur obtidas da regido da diafise, pesando
entre 100 e 200mg, foram usadas para determinagdo de hidroxiprolina como marcador de
reabsorcdo Ossea. As amostras foram colocadas em tubos de vidros com 5mL de &cido
cloridrico por 4h, apds esse periodo foram maceradas e colocadas em estufa por 18h a 110° C.
Posteriormente foram neutralizadas e analisadas segundo a metodologia de Bergman e Loxley
(1963), utilizando-se espectrofotdmetro (SP 2000UV Bel Photonics®), em densidade 6ptica de

558 nm, para a obtencdo dos valores da concentragdo molar de cada amostra (nMolar).

2.9 Tomografia computadorizada quantitativa- TC

Para analise e confirmacdo da osteoporose os animais foram submetidos a tomografia
computadorizada, durante o periodo de tratamento. Para tal, foram anestesiados com
hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina (20mg/kg), por via intramuscular.
Posicionados em decubito ventral, procedeu-se os exames em aparelho GE Hi-Speed FXI e
protocolo com 120KVp e auto-mA, na velocidade de 1 rotagdo/s. A aquisi¢do das imagens foi
obtida em cortes transversais de 1mm de espessura da regido do corpo vertebral da segunda
vértebra lombar em cada animal. Anteriormente ao exame o aparelho foi devidamente

calibrado para melhor padronizacéo dos resultados.

2.10 Coleta dos fémures para analise histopatologica e histoquimica
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Ao quinquagesimo dia, os animais de todos os grupos experimentais foram sacrificados;
para isso foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg) e xilazina
(20mg/kg), por via intramuscular. A seguir, foi realizada a dissecagéo e coleta do fémur de
cada animal que foram fixados em formol tamponado a 10%, durante 48 horas. Apds a
fixacdo o osso foi descalcificado em solugdo de EDTA a 10%, durante trés meses.
Posteriormente, o material foi processado de acordo comm as técnicas de rotina para
inclusdoem blocos de parafina, e corados pela hematoxilina - eosina (H. E.), Von Kossa
(deteccdo de Calcio) e analisados em microscépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e

fotografados em fotomicroscépio OLYMPUS BX-50.

2.11 Analise estatistica

Os dados da densitometria 0ssea, niveis de célcio, fosfatase alcalina e hidroxiprolina
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA- two way), para dois fatores (periodo e

tratamento), ea comparacéo das médias foram realizadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3. Resultados

O exame de tomografia computadorizada demostrou que ao 1° dia de avaliacdo houve
reducdo significativa da densidade mineral 0ssea nos animais dos grupos submetidos a
inducdo, da osteoporose. A partir do 25° dia verificou-se aumento dos niveis da DMO nos
animais dos grupos submetidos as dosagens do extrato associado a natacdo, igualando-se ao
grupo controle e ao grupo tratado com alendronato de sodio (Grupo Il1). (Tabela 1)

Na analise dos niveis séricos de calcio observou-se reducdo significativa nos animais

dos grupos induzidos a osteoporose no 1° dia de tratamento em relacdo aos animais do grupo
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controle. Contudo, ao 25° dia pode-se verificar uma melhora dos niveis deste ion nos animais
dos grupos 111, 1V, V e VI. Ao final do tratamento (50° dia) evidenciou-se uma hipercalcemia
apenas nos animais submetidos a maior dosagem do extrato (Tabela 2).

Analisando os niveis de fosfatase alcalina observou-se diminui¢do significativa nos
animais dos grupos induzidos a osteoporose em comparagdo ao grupo controle. No entanto,
nos animais dos grupos tratados com EGDb associado a natacdo e o grupo Il apresentaram
niveis significativamente elevados apartir do 25° dia, demostrando aumento da taxa de
formacdo Ossea nesses animais, superior ao grupo controle, fato este que foi mantido até o
50° dia (Tabela 3).

Na quantificagdo de hidroxidoprolina presente no fémur dos animais, verificou-se niveis
significativamente elevados nos animais do grupo induzido a osteoporose e ndo tratado (II)
quando comparados aos animais dos outros grupos experimentais, indicando aumento da
reabsorcdo Ossea pela ostedlise ostedcitica. Os demais animais dos grupos ndo diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 4).

