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ABSTRACT

The aim was to analyze whether the deleterious effects of dexamethasone on bone can be prevented or
mitigated by using curcumin and the symbiotic concomitantly. The rats were divided into control (CT),
dexamethasone (D), dexamethasone curcumin (DC), dexamethasone symbiotic (DS) and dexamethasone
symbiotic/curcumin (DCS) groups. The thickness, area, and area fraction of the bone trabeculae of the
femoral head were measured. The CT group showed greater trabecular thickness when compared to the D
and DS groups. The thicknesses of the DC and DCS groups were greater than those of the DS group. The
area and area fraction were smaller in groups D, DC and DS compared to CT. It can be concluded that
curcumin, when consumed in isolation, had a slight effect on maintaining the thickness of trabecular bone.
Considering its action on the structuring of the trabecular area, it is not possible to establish a clear
relationship between its benefit for bone preservation and its interference with bone cell activity.
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RESUMO

O objetivo foi analisar se os efeitos deletérios de dexametasona sobre 0ssos podem ser prevenidos ou
mitigados ao se usar concomitantemente a curcumina e o simbidético. Os ratos foram distribuidos em grupos
controle (CT), dexametasona (D), dexametasona curcumina (DC), dexametasona simbiético (DS) e
dexametasona simbi6tico/curcumina (DCS). Foram medidas as espessuras, area e fracao area das trabéculas
Osseas da cabeca do fémur. O grupo CT demonstrou maior espessura trabecular quando comparado aos
grupos D e DS. As espessuras dos grupos DC e DCS foram maiores em relagdo ao grupo DS. A area e a
fracdo area foi menor nos grupos D, DC e DS em relacdo ao CT. Conclui-se que a curcumina quando
consumida isoladamente demonstrou um efeito discreto na manutencdo da espessura do 0sso trabecular.
Considerando sua agdo com a estruturacdo da area trabecular, ndo é possivel estabelecer uma relagao clara
do seu beneficio com a preservacéo do 0sso e da sua interferéncia com as atividades das células ésseas.

Palavras-chave: Osso Esponjoso; Simbiotico; Cabeca do Fémur; Curcumina; Glicocorticoide.
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INTRODUCAO

Muitos fatores interferem no metabolismo dos 0ssos e, dentre eles, pode-se citar
0 uso a longo prazo de glicocorticoides. O uso de glicocorticoides sintéticos, como a
dexametasona, sdo realizadas em tratamentos anti-inflamatdrios e imunomoduladores.
Além disso, as utilizacbes dos glicocorticoides em longo prazo apresentam efeitos
colaterais e estdo fortemente associados com perda de massa dssea e que eventualmente
podera evoluir para um quadro de osteoporose (CHEN et al., 2018).

Os glicocorticoides influenciam a funcédo das células dsseas promovendo alteracédo
na remodelacédo do tecido. Estes medicamentos provocam efeitos diretos e indiretos sobre
estas células podendo causar répida perda déssea, por exemplo. Por inibir a acdo de
osteoblastos, os glicocorticoides diminuem a formacdo dssea, diminuindo a replicacédo
celular em 48 horas de exposicéo, ao eliminar as células capazes de sintetizar o colageno
0sseo. Além disso, os glicocorticoides aumentam o numero de osteoclastos e,
consequentemente, aumentando a reabsorcao 0ssea e a perda de massa 0ssea desde que
os osteoblastos tiveram agdo suprimida (BOCKER et al., 2014). Adicionado aos efeitos
nocivos sobre as células 0sseas, 0s glicocorticoides possuem também efeitos no intestino,
rins, gbnadas e provavelmente nas glandulas paratireoides (WEINSTEIN, 2012).

Os 0ssos, além de medicamentos, também podem sofrer a influéncia de fatores
nutricionais, como por exemplo o uso de curcumina e de simbidticos. A curcumina € uma
molécula altamente pleiotrdpica que tem se demonstrado eficaz no tratamento de algumas
doencas cronicas, como doenca inflamatdria intestinal, pancreatite, artrite e certos tipos
de cancer (CHEN et al., 2015). Estudos prévios demonstraram que a curcumina também
pode proteger contra a perda de massa dssea, como aquelas provocadas por ovariectomia
pelo fato de diminuir a osteoclastogénese em modelos de roedores (CHEN et al., 2015).
Outro estudo observou que a curcumina melhorou a microarquitetura 6ssea e promoveu
um aumento da densidade mineral em camundongos transgénicos (YANG et al., 2011).
A partir da analise e comparacdo dos parametros estruturais apresentados pelos
camundongos submetidos ao estudo, na qual um dos grupos foi tratado com a curcumina
0 qual apresentou aumento significativo na resisténcia 6ssea sem deterioracdo adicional
da estrutura. Ao longo de um periodo longo, o tratamento com curcumina levou a um
aumento na fracdo do volume 6sseo, acompanhado por aumento no numero trabecular e
de espessura 6ssea (YANG et al., 2011).

