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Etnofarmacologia
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Resumo:

A planta medicinal Pterodon pubescens tem sido utilizada empiricamente ha muito tempo para
tratamento da osteoporose, porém, a literatura carece de estudos cientificos que comprovem esta atividade. O
presente estudo pretende contribuir para o esclarecimento do potencial terapéutico da planta medicinal
Pterodon pubescens no reparo 6sseo em quadros de osteoporose por meio de um desenho experimental pré-
clinico que investiga aspectos comportamentais, morfolégicos e toxicolégicos. Nossos resultados demonstram
que o extrato etandlico de Pterodon pubescens (EEPp) foi capaz de promover o reparo de um defeito femoral
em osso osteoporotico, além de inibir a hiperalgesia mecanica (dor) sem causar efeitos colaterais de sedagao e
disfungdo motora. Porém, as analises toxicoldgicas revelaram um potencial efeito hepatotéxico na dose de 100
mg/kg do EEPp, que deve ser evitada. Assim, destacamos que o EEPp (1-10 mg/kg) pode ser uma alternativa
terapéutica util no tratamento da osteoporose.
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Introducgéo:

Osso, um tecido conjuntivo especializado, é continuamente remodelado/renovado de acordo com os
eventos fisiolégicos. O osso mineralizado velho é removido pelos osteoclastos e substituido por uma
quantidade equivalente de nova matriz dssea pelos osteoblastos, a qual é entdo submetida a mineralizagao.
Quando ha um desequilibrio continuo na remodelagdo 6ssea em favor da reabsorgdo, ocorre uma perda
cumulativa de massa déssea e enfraquecimento do esqueleto, o que pode levar a uma grande variedade de
doencgas que se relacionam a perda da massa 0ssea (RECKER et al., 2004). Neste contexto, a osteoporose
ganha papel de destaque, pois € uma doenga marcada pela perda progressiva da massa 0ssea e consequente
fragilidade dos ossos, o que pode levar a fraturas graves e de dificil tratamento, sendo a causa mais comum de
dores intensas prolongadas e incapacidade fisica que atinge milhares de pessoas em todo o mundo (OMS,
2003). O envelhecimento da populagdo esta aumentando a prevaléncia da osteoporose, principalmente em
mulheres pds-menopausa, sendo comumente associada a um enorme fardo psicolégico, social e econdmico
(REGINSTER; BURLET, 2006).

O tratamento da osteoporose é um importante desafio enfrentado pela medicina moderna. Os farmacos
atualmente utilizados para o tratamento da osteoporose, ou possuem eficacia insatisfatoria ou tém potencial
para causar efeitos secundarios graves no manejo clinico da osteoporose pés-menopausa (LUFKIN et al.,
2004; MILLER, P. D.; DERMAN, 2010). Com isso, a busca por medicamentos mais eficazes e seguros, bem
como novas abordagens para o tratamento da osteoporose, sdo urgentemente necessarios.

A planta medicinal Pterodon pubescens (Fig.1), uma espécie arbdérea nativa do cerrado brasileiro,
conhecida popularmente por sucupira ou faveiro, parece ser uma 6tima opgao terapéutica, pois vem sendo
utilizada empiricamente ha muito tempo para o tratamento de doengas musculoesquléticas, incluindo
osteoporose. Porém, a literatura carece de estudos cientificos que comprovem esta atividade. Assim, este
estudo propde-se a analisar o potencial dessa espécie vegetal na reparacdo d6ssea do fémur de ratas
osteopordticas por meio de um desenho experimental pré-clinico que investigara aspectos comportamentais,
morfolégicos e toxicoldgicos.
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Figura 1 — Pterodon pubescens Benth.
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(B) Foto obtida na época de floragao. (C) Fruto de Pterodon pubescens. Fonte: Adaptado de (NUCCI, 2014).

Metodologia:

O estudo foi realizado com 32 ratas Sprague-Dawley com 8 semanas de idade e aproximadamente 200
g. Todos os experimentos foram conduzidos somente apds aprovagéo do protocolo n° 4358-1, pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP. Os animais foram homogeneamente divididos em cinco
grupos de 6-8 animais e a osteoporose foi induzida por ovariectomia bilateral (OVX) em todos os grupos (OVX,
EEPp 1, 10 e 100 mg/kg), exceto nos animais do grupo Sham (falso-operado / sem retirada dos ovarios). O
extrato etandlico de Pterodon pubescens (EEPp) foi preparado como descrito em trabalhos anteriores (NUCCI
et al., 2012; NUCCI-MARTINS et al., 2015) e os animais foram tratados diariamente, por via intragastrica (i.g.),
com EEPp (1-100 mg/kg), por 93 dias consecutivos a partir do 15° dia apos OVX, sendo que 3 animais por
grupo tiveram o tratamento prolongado por 115 dias para acompanhamento do reparo Gsseo por
microtomografia in vivo. Os animais dos grupos OVX e Sham foram tratados com veiculo (salina + 5% Tween
80) nos mesmos periodos. Para permitir o estudo do reparo 6sseo em osso osteoporético, foi realizada uma
segunda cirurgia, uma osteotomia (OST) de 2,3 mm de didmetro no fémur direito das ratas osteopordticas. As
analises de microtomografia foram realizadas com dois aparelhos diferentes: Skyscan 1178 (Bruker), para
acompanhamento in vivo do reparo dsseo por até 40 dias p6s-OST; Skyscan de alta resolugdo 1272 (Bruker),
para uma analise preliminar ex vivo dos fémures dos animais controle doentes (OVX) em relagdo ao grupo
controle saudavel (Sham) para comparagdo da perda de massa 6ssea. Além disso, a dor dos animais foi
avaliada antes e depois da osteotomia pelo teste de von Frey eletrénico, e as atividades locomotoras
esponténea e forcada foram avaliadas pelos testes Open-field e Rotarod, respectivamente (Fig. 2).

Figura 2 — Cronograma das avaliagdes
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Periodos de Tratamento Croénico com EEPp (93 e 115 dias)

Foram realizadas duas cirurgias: ovariectomia (OVX) bilateral (indugdo da osteoporose) e osteotomia (OST) femoral (inducédo de fratura
para avaliagdo do reparo 6sseo) e testes comportamentais para observagao do quadro funcional clinico dos animais, tais como o teste de
von Frey para verificagdo da hiperalgesia mecanica (dor) e testes de Open-field e Rotarod para verificagdo da atividade locomotora
espontédnea e forgada nos animais. A microtomografia foi realizada antes, durante e apdés a OST. Também foram realizadas
histomorfometria dos fémures e analises toxicoldgicas (peso relativo, cor, textura, bioquimica e histopatologia dos 6érgédos). Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

Apds a eutanasia dos animais, realizada por aprofundamento anestésico (xilazina e cetamina), os
fémures foram devidamente dissecados para realizagao de histomorfometria do defeito ésseo usando
coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE). Para analise toxicoldgica, foram realizadas histopatologia de alguns
orgéos vitais (coragéo, pulmdes, figado, bago e rins), utilizando coloragdo de HE, e analise bioquimica com
alguns marcadores séricos de lesdo hepatica e renal, tais como atividade das enzimas transaminase glutadmica
oxalacética (TGO), transaminase glutdmico pirdvica (TGP) e gama glutamil transferase (GGT), e as
concentragdes séricas de creatinina e ureia através da utilizacdo de kits comerciais especificos. Ademais, foi
realizada uma avaliagdo macroscoépica de cor, textura e peso relativo (CRUZ et al., 2006). Para a extracdo do
peso relativo, foi calculado o arco-seno da raz&o peso corporal / peso 6rgao e extraida a média * erro padrédo
da média (E.P.M.) desses dados (KYSELOVA et al.,, 2003). Em todas as analises, os valores de P foram
considerados estatisticamente significantes apenas quando inferiores a 0,05 (P<0,05).
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Resultados e Discussao:

Nossos resultados demonstraram que o EEPp € capaz de inibir a hiperalgesia mecéanica, pelo teste de
von Frey, apresentando efeito antinociceptivo significativo, com poténcia de inibigdo da resposta nociceptiva de
98 + 9%, 81 £ 9% e 87 £ 4%, 1 hora apds tratamento com o EEPp nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg,
respectivamente. Este efeito durou até 4 horas apés tratamento em todas as doses do extrato (EEPp 1, 10 e
100 mg/kg, i.g.), apresentando inibigdo de 43 + 4%, 40 + 2% e 45 £ 4%, respectivamente. Além disso, nos
primeiros 9 dias de avaliagdo, a média de inibicdo da hiperalgesia mecéanica foi de 70 £ 5%, 72+ 7% e 73+ 7%
para as doses de 1, 10 e 100 mg/kg, respectivamente. Ademais, no 15° dia, o extrato foi capaz de bloquear
100% da resposta nociceptiva causada pela OST, mostrando que o EEPp tem um importante efeito
antinociceptivo sobre a hiperalgesia mecénica. Os resultados do teste de locomogao espontanea (Open-field
Test) mostraram que o tratamento cronico com o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) ndo interfere na atividade
locomotora dos animais, quando comparado com o controle OVX. Ja o teste de locomogao forgada em cilindro
giratério (Rotarod Test) mostrou recuperagéo significativa dos animais em todos os grupos tratados com o
EEPp (1-100 mg/kg, i.g.), chegando a valores préximos ou ainda maiores que 0s niveis basais. Assim,
podemos sugerir que o tratamento crénico com o EEPp (1-100 mg/kg, i.g.) ndo apresenta efeito colateral
aparente sobre a locomog¢do dos animais. A microtomografia in vivo mostrou que o EEPp foi capaz de
recuperar o defeito 6sseo produzido no fémur 40 dias apés OST em 70%, 40% e 30% para as doses de 1, 10 e
100 mg/kg do EEPp, respectivamente. Corroborando com a literatura (EL KHASSAWNA et al., 2013), nossos
dados da microtomografia ex vivo mostraram que os animais do grupo OVX (controle doente) tem uma perda
de 14% do volume total de osso em comparagdo com os animais do grupo Sham (controle saudavel). Além
disso, a histomorfometria revelou que o tratamento crénico com o EEPp (1-100 mg/kg) foi capaz de regenerar a
extenséo do defeito 6sseo em 89 + 3%, 79 + 6% e 74 + 10%, para as doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg,
respectivamente.

Um importante achado foi revelado nas analises toxicolégicas. A avaliagdo macroscoépica exibiu
alteragdes de cor, textura e aumento significativo do peso relativo do coragéo (6 + 1%), pulmdes (7 + 2%) e,
principalmente, do figado (21 + 1%) nos animais tratados com a dose de 100 mg/kg de EEPp. Este dado,
corroborou com a analise histopatolégica do figado, revelando uma hepatomegalia causada pelo tratamento
cronico com a dose de 100 mg/kg de EEPp. Além disso, a analise bioquimica de um importante marcador de
lesao hepatica, a atividade da enzima GGT, monstrou um aumento de 15,7 £ 1,8% nos animais tratados com a
dose de 100 mg/kg do EEPp. Assim, o conjunto de resultados das analises toxicolégicas sugerem que a dose
de 100 mg/kg de EEPp pode n&o ser segura para uso em tratamento cronico, devendo ser evitada.

Conclusées:

Os resultados deste estudo destacam a planta medicinal Pterodon pubescens como uma alternativa
terapéutica util para o reparo 6sseo em quadros de osteoporose por apresentar efeito benéfico sobre a dor
causada por microfraturas osteoporoéticas espontaneas observadas no efeito antinociceptivo do EEPp verificado
antes da OST e pela redugdo da dor apds fratura de osso osteoporotico observada por até 15 dias apoés
osteotomia. Além disso, o tratamento crénico com o EEPp nao altera a atividade locomotora dos animais e tem
um importante papel na regeneracdo de fraturas em osso osteoporotico. Porém, as analises toxicoldgicas
indicam que a dose de 100 mg/kg do EEPp, quando administrada cronicamente, pode ter um potencial
hepatotdxico, o que foi observado nas analises macroscopica, bioquimica e histopatolégica. Desta forma,
podemos sugerir que o EEPp (1 e 10mg/kg) apresenta boa eficacia e seguranga em tratamentos cronicos e que
a dose de 100mg/kg nédo é recomendada em tratamentos de longa duracédo, a fim de garantir a seguranca do
paciente.
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