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RESUMO

A corticoterapia vem sendo cada vez mais utilizada como alternativa
terapéutica no tratamento de diversas patologias, devido ao potente efeito anti-
inflamatério e imunossupressor dos corticoides. No entando, seu uso vem
divergindo opinides devido aos efeitos colaterais indesejaveis ao tratamento.
Assim, este trabalho avaliou os efeitos da administracdo de estrégeno
associado a corticoterapia analisando o tecido hepatico, renal e 6sseo, a fim de
identificar uma estratégia de tratamento com menor efeito colateral. Para isso,
foram utilizadas 35 ratas albinas, com 90 dias de idade, divididas nos seguintes
grupos: | — ratas que receberam placebo; Il - ratas submetidas a corticoterapia
por 45 dias; Il - ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias e tratadas
simultaneamente com Alendronato de Sodio 0,2 mg/Kg por via intragastrica; 1V
- ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias e tratadas simultaneamente com
estrogeno 50mg/Kg por via subcutanea; V - ratas submetidas a corticoterapia
por 45 dias adicionado estrégeno nos ultimos 15 dias. A corticoterapia foi
induzida por meio de injecdes de 2mg/mL de Decadron®, por via intramuscular.
Alteracbes histopatologicas s6 foram visualizadas no figado das ratas
submetidas a corticoterapia por 45 dias, caracterizadas pela presenca de
nédulos multifocais no parénquima hepatico, vacuolizacdo celular difusa e
congestdo de sinusoides. O rim mostrou-se sem altera¢des histopatolégicas,
porém apresentou diminuicdo da area glomerular, area da capsula de Bowman,
volume glomerular e volume da capsula de Bowman pela analise morfométrica.
No fémur houve perda da microarquitetura 0ssea, notada pela diminuigcdo da
conectividade entre as trabéculas. Na andlise histoquimica revelou marcagao

8



calcio positiva proximos ao disco epifisario em todos as ratas dos grupos
experimentais. Ao final do tratamento (45° dia) os parédmetros bioquimicos
avaliados permanecem aumentados apenas nas ratas do grupo Il com excecao
do HDL que permaneceu reduzido durante todo o periodo experimental. As
marcacoes para IL-6 e TNF- a foram mais intensas nas ratas do grupo Il no
figado e rins, ndo diferindo no fémur. O indice apoptdtico ndo apresentou
diferencas no figado e fémur das ratas dos grupos experimentais. No entanto, o
rim das ratas do grupo lll mostrou maior marcagédo para o teste de TUNEL.
Com isso conclui-se que o estrogeno atua ndo apenas de forma protetora
contra a acao da corticicoterapia, mas também revertendo os danos hepéticos,
renais e 0sseos apresentados pela andlise histopatoldgica, bioquimica e

imunohistoquimica.

Palavras-chaves: corticoterapia, estrégeno, figado, rim, fémur, bioquimica,

imunohistoquimica, morfometria, histopatologia, ratas.



ABSTRACT

Corticosteroids have been increasingly used as a therapeutic alternative without
treatment of several pathologies due to the potent anti-inflammatory and
iImmunosuppressive effects of corticosteroids. However, its use has diverged
opinions due to undesirable side effects to treatment. Thus, this study evaluated
the effects of estrogen administration associated with corticotherapy by
analyzing the hepatic, renal and bone tissue, in order to identify a treatment
strategy with less side effect. For this, there were 35 albino rats, with 90 days of
age, divided into the following groups: | - rats that received placebo; Il - rats
submitted to corticosteroid therapy for 45 days; Il - rats submitted to
corticotherapy for 45 days and treated simultaneously with 0.2 mg / kg Sodium
Alendronate intragastric; IV - rats submitted to corticotherapy for 45 days and
treated simultaneously with estrogen 50mg / kg subcutaneously; V - rats
submitted to corticotherapy for 45 days added estrogen in the last 15 days. A
corticosteroid to be induced by means of injections of 2mg / mL of Decadron®,
intramuscularly. Histopathological changes were only visualized without liver of
rats submitted to corticosteroid therapy for 45 days, characterized by the
presence of multifocal nodules without hepatic parenchyma, diffuse cellular
vacuolization and sinusoid congestion. The kidney was histopathologically
undetermined, but showed a decrease in the glomerular area, Bowman's
capsule area, glomerular volume, and Bowman's capsule volume by
morphometric analysis. In the lost femur of the microarquitetura bone, noticed
by the diminution of the connectivity between like trabéculas. In the
histochemical analysis revealed positive calcium marking near the epiphyseal
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disc in all as rats of the experimental groups. At the end of treatment (45th day)
the permanently upgraded biochemical parameters were continuously
increased only in the rats of group Il with the exception of HDL that remained
reduced throughout the experimental period. The marks for IL-6 and TNF-a
were more intense in the rats of group Il without liver and kidneys, not differing
without femur. The apoptotic index did not show the difference in the liver and
femur of the rats of the experimental groups. However, the rat kidney of group
[l showed higher marking for the TUNEL test. With this, it is concluded that
estrogen acts not only in a protective way against the action of corticosteroids,
but also reverses the hepatic, renal and bone damages transmitted by the

histopathological, biochemical and immunohistochemical analysis.

Key words: corticoterapia, estrogen, liver, kidney, femur, biochemistry,

imuhistochemistry, morphometry, histopathology, rats
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CAPITULO |
1. INTRODUCAO

A terapia com glicocorticoides (GC), denominada corticoterapia, vem
sendo cada vez mais utilizada em diversas especialidades médicas e fins
terapéutico devido ao seu potente efeito anti-inflamatério e imunomodulador. O
uso clinico desse farmaco € indicado em casos como deficiéncia da suprarrenal
(congénita ou adquirida), doencas reumaticas, renais, alérgicas, infecciosas,
oftalmoldgicas, dermatoldgicas, gastrointestinais, hepéaticas, leucemias e
linfomas, edema cerebral e trauma cervical (SEGURO; ROSARIO;
SHOENFELD, 2013).

O modo pelo qual o glicocorticoide atinge seu receptor parece ser devido
a difusdo passiva através da membrana celular, ndo necessitando de
transporte especifico. A ligacdo do GC a seu receptor no citoplasma da célula
resulta na ativacdo do complexo receptor-glicocorticoide mediante processo
gue envolve a dissociacdo das proteinas do choque térmico HSP 90 e HSP 70
(CHARMANDARI; KINO; CHROUSOS, 2004; SERRA; ROGANOVICH; RIZZO,
2012).

Apesar do uso bastante difundido no tratamento de varias doencas, €
recorrente a manifestacdo de efeitos colaterais mediante uso prolongado dos
corticoides, o que vem alertando sobre o0s riscos de seu uso indiscriminado. Por
possuirem acao sistémica, os GC apresentam efeitos colaterais em varios
orgdos. A literatura demonstra que esses efeitos sdo bastante frequentes e
variam desde sintomas leves e reversiveis com a parada do medicamento, até

manifestacdes irreversiveis e por vezes letais (SOUZA et al., 2010).

Existe uma extensa lista de efeitos indesejaveis durante a corticoterapia,
em geral associadas ao tempo de tratamento e uso de glicocorticoides de acao
prolongada, incluem: alteracéo da disposicao de gordura, disfuncéo hipofisaria,
alteracdo no eixo endocrino-metabdlico, modificagdo no sistema renal,
cardiovascular, hematopoiético e imunoldgico. Porém o principal efeito colateral
decorrente do uso sistémico de corticoides é sobre o tecido dsseo, podendo

ocasionar: osteoporose, fraturas 6sseas, fraqueza, miopatia, necrose asseptica
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de cabeca de fémur e umero em ratos (RHODUS et al., 2006; SCHIMMER,;
PARKER, 2007; LONGUI, 2007; PEREIRA, et al., 2007; VAN RAALTE;
DIAMANT, 2014).

Devido a estes efeitos colaterais, buscam-se alternativas terapéuticas
para minimizar tais danos decorrentes da corticoterapia, como: diminuicdo do
tempo de administracdo e associacdo com outras drogas, horménios ou
fitoterapicos. Dentre essas opc¢des, uma estratégia que tem se mostrado
eficiente € a reposicdo hormonal, principalmente pelo estrégeno, que se
destaca por atuar na remodelacdo 0ssea, contudo por mecanismos ainda ndo
totalmente elucidados. A presenca de receptores para estrégeno em células
0sseas, hepéticas e renais sugere efeito direto desse horménio sobre esses
orgdos (OH; KIM; CHUNG, 2008; KAMANGA-SOLLO, et al., 2017). Podendo
assim ser uma boa alternativa para minimizar os efeitos da terapia com
glicocorticoides.

Os estrogenos sao horménios que produzem numerosas acoes
fisiolégicas, incluindo efeitos no desenvolvimento, a¢des neuroenddcrinas
envolvidas no controle da ovulacéo, preparo ciclico do aparelho reprodutor para
fertilizacdo e implantacdo do Ovulo, além disso, atua no metabolismo de
minerais, carboidratos, proteinas e lipidios (COMPSTON, 2001).

Em relacdo as células 6sseas, o estrégeno aumenta a diferenciacao
dessas células e estimula a sintese e a mineralizacdo da matriz éssea,
regulando a expressao de genes que codificam o colageno tipo | e as proteinas
nao colagénicas como osteopontina, osteocalcina, osteonectina (CHENG;
WANG, LING, 2015). Demonstrando assim, ser uma boa alternativa para

minimizar os efeitos da corticoterapia sobre o tecido 0sseo.

Sabe-se que a maioria dos farmacos tem seus efeitos terapéuticos
explicados através da ligacdo a receptores especificos. A administracao
concomitante de farmacos e medicamentos fitoterapicos pode alterar os niveis
de resposta a esses receptores, provocando a ampliacdo ou reducao do efeito
farmacoldgico esperado, devido ao sinergismo ou antagonismo,
respectivamente (1ZZO; ERNST, 2001). Porém, ndo ha estudos quanto aos

efeitos da associacdo de estrogenos na corticoterapia sobre o tecido 0sseo,

24



65
66
67
68
69

renal e hepatico. Assim, a presente pesquisa visou avaliar os efeitos da

administracdo de estrogeno associado a corticoterapia sobre figado, rins e

tecido 6sseo em ratas, a fim de identificar uma estratégia de tratamento com

menor efeito colateral.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glicocorticoides

Os glicocorticoides (GC) pertencem a classe dos horménios esteroides,
com um nucleo basico derivado do colesterol-ciclopentano perhidrofenantreno.
O representante natural é o cortisol ou hidrocortisona, um composto com 21
atomos de carbono. E produzido pelo cortex da adrenal e é um marcador de
atividade secretora do eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal (HHA) (Figura 1). A
producéo de cortisol € controlada pelo hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH)
que é sintetizado na Adeno- Hipofise (LONGUI, 2007). O ACTH estimula a
sintese e secrecdo de hormdnios pelo cortex da adrenal. A liberacdo do ACTH
€ majoritariamente estimulada pelo horménio liberador de corticotrofina (CRH)
e a liberacdo do CRH segue um ritmo circadiano. O pico de secrecdo do
cortisol ocorre mais ou menos por volta do amanhecer, sendo mais baixo no
inicio da noite. A regulacdo desse ritmo depende de estimulos internos (por ex.
dos nucleos supraquiasmaticos) e também por estimulos ambientais como a
luz (SARAIVA; SOARES; GAVINA, 2005).

Em 1946, o cortisol foi sintetizado e, em 1948, utilizado pela primeira vez
por Hench em pacientes com artrite reumatoide. Logo a seguir, os efeitos
colaterais adversos foram reconhecidos, os quais adicionaram limites ao uso
terapéutico dos GC. Na década de 1950, as modificagBes na estrutura do
cortisol resultaram em novos farmacos, como a prednisona e a presnisolona.
Assim, as subsequentes modificacfes estruturais dos esteroides sintéticos
ampliaram a duracdo e a poténcia do efeito glicocorticoide, bem como
proporcionaram afinidades e tempo de ligacdo diferente aos receptores
(SANTIAGO; SILVA, 2015).
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Figura 1. Representacdo esquematica da regulacdo da secrecdo de cortisol,
com as algas de “feed-back” em nivel de hipofise e de hipotalamo (DAMIANI, et
al., 2001).

Os GCs sao indicados para diversas especialidades médicas, incluindo a
dermatologia, a endocrinologia, a oncologia e a oftalmologia (MOSCA, et al.,
2011). Atualmente sdo administrados no tratamento de diversas patologias e
para fins terapéuticos, podendo ser admistrado com trés duracdes de
tratamento: curto (< 10 dias), intermediario (10-30 dias) e prolongado (> 30
dias). Sua absorcdo ocorre na parte proximal do jejuno, alcancando o pico
plasmatico 30 a 90 minutos apoés a ingestdo (PEREIRA, et al., 2007; LONGUI,
2007). Sua metabolizagcdo € essencialmente hepética, a enzima 11-beta
hidroxidehidrogenase, que hidroxila o carbono 11 da molécula de cortisona e
prednisona, transformando-as na sua forma inativa para a forma ativa. A
cortisona 11-hidroxilada passa a ser hidrocortisona ou cortisol, e a 11-

hidroxilagao da prednisona resulta em prednisolone (PEREIRA, et al., 2007).

Existem varios GC vendidos no mercado para uso clinico. Cada um
apresenta as relagcbes de poténcia antiflamatéria, bem como a meia vida
biologica desses varios preparados. De acordo com a tabela 1, verifica-se que

0S compostos betametasona e dexametasona apresentam maiores periodos de
27
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meia vida, enquanto 0s compostos naturais cortisone e hidrocortisona

apresentam os menores periodos.

Desde a sua introducdo na pratica clinica, nos principios de 1950, os GC
tém representado importante e, muitas vezes, decisivo instrumento terapéutico
no manejo de varias patologias (CALDAS; SCHRANK, 2001). Eles sdo os mais
potentes agentes anti-inflamatérios conhecidos e cada um de nés tem na
memoria casos em que os efeitos verdadeiramente “milagrosos” dos

corticoides foram observados (DAMIANI et al., 2007).

Os GC tornaram-se agentes importantes no tratamento de numerosos
distarbios inflamatorios, alérgicos, hematolégicos e entre outros (KATZUNG,
2003; SHANTHINI KASTURI; SAMMARITANO, 2016). O emprego principal é
no alivio da dor e no combate as inflamacBes na artrite reumatoide
(SANTIAGO; SILVA, 2015). Essa aplicacdo terapéutica estimulou o
desenvolvimento de muitos esteroides sintéticos com atividade anti-inflamatoria
e imunossupressora (KATZUNG, 2003).

Atualmente esses farmacos tém sido amplamente prescritos no
tratamento de doencas de origem inflamatéria, sao indicados ainda para artrite
reumatoide, asma, lupus e polimialgia reumatica (THIELE et al., 2005; VAN
DER GOES; JACOBS; BIJLSMA, 2014; SANTIAGO; SILVA, 2015; BAZSO, et
al., 2015). Usados ainda no tratamento de doencas alérgicas e
imunomediadas, choque séptico e cardiogénico, traumatismos do sistema

nervoso central e da coluna vertebral (MOSCA et al., 2011).

A corticoterapia, ou seja, a administracdo prolongada de GC ¢é o
tratamento cada vez mais indicado devido ao seu poder antiflamatério e
imunomodulador. Estudos revelam que os GC reduzem a exposi¢cao antigénica
ao sistema imune, diminuem a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e a
eficiéncia da eliminacéo do agente agressor e células infectadas. Eles inibem a
transcricdo de varias citoquinas, que sao relevantes nas respostas
inflamatorias, e a indugcdo do gene codificador do COX-2 (Ciclo-Oxigenase 2)
em mondcitos, além de bloquearem a transcricdo de uma forma de fosfolipase
A2 induzida por citoquinas, reduzirem a ativacdo, a proliferacdo e a
sobrevivéncia de eosindfilos e linfocitos T e bloqueam a liberacdo de varias
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citoquinas. Esse processo leva a morte celular ou apoptose (DAMIANI et al.,
2001; LONGUI, 2007; PEREIRA 2007).

Equivaléncias antiinflamatérias (mecanismo classico, genémico)

Corticosterdide Meia vida bioclégica (h) Poténcia equivalente (mg)
Agao Curta

Cortisona 8-12 25
Hidrocortisona 8-12 20
Agao intermediaria

Prednisona 18-36 5
Prednisolona 18-36 5
Metilprednisolona 18-36 4
Triancinolona 18-36 4
Agao Longa

Dexametasona 36-54 0,75
Betametasona 36-75 0.6

Tabela 1. Quadro comparativo das varias preparacdes glicocorticoides, suas
meias-vidas biol6gicas, doses equivalentes em miligramas, levando-se em

conta o mecanismo classico (DAMIANI, et al., 2001).

O efeito imunossupressor é uma caracteristica dos GC e é a razdo do seu
uso em certas condicdes em que se deseja tal efeito. Os linfocitos T sdo mais
suscetiveis aos GC do que os linfécitos B. Diminuem o aporte de leucécitos aos
sitios inflamados, inibem a resposta proliferativa de mondcitos e sua
diferenciacdo a macréfagos, inibem a producdo de interleucinas inflamatorias,
guimoquinas, moléculas de adesdo e estimulam as interleucinas
antiinflamatadrias, como a IL-10 (SERRA; ROGANOVICH; RIZZO, 2012; SINHA
et al., 2015). Isto confere a este grupo de compostos sua propriedade

antiinflamatadria tdo potente.

2.1.1 Mecanismo de acao do farmaco glicocorticoide
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Os farmacos esteroides sao habitualmente sintetizados a partir de
substancias encontradas em plantas da familia Liliaceae e Dioscoreaceae
(KATZUNG et al., 2003) e imitam as acfes do cortisol enddégeno (FUCHS,
WANNMACHER, 1998). As modificagdes adicionais desses esteroides levaram
a comercializacdo de um grande numero de esteroides sintéticos com
diferentes poténcias, alguns atributos especiais e amplo uso terapéutico
(KATZUNG, 2003).

Os adrenocorticoides se ligam a receptores intracelulares citoplasmaticos
especificos nos tecidos-alvo. O complexo hormonio-receptor transloca-se para
0 nucleo, onde age como fator de transcricdo ativando ou desativando genes,
dependendo do tecido considerado. Esse mecanismo requer certo tempo para
produzir o efeito. Ha outros efeitos dos GC, tais como seu requisito para acdes
mediadas por catecolaminas como lipdlise ou dilatacdo da musculatura
brénquica e vascular, que sao imediatos. A base dessas a¢des é desconhecida
(HARVEY; CHAMPE, 1998).

O modo pelo qual o glicocorticoide atinge seu receptor parece ser devido
a difusdo passiva através da membrana celular lipidica, ndo necessitando de
transporte especifico. A ligacdo do glicocorticoide a seu receptor no citoplasma
da célula resulta na ativacdo do complexo receptor-glicocorticoide mediante
processo que envolve a dissociacdo das proteinas do choque térmico HSP 90
e HSP 70. Apés a translocacdo para o nucleo, o complexo receptor-
glicocorticoide atua na regulacdo de genes relacionados as citocinas e a
apoptose celular por dois mecanismos: 1) ligacéo a locais especificos no DNA
do nudcleo, chamados elementos reguladores dos glicocorticoides; e 2)
interacdo com outros fatores de transcricdo, como o fator kB, um importante
regulador dos genes das citocinas. Isso resulta na expressao alterada de genes
especificos e na transcricdo de mRNA especificos. As proteinas resultantes
induzem a resposta aos glicocorticoides, que pode ser inibidora ou
estimuladora, dependendo do gene especifico e do tecido afetado
(CHARMANDARI; KINO; CHROUSOS, 2004; SERRA; ROGANOVICH; RIZZO,
2012).
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Os efeitos negativos na expressao genética contribuem para os efeitos
anti-inflamatérios e imunossupressores dos glicocorticéides. Os receptores de
glicocorticoides sdo semelhantes em muitos tecidos, porém as proteinas
sintetizadas em resposta aos glicocorticoides variam amplamente e resultam
da expressdo de genes especificos em diferentes tipos celulares. Os
mecanismos subjacentes a essa regulacdo especifica permanecem
desconhecidos (LARCEN et al., 2003).

Embora os complexos glicocorticoides-receptores e sua regulagcéo
subsequente da expressdo génica sejam responsaveis pela maioria dos efeitos
dos glicocorticoides, parece existir também um mecanismo ndo gendémico
envolvendo respostas hormonais. Vérios efeitos foram relatados quase
imediatamente apds exposi¢cdo ao corticosteroide, mediados, acredita-se, por
receptores ainda nédo identificados, acoplados as membranas plasmaticas
(SERRA; ROGANOVICH; RIZZ0O, 2012).

A partir do momento que os glicocorticbides cruzam a membrana
citoplasmatica da ceélula-alvo, este se une ao GR e forma o complexo
horménio-receptor, modulando a transcricdo dos genes alvo dos
glicocorticéides de maneira positiva (transativacdo) ou negativa
(transrepressao), na dependéncia do contexto do promotor e da participacao de
proteinas coativadoras ou co-repressoras. A ativacdo da transcricdo génica é
regulada por um complexo de fatores reguladores da atividade da RNA
polimerase |l e co-fatores protéicos (fatores de transcricdo basal) e outros
fatores associados (fatores gerais de transcricdo) (DEJEAN; RICHARD, 2013).

A acédo dos fatores de transcricdo pode ser modulada independentemente
de ligacdo direta ao DNA, através de interacdo proteina-proteina com outros
fatores de transcricdo como a proteina de ativagcdo do complexo dos fatores de
transcricdo (APA-1) e o fator nuclear kapa B (NF-kB) nas regifes regulatérias
de diferentes genes. A ligacdo de monémeros ou dimeros de GR com AP-1 e
NF-kB inibem a ativagao transcricional dos genes regulados por estes fatores
(Figura 2) (BARNES, 2010). Ao penetrarem na célula alvo, os glicocorticéides

se ligam a receptores de glicocorticéides (GR) no citoplasma e sé&o
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translocados até o nucleo, dando inicio ao processo de transcricdo dos genes

associados aos elementos de resposta ao glicocorticoides.

A ligacdo a regido promotora dos genes sensiveis aos glicocorticoides
leva a0 mecanismo de transativagcéo, com transcricdo de genes que codifocam
mediadores anti-inflamatorios. No mecanismo de transrepressao, o complexo
glicocorticéide-receptor se liga a moléculas coativadoras com atividade de
histona acetiltransferase (HAT) levando a ativacdo de fatores de transcricdo
nuclear proé-inflamatérios como NF-kB.

Glicocorticoides

L

Citoplasma
Transativacio Transrepressao
Nucleo
Complexo F Complexo
‘ 1 RNA ) RNA
polimerase I NF-kB ‘@GR polimerase Il

:GRA GR -~

Elemento de resposta aos glicocorticéides
Ativagdo génica Repressio génica

Figura 2: Mecanismo de acdo dos glicocorticéides. (ERRANTE et al.,
2014)

Os mecanismos de transativacdo ativados pelos GR e mediados por
fatores de transcricdo sao responsaveis pelos efeitos terapéuticos dos
glicocorticéides no controle da resposta imune e inflamatéria (DEJEAN;
RICHARD, 2013). A maior parte dos efeitos metabdlicos dos glicocorticoides é
baseada neste modelo de acao, levando a inducédo da sintese de lipocortina e
pll/calpactina, que inibem a enzima fosfolipase A2 do metabolismo do acido
araquidénico pelas vias da cicloxigenase e lipoxigenase; ativagdo de inibidores
de proteases de leucdcitos e antagonistas do receptor de IL-1 (WEBSTER et
al., 2001). Genes responsaveis pelos efeitos inibitorios dos glicocorticoides sé&o
encontrados na regidao 5 do DNA, préximo a regidao promotora de alguns genes

sensiveis a inibicdo pelos glicocorticéides, com o gene para IL-6 e queratina
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(BARNES, 2010). Outra forma de inibicdo efetuada pelos glicocorticoides
consiste na unido de mondmeros de GR com o0 hormdnio em regides
promotoras no DNA (YANG; RAY, 2012). A inibicado da atividade transcricional
do GR (transrepressao) é regulada por coativadores e co-repressores que
interagem com GR. Os coativadores mais conhecidos sdo Brahma-related gen
1 (BRG-1), p- 300-CBP associted factor (P/CAF), CBP/p300, P160 e vitamin D3
receptor-interacting protein (DRIP) (RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2013).

Diversos estudos tém demonstrado que a maior parte dos efeitos clinicos
observados ao se administrar um GC, ou seja, o0 efeito antiinflamatério e o
efeito  imunossupressor sao desencadeados por mecanismos de
transrepressao, enquanto que grande parte dos efeitos adversos € relacionada
aos mecanismos de transativagao (SONG et al., 2005).

O atual conhecimento de que os efeitos adversos da corticoterapia séo
relacionados a mecanismos de transativacdo, enquanto os desejados efeitos
antiinflamatérios e imunomoduladores séo relacionados aos mecanismos de
transrepressao, faz com que novas pesquisas sejam continuamente realizadas
a fim de que sejam desenvolvidos GC que atuem na transrepressao e
apresentem baixa atividade na transativacdo. Esses seriam os chamados
glicocorticéides dissociados ou agonistas seletivos do receptor de
glicocorticéides (selective glucocorticoid receptor agonist — SEGRA).
(ERRANTE et al., 2014).

2.1.2 Acado dos glicocorticoides no metabolismo renal, hepatico e

6sseo.

A razéo pela qual os GC produzem tantos e tao variados efeitos decorre
das numerosas ac¢fes metabodlicas que esse grupo de drogas produz. No
metabolismo de hidratos de carbono, os GC antagonizam varias acdes
periféricas da insulina, tendo potencial diabetogénico: aumentam a resisténcia
a insulina diminuindo a utilizagao periférica de glicose e promove a

neoglicogénese (producéo de glicose a partir de substratos como aminoacidos,
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0 que implica um importante efeito catabdlico) (SEGURO; ROSARIO;
SHOENFELD, 2013).

Ja no nivel hepético, o GC promove a deposi¢cdo de glicogénio, efeito
semelhante a insulina. Com relagdo ao metabolismo lipidico, seu efeito agudo é
de ativar a lipolise, mas, em longo prazo, promove uma redistribuicdo
caracteristica do tecido adiposo que confere ao paciente o classico aspecto de
obesidade centripeta (facio-escépulo-truncal), com ganho de peso (LONGUI,
2007; PEREIRA et al., 2007).

No metabolismo protéico, os GC apresentam uma dualidade de ac0es,
dependendo da dose administrada ou do nivel sérico atingido: em doses
fisiologicas os GC atuam como agentes anabolizantes, incorporando proteina,
mas em doses farmacologicas sdo francamente catabolicos, promovendo
intenso desgaste protéico que, clinicamente, traduz-se por uma pele fragil,
friavel, fraqueza muscular intensa com reducdo de massa muscular e desgaste
da matriz 6ssea implicando em mau desempenho estatural em criangcas em
fase de crescimento (DAMIANI et al., 2001).

No sistema musculo-esquelético, os GC reduzem a atividade dos
osteoblastos e aumentam a atividade osteoclastica, com perda de massa
O0ssea. Reduzem a absorcéo intestinal de calcio, antagonizando os efeitos da
vitamina D, promovem calcilria e levam a um hiperparatireoidismo secundario,
com aumento do paratormdnio. O efeito final desta série de eventos € uma
pronunciada osteopenia e osteoporose, tanto mais intensa quanto acelerada for
o periodo de crescimento: adolescentes em fase de crescimento sao mais
prejudicados por tais efeitos e meninas sdo mais afetadas que meninos
(BOLANOWSKI; HALUPCZOKJ; JAWIARCZYK-PRZBYLOWSKA, 2015).

Quanto ao equilibrio hidro-eletrolitico, algumas preparacdes GC sé&o
poderosas retentoras de sodio e perdedoras de potassio, gracas a um efeito
mineralocorticéide. Os compostos nhaturais, como o cortisol, tendem a
apresentar tal efeito de maneira mais intensa do que 0os compostos sintéticos
como a dexametasona e a betametasona, que praticamente carecem de acao
mineralocorticbide. Tais aspectos devem ser lembrados quando diante de
pacientes que tém dificuldades de lidar com volume, como € o0 caso de
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cardiopatas ou nefropatas. Pela espoliagcdo de volume que provocam, ocorre
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SANTIAGO; SILVA,
2015).

Com relagdo aos componentes do sistema hematopoiético, os corticéides
tendem a aumentar os niveis de hemoglobina e o0 nimero de hemacias
circulantes. Na série branca, observa-se uma leucocitose, linfocitopenia,

eosinofilia e monocitopenia (DIMIANI et al., 2001).

Apesar do seu uso difundido no tratamento de vérias doencas, €
recorrente a manifestacdo de efeitos colaterais decorrente do uso prolongado
dos corticoides, o que vem alertando sobre os riscos de seu uso

indiscriminado.

2.1.3 Efeitos colaterais da corticoterapia

Ao lado de esperados beneficios, ha risco de potenciais efeitos adversos,
nas quais o mesmo mecanismo de acdo dos GC é responsavel pela cura e
também pelos efeitos colaterais que surgem no decorrer da corticoterapia
(FELIX, 2006). Existe uma imensa lista de efeitos indesejaveis decorrentes da
corticoterapia, em geral relacionados ao tempo de tratamento e uso de GC de
acdo prolongada. Esses efeitos sdo bastante frequentes e variam desde
sintomas leves e reversiveis com a parada do medicamento até manifestacfes

irreversiveis e por vezes letais (SOUZA et al., 2010).

Apesar de alguns sintomas como irritabilidade e insdnia poderem ocorrer
com administracdes curtas, em geral, os efeitos adversos sao diretamente
proporcionais a duracdo do tratamento e frequencia de administracao
(SCHIMMER; PARKER, 2007).

A literatura relata efeitos adversos que atingem varios 6rgaos e sistemas:

e Complicagbes musculo-esquelético: osteoporose, fraturas oésseas,
fraqueza, miopatia, atrofia muscular proximal, necrose asséptica de
cabeca de femur e Umero (VON MUHLEN, 2006; CHENG; WANG;

LING, 2015; BOZZINI et al., 2015).
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ComplicacBes Renais: nefrocalcinose, nefrolitiase e uricosuria (LONGUI,
2007; DICKINSON et al., 2007).

Disfuncdo Gonadal: alteracdes menstruais, diminuicdo da libido,
impoténcia, hipotiroidismo, interrupgdo do crescimento e baixa estatura
em criancas (SERRA; ROGANOVICH; RIZZO, 2012).

Complicagbes hematoldgicas: leucocitose (com neutrofilia);
linfocitopenia; eosinopenia; monocitopenia (SERRA; ROGANOVICH,;
RIZZO, 2012).

Complicacdes cardiovasculares: hipertensdo, infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral (SERRA; ROGANOVICH; RIZZO, 2012).
Manifestagcbes Dermatoldgias: estrias purperas, plethora,
hiperpigmentagdo, acne e equimoses (FELIX, 2006, FREITAS; SOUZA,
2007).

Complicacdes Gastrointestinais: irritacdo gastrica, Ulcera péptica,
pancreatite aguda (rara), infiltracdo gordurosa no figado, hepatomegalia
(rara) (FREITAS; SOUZA, 2007).

Sistema metabdlicos: retencdo de sbodio e edema, alcalose
hipocalémica, hipocalcemia, resisténcia a insulina e hiperlipidemia
(RANG et al., 2003; VAN RAALTE; DIAMANT, 2014).

ComplicacBes oftalmologicas: aumento da pressado intraocular,
glaucoma, infec¢Bes bacterianas e fungicas (FINAMOR; FINAMOR JR;
MUCCIOLI, 2002).

Diante disto, fica evidente a importancia de trabalhos que busquem
alternativas terapéuticas para minimizar esses efeitos indesejados, como:
diminuicdo do tempo de administracdo e associagdo com outras drogas ou

fitoterapicos.

2.2 Efeito da corticoterapia sobre os rins

Os rins séo 6rgaos excretores, com morfologia classicamente definida em
forma de gréo de feijao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Estéo localizados no

espaco retroperitoneal da parede abdominal posterior, cada um do lado da

36



393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407

408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425

coluna vertebral, na altura da 122 vértebra toracica a terceira vértebra lombar,
sendo o rim direito ligeiramente mais inferior, devido a posicdo do figado
(GENESER, 2003; GARTNER; HIATT, 2007; ROSS; PAWLINA, 2012).
Possuem uma cépsula de tecido conjuntivo denso, com muitos miofibroblastos
na porcao interna. Exibem uma borda lateral convexa e uma borda medial
cbncava, na qual se situa o hilo. Neste entram e saem 0s vasos sanguineos e
linfaticos e 0os nervos e emerge a pelve renal, a parte superior e expandida do
ureter (OVALLE.; NAHIRNEY, 2008). Histologicamente, sdo revestidos por uma
capsula de tecido conjutivo denso e o parénquima apresnta duas regides
distintas, a zona cortical e a zona medular (ROSS; PAWLINA, 2008). A zona
cortical possui estruturas vasculares, os corpusculos renais (ou de Malpighi),
onde o sangue ¢é filtrado. A zona medular possui seis a 18 piramides
medulares, sendo, portanto, multilobar. As bases das piramides situam-se no
limite corticomedular e o apice € voltado para o hilo (GENESER, 2003;
GARTNER; HIATT, 2007; ROSS; PAWLINA, 2012).

Ainda segundo esses autores, uma piramide medular e o tecido cortical
adjacente constituem um lobo renal e os ductos coletores abrem-se na
extremidade da papila, formando a éarea crivosa ou cribiforme. A unidade
funcional do rim, o néfron, consiste em uma porcao dilatada, o corpusculo renal
e um sistema de tdbulos (ROSS; PAWLINA, 2008), que incluem o tubulo
contorcido proximal, partes delgadas e espessas da alca de Henle e o tabulo
contorcido distal. O tubulo coletor conecta o tubulo contorcido distal aos
fragmentos corticais ou medulares dos ductos coletores (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013). O corpusculo renal consiste no glomérulo, um
enovelamento de capilares (arteriolas aferentes e eferentes), e na capsula de
Bowman, que possui dois folhetos: um externo, o folheto parietal, de epitélio
simples pavimentoso, e outro interno, acolado aos capilares, o folheto visceral,
formado por células epiteliais modificadas, os poddcitos. O espaco entre a
camada visceral e a camada parietal € chamado de espaco subcapsular, que
recebe o liquido filtrado através das paredes dos capilares e do folheto visceral
da cépsula (BERNE et. al., 2004; ROSS; PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Além das células endoteliais e dos poddcitos, os capilares

glomerulares contém, ainda, um grupo de células denominadas células
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mesangiais. Estas células ndo estdo inteiramente confinadas ao corpusculo
renal, estando algumas, fora do corpusculo ao longo do polo vascular, onde
também sdo chamadas de células reticuladas, e fazem parte do que é
denominado aparelho justaglomerular (ROSS; PAWLINA, 2008), o qual regula
o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular (BERNE et al., 2004).
Os varios segmentos do sistema de tubulos dos néfrons determina a
quantidade de substancias contidas na urina (BERNE et al., 2004), sendo,
portanto, responsaveis pela manutencéo e regulacdo da composi¢ao do liquido
extracelular e para a manutencdo do equilibrio acido-base. Além disso,
funcionam como um 6rgao enddcrino, pois sintetizam e secretam eritropoietina
(que regula a formagcdo das hemacias em resposta a diminuicdo da
concentracdo de oxigénio no sangue) e renina (enzima envolvida no controle
da pressao arterial e do volume sanguineo) (AIRES, 2008; ROSS; PAWLINA,
2008). O volume de filtrado formado por unidade de tempo é conhecido com a

taxa de filtracdo glomerular (TFG).

A capacidade de filtrar um enorme volume de plasma permite aos rins
excretar grandes quantidades de produtos residuais e regular os constituintes
do meio interno com muita precisdo (EATON; POOLER, 2016). A TFG ¢é a
soma das intensidades de filtracdo de todos os néfrons em funcionamento.
Assim, a TFG é o indice da funcdo dos rins. O conhecimento da TFG é
essencial na avaliacdo da gravidade e do desenvolvimento da doenca renal.
Quando ocorre queda na TFG, geralmente, significa que a doenca esta
progredindo, enquanto o0 aumento na TFG geralmente sugere o
restabelecimento da fungéo renal (BERNE; LEVY, 2000).

Varios estudos vém demostrando efeitos dos GC sobre o tecido renal. No
rim fetal, GC estimulam angiotensina Il, vasopressina, ACTH e receptor de
leptina, bem como enzimas metabdlicas, canais de Na* epiteliais, Na*/K*
ATPase e transportadores de ions Na*/H* e aquaporinas (CONSTANCIA et al.,
2005, FUGLSANG; OVESEN, 2006). Estudos demonstraram que o principal
efeito dos GC pré-natais foi a reducdo do numero de néfrons, que era
comumente associado ao desenvolvimento da hipertensdo na vida adulta
(ZIMANYI et al., 2002, WINTOUR et al., 2003, DICKINSON et al., 2007).
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A corticoterapia promove aumento da reabsorcdo de Na* e excrecao de
K* pelo rim. Altas doses admistradas por periodos prolongados como nos
casos de lapus, pode produzir alcalose metabdlica hipocalémica (SHANTHINI
KASTURI; SAMMARITANO, 2016).

Estudos revelam que os GC possuem efeitos diretos no tubulo renal e
consequentemente aumenta a taxa de filtracdo glomerular, podendo inibir a
secrec¢do do horménio antidiurético (ADH), mas nédo se sabe se diretamento ou
por algum mecanismo indireto (WYRWOLL et al., 2007).

Em ratos adultos submetidos a dexametasona pré-natal, o niamero de
néfrons foi reduzido em 13% apenas nos machos e a pressao arterial,
resisténcia vascular renal (RVR), fluxo sanguineo renal (RBF), filtracdo fracdo
(FF) e a taxa de filtragdo glomerular (TFG) ndo mostraram quaisquer alteracdes
em relacdo aos controles (MARTINS et al.,, 2003). No entanto, machos e
fémeas ovinos adultos expostos a betametasona mostraram uma reducédo de
26% no numero de néfrons, um aumento da pressdo arterial e uma diminuicdo
da TFG (ZHANG et al.,, 2010). Além disso, os GC demonstraram efeitos
estimulantes Na*/K* -ATPase-a-1 e 0 sistema renina-angiotensina em ratos e
ovinos aumentando os niveis de expressado dos receptores de angiotensina e
regulacdo positiva do gene de angiotensinogénio (MORITZ et al., 2002;
WYRWOLL et al., 2007).

Estudos relatam que 59-86% dos pacientes induzidos a corticoterapia
apresentam hipertenséo sistémica (GOY-THOLLOT et al., 2002; NOVELLAS et
al., 2008). Os GC tém uma infinidade de acdes em multiplos sistemas
orgéanicos. Portanto, 0 mecanismo hipertenséo induzida por GC é complexa e

nao tem sido totalmente elucidado.

2.3 Efeitos da corticoterapia sobre o tecido 6sseo

Entre todos os efeitos colaterais decorrente do uso prolongado dos GC, o
maior efeito € sobre o tecido ésseo. Metade dos doentes que realizam

corticoterapia, por mais de seis meses, tém osteoporose e cerca de 1/3
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desenvolem fraturas, caso o tratamento se prolongue por um ano (GUTIERREZ
- POLO, 2003). As fraturas osteoporoticas vertebrais e dos ossos longos sao
causa de mobilidade e associam-se a diminuicdo da esperanca média de vida
em idades avancadas.

Os efeitos adversos dos GC sobre o tecido 6sseo foram descritos ha mais
de meio século atras por Harvey Cushing. Atualmente, o problema atinge uma
dimensdo maior pelo diagndstico de osteoporose ser mais frequente e pelo
amplo uso, muitas vezes indiscriminado, dos analogos dos GC 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
0ssea € mais acentuado em areas com predominancia de osso trabecular, tais
como a coluna vertebral e costelas (CUSHING, 1932; BOZZING et al., 2015).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a ocorréncia de
osteoporose nessa condicdo, como a acdo direta dos glicocorticoides nas
paratireoides e nas células 6sseas, alteracdes na producéo de prostaglandinas,
citocinas, interleucinas, alteracdes na secrecdo do horménio do crescimento
(GH), do fator semelhante a insulina - | (IGF-I) e esteroides gonadais
(ZANETTE et al., 2003; SOUZA et al., 2010).

A partir dessas vias, os GC desempenham sua acdo podendo ser tanto
antiinflamatéria quanto imunossupresora, promovendo apoptose das células
linfoides; inibindo a sintese de determinadas citocinas; modulando direta e
indiretamente a funcao das células B; inibindo a proliferacdo e diferenciacédo de
mondcitos e atividade de macréfagos; inibindo o movimento de células e fluidos
a partir do compartimento intravascular; inibindo a acdo da histamina, a sintese
das prostaglandinas e a acdo dos ativadores do plasminogénio. Os GC
interferem na circulacédo de células imunes, diminuindo o numero de linfocitos
periféricos, principalmente linfécitos T, e inibem o acumulo de neutréfilos no
local da inflamagdo (VON MUHLEN, 2006; CHENG; WANG; LING, 2015).

Ainda néo esta completamente esclarecido se existe uma dose minima
de glicocorticoide que seja simultaneamente eficaz e segura para o tecido
6sseo (GUTIERREZ- POLO, 2003). Alguns autores determinaram uma dose de
5 mg de prednisolona por dia (ou equivalente) como limite inferior de dose
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deletéria para a homeostasia metabodlica normal da remodelacdo Ossea
(GUTIERREZ- POLO, 2003). No entanto, hum 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 Efeitos da corticoterapia sobre o figado

O figado € um dos maiores 6rgaos do corpo humano, desempenhando
uma grande variedade de funcdes, vitais ao funcionamento saudavel do
organismo (SCHINONI, 2006). Nos seres humanos, ele estad normalmente
localizado no quadrante abdominal superior direito, estendendo-se para o
quadrante abdominal superior esquerdo, abaixo do diafragma (SHERLOK;
DOOLEY, 2004; MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010). Anatomicamente esta
dividido em duas unidades morfolégicas: o lobo direito e o lobo esquerdo
(MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010), os quais s&o separados por uma prega
peritoneal chamada de ligamento falciforme (SHERLOK; DOOLEY, 2004),
diferentemente do que ocorre em ratos, sendo o paréngquima hepatico
separado em quatro lobos: mediano, lateral esquerdo, lateral direito e caudado
(ALLER et al., 2008).

Histologicamente, ele € revestido por uma capsula delgada de tecido
conjuntivo (capsula de Glisson) que se torna mais espessa no hilo, por onde a
veia porta e a artéria hepética penetram no 6rgéo e por onde saem os ductos
hepaticos e linfaticos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A capsula de Glisson
ramifica-se enviando uma rede de septos para o parénquima hepatico,
dividindoo em suas unidades basicas, os l|6bulos hepéticos (SEELEY;
STEPHENS; TATE, 2003). Em alguns animais, como o porco, os l6bulos sdo
separados entre si por uma nitida faixa de tecido conjuntivo, 0 que nao
acontece em humanos nem em ratos, nos quais varios l6bulos se encostam
uns nos outros em quase toda sua extensao. No entanto, em algumas regides
periféricas de tais I6bulos existe tecido conjuntivo contendo ductos biliares,

vasos linfaticos, vasos sanguineos e nervos, sendo essas regides chamadas
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de espaco porta (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os l6bulos séo estruturas
prismaticas e poligonais de tecido hepatico, formado por placas de hepatécitos
(células epiteliais que compreende 60% do tecido hepatico), interdigitados
entre os capilares sinusodides. Cada placa tem geralmente duas células
(hepatécitos) de espessura e se irradiam a partir das veias centrais
(STEPHENS; TATE, 2003; GARTNER; HIAT, 2007). Os sinusodides sdo vasos
sanguineos de diametro reduzido que formam uma rede altamente
anastomosada que separa uma placa hepatica da outra e é pela qual o sangue
dos vasos interlobulares é transportado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2003. Eles
sao revestidos por células endoteliais sinusoidiais e por macrofagos chamados
de células de Kupffer. Entre os hepatocitos e os sinusoéides, encontram-se um
espaco estreito, denominado espaco de Disse, onde se localizam as células
estreladas hepaticas (FRIEDMAN, 2008). Entre os cordbes de hepatocitos
encontram-se, ainda, pequenos canais designados canaliculos biliares, que
transportam a bile até ao sistema porta, para que ocorra a sua excrecao
através dos canais hepaticos ai localizados (SEELEY; STEPHENS; TATE,
2003). As células de Kupffer sdo macrofagos que apresentam intensa atividade
fagocitaria com capacidade para metabolizar eritrécitos velhos, digerir
hemoglobina, secretar proteinas relacionadas com o processo imunitério,
destruir bactérias e outros patdégenos que penetrem no sangue portal e
producdo de bilirrubina (SHERLOK; DOOLEY, 2004). As Células Estreladas
Hepéticas (CEH) ou Células de Ito correspondem a 15% do total de células do
figado e 30% das células ndo parenquimatosas (BITENCOURT et al, 2012). No
figado normal, as CEHs encontram-se em sua forma quiescente, nao-
proliferativa, armazenadora de vitamina (ENG; FRIEDMAN, 2000; GEERTS,
2001). Durante a lesdo hepatica, as CEHs perdem seu conteudo lipidico e
transdiferenciam-se em células com caracteristicas de miofibroblastos e
adquirem propriedades fibrogénicas (LEE et al, 2003; KONG et al, 2012),
depositando uma matriz fibrilar no espago subendotelial (FRIEDMAN;
ARTHUR, 2002).

O principal efeito da terapia com corticoides € a esteatose hepatica
(lipidose) e hepatomegalia, porém isso geralmente ndo € clinicamente

aparente, sendo rapidamente reversivel com a descontinuacdo da terapia.
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Altas doses e uso prolongado de corticoides tém sido associados ao
desenvolvimento ou exacerbacdo de esteato-hepatite ndo alcodlica (uma
condicdo que, mesmo se for causada pelos corticoides, pode demorar a ser
curada) com elevacdo nos niveis de aminotransferase sérica e histologia
hepatica semelhante a hepatite alcoolica com esteatose, inflamacao cronica,
degeneracdo em baldo centrolobular e Corpusculos de Mallory (FREITAS;
SOUZA, 2007; WOODS et al., 2015).

Efeitos diretos dos GC na resisténcia a insulina ou no metabolismo de
acidos graxos ou pode ser o resultado de ganho de peso, que é comum em
terapias de corticoides de longo tempo. E interessante destacar que um estudo
publicou que a interrupcédo do funcionamento de receptores hepaticos de GC
aumenta a expressao do gene HES1 em ratos e provoca uma melhora da
esteatose nesses animais. Por outro lado, quando houve o tratamento de ratos
normais por cortisol, o nivel de HES1 hepéatico diminuiu e o nivel de
triglicerideos aumentou, sugerindo que a inducdo de esteatose hepatica em
humanos por corticoides poderia acontecer por conta destes fatores (LEMKE,
et al., 2008; WOODS et al., 2015).

2.5 Estrégeno

Dentre as alternativas para minimizar os efeitos colaterais dos GC temos
o estrogeno, sabe-se que ele atua na remodelacdo Ossea, porém por
mecanismos ainda nao totalmente elucidados. A presenca de receptores para
estrogeno em células Gsseas, hepaticas e renais sugere efeito direto desse
horménio sobre esses 6rgaos (OH; KIM; CHUNG, 2008; KAMANGA-SOLLO et
al., 2017). Podendo ser uma boa alternativa para minimizar os efeitos da
corticoterapia.

Os estrogenos sdo hormoénios que produzem numerosas acoes
fisiologicas, incluindo efeitos no desenvolvimento, ac¢des neuroenddcrinas
envolvidas no controle da ovulacéo, preparo ciclico do trato reprodutor para
fertilizagdo e implantagcdo da célula ovo e acbes no metabolismo de minerais,
carboidratos, proteinas e lipidios (COMPSTON, 2001).
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O uso terapéutico dos estrogenos € disseminado, sendo comumente
utilizados na reposicdo hormonal apdés a menopausa e na anticoncepcao
(KAMANGA-SOLLO et al.,, 2017). O estrégeno mais potente de ocorréncia
natural nos seres humanos é o 17-B-estradiol, seguido pela estrona e estriol
(principal forma de excrecdo do horménio).

Os ovarios sdo a principal fonte de estrégeno circulante. O principal
produto secretdrio é o estradiol, sintetizado pelas células granulosas a partir de
precursores androgénicos (androstenediona ou testosterona), proporcionados
pelas células da teca interna (KAMANGA-SOLLO et al., 2017). Os hormonios
sexuais tém importante papel no crescimento 6sseo e na manutencéo do pico
de massa Ossea (ALEXANDER; IRVING; HARVEY, 2017). Existem claras
evidéncias de que a diminuicdo ou auséncia de estrégenos leva a progressiva
reducdo da massa Ossea. Assim, na ooforectomia em jovens, ou na
menopausa precoce, pode-se observar acelerada perda 6ssea com instalacdo
mais rapida da osteoporose (COMPSTON, 2001). Os estrogenos possuem
variadas atuacles, entre elas o crescimento, a diferenciagcdo e a funcdo de
muitos tecidos. Os mecanismos pelos quais esse hormoénio age ndo estao
completamente claros, mas sabe-se que seu mecanismo de acdo envolve
interagdo entre uma molécula ligante e um receptor (ALEXANDER; IRVING;
HARVEY, 2017).

A presenca de receptores estrogénicos em osteoblastos ou em células de
linhagem osteoblastica foi descrita por Eriksen et al. (1988), que detectaram
receptores funcionais de estrégeno em células 6sseas humanas, e por Komm
et al. (1988), que encontraram diversos locais de ligacdo do estrégeno em
nacleos de células de ratas. Ambos os trabalhos relataram a presenca de RNA
mensageiro (RNAm) estrogénico em cada populacdo de células Oéssea
estudadas.

Em mulheres na pré-menopausa e ndo gravidas, os estrégenos sao
primariamente sintetizados nos ovarios, utilizando o colesterol como precursor
(OSTERLUND et al., 2001). Mas sua sintese, tanto em mulheres como em
homens, ocorre também localmente em tecidos ndo-enddcrinos, tais como

figado, tecido adiposo e cérebro, através da conversdo do hormonio masculino
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testosterona em estradiol sob acdo da enzima conversora aromatase (BEHL,
2003).

A maior parte dos horménios sao peptideos que, devido a sua estrutura,
nao podem atravessar a membrana celular, como por exemplo, a insulina.
Seus receptores estdo localizados na superficie externa das células. Os
horménios esteroides, como o estradiol, possuem caracteristicas lipofilicas,
sendo, portanto, capazes de atravessar facilmente as membranas celulares.
Seus receptores sdo encontrados intracelularmente, tendo sido descritos dois
tipos de receptores estrogénicos, receptores a e B (ER-a e ER-B)
(OSTERLUND et al., 2001). Estes receptores especificos encontram-se no
citoplasma e no nudcleo da célula, funcionando como fatores de transcrigdo
ligante-ativados, possuindo acesso direto ao DNA celular, inclusive nos
neurénios (WISE, 2002).

2.6 Indicadores bioguimicos

e Figado

Um conjunto de testes e medidas bioquimicas sdo rotineiramente
realizado em laboratdrios clinicos em amostras de plasma ou soro. Este grupo
de testes comumente incluem as medidas de: transaminases, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT); fosfatase alcalina
(FA), gama glutamil transferase (GGT), albumina (ALB) e bilirrubina (BAYNES,
DOMINICZAK, 2007).

Esses testes bioquimicos fornecem informagdes sobre o estado do figado
do paciente, sendo um meétodo muito util para o reconhecimento das doencas
que afetam a funcionalidade hepatica (GOMES et al., 2008) uma vez que, a
maioria das proteinas plasmaticas sdo sintetizadas no figado e as doencas
hepatocelulares podem alterar a sintese proteica, tanto quantitativamente
quanto qualitativamente (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). Entretanto, algumas
enzimas nado sao Organo-especificas, ou seja, estdo presentes em varios

tecidos do organismo, elevam-se mais frequentemente em pacientes com
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doenca hepatica, podendo refletir dano ao figado (PRATT; KAPLAN, 1999),

razao pela qual, varios autores as denominam enzimas hepaticas.

As AST e a ALT ndo sédo especificas do figado. A AST pode ser
encontrada no musculo cardiaco, rins, cérebro e hemacias (GIANNI; TESTA;
SAVARINO, 2005). J& a ALT, pode ser encontrada em outros locais como
masculo, coracgao, rins, cérebro e tecido adiposo, porém, com fracdo muito
maior no figado (SCHINDHELM et al., 2006). No entanto, elas estdo
relacionadas com a integridade dos hepatécitos e quando ocorrem lesdes ou
destruicdo das células hepaticas, ha liberacdo destas enzimas para a
circulacdo sanguinea, sendo que a sua localizacdo auxilia o diagnostico e

prognostico de patologias hepéticas (MOTTA, 2000).

No figado a AST encontra-se presente, em torno de 80%, na mitocondria
e ALT no citoplasma (MOTTA, 2009). Assim, em dano hepatocelular leve a
forma predominante no soro é a citoplasmatica, enquanto em lesGes graves ha
liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a relacdo AST/ALT (MOTTA,
2000). Além disso, ambas estdo envolvidas na interconversdo de amino e
cetoacido, sendo necessarias para o metabolismo hepatico do nitrogénio e
carboidratos (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). Assim, tanto o aumento de AST
quanto de ALT confirma a origem hepatica da lesdo (MINUK, 1998; BAYNES,
DOMINICZAK, 2007).

A FA é uma enzima responsavel pelo transporte de metabdlitos atraves
das membranas celulares. Ela ndo é especifica do figado (BAYNES,
DOMINICZAK, 2007), sendo sintetizada tanto pelo trato biliar como pelos
0Ss0s, placenta e em menor quantidade no intestino delgado (GIANNI; TESTA;
SAVARINO, 2005). No entanto, patologias do figado e dos 0ssos séo a causa
mais comuns de elevacgéo dos valores da FA (DUFOUR et al., 2000, LOOMBA,
2013). Entretanto, para se certificar que a elevagdo dessa enzima € de origem
hepatica, ha necessidade de se dosar em conjunto com a GGT, que
provavelmente mostrara elevada se houver distarbio hepatico (MINCIS;
MINCIS, 2007).

A GGT é uma enzima que possui como fungéo, catalisar a transferéncia
de aminoacidos e peptideos através das membranas celulares, sintese proteica
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e peptidica e regulacéo dos niveis teciduais de glutationa (MOTTA, 2009). Ela
esta presente nos hepatocitos, nas células do epitélio biliar, nos tabulos renais,
pancreas e intestino (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005; MANNING;
AFDAHAL, 2008). Porém, a sua atividade plasmética provém maioritariamente
do figado, onde se localiza no epitélio dos canaliculos biliares (DUFOUR et al.,
2000; LOOMBA, 2013). Assim, seus hiveis se elevam em situacbes onde os
ductos biliares intra-hepaticos estdo comprometidos, podendo avaliar a fungéo
hepatobiliar (MOTTA, 2009).

Sua utilizacdo como teste de funcdo hepatica é justificada por ser um
marcador de fibrose progressiva, sendo importante para identificar estagios
mais avancados da doenca, pois reflete anormalidades da estrutura e da
funcdo hepatica. E um indicador de colestase mais especifica do que a FA e a
sua alta concentracdo plasmatica € caracteristica da cirrose. Os niveis
plasmaticos aumentados de FA e GGT indicam origem hepatobiliar da lesdo
(GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005; MANNING; AFDAHAL, 2008).

Além das enzimas j4 citadas, a ALB e a bilirrubina também séo
rotineiramente realizadas em laboratorios clinicos em amostras de soro e
plasma (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). A ALB é uma proteina usualmente
utilizada em testes de funcdo hepatica, isso porque ela € a proteina mais
abundante no plasma, perfazendo um total de 50% das proteinas totais do soro
humano (SANTOS et al., 2004). Ela é sintetizada exclusivamente no figado e
concentracfes baixas no plasma ocorrem comumente na doenca hepatica
(BAYNES, DOMINICZAK, 2007). Ela desempenha papel importante na
manutencdo do equilibrio acido-basico do organismo, no transporte de uma
ampla variedade de substancias fisiologicas, também serve como sitio de
ligacdo para muitas drogas, além de atuar como um reservatério de
aminoacidos (SANTOS et al., 2004).

O figado também sintetiza a maioria das globulinas (GLOB). A
concentragdo plasmatica dessas GLOB modifica-se nas hepatopatias e
doencas sistémicas (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). A GLOB juntamente com
a ALB compde a proteina plasmaética total (PPT) (BANKS, 1992).
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A bilirrubina € um produto da degradacdo da hemoglobina, mais
precisamente do grupo heme, ocorrida no baco. A bilirrubina, que é insoluvel,
circula ligada a albumina até atingir o figado onde, é conjugada com &cido
glucoroénico, tornando-se soluvel e possivel de eliminar através da bile
(HOULIHAN; ARMSTRONG; NEWSOME, 2011). Em individuos saudaveis, a
bilirrubina conjugada encontra-se ausente da circulacdo sanguinea (DUFOUR

et al., 2000; GILMORE; GARVEY, 2013).

Diversas conclusdes podem ser obtidas através de andlises laboratoriais.
Entretanto, mesmo na presenca de graves lesdes hepaticas, a funcao hepdtica,
em especial as dosagens séricas dos marcadores de funcdo hepatica, pode
mostrar-se inalterada (BORGES, 1998). Dessa forma, a avaliacdo da funcéo e
lesdo hepéticas ndo deve incluir apenas essas dosagens e deve ser sempre

correlacionada com a clinica do paciente (SCHINONI, 2006).

Outro o6rgdo que normalmente é afetado em condi¢cdes patologicas
hepéticas é o rim. A vasodilatacdo sistémica que apresenta no quadro de
cirrose, decorrente da super producdo de 6xido nitrico, reduz a perfusdo dos
rins, e ativa sistemas vasoconstritores renais (GARCIA-TSAO; PARIKH;
VIOLA, 2008). Além disso, a imunodepressdo aumenta a chance de ocorrer
doencas infecciosas (WASMUTH et al.,, 2005), que podem agravar a
vasodilatacao sistémica e precipitar injaria renal aguda. Segundo Garcia-Tsao,
Parikh; Viola (2008), a injaria renal aguda ocorre em aproximadamente 19%
dos pacientes hospitalizados com insuficiéncia hepatica, aumentando o risco

de morte na cirrose.

Ainda devemos ressaltar que eliminacdo de farmacos, decorrentes da
desintoxicacdo pelos hepatocitos, ocorrem por via biliar ou por via renal, apos
passagem pela circulagcdo sanguinea no ultimo caso. Este processo € muito

importante para o metabolismo e eliminagdo de farmacos, assim como dos
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seus metabolitos (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003), esse fato,

consequentemente, pode acarretar em nefrotoxidade (DEKANT, 2001).

e Osso

Nas doencas em que O 0Sso esta marcadamente acometido, o0s
marcadores menos especificos, menos sensiveis, mais baratos e mais
facilmente disponiveis (calcio, fosfato e magnésio) mostram-se efetivos no
auxilio diagnéstico e acompanhamento destes casos (SARAIVA;
LAZARETTICASTRO, 2002). A falta de especificidade destes marcadores
tradicionais levou seu uso a ser restrito ao estudo de patologias 6sseas onde
as alteracBes sdo muito marcadas, como, por exemplo, a doenca de Paget e a

osteoporose.

Avancgos recentes no isolamento e caracterizacdo das células e dos
componentes extracelulares da matriz éssea, resultaram no desenvolvimento
de métodos para a medida sérica ou urinaria de novos marcadores bioquimicos
do metabolismo Osseo. Podemos definir marcadores bioquimicos do
metabolismo ésseo como substancias que retratam a formagdo ou a
reabsorcdo 6ssea. Como a formacao é dependente da acéo dos osteoblastos,
os marcadores de formacdo, na realidade, medem produtos decorrentes da
acao destas células; da mesma maneira, os marcadores de reabsor¢cdo medem
a acdo dos osteoclastos, o principal tipo celular envolvido na reabsorcdo da
matriz 6ssea. Consequentemente, no caso dos marcadores de formacao, sdo
todos frutos da sintese osteoblastica, enquanto os de reabsorgédo sdo produto

da atuacado do osteoclasto sobre a matriz 6ssea (VIEIRA, 2007).

Entre os marcadores de formacéo 6ssea estédo a fosfatase alcalina 0ssea,
que é secretada pelos osteoblastos e hidrolisa ésteres de fosfato, o que
provavelmente esta envolvida no processo de calcificacdo (VIEIRA, 2007), e a
osteocalcina, uma proteina ndo coladgena abundante no 0sso e dentina, possui

49aa e, embora sua funcédo especifica ndo seja conhecida, sabe-se que é
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sintetizada predominantemente pelos osteoblastos diferenciados, incorporada a

matriz 6ssea extracelular e relacionada a mineralizacdo da matriz osteoide.

Entre os marcadores de reabsorcdo 0ssea estdo a deoxipiridinolina livre
(expressa em razdo da creatinina urinaria), a fosfatase acida tartarato-
resistente, os telopeptideos das ligacdes cruzadas de colageno tipo I, como o
C- telopeptideo, sendo bastante utilizado atualmente devido a sua
especificidade (HENRY, 2008; VIEIRA, 2007).

2.7. Resposta inflamatoria, imunomodulacéo e apoptose

A acao dos glicocorticoides no sistema imune ocorre em varios pontos,
culminando com o desvio da resposta para um padrdao T helper2, com
caracteristicas antiinflamatérias dependentes do aumento de citocinas como
IL1, IL4, IL5, IL6, IL10, IL13 e o fator estimulante de colbnias provenientes de
granulécitos e macrofagos (GMSF). S&do capazes de inibir citocinas pro-
inflamatdrias, como IL2 e IL12, o interferon gama (INFQ) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) (DAMIANI, et al., 2004).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina com atuacdo tanto na resposta
imune inata como na adaptativa. Ela € sintetizada por mondcitos, células
endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos e
também a estimulacdo por outras citocinas, principalmente interleucina-1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral (TNF-alfa). A IL-6 se constitui em importante
marcador inflamatério. E uma citocina envolvida numa série de atividades
imunologicas, em especial a sintese de substancias de fase aguda pelo figado,
estando envolvida na regulacdo metabdlica da propria PCR. Tal como o seu
receptor (gpl30), é amplamente expressa durante a reacgdo inflamatoria,
produzindo efeitos indesejaveis em varios 6rgdos. A IL-6 normalmente é
expressa em niveis baixos, exceto durante infecgdo, trauma ou outros fatores
estressantes. Entre os varios fatores que regulam a expressao do gene da IL-6,
estdo o estrégeno e a testosterona (GOMES et al., 2009). Apds a menopausa
ou andropausa, 0s niveis de IL-6 sdo elevados mesmo na auséncia de
infeccdo, trauma ou estresse. A propria hiperglicemia caracteristica da
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intolerancia a glicose tem relacdo com a sintese imediata de marcadores como
IL-6, com variacbes dos niveis séricos positivamente relacionados e com
aumentos mais significativos na hiperglicemia em pulsos, situagdo comum no
diabético (GOMES et al., 2009).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria que atua aumentando a lipdlise,
com inibicdo da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da liberacdo de acidos
graxos livres e glicerol. Reduz a expressdo do substrato do receptor de
insulina-1 (IRS-1) e GLUT-4 nos tecidos muscular e hepético. A IL-6 é a
principal citocina pro-coagulante, pois determina a producéo e a elevacéo das
concentracfes plasmaticas de fibrinogénio e em especial, da proteina C reativa
(FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO, 2006).

TNF-a é expresso por adipdcitos e células do estroma vascular, incluindo
0os macrofagos. Alguns estudos demonstram que seus niveis plasmaticos
possuem correlacdo positiva com os corticoides. Ele reprime a expressédo de
genes envolvidos na captacdo e armazenamento de &cidos graxos livres e
glicose; suprime genes de fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese;
diminui a expressao da adiponectina e aumenta a da IL-6. No figado, o TNF-a
suprime a expressdo de genes envolvidos na captacdo de glicose e no
metabolismo e oxidacao de &cidos graxos (RUAN et al. 2002). Tais citocinas
pré-inflamatérias como IL-6 e TNF-a, assim como citocinas anti-inflamatérias
como a IL-10 sdo amplamente sintetizadas no baco, considerado o maior 6rgao
linféide do corpo e desempenha um importante papel no sistema imune do
hospedeiro (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2004).

A reacdo de TUNEL é método confiavel para deteccdo de apoptoses,
sobretudo quando confirmada por outro método, como a analise
morfocitologica (HUENTA et al., 2007).

A apoptose consiste, basicamente, de trés estagios sucessivos: (1) o
comprometimento a morte provocado por sinais extras e intracelulares; (2)
execucdo da morte celular por ativacdo de proteases intracelulares; (3)
formacdo e remocdo dos corpos apoptéticos por fagocitose, seguido da
degradacdo lisossomal pelas células fagociticas (VAUX; STRASSER, 1996). O
mecanismo molecular de inducdo de apoptose pelos glicocorticoides é incerto.

Por outro lado, os GC diminuem a apoptose e aumentam a sobrevida de

51



870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886

neutrofilos. Ao mesmo tempo, inibem o acumulo de neutrofilos nos sitios da
inflamacdo (RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016).

Os glicocorticoides sao capazes de modular a proliferagdo celular
(LONGUI et al., 2005), pois reduzem a expressado do heterodimero c-myc, entre
outros fatores de transcricdo que regulam a sobrevida e multiplicacdo celular,
determinando a parada entre as fases G1 e S do ciclo celular. Sdo também
capazes de induzir a morte celular pelo mecanismo de apoptose, culminando
com a ativagdo de proteinas com acdo nuclear envolvidas na degradacdo do
DNA, do RNA e de outras proteinas estruturais da célula (LONGUI, 2007,
SERRA; ROGANOVICH; RIZZ0, 2012; KAMANGA-SOLLO, et al., 2017).

O avanco do conhecimento acerca dos mecanismos celulares e
moleculares de acdo dos glicocorticéides tem contribuido de forma decisiva
para o desenvolvimento de associacdes que minimizem esses efeitos
colaterais e possuam alta eficacia antiinflamatoria. Desta forma estudos séo
necessarios afim de analisar o estrégeno como alternativa para minimizar

efeitos adversos.
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RESUMO

Os glicocorticoides sdo drogas amplamente usadas em funcdo de seu amplo
efeito no tratamento de doencas reumaticas e inflamatdrias. Contudo, seu uso é muitas
vezes limitado por numerosas reagOes adversas. O presente artigo teve por objetivo
analisar a associacdo de estrégeno na corticoterapia prolongada sobre parametros
histopatoldgicos, bioquimicos e imunohistoquimicos no figado e rins em ratas. Para
isso, foram utilizadas 35 ratas albinas, com 90 dias de idade, divididas nos seguintes
grupos: | — ratas que receberam placebo; Il - ratas submetidas a corticoterapia por 45
dias; Il - ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias e tratadas simultaneamente com
Alendronato de Sodio 0,2 mg/Kg por via intragastrica; IV - ratas submetidas a
corticoterapia por 45 dias e tratadas simultaneamente com estrégeno 50mg/Kg por via
subcuténea; V - ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias adicionado estrogeno nos
ultimos 15 dias. A corticoterapia foi induzida por meio de injecbes de 2mg/mL de
Decadron®, por via intramuscular. A anélise histopatoldgica revelou no figado das ratas
do grupo Il altera¢Ges estruturais caracterizadas pela presenca de nddulos multifocais no
parénquima hepatico, vacuolizacdo celular difusa e congestdo de sinusoides. O rim
mostrou-se sem alteracfes histopatologicas, porém apresentou diminuicdo da area
glomerular, area da capsula de Bowman, volume glomerular e volume da cépsula de
Bowman pela analise morfométrica. Ao final do tratamento (45° dia) os parametros
bioguimicos avaliados permanecem aumentados apenas nas ratas do grupo Il com
excecdo do HDL que permaneceu reduzido durante todo o periodo experimental. As
marcacOes para IL-6 e TNF- a foram mais intensas nas ratas do grupo Il tanto no figado
guanto nos rins. O indice de apoptose mostrou-se inalterado no figado das ratas. Os rins
das ratas do grupo Il mostrou maior marcacéo para o teste de tinel. Com isso conclui-
se que o estrogeno atua de forma protetora e reparadora contra os danos hepaticos e

renais decorrentes da corticoterapia por periodo prolongado.

Palavras-chaves: corticoterapia, estrogeno, figado, rins, morfometria, bioquimica,

imuhistoquimica, ratas.
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ABSTRACT

Glucocorticoids are drugs widely used because of their wide effect in the treatment of
rheumatic and inflammatory diseases. However, its use is often limited by numerous
adverse reactions. The present article aimed to analyze the association of estrogen in
prolonged  corticosteroid therapy on histopathological, biochemical and
immunohistochemical parameters in the liver and kidneys in rats. For this, 35 albino
rats, 90 days old, were divided into the following groups: | - rats that received placebo;
Il - rats submitted to corticosteroid therapy for 45 days; Il - rats submitted to
corticotherapy for 45 days and treated simultaneously with 0.2 mg / kg Sodium
Alendronate intragastric; IV - rats submitted to corticotherapy for 45 days and treated
simultaneously with estrogen 50mg / kg subcutaneously; V - rats submitted to
corticotherapy for 45 days added estrogen in the last 15 days. Corticosteroids were
induced by injections of 2 mg / mL Decadron® intramuscularly. Histopathological
analysis revealed in the liver of the rats of group Il structural alterations characterized
by the presence of multifocal nodules in the hepatic parenchyma, diffuse cellular
vacuolization and congestion of sinusoids. The kidney showed no histopathological
changes, but showed a decrease in the glomerular area, Bowman's capsule area,
glomerular volume and Bowman's capsule volume by morphometric analysis. At the
end of the treatment (45th day) the biochemical parameters evaluated were only
increased in the rats of group Il with the exception of HDL that remained reduced
throughout the experimental period. The markers for IL-6 and TNF-a were more intense
in the rats of group Il in both the liver and the kidneys. The rate of apoptosis was
unchanged in the liver of the rats. The kidneys of the rats of group 11l showed greater
marking for the tunnel test. With this, it is concluded that estrogen acts in a protective
and reparative way against the hepatic and renal damages resulting from corticosteroid

therapy for a prolonged period.

Key words: corticoterapia, estrogen, liver, kidneys, morphometry, biochemistry,

imuhistochemistry, rats.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a terapia com glicocorticoides (GC), denominada corticoterapia, vém
sendo utilizada em diversas especialidades médicas, incluindo a dermatologia,
endocrinologia, oncologia e oftalmologia (MOSCA et al., 2011), sendo tratamento
indicado em casos como deficiéncia da suprarrenal (congénita ou adquirida), doencas
reumaticas, renais, alérgicas, infecciosas, leucemias e linfomas, edema cerebral e
trauma cervical (SEGURO; ROSARIO; SHOENFELD, 2013).

Em contrapartida, diversos estudos relatam efeitos indesejaveis durante o
tratamento, em geral associados ao tempo de duragédo e uso de GC de acdo prolongada,
incluindo, alteracdo da disposicdo de gordura (SERRA et al., 2012), disfuncdo
hipofisaria (R1ZZO 2012), patologias no sistema renal (PEREIRA et al., 2007),
alteracbes cardiovasculares (R1ZZO 2012), alteracbes no sistema hematopoiético
(DIAMANT 2014) e imunoldgico (RHODUS et al., 2006). Possuindo ainda atuacéo
direta sobre o metabolismo 6sseo e hepatico (LONGUI 2007).

O principal efeito da terapia com corticoides é a esteatose hepatica (lipidose) ou
hepatomegalia, porém isso ndo é clinicamente aparente, sendo rapidamente reversivel
com a descontinuacgéo da terapia. Altas doses e uso prolongado de corticoides tém sido
associados ao desenvolvimento ou exacerbacdo de esteato-hepatite ndo alcoolica (uma
condicd@o que, mesmo se for causada pelos corticoides, pode demorar a ser curada) com
elevacdo nos niveis de aminotransferase serica e histologia hepéatica semelhante a
hepatite alcodlica com esteatose, inflamacdo cronica, degeneracdo em baldo
centrolobular e Corpuasculos de Mallory (FREITAS; SOUZA 2007; WOODS et al.,

2015).
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H& também efeitos da corticoterapia sobre o tecido renal. Estudos realizados por
Dickinson et al. (2007) utilizando dexametasona e betametasona por 15 dias mostraram
que os GC estimulam angiotensina 11, vasopressina, ACTH e receptor de leptina, bem
como enzimas metabdlicas, canais de Na+ epiteliais, Na+/K+ ATPase e transportadores
de ions Na+/H+ e aquaporinas. Outros estudos demonstraram efeito como reducdo do
namero de néfrons nos animais que receberam dose de 0,2 mg predinisona diariamente,
0 que pode ocasionar um quadro de hipertensdo na vida adulta (ZIMANY!I et al., 2002,
WINTOUR et al., 2003).

Existem trabalhos na literatura que evidenciam a acdo dos GC sobre o sistema
imune, estudos indicam que seu uso provoca aumento de citocinas pré-inflamatorias
como a IL-1, IL-6, IL-10 e do fator de necrose tumoral alfa (DAMIANI et al., 2004).
Estudos realizados por Brasil e colaboradores (2000) evidenciam um aumento da IL-6 e
TNF- a no nivel plasmatico de 86,6% dos pacientes que receberam corticoterapia em
comparagao ao grupo que ndo recebeu corticdides. Sabe-se ainda que os GC conseguem
inibir a apoptose, porém por mecanismos ndo totalmente elucidados
(RAMAMOORTHY:; CIDLOWSKI, 2016).

Tendo em vista a problematica da corticoterapia na satde publica, pesquisas sdo
necessarias para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que minimizem os
efeitos colaterais decorrentes ao uso de GC. Nesse contexto, a reposicdo hormonal,
principalmente pelo estrégeno, tem se destacado por atuar diretamente sobre diversos
tecidos, possuindo receptores em células 0sseas, renais e hepaticas mostrando assim ser
boa alternativa para minimizar os efeitos da corticoterapia (OH; KIM; CHUNG, 2008;
KAMANGA-SOLLO et al., 2017). Segundo a literatura, a associagdo de GC com outros
farmacos em especial com outros anti-inflamatérios ou horménios mais especificos,

promovem efeitos sinérgicos que permitem diminuir a dose/tempo de corticoterapia e
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assim atenuar nos possiveis efeitos indesejados (LONGUI, 2007; PEREIRA et al.,
2007; ERRANTE et al., 2014).

Dessa forma, a presente pesquisa visou avaliar os efeitos da administracdo de
estrégeno associado a corticoterapia prolongada sobre a histofisiologia renal e hepatica,
a fim de identificar uma estratégia de tratamento que reduza os efeitos indesejados

nesses Orgaos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 35 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
com 90 dias de idade, pesando em torno de 200 + 25 g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad
libitum, na temperatura de 22 £ 1 °C e iluminacdo artificial que estabeleceram um
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das
06:00 as 18:00 h. As ratas foram divididas, ao acaso, em cinco grupos, cada um,
constituido por 7 animais, a saber:

Grupo | —ratas que receberam placebo (CONTROLE);

Grupo Il - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias
(CONTROLE NEGATIVO);

Grupo 111 - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias e
tratadas com simutaneamente com alendronato de sédio 0,2 mg/Kg por via intragastrica

(CONTROLE POSITIVO);
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Grupo 1V - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias e
tratadas simultaneamente com 50 mg/Kg de estrégeno (hexaidrobenzoato de estradiol);

Grupo V - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias
adicionado 50 mg de estrégeno (hexaidrobenzoato de estradiol) nos Gltimos 15 dias.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de

n°. 083/2014.

2.2. Corticoterapia

A corticoterapia foi realizada nas ratas de todos 0s grupos experimentais, exceto
no controle, através da injecdo do glicocorticoide dexametasona (Decadron® - 2
mg/mL, diluido em soro fisiolégico) por via intramuscular, na dose de 2,0 mg/kg do
peso corporal, diariamente, durante 45 dias. (GOUDOCHNIKOV; PETTENON 2001).

As ratas do grupo controle receberam a mesma dose de soro fisioldgico.

2.3.  Tratamento com estrdgeno

As injecdes de estrégeno (hexaidrobenzoato de estradiol, diluido em 6éleo de
améndoas) foi administrado nas ratas dos grupos V e IV na dose de 50 mg por rata, via
subcutanea, durante 45 e 15 dias respectivamente. (GOUDOCHNIKOV; PETTENON,

2001).

2.4. Administracdo de Alendronato de Sodio

As ratas do grupo Il foram submetidas ao tratamento de alendronato de sodio na

dosagem de 0,2mg/Kg por via intragastrica, durante 45 dias.
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2.5 Andlise Biogquimica

Em cada grupo foram realizadas trés coletas no 1°, 15° e 45° dia de tratamento.
De cada coleta apds contencdo mecanica, foi retirado 1 mL de sangue de cada rata por
meio da puncdo na veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O sangue obtido foi
acondicionado em microtubos com anticoagulante (heparina sodica - 20 pL),
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 3.000 rpm durante 10 minutos. As amostras de plasma
foram mantidas em freezer -80 °C até 0 momento da dosagem.

Foram avaliados os niveis plasmaticos de indicadores especificos de lesdo
hepatica e renal como as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (FA),
albumina (ALB), colesterol, triglicerideos, HDL, LDL, VLDL, ureia, creatinina e
glicose. As amostras foram analisadas em triplicata e determinadas com o auxilio do

analizador bioquimico Vet test 8008 (Blood chemistry analyzer).

2.6. Analise histopatoldgica

Sete ratas de cada grupo foram eutanasiadas por aprofundamento anestesico apos
0s periodos experimentais. Para tanto, foram anestesiados com hidrocloridrato de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular. Em seguida, procedeu-
se a remocdo do figado e rins, os quais foram imersos em formol tamponado a 10%,
permanecendo no mesmo por 24 horas. Apds esse procedimento, os 6rgdos foram

clivados e submetidos a técnica histologica de inclusdo em parafina. A seguir, os blocos
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foram cortados, corados com Hematoxilina e Eosina (H.E) e Picrosirus para analise de

rotina histopatoldgica e deteccdo de colageno, respectivamente.

2.5. Morfometria Renal

A morfometria foi realizada através de aplicativo Morfometria de Linhas,
calibrado em micrometros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. Para a
obtencdo da éarea glomerular o cursor foi posicionado na &rea central deste,
estabelecendo-se, a partir dai, uma linha circular externa, coincidente com os limites do
tufo glomerular. Foi utilizada a mesma metodologia para a mensuracdo da capsula de
Bowman (AKAOKA; WHITE; RAAFAT 1994). O volume glomerular e da capsula de
Bowman, foi calculado de acordo com os critérios preconizados por Pagtalunan;
Drachman; Meyer (2000). Para essa estimativa, foi utilizada a equagdo 4/3mr3,

destinada ao célculo do volume da esfera, na qual “r”” representa o raio.
p

2.6 Imunohistoquimica (IL6 e TNF-«)

Para analise imunohistoquimica, as ldminas silanizadas foram desparafinizadas e
reidratadas em xilol e alcoois. A recuperacdo antigénica foi realizada através de uma
solucgéo de tampéo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no micro-ondas por 5 minutos.
A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucdo de peroxido de hidrogénio
(3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da
incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora.
Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram
diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as laminas foram tratadas

com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi
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observada através de um precipitado marrom apos aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina
por quatro minutos e contra corados com hematoxilina. As imagens foram capturadas
por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as
quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de

Histograma RGB (Red-Green-Blue) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).

2.7. Indice apoptotico

Para isso foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes
foram inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS
(pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a Proteinase K foi
aplicada sobre as 1dminas por 15 minutos. As Iaminas foram lavadas em &gua destilada
e incubadas em peroxido de hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os
cortes foram lavados em PBS e incubados em tampao equilibrio por 60 minutos a 4 °C.
Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37 °C por 1 hora em camara Umida. Foi
aplicada a solugdo stop por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as
laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram
enxaguadas em PBS e o0s cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (+ 20 minutos), sendo contracorados com
hematoxilina por 20 a 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em &agua
corrente, desidratadas em concentragdes crescentes de &lcool e colocadas em xilol para
serem montadas e observadas em microscépio de luz. O indice apoptético foi
determinado pela contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos
500 nucleos subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a

objetiva de 40X (WU et al., 2013)
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2.8. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada em um programa computacional InStat®, onde
dados foram avaliados por meio de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com post-

hoc de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Histopatologia

O figado das ratas do grupo controle apresentou parénquima hepatico sem
alteracbes com corddes de hepatdcitos organizados margeando a veia centro lobular,
entremeados por capilares sinusoides (Figura 1A). Entretanto, o figado das ratas do
grupo Il observou-se alteracfes estruturais caracterizadas pela presenca de nodulos
multifocais no parénquima hepético (Figura 1B). Esses n6dulos sdo revestidos por uma
capsula de tecido conjuntivo, camada de neutrofilos em processo degenerativo com
nacleos hipersegmentados e area central com necrose (Figura 1C). No figado das ratas
dos grupos Il a V, evidenciou-se discreta vacuolizacdo celular difusa, congestédo de
sinusoides, além da presenca de celulas inflamatdrias mononucleares difusas e discreta
lipidose (Figuras 1D, E e F).

Os rins das ratas dos grupos submetidas a corticoterapia ndo mostraram alteragdes
histopatoldgicas, apresentando todos 0s seus componentes estruturais bem definidos,
constituindo-se de capsula fibrosa, regido cortical e medular (Figura 2). Observou-se
capsula de Bowman e espaco capsular bem diferenciado, além de glomérulos bem

desenvolvidos.
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3.2. Morfometria renal

Através da analise morfometrica dos rins das ratas verificou-se que no grupo Il
houve uma diminuicdo da Area Glomerular (AG), Area da Céapsula de Bowman (ACB),
Volume Glomerular (VG) e Volume da Céapsula de Bowman (VCB) quando comparado

aos rins das ratas dos demais grupos experimentais (Tabela 1).

3.2. Andlise biogquimica

As anélises bioquimicas apresentaram-se sem alteracdes significativas, ao 1° dia
de tratamento. Ao 15° dia as ratas do grupo Il e V diferiram estatisticamente das demais
ratas dos grupos experimentais em relacdo a todos os pardmetros avaliados,
apresentando niveis séricos elevados de todos eles com exce¢do do HDL, onde houve
uma reducéo, e da albumina que ndo foi observada diferencas significativas em relacédo
aos demais grupos experimentais. Ao final do tratamento (45° dia) os parametros
avaliados permaneceram aumentados apenas nas ratas do grupo Il com exce¢do do HDL
que permaneceu reduzido, diferindo dos demais grupos experimentais (Tabelas 2, 3 e

4).

3.3. Imunohistoquimica - IL6 e TNF-«

A analise imunohistoquimica para o IL-6 hepéatico, mostrou uma maior expressao
desse fator nas ratas do grupo induzido a corticoterapia sem tratamento. Os demais
grupos experimentais ndo diferiram entre si. (Figura 3). O mesmo comportamento foi

observado para os rins (Figura 4).
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A marcacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) hepético e renal, mostrou
elevada marcacdo no grupo I, diferindo dos demais grupos experimentais. Os demais

grupos equipararam-se com o grupo controle. (Figuras 5 e 6).

3.4. Indice apoptético

O indice apoptotico no figado das ratas dos grupos experimentais ndo apresentou

diferencas significativas (Figura 7). A marcacgdo para a apoptose renal mostrou que as

ratas do grupo Il apresentaram aumento significativo, quando comparado aos outros

grupos. Nos demais grupos esse indice ndo diferiu do controle (Figura 8).
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Figura 1: Figado das ratas dos grupos experimentais. A — Controle - normal.
Coloragdao H.E.; B- induzidos a corticoterapia sem tratamento, observar detalhe dos
neutréfilos em processo de degeneragdo com presenca de nicleos hipersegmentados.
Coloragao H.E.; C — induzidos a corticoterapia sem tratamento, observar capsula de
tecido conjuntivo — coloragdo Picrosirus. D — induzidos a corticoterapia +
alendronato de sdédio simultineo. Coloracdo H.E.; E — induzidos a corticoterapia +

estrogeno simultdneo; F — induzidos a corticoterapia + estrégeno ultimos 15 dias
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1435  Coloragao H.E. V — veia centro lobular, tc — tecido conjuntivo, Asteristico —

1436  neutrofilos em processo degenerativo, Seta longa — congestdo de sinuséides.

1437
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Figura 2: Rim das ratas dos grupos experimentais. A — controle; B — induzidos a
corticoterapia sem tratamento; C — induzidos a corticoterapia + alendronato de sédio
simultaneo; D - induzidos a corticoterapia + estr6geno simultaneo; E - induzidos a
corticoterapia + estrogeno ultimos 15 dias. tcd — tubulo contorcido distal; tcp — tabulo

contorcido proximal; cr — corpusculo renal. Coloracdo H.E.
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1444  Tabela 1: Média + desvio padrdo da area glomerular (AG) e da capsula de Bowman
1445  (ACB), do volume do glomeérulo (VG) e da cépsula de Bowman (VCB) dos rins das
1446  ratas dos grupos experimentais.
1447
Grupos
Experimentals AG(HM?) ACB(um?) VG (umd) VCB (um®)
| 15692,5000 £ 1432a  21172,9096 + 1376a 1574027,22 +1100a 1765132,14 + 1027a
11 10136,6100 + 1211b 12033,7655 + 1033b  1055317,65 + 1003b 1213442,11 + 1090b

P

15541,8594 + 1609a

14332,7722 + 1471a

14475,6544 + 1332a

0,1606

21099,8123 + 1160a

21235,3901 + 1249a

21266,7721 + 1088a

0,0102

1367859,01 + 1099a

1446717,12 + 1119a

1500065,99 + 1212a

0,0413

1699756,00 + 1101a

1787238,53 + 1200a

1678024,74 + 1199a

0,0035

1448
1449

1450

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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1451  Tabela 2: Média das dosagens séricas das enzimas indicadoras da funcdo hepética e renal, colesterol,
1452  triglicerideos e glicose nas ratas dos grupos experimentais, no primeiro dia de tratamento.
Grupos Gl Gll G Il GIv GV P

Glicose

146,00 + 7,02a 137,00+ 11,68a 139,70+8,96a 138,30 +1126a 139,70+6,38a  0,9183
(mg/dL)
Albumina

3,80 + 0,04a 3,43+0,17a 3,47 +0,13? 3,45 + 0,092 3,39+ 0,10a 0,2203

(g/dL)
Colesterol

84,67 + 14,38a 91,67 +6,66a 100,70 +12,67a  84,33+9,95*  9500+9,29a  0,7228
(mg/dL)
Triglicerideos

197,00 + 24,25a 166,00+ 7,55a 170,00 + 10,91a 158,00 +2,392 187,70+ 11,68a  0,1870
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 33,74 + 4,69 3568+295a  32,94+359a  3097+1,70a  30,35+3,84a  0,4640
LDL (mg/dL) 19,52 + 2,453 16,06 +3,19a  23,60+390a  1510+4,0la  2045%558a  0,4290
VLDL (mg/dL) 39,40 + 4,85a 3327+147a  34,13+218  3160+046a  37,53+233a  0,1754
Uréia (mg/dL) 47,33 + 4,25a 48,33+491a  56,67+425a  57,00+4,19a  47,67+578  0,4609
Creatinina

0,43 + 0,06a 0,54 +0,03a 0,52 + 0,03 0,48 + 0,04a 0,50 + 0,10a 0,2981

(mg/dL)
ALT (U/L) 51,33+ 7,68a 58,67 +4,05a  52,67+296a  56,00+6,55a  4533+7,62a  0,6052
AST (U/L) 90,67 + 14,44a 80,67 +13,33a 113,70 +12,17a 108,70 +14,19a 100,30 +11,05a  0,3496
GGT (U/L) 1,85+0,37a 2,18 +0,37a 2,59 0,342 2,22 +0,64a 1,51 +0,35a 0,4813
FA (U/L) 22,33 +5,36a 41,00 + 14,432 21,67+566a  3599+1650a 37,67+1291a  0,5371
1453  Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
1454  Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
1455  aminotransferase (AST), Gama-glutamil transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FA).
1456
1457
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1458 Tabela 3: Meédia das dosagens séricas das enzimas indicadoras da funcdo hepética e renal,
1459  colesterol, triglicerideos e glicose nas ratas dos grupos experimentais, no décimo quinto dia de
1460  tratamento.

Grupos Gl Gl G Il GIv GV P
Glicose (mg/dL) 116,30 +6,80b 185,00 +7,00a 128,70 +6,35b 124,00 £10,58b 179,70+ 1,32a  0,0283
Albumina (g/dL) 3,36 £ 0,37a 4,39 + 0,85a 3,55 + 0,442 2,75+ 0,30a 3,19+0,14a  0,0603
Colesterol

7400+536b  86,33+237a  7433+423b  77,33+165b  8533+3,02a 0,0146
(mg/dL)
Triglicerideos
169,30 +6,11b 205,70 £7,09a 167,00+ 4,73b 160,00 £ 13,00b 198,70+ 9,71a  0,0029
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 41,27+549a  24,05+526b 40,93 +5,22b 4293+48la  29,94+360b  0,0006
LDL (mg/dL) 11,41+551b  31,99+82la  14,60+273b 9,067 + 4,72b 32,00+ 1,40a  0,0017
VLDL (mg/dL) 33,87+1,22b  46,33+4,04a 34,47 +4,47b 32,00 £ 2,60b 4373+194a  0,0004
Uréia (mg/dL) 4500+2,64b  63,33+3,2la  44,67+2,080  42,33+251b 64,33+ 4,50a  0,0119
Creatinina
0,35+ 0,02b 0,49 + 0,03a 0,34+ 0,07b 0,34+ 0,03b 054+0,04a  0,0042
(mg/dL)
ALT (U/L) 29,33+4,86b  72,00+8,7la  33,06+200b  31,00+1,73b  76,33+568a  0,0003
AST (U/L) 8500+888bh 11230+587a 83,33+345b  84,00+2,68b  10533+25la 0,0126
GGT (U/L) 1,14 +0,97b 3,14+ 0,63a 2,18 + 0,44b 2,14 +0,62b 3,18+057a  0,0038
FA (U/L) 21,33+4,61b  54,67+9,0la 1833+251b  21,67+73lb  50,00+264a  0,0111
1461
1462  Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
1463  Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
1464  aminotransferase (AST), Gama-glutamil transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FA).
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1465 Tabela 4: Meédia das dosagens séricas das enzimas indicadoras da funcdo hepética e renal,
1466  colesterol, triglicerideos e glicose nas ratas dos grupos experimentais, 45 dias pos-tratamento.
Grupos Gl Gl G Il GIv GV P
Glicose (mg/dL) 188,70 +1,15b 269,00 +6,08a 182,30 +6,100  181,70+9,01b  178,00+9,84b  0,0246
Albumina (g/dL) 3,85+ 0,14a 3,88 + 0,362 3,10 £ 0,38a 3,01+0,28a 3,03+048a  0,0222
Colesterol
77,33+6,60b  119,70+7,3la 66,67 +5,85b 71,00 + 4,580 76,00+ 7,000  0,0143
(mg/dL)
Triglicerideos
160,70 +4,93b 196,70 +£2,51a 162,00 +8,25b  157,00+4,350 159,30 +3,21b  0,0301
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 49,00+2,07a  30,70+3,60b 47,82 +4,95a 52,59 + 3,42a 47,10+578a  0,0111
LDL (mg/dL) 21,10+2,63b  48,00+502a 24,76 +2,82b 23,67 +3,84b 27,12+6,32b  0,0255
VLDL (mg/dL) 3220+1,87b  46,00+337a 34,13 +4,44b 31,40 + 3,66b 30,17+ 4,24b  0,0011
Uréia (mg/dL) 44,33+208b  60,17+25la 43,00 +4,35b 40,43 +4,91b 45,00 +4,35b  0,0405
Creatinina
0,33 +0,02b 0,55+ 0,01a 0,34 +0,08b 0,35+ 0,03b 0,32+0,05b  0,0312
(mg/dL)
ALT (U/L) 3400+2,00b  56,33+378a  36,33+257b 38,00 +3,12b 3545+568b  0,0178
AST (U/L) 97,33+3,84b  128,70+8,95a  95,13+4,16b  100,70+6,02b  9533+7,21b  0,0079
GGT (U/L) 1,55 +0,57b 3,18+ 0,03a 1,59 + 0,64b 1,51 +0,61b 1,58 +054b  0,0129
FA (U/L) 20,00+ 3,46b  41,33+288a 22,33+ 1,66b 18,67 + 4,63b 2433+491b  0,0042
1467
1468  Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

1469
1470

1471

80

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
aminotransferase (AST), Gama-glutamil transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FA).
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Figura 3: Imunohistoquimica e quantificacdo do IL-6 no figado. A: GI — controle; B:
GlI- induzidos a corticoterapia sem tratamento; C: Glll- induzidos a corticoterapia +
alendronato de sodio simultaneo; D: GIV- induzidos & corticoterapia + tratamento com
estrogeno simultaneo; E: GV - induzidos & corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos Ultimos 15 dias; F — Quantificacdo em pixels da expressdo do fator IL- 6. Notar
aumento significativo dos pixels no grupo Gll em relacdo aos outros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 4: Imunohistoquimica e quantificacdo do IL-6 no rim. A: GI — controle; B: GlI-
induzidos a corticoterapia sem tratamento; C: GIll- induzidos a corticoterapia +
alendronato de sodio simultaneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com
estrgeno simultaneo; E: GV - induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos Gltimos 15 dias; F — Quantificacdo em pixels da expressao do fator IL- 6. Notar
aumento significativo dos pixels no grupo Gll em relacdo aos outros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 5: Imunohistoquimica e quantificacdo do TNF-a no figado. A: GI — controle; B:
GlI- induzidos & corticoterapia sem tratamento; C: GllI- induzidos a corticoterapia +
alendronato de sddio simultaneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com
estrgeno simultaneo; E: GV - induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos ultimos 15 dias; F — Quantificagdo em pixels da expressao do fator TNFa. Notar
aumento significativo dos pixels nos grupos GlI em relagdo aos outros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 6: Imunohistoquimica e quantificacdo do TNF-a no rim. A: GI — controle; B:
GlI- induzidos a corticoterapia sem tratamento; C: Glll- induzidos a corticoterapia +
alendronato de sodio simultaneo; D: GIV- induzidos & corticoterapia + tratamento com
estrogeno simultaneo; E: GV - induzidos & corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos ultimos 15 dias; F — Quantificagdo em pixels da expressdo do fator TNFa. Notar
aumento significativo dos pixels nos grupos GlI em relagdo aos outros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 7: Indice apoptdtico no figado. A: Gl — controle; B: Gll— induzidos &
corticoterapia sem tratamento; C: GllI- induzidos a corticotera + alendronato de sddio
simultaneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com estrogeno simultaneo;
E: GV - induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno nos Gltimos 15 dias; F —
Quantificacdo dos nucleos em apoptose. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 8: Indice apoptotico no rim. A: Gl — controle; B: Gll— induzidos & corticoterapia
sem tratamento; C: GlIl- induzidos a corticotera + alendronato de sédio simultaneo; D:
GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com estrogeno simultaneo; E: GV -
induzidos a corticoterapia + tratamento com estrogeno nos ultimos 15 dias; F —
Quantificacdo dos ndcleos em apoptose. Notar aumento significativo dos nucleos em
apoptose no grupo GlII em relacdo aos outros. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn

(p<0,05).
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4, DISCUSSAO

Os efeitos colaterais decorrentes da corticoterapia prolongada tem se tornado um
problema de saude publica, por isso o aumento na busca de novas alternativas
terapéuticas para minimizar esses danos. Nesse trabalho os grupos que receberam
simultaneamente ou nos ultimos 15 dias de tratamento dose de estrogeno apresentaram
uma melhora aos danos decorrentes da corticoterapia no tecido hepatico e renal,
comprovado pela analise histopatologica, morfométrica, bioquimica e

imunohistoquimica. Mostrando assim, um efeito benéfico do estrogeno.

O estrogeno mostra ser uma possivel alternativa terapéutica por apresentar
receptores nos mais diversos tecidos, e com isso conseguir diferentes expressoes
génicas, dependentes do tipo de tecido alvo. A literatura descreve a presenca de receptor
estrogénico alfa (REa) no utero, figado, rins, sistema cardiovascular e glandulas
mamarias (BRUNETTE; LECLERC, 2002; SHEARMAN et al., 2003). Enquanto o
receptor de estrogénico beta (REPB) ¢ expresso nas células da granulosa do foliculo
ovariano, no tecido 6sseo e em nucleos do sistema nervoso central (TAYLOR et al.,

2009).

A histopatologia do figado demostrou que o0s grupos que receberam
corticoterapia, apresentaram néddulos multifocais por todo o tecido hepatico, com a
presenca de neutrofilos em processo degenerativo e células inflamatorias
mononucleares difusas, mostrando um processo de inflamacéo nesse tecido. O que nao
foi evidenciado no grupo que recebeu o estrogeno. Acredita-se que esse horménio
diminua os niveis de substancias pro- inflamatorias presentes ap6s uma lesao,

atenuando o dano tecidual. Isso foi evidenciado no presente trabalho, onde os grupos
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que receberam estrogeno ndo apresentaram aumento de I1L-6 e TNF- a. Além disso,
existem relatos na literatura da capacidade do estrogeno em atuar como antioxidante,
esse mecanismo parece ser independente da ativacdo de receptores estrogénicos e que €
favorecida pela sua estrutura quimica contendo um anel fendlico (NASSIF et al., 2005).
O &tomo de hidrogénio pertencente ao grupo fendlico da molécula de estrogeno pode
ser doado e assim detoxificar radicais hidroxilas altamente reativos, suprimindo o
estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio, &nions superoxido e outras
neurotoxinas pré-oxidantes geradas ap6s uma lesdo (BEHL, 2003). Isso explicaria o

efeito reparador no figado demostrado pelo estrégeno.

Uma forma de fornecer informacgdes sobre o estado do figado de paciente, é
através dos testes bioquimicos (GOMES et al., 2008), uma vez que a maioria das
proteinas plasmaticas sao sintetizadas no figado e as doencas hepatocelulares podem
alterar a sintese proteica, tanto quantitativamente quanto qualitativamente (BAYNES,
DOMINICZAK, 2007). O estrégeno também se mostrou eficaz em reverter as
alteracOes bioguimicas apresentadas no figado das ratas que receberam a corticoterapia,
como aumento de colesterol, triglicerideos, LDL e VLDL e redugdo de HDL,
retomando a niveis normais esses parametros ao final do tratamento. Justificando assim
0 resultado deste trabalho. Confirmando esse resultado temos o estudo de Pedrosa et al.,
(2009) em humanos que descreve que 0 estrogeno conseguiu reduzir significativamente
a incidéncia de doenca cardiaca por diminuir os niveis de lipoproteinas plasmaéticas, que

sdo as principais responsaveis por doencas cardiacas.

Os niveis plasmaticos das enzimas ALT, AST, GGT e FA, sdo também utilizados
para verificar a integridade do tecido hepéatico. Houve uma elevacdo dessas enzimas no

grupo que recebeu a corticoterapia, entretanto nos animais que receberam 50 mg de
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estrogeno simultaneamente e nos Gltimos 15 dias, mostrou uma melhora no parametro
dessas enzimas ao final do tratamento, igualando-se ao grupo controle. As enzimas AST
e ALT estdo relacionadas com a integridade dos hepatdcitos e quando ocorrem lesdes
ou destruicdo das células hepéticas, ha liberacdo destas para a circulagcdo sanguinea
(MOTTA, 2000). Além disso, quando os niveis de GGT e fosfatase alcalina,

apresentam-se elevados ha disturbio hepatico (MINCIS; MINCIS, 2007).

A reducdo dos niveis plasméticos dessas enzimas nos grupos tratados com
estrdgeno mostra que esse horménio melhora e previne o tecido hepatico dos danos
causados pelo GC. Esta teoria é reforcada ao se analisar publicacdes de experimentos
que utilizaram a estrogeno como tratamento de injurias hepaticas variadas, como
esteatose hepética ndo-alcoolica (WISE, 2002), isquemia (BEHL, 2003) e fibrose
(GARCIA-SEGURO et al., 2001), obtendo a reduc¢do dos niveis das enzimas hepaticas.
Esses autores relacionaram essa redugdo ao aumento das enzimas antioxidantes,
principalmente pela glutationa reduzida, mostrando que além do efeito protetor, o

estrdgeno apresenta uma capacidade de reverter os efeitos toxicos da GC sobre o figado.

Outro fator avaliado no presente trabalho foram as concentragdes séricas de
albumina, que se mostrou inalterada entre 0s grupos experimentais durante todo o
tempo experimental. A ALB é uma proteina usualmente utilizada em testes de fungéo
hepaética, isso porque ela é a proteina mais abundante no plasma, perfazendo um total de
50% das proteinas totais do soro humano (SANTOS et al., 2004). Essa ndo alteragdo
pode ter sido devido ao tempo de tratamento, pois a albumina tem um longo tempo de
meia vida, a hipoalbuminemia é no entanto comum nas doencas hepéticas crénicas

como a cirrose (NUNES; MOREIRA, 2007).
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A dexametasona, usada neste trabalho é metabolizada principalmente no figado,
entretanto, em doses altas e com 0 uso sistémico (como nos casos de corticoterapia), 0s
rins também sdo afetados (CONSTANCIA et al., 2005). A lesdo renal pode ser
identificada por varios pardmetros, sendo caracterizada pela dosagem sérica de creatina,
volume urinério e proteindria (HUANG et al., 2011). Pesquisas experimentais recentes
em modelos animais estdo utilizando como possiveis sinalizadores de lesdo renal as
analises morfoldgicas, histopatoldgicas, presenca de mediadores inflamatdrios nos
tecidos renais e alteragdes no sistema renina - angiotensina Il (TAO et al., 2013). No
presente trabalho ndo foi verificada alteracGes renais na histopatologia, porém houve
diferengas morfométricas e aumento dos niveis séricos de ureia e creatinina no grupo
que recebeu a corticoterapia, mostrando que a dosagem de 2 mg/kg por 45 dias, ja é
capaz de interferir na funcdo renal. Resultado este que nédo foi evidenciado no grupo que
recebeu o estrégeno. Em seu estudo Wu et al. (2012) demonstraram que a injecdo
intraperitoneal de estrégeno na dose de 100mg/kg diminui os niveis plasmaticos de
ureia, creatinina, 6xido nitrico ap6s a corticoterapia. Essa melhora pode ser devido ao

efeito antioxidante apresentado por esse horménio, como ja descrito anteriormente.

Algumas citocinas, como a interleucina 6 e o fator de necrose tumoral o,
normalmente é expressa em niveis baixos, exceto durante infeccdo, traumas ou outros
fatores estressantes, como 0 uso excessivo de farmacos (GOMES et al., 2009), isso
justificaria 0 aumento dessa citocina no grupo que recebeu apenas a corticoterapia.
Além disso, sabe-se que a liberacéo de IL-6 é estimulada pela interleucina 1 e 0 TNF-a
(GUVEN et al., 2015). Mostrando que o aumento do TNF-a pode ter estimulado o
aumento da IL-6, o que foi confirmado nesse trabalho tanto no figado quanto no rim.

Reforcando essa hipotese temos o estudo realizado por Brasil et al., (2000) que
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demonstraram aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 € TNF-a no grupo que recebeu
30 mg/kg de metilprednisolona. O aumento dessas citocinas ndo foi verificado nos
animais que receberam o estrogeno. Isso pode ser justificado, pois esse horménio
consegue atuar nos mondcitos, linfécitos T e B e neutréfilos pelo receptor estrogénico o
, € na falta do estrogeno essas células do sistema imune estdo mais ativas, sugerindo um
efeito modulador do estrogeno sobre a atividade dessas células (SHEARMAN et al.,
2003; CERRAVOLO et al., 2007). Estudos in vitro demonstram que o estrégeno afeta a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias por essas células, provavelmente por uma
ligacdo cruzada entre os receptores e o fator de transcri¢do nuclear (NF-kB), que resulta
na reducdo da atividade desse fator. Além disso, estudos vém sugerindo que a
deficiéncia do estrégeno durante os primeiros anos da menopausa tem ligacdo com
varias citocinas pré-inflamatorias, como interleucinas (IL-6 e IL-1) e a expressdo de
seus receptores (SALTIKI, ALEVIZAKI 2007). Confirmando essa hipdtese temos o
estudo de Faloni; Cerri, (2007) o qual mostra que o estrégeno atua sobre os mondécitos
promovendo reducdo dos niveis de IL-1 e TNF-a e conseguem interferir

consequentemente nos niveis de IL-6.

Em relacdo a marcacdo das células em apoptose no figado, ndo verificamos
diferencas significativas em relagdo aos grupos experimentais, mostrando que durante o
tempo de tratamento os GC ndo conseguiram interferir nos niveis de morte celular
hepatica. Pouco se sabe sobre o efeito dos corticoides na apoptose celular. Trottier et al.
(2008) relatam que o GC ¢ capaz de aumentar o nimero de neutrofilos circulantes por
um mecanismo associado com a reducao na sua taxa de apoptose. Ja o rim das ratas do
grupo I, que receberam corticoterapia e Alendronato de S&dio, mostraram as maiores

marcacgOes para apoptose. Estudos relatam que os bifosfonatos quando administrados
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oralmente e em altas doses, podem facilitar a formagdo de complexos de célcio e ferro.
Esses complexos, principalmente pelo célcio, sdo fagocitados por macréfagos ou podem
ser depositados nos rins e levar a quadros de insuficiéncia renal, e a nivel celular pode

estimular a apoptose renal (NEVES et al., 2003).

5. CONCLUSAO
Assim conclui-se que o estrégeno atua como uma alternativa terapéutica eficiente
na prevencao e reparacdo dos efeitos colaterais decorrentes da corticoterapia por tempo

prolongado minimizando os danos hepaticos e renais.
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RESUMO

O interesse pelo estrogeno e suas a¢Ges no organismo tém crescido muito, nos
ultimos anos, principalmente, como alternativa terapéutica durante a corticoterapia. O
presente artigo teve por objetivo avaliar os efeitos da administracdo de estrogeno
associado a corticoterapia por 45 dias analisando o fémur de ratas, a fim de identificar
uma estratégia de tratamento com menor efeito colateral. Para isso, foram utilizadas 35
ratas albinas, com 90 dias de idade, divididas nos seguintes grupos: | — ratas que
receberam placebo; Il - ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias; Il - ratas
submetidas a corticoterapia por 45 dias e tratadas simultaneamente com Alendronato de
Sodio 0,2 mg/Kg por via intragastrica; IV - ratas submetidas a corticoterapia por 45 dias
e tratadas simultaneamente com estrogeno 50mg/Kg por via subcutdnea; V - ratas
submetidas a corticoterapia por 45 dias adicionado estrégeno nos Ultimos 15 dias. A
corticoterapia foi induzida por meio de inje¢des de 2mg/mL de Decadron®, por via
intramuscular. A analise histopatoldgica revelou no fémur das ratas do grupo Il perda da
microarquitetura 0ssea, notada pela diminuicdo da conectividade entre as trabéculas. Na
analise histoquimica pelo VVon Kossa observou-se marcagdo calcio positiva proximos ao
disco epifisario em todas as ratas dos grupos experimentais. Ao 15° dia as ratas do
grupo Il e V diferiram estatisticamente das demais ratas dos grupos experimentais em
relacdo a todos os parametros avaliados, apresentando niveis séricos diminuidos de
calcio, magnésio e osteocalcina e elevacdo das taxas de fosfatase alcalina dssea,
fosfatase acida tartarato-resistente e C- telopeptideo. Ao final do tratamento (45° dia) 0s
parametros avaliados permanecem alterados apenas nas ratas do grupo Il. As marcacdes
para TNF- o foram mais intensas nas ratas do grupo Il. A marcagdo para IL-6 e o indice
de apoptose mostrou-se inalterado em todos os grupos. Assim, conclui-se que o
estrégeno se mostrou eficaz em prevenir e reparar 0s danos 0sseos provocados pela

corticoterapia por periodo prolongado.

Palavras-chaves: corticoterapia, estrogeno, fémur, bioquimica, imuhistoquimica, ratas.
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ABSTRACT

The interest in estrogen and its actions in the body have grown a lot, in recent years,
mainly, as a therapeutic alternative during steroid therapy. The objective of this study
was to evaluate the effects of estrogen administration associated with corticosteroid
therapy for 45 days by analyzing the femur of rats, in order to identify a treatment
strategy with a lower collateral effect. For this, 35 albino rats, 90 days old, were divided
into the following groups: | - rats that received placebo; Il - rats submitted to
corticosteroid therapy for 45 days; 11l - rats submitted to corticotherapy for 45 days and
treated simultaneously with 0.2 mg / kg Sodium Alendronate intragastric; IV - rats
submitted to corticotherapy for 45 days and treated simultaneously with estrogen 50mg
/ kg subcutaneously; V - rats submitted to corticotherapy for 45 days added estrogen in
the last 15 days. Corticosteroids were induced by injections of 2 mg / mL Decadron®
intramuscularly. The histopathological analysis revealed in the femur of the rats of
group Il loss of the bone microarquitetura, noticed by the decrease of the connectivity
between the trabeculae. In the histochemical analysis by Von Kossa, a positive calcium
label was observed near the epiphyseal disk in all rats of the experimental groups. At
day 15, the rats of group Il and V differed statistically from the other rats of the
experimental groups in relation to all parameters evaluated, with decreased serum levels
of calcium, magnesium and osteocalcin and elevated levels of bone alkaline
phosphatase, acid phosphatase tartrate- resistant and C-telopeptide. At the end of the
treatment (45 days) the parameters evaluated remain altered only in the rats of group II.
The TNF-a markers were more intense in the rats of group II. The labeling for IL-6 and
the apoptosis index was unchanged in all groups. Thus, it has been concluded that
estrogen has been shown to be effective in preventing and repairing bone damage
caused by long-term corticosteroid therapy.

Key words: corticoid therapy, estrogen, femur, biochemistry, imuhistochemistry, rats.
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1. INTRODUCAO

A administracdo de glicocorticoides (GC) pode ser realizada com trés duracoes de
tratamento: curto (< 10 dias), intermediario (10 a 30 dias) e prolongado (> 30 dias). A
corticoterapia, ou seja, a administracdo prolongada de GC é o tratamento cada vez mais
indicado para diversas especialidades médicas. Seu uso bastante difundido deve-se a
capacidade de reduzir a exposicao antigénica ao sistema imune, diminuindo a liberagédo
de citocinas pro-inflamatorias e a eficiéncia da eliminacdo do agente agressor e células
infectadas (LONGUI, 2007).

Apesar do seu uso tdo comum a corticoterapia vem apresentando alguns efeitos
colaterais indesejaveis, em geral associadas ao tempo de tratamento e uso de GC de
acao prolongada, como: alteracdo da disposicdo de gordura, disfuncdo hipofisaria,
alteracdo no eixo enddcrino-metabdlico, modificacdo no sistema renal, cardiovascular,
hematopoiético e imunoldgico. Porém o principal efeito colateral decorrente do uso
sistémico de corticoides é sobre o tecido Gsseo, podendo ocasionar: osteoporose,
fraturas Osseas, fraqueza, miopatia, necrose asséptica de cabeca de fémur e Umero em
ratos (SCHIMMER; PARKER 2007; VAN RAALTE; DIAMANT 2014).

A osteoporose é uma doenca 0ssea metabdlica caracterizada por diminuicdo da
quantidade de osso mineralizado, com alteracdo da microarquitetura 6ssea, induzindo
aumento da fragilidade e maior risco de fraturas (RHODUS et al., 2006). Segundo
Longui (2007), a inducdo da osteoporose pelos glicocorticdides resulta da supresséo da
atividade de formacdo 0ssea dos osteoblastos, combinado com o aumento da atividade
de reabsorgdo 6ssea pelos osteoclastos. Enquanto o efeito sobre a atividade osteoblastica
parece ser direto, seus efeitos sobre a atividade osteoclastica sdo resultantes da
diminuicdo da absorcéo de célcio intestinal, concomitantes com aumento da excregdo
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urinéria de célcio, ambos como causas secundarias do hiperparatireoidismo (PEREIRA,
etal., 2007).

O estudo do tratamento da osteoporose, ocasionada por terapia com
glicocorticoides (osteoporose secundaria) tem sido especialmente motivado, pois 0s
mesmos, ndo raramente, sdo insubstituiveis para o tratamento médico de muitas e
variadas enfermidades (POLO, 2003). Os agentes terapéuticos, que podem ser utilizados
no tratamento da osteoporose, de acordo com suas propriedades farmacoldgicas, podem
ser divididos em antirreabsortivos e agentes formadores de osso (KIM et al., 2003).
Dentre estes, pode-se citar os bifosfatos como o Alendronato de sodio, que atua ligando-
se aos cristais de hidroxiapatita e acumulando-se no tecido 6sseo. Os bifosfatos sdo
drogas muito eficientes no tratamento da osteoporose, porém alguns efeitos adversos
destes medicamentos tém sido relatados, tais como: intoleréncia gastrointestinal
(SOUZA, 2010) e osteonecrose mandibular (POZZI et al., 2007).

Devido a estes efeitos colaterais, buscam-se alternativas terapéuticas para
minimizar tais danos decorrentes da corticoterapia, como: diminui¢cdo do tempo de
administracdo e associa¢do com outras drogas, hormonios ou fitoterapicos. Dentre essas
opcbes, uma estratégia que tem se mostrado eficiente é a reposicdo hormonal,
principalmente pelo estrogeno, que se destaca por atuar na remodelagdo 6ssea, contudo
por mecanismos ainda nédo totalmente elucidados.

A presenca de receptores para estrogeno em células dsseas sugere efeito direto
desse hormdnio sobre esse tecido (OH; KIM; CHUNG, 2008; KAMANGA-SOLLO, et
al., 2017). Podendo ser uma boa alternativa para minimizar os efeitos da terapia com
GC, por conseguir atuar diretamente via receptor. No entando, poucos séo os trabalhos
na literatura que avaliem o uso de corticoides por periodo prolongado (acima de 30 dias)

ou a associacao estrégeno+glicocorticoide, o que dificulta esse esclarecimento.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 35 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
com 90 dias de idade, pesando em torno de 200 + 25 g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad
libitum, na temperatura de 22 + 1 °C e iluminacgdo artificial que estabeleceram um
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das
06:00 as 18:00 h. As ratas foram divididas, ao acaso, em cinco grupos, cada um,
constituido por 7 animais, a saber:

Grupo | —ratas que receberam placebo (CONTROLE);

Grupo Il - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias
(CONTROLE NEGATIVO);

Grupo 111 - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias e
tratadas com simutaneamente com alendronato de sodio 0,2 mg/Kg/dia por via
intragastrica (CONTROLE POSITIVO);

Grupo 1V - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias e
tratadas simultaneamente com 50 mg de estrogeno (hexaidrobenzoato de estradiol);

Grupo V - ratas submetidas a corticoterapia com dexametasona por 45 dias
adicionado 50 mg de estrégeno (hexaidrobenzoato de estradiol) nos Gltimos 15 dias.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de

n°. 083/2014.

2.2. Corticoterapia
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A corticoterapia foi realizada nas ratas de todos 0s grupos experimentais, exceto
no controle, através da injecdo do glicocorticoide dexametasona (Decadron® - 2
mg/mL, diluido em soro fisiol6gico) por via intramuscular, na dose de 2,0 mg/kg do
peso corporal, diariamente, durante 45 dias. (GOUDOCHNIKOV; PETTENON, 2001).

As ratas do grupo controle receberam a mesma dose de soro fisioldgico.

2.3 Tratamento com estrégeno

As injecdes de estrogeno (hexaidrobenzoato de estradiol, diluido em dleo de
améndoas) foi administrado nas ratas dos grupos V e IV na dose de 50 mg por rata, via
subcutanea, durante 45 e 15 dias respectivamente. (GOUDOCHNIKOV; PETTENON,

2001).

2.4 Administracdo de Alendronato de Sodio

As ratas do grupo 111 foram submetidas ao tratamento de Alendronato de sédio na

dosagem de 0,2mg/Kg por via intragastrica, durante 45 dias.

2.5 Andlise Biogquimica

Em cada grupo foram realizadas trés coletas no 1°, 15° e 45° dia de tratamento.
De cada coleta apds contencdo mecanica, foi retirado 1 mL de sangue de cada rata por
meio da puncdo na veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O sangue obtido foi
acondicionado em microtubos com anticoagulante (heparina sodica - 20 pL),
homogeneizado com delicadeza e mantido a temperatura ambiente. Para subsequente

obtengdo do plasma as amostras foram submetidas a centrifugacdo a uma temperatura
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de -4 °C com a velocidade de 3.000 rpm durante 10 minutos. As amostras de plasma
foram mantidas em freezer -80 °C até o0 momento da dosagem.

Foram avaliados os niveis plasméticos de indicadores do tecido 6sseo como
calcio, magnésio, além de marcadores de formacgéo e reabsorcdo dssea como: fosfatase
alcalina Gssea, osteocalcina, Fosfatase Acida tartarato-resistente (TRAP) e C-
Telopeptideo (CTX- 1). As amostras foram analisadas em triplicata e determinadas com

0 auxilio do analizador bioquimico Vet test 8008 (Blood chemistry analyzer).

2.6 Anaélise histopatoldgica

As ratas de cada grupo foram eutanasiadas por aprofundamento anéstesico apos 0s
periodos experimentais. Para tanto, foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular. A seguir, foi realizada a
dissecacdo e coleta do fémur de cada animal que foi fixado em formol tamponado a
10%, durante 48 horas. Apos a fixacdo o 0sso foi descalcificado em solucdo de EDTA a
10%, durante trés meses. Posteriormente, o material foi processado de acordo com as
técnicas de rotina para inclusdo em 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.

2.7 Imunohistoquimica (IL6 e TNF-a)

Para analise imunohistoquimica, as laminas silanizadas foram desparafinizadas e
reidratadas em xilol e &lcoois. A recuperacdo antigénica foi realizada através de uma
solucgéo de tampéo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no micro-ondas por 5 minutos.
A peroxidase endogena foi inibida atraves de uma solucdo de peroxido de hidrogénio

(3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da
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incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora.
Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram
diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as laminas foram tratadas
com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi
observada através de um precipitado marrom apos aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina
por quatro minutos e contra corados com hematoxilina. As imagens foram capturadas
por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as
quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de

Histograma RGB (Red-Green-Blue) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).

2.8 Indice apoptdtico

Para isso foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes
foram inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS
(pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a Proteinase K foi
aplicada sobre as 1dminas por 15 minutos. As laminas foram lavadas em &gua destilada
e incubadas em peroxido de hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os
cortes foram lavados em PBS e incubados em tampao equilibrio por 60 minutos a 4 °C.
Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37 °C por 1 hora em camara umida. Foi
aplicada a solugdo stop por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as
laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram
enxaguadas em PBS e o0s cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (+20 minutos), sendo contracorados com
hematoxilina por 20 a 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua

corrente, desidratadas em concentragdes crescentes de &lcool e colocadas em xilol para
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serem montadas e observadas em microscopio de luz. O indice apoptético foi
determinado pela contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos
500 ndcleos subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a

objetiva de 40X (WU et al., 2013)

2.9. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada em um programa computacional InStat®, onde
dados foram avaliados por meio de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com post-

hoc de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Histopatologia e Histoquimica dos fémures

No fémur dos animais de todos o0s grupos experimentais observa-se
desorganizacdo e inativacao do disco epifisario (Figuras 1A, C e E e 2A e C). No grupo
| as caracteristicas histologicas Osseas apresentaram-se normais (Figura 1A)
principalmente referentes a conformacdo do 0sso esponjoso, o qual ndo mostrou perda
de conectividade trabecular, com presenca de osteoblastos e ostedcitos ativos,
caracterizados pela presenca de espaco entre a lacuna e a matriz 0ssea (Figura 1B).

Nos fémures dos animais do grupo Il, 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. Na diafise
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observou-se regides com matriz dssea alterada, demostrando o processo de osteélise
osteocitica (Figura 1D).

No grupo Ill, 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 0ssea alterada, mostrando o
processo de remodelacdo dssea (Figura 1F). Nos fémures dos animais que receberam as
dosagens de estrégeno simultaneamente ou nos Ultimos 15 dias (grupos IV e V),
também evidenciou-se recuperacdo da conectividade trabecular, além da presenca de
areas de matriz Gssea alterada, com osteoblastos (Figura 3).

Na analise histoquimica observou-se marcacdo céalcio positiva em todos os

fémures dos animais dos grupos experimentais, proximos ao disco epifisario (Figura 3).

3.2. Analise bioquimica

As andlises bioquimicas apresentaram-se sem alteracdes significativas, ao 1° dia
de tratamento (Tabela 1). Ao 15° dia as ratas do grupo Il e V diferiram estatisticamente
das demais ratas dos grupos experimentais em relacdo a todos os parametros avaliados,
apresentando niveis séricos diminuidos de célcio, magnésio e osteocalcina e elevacdo
das taxas de fosfatase alcalina Ossea, fosfatase acida tartarato -resistente e C-
telopeptideo (Tabela 2). Ao final do tratamento (45° dia) os parametros avaliados
permanecem alterados apenas nas ratas do grupo Il, diferindo dos demais grupos

experimentais (Tabela 3).

3.3.  Imunohistoquimica - IL6, TNF-a e Teste de Tunel.
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A andlise imunohistoquimica para o IL-6, mostrou sem alteragdes entre 0s grupos
experimentais (Figura 4). A marcacdo do fator de necrose tumoral alfa para o fémur
mostrou elevada marcacao no grupo 11, diferindo dos demais grupos experimentais. Os
demais grupos equipararam-se com o grupo controle (Figura 5). O indice apopt6tico no
fémur das ratas do dos grupos experimentais ndo apresentou diferencas significativas

(Figura 6).
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2085

2086

animais dos grupos experimentais, no primeiro dia de tratamento.

Tabela 1: Média das dosagens séricas das enzimas indicadoras da fungéo 6ssea nos

Grupos Gl Gl G I GIV GV P
Calcio (mg/dL) 9,83+091a  10,03+0,7la  948+043a  10,23+06la  9,82+0,90a  0,7904
Magnésio (mg/dL) 3,81+008a  343+017a  347+013a  345+009a  3,39+0,10a  0,1649
FA Ossea (U/L) 2233+9,29a 2433+1443a 21,67+98la 2500+1212a 21,00+6,24a  0,9902
Osteocalcina
11,00+ 1,0a  10,33+057a  10,67+057a  11,00+10a  10,67+1,15a  0,8768

(mg/dL)
TRACP (U/L) 781+223  9,08+06la 891+047a  946+02la  950+033a  0,3575
CTX-1 (U/L) 781+223  809+223a  937+060a 859+196a  9,33+040a  0,7258

2087

2088  Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si

2089  pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Fosfatase alcalina dssea

2090 (FAO), Fosfatase &cida tartarato -resistente (TRAP), C- telopeptideo (CTX-1).
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111



2092  Tabela 2: Média das dosagens séricas das enzimas indicadoras da fungdo dssea nos
2093  animais dos grupos experimentais, no décimo quinto dia de tratamento.

Grupos Gl Gl Gl GIvV GV P
Célcio (mg/dL) 10,15 + 0,94a 7,56 +0,43b 10,31 +0,04a 10,48 +0,70a 7,11 +0,22b 0,0022
Magnésio (mg/dL) 4,03 £ 0,28a 2,390 + 0,39 3,89+0,13a 4,08 £ 0,75a 2,19+ 0,14b 0,0022
FAO (U/L) 11,33+£4,61b 38,00+12,17a 10,33+2,08b 11,67 +3,21b 38,67+ 13,05a 0,0002

Osteocalcina
12,33 +1,52a 7,00 +1,00b 11,54+152a 10,67 £1,52a 6,12+ 1,0b 0,0018

(mg/dL)

TRACP (U/L) 9,05+ 0,81b 12,00 £ 0,70a 8,48 £ 1,26b 8,36 £0,10b 12,25+ 1,10a 0,004

CTX-1 (U/L) 8,14 + 0,54b 1448 +2,40a 8,323+1,15b 8,96 + 0,44b 1437+ 2,77a  0,0013
2094

2095  Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si
2096  pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Fosfatase alcalina dssea
2097 (FAO), Fosfatase &cida tartarato -resistente (TRAP), C- telopeptideo (CTX-1).

2098
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2099 Tabela 3: Média das dosagens séricas das enzimas indicadoras da funcdo 6ssea nos

2100  animais dos grupos experimentais, 45 dias pds-tratamento.

2101
Grupos Gl Gll Gl GIlv GV P

Calcio (mg/dL) 10,03 £ 0,34a 5,56 +1,28b 12,33 + 1,64a 11,15+ 0,28a 10,32+ 0,36a  0,0132
Magnésio (mg/dL) 3,85+ 0,14a 2,22 +0,50b 3,44 +0,33a 3,35+ 0,29 3,34 +0,13a 0,0009
FAO (U/L) 20,00 + 3,46b 38,00+500a 22,33+288b 1533+3,78b  21,00+4,35b  0,0004
Osteocalcina

11,37 £ 0,63a 5,00 + 1,00b 13,00 +1,73a 13,67 £ 0,57a 11,00 +1,0a 0,0341
(mg/dL)
TRACP (U/L) 9,14 + 0,36b 15,46 + 2,39a 11,56 +1,11b 8,84 +1,20b 8,98 + 1,36b 0,0019
CTX-1(U/L) 9,11 +0,41b 15,50 + 4,87a 9,19 +0,75b 8,86 + 1,59b 9,06 + 0,63b 0,0239

2102  Medias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si
2103  pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). Fosfatase alcalina dssea
2104  (FAO), Fosfatase acida tartarato -resistente (TRAP), C- telopeptideo (CTX-1).
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Figura 1: Fémures dos animais dos grupos I, 1l e 1ll. A, B — Grupo Controle (I). A —
Observar arquitetura 0ssea preservada. B — Observar presenca de osteoblastos (seta
amarela) e ostedcitos ativos (circulo). C e D — Grupo induzidos a corticoterapia sem
tratamento. C - Observar perda de microarquitetura 6ssea. D — Notar areas com matriz
alterada, desmostrando o processo de ostedlise osteocitica (ma). E e F — induzidos a
corticoterapia + Alendronato de Sodio simultdneo (Controle Positivo). E - Observar
arquitetura 6ssea preservada. F — Observar trabécula com presenca de osteoblastos (seta
amarela), ostedcitos ativos (circulo) e matriz alterada (ma). Coloracdo H.E. Asteristico —
Cartilagem articular; Seta curta — Inativagdo do disco epifisario.
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Figura 2: Fémures dos animais dos grupos IV e V. A e B — induzidos a corticoterapia

+ estrégeno simultdneo. A - Observar perda da microarquitetura dssea. B — Observar
osteoblastos (seta amarela), ostedcitos ativos (circulo) e areas de matriz alterada (ma).
Coloragdo H.E. C e D — induzidos a corticoterapia + estrégeno ultimos 15 dias). C -
Observar arquitetura 6ssea preservada. D — Observar osteoblastos (seta amarela),
ostedcitos (circulo) e areas de matriz alterada (ma). Coloragdo H.E. Asteristico —
Cartilagem articular; Seta curta — Inativagdo do disco epifisario.
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Figura 3: Deteccdo de Célcio nos fémures dos animais dos grupos experimentais. A —
Grupo controle (). Evidenciar grande depdsito de calcio junto ao centro de ossificacdo;
B — Grupo induzidos a corticoterapia sem tratamento. C — induzidos a corticotera +
alendronato de sodio simultaneo (Controle Positivo); D — induzidos a corticoterapia +
estrogeno simultdneo; F — induzidos a corticoterapia + estrégeno ultimos 15 dias,
evidenciar grande depdsito de calcio junto ao centro de ossificacdo. Coloracdo Von
Kossa.. Setas — Marcagdo positiva para célcio.
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Figura 4: Imunohistoquimica e quantificagdo do IL-6 no fémur. A: Gl — controle; B:
Gll- induzidos a corticoterapia sem tratamento; C: GlIl- induzidos a corticotera +
alendronato de sddio simultaneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com
estrégeno simultaneo; E: GV - induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos ultimos 15 dias; F — Quantificacdo em pixels da expressdo do fator IL- 6. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 5: Imunohistoquimica e quantificacdo do TNF-a no fémur. A: GI — controle; B:
Gll- induzidos a corticoterapia sem tratamento; C: Glll- induzidos a corticotera +
alendronato de sdédio simultédneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com
estrogeno simultaneo; E: GV - induzidos & corticoterapia + tratamento com estrégeno
nos ultimos 15 dias; F — Quantificacdo em pixels da expressdao do fator TNFa. Notar
aumento significativo dos pixels nos grupos Gll em relagdo aos outros. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 6: Indice apoptotico no fémur. A: Gl — controle; B: Gll- induzidos a
corticoterapia sem tratamento; C: GllI- induzidos a corticotera + alendronato de sodio
simultaneo; D: GIV- induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno simultaneo;
E: GV - induzidos a corticoterapia + tratamento com estrégeno nos altimos 15 dias; F —
Quantificacdo dos nucleos em apoptose. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

A reposicdo pelo estrégeno vem sendo estudada para tentar minimizar os efeitos
colaterais decorrentes da corticoterapia. O principal impacto do uso prolongado de
glicocorticoides (GC) é no tecido 6sseo (BARACHO, et al., 2011). Através da analise
histopatoldgica, histoquimica, bioquimica e imunohistoquimica néo so6 foi confirmada o
efeito desse hormonio na protecdo aos danos causado pelo uso prolongado de GC como
também seu efeito reparador. No fémur dos grupos tratados com estrogeno tanto
simultaneamente quanto nos ultimos 15 dias foi observada recuperacdo da
conectividade trabecular, com areas apresentando matriz 6ssea alterada mostrando que o

tecido estava em remodelacéo.

Esses efeitos podem ser explicados pela capacidade do estrégeno em inibir a
reabsorcdo 6ssea (pelos osteoclastos) e promover a formagdo de novo tecido Gsseo
(estimulando osteoblastos) (FALONI; CERRI, 2007). A via de acdo desse hormoénio
ndo esté totalmente elucidada, porém acredita-se que esse efeito benéfico sobre o0 0sso
ocorra possivelmente pela ligacdo aos receptores nos osteoblastos, influenciado pelo
fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-) (AMADEI et al., 2006) e atuando
também indiretamente nos osteoclastos, via receptor, diminuindo seu recrutamento e
sua atividade reabsortiva (STEEVE et al., 2004). Isso poderia justificar o efeito de
prevencdo pelo estrogeno encontrado neste trabalho, pois mostra que ele é capaz de
estimular a formacdo Ossea e/ou inibir a reabsorcdo Ossea e contribuir para a

homeostasia do tecido.

Montilla; Marucci (2004) em uma pesquisa avaliando o efeito da reposicdo

hormonal pelo estrégeno em pacientes que recebem GC, mostraram que a reposi¢do
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consegue prevenir a perda 0ssea a curto prazo. Esse trabalho ainda demonstra que a
melhora tende a desaparecer com a supressao da reposi¢do pelo estrégeno, pois ocorre
uma perda acelerada de massa 6ssea. Os autores sugerem que essa reposi¢do deve ser

prolongada. O que foi mostrado no presente trabalho.

Um parametro bastante utilizado para avaliar a homeostasia do tecido 6sseo € a
analise bioquimica. A matriz dssea € formada por elementos organicos (fibras
colagenas, proteoglicanos e glicoproteinas) e elementos inorganicos que constituem
cerca de 50% da matriz 6ssea, como ions fosfato, célcio, bicarbonato, magnésio,
potassio, sadio e citrato. Fosfato e célcio sdo mais abundantes que os demais elementos
inorganicos e formam cristais que tém a estrutura da hidroxiapatita (LERNER, 2000).
Isso explicaria a marcacdo de célcio pela histoquimica em todos 0s grupos

experimentais, ja que o calcio € um componente importante do tecido 6sseo.

O paratorménio (PTH) regula as concentracBes séricas de calcio por acOes
diretas nos 0ssos e nos rins e agdes indiretas no intestino, aumentando a sintese de
calcitriol (1,25(0OH)2D3). As agdes do PTH no osso variam de acordo com as suas
concentracOes plasméticas. Em niveis fisioldgicos, esse hormoénio tem um efeito 6sseo
anabolico. J& a sua secrecdo continua e/ou aumentada apresenta efeito catabdlico,
ocorrendo perda de massa 6ssea (BEDANI; ROSSI, 2005). Pesquisas afirmam que o
estrdgeno, assim como as drogas anti-reabsorvitivas (Alendronato de Sodio), tem agéo
direta no 0sso e agdes indiretas via PTH, vitamina D e calcitonina (LANZILLOTTI et
al., 2003). Corroborando assim com 0s nossos resultados, onde 0S grupos que
receberam doses de estrégeno conseguiram reverter a niveis normais as concentracoes

de calcio ao final do tratamento.
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A literatura relata que alteragBes nos niveis de magnésio raramente ocorrem como
um fenémeno isolado. Geralmente s&o acompanhadas por desordens no metabolismo do
potéssio, célcio e fésforo e sdo bastante comuns nos quadros de osteoporose induzida
por GC, como relata Amorim; Tirapegui (2008). Isso aconteceu no presente trabalho,
onde os niveis de calcio e magnésio apresentaram diminuidos durante a corticoterapia e
apos a reposicao hormonal simultanea e nos ultimos 15 dias com estrégeno houve uma

melhora nesses fons a niveis normais ao final do tratamento.

Outro parametro para avaliar a homeostasia do tecido 0sseo, sdo 0s marcadores de
formacdo e reabsorcdo. Para avaliar o estado de formacdo Ossea, foi realizado a
dosagem de fosfatase alcalina déssea (FAO) e calcitonina. A FAO é uma enzima
produzida somente pelos osteoblastos e essencial para mineralizacdo (SARAIVA,
LAZARETTI-CASTRO, 2002). Ja a osteocalcina € um peptideo secretado pelos
osteoblastos maduros, condrocitos hipertrofiados e odontoblastos. Apesar de ser
primariamente depositada na matriz 6ssea recém-formada, uma pequena fracdo entra em
circulacdo, caracterizando esta proteina como marcador da atividade osteoblastica. Esse
trabalho demostrou que 0s grupos que receberam corticoterapia houve um aumento da
FAOQ a partir do 15 dia de tratamento e uma diminuicdo da osteocalcina. Enquanto que o
grupo que recebeu reposicdo de estrogeno houve uma recuperacdo da taxa de formacéo
Ossea ao final do experimento. Resultados semelhantes foram encontrados por Saraiva;
Castro; Richard, (2002), que revelaram que 0s estrogeno é capaz de reduzir a reabsor¢éo
Ossea de maneira dose dependente, principalmente por estimular a atividade

osteoblastica.

Para confirmar o estado de equilibrio do tecido dsseo, foi realizada a dosagem da
fosfatase 4cida tartararo-resistente (TRAP) e C- telopeptideo. A TRAP é uma enzima
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liberada pelos osteoclastos, mas também é derivada de eritrdcitos e o C-telopeptideo é
um produto da degradacdo do colageno. Séo considerados atualmente como os mais
sensiveis marcadores de reabsorcdo 6ssea (KLEIN, 2015). Nesse trabalho verificou-se
que os animais que receberam apenas a corticoterapia exibiram um aumento
significativo nos niveis de TRAT e CTx, enguanto que 0s que receberam o estrégeno
apresentaram uma melhora nesses niveis ao final do experimento. Isso comprova o
papel protetor do estr6geno, em inibir a reabsorcdo éssea. Delmas et al. (2000)
avaliaram quatro marcadores de reabsorcdo dssea (TRAT, fosfatase alcalina 6ssea, CTx
urinario e sérico) em 569 mulheres osteoporéticas e osteopordticas tratadas por 2 anos
com estrogeno. A taxa de reducdo de todos os marcadores correlacionou-se
negativamente com o ganho de massa 6ssea, sendo os CTx 0s que apresentaram
melhores correlagcdes. Mostraram ainda que o estrégeno foi eficaz em diminuir o nivel
desses marcadores, demostrando assim que esse horménio consegue atuar inibindo a

reabsorcao, o que foi também verificado no presente trabalho.

Confirmando o resultado dos marcadores 6sseos temos as citocinas. Os trabalhos
evidenciam que a IL-1 e 6 consigam estimular a formacdo Gssea por atuar nos
receptores osteoblasticos, enquanto que 0 TNF-a atua a nivel osteoclastico e consiga
inibir a reabsor¢do 6ssea (SERRA, ROGANOVICH, RIZZO, 2012). O que poderia
explicar o aumento na marcacdo de TNF-a para grupo que recebeu a corticoterapia
mostrando que o corticoide aumenta os niveis de reabsorgdo e com isso ocasiona um
desequilibrio no tecido 0sseo. O que ndo acontece no grupo que recebeu a reposicdo
pelo estrogeno, possivelmente pela capacidade de inibir a reabsorgdo 0ssea prevenindo a
liberacdo desses fatores de crescimento. O que foi mostrado nesse trabalho, pela nao

alteracdo da IL-6 e TNF nos grupos IV e V. Confirmando esses achados, Girassole et al.

123



2454

2455

2456

2457

2458

2459

2460

2461

2462
2463
2464

2465

2466

2467
2468
2469

2470
2471

2472
2473
2474

2475
2476

2477
2478

(2000) demonstraram um efeito do estrogeno em reduzir os niveis de IL-6 basais, apds

estimulo com IL-1 e TNF-a em células estromais da medula 6ssea em camundongos.

Anélises evidenciam a capacidade de algumas citocinas e horménios, como o
estrogeno de atuar nos receptores RANK/OPG que estdo presentes no tecido 6sseo e
assim conseguir inibir a apoptose dos osteoclastos (STEEVE et al., 2004). Justificando
assim a ndo alteracdo dos niveis de apoptose e ainda explicar o poder de recuperagdo

desse hormonio em minimizar os dados da corticoterapia.

4. CONCLUSAO

Concluiu-se que o estrégeno atuou como uma alternativa eficiente na prevencéo e
reparacao dos danos colaterais decorrentes da corticoterapia no tecido dsseo pela analise

histopatoldgica, bioquimica e imunohistoquimica.
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