Os simbidticos sdo utilizados ndo apenas para a sobrevivéncia de microrganismos

benéficos adicionados aos alimentos ou ragdes, mas também para a estimulacdo da
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proliferacdo de bactérias nativas especificas presentes no trato gastrointestinal. Eles se
caracterizam por combinar probidtico com prebidticos e os efeito dos simbidticos
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017).

Os simbidticos sdo conhecidos também por estimular e aumentar a area de
absorcéo através da proliferacdo de enterdcitos mediada pela fermentacdo bacteriana.
Parte das atividades desses micrébios inclui a absor¢do e a liberacdo de nutrientes
essenciais da dieta, principalmente célcio e fosfato, regulacdo do sistema imunoldgico,
suporte da integridade e funcéo intestinal, bem como a capacidade de reprimir a invasdo
patogénica de bactérias ou col6nias prejudiciais (ILESANMI-OYELERE; KRUGER,
2020). Também sdo responsaveis por promover a expressao de proteinas de ligacdo ao
calcio e a degradacdo de moléculas complexantes de minerais, como oxalatos e &cido
fitico. Recentemente, foi sugerido que bactérias comensais afetam a fisiologia dssea por
meio da producdo de pequenas moléculas, como a serotonina ou moléculas semelhantes
ao estrogénio, benéficas para a osteogénese (ILESANMI-OYELERE; KRUGER, 2020).

Considerando os dados apresentados, este trabalho analisou 0s possiveis efeitos
do consumo de curcumina e de simbidtico na arquitetura do osso trabecular de ossos de
ratas submetidas concomitantemente ao uso de dexametasona para indugdo quimica de
osteoporose para verificar se os dois suplementos serdo capazes de mitigar a perda de
massa 0ssea provocada pelo corticoide em questéo.

MATERIAL E METODOS

Animais

Neste estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar (n = 50), com 50 dias de
vida, provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE).
O projeto foi submetido & Comissdo de Etica em Utilizacdo Animal (CEUA) da referida
universidade e seguiu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA). Em cada gaiola foram mantidos dois animais com livre acesso a agua e a
alimentacéo (racdo comercial), onde permaneceram em ambiente com temperatura (22 +
1°C) controlada, em ciclo claro/escuro de 12 horas, durante todo o experimento. Este
estudo utilizou material biologico de estudo prévio protocolado na CPDI sob numero
5893.
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Divisdo dos grupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em cinco grupos experimentais (10
por grupo) do seguinte modo:

- Grupo controle (CT): os animais receberam somente agua e ra¢do comercial e
submetidas a gavagem com solucéo salina;

- Grupo dexametasona (D): os animais receberam &gua, racdo comercial e foram
submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3 vezes por semana);

- Grupo dexametasona e curcumina (DC): os animais receberam agua e racao
comercial e foram submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3 vezes por
semana) e ao consumo concomitante de curcumina durante 5 semanas (diariamente);

- Grupo dexametasona e simbiotico (DS): os animais receberam agua e racao
comercial e foram submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3 vezes por
semana) e ao consumo concomitante de simbidtico durante 5 semanas (diariamente);

- Grupo dexametasona e simbidtico/circuma (DCS): os animais receberam agua
e racdo comercial e foram submetidos ao uso de dexametasona durante 5 semanas (3
vezes por semana) e a0 consumo concomitante de simbiotico e curcumina durante 5

semanas (diariamente).

Protocolo de administracéo de dexametasona

A administracdo de dexametasona foi utilizada como protocolo de inducdo de
perda de massa 6ssea e foi realizada conforme o estudo de Lucinda et al. (2013). A
dexametasona (fosfato dissédico de dexametasona — 4mg/ml, ampola 2,5 ml) foi
administrada via intramuscular na dose de 7mg/Kg de peso corporal, uma vez por semana,

durante cinco semanas.

Suplementac¢@o com curcumina

A administracdo da Curcumina foi realizada por via oral, através de goma,
diariamente, durante 5 semanas. A cada trés dias foram produzidas gomas de gelatina
com curcumina (concomitante ao uso de dexametasona), na dose de 100 mg/kg, segundo
(CIRANO et al., 2018).

Suplementacdo com simbiotico
O simbiotico que foi utilizado era composto por Lactobacillus acidophilus SD
5221 NCFM, Lactobacillus rhamnosus SD 5675 HNOO1, Lactobacillus para casei SD
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5275 LPC-37, Bifidobacterium lactis SD5674 HNO0019 e fruto-oligossacarideo (5,59).
Para tanto, foi utilizado o protocolo descrito por (TAGLIARI et al., 2017). O simbiotico
foi administrado por via oral (concomitante ao uso de dexametasona) na dose diaria de
200 mg/kg/dia/animal todos os dias do experimento. Segundo 0s autores, esta
corresponde a “dose aproximada de 200.000 a 206.109 UFC (unidades formadoras de

colonias)” e € uma estimativa da dose diaria necessaria para o ser humano.

Sacrificio dos animais e coleta do material bioldgico

Ao fim do periodo experimental (5 semanas) e apds um jejum de 4 horas, 0s
animais foram anestesiados através da administracdo, por via intraperitoneal, de tiopental
na dose de 100 mg/kg na concentracdo de 25 mg/mL. Foram verificados os indicativos
de morte, tais como auséncia de movimentos respiratorios, batimentos cardiacos e perda
dos reflexos. Posteriormente os ossos foram coletados. O material biologico esta

armazenado em biofreezer no Biotério Experimental.

Morfometria do osso trabecular do fémur

Para esta andlise foram utilizados 6 fémures (membros posteriores esquerdos) de
cada grupo. Para cada fémur foi utilizado cortes histoldgicos da epifise proximal (cabeca
do fémur). As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% por 72 horas a 4°C e
foram descalcificadas em solucdo de ETDA (EDTA, tartarato de sddio, tartarato de sodio
e potassio, HCI e agua) (CASTANIA et al., 2015). Em seguida, as amostras foram
processadas através de técnicas histolégicas de rotina e incluidas em parafina. Foram
obtidos cortes longitudinais com 5um de espessura que foram corados com Hematoxilina-
Eosina. Ap6s montagem de laminas, foram realizadas medidas da espessura, da area e da
fracdo area (area das trabéculas dividida pela area total do campo analisado) das
trabéculas 6sseas com auxilio do software Leica LAS acoplado a um fotomicroscopio da
marca Leica. Para cada fémur foram utilizados 4 cortes histoldgicos das epifises
proximais e de cada corte foi capturado 1 campo em objetiva de 4X para medidas da
espessura das trabéculas e foram capturados 2 campos em objetiva de 10X para medidas

da area e fracdo area das trabéculas.

Analise estatistica
Os dados apresentaram distribui¢cdo normal e homocedasticidade da amostra e foi

utilizado teste paramétrico para analisar 0s quatro grupos independentes por meio da
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Analise de Variancia de 1 via (ANOVA One Way), seguido de teste a posteriori de Tukey.
Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Todos os testes foram feitos

com 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS

O grupo CT demonstrou maior espessura trabecular quando comparado aos
grupos D (p = 0,0441) e DS (p = 0,0077), mas foi semelhante estatisticamente em relagéo
aos grupos DC (p = 0,9421) e DCS (p = 0,9487). As espessuras dos grupos DC (p =
0,0280) e DCS (p = 0,0381) foram maiores estatisticamente em relacdo ao grupo DS
(Figura 1).

A analise estatistica tanto para a area quanto para a fracdo area apresentaram
similaridades. Em ambas o grupo CT foi maior quando comparado aos grupos D (parea
=0,0020; pfracdo = 0,0020), DC (parea =0,0019; pfracdo = 0,0019) e DS (parea < 0,0001;
pfracdo < 0,0001). Estes trés grupos foram iguais estatisticamente, mas o grupo DS diferiu
do grupo DCS (pérea = 0,0032; pfracdo = 0,0032).

A observagdo das laminas coradas com hematoxilina-eosina demonstrou que a
area trabecular € claramente maior no grupo CT (Figura 3A) quando comparado com 0s

demais grupos (Figuras 3B-D), mas com area semelhante ao grupo DCS.

Figura 1 - Morfometria da espessura das trabéculas do 0sso esponjoso da cabega do fémur dos
animais dos grupos controle, Dexametasona (D), Dexametasona e Curcumina (DC),
Dexametasona e Simbi6tico (DS) e Dexametasona e Curcumina/Simbiético (DCS). Os
resultados foram expressos em media £ desvio padrdo. O simbolo * do colchete indica diferenca
estatisticamente significante entre dois grupos apds o teste de Tukey.
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Figura 2 - Morfometria da area e da fracdo area das trabéculas do 0sso esponjoso da cabeca do
fémur dos animais dos grupos controle, Dexametasona (D), Dexametasona e Curcumina (DC),
Dexametasona e Simbi6tico (DS) e Dexametasona e Curcumina/Simbidético (DCS). Os
resultados foram expressos em média + desvio padrdo. O simbolo * do colchete indica diferenga
estatisticamente significante entre dois grupos ap6s o teste de Tukey.
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Figura 3 - Microscopia de luz do osso trabecular da epifise proximal de fémures dos grupos
Controle (A), Dexametasona (B), Dexametasona e Curcumina (C), Dexametasona e Simbi6tico
(D) e Dexametasona e Curcumina/Simbidtico. Laminas coradas com hematoxilina-eosina. Barra

de escala com 300 um de imagens capturadas com objetiva de 10X. Os grupos Controle e
Dexametasona e Curcumina/Simbi6tico demostraram maior area trabecular.

Fonte: autoria prépria.
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DISCUSSAO

O presente trabalho analisou se 0 consumo de curcumina e de simbiotico seria
capaz de prevenir ou atenuar a perda de massa 6ssea, decorrente do uso de dexametasona,
quando utilizados concomitantemente com a administragéo do glicocorticoide. Assim, foi
proposto verificar como estes suplementos poderiam influenciar a arquitetura trabecular
das cabecas dos fémures de ratas Wistar submetidas ao efeito deletério do glicocorticoide.

Quando utilizada em tempo prolongado de tratamento, a dexametasona tem
demonstrado estar associada com altas ocorréncias de fraturas, desde que favorece perda
de massa 0Ossea e, consequentemente, uma redugdo na capacidade do 0sso em resistir a
cargas mecanicas (CHEN et al.,, 2016b). Seu uso prolongado € responsavel pela
diminuicdo da absorcdo intestinal e da reabsorcdo tubular renal de calcio, além de
interferir na atividade das células 6sseas como os osteoblastos e os osteoclastos (ADAMI;
SAAG, 2019). H& uma diminuicdo da densidade mineral éssea em decorréncia de uma
reabsorcéo 0ssea excessiva em da osteoclastogénese estar estimulada e uma supressao da
formagéo de osso desde que a dexametasona prejudica a diferenciacdo e a maturagao dos
osteoblastos (ADAMI; SAAG, 2019; ZHOU et al., 2023).

Considerando a administracdo da dexametasona, foi verificado que o protocolo
utilizado no presente estudo provocou comprometimento na arquitetura do 0sso
trabecular da cabeca do fémur. A trabéculas 6sseas se apresentaram mais delgadas nos
grupos D e DS, mas a area ocupada por elas foi reduzida no grupo D, DC e DS quando
comparada aos animais saudaveis (grupo controle). Pode-se verificar que a curcumina
auxiliou na preservacdo da espessura, mas nao da area trabecular quando utilizada
isoladamente. Além disso, ela somente mitigou o efeito deletério da dexametasona na
area trabecular quando seu uso foi associado ao do simbiético. O estudo de Chen et al.
(2016a) analisou a a¢do da curcumina na osteoporose induzida por dexametasona in vivo
e na apoptose de osteoblastos in vivo e in vitro e constataram que esse suplemento
restaurou os niveis séricos de fosfatase alcalina 0ssea e da densidade mineral 0ssea,
demonstrando efeito protetor do tecido 0sseo.

Como previamente mencionado, o uso de glicocorticoides diminuem a absorcgao
intestinal de calcio (ADAMI; SAAG, 2019; ZHOU et al., 2023). Como a microbiota
intestinal exerce papel importante sobre a salde Gssea, Scholz-Ahrens et al. (2016)
estudaram o metabolismo 6sseo de ratas ovariectomizadas, para inducéo de osteoporose,
submetidas ao uso de simbiotico (Lactobacillus, Bacteroides e Bifidobacterium) e

constataram que ocorreu protecdo contra a perda do conteudo mineral dos 0ssos
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analisados. Entretanto, no estudo citado ndo houve prejuizo da microbiota intestinal como
acontece quando se faz uso de dexametasona (DE OLIVEIRA et al., 2022). Isso poderia
explicar o efeito negativo do simbiotico quando utilizado isoladamente.

Considerando os dados apresentados, foi possivel verificar que a curcumina
quando consumida isoladamente apresentou um efeito discreto na manutencdo da
espessura do 0sso trabecular quando consumida simultaneamente a administracdo de

dexametasona.

CONCLUSAO

Ao relacionar a acdo da curcumina com a estruturacdo da area ocupada pelas
trabéculas 6sseas da cabeca do fémur, ndo é possivel estabelecer uma relagdo clara do seu
beneficio com a preservacao do 0sso e da sua interferéncia com as atividades osteoblastica

e osteoclastica.
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