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Pereira ECS. Estudo longitudinal dos efeitos da deficiéncia estrogénica no fémur
de ratas [dissertacdo]. S&o José dos Campos: Faculdade de Odontologia de S&o
José dos Campos, UNESP - Univ. Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

E cada vez maior a parcela de pessoas idosas na populacéo brasileira e com
este fendbmeno o numero de pessoas afetadas por patologias cronico-
degenerativas. Dentre estas uma doenca que merece destaque é a osteoporose,
uma vez que vem se tornando um problema de saude publica. Um dos principais
fatores de risco para osteoporose € a deficiéncia estrogénica, sendo assim este
estudo objetivou avaliar o efeito da deficiéncia estrogénica no tecido 6sseo
durante um periodo de 360 dias através de analise radiografica e biomecanica.
Para tanto 80 ratas, com 3 meses de idade e peso de aproximadamente 2509,
foram divididas em 10 grupos experimentais (h=8) de acordo com o tempo de
sacrificio e cirurgia a que foram submetidas (ovariectomia e cirurgia sham). As
ratas pertencentes aos grupos OVZ e SHAM tiveram sua racao controlada (30g
por animal). Apds o periodo determinado (30, 60, 90, 180 e 360 dias das
cirurgias) as ratas foram pesadas, anestesiadas e sacrificadas e seus fémures
retirados para analise. Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico
ANOVA e Tukey, com nivel de significancia de 5%. De acordo com os resultados
obtidos observou-se que nos periodos de 30, 60 e 90 dias os efeitos da
deficiéncia estrogénica sobre o tecido 6sseo foram significativos.

Palavras chaves: Tecido 6sseo. Ovariectomia. Deficiéncia estrogénica.
Osteopenia. Osteoporose



Pereira ECS. Longitudinal study of estrogen deficiency on fémur
rats.[dissertation]. S&o José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos
Campos, UNESP- Univ Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

The Brazilian population has undergone a process of aging, and this
phenomenon with the number of people affected by chronic diseases is
increasing. Among these a disease that deserves mention is osteoporosis, since
it has become a public health problem. One of the main risk factors for
osteoporosis is estrogen deficiency, so to better understand how estrogen
deficiency affects the bone tissue present study aimed to evaluate the effect of
estrogen deficiency on bone tissue over a period of 360 days by radiographic
and biomechanics analysis. For this purpose 80 rats, 3 months old and weighing
about 250g were divided into 10 groups (n = 8) according to the time of sacrifice
and who underwent surgery (ovariectomy and sham surgery). The rats belonging
to groups OVZ and SHAM had controlled his diet (30g per animal). After the
specified period (30, 60, 90, 180 and 360 days of surgery) the rats were weighed,
anesthetized and sacrificed, and their femurs were removed for analysis. Data
were submitted to ANOVA and Tukey tests with significance level of 5%.
According to the results obtained showed that in periods of 30, 60 and 90 days
the effects of estrogen deficiency on bone tissue were significant.

Keywords: Bone Tissue. Ovariectomy. Estrogen deficiency. Osteopeny.
Osteoporosis



1 INTRODUCAO

Os avancos da medicina e transformacfes no estilo de
vida da populagéo vém repercutindo no aumento da expectativa de vida
da populagcéo (Frazéo, Naveira, 2006), fato este que vem ocorrendo a
mais tempo na Asia e Europa e mais recentemente nas Américas
(Carvalho, Garcia, 2003; Carvalho, Rodriguez-Wong, 2008).

No Brasil, entre 1980 a 2000, a populacéo idosa teve um
crescimento de 107%, representando 8,6% da populacdo brasileira
(IBGE, 2000; Beltrao et al., 2004 ). Estimativas revelam que no ano de
2050 a populacdo idosa devera ultrapassar 50 milhdes (Martini et al.,
20009).