Na andlise histologica dos fémures dos animais de todos 0s grupos experimentais
observou-se desorganizacdo e inativacdo do disco epifisario (Figs. 2A, C e E e 3A, C e E).
Nos animais do grupo controle (1) as caracteristicas histologicas Osseas apresentaram-se
normais (Figura 2A) principalmente referentes a conformacéo do 0sso esponjoso, o qual ndo
mostrou perda de conectividade trabecular, presenca de ostedcitos e osteoblastos em sua
maioria ativos (Figura 2B). No fémur dos animais que foram induzidos a osteoporose e nao
tratado, constatou-se perda da microarquitetura 6ssea (Figura 2C), notada pela diminuicdo da
conectividade entre as trabéculas tanto na epifise quanto na diafise. As trabéculas
apresentaram mais delgadas e espacadas em relacdo aos fémures dos animais do grupo | e
com osteoblastos, em sua maioria, inativos e ostedcitos com ndcleos compactos e

intensamente corados nas trabéculas metafisarias (Figura 2D). Nos fémures dos animais do
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grupo Il (Controle Positivo), constatou-se areas de reparacdo 6ssea pela ostedlise ostedcitica
em todo o tecido d6sseo (Figura 2F). As trabéculas apresentaram-se delgadas e com melhor
conectividade quando comparadas aos fémures dos animais do grupo Il (Figuras 2E e F).

No fémur dos animais que receberam as dosagens de EGb 761 e realizaram o protocolo
de natacdo, notou-se uma recuperagédo crescente da conectividade trabecular (Figuras 3A, C e
E). Com trabéculas mais espessas, osteoblastos ativos e ostedcitos presentes (Figuras 3B, D e
F).O grupo que recebeua maior dosagem de EGb 761 (56 mg/dL) expressaram as trabéculas
mais espessa assemelhando-se ao grupo controle (Figura 3E), aspecto este observado na
tomografia computadorizada. Verificou-se areas de alteracdo de matriz 6ssea em todo o
tecido, sendo mais frequente nos fémures dos animais do grupo Il (Figura 2D, F, 3B, D e F).

Na analise histoquimica observou-se marcacao célcio positiva em todos os fémures dos
animais dos grupos experimentais, proximos ao disco epifisario (4A-F), entretanto os fémures
dos animais do grupo Il houve fraca marcacdo para calcio (Figura 4B). Os fémures dos
animais dos grupos | e VI demostraram marcacdo mais expressiva para este este ion,

corroborando com as analises bioquimicas (Figura 4 A, F).

4. Discussao

No presente estudo pbde-se verificar que os animais submetidos a inducdo da
osteoporose apresentaram alteracdes histopatoldgicas compativeis com a patologia ja relatada
pela literatura (Lucinda et al, 2010). Sabe-se que os glicocorticoides, quando em excesso,
suprimem a atividade da formacdo Ossea dos osteoblastos, com afilamento das trabéculas
Osseas, resultando na diminuicdo do volume ésseo (Souza, 2010). Isso foi comprovado no
presente estudo através da densidade mineral 6ssea, pela TCQ, a qual demostrou diminuicéo

significativa nos niveis de DMO nos animais dos grupos induzidos a osteoporose no 1° dia de
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tratamento. Além disso, houve diminuigdo significativa na taxa da fosfatase alcalina, e niveis
elevados de hidroxiprolina apenas nos animais induzido a osteoporose e sem tratamento.
Amadei et al, (2006) descreveram que o mecanismo de remodelacdo Ossea pode ser
desequilibrado por fatores como deficiéncia de estrégenos ou tratamento com glicocorticoides
levando consequentemente a reducdo da formacdo dssea e /ou aumento de reabsorcao.

Nos animais tratados com o extrato de G. biloba associada a préatica de natacgdo,
observou-se crescente recuperagdo da conectividade trabecular, demostrando que a associacao
é eficaz no tratamento da osteoporose induzida. Programas de exercicios fisicos tem sido
amplamente empregados como parte do tratamento e da prevencdo da osteoporose
(Bayramoglu et al, 2005). A atividade fisica induz um aumento da carga mecéanica que age
sobre o tecido 0sseo devido a forcas externas e contragdes musculares. O aumento da carga
mecanica gera uma forca de tensdo, que impede o remodelamento dos 0ssos e
conserva/aumenta a massa 0ssea (Barengolts et al, 1994; Peng et al, 1994; Turner e Robling,
2005). Segundo, Turner e Robling (2005) as cargas mecanicas em 0ssos criam um gradiente
dentro da rede lacunar-canalicular preenchida pelos fuidos 6sseos que promovem uma cascata
de eventos celulares, incluindo a elevacdo dos niveis de célcio intracelulares, expressao de
fatores de crescimentos e aumento da producéo de matriz 6ssea. Nossos resultados estdo de
acordo com esses achados, pois verificou-se aumento significativos dos niveis de DMO nos
animais tratados com o extrato e natacdo apartir do 25° dia de tratamento. Os niveis de célcio
também responderam bem ao protocolo, igualando-se ao grupo controle apartir do 25° dia e
mantendo esses niveis ao final do tratamento, exceto para os animais do grupo tratado com a
maior dose do extrato que apresentaram no 50° dia hipercalcemia. Quando observou-se as
taxas de formacdo Gssea e reabsorcdo éssea, verificou-se aumento da taxa de formacdo
(indicada pela fosfatase alcalina) em comparacdo as taxas de absorcdo dssea (hidroxiprolina),

corroborando para a homeostasia do tecido. Os efeitos observados com o tratamento com EGb
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761 podem ser devidos a multiplas atividades no tecido 0sseo, causadas por seu efeito
estrogénico (Oh e Chung, 2004), que inibe a reabsorcéo e promove a osteogénese (Trivedi et
al, 2008). Além disso, o kaempferol e a quercetina, constituintes do EGb 761, estimulam a
apoptose de osteoclastos maduros (Wattel, 2003) e aumentam a densidade mineral Gssea
trabecular (Trivedi et al, 2009).

As anélises dos niveis de célcio revelaram que os animais dos grupos Ill, 1V, V e VI
apresentaram melhor resposta a partir do 25° dia, igualando-se ao grupo controle. O grupo Il
mostrou niveis mais baixos deste ion. Esses resultados corroboram com analise histoquimica,
que demonstraram fraca marcacdo para célcio nos fémures dos animais do grupo Il e forte
marcacdo nos demais grupos experimentais. Sabe-se que o paratorménio (PTH) regula as
concentracbes sericas de calcio, causando um aumento do numero de osteoclastos e
reabsorcdo da matriz 0ssea, com liberacdo de fosfato de calcio e aumento da calcemia. As
concentragdes ndo aumentam no sangue pois o proprio PTH acelera a excrecdo renal de ions
fosfato. Ele atua sobre receptores localizados nos osteoblastos. Em resposta a este sinal essas
células deixam de sintetizar colageno e iniciam a secre¢cdo do fator estimulador de
osteoclastos (Bedani e Rossi, 2005). Desta forma, sugere que o extrato consiga ativar, via
receptor, esse horménio e contribuir para a regulacdo desse ion. Yamaguchi et al, (2007)
estudaram os efeitos de diversos flavonoides sobre a quantidade de calcio em cultura de
tecido do fémur de ratos Wistar e sobre o estimulo do paratormdnio sobre a osteoclastogénese
em cultura de células da medula éssea de camundongos. Dentre os varios flavonoides, a
quercetina, foi o Unico que demostrou aumento significativo do calcio na cultura de tecido da

diafise de ratos. O que poderia justificar os resultados encontrados no presente trabalho.

5. Concluséo

77



Conclui-se que o extrato de G. biloba associado a um protocolo de natagéo é viavel pela
retomada dos niveis de DMO, regulacdo a niveis normais de fosfatase alcalina,
hidroxiprolina, célcio e melhora das caracteristicas histopatoldgicas, reparando assim o

quadro de osteoporose induzida.
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Tabela 1. *Média + desvio padréo dos resultados da densitometria 6ssea em unidades Hounsfield

(HU) nos animais dos grupos experimentais.

Grupos Dias
Experimentais 1° 25° 502

I 513,00 + 10,69 aA 519,66 £ 8,73 aA 520,00 + 8,14 aA
I 458,66 + 4,72 aB 457,00 + 4,00 aB 461,00 + 2,00 aB
i 472,33 +£11,59bB 510,00 + 3,60 aA 515,66 + 4,00 aA
v 462,00+ 29,20 bB 494,00 + 4,58 aA 497,00 + 2,64 aA
\Y/ 456,00 £24,55bB 498,00 + 3,00 aA 494,66 + 8,50 aA
VI 457,00 £21,70bB 505,66 + 2,51 aA 499,33 + 8,62 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitisculas nas colunas e minGsculas nas linhas diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. 'Média + desvio padréo dos niveis séricos de Calcio (mg/dL) nos animais dos grupos

experimentais.

Grupos Dias
Experimentais 1° 25° 50°

| 10,89 £ 1,41 aA 10,55 + 0,63 aAB 10,57 £ 0,47 aBC
1 5,80 £ 0,40 aB 541 +0,33aC 525+0,74 aD
i 5,30 £ 0,66 bB 9,80 £ 0,63 aB 9,79 £0,62 aC
v 5,71+£0,31 bB 10,50 = 0,38 aAB 10,85 + 0,53 aAB
Vv 5,23 £0,53 bB 10,72 £ 0,47 aAB 10,78 £ 2,67 aBC
VI 5,34 +£0,71 bB 11,04 £ 0,63 aA 11,68 + 0,86 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitsculas nas colunas e mintsculas nas linhas diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).



Tabela 3. *Médias + desvio padrdo dos niveis séricos de Fosfatase Alcalina (U.I/L) nos animais

dos grupos experimentais.

Grupos Dias

Experimentais 1° 25° 502

I 23547 £8,45aA 210,98 + 17,98 aB 214,01 £ 11,06 aB
I 132,73 +27,83bB 153,21 + 36,36 abC 166,56 + 26,1 aC

1 139,63 +31,11bB 247,91 +1345aA 268,75+ 10,10 aA

v 137,07 £29,35bB 251,98 + 20,89 aA 257,33 + 26,33 aA
\ 131,34 +30,98 bB 248,01 + 14,51 aA 255,05 + 25,10 aA
VI 145,98 +29,25bB 248,14 +1299aA 256,50 + 28,35 aA

"Médias seguidas por letras distintas maitisculas nas colunas e minGsculas nas linhas diferem

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 4. *Média + desvio padrdo do nivel sérico de Hidroxiprolina (CJmol/g) nos animais dos

grupos experimentais ao final do tratamento.

Grupos | I i v \Y/ VI

50°dia 9,43+1,47 1292+ 964+114 972+0,97 946+121 10,12+0,44

ab 3,88 a ab ab ab ab

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 1. Tanque de natagdo utilizado no experimento.
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Figura 2. Fémures dos animais dos grupos I, Il e 1ll. A, B — Grupo Controle (I). A - Observar
arquitetura Ossea preservada (*). B — Observar presenca de osteoblatos (seta grossa) e
ostedcitos (circulo) ativos. Coloracdo H.E. Aumentos107X, 428X, respectivamente. C e D —
Grupo Il (Osteoporose). C - Observar perda de microarquitetura 0ssea (*). D — Notar
trabécula epifisarias delgada com superficiescom osteoblastos inativos(Seta grossa) e areas
com matriz alterada (ma). Coloracdo H.E. Aumentos107X, 428X, respectivamente. E e F —
Grupo 11l (Alendronato de Sédio). E - Observar conectividade desejavel entre as trabéculas
(*). F — Observar trabécula espessa com presenca de osteoblastos (seta grossa) e ostedcitos
(circulo) ativos.Aumentos107X, 428X, respectivamente. Seta longa — Cartilagem articular.
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Figura 3. Fémures dos animais dos grupos IV, V e VI. Ae B — Grupo IV (EGb 14 mg +
Natacdo). A - Observar recuperacdo da microarquitetura 6ssea. B — Observar osteoblastos
(seta grossa), ostedcitos (circulo) ativos e areas com matriz alterada (ma).Coloracdo H.E.
Aumentos42X, 428X, respectivamente. C e D- Grupo EGb 28 mg + natacdo (V). C -
Observar arquitetura dssea preservada. D — Observar trabécula espessa comosteoblastos (seta
grossa), ostedcitos (circulo) e aréas com matriz alterada (ma). Coloracdo H.E. Aumentos42X,
428X, respectivamente.E e F — Grupo VI (EGb 56 mg + natacdo). E - Observar recuperacao
da microarquitetura 0ssea. F — Observar trabéculas espessa. Coloragdo H.E. Aumentos42X,
428X, respectivamente. Seta longa — Cartilagem articular; Seta curta — Inativacdo do disco
epifisario.
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Figura 4. Deteccdo de Calcio nos fémures dos animais dos grupos experimentais. A - Grupo
controle (1). Evidenciar grande depdsito de célcio junto ao centro de ossificacdo. B — Grupo
Osteoporose (I1). Evidenciar fraca reacdo para célcio. C — Grupo Controle Positivo (111), D —
Grupo EGb 14mg + Natacdo. E — Grupo EGb 28mg + Natacdo. Notar intensa reacdo para o
calcio. F — Grupo EGb 56mg + Natacdo (VI). Evidenciar intenso depdsito de calcio junto ao
centro de ossificagdo. Coloracdo Von Kossa. Aumentos 107X. Setas — Marcacdo positiva
para célcio.
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