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RESUMO

Com o objetivo de investigar as repercussdes clinicas e as
alteracbes biomecanicas e histologicas, no tecido Osseo, causadas pela
menopausa induzida por ooforectomia, foram estudadas 64 ratas, adultas e
virgens, Rattus novergicus albinus (linhagem Wistar). Os animais foram
divididos em dois grupos em relagédo ao tratamento: ooforectomia bilateral ou
cirurgia placebo. O procedimento cirargico foi realizado aos quatro meses de
idade. Cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos, com 8 animais,
segundo o tempo de pds-operatdrio no momento de sacrificio: trés, seis, nove e
12 meses. Para o estudo clinico foi considerado o peso dos animais no
momento do sacrificio. O estudo biomecéanico foi realizado na tibia direita por
meio de ensaio de flexdo em trés pontos com velocidade de aplicacdo de carga
de 30 mm/min, obtendo-se a carga maxima, na ruptura, e o coeficiente de
rigidez, calculado a partir do diagrama carga-deformacdo. Para o estudo
histolégico, utilizou-se a tibia esquerda (porcdo proximal) e analise de
histomorfometria com o calculo da area de trabéculas Osseas. A analise
estatistica do resultado do peso corpéreo e das propriedades mecanicas foi
realizada pela técnica de analise de variancia complementada com o teste de
comparacdes multiplas de Tukey; o estudo da éarea trabecular foi feito pela
analise de variancia ndo paramétrica. A analise dos resultados obtidos permitiu
concluir que a menopausa induzida pela ooforectomia bilateral causou aumento
do peso corporeo; reducdo da resisténcia do osso diafisario, ao seis meses de
privacdo hormonal, mas este efeito foi igualado ao longo do tempo pelo
envelhecimento do controle; a rigidez oOssea foi menor no grupo
ooforectomizado em todo o experimento; também foi constatada reducdo da

massa 0ssea da regido metafisaria.



ABSTRACT

In order to investigate the clinical consequences and the histological
and biomechanical changes in the bony tissue, causes by menopause induced
by oophorectomy, 64 adult and virgin rats, Rattus novergicus albinus (Wistar
lineage) were studied. The animals were divided into two groups regarding the
treatment: bilateral oophorectomy or placebo surgery. The surgical procedure
was carried out when they were four months old. Each group was subdivided
into four other groups with eight animals according to the post operation time at
the moment they were sacrificed: tree, six, nine and 12 months. The animals’
weight was taken at the moment they were sacrificed. The biomechanical study
was carried out on the right tibia by bending test on three spots at the rate level
of 30 mm/min, reaching maximum load at the rupture, and the stiffness
coefficient assessed from the load-deformation curve. The left tibia was used for
the histological study (proximal portion) for the analysis of histomorfometry
(assessment of trabecular area). The analysis of the body weight result and the
mechanical properties was carried out by two way ANOVA test; the study of the
trabecular area was carried out by non parametric ANOVA test. The analysis of
the results obtained allowed us to understand that the induced menopause by
bilateral oophorectomy increased the body weight; reduced the diaphysis bone
strength at the sixth month of lack of hormone but this effect was equaled after
a while by the aging control; the bone stiffness was lower in the
oophorectomized group throughout the experiment; it was also noticed bone
mass reduction in the metaphysis region.
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1. INTRODUCAO

A osteoporose pode ser definida como doenca difusa do esqueleto
caracterizada histopatologicamente pela reducdo absoluta da mineralizacdo
0ssea, com consequente aumento do risco de fraturas apds traumatismos
minimos. As principais manifestacdes clinicas nos seres humanos séo as fraturas
e complicacdes associadas (RIGGS & MELTON, 1986).

Osteoporose €, provavelmente, uma das raras condi¢cfes clinicas ndo
descrita por Hipécrates. Naquela época poucas mulheres sobreviviam até o
periodo da menopausa e, portanto, ndo se observavam os efeitos das alteractes
hormonais e da idade no esqueleto humano (FIAT & MENDONCA).

A osteoporose foi definida inicialmente por ALBRIGHT et al. (1940)
como doenca na qual ha pouco 0sso, mas o que existe € normal. Hoje, mais de 60
anos depois, este conceito permanece valido. Os autores afirmaram, também, que
a osteoporose aumenta o risco de fraturas em mulheres na menopausa, mas
naquela época o papel do estrogeno era totalmente desconhecido (LINDSAY,
1993; TURNER et al., 1994).

SO a partir de 1970 a relacdo entre osteoporose e envelhecimento
0sseo foi reconhecida. Muitos estudos passaram, entdo, a mostrar que ha
diminuicdo da massa 6ssea com o0 aumento da idade (GUAGUEN & BARD, 1982).

Mais tarde alguns autores afirmaram que o aumento da idade,
deficiéncia de estrogeno, baixa entrada de calcio no organismo, tabagismo e
diminuicdo da atividade fisica, também, seriam fatores contribuintes para o
desenvolvimento da osteoporose e consequentemente causar fraturas (RIGGS &
MELTON, 1986; CUMMINGS et al., 1995; JOHNELL et al., 1995).

A osteoporose é frequientemente doenca silenciosa, até a ocorréncia de
fratura. Quando comparado ao 0sso normal, 0 0sso osteoporético mostra reducao
do numero e espessura das trabéculas além de perda da conectividade entre
trabéculas, que resultam em diminuicdo da resisténcia 6ssea. A ocorréncia de
fraturas pode, também, causar deformidade nas vértebras, conseqiiéncia da perda
da resisténcia acompanhada de achatamento vertebral, levando a diminuicdo da
estatura (HAWKER, 1996 ).
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A relacdo entre esforco aplicado e arquitetura 6éssea foi primeiramente
reconhecida por Galileu, que verificou a associacdo entre peso e tamanho da
estrutura 0ssea. Wolff descreveu a maneira como as mudancas na arquitetura
O0ssea e a conformacdo externa do 0sso acompanhavam as mudancas na
sustentacdo de peso pelo processo de remodelacdo esquelética. Por este
mecanismo, exercicios com peso aumentariam a densidade e resisténcia 0ssea
(KAPLAN, 1987).

De acordo com a Lei de Wolff a geometria do 0sso cortical e padrdes da
estrutura trabecular sdo resultantes da adaptacdo funcional fisiol6gica frente a
solicitacdo mecanica induzida pelos exercicios fisicos. Carga mecanica promove
deformacdo no o0sso e consequentemente gera estimulo para resposta éssea
local. Quando ocorre diminuicdo da carga mecanica, pode surgir doenca 0ssea
metabolica por desuso e fraturas. O o0sso é um material viscoelastico cujas
propriedades mecéanicas sdo afetadas pelo grau de deformacéo (JIANG et al.,
1999).

Baseado em critérios da Organizacdo Mundial de Saude € possivel
estimar que 15% das mulheres caucasianas pés-menopausa nos Estados Unidos
e 35% das mulheres, com idade superior a 65 anos, apresentem algum grau de
osteoporose e 50% apresentem diminuicdo da densidade mineral na regido
proximal do fémur. Uma em cada duas mulheres caucasianas provavelmente, tera
algum tipo de fratura causada pela osteoporose ao longo da vida. Existe, também,
risco de homens e mulheres ndo caucasianas virem a ter algum tipo de fratura
causada pela osteoporose (LANE et al., 2000).

Estudo populacional realizado nos Estados Unidos analisou a massa
O0ssea de 14.646 individuos de ambos 0s sexos por meio da densitometria dssea
do fémur. Os resultados comprovaram perda 0ssea compativel com diagnéstico
de osteoporose em 13% a 18% da populacdo feminina acima dos 50 anos e em
3% a 6% da populagcdo masculina. A projecdo destes dados sugere que no
periodo de 1995 a 2020, 534 mil fraturas da regido do quadril ocorrerdo nesta
populacdo, a um custo operacional de 24 bilhdes de délares (MARQUES NETO,
2001).
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Nos E.U.A. o numero de fraturas relacionadas a osteoporose aproxima-
se de um milh&o/ano. A mortalidade chega a 20% nos doze meses subsequentes
a fratura da porcéo proximal do fémur e, dos que sobrevivem, 50 % n&o voltam a
andar independentemente (KRANE & HOLICK, 1994).

De acordo com os dados da Academia Americana de Pesquisas
Ortopédicas em 1999 houve mais de 320.000 hospitalizagbes por fraturas da
regido do quadril, nos Estados Unidos, apresentando custo de cerca de 12.6
bilhdes de délares em um ano. Em funcdo do aumento de expectativa de vida nos
Estados Unidos, estima-se que 0 numero destas fraturas cresca para
aproximadamente 650.000/ano até 2050, sendo que 90% das internacdes serao
de pessoas acima de 65 anos (AMERICAN ACADEMY OF ORTHOPAEDIC
SURGEONS, 2001).

Uma em cada trés mulheres de idade avancada e um em cada seis
homens idosos sofrerdo fratura da extremidade proximal do fémur, que é a mais
grave manifestacdo da osteoporose, desses, 20% morrerdo até um ano apos a
fratura e outros 30% necessitardo de cuidado domiciliar prolongado. H&, portanto,
aumento de mortalidade e da morbidade (KIEL et al.,, 1987; KANIS &
MCCLOSKEY, 1996).

As fraturas associadas com osteoporose sdo as maiores fontes de
morbidade e gastos elevados relacionados ao idoso. A fratura proximal do fémur é
a mais seéria conseqiéncia da osteoporose. Ocorrem em todo o mundo, nos
paises Ocidentais, Europa e Estados Unidos. E esperado que haja aumento no
namero de fraturas de quadrii em outros paises, em razdo de mudancas
demogréficas e pelo fato das mulheres apresentarem expectativa de vida mais
longa do que os homens. A incidéncia deste tipo de fratura aumenta com a idade,
na razdo de 1% ao ano, nas mulheres com 80 anos nos paises ocidentais.
Fraturas da regido do punho ocorrem com mais frequéncia nas mulheres entre 60
e 70 anos e ndo mostram o0 mesmo aumento, com a idade, como as fraturas
proximais do fémur. As fraturas vertebrais ttm aumento moderado com a idade e
ocorrem com mais frequéncias nas mulheres do que nos homens (LAET & HA,
2000).
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No Brasil nas popula¢ges acima de 45 anos, 30% a 47% das mulheres
e 13 a 23% dos homens apresentam osteoporose. Estes indices, a partir do ano
2000, deveréao estar em cerca de 35 a 52% para as mulheres e 19 a 29% para 0s
homens, considerando-se o envelhecimento populacional (MARQUES NETO &
LEDERMAN, 1995).

A prevaléncia de osteoporose e a incidéncia de fraturas podem variar
de acordo com o sexo e caracteristicas genéticas. As mulheres brancas na pos-
menopausa apresentam maior incidéncia de fraturas. A partir dos 50 anos, 30%
das mulheres e 13% dos homens poderéo sofrer algum tipo de fratura. Estudos
realizados no Brasil evidenciam incidéncia similar, especialmente, na populacéo
branca (MARQUES NETO, 2001).

A Campanha Nacional de Prevencdo da Osteoporose procurou buscar
dados que permitissem delinear com maior exatiddo o perfil da osteoporose no
Brasil; desenvolveu-se, em 1997 e 1998, estudo nos estados do Distrito federal,
Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, com 12.842 mulheres com idade em torno dos 55
anos, sendo 37% das participantes obesas e 17% com sobrepeso e moradoras da
zona urbana. Nessa pesquisa, as mulheres tiveram a massa 6ssea determinada
no calcaneo por meio de equipamento ultra-sonométrico. Este método quantifica a
densidade do tecido 6sseo e permite verificar, indiretamente, o grau de resisténcia
O0ssea. Os resultados obtidos e analisados estatisticamente foram bastante
semelhantes, para os valores de ultra-sonometria nos estados do nordeste e do
sul, concluindo-se que o perfil da osteoporose, no Brasil, € semelhante nestes
estados que possuem, entretanto, diferentes populacbes em termos genéticos e
ambientais. Até o momento, estes achados representam o primeiro estudo de
grandes dimensdes e expressiva significancia realizado no Brasil, e o Unico na
América do Sul, relacionado a epidemiologia clinica da osteoporose. Os resultados
obtidos revelam aspectos intrigantes quanto a possivel distribuicdo da
osteoporose no pais, tanto em regides onde efetivamente ocorreu a imigracao
européia, quanto outras onde predominou a miscigenacao entre o negro, o indio e
o portugués (MARQUES NETO, 2001).
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No Brasil, o Nucleo de Informacfes do Ministério da Saude apresentou
0s custos relacionados as internacdes por fraturas de fémur em pacientes acima
dos 60 anos em 1988. Assim, tornou-se possivel estimar o custo operacional das
fraturas por osteoporose em 1988: em Sao Paulo e no Rio de Janeiro, ocorreram
9.709 fraturas, a um custo operacional de R$ 10.920.464,73. Regido Norte,
ocorreram 514 fraturas, a um custo operacianal de R$ 1.042.684,03; na Regido
Nordeste, ocorreram 1.756 fraturas, a um custo operacional de R$ 1. 543.384,32;
na Regido Centro-Oeste, 3.824 fraturas, a um custo operacional de
R$ 4.496.308,85; na Regido Sul, 3.184 fraturas, a um custo operacional de
R$ 9.392.820,62. No Brasil deve-se considerar, portanto, que a osteoporose seja
enfermidade freqlente e, na maioria das vezes, incapacitante, além de estar
relacionada a alto risco de mortalidade. O custo social e familiar das fraturas por
osteoporose € grande. E significativo o nimero de pessoas afetadas, sendo caro e
longo o tratamento a que foram submetidas (MARQUES NETO, 2001).

RIGGS & MELTON (1986) definiram duas formas de osteoporose:
primaria e secundaria. A osteoporose primaria, Tipo |, decorre de atividade
osteoclastica acelerada e corresponde a osteoporose pds-menopausa,
relacionada a deficiéncia de estrogeno. O Tipo Il, também considerada forma
primaria de osteoporose, apresenta reabsorcdo O6ssea normal ou ligeiramente
aumentada, associada a atividade osteoblastica diminuida; corresponde a pos-
menopausa tardia ou osteoporose senil. A perda de massa 0ssea relacionada a
menopausa resulta em 15% a 30% de decréscimo de o0sso trabecular e de 10% a
15% no osso cortical.

Apbs o estudo de RIGGS & MELTON (1986) a sinonimia osteoporose
Tipo | e Tipo Il passou a ser substituida pelo conceito Unico de osteoporose
primaria. A osteoporose pos-menopausa juntamente com a senil sdo formas
priméarias de osteoporose. A causa de perda de massa 6ssea no homem idoso,
nao esta totalmente esclarecida, mas ha evidéncias de que a deficiéncia hormonal
no homem tenha papel importante no metabolismo 0sseo. A osteoporose
secundaria estd relacionada a grande variedade de condicbes morbidas que
podem resultar em distarbios da absorcdo intestinal de calcio ou em

hipoestrogenismo precoce. Distarbios da absorgéo intestinal de calcio, doenca
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celiaca, sindromes de ma absorcdo intestinal, enterocolopatias inflamatérias
cronicas, pancreatite, etilismo cronico, e por hipoestrogenismo precoce como
hipogonadismo, disgenesia gonadal, sindrome de Turner e outras endocrinopatias,
como diabete, doencas da tiredide e da supra renal.

Osteoporose estd associada a numerosos fatores de risco, alguns
podem ser modificados e outros ndo. Os fatores de risco que ndo podem ser
modificados s&o: antecedentes de fraturas, origem caucasiana, idade avancada,
sexo feminino e fatores de risco que podem ser modificados: tabagismo, baixo
peso corporeo, deficiéncia de estrogeno, baixa ingestdo de calcio, alcoolismo,
guedas constantes e atividade fisica inadequada. A perda Ossea atribuida a
menopausa pode ser de 10% a 15% nos corpos vertebrais. O fumo e consumo
exagerado de alcool podem aumentar, em duas vezes, 0 risco de osteoporose
(LANE et al., 2000).

O processo de remodelacdo 6ssea comecga durante o periodo fetal,
acelera-se durante a infancia e continua por toda a vida. Na crianca de 2 anos, a
taxa de remodelacao do osso cortical € de 50% ao ano. No adulto, a remodelacdo
cortical diminuiu para aproximadamente 5% ao ano. No final da adolescéncia,
guando o crescimento longitudinal diminuiu, a densidade Ossea aumenta
rapidamente e atinge o pico apds a maturacdo esquelética, ao redor dos 35 anos
para 0 0sso cortical e mais cedo para 0 0sso trabecular. A perda 0ssea
relacionada a idade inicia-se, tanto em homens como em mulheres, ao redor dos
40 anos. As mulheres perdem 35% a 40% do osso cortical e 55% a 60% do 0sso
trabecular enquanto os homens perdem cerca de dois tercos dessas quantidades
durante toda a vida. Além da perda éssea, relacionada a idade, as mulheres
também perdem osso cortical em propor¢cdo de 2% a 3% ao ano apos a
menopausa. Ao redor de 75 anos a massa esquelética pode ser a metade daquela
existente aos 30 anos (KAPLAN, 1987). O risco de fraturas aumenta rapidamente
em mulheres por volta dos 65 anos de idade (TURNER, 1999).

O conceito de limiar de fratura esta intimamente ligado a condicdo
estrutural de sustentacdo do esqueleto que por sua vez se correlaciona a massa
Ossea presente. Estudo radiolégico, em pacientes assintomaticas, revelou que a

osteoporose sO se torna evidente quando ja ocorreu reducédo de 30% a 50% de
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massa 0Ossea. Clinicamente, a massa 0ssea pode ser avaliada por meio de
radiografias e mais especificamente pela densitometria 6ssea de emissdo dupla
considerado padrédo ouro (FERNANDES, 1998).

As diferencas de densidade 6ssea na maturidade esquelética podem
ser creditadas em parte, as diferencas genéticas e sexuais. As mulheres brancas
tém os esqueletos mais leves, os homens negros esqueletos mais pesados,
homens brancos e mulheres negras tém esqueletos de densidade intermediaria.
Essa ordem de classificacdo corresponde a ordem da classificagdo da ocorréncia
de fraturas. Mulheres de baixa estatura e de origem européia tendem a ter um
esqueleto mais fragil e consequente incidéncia elevada por ter osteoporose com a
idade avancada e maior risco de desenvolver fraturas (RIGGS & MELTON, 1986).

A formacdo do osso é estimulada por influéncias hormonais e por
atividades de carga. Entre as teorias para explicar a funcdo do estrogénio na
supressdo da perda 6ssea encontra-se a relacdo entre o nivel hormonal e o papel
da calcitonina. O estrogeno tem influéncia essencial no 0sso e inibe diretamente a
secrecdo da citoquina interleucina IL-1 de mondcitos periféricos e outras
citoquinas de osteoblastos pela acdo do receptor estrogénico. As citoquinas séo
peptideos endogenos com efeito poderoso na remodelacdo 6ssea. Essa € uma
teoria segundo a qual os estrogénios atuariam de maneira indireta sobre o 0sso,
ao estimular a secrecdo de calcitonina pelas células medulares da tiredide. A falta
de estrogénio leva a producdo aumentada dessas citoquinas, promovendo a
formacdo de osteoclastos de reabsorcdo Ossea e acarretando aumento final na
reabsorcao 6ssea em relagdo a formacgéo 6ssea (KAPLAN,1987).

Osteoporose € uma das doencas mais importantes, relacionadas a
idade, podendo levar o idoso a dependéncia fisica, aumento da morbidade e custo
elevado com o tratamento da doenca. Em razdo da magnitude do problema é
importante a prevencao, por meio de programas efetivos na reducdo da incidéncia
do maior problema de saude publica (RIGGS & MELTON, 1986).

A menopausa (do grego mens = més, pausis = pausa) é definida como
a interrupcdo permanente da menstruagcdo, em consequéncia da perda definitiva

da atividade folicular ovariana. Ocorre, na maioria das mulheres de paises
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industrializados em torno dos 50 anos de idade, variando entre 48 e 52 anos
(OLDENHAVE et al., 1993; FERREIRA, 1999).

O climatério, termo derivado do grego (klimacton = crise), que significa
periodo de crise ou mudanca pode ser definido como a fase de transicdo entre a
fase reprodutiva ou menacme e a fase ndo reprodutiva ou senilidade. A
menopausa sinaliza o fim da funcdo ovulatoria, ou seja, reprodutiva, com
diminuigédo da produgéo estrogénica (ALEIXO, 1999).

Uma das consequéncias significantes da menopausa, reconhecidas em
todo mundo, ndo é o temporéario desconforto ocasionado pelas ondas de calor,
mas sim o fato de que uma em cada quatro mulheres, na faixa etaria dos 65 anos
ou mais (cerca de 15 anos ap0Os a ocorréncia da menopausa), torna-se fisica e
psicologicamente invalida em decorréncia dos transtornos ocasionados pala
osteoporose. A perda 0ssea tende a ser mais acentuada nos primeiros anos que
se seguem a menopausa ou a ooforectomia bilateral. A perda da funcéo ovariana
representa por si sO risco para o desenvolvimento da osteoporose. Durante o
periodo do climatério deve exister a preocupa¢ao na conservacao da massa 0ssea
(FERNANDES, 1998).

GREENBLAT et al. (1976) consideraram a menopausa como periodo
fisiologico, porém acompanhada de deficiéncia estrogénica. O declinio da funcéo
ovariana € associado a perda da atividade reprodutiva, devido a exaustdo do
parénquima folicular e perda da sensibilidade dos foliculos as gonadotrofinas.
Quanto mais rapida a faléncia ovariana maior a possibilidade de instalacdo da
sindrome menopadsica severa que € bem caracterizada ap6s castracao cirargica.

Os resultados do tratamento da osteoporose costumam ser precarios.
Por esta razdo, nos ultimos anos, maior énfase tem sido dada as medidas
profilaticas, procurando-se evitar que se instale a osteoporose em individuos
tornando menos freqlente a ocorréncia de fraturas (FERNANDES, 1998).

A prevencado da osteoporose € um projeto ao longo da vida que comeca
com a adocdo de habitos e condutas saudaveis na infancia. E importante a
alimentacdo balanceada durante a infancia e adolescéncia, principalmente a
ingestao de calcio que exerce efeito protetor na massa 6ssea. Atividade fisica na

adolescéncia e na idade adulta, também pode contribuir para 0 aumento da
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densidade mineral dé6ssea e estimulo ao ciclo de remodelacdo Ossea
(NOTELOVITZ, 2001).

Mulheres na menopausa podem ter vida saudavel, seguindo algumas
orientacbes basicas: atividade fisica moderada, ndo fumar, ndo ingerir bebidas
alcodlicas excessivamente, suplementacdo de calcio, exposicdo ao sol
diariamente, vida sexual ativa, relaxamento e diminuicdo do estresse. Seguindo
todas estas recomendacdes a mulher poderd melhorar o estilo de vida e ter boa
gualidade de vida na menopausa (CUTSON & MEULEMAN, 2000).

A osteoporose é problema de Saude Publica e pode se agravar durante
as proximas décadas. Estratégias preventivas que investiguem maneiras de
aumentar a resisténcia 6ssea, e diminuir a incidéncia de fraturas tém se tornado
objetivo de pesquisa (BENNELL et al., 2000).

Nos ultimos anos, tem aumentado o numero de pesquisas direcionadas
a verificacdo das alterac6es das propriedades mecanicas do tecido ésseo que
ocorre em mulheres no periodo pds-menopausa. Ainda existem davidas a respeito
das alteracOes nas propriedades mecanicas que ocorrem no 0sso trabecular com
osteoporose causadas pela diminuicdo do estrégeno. Uma das principais
dificuldades reside no conhecimento do tempo minimo, ou a partir de quanto
tempo de instalacdo da osteoporose é necessario, para 0 comprometimento da
resisténcia mecéanica do osso apds a diminuicdo do nivel de estrogeno (GUO &
GOLDSTEIN, 2000).

Em estudo recente, RIGGS & MELTON (2002), afirmaram que o
estrogeno € o horménio mais importante na manutencao da massa 0ssea e a
deficiéncia deste horménio pode ser considerada a maior causa de perda 0ssea
relacionada com a idade em ambos os sexos. Embora estrogeno e testosterona
sejam importantes reguladores do crescimento e maturacdo do esqueleto e para o
desenvolvimento da massa 0ssea, 0 estrogeno é considerado o melhor indicador
da previsado de perda Ossea.

Em razdo das dificuldades e limitacbes existentes em pesquisas
clinicas sobre osteoporose como, por exemplo, investigar as possiveis
associacdes existentes entre as perdas identificadas por meio da densitometria e

as alteracbes nas propriedades mecanicas, € que surgem os trabalhos
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experimentais que podem, em condi¢des controladas, avaliar, principalmente, as
caracteristicas mecanicas dos 0ssos, quantificacdo essa impossivel em seres
humanos.

Em ratos e humanos, o aumento do estrogeno durante a adolescéncia
leva ao aumento da massa Ossea e satisfaz a necessidade mecéanica
(TURNER,1999). Na auséncia de ciclos, as ratas continuam a produzir esteroides,
por meio de cistos contidos nos ovarios. A remoc¢do dos ovarios é, portanto,
necessaria para o total estabelecimento da deficiéncia estrogénica (MARQUES &
TAVEIRA,1998).

DIAS et al. (1982) afirmaram que na menopausa 0s ovarios continuam
a produzir estrdgeno em menor quantidade, mesmo com a ocorréncia da faléncia
do parénquima folicular e concluiram que, apds a menopausa, a principal fonte de
producdo hormonal sé&o as supra renais, e tecido adiposo periférico.

O rato €, também, animal adequado para estudo do envelhecimento por
apresentar, assim como humanos, perda de massa Ossea com a idade,
relacionada a menopausa (DAVICCO et al.,1998).

Ratas Wistar s&o consideradas adultas com 90 dias de idade e ambos
0S sexos se tornam sexualmente maduros em torno de 50 a 60 dias de idade
(FARRIS, 1960). Outros autores afirmaram que a maturacdo sexual ocorre com
130 dias de idade (BOYKO & ZEBROWISK et al.,1972), e sdo, portanto, animais
adequados para experimentagdo em estudos sobre osteoporose e
envelhecimento.

Em animais, como em humanos, a capacidade de formacdo do osso
torna-se prejudicada com a idade. Varios estudos in vitro também demonstraram
que a atividade osteoblastica diminuiu com a idade em animais (TABUCHI et al.,
1986; TSUJI et al., 1990; LIANG et al., 1992; INOUE et al., 1997).

VOGEL (1980) realizou estudos experimentais de parametros
mecanicos em ratas, analisando as alteracbes relacionadas a maturacdo e
senelidade. Estudou a influéncia da maturacdo e idade em varios 6rgaos, em
animais com quatro e oito semanas, quatro, 12 e 24 meses. Foram consideradas

jovens até quatro meses e adultas entre quatro e 12 meses e senis com 24
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meses. Os resultados indicaram aumento da resisténcia durante a maturacao e
diminuicdo durante o envelhecimento.

THOMPSON et al. (1995) desenvolveram estudo com o objetivo de
investigar a adequacdo de diversos modelos, tendo o rato como animal de
experimentacdo, em osteoporose. Concluiram que o melhor modelo animal para
estudos da osteoporose no periodo pos-menopausa € a ooforectomia em ratas,
por induzir o aumento do “turnover’ ésseo que resulta em perda éssea. Estes
autores descreveram as alteracbes que ocorrem na por¢cdo proximal da tibia,
regido distal do fémur e vértebras lombares, apds ooforectomia, como
semelhantes as alteracdes observadas em mulheres no periodo pés menopausa.
Desde entdo este modelo tem sido utilizado em estudos sobre a prevencédo de
osteoporose.

Ratas adultas e ovariectomizadas perdem o0sso cortical e 0SS0
esponjoso de maneira similar, se ndo idéntica as mulheres no periodo poés-
menopausa. Perde-se massa 0ssea nos locais onde ocorre menor solicitagdo
mecanica. Parece haver estreita relacdo entre os efeitos do estrégeno e o
estimulo mecanico na manutenc¢do da integridade 6ssea (TURNER, 1999).

Também, em investigacbes endocrinoldgicas, utiliza-se o rato como
animal de experimentacdo, mas as caracteristicas dos delineamentos adotados,
quanto a idade, peso, sexo e tempo de atuagdo da privacdo hormonal, sdo
bastante variaveis na literatura.

Além da diversidade de delineamento a maioria dos trabalhos
analisados procurou avaliar as consequéncias da privacdo hormonal a curto e
médio prazo. Deve-se considerar, entretanto, a necessidade da realizacdo de
estudos que tenham como objetivo estudar de forma associada os efeitos da
privacdo hormonal e do envelhecimento natural, situacdo frequente na pratica
clinica, e para este proposito seria mais adequada a adocdo de periodos mais
longos de observacdo abrangendo a maior parte do ciclo de vida do animal de
experimentacao escolhido.

Pela andlise da literatura disponivel pode-se considerar, também, que a
osteoporose, principalmente na forma que ocorre ap0s a menopausa, deve

permanecer como importante problema de saude publica nos préximos anos e 0s
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conhecimentos derivados de investigacbes experimentais certamente poderéo
contribuir de maneira significativa, principalmente, no estudo de estratégias que
permitam manter a resisténcia 6ssea, nas mulheres ap6s a menopausa, com

consequente diminuicdo da incidéncia de fraturas e complicacdes associadas.
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OBJETIVO

O objetivo da presente investigacdo é analisar por meio de estudo
clinico, biomecéanico e histologico os efeitos da menopausa induzida por
ooforectomia bilateral, no tecido 6sseo de ratas, ao longo da maior parte do ciclo
de vida.

* Na elaboracgéo deste estudo foram observadas as seguintes condic¢des:

1-Volpato ESN, Silva RC, Pizzani, L. Manual de apresentacdo de trabalho cientifico: tese,
dissertacdo, monografia. Botucatu: Divisdo Técnica de Biblioteca e Documentacdo, Unesp,
Campus de Botucatu, 2003 [cited 2004 Set 03]. Available from: www.biblioteca.btu.unesp.br.

2 - Projeto aprovado pela Comiss&o de Etica na Experimentagéo Animal da Faculdade de Medicina
de Botucatu — Unesp sob Protocolo n® 233/2001.

3 - Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratério de Técnica Cirlrgica e
Cirurgia Experimental "WILLIAM SAAD HOSSNE", do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP).
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2. MATERIAL E METODO
2.1 - Animais de Experimentacgao

Foram utilizadas 64 ratas adultas e virgens, Rattus novergicus albinus,
linhagem Wistar, procedentes do Biotério Central do Campus de Botucatu -
UNESP.
2.2 - Grupos Experimentais

Para desenvolver esta investigagdo foram criados dois grupos
experimentais, divididos em subgrupos. Os animais pertencentes a cada grupo e
subgrupo foram definidos por sorteio.

2.2.1 - Grupo A (Ooforectomia)

Composto por 32 animais, que foram submetidos a ooforectomia e

divididos em subgrupos conforme o0 momento experimental de sacrificio:

Sub-grupo Al - Composto por oito animais submetidos a ooforectomia

bilateral e sacrificados apdés trés meses de cirurgia;

Sub-grupo A2 - Composto por oito animais submetidos a ooforectomia

bilateral e sacrificados apés seis meses de cirurgia;

Sub-grupo A3 - Composto por oito animais submetidos a ooforectomia

bilateral e sacrificados apds nove meses de cirurgia;

Sub-grupo A4 - Composto por oito animais submetidos a ooforectomia

bilateral e sacrificados apés 12 meses de cirurgia.
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2.2.2 - Grupo B (Placebo)

Composto por 32 animais, que foram submetidos a cirurgia placebo e

divididos em subgrupos conforme o0 momento experimental de sacrificio:

Sub-grupo B1 - Composto por oito animais submetidos a cirurgia

placebo bilateral e sacrificados apds trés meses de cirurgia;

Sub-grupo B2 - Composto por oito animais submetidos a cirurgia

placebo bilateral e sacrificados apds seis meses de cirurgia;

Sub-grupo B3 - Composto por oito animais submetidos a cirurgia

placebo bilateral e sacrificados apds nove meses de cirurgia;

Sub-grupo B4 — Composto por oito animais submetidos a cirurgia

placebo bilateral e sacrificados apds doze meses de cirurgia.

2.3 - Fases do Experimento

O experimento foi dividido de acordo como o delineamento em seis
fases:

12 fase: adaptacéao;

22 fase: ooforectomia ou cirurgia placebo - momento 0;

3?2 fase: sacrificio apds trés meses - momento 1;

42 fase: sacrificio apds seis meses - momento 2;
5% fase: sacrificio apds nove meses - momento 3 ;

6= fase: sacrificio apés 12 meses - momento 4.
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2.3.1 - Recepcdo e adaptacdo (12 fase)

Recebimento dos animais do Biotério Central, exame clinico,
identificagcdo, pesagem e sorteio para determinagdo do grupo experimental. Os
animais permaneceram alojados durante trés meses, até atingirem a fase de
maturacéo, com quatro meses de idade.

2.3.2 - Momento O

Quando os animais atingiram a idade adulta (quatro meses de idade) foi
realizado o procedimento cirdrgico, ooforectomia bilateral ou cirurgia placebo
conforme o grupo.

2.3.3 - Momento 1

Sacrificio apés periodo de trés meses de pds-operatdrio (sete meses de
idade).

2.3.4 - Momento 2

Sacrificio apés periodo de seis meses de pds-operatorio (dez meses de
idade).

2.3.5- Momento 3

Sacrificio apds periodo de nove meses de pds-operatorio (13 meses de
idade).

2.3.6 - Momento 4

Sacrificio apos periodo de 12 meses de pos-operatorio (16 meses de
idade).
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Quadro 1 - Representacdo esquematica do delineamento (grupo ooforectomia)

Grupo
n
Tratamento
Tempo pos-operatorio
Idade

Momento

Al
8 animais
Ooforectomia
3 meses
7 meses
M1

A2
8 animais
Ooforectomia
6 meses
10 meses
M2

A3
8 animais
Ooforectomia
9 meses
13 meses
M3

A4
8 animais
Ooforectomia
12 meses
16 meses
M4

Quadro 2 - Representacdo esquematica do delineamento (grupo placebo)

Grupo
n
Tratamento
Tempo pos-operatério
Idade

Momento

Bl
8 animais
Placebo
3 meses
7 meses
M1

B2
8 animais
Placebo
6 meses
10 meses
M2

B3
8 animais
Placebo
9 meses
13 meses
M3

B4
8 animais
Placebo
12 meses
16 meses
M4

2.4 - Atributos Estudados

2.4.1 - Estudo Clinico: peso corpéreo.

2.4.2 - Estudo Biomecanico: propriedades mecanicas (carga maxima e coeficiente

de rigidez).

2.4.3 - Estudo Histolégico: histomorfometria (area trabecular).

2.5 - Sequéncia dos Tempos Experimentais

2.5.1 - Sequiéncia dos tempos experimentais na 12 fase (recepcio e adaptacio)
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2.5.1.1 - Exame clinico geral.

2.5.1.2 - Identificacéo.

2.5.1.3 - Pesagem.

2.5.1.4 - Sorteio (Definicdo dos grupos).

2.5.1.5 - Alojamento.

2.5.2 - Sequéncia dos tempos experimentais na segunda fase (ooforectomia ou

cirurgia placebo)

2.5.2.1 - Exame clinico geral.

2.5.2.2 - Identificagéo.

2.5.2.3 - Pesagem.

2.5.2.4 - Procedimento cirargico: ooforectomia ou cirurgia placebo, conforme o

grupo.

2.5.3 - Sequéncia dos tempos experimentais na terceira, quarta, quinta e sexta

fase (sacrificio e coleta das pecas anatdmicas para estudo)

2.5.3.1 - Pesagem.

2.5.3.2 - Identificac&o

2.5.3.3 - Sacrificio.

2.5.3.4 - Obtengéao das pecas anatomicas para estudo.
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2.6 - Técnicas utilizadas

2.6.1 - Manutencéao

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com tampa de
metal, contendo cinco animais cada, em local seco e arejado, limpas diariamente,
com temperatura controlada entre 20 — 24° C e ciclo noite / dia de 12 horas.

Receberam racao e 4gua ad libitum.

2.6.2 - Pesagem

A pesagem das ratas foi realizada utilizando-se balanca comercial com
capacidade de seis quilogramas e variacdo de cinco gramas. Durante todo o

experimento, o peso, foi aferido mensalmente e no dia do sacrificio.

2.6.3 - Anestesia

As ratas foram anestesiadas com pentobarbital sédico 3% na dose de

30 mg/kg de peso, por via intraperitonial.

2.6.4 - Procedimento cirargico: ooforectomia ou cirurgia placebo

2.6.4.1 - Ooforectomia

ApOs a anestesia e tricotomia, as ratas foram colocadas em mesa
cirirgica em decubito lateral para palpacdo e visualizacdo da ultima costela; foi
entdo realizada incisdo longitudinal incluindo pele e tecido subcutaneo, de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento na regido entre a Ultima costela e a
articulacao coxo-femural. Com auxilio de pinca, foi ultrapassado o plano muscular
e exposta a cavidade peritoneal. Por divulsdo, o tecido muscular foi dividido,
permitindo acesso ao ovario envolto em tecido adiposo. Foi realizada ligadura com

fio de algodédo 3.0 e procedeu-se entdo a seccdo distal a ligadura. Para sutura da
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musculatura e da pele, utilizou-se fio de nylon 4.0 e repetiu-se 0 mesmo

procedimento no lado contra-lateral para retirada do outro ovario.

2.6.4.2 — Cirurgia placebo

Os animais do grupo cirurgia placebo foram submetidos aos mesmos
procedimentos acima expostos, no grupo ooforectomia, com exce¢ao do tempo

cirurgico de ligadura e secc¢ao dos ovarios.

2.6.5 - Sacrificio

Apés o tempo poés-operatorio pré-fixado para cada subgrupo, as ratas
foram sacrificas com pentobarbital sédico 3% na dose de 80 mg/kg de peso

corporeo, via intraperitonial.

2.6.6 - Obtencdo da peca anatbmica (tibia direita) para estudo biomecénico

Apbés o sacrificio, a tibia direita de cada animal foi desarticulada na
regido proximal femuro-tibial (joelho) e na regido distal na articulacao tibio-tarsica
(tornozelo). Em seguida removeu-se a tibia da fibula (distalmente) e foram
retiradas todas as partes moles (musculos, tenddes e ligamentos), restando
apenas o tecido 6sseo. Em seguida, os ossos foram embalados em papel
aluminio, identificados e congelados a temperatura de -20°C em refrigerador

doméstico.
2.6.7 - Obtencédo da peca anatdomica (tibia esquerda) para estudo histolégico
Empregou-se a mesma técnica descrita no item anterior. Utilizou-se a

tibia esquerda de cada animal Em seguida o material foi fixado em formol

tamponado a 10% e identificado.
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2.6.8 — Estudo biomecéanico

Foi utilizada a Maquina Universal de Ensaios Mecanicos EMIC*, modelo
DL 10.000. A precisdo do sistema € de (0,018 + F/3700)KN, apurada dentro das
especificacbes das normas ABTN, NBR6156 e NBR6674. A afericdo é realizada
periodicamente pelo fabricante.

A Maquina Universal opera em conjunto com microcomputador sob o
sistema operacional Windows 2000, sendo utilizado o programa de informatica
Mtest versdao 1.00. Este programa permite a realizacdo de ensaios segundo
método pré-definido pelo proprio usuario, que escolhe parametros e unidades.

Foi realizado ensaio de flexdo em trés pontos considerando as
seguintes propriedades mecanicas estruturais:

1) Carga maxima (N) definida como a carga suportada pelo corpo de
prova até a ruptura,

2) Coeficiente de rigidez (N/mm) definido como a relacéo entre carga e
deformagdo no trecho reto da curva até o limite de elasticidade, sendo portanto
indicativo da rigidez da estrutura.

A distancia entre os dois apoios de suporte foi padronizada em dois
tercos do comprimento do corpo de prova. O cutelo de aplicacédo de carga foi

posicionado em ponto equidistante as extremidades.

*EMIC - Equipamentos e Sistemas de Ensaio LTDA (Curitiba-PR)
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2.6.9 - Estudo Histolégico

2.6.9.1 - Preparo do Material

A preparacdo das pecas anatdmicas para estudo histolégico obedeceu a

sequéncia abaixo:

- Fixacao (formalina 30%);

- Descalcificagdo (EDTA);

- Corte da porcéo proximal da tibia dividida, entdo, em dois blocos longitudinais
iguais;

- Processamento dos blocos com equipamento automatico para desidratacéo e
diafanizacéo;

- Inclusdo em parafina utilizando-se o equipamento para cortes histolégicos com
6-8 um de espessura;

- Secagem em estufa a 60°C por 20 minutos;

- Coloracao pela Hematoxilina - Eosina.

2.6.9.2 - Histomorfometria

Utilizando-se as preparagfes histologicas realizadas, foi calculada a
area das trabéculas Osseas. As laminas foram colocadas em microscépio
acoplado a programa de analise de imagens e visualizadas em monitor de video
(area do monitor = 640 x 480); a area foi calculada em cinco campos, apos
delimitacdo manual do contorno das trabéculas. O célculo da é&rea total foi

realizado automaticamente pelo programa.
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2.6.10 - Andalise Estatistica

O estudo das variaveis peso, carga maxima e coeficiente de rigidez foi
realizado por meio da técnica da analise de variancia para o esquema fatorial 2 x 4
(dois grupos e quatro momentos de sacrificio) no modelo inteiramente casualizado
complementada com o teste de comparacdes multiplas de Tukey (NORMAN &
STREINER, 1994).

Os resultados foram apresentados em tabelas contendo a média e o
desvio padrdo dos dados acompanhadas de letras minUsculas e mailusculas para
a indicacdo da significancia biologica das compara¢des. Para leitura das letras
deve-se proceder da seguinte maneira:

1 - Para indicacdo das significancias de grupos experimentais utilizou-
se letras mindsculas ao lado das medidas descritivas dos grupos. Duas medidas
seguidas de, uma mesma letra nao diferem no nivel de 5% de significancia.

2 - Para indicagdo das significancias de momentos de sacrificio
utilizaram-se letras mailsculas sob as medidas descritivas dos momentos. Duas
medidas seguidas de, pelo menos, uma mesma letra ndo diferem no nivel de 5%
de significancia.

O estudo das trabéculas foi realizado por meio da técnica da analise de
varidncia ndo paramétrica para o modelo com dois fatores (NORMAN &
STREINER, 1994).
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2.7 — Material e Método — Figuras

2.7.1 — Procedimento cirurgico

Figura 1 — Animal em decubito lateral apos anestesia e tricotomia.

Figura 2 — Aspecto do local e dimenséo da inciséo de pele.
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Figura 3 - Aspecto da exposicao e identificagcdo do ovario.

Figura 4 — Aspecto do pingamento do ovario.
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Figura 5 — Aspecto da ligadura do ovario com fio de algod&o 3-0 antes da secc¢éo.

Figura 6 — Aspecto final do procedimento cirargico apos sutura da pele.
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2.7.2 — Ensaio mecéanico

Figura 7 — Aspecto da maquina universal de ensaios mecéanicos com o corpo de

prova montado para ensaio de flexdo em trés pontos.

Figura 8 — Detalhe do corpo de prova montado em dois apoios e do cutelo de

aplicacédo de carga locado em ponto equidistante as extremidades.
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2.7.3 — Estudo histoldgico

Figura 9 — Aspecto do corte histoldgico longitudinal da regido proximal da tibia

(hematoxilina-eosina, 20X)

Figura 10 — Aspecto do corte histolégico longitudinal da regido proximal da tibia
(hematoxilina-eosina, 20X), apos delimitacdo do perimetro das trabéculas para

célculo da area trabecular.
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3. RESULTADO
3.1 - Estudo Clinico
3.1.1 - Evolucéo

N&o ocorreu 6Obito de nenhum animal durante todo o experimento.
Todos os animais, de ambos os grupos, evoluiram com auséncia de infeccdo no
local da cirurgia. Nao se observou qualquer alteracdo de comportamento nos
animais submetidos a ooforectomia ou cirurgia placebo.
3.1.2 - Peso corporeo

A tabela 1 apresenta os valores da média e desvio padrdo do peso
corpéreo segundo grupo e momento de sacrificio, acompanhados dos resultados

da analise estatistica. As figuras 11 e 12 ilustram os resultados obtidos.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo do peso corpoéreo (g) segundo grupo e

momento de sacrificio e analise estatistica.

Momento de Sacrificio

Grupo

M; (3 meses) M, (6 meses) M3 (9 meses) M, (12 meses)

Ooforectomia 333 + 20 aA 396 + 27 aAB 412 +57aB 395 £+ 58 aAB

Placebo 343 + 30 aA 367 + 48 aA 368 + 48aA 385 + 63 aA

DHS (5%) = 53 (para comparacédo de grupos fixado o momento de sacrificio)
DHS (5%) = 71 (para comparacdo de momentos de sacrificio dentro do grupo)
Letras mindsculas: comparacao vertical

Letras mailsculas: comparacédo horizontal

Letras iguais: semelhanca; letras diferentes: diferenca significativa
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Figura 11 — Média e desvio padrdao do peso corporeo (g) segundo grupo e

momento de sacrificio.
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Figura 12 — Média do peso corporeo (g) segundo grupo e momento de sacrificio.
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3.2 - Estudo Biomecéanico
3.2.1 - Carga maxima

A tabela 2 apresenta os valores da média e desvio padrdo da variavel
carga maxima segundo grupo e momento de sacrificio, acompanhados dos

resultados da andlise estatistica. As figuras 13 e 14 ilustram os resultados obtidos.

Tabela 2 — Média e desvio padrdao da Carga Maxima (N) segundo grupo e

momento de sacrificio e analise estatistica.

Momento de Sacrificio
Grupo

Mi (3 meses) M, (6 meses) Ms(9meses) My (12 meses)

Ooforectomia 63,6 +5,3aA 63,3+140aA 66,6+6,6aA 74,3+5,6aA

Placebo 67,1+6,7aA 77,7+17,8bA 712*7,2aA 76,6+9,1aA

DHS (5%) = 11,5 (para comparacéo de grupos fixado o momento de sacrificio)
DHS (5%) = 15,3 (para comparacdo de momentos de sacrificio dentro do grupo)
Letras minlUsculas: comparagéao vertical

Letras mailsculas: comparacgédo horizontal

Letras iguais: semelhanca; letras diferentes: diferenca significativa
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Figura 13 — Média e desvio padrdo da Carga Maxima (N) segundo grupo e
momento de sacrificio.

100 - —o— Ooforectomia

[(e]
o
!

—=—Placebo

70 ~
60 -

50 -

Carga Maxima (N)

40

M1 M2 M3 M4
Momento

Figura 14 — Média da Carga Maxima (N) segundo grupo e momento de sacrificio.
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3.2.2 - Coeficiente de Rigidez

A tabela 3 apresenta os valores da média e desvio padrdo da
variavel coeficiente de rigidez segundo grupo e momento de sacrificio,
acompanhados dos resultados da analise estatistica. As figuras 15 e 16 ilustram

0s resultados obtidos.

Tabela 3 — Média e desvio padrdo do Coeficiente de Rigidez (N/mm) segundo

grupo e momento de sacrificio e analise estatistica.

Momento de Sacrificio

Grupo

M; (3 meses) M, (6 meses) Ms (9 meses) My (12 meses)

Ooforectomia 56,5+ 4,7aA 526+53aA 569+49aA 71,8+6,5aB

Placebo 65,6 +6,7bA 60,7+75bA 620+53aA 821+7,9bB

DHS (5%) = 7,2 (para comparacao de grupos fixado o momento de sacrificio)
DHS (5%) = 9,6 (para comparacdo de momentos de sacrificio dentro do grupo)
Letras mindsculas: comparacao vertical

Letras mailsculas: comparacgédo horizontal

Letras iguais: semelhanca; letras diferentes: diferenca significativa
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Figura 15 — Média e desvio padrdo do Coeficiente de Rigidez (N/mm) segundo

grupo e momento de sacrificio.
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Figura 16 — Média do Coeficiente de Rigidez (N/mm) segundo grupo € momento
de sacrificio.
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3.3 - Estudo Histolagico

3.3.1 - Histomorfometria

A tabela 4 apresenta os valores da mediana e semiamplitude total da
média da area trabecular segundo grupo e momento de sacrificio, acompanhados
dos resultados da analise estatistica. As figuras 17 e 18 ilustram os resultados

obtidos.
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Figura 17 — Mediana e semiamplitude total da &area das trabéculas dsseas
segundo grupo e momento de sacrificio.
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Figura 18 — Mediana da area das trabéculas 6ésseas segundo grupo e momento de

sacrificio.
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3.3.2 — Resultado — figuras

3.3.2.1. Estudo biomecanico (diagrama carga - deformacgao)

nnoo

1200 1200 2400

Deformacédo (mm)

000

1200 100 2400
Deformacéo (mm)

A000

nona

Figura 19 — Diagrama carga-deformacdo obtido durante ensaio de flexdo em

animal do grupo ooforectomia (A) e grupo placebo (B), 3 meses.
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Figura 20 — Diagrama carga-deformacdo obtido durante ensaio de flexdo em

animal do grupo ooforectomia (A) e grupo placebo (B), 6 meses.
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Figura 21 — Diagrama carga-deformacdo obtido durante ensaio de flexdo em

animal do grupo ooforectomia (A) e grupo placebo (B), 9 meses.
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Figura 22 — Diagrama carga-deformacdo obtido durante ensaio de flexdo em

animal do grupo ooforectomia (A) e grupo placebo (B), 12 meses.
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3.3.2.2 — Estudo histologico

Figura 23 — Corte histolégico de animal do grupo placebo, trés meses (HE, 20X).

Figura 24 — Corte histologico de animal do grupo ooforectomia, trés meses (HE,
20X).
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Figura 26 — Corte histolégico de animal do grupo ooforectomia, seis meses (HE,
20X).
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Figura 28 — Corte histoldgico de animal do grupo ooforectomia, nove meses (HE,
20X).
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Figura 29 — Corte histolégico de animal do grupo placebo,12 meses (HE, 20X).

Figura 30 — Corte histoldgico de animal do grupo ooforectomia, 12 meses (HE,
20X).
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4. DISCUSSAO

4.1 — Animal de Experimentacao

O rato foi escolhido como animal de experimentacdo, neste trabalho,
em razdo da facilidade de obtencdo, em biotério proprio, baixo custo de
manutencdo além de facilidade para alojamento e alimentacgéo.

Além dos motivos citados, possui sistema muasculo-esqueletico
semelhante aos dos seres humanos e, também, passa por periodo de
menopausa, com alteracdes semelhantes as observadas em seres humanos.
(THOMPSON et al.,1995; KAYE & KUSY, 1995; MARQUES & TAVEIRA, 1998).
Apresenta ciclo de vida com tempo, bastante inferior ao do ser humano,
permitindo o delineamento de estudos que tenham como objetivo observar todo o

ciclo bioldgico, desde a infancia até a senilidade (VOGEL, 1980).

4.2. Modelo de Menopausa

A ooforectomia foi escolhida como modelo de inducdo a osteoporose
por reproduzir, possivelmente, as caracteristicas do periodo pés menopausa,
observadas em seres humanos. Embora a osteoporose possa ser induzida por
varios outros modelos de agressao 6ssea, como etilismo, corticoterapia e outros,
optou-se por este modelo em funcdo do objetivo, ou seja, estudar,
especificamente, alteracbes mecénicas e histologicas em situacdo de privacao
hormonal, tipica da populacdo feminina e de grande interesse clinico, conforme
demonstrado na introdu¢cdo (DEEBERG et al., 1978; THOMPSON et al.,1995;
BAGI et al., 1997; KAYE et al., 1995; MARQUES et al., 1998; DESIDERIO, 1999).

A técnica utilizada é relativamente simples do ponto de vista cirdrgico e
permite identificacdo macroscépica inequivoca dos ovarios (PEREIRA*, 2001).
N&o ocorreram complicacbes no pos-operatdrio, sendo que todos os animais

evoluiram sem intercorréncias. Diversos autores utilizaram metodologia

PEREIRA OCM (Departamento de Farmacologia. Instituto de Biociéncias do Campus de Botucatu.

UNESP) Comunicagédo pessoal, 2001.
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semelhante, como DIAS et al. (1982), PENG et al. (1994), MARQUES & TAVEIRA
(1998), SITTA (1999), TURNER (1999), CALERO et al. (2000), URIU et al. (2000),
PATHAS et al. (2000), CHEN (2001) e CARVALHO & CLIQUET (2003).

O objetivo da ooforectomia foi, portanto, reduzir a producédo de
estrogenos que sao sintetizados majoritariamente pelos ovarios e desta maneira
induzir o desenvolvimento de osteopenia e osteoporose. Mesmo com a excisao
bilateral dos ovarios, ndo ocorre a interrupcao total da producdo de estrogeno,
porque, também, ocorre sintese, em menor escala, nas supra-renais, além da
reserva natural que existe no tecido gorduroso periférico que pode ser mobilizada
(DIAS, 1982).

E evidente, entretanto, que, com a retirada dos ovarios, a quantidade de
estrogénio diminua consideravelmente ao longo do tempo.

A manutencdo da massa 6ssea depende de varios outros fatores e ndo
apenas do nivel hormonal, mas como demonstrado por varios trabalhos, a perda
da funcdo ovariana tem potencial, mesmo isoladamente, para causar a instalacao
de osteoporose (GREENBLAT et al., 1976; FERNANDES, 1998; TURNER, 1999).

4.3. Delineamento

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, placebo e
ooforectomia com o objetivo de se isolar o efeito da privagdo hormonal.

A escolha dos tempos de sacrificio para estudo das variaveis, trés, seis,
nove e doze meses teve como objetivo permitir a caracterizacdo das eventuais
alteracdes ao longo da maior parte do ciclo de vida do animal.

As ratas sdo consideradas adultas aos 90 dias de idade e maduras do
ponto de vista sexual aos 120 dias, segundo BOYCO & ZEBROWSKI (1972),
FLIEGER et al. (1997) e LIANG et al. (1999). Outros autores afirmaram, porém,
que a maturidade sexual e atingida com 50 a 60 dias (FARRIS, 1960) ou 45 a 147
dias (BECKER et al., 1979).

VOGEL (1980) afirmou que as ratas podem ser consideradas como
adulto jovem, entre quatro e 12 meses e senis apos 12 meses. Pode-se concluir,
portanto, que ha variedade de opinides, que talvez sejam diferentes, em fun¢éo da
linhagem utilizada, condic&o de alimentagéo e outras.
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Optou-se por realizar a ooforectomia aos 120 dias (quatro meses) de
idade, por ser o tempo citado mais freqientemente na literatura estudada e,
também, por informac6es do nosso biotério, a respeito da idade de inicio de
reproducdo dos animais criados em nosso meio. Como 0s animais foram
sacrificados em periodos de pos-operatério de trés, seis, nove e 12 meses,
apresentaram portanto, sete, dez, 13, e 16 meses de idade, respectivamente no
momento de avaliacdo, tempos que devem abranger a quase totalidade do ciclo
de vida do rato.

Segundo VOGEL (1980) os tempos utilizados, pela idade no momento
do sacrifico, correspondem respectivamente ao periodo adulto jovem (sete
meses), final do periodo adulto (10 meses), inicio da menopausa (13 meses) e
senilidade (16 meses). Para este autor, a partir dos 13 meses de idade, inicia-se o
processo de perda de massa 0ssea 0 que permite observacado e comparacdo dos
resultados obtidos pela ooforectomia com aqueles induzidos pelo envelhecimento.

Os trabalhos disponiveis na literatura consultada apresentam grande
variacdo em relagdo ao instante da realizagdo da ooforectomia, desde jovens até
adultos jovens e, também, em relacdo ao tempo de sacrificio e, por extensao, do
tempo de duracdo da agressao, bem como dos parametros estudados (PENG et
al., 1994; MARQUES & TAVEIRA, 1998; LIANG et al., 1999; CALERO et al., 2000;
GIAVARESI et al., 2000; CHEN et al., 2001). Também n&o h& consenso a respeito
do tempo necesséario, apés a castracdo cirargica, para a identificacdo e
quantificacdo da perda de massa 0ssea (GUO & GOLDSTEIN, 2000).

PENG et al. (1994) realizaram a castracdo aos trés meses de idade e
sacrificio aos dois e sete meses de pés-operatorio e encontraram diminuicdo da
resisténcia do colo do fémur.

MARQUES & TAVEIRA (1998) afirmaram que os animais de 60 e 90
dias de idade foram os mais adequados para a realizacdo da ooforectomia em
estudo morfolégico das alteragcbes Osseas do maxilar de ratas Wistar. Com
quarenta dias de poés-ooforectomia encontraram alteracdes morfolégicas, em
microscopia Optica, no osso alveolar do maxilar causadas pela deficiéncia
estrogénica.

LIANG et al. (1999), também, realizaram ooforectomia aos trés meses

de idade e com dois meses de pds-operatério observaram perda de massa 0ssea.
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CALERO et al. (2000), com ooforectomia aos trés meses de idade e
sacrificio ap0ds trés meses, ndo obtiveram diferencas nas propriedades mecanicas
analisadas em ensaios de torcéo.

GUO & GOLDSTEIN (2000) encontraram perda 6ssea, nas trabéculas
de L4, apoés realizacdo de ooforectomia aos quatro meses de idade em estudo
com cinco meses de pds-operatorio, em relagdo ao controle ndo castrado.

GIAVARESI et al. (2000) utilizaram ratas com 10 meses de idade no
instante da ooforectomia e sacrificio com quatro meses de pdés-operatério e
encontraram diferencas significativas, em relacdo ao controle, em avaliagdo de
propriedades mecanicas e caracteristicas histoldgicas.

Pelo exposto, pode-se considerar que a utilizagao de diferentes idades,
no momento de realizacdo da ooforectomia, bem como diferentes tempos de
sacrificio e parametros estudados, tornam dificil a padronizacdo de resultados e
comparacdo. Os resultados da presente investigagdo devem ser, portanto,
considerados como especificos para o delineamento e tempos adotados.

Acredita-se que a escolha, na presente investigacdo, de diversos
tempos experimentais, abrangendo boa parte do ciclo biolégico do rato, e estudo
de diferentes parametros mecanicos e histolégicos, possa contribuir para o
entendimento e padronizacdo do modelo de osteoporose induzida por menopausa
e que, portanto, o delineamento adotado esteja adequado aos objetivos da

investigacao.

4.4. Estudo Clinico

A analise estatistica relativa ao peso dos animais procurou testar a
evolucdo ao longo do tempo dentro de cada grupo, e a comparagao entre grupos
em cada momento de sacrificio.

No grupo operado (ooforectomia) os animais ganharam peso ao longo
do experimento, de maneira significativa, atingindo a maior média aos nove meses
de pés-operatodrio. Neste instante o peso foi significantemente superior aos outros
momentos, sendo que aos seis e 12 meses de pos-operatério ndo houve
diferenca.
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Em relagdo ao grupo controle obteve-se resultado diferente e os
animais nao apresentaram ganho de peso em qualquer dos momentos avaliados,
embora tenha sido notada discreta tendéncia ao ganho, porém, sem significado
estatistico.

Concluiu-se, portanto, que a retirada dos ovarios causou ganho de
peso.

Estes resultados estdo em conformidade com dados da literatura que
atestam que, ap0s o climatério, ocorre alteracao do perfil lipidico em funcdo de
alteracdo néo apenas da distribuicdo de tecido adiposo , causada pela deficiéncia
de estrogenos mas, também, pelo acumulo de gordura periférica (DIAS et al.,
1982).

Este mecanismo talvez possa ser entendido, pelo fato de que mulheres
obesas tolerem melhor a menopausa, que mulheres magras, pela capacidade das
células adiposas de “armazenarem” hormdnios transformando-se em fonte de
reserva natural. O aumento da massa gorda funcionaria, portanto, como
mecanismo de protecdo (BALOG,1978).

Varios estudos confirmaram experimentalmente, a associagdo entre
ganho de peso e deficiéncia de estrégeno.

Achado semelhante foi obtido por MARQUES & TAVEIRA (1998) que
obtiveram ganho de peso, no grupo castrado, em relacdo ao controle apos 5, 10,
20, 30,e 40 dias de poOs-operatorio. Também BAGI et al. (1997) encontraram
ganho de peso nas ratas ooforectomizadas apo0s quatro, oito e 12 semanas de
pos-operatério com alimentacao livre.

LIANG et al. (1999) encontraram aumento de 12% do peso do grupo
castrado, em relagdo ao controle, mesmo com restricdo alimentar, apds dois
meses de pos-operatorio. PENG et al. (1994) obtiveram, também, peso
significativamente maior no grupo castrado, mesmo na vigéncia de exercicios.
Estes trabalhos mostraram, portanto, que mesmo a menor oferta de alimento e o
aumento de consumo, induzido pelo exercicio fisico, ndo podem compensar o
ganho de peso induzido pela privagdo hormonal.

CARVALHO & CLIQUET (2003) em estudo comparativo entre grupos
ooforectomia e controle, com pesos randomizados no inicio do experimento,

procedimento ndo adotado na presente investigacdo, encontrou diferencas
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significativas, apds 30 dias de pds-operatério, resultado que mostra que o ganho
de peso ocorre rapidamente.

E evidente, portanto, que embora o efeito da ooforectomia esteja ligado
do ganho de peso, nao parece operar de maneira homogénea ao longo do tempo,
apresentando efeito maximo aos nove meses.

O motivo que explique este achado pode estar localizado no fato de aos
12 meses, o grupo controle, ja na senilidade, apresente possivelmente menor
ingestdo alimentar em funcdo da idade, embora este efeito ndo tenha sido
suficiente para causar diferencas ao longo do tempo, dentro do proprio grupo.
Outros autores, também, encontraram resultados semelhantes, atribuido,
provavelmente, a associacdo entre menopausa e envelhecimento (JACOB,1988;
SITTA, 1999).

Concluiu-se, portanto, que a ooforectomia causou aumento de peso ao
longo do tempo, embora a comparagdo com o controle tenha mostrado diferencas
Menos expressivas.

O resultado obtido pode, entretanto, ter sido influenciado, por variagdes
entre os grupos, indicando que em estudos especificos sobre a relacao entre
menopausa e ganho de peso, 0os grupos devam ser escolhidos de maneira a
resultar em médias de peso semelhantes no inicio do experimento e ndo por meio

de sorteio aleatorio.

4.5 - Estudo Biomecéanico

4.5.1 - Método de Ensaio

Do ponto de vista da biomecénica o tecido 6sseo é um composto
bifasico com mineral em uma fase e material organico, principalmente colageno,
em outra (FRANKEL & NORDIN, 2003).

Segundo BASSET (1965), € semelhante, por exemplo, a fibra de vidro,
em que um material forte e rigido € “embutido” em outro material diferente, e a
combinacdo resultante € mais resistente que a soma total das duas fases
separadamente. FRANKEL & NORDIN (2003) afirmaram também que as

propriedades mecanicas mais importantes do 0sso sdo a resisténcia e a rigidez. E
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evidente que estas propriedades s6 podem ser estudadas experimentalmente por
meio de ensaio mecanico que permite observar o comportamento do 0sso
submetido a carregamento. E, também, importante conhecer o comportamento
mecanico, em situacdes como a osteoporose, porque sO desta maneira pode-se
estimar o risco de fratura, principal complicacdo da perda de massa Ossea. A
resisténcia e rigidez, portanto, s6 podem ser avaliadas por meio de ensaio
mecanico em trabalhos experimentais. Analises histolégicas e bioquimicas
contribuem para a qualificagéo e quantificagcdo da osteoporose, mas nédo permitem
conclusbes a respeito do comportamento frente as situacdes de exigéncia
mecanica as quais € submetido o tecido 6sseo diariamente.

O equipamento utilizado na presente investigacdo €é do tipo
eletromecanico o que confere grande precisdo de resultados. Apesar da qualidade
do equipamento, deve-se considerar que estas maquinas foram desenvolvidas
para testes de materiais isotropicos (metais, por exemplo), enquanto que materiais
biolégicos sdo de natureza viscoelastica (estrutura compostas por diferentes
substancias, incluindo fluidos, com mudltiplas formas de arranjo). Os resultados
obtidos, em toda investigacdo deste tipo, ndo sdo absolutos, mas 0s possiveis
diante da limitagdo do método (MULLER, 1998).

As propriedades mecanicas escolhidas no presente estudo foram a
carga maxima e coeficiente de rigidez.

A carga maxima é definida como a maior carga suportada pelo corpo de
prova até a fratura .

O parametro acima citado foi informado pelo programa no relatério final
do ensaio, que, também, forneceu o diagrama carga-deformacao. A partir deste
diagrama, aplicando-se o método de Johnson, obteve-se o coeficiente de rigidez
(CHIAVERINI, 1986).

O coeficiente de rigidez é calculado a partir de uma reta na fase elastica
da curva, tracada até o limite de proporcionalidade ou elasticidade. Apds este
ponto, inicia-se a fase plastica em que as deformacdes ja sdo definitivas, ou seja,
mesmo que 0 carregamento seja interrompido, o corpo de prova ndo retornara a
dimenséo inicial. A figura 31 apresenta o diagrama carga-deformacdo e as
diversas regides e pontos do tracado. A figura 32 mostra 0 método de calculo do

coeficiente de rigidez.
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Figura 31: diagrama carga-deformacao com as diversas regioes
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Figura 32: diagrama carga-deformacdo incluindo o trecho reto utilizado para

calculo do coeficiente de rigidez
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As variaveis escolhidas, carga maxima, e coeficiente de rigidez sdo
consideradas propriedades estruturais, isto €, relativas a tibia do rato e sao
representativas do limite de utilizacdo (carga maxima) e da estabilidade da
estrutura (coeficiente de rigidez ou constante de proporcionalidade). Para estudo
de propriedades estruturais como tensdo, modulo de elasticidade e outras, seria
necessario o conhecimento da area de sec¢édo do corpo de prova, célculo que foi
evitado, em funcdo da irregularidade anatdmica da tibia e dos provaveis erros
inerentes ao calculo.

O osso pode ser carregado de diferentes maneiras: tensao,
compressao, flexdo, cisalhamento, torcdo ou em combinagdes de cargas, segundo
FRANKEL & NORDIN (2003).

Estes autores descreveram o ensaio de flexdo em trés pontos, utilizado
na presente investigacdo, como carregamento que causa flexdo ou

“envergamento”, do corpo de prova até a fratura.

O método de ensaio de flexdo em trés pontos esté ilustrado na figura
33.

Figura 33: Método de ensaio de flexdo em trés pontos.
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A ilustragdo mostra que durante o carregamento em flexdo um dos
lados do corpo de prova sofrerd tensdo e deformacédo (face convexa) e a outra
compressao e deformacéo, face concava (FRANKEL & NORDIN, 2003). Segundo
estes autores, nos ensaio de flexdo em trés pontos, trés forcas agem no corpo de
prova produzindo dois momentos iguais e a fratura ocorre tipicamente no ponto de
aplicacdo de carga.

E fundamental, portanto, que em todos os ensaios seja padronizado o
local de colocacdo dos apoios e que a carga seja aplicada em ponto equidistante
das extremidades. Os resultados obtidos s&o, portanto, especificos para este tipo
de ensaio.

Como o tecido 6sseo é viscoelastico, os resultados obtidos dependem
ndo apenas da forma como o carregamento foi realizado mas, também, da
velocidade da aplicacdo de carga. Na presente investigacdo foi utilizada a
velocidade de 30 mm/min, considerada meédia (SMITH et al., 1993). Este autor
afirmou, também, que com o aumento da velocidade ocorre aumento dos valores
das propriedades mecanicas. A escolha desta velocidade baseou-se na
capacidade e tipo de maquina utilizada (eletromecanica), que nao permite ensaios
de alta velocidade (impacto). Outra vantagem é que ensaios, em baixa e média
velocidade, sdo mais seguros e permitem resultados mais homogéneos. O ensaio
de flexdo em trés pontos, também foi escolhido pelos mesmos motivos e, também,
pela experiéncia acumulada no laboratorio utilizado (MULLER et al., 2004).

E importante ressaltar que os resultados obtidos sdo especificos para
as condicbes observadas, o que torna, muitas vezes, dificil a comparagdo com
outros trabalhos que também utilizaram métodos distintos. Diversos trabalhos
foram encontrados na literatura que utilizaram ensaios mecéanicos em ratas
ooforectomizadas para verificar os efeitos na massa 0ssea.

CALERO et al. (2000) utilizaram ratas com trés meses de idade e apos
trés meses de pos-operatdério ndo observaram resultados com diferencas
significativas nos parametros mecanicos de ensaio de torsdo com velocidade de
10 mm/min, quando comparados ao controle.

GUO & GOLDSTEIN (2000) utilizaram a técnica de nanoidenta¢édo para
estudos das propriedades mecéanicas de modulo de elasticidade e resisténcia, na

vértebra L4 em ratas, e ndo encontraram altera¢des significativas no operado em
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relacdo ao controle, apds cinco meses de ooforectomia realizada aos quatro
meses de idade.

GIAVARESI et al. (2000) observaram diminuicdo nos parametros
mecanicos de carga maxima e modulo de elasticidade na velocidade de 1mm/min,
na vértebra L5, quando comparados ao controle em ratas com 10 meses de idade
e apés quatro meses de ooforectomia. JIANG et al. (1999) realizaram estudo
semelhante associado a inje¢cbes de horménios em ratas com quatro meses e
meio de idade e apods trés, seis e nove meses de pds-operatorio realizaram teste
de compressdo em L1 e torsdo no fémur e constataram reducdo dos valores no
grupo ooforectomizado que, mesmo com a administracdo dos hormonios, néo
retornou ao perfil mecéanico original.

Outros autores utilizaram o ensaio de flexdo de trés pontos, em ratas
ooforectomizadas, para estudo das repercussdes mecanicas. PENG et al. (1994)
verificaram a carga maxima em ensaios no fémur, entre os grupos placebo e
ooforectomia. SITTA (1999) utilizou os parametros de carga maxima e coeficiente
de rigidez com velocidade de cinco mm/min em diferentes grupos treinados com
peso e corrida.

Pode-se considerar, pelas informacdes presentes na literatura, que a
escolha do ensaio de flexdo em trés pontos esteja adequada aos objetivos do

presente estudo, embora ndo seja o Unico método disponivel.

4.5.2- Carga Maxima

Como citado anteriormente a carga maxima € definida como a maior
carga suportada até a fratura, ou seja, o limite de resisténcia. E, talvez, o
parametro mais utilizado nos estudos de propriedades mecanicas do 0sso
(MYBURGH et al, 1989).

A andlise estatistica dos resultados mostrou que ambos o0s grupos,
ooforectomia e controle, ndo apresentaram alteracfes significativas ao longo do
tempo. Na comparagdo entre grupos, em cada tempo, apenas nho momento M2
(seis meses de pOs operatodrio), o placebo exibiu carga maxima significativamente

superior ao grupo ooforectomia.
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Nos outros momentos embora o valor médio do controle fosse superior
aos do grupo castrado, em valores absolutos, as diferencas néo atingiram nivel de
significancia.

O resultado mostra, portanto, que trés meses de pos-operatério nao
foram suficientes para a inducéo de perda de resisténcia, que ocorreu, entretanto,
aos seis meses, retornando, a igualdade estatistica aos nove e doze meses. A
explicacdo para estes resultados podem estar em varios fatores que podem ter
influenciado, como o valores dos desvio-padrao obtidos, muito variaveis,
provavelmente em funcdo de caracteristicas da amostra e respostas individuais a
privagéo hormonal.

O mais provavel, entretanto, € que nos grupos de sacrificio aos nove
meses (13 meses de idade) e doze meses (16 meses de idade), tenha ocorrido
perda progressiva da massa Ossea como parte do processo nhatural de
envelhecimento, fato que “igualou” o comportamento mecéanico, embora o0 grupo
castrado estivesse privado do fator hormonal ha mais tempo. Esta teoria pode
explicar apenas parcialmente o resultado obtido que deve estar associado, mais
provavelmente, ao método de ensaio. Como foi utilizado ensaio de flexdo, a
aplicacdo de carga ocorreu no ponto meédio de regido diafisaria, composta
majoritariamente por 0sso cortical compacto.

E conhecido que as alteragdes 6sseas decorrentes da menopausa
atingem mais rapidamente e de forma mais intensa o 0sso trabecular esponjoso
presente nas extremidades é6sseas (SIFFERT & LEVY, 1979). Este fato pode
explicar que a incidéncia de fraturas na osteoporose ocorra de maneira absoluta
nestas regides anatbmicas, porcdo proximal do fémur e distal do radio, por
exemplo.

Pode se imaginar, portanto, que o 0sso cortical compacto, seja mais
estavel e resistente as alteracfes induzidas pela menopausa mesmo no processo
natural de envelhecimento, o que explicaria o resultado obtido e a menor
incidéncia de fraturas na regido diafisaria, mesmo em casos de osteoporose
severa.

A demonstracdo das alteracdes mecanicas proprias da osteoporose pos
menopausa exigira, portanto, métodos de ensaios diferentes, submetendo

especificamente as regides das extremidades, com aplicacdo da carga em
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compressao. De qualquer forma, o resultado obtido indica que o comportamento
mecanico do 0sso pode ser distinto para diferentes regides e que a porcgéao cortical
pode ser menos exposta a privagcdo hormonal, apesar da diferenca significativa,
induzida pela ooforectomia, aos seis meses de pdés-operatorio, igualada mais
tarde, provavelmente, pelo processo de envelhecimento.

Trabalhos que investigaram alteragcbes mecanicas causadas pelo
envelhecimento, no rato, também chegaram a conclusdo semelhante (VOGEL,
1980; JACOB, 1988; SITTA, 1999), e reforcam a idéia de que o perfil mecéanico
esta associado, ndo apenas ao nivel hormonal, mas, também, a outros fatores
como idade, alimentacao, atividade, e outros além do método de estudo utilizado.

Outros autores, em investigacdes sobre os efeitos da menopausa nas
propriedades mecanicas, de ossos de ratos, com delineamentos diferentes em
relacdo a idade do animal, tempo de observacdo, 0sso e regido anatdbmica
utilizada além do método de ensaio, chegaram a conclusdes variaveis.

PENG et al. (1999) encontraram diminuicdo da carga maxima, em ratas
submetidas a ooforectomia aos trés meses de idade e avaliadas apos oito e 18
semanas, em ensaios realizados no colo do fémur.

PENG et al. (1997) demonstraram reducdo da carga maxima, em
modelo de ooforectomia, que foi compensada com treinamento fisico em esteira.

SITTA(1999) também obteve diminuicdo da carga maxima em ensaio
de flexdo no fémur de ratas submetidas a ooforectomia e avaliadas aos trés, oito e
18 meses de idade.

GIAVARESI et al. (2000) avaliaram a carga maxima em ensaio de
compressao na vertebra L5, em ratas submetidas a ooforectomia aos dez meses
de idade, e ap6s quatro meses encontraram reducdo significativa da resisténcia
em relacéo ao controle.

Pelos dados da literatura pode-se constatar que, de maneira geral, ha
concordancia em relacdo do fato da privacdo hormonal induzir a perda da
resisténcia que manifesta-se, entretanto, de diferentes maneiras conforme o
método de ensaio e principalmente conforme 0 0sso e regido estudada.

Na presente investigacdo foi possivel observar perda significativa da
resisténcia apenas aos seis meses de privagdo hormonal. O comportamento de

ambos os grupos, ooferectomia e placebo foi semelhante aos nove e 12 meses
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provavelmente em funcdo do envelhecimento do controle. E preciso ressaltar,
também, que estes resultados estdo certamente relacionados ao comportamento
especifico do osso diafisario composto, predominantemente, pelo tipo cortical, que
talvez seja mais estdvel e menos exposto a privacdo hormonal que o tecido
€esponjoso.

Os tempos de avaliacdo também parecem ter influéncia nos resultados
com tendéncia do envelhecimento natural “igualar’ o dano produzido pela privacao

hormonal.

4.5.3- Coeficiente de Rigidez

O coeficiente de rigidez ou constante de proporcionalidade (k)
calculado no trecho reto do diagrama carga-deformacdo, no segmento da fase
elastica é representativo da estabilidade da estrutura. Corpos de prova diferentes
podem, por exemplo, exibir carga maxima semelhante e rigidez diferente,
dependendo da inclinacdo do trecho reto da curva.

A analise estatistica deste parametro mostrou que ambos 0s grupos,
placebo e ooforectomia, apresentaram evolugdo semelhante do longo do tempo e
os valores so foram significativamente maiores aos doze meses de pés-operatorio,
guando os animais tinham dezesseis meses de idade em ambos os grupos. A
comparacdo entre grupos, em cada momento, isolando, portanto, o efeito da
ooforectomia, mostrou que o placebo apresentou valores significativamente
superiores aos trés, seis e doze meses e semelhantes aos nove meses.

Pode-se afirmar que a deficiéncia hormonal causou, portanto,
diminuicdo da rigidez e que o efeito de tempo (envelhecimento) foi menos
pronunciado.

Inicialmente, é dificil encontrar explicacdo para o comportamento
semelhante apenas aos nove meses (M3), podendo se tratar de achado casual, ja
gue nos outros tempos as diferencas foram significativas. Ou que, talvez, o fator
envelhecimento a partir dos treze meses de idade, época de inicio da menopausa
tenha tido alguma interferéncia. O comportamento do grupo castrado, semelhante

aos trés, seis, e nove meses, com rigidez maior aos doze meses, também, pede
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explicacdo, que pode, a exemplo da carga maxima, estar relacionada ao fato do
ensaio ter solicitado a porgéo cortical do 0sso.

Estudando a diminuicdo da massa O6ssea que ocorre em funcdo do
envelhecimento, KAPLAN et al. (1994) demonstraram a relagcdo entre massa

0ssea e idade em seccdo transversal do fémur humano ilustrado na figura 34.
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Figura 34: Diagrama da relacdo entre massa éssea, idade e sexo, acompanhada

da seccao transversal da diafise do fémur (adaptado de KAPLAN et al., 1994).

A andlise da investigacao citada permite supor que ocorre afinamento
da cortical por diminuicdo da massa 0ssea que pode, também, estar associada a
diminuicdo da quantidade de &gua e outras modificacbes da composi¢ao
bioquimica.

Em estudo semelhante, em tibias humanas, de diferentes idades,
BURSTEIN et al. (1976), conforme ilustrado na figura 35, concluiram que a
resisténcia (carga maxima) era semelhante nas duas idades (jovem e idoso), mas
0 0sso velho era mais “quebradico” caracteristica do material “fragil” e portanto

com rigidez alterada.
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O aumento da rigidez deve ser interpretado como a capacidade do
corpo de prova em romper com menor deformacéo, tipica dos materiais “frageis”

como o vidro, por exemplo.

——

Idoso . ___-—

Tensao

Deformacéo

Figura 35: Diagrama tensédo-deformacdo para duas amostra de tibia humana em
diferentes idades (adaptado de BURSTEIN et al., 1976).

Estes estudos indicam que além do fator hormonal o fator
envelhecimento deve ter contribuido para o resultado obtido em que a carga
maxima suportada foi semelhante, porém com rigidez diferente, principalmente
aos 16 meses de idade. Deve-se ressaltar, também, que parece evidente o papel
da privagdo hormonal na diminuicdo da rigidez nos grupos mais jovens, com sete
e dez meses, sacrificados apds trés e seis meses de pOs operatorio
respectivamente.

SITTA (1999) em ensaio de flexdo realizado em fémur de ratas
ooforectomizadas, também, encontrou alteracdes da rigidez.

GUO & GOLDSTEIN (2000) avaliaram ratas submetidas a ooforectomia
aos quatro meses de idade e sacrificadas ap0s cinco e nove meses de cirurgia
guando os animais apresentaram nove e 13 meses de idade respectivamente;

utilizaram ensaio de compressao na vértebra L4 e ndo encontraram diferencas
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significativas no coeficiente de rigidez, em relacdo do controle, embora o estudo
morfoldgico tenha identificado perda de messa 6ssea.

CARVALHO & CLIQUET (2003) estudaram o efeito da ooforectomia,
por meio de ensaio de flexdo no fémur de animais sacrificados apés 30 dias de
cirurgia e ndo encontraram diferencas significativas no coeficiente de rigidez em
relacdo ao controle.

A analise da literatura mostra que os delineamentos sdo bastante
variaveis e que nem sempre o efeito da privacdo hormonal pode ser relacionado
diretamente a alteracdo da rigidez. E provavel que modificagbes da rigidez
estejam ligadas, a exemplo da resisténcia (carga maxima), ao tipo de
carregamento e a regido anatdmica testada, osso diafisario ou metafisario e ao
tempo de privacdo hormonal ou envelhecimento, fatos que tornam dificil a
comparacao entre os diversos trabalhos.

De qualquer forma, os resultados da presente investigagdo mostraram
que a deficiéncia de estrogeno pode alterar o coeficiente de rigidez da porgéo
diafiséria e, também, que a alteracdo desta propriedade mecénica ndo parece
estar relacionada diretamente a resisténcia maxima. Estes resultados indicam,
mais uma vez , a necessidade de padronizacdo dos métodos de investigacao para
esclarecimento do desempenho mecéanico das diferentes regidbes 0sseas em

situacdo de privacdo hormonal e envelhecimento.

4.6 - Estudo Histolégico

4.6.1 - Histomorfometria (area trabecular)

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, constituido
por células, fibras, substancia fundamental e material intercelular calcificado, a
matriz 6ssea. E um dos tecidos mais resistentes e rigidos do corpo humano, serve
de apoio para os musculos esqueléticos e protecdo de O6rgdos vitais e
desempenha importante fungcdo metabdlica, de armazenamento de célcio.

Fisiologicamente a matriz 0ssea € composta de elementos organicos

(colageno) e inorganicos (minerais).
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Os elementos orgéanicos da matriz sdo formados por fibras colagenas
(95%), constituido de colageno Tipo | e por pequena quantidade de substancia
fundamental amorfa que contém proteoglicanas e glicoproteinas. No interior da
matriz estdo os ostedides no qual sdo produzidos pelas células denominadas
osteoblastos que sintetizam a parte organica.

Os elementos inorganicos sao constituidos principalmente de
hidroxiapatita, fosfato, calcio e outros minerais como sédio, potassio, carbonato e
fluoreto, nos quais desempenham importante papel estrutural e metabdlico.

A dureza e a resisténcia do tecido 6sseo sao devido a associacao de
hidroxiapatita com as fibras de colagenas.

O conteado mineral 6sseo é armazenado tanto no o0sso cortical
(compacto) como no esponjoso.

A é&rea trabecular foi calculada na metafise, regido proximal da tibia,
proxima ao disco epifisario, em funcdo desta regido ser a mais indicada para este
tipo de estudo, pelo predominio de osso esponjoso. Na literatura foram
encontrados varios trabalhos que utilizaram esta regido (BARENGOLTS et al.,
1994; LIANG et al., 1999; CHEN et al., 2001).

A andlise estatistica dos resultados mostrou que houve reducdo
significativa ao longo do tempo, no grupo ooferectomia, porém de maneira nao
uniforme. O valor da area é maior aos trés meses em relacdo aos outros instantes.
Nos momentos M2 e M3, os valores sdo semelhantes e discretamente inferiores a
M4. Em todos estes momentos (M2, M3 e M4) ha reduc¢éo significativa em relagéo
a M1, ou seja, apdés perda significativa a partir dos seis meses de privacao
hormonal houve tendéncia a manutencdo da éarea trabecular, mesmo
considerando-se que em M3 e M4 possa ter ocorrido associagao entre o efeito da
ooforectomia e do envelhecimento.

No grupo placebo, também, constatou-se diminuicdo significativa da
area ao longo do tempo, havendo semelhanca nos momentos M2 e M3. A
comparacao entre os momentos M1 e M4 mostrou reducdo bastante significativa
da area trabecular, provavelmente em funcédo do envelhecimento e da instalacdo
da menopausa natural. THOMPSON et al. (1995) e PATHAS et al. (2000)
afirmaram que apds 12 meses de idade o comportamento do osso trabecular dos

controles tende a ficar semelhante ao grupo ooforectomia. MARQUES & TAVEIRA
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(1998), também, concluiram que ha relacdo direta entre envelhecimento e os
efeitos da menopausa no tecido 6sseo.

A comparacao entre grupos ooforectomia e placebo, fixado o momento,
revelou que a menopausa induzida gerou diminuicdo da area trabecular de forma
significativa nos momentos M2, M3 e M4. Apenas em M1 os dois grupos
apresentaram comportamento semelhante. Estes resultados apontam em primeiro
lugar para o efeito deletério da privacdo hormonal no osso trabecular e, também,
mostram que mesmo o efeito do envelhecimento e da menopausa natural,
presentes no grupo placebo, principalmente em M3 e M4, ndo foram suficientes
para gerar reducdo da area trabecular maior do que 0s animais expostos a
privacdo hormonal por longo periodo.

A comparacdo entre os grupos ooforectomia e placebo deixa evidente
que no primeiro momento ndo houve diminuicdo da area trabecular no grupo
operado, pois certamente o tempo de auséncia de estrégeno no operado néo foi
suficiente para grandes perdas na massa 0ssea, e, nos demais momentos houve
reducdo significativa na area das trabéculas. No segundo momento e no terceiro
momento, as diferencas entre o placebo e ooforectomia foram semelhantes, com o
mesmo nivel de significancia; no M2, o tempo de seis meses de auséncia de
estrégeno foi, provavelmente, suficiente para aumento da reabsorcdo 6ssea. No
quarto momento foi evidente a reducdo das trabéculas no grupo ooforectomia,
quando comparado ao controle, mostrando que o efeito da privacdo hormonal ao
longo do tempo teve papel mais importante que as possiveis alteracdes causadas
pelo envelhecimento.

O osso trabecular apresenta estrutura semelhante ao “favo de mel”,
formado por laminas horizontais e verticais que se interconectam. Estes aspectos
tém relacdo com as propriedades mecéanicas do 0sso. A remodelacdo 6ssea no
processo de envelhecimento tem, como resultado, estreitamento das laminas, com
eventual dissolucdo do tecido e perda da continuidade estrutural. Isto ocorre
inicialmente nas trabéculas horizontais, diminuindo a resisténcia, e
consequentemente aumentando o risco de fraturas (NOVELOVITZ, 2001).

No presente estudo, na medida da area trabecular foi possivel observar

a diminuicdo e perda da continuidade das trabéculas que aumentaram ao longo do



Discussao 77

tempo principalmente no grupo ooforectomia embora este achado nédo tenha sido
analisado do ponto de vista da histomorfometria.

Vérios trabalhos da medida da area trabecular investigaram a
deficiéncia do estrogénio em ratas, utilizando a histomorfometria como método de
investigacdo. No entanto, os estudos variam na escolha da idade do animal ,
tempo de avaliacdo, tipo e local de analise no osso. (PENG et al.,, 1994,
BARENGOLTS et al.,, 1994; MARQUES & TAVEIRA, 1998; LIANG et al., 1999;
GUO & GODSTEIN, 2000; CHEN et al., 2001).

Ambas as espécies, ratos e humanos apresentam grande quantidade
de osso trabecular no colo do fémur e na regido proximal da tibia. PENG et al.
(1994) ao analisar grupos de ratas ooforectomizadas e placebo com e sem
exercicios, mostrou que a ooforectomia reduziu a area trabecular do colo do
fémur, em ratas com trés meses de idade e sacrificadas com cinco e dez meses
de idade ou seja apOs dois e sete meses de idade respectivamente. Neste
trabalho as ratas estavam em idade adulta jovem e com seis meses de deficiéncia
de estrogeno, foi possivel verificar a reducdo da area das trabéculas Osseas,
sugerindo que a diminuicdo da massa 0ssea ocorre com este tempo. Os achados
encontrados por PENG et al. (1994) sdo semelhantes aos da presente
investigacao, embora o estudo tenha sido no colo do fémur e no presente estudo
na porcao proximal da tibia, provavelmente em razdo da privacdo hormonal, neste
modelo, atingir todos os 0ssos de maneira sistémica.

BARENGOLTS et al. (1994) utilizaram ratas com nove meses de idade
e, apos trés meses de ooforectomia, encontraram diminuicdo da area trabecular
no grupo ooforectomia em relagdo ao placebo na metafise proximal da tibia,
portanto os resultados sdo concordantes com o presente estudo.

MARQUES & TAVEIRA (1998) realizaram ooforectomia em ratas com
um més de idade e verificaram reabsorcdo dos septos 6sseos no maxilar das
ratas, apos os tempos experimentais de cinco, dez e 30 dias de pds-ooforectomia.
Observaram que houve reabsorcdo 6ssea apenas no grupo de 30 dias de poés-
ooforectomia. Mesmo no animal jovem, o efeito da ooforectomia com 30 dias foi
suficiente para resultar em reabsor¢gédo éssea no maxilar das ratas.

LIANG et al. (1999) verificaram, em ratas com trés meses de idade

ooforectomizadas e sacrificadas ap0s dois meses (cinco meses de idade), a



Discussdo 78

repercussao da deficiéncia do estrogénio na regido da metafise proximal da tibia.
Concluiram que o volume ésseo esponjoso foi mais baixo no ooforectomizado e
estes achados, também, coincidem com os do presente estudo.

Ocorréncia de osteoporose, também, foi observada em ratas, com
diminuicdo no nivel de estrogeno nos estudos de GUO & GOLDSTEIN (2000); os
autores utilizaram ratas com quatro meses de idade no instante da ooforectomia,
sacrificadas com nove meses de idade, portanto apés cinco meses de auséncia de
estrogénio, e estudaram as alteracbes morfolégicas por meio de microscopia
eletrdnica e técnica de nanoidentacdo na vértebra L4. Concluiram que houve
perda do osso trabecular do grupo operado em relagdo ao controle.

GIAVARESI et al. (2000) utilizaram ratas com dez meses de idade e
apos quatro meses estudaram dois parametros na vértebra L5: 4rea e espessura
trabecular. Concluiram que a area trabecular foi menor, em relacdo ao placebo,
mas que as alteracdes da espessura ndo foram significativas.

PATHAS et al. (2000) observaram os efeitos da ooforectomia em ratas
maduras na diafise, metafise e epifise déssea. Foi observada diminui¢éo
significativa das trabéculas 6sseas apenas na metéafise 6ssea em ratas jovens e
maduras com um, trés e seis meses de idade. Concluiram que a ooforectomia
exerce mudancas significativas no o0sso trabecular de o0ssos longos,
principalmente nas extremidades.

CHEN et al. (2001) observaram, em ratas ooforectomizadas com cinco
meses de idade, que, apds dois meses, houve diminuicdo na arquitetura do 0sso
trabecular, por meio de trés parametros: area, espessura e numero de trabéculas
em diferentes regides da metafise proximal da tibia em relacdo ao controle e
encontraram diferencas significativas em todos os parametros.

Estes achados séo semelhantes ao estudo de CARVALHO & CLIQUET
(2003), que utilizaram a microscopia eletronica de varredura para observar as
diferencas estruturais nas trabéculas 6sseas, do fémur, no grupo ooofectomizado
e placebo em ratas maduras e apos 30 dias de ooforectomia. As trabéculas
existentes no fémur de ratas ooforectomizadas estavam mais espagadas e com as
conectividades reduzidas.

Os resultados do estudo histolégico parecem mostrar, portanto, que a

privacdo hormonal compromete o tecido 6sseo da regiao metafisaria e, também,
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gue as repercussdes da deficiéncia de estrogeno talvez sejam mais importantes
que o prejuizo causado pelo envelhecimento natural. O efeito da privacédo
hormonal parece, também, relacionado ao tempo da agressao, com alteracdes
mais intensas nos primeiros seis meses seguidas por aparente estabilizacao.
Finalizando o resultado da medida da area de o0sso trabacular indica
que ambos, privacdo hormonal e envelhecimento, atuam de maneira desfavoravel
no o0sso metafisario, ainda que a andlise deste tipo de variavel apresente

dificuldades de ordem metodoldgica.

4.4 — Consideracgdes Finais

A utilizacdo simultanea de parametros clinicos, biomecéanicos e
histologicos, na presente investigacdo, permitiu concluir que a retirada dos ovarios
produz alteracbes sistémicas, caracterizadas por mudancas metabdlicas que
causaram ganho de peso e por modificacbes no tecido 6sseo, associadas a
alteracdes do perfil mecénico e reducdo da massa 6ssea. Nao foi possivel estudar
as eventuais correlagdes entre atributos mecanicos e histoldégicos em razéo destes
estudos terem sido realizados em regido anatdmicas diferentes.

Aparentemente as por¢des metafisaria, composta majoritariamente por
0SS0 esponjoso, e diafisaria, onde predomina o osso cortical, respondem de
maneira diferenciada a privacdo hormonal e ao envelhecimento.

E possivel considerar, também, que a regido metafisaria sofra
alteracfes de maneira mais intensa e precoce que a regido diafisaria em situacao
de privagdo hormonal.

As conclusdes obtidas abrem a perspectiva de novos estudos com
proposta que incluam analises mecanicas e histoldgicas da mesma regido
anatdmica e que possam desta maneira avaliar a associagao entre as alteragoes e
arquitetura e o correspondente perfil mecéanico.

E preciso afirmar que deve haver atengdo especial e permanente com a
extrapolacdo de resultados de investigacdes experimentais para a pratica em
seres humanos. Além das diferencas entre espécies, na pratica meédica ha

pacientes com perfis muito diferentes em relagdo a genética, nutricao, pratica de
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atividade fisica e outros tantos que certamente tornam a instalacdo da
osteoporose e suas consequéncias motivo de avaliagédo individualizada.

De qualquer maneira o estudo das alteragdes mecéanicas e histoldgicas
s6 é possivel experimentalmente e esse tipo de investigagcdo deve continuar
avancando no sentido de se conhecer mais detalhadamente a fisiopatologia da
osteoporose além das estratégias mais adequadas para prevencao e tratamento ja
que parecem inevitdveis 0 aumento de incidéncia, em razdo da elevacdo da
expectativa de vida, e consequente aumento da frequéncia de fraturas e

complicacdes associadas.
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5. CONCLUSAO

Em ratas e nas condicbOes da presente investigagdo, a menopausa

induzida por ooforectomia bilateral teve como efeito:

- Ganho de peso corpéreo;

- Diminui¢do da resisténcia 0ssea do osso diafisario ao seis meses de
privagdo hormonal;

- Diminuicao da rigidez do osso diafisario;

- Reducdo da massa 6ssea da regido metafisaria.
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