Este aumento na expectativa de vida tem como
consequéncia o aumento do numero de afetados por doencas cronico-
degenerativas, sendo a osteoporose, atualmente, a doenca
osteometabodlica mais prevalente no mundo, constituindo-se como um
importante problema de saude publica, com grande impacto econémico e
social, atingindo cerca de 325 milhdes de pessoas, com mais de 65 anos
(Alekna et al., 2003; Fraz&o, Naveira, 2006; Jagelavicene, Kubilius, 2006;
Yazbek, Neto 2008; Cole et al., 2009; Riera-Espinoza, 2009).

O nuamero de pessoas com osteoporose vem crescendo,
sendo a populacédo do sul da Europa ligeiramente menos atingida que a
dos Estados Unidos. Na Ameérica Latina, esse numero também vem
aumentando, atingindo no Brasil cerca de 10 milhGes de pessoas,
representando este dado, aproximadamente de 1 em cada 17 idosos
(Riera-Espinoza, 2009).

Os fatores de risco para o desenvolvimento dessa

enfermidade incluem alcoolismo, fumo, consumo exagerado de cafeina,
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ma nutricdo, deficiéncia de calcio e de vitaminas do grupo B, C, D e K,
uso prolongado de glicocorticoéides, imunossupressores,
anticonvulsivantes, raca, menopausa  precoce, histerectomia,
ooforectomia, hipogonadismo, sexo feminino e idade avancada
(Jagelaviciene, Kubilius, 2006; Frazdo, Naveira, 2007; Baum, Peters,
2008; Pinheiro et al., 2010).

Em individuos do sexo feminino tem sido observada que a
deficiéncia hormonal resulta num maior processo de reabsorcao 0ssea,
uma vez que os estrogenos e andro0genos S840 necessarios no processo
de formacé&o, maturacao e remodelacdo 6ssea (Armada et al., 2006).

O estrégeno apresenta um papel fundamental no
metabolismo 6sseo, tanto em homens quanto em mulheres. As mulheres
apresentam niveis elevados de estrogeno atuando em seu organismo,
niveis estes que caem bruscamente durante o periodo pés-menopausico;
ja& os homens apresentam menores niveis de estrégeno em seu
organismo e este decresce de forma gradual durante o envelhecimento
(Khosla et al., 2005). Devido a essas diferencgas, tem sido observado que
as alteracGes causadas pela deficiéncia dos hormdnios sexuais atingem
de forma mais agressiva os 0ossos das mulheres e também as acometem
mais cedo, quando comparadas aos homens (Armada et al., 2006).

Assim, este estudo se justifica por apresentar os efeitos
da deficiéncia estrogénica a curto, médio e longo prazo no tecido 6sseo
de ratas ovariectomizadas. A hipotese deste trabalho foi que a deficiéncia
estrogénica apresentava maiores efeitos no tecido ésseo a curto prazo no

periodo pds-ovariectomia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Remodelacéo 6ssea

O tecido 6sseo possui algumas funcbes béasicas como
protecdo, suporte e locomogéo; influenciado por fatores sistémicos e
locais. Dentre os fatores sistémicos podem-se citar a regulacdo hormonal,
fatores de crescimento e como fatores locais pode-se citar as tensdes a
guais este tecido é submetido para as execucdes das atividades diarias
(Junqueira, Carneiro, 2010). Histologicamente, o tecido 0sseo é
constituido por: células osteogénicas, osteoblastos, osteécitos e
osteoclastos, contidos em abundante matriz intercelular (Bandeira et al.,
2000; Tortora, Grabowski, 2002; Andia et al., 2006).

Juntamente com 0s musculos, 0S 0SS0s S0 responsaveis
pela sustentacdo de o6rgdos vitais, estando sujeitos constantemente a
tensdes de tracdo, compressao, flexao, torcdo e geralmente combinacdes
de todas essas forcas, consequentemente existe o surgimento de fraturas
guando a integridade do 0sso nao é preservada (Malosso, 2004).

O o0sso € um tecido dindmico gque passa por um processo
continuo de formacédo e reabsorcdo. As células deste tecido estdo sob
acao de multiplos fatores locais e sistémicos que controlam o processo de
remodelacéo, tais como fatores fisicos e hormonais (Andia et al., 2006).

O tecido 0sseo é metabolicamente ativo e vivo, sendo
caracterizado pela intensa atividade de remodelacéo. Atividade esta que
€ caracterizada por uma formacdo O0ssea maior do que reabsor¢cao no
periodo de crescimento, resultando num aumento da massa 0ssea;
atingindo um pico de massa no periodo de adolescéncia, e um periodo de

estabilizacdo onde formacé&o e reabsorcado acontecem igualitariamente na
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idade adulta. No envelhecimento a reabsor¢cao 6ssea aumenta excedendo
a formacéo e o processo de remodelacéo apresenta um balanco negativo,
resultando numa diminuigdo da massa 6ssea (Guyton, Hall, 2002).

O ciclo completo de remodelacdo consiste em trés fases:
reabsorcao, reversdo e formacdo levando de 2-3 meses dependendo do
local em que acontece. Este fenbmeno tem por principais objetivos a
renovacao do tecido 6sseo, distribuicdo da matriz ao longo das linhas de
tensdo mecanica, reparacdo do osso e hemostasia idnica (Rang et al.,
2004; Ynsa et al., 2006).

A reabsorcdo ocorre quando osteoclastos acidificam o
meio e liberam diversas enzimas que degradam a matriz mineral 6ssea,
criando uma cavidade denominada “lacuna de Howship”. Este processo &
seguido por um periodo de reversdo, onde osteécitos, mondcitos e pre-
osteoblastos preparam a matriz 6ssea para que 0s osteoblastos iniciem a
formacado de osso. A formacdo se da quando osteoblastos alcalinizam o
meio e depositam cristais de fosfato de calcio sob a forma de
hidroxiapatita, mineralizando a matriz ostedide (Vasikaran, 2008;
Goldenberg, 2009; Montecinos, Zeni, 2009). Estima-se que
aproximadamente 25% do osso trabecular e 3% do osso cortical sao
renovados anualmente (Manolagas, Jilka, 1995).

Entre os fatores que regulam a homeostasia do tecido
0sseo destacam-se os hormoénios moduladores do metabolismo de calcio
(hormonio paratiredideano, calcitonina e vitamina D) e os que influenciam
no processo de remodelacdo indiretamente (hormdnios sexuais e do
crescimento) (Turner, Sibonga, 2001).

Um desequilibrio no processo de remodelacdo pode
causar perda de massa Ossea (osteopenia), juntamente com a
deterioracdo microarquitetural do esqueleto, levando a um aumento na

fragilidade 6ssea e no risco de fraturas (Ynsa et al., 2006).
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2.2 Deficiéncia hormonal e remodelagéo 6ssea

Existe uma relagdo bem definida entre a deficiéncia dos
hormdnios sexuais e 0 0sso, uma vez que 0s estrogenos e andrégenos
sdo0 necessarios no processo de formacdo, maturacdo e remodelacdo
0ssea,; existindo receptores desses hormoénios nos osteoblastos, sendo
estes essenciais no desenvolvimento do esqueleto (Faloni, Cerri, 2007;
Folwarczna et al., 2007).

Os horménios sexuais tém um importante papel no
desenvolvimento de 0ssos e musculos, apresentando-se até maiores do
gue os fatores genéticos e ambientais. Sendo, o estrégeno atuante no
metabolismo 6sseo tanto em homens quanto em mulheres (Khosla et al.,
2005; Fugita et al., 2006).

A testosterona € metabolizada pela acdo da 5-alfa-
redutase para o androgénio biologicamente ativo, diidrotestosterona, e
pela acdo da aromatase em estradiol. Sendo a producado desta regulada
pelo mecanismo de feedback negativo, que envolve o hormonio
luteinizante (LH) e o horménio liberador de LH (LHRH), compondo o eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal. Esse horménio é ha muito tempo
conhecido pelos seus efeitos anabolizantes (Caioroli, 2004). A
testosterona regula diretamente a proliferacdo, diferenciacdo e
capacidade de mineralizacdo dos osteoblastos (Prevelic, 2001; Riggs et
al., 2002) e causa retencao de calcio, com a capacidade de aumentar o
tamanho e a forca dos ossos e por isso € frequentemente utilizada em
idosos para tratar a osteoporose (Guyton, Hall, 2002).

Na mulher, os androgénios decrescem lenta e
progressivamente a partir da quarta década e por toda a vida. O declinio
androgénico precede o estrogénico, resultado do decréscimo linear na
producdo de dehidroepiandrosterona e testosterona pelas adrenais. O

declinio desses podem gerar um estado de deficiéncia que se manifesta
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insidiosamente por diminuicdo da funcdo sexual, bem estar e energia,
alteracbes na composicao corporal e perda de massa 6ssea (Leéo et al.,
2005).

Os estrogenos sdo hormoénios que compde o sistema
reprodutor masculino e feminino, produzindo numerosas acfes
fisiologicas, incluindo efeitos no desenvolvimento, acdes neuroendodcrinas
envolvidas no controle da ovulacdo, preparo ciclico do trato reprodutor
para fertilizacdo e implantacdo do dévulo e agBes no metabolismo de
minerais, carboidratos, proteinas, lipidios e sistema cardiovascular
(Ruggiero, Likis, 2002; Kuiper et al., 2003; Amadei et al., 2006).

Receptores de estrogenos podem ser encontrados em
varios tecidos, predominando o subtipo a (alpha) em mama e Utero e o
subtipo B predomina no osso e tecido cardiovascular (Diez-Perez, 2006).

Um dos principais mecanismos pelo qual esse horménio
atua no 0sso € através da inibicdo da diferenciacdo dos osteoclastos tanto
direta quanto indiretamente. O estrogeno regula a diferenciacdo e
formacdo dos osteoblastos modulando a producdo de citocinas
osteoclastogénicas (Faloni, Cerri, 2007). Um aumento dos niveis
circulantes de interleucina 1 (IL 1) e interleucina 6 (IL6) sdo observadas
no periodo pdés-menopausico e sdo o primeiro indicativo do inicio da
perda éssea resultante da deficiéncia estrogénica (Manolagas, 1995.).

Para melhor compreender a atuacdo do estrégeno, nos
mecanismos envolvidos na regulacdo da reabsorcdo, Srivastava et al.
(2001) realizaram um trabalho, utilizando cultura de mondcitos da medula
O0ssea, constatando que, além de atuar modulando a produgdo de
citocinas, o estrogeno também afeta a sensibilidade das células
precursoras dos osteoclastos ao RANKL, uma das citocinas envolvidas na
sua diferenciacéo.

Outro importante mecanismo que justifica 0 aumento da

reabsorcdo 6ssea com a deficiéncia do estrégeno foi relatado por Hughes
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et al., 1996 que demonstraram que o 17 estradiol promove apoptose de
osteoclastos maduros bem como de seus precursores.

Assim, o estrégeno inibe a reabsorcéo dssea por induzir a
apoptose, tanto direta quanto indiretamente (Fountas et al., 2004).

O estrégeno ainda pode atuar afetando a regulacao
hormonal dos niveis de calcio, como a calcitonina e o paratorménio
(Balash, 2003).

Em seu estudo, Armada, et al., 2006, utilizou mandibula
de ratos Wistar machos e fémeas, com deficiéncia hormonal induzida por
castracdo aos trés meses com diferentes periodos de sacrificio (30, 60 e
90 dias) e observou através de andlise morfométrica que tanto a
deficiéncia hormonal quanto o envelhecimento resultam em danos ao
tecido 6sseo, implicando em um maior processo de reabsorcdo 6ssea. As
alteracOes causadas pela deficiéncia dos horménios sexuais tem se
mostrado mais marcantes nos 0ssos das ratas fémeas do que quando
comparadas aos machos, e essas alteracdes também acontecem mais

precocemente nesse sexo.

2.3 Osteoporose

7

Atualmente a osteoporose € a doenca osteometabdlica
mais prevalente no mundo, constituindo um problema de saude publica,
atingindo a sociedade de forma social e econémica (Ramalho et al., 2001,
Alekna et al., 2003).

A osteoporose é caracterizada por uma reducéo crbnica e
progressiva da densidade mineral e da matriz 6ssea, tendo como
resultado a perda 0ssea e mudancas em sua microarquitetura, tornando o

osso fragil e propicio a fraturar-se facilmente. Geralmente essa perda



21

0ssea € mais marcante no 0sso trabecular do que no osso cortical
(Kazanavicius et al., 2003; Patel, Murphy, 2006 ).

O diagnostico de osteoporose atualmente adotado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é avaliado por meio da
absorciometria de dupla emissdo de raios X (DEXA). Com este método
determina-se o valor da densidade mineral 6ssea (DMO) na coluna
lombar e no colo do fémur, que sao representativos do osso trabecular e
cortical respectivamente. O valor da DMO do individuo € comparado com
o valor médio da DMO de um conjunto de individuos jovens do mesmo
sexo, com valores no pico de massa 0ssea. Dessa relacédo, obtém-se o T
score, ou seja, 0 numero de desvios-padrao abaixo dos valores do grupo
controle jovem. Considera-se que a mulher sofre de osteopenia se o valor
do T estd compreendido entre -1 e -2,5 e de osteoporose se € inferior a -
2,5, sendo a massa 6ssea considerada normal para valores de T-score
superiores a -1 (National Institute of Health, 2000; French et al., 2002;
Gilbert, Mckiernan, 2005).

A osteoporose ainda pode ser classificada como primaria
ou secundaria. A primaria esta relacionada ao envelhecimento, ao periodo
apos a menopausa ou a causa idiopatica. A secundaria caracteriza-se por
manifestacdo de um processo patolégico claramente identificado, dentre
eles as alteracdes enddcrinas como hipogonadismo, aumento da
atividade do paratormonio, hipertireodismo, desordens adrenais, mieloma
multiplo, artrite reumatoide, alcoolismo e uso crénico de corticoides
(Bandeira et al., 2000; Guarniero, Oliveira, 2004; Vondracek, Hansen,
2004).

A osteoporose primaria geralmente € observada em
mulheres no periodo pos-menopausico, o qual estd intimamente
relacionado a deficiéncia estrogénica, resultando numa rapida perda
O0ssea (Modesto Filho et al., 1996, Branddo, Hauache, 2005). J& em

homens esse tipo de osteoporose tende a ocorrer em maiores de setenta
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anos e pode estar também associada a deficiéncia na absorcéo de calcio
e reducéo da vitamina D (Vondracek, Hansen, 2004).

A incidéncia da osteoporose secundaria € maior na
populacdo masculina, correspondendo a 64% dos casos de osteopenia
em homens, enquanto atinge apenas 30 % das mulheres, sendo a causa
mais frequente, em ambos 0s sexos, 0 uso crbnico de glicocorticoides
(Brandéo, Hauache, 2005).

Dentre os principais fatores de risco para osteoporose
estdo o fumo; alcoolismo; consumo exagerado de cafeina; ma nutricao;
deficiéncia de calcio e de vitaminas do grupo B; C, D e K; uso prolongado
de (glicocorticéides, imunossupressores, anticonvulsivantes, raca,
menopausa precoce, histerectomia, ooforectomia, hipogonadismo, sexo
feminino e idade avancada (Hildebolt, 1997; Brown, Josse, 2002;
Jagelaviciene, Kubiilus, 2006).

Atualmente diversos farmacos tem sido utilizados para o
tratamento da osteoporose, podendo ser divididos em dois grupos
principais: agentes anti-reabsorcdo do tecido 0sseo (estrogénios,
calcitonina e bifosfonatos) e agentes estimuladores da formacdo 6ssea
(fluoreto de sodio e paratorménio)(Russo, 2001; Guarniero, Oliveira,
2004).

2.4 AlteracBes biomecanicas na osteoporose

O osso é considerado um material viscoelastico uma vez
gue apresenta propriedades mecanicas que diferem de acordo com a taxa
de carregamento, ou seja, a capacidade de escoar internamente
conforme a carga aplicada (Einhorn, 1996).

A determinagdo das propriedades mecanicas de um

material pode ser realizada por meio de varios tipos de ensaios
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destrutivos ou nao destrutivos. Entre os destrutivos temos tracao,
impacto, flexdo, torcdo, compressao, fadiga, sendo o teste de flexdo muito
aplicado em materiais frageis ou de elevada dureza para medir sua
resisténcia e ductilidade (Souza, 1977; Souza, 1982).

A resisténcia mecéanica do tecido 6sseo é dada por sua
conformacdo geométrica, sendo esta dependente da disposicdo da
arquitetura do trabeculado 6sseo (Dempster et al., 1995).

O processo de regulagao das propriedades biomecéanicas
€ executado diretamente por um “mecanostato” (cujo estimulo é regulado
pelo uso mecanico regional do o0sso) e pelo equilibrio enddcrino
metabdlico. Sendo assim, a osteoporose pode ser considerada como uma
doenca de adaptacdo mecanostatica decorrente de uma estrutura
insuficiente ou de wuma regulacdo inadequada do mecanismo
correspondente (Ferretti et al., 1995).

Ferretti et al. (1997) defendem que, na instalagcdo da
osteoporose, a massa 0ssea nao € mais importante do que as
propriedades biomecanicas do 0sso para explicar a fragilidade e o risco a
fratura, uma vez que esta decorre da deformacéo irreversivel de uma
regido Ossea que gera sofrimento mecanico (stress) suficiente para
vencer a resisténcia do material. Essa resisténcia 6ssea depende das
propriedades mecénicas de cada o0sso (microarquitetura, grau de
calcificacdo e porosidade) e também da distribuicdo espacial de seu
material cortical e trabecular, resultante do processo de remodelacao.

Hogan et al. (1997) utilizando técnicas histomorfométricas
e o teste de flexao de trés pontos comprovaram em ratas de varias faixas
etarias e osteopénicas pelo uso crénico de alcool, que o tamanho e as
propriedades extrinsecas de seus fémures eram menores que nas ratas
normais. Ao mesmo tempo, depois da fratura, determinaram o médulo de
elasticidade de cada fémur, utlizando o célculo do“cross sectional
moment of inertia” (CSMI) por meio do estudo de imagens digitalizadas de

cortes usados para histomorfometria.
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Hoyer e Lippert (1982) realizaram um estudo longitudinal
comparando peso, comprimento e propriedades mecanicas dos 0Ss0S
(fémur, tibia e Umero) de ratos machos e fémeas normais com o aumento
da idade. Os autores concluiram que geralmente os valores apresentados
pelos machos ao decorrer da idade sempre eram maiores que os das
fémeas. Contudo, eles afirmam que esta diferenca estd muito mais
relacionada a variacdo de peso corporal (Qque nos machos é maior) do que
a idade propriamente dita.

Comelekoglu et al. (2007) realizaram um estudo avaliando
as propriedades biomecanicas do fémur de ratas com osteoporose,
utilizando ratas ovariectomizadas para o modelo de osteoporose. Ao fim
do experimento, o0s autores concluiram que na osteoporose 0s
parametros biomecanicos do fémur eram diminuidos, quando comparados
aos ratos controle.

Nesse sentido, a instalacdo do processo de osteoporose
esta associado a mudancas significativas na morfologia e composicéo
0ssea com consequentes alteracdes nas propriedades biomecanicas.
Estas diferencas ainda sdo objeto de muitos estudos e ja foram atribuidas
as mudancas na concentracdo das fