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Resumo:

A osteoporose é um importante problema de saude e as terapias atuais sdo insatisfatérias em seu
tratamento. A planta medicinal Equisetum giganteum parece ser uma o6tima opgao terapéutica, pois é utilizada
empiricamente no Brasil para tratamento da osteoporose e consolidacao de fraturas, porém, faltam estudos na
literatura que validem estas atividades. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com o
extrato hidroalcodlico de Equisetum giganteum (EHEg) sobre a dor e a consolidagdo de fratura femoral em
ratas osteoporéticas, utilizando um desenho experimental pré-clinico que investigou aspectos
comportamentais, morfolégicos e toxicolégicos. Nossos resultados destacam o EHEg como uma alternativa
terapéutica eficaz na regeneracgéo de fraturas em ossos osteoporéticos e, ineditamente, no tratamento da dor,
por diminuir significativamente a hiperalgesia mecanica dos animais, induzir rapida neoformacao 6ssea e nao
causar efeitos toxicos.
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Introducgéo:

A osteoporose € uma doenga caracterizada pela redugéo progressiva da massa 0ssea, causada pelo
desequilibrio na remodelagéo do teC|do 0sseo em favor da reabsorgéo, por aumento da atividade osteoclastica
em relagédo a atividade osteoblastica’, fato que acomete principalmente mulheres pés-menopausa, V|sto que
supressdo estrogénica na menopausa é a principal contribuinte para a patogénese da osteoporose®. Esta
condigdo leva a fragilidade esquelética, aumenta o risco de fraturas® e pode levar a dor crénica, limitagbes
fisicas e necessidade de cuidados a longo prazo Atualmente, sabe-se que as terapias utilizadas para o
tratamento de osteoporose podem causar efeltos adversos importantes, tais como osteonecrose e fraturas
atipicas relatadas pelo uso de bisfosfonatos®, amplamente utilizados no Sistema Unico de Satde (SUS). Dessa
forma, é extremamente necessario para a melhona da qualidade de vida da populagdo acometida, a busca por
medicamentos eficazes e mais seguros. Em 2006, com a aprovagao da portaria 971 da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) do Ministério da Saude e posterior instituigdo da Resolugao-
RDC10/2010 no SUS, o uso de plantas medlcmals para tratamento de saude foi regulado por ser um recurso
eficaz, de baixo custo e aceito culturalmente®. Neste sentido, a planta medicinal Equisetum giganteum L. (Fig.

1) parece ser uma 6tima opgao terapéutica, pois € utilizada empiricamente ha muito tempo para o tratamento
de osteoporose e consolidagao de fraturas devido as suas agbes remineralizante e anti-inflamatéria.

Figura 1 — Equisetum giganteum L.
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Plantacdo de Equisetum giganteum no Horto Medicinal da Pastoral da Saude de Floriandpolis (27°33'20.05"S 48°29'47.95"W).
Aproximagao do caule da planta. Fonte: Catharina Nucci Martins.
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As plantas do género Equisetum s&o ricas em compostos soluveis de silicio, ja descritos na literatura
por serem benéficos no desenvolvimento 6sseo’®. Porém, apenas a agéo diurética de Equisetum giganteum
(Fig- 1) é reconhecida, e a literatura carece de estudos que comprovem também sua agéo antiosteoporética e
seu papel na dor causada por fraturas em ossos osteoporéticos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do tratamento com o extrato hidroalcodlico de Equisetum giganteum (EHEg) sobre a dor e a
consolidacao de fratura femoral em ratas osteoporéticas, por meio de avaliagao de dor e de locomogéao, analise
de microtomografia e histomorfometria 6ssea, verificagdo de marcadores bioquimicos de toxicidade e
histopatologia de érgéos vitais. Assim, este estudo podera contribuir para validar cientificamente o uso desta
espécie vegetal e agregar novas aplicagdes para o tratamento de osteoporose.

Metodologia:

Para este estudo, foram utilizadas 32 ratas Sprague-Dawley, com 8 semanas de idade, pesando
aproximadamente 200 g, apds a aprovacdo do protocolo no 4217-1, pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNICAMP. Os animais foram divididos homogeneamente em cinco grupos com 6-7
animais e a osteoporose foi induzida por ovariectomia bilateral (OVX) em todos os grupos (OVX, EHEg 1, 10
e 100 mg/kg), exceto no grupo Sham (falso-operado, sem retirada dos ovarios). Foi realizado o
acompanhamento diario do perfil das fases do ciclo estral das ratas, 15 dias antes e apés OVX, totalizando 30
dias de avaliagéo (Fig. 2), por meio de lavados vaginais para verificar o sucesso da cirurgia e a consequente
perda de ciclo estral. Os animais receberam tratamento intragastrico (i.g.) com o extrato hidrooalcodlico de
Equisetum giganteum (EHEQ), nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg, preparado de acordo com a metodologia da
Pastoral da Saude e trabalhos anteriores®'®. Os grupos controles (Sham e OVX) receberam apenas pré-
tratamento i.g. com a solugéo veiculo (salina + 5% de Tween 80). Todas as avaliagbes foram realizadas 1
hora apos os tratamentos. Os tratamentos tiveram duragdo total de 93 dias consecutivos, 1 vez por dia,
iniciando no 15° dia apos cirurgia de ovariectomia (OVX), sendo que 3 animais por grupo tiveram o tratamento
prolongado por 105 dias para acompanhamento da regeneragdo Ossea total in vivo utilizando o
Microtomoégrafo Skyscan 1178 (Bruker), em trés momentos: 24h, 15 e 30 dias apos osteotomia (OST). A
segunda cirurgia, de OST, foi realizada para induzir um defeito 6sseo (2,3 mm de didmetro) que mimetiza
uma fratura femoral simples na clinica e, assim, acompanhar a regeneragdo em osso osteoporético. Foi
realizado o teste de von Frey eletrbnico para avaliagdo da hiperalgesia mecanica (dor) dos animais, e os
testes de Open-field e Rotarod para verificagcdo da atividade locomotora espontdnea e forgada,
respectivamente (Fig. 2).

Figura 2 — Cronograma das avaliagdes realizadas.
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Fases do Ciclo Estral Tratamento Cronico com EHEg a 1, 10 e 100 mg/kg (93 e 105 dias)

Foi realizado o acompanhamento do perfil das fases do ciclo estral por 30 dias consecutivos (15 dias antes e apés OVX). Dois
procedimentos cirdrgicos foram realizados: ovariectomia (OVX) bilateral (indugdo de osteoporose) e osteotomia (OST) femoral (indugéo de
fratura para avaliagdo da regeneracéo 6ssea) e testes comportamentais para observagéo do quadro funcional clinico dos animais, como o
teste de von Frey para verificagdo da hiperalgesia mecanica (dor) e testes de Open-field e Rotarod para verificagdo da atividade
espontanea e forcada dos animais. A microtomografia foi realizada 24h, 15 e 30 dias ap6és OST. Também foram realizadas observagéo
macroscopica de atrofia uterina, histomorfometria dos fémures e analises toxicologicas (histopatologia e bioquimica dos érgéos). Fonte:
Elaborado pela autora (2018).

A observacdo macroscopica de atrofia uterina foi realizada no dia da eutanasia dos animais (por
aprofundamento anestésico com xilazina e cetamina), para reforgar a eficacia do modelo de OVX. O sangue foi
recolhido para analises bioquimicas de marcadores de fungao hepatica, renal e cardiaca, tais como atividade
das enzimas transaminase glutdmica oxalacética (TGO), transaminase glutdmico piravica (TGP) e gama-
glutamil transferase (GGT) e as concentragdes séricas de creatinina e ureia e creatina quinase (CK) utilizando
kits comerciais especificos. Além disso, os fémures direitos foram dissecados, incluidos em Paraplast Plus®,
cortados em 5 ym de espessura (cortes transversais) e corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para analise
histomorfométrica da regido do defeito 6sseo. Da mesma maneira, foi realizada a analise histopatologica de
alguns 6rgdos vitais tais como coracgao, pulmdes, figado, bago e rins. 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:

As observagbes basais dos lavados vaginais mostraram a presenca de ciclo estral normal antes da
realizacdo da OVX, sendo possivel determinar as fases metaestro, diestro, proestro e estro deste ciclo a partir
da proporgéao dos tipos celulares encontrados (leucdécitos, células epiteliais arredondadas e nucleadas e células
cornificadas irregulares), corroborando com outros trabalhos da literatura''. Em 15 dias apos a OVX foi possivel
observar a auséncia de ciclo de estral. A observagao macroscopica de atrofia uterina, 93 dias pds-OVX,
demonstrou uma importante diminuicdo na espessura dos cornos uterinos dos animais do grupo OVX em
relacdo ao grupo Sham. Estes dados sugerem que a cirurgia de ovariectomia foi eficaz na eliminagdo de
esteroides ovarianos endogenos e ressaltam os achados da literatura?, mostrando uma importante relacdo do
estrogeno com a morfologia do utero, em que realizagao da ovariectomia gera uma consequente deplecéo do
estrogeno induzindo autofagia no epitélio uterino, o que resulta em atrofia uterina acentuada ja em 4 semanas
apos OVX.

O teste de von Frey demonstrou ineditamente que o extrato é capaz de inibir significativamente a
hiperalgesia mecanica, apresentando poténcia de inibicdo da resposta nociceptiva de 95 + 5%, 100% e 100%,
1 hora apds tratamento com o EHEg nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg, respectivamente. Este efeito foi mantido
por 6 horas apés o tratamento com a dose de 1 mg/kg e por até 7 horas apés tratamento com as doses de 10 e
100 mg/kg. Além disso, nos primeiros 10 dias de avaliagdo, a média de inibicdo da hiperalgesia mecénica foi de
88 1+ 4%, 100% e 100% para as doses de 1, 10 e 100 mg/kg, respectivamente. A pausa no tratamento no 11° e
12° dias de avaliagdo de von Frey revelou que o tratamento crénico com EHEg (1-100 mg/kg, i.g.) ndo
apresenta efeitos colaterais como tolerancia e/ou efeito cumulativo, pois no 13° dia, a média de inibicdo da
hiperalgesia mecanica foi de 80 + 6%, 100% e 100% para as doses de 1, 10 e 100 mg/kg, respectivamente,
mostrando que o EHEg tem uma eficaz e constante capacidade de inibicdo da hiperalgesia mecanica. Os
resultados do teste de locomogéo esponténea (Open-field Test) mostraram que o tratamento crénico com o
EHEg (1-100 mg/kg, i.g.) ndo interfere na deambulagédo esponténea dos animais, quando comparado com o
grupo controle-OVX. O teste de locomogao forgada em cilindro giratério (Rotarod Test) destaca o resultado
obtido com a dose de 10 mg/kg, que recuperou em 83 + 28% a coordenagao motora e o equilibrio dos animais.
Assim, podemos sugerir que o tratamento crénico com o EHEg (1-100 mg/kg, i.g.) ndo apresenta efeito
colateral aparente sobre a locomocdo dos animais. A microtomografia in vivo mostrou que a dose de 1 mg/kg
do EHEg foi capaz de regenerar 100% do defeito ésseo femoral, 30 dias apdés OST. Além disso, a
histomorfometria realizada 15 dias apds a OST revelou que o tratamento crénico com o EHEg (1-100 mg/kg) foi
capaz de diminuir a extensao do defeito 6sseo em 92 + 4%, 64 + 8% e 72 + 5%, para as doses de 1 mg/kg, 10
mg/kg e 100 mg/kg, respectivamente.

A analise histopatolégica evidenciou que o tratamento crénico com o EHEg nas doses de 1, 10 e 100
mg/kg néo altera morfologicamente a organizacdo estrutural dos tecidos avaliados. Ndo houve ocorréncia de
massa tumoral, focos inflamatérios ou fibrose, sugerindo que o EHEg ndo apresenta efeitos toxicos aparentes
no coracgéao, pulmao, figado, baco e rins. A investigacdo bioquimica toxicolégica demonstrou que o tratamento
cronico com EHEg (1-100 mg/kg) também nao altera a atividade das enzimas TGO, TGP e GGT, bem como
concentragdes séricas de ureia e creatinina e CK em relagdo aos grupos controle doente (OVX) e controle
saudavel (Sham), sugerindo que a planta medicinal Equisetum giganteum n&o apresenta efeitos téxicos.

Conclusoées:

Os resultados desse estudo destacam o modelo cirurgico de ovariectomia bilateral como satisfatério na
eliminacdo de esteroides ovarianos endégenos, por causar auséncia de ciclo estral 15 dias ap6s-OVX e atrofia
uterina, sendo eficaz, portanto, na indugédo de osteoporose pdés-menopausa. Ressaltam ainda, ineditamente, a
planta medicinal Equisetum giganteum como uma opgéao terapéutica Util para a regeneragéo de fraturas em
0ssos osteoporéticos, por ser capaz de induzir rapida e significativa neoformacao 6ssea na regidao do defeito
femoral. Destacamos também o inédito efeito analgésico observado pela diminuicdo significativa da
hiperalgesia mecanica em ratas ovariectomizadas por até 15 dias apds a realizacdo de osteotomia femoral.
Além disso, o tratamento crénico com o EHEg n&o altera a atividade locomotora dos animais, ndo causa efeitos
téxicos na morfologia dos 6rgaos vitais € em marcadores bioquimicos de fungdo hepatica, renal e cardiaca.
Desta forma, este estudo contribuiu enormemente para a elucidagao cientifica do uso popular de Equisetum
giganteum e de sua agao antiosteoporoética, podendo suportar a insercao desta espécie vegetal na lista de
plantas medicinais da Resolu¢gdo—RDC10/2010, da portaria 971 da PNPIC do MS, para a consolidagao 6ssea
e/ou dor em quadros de osteoporose no SUS.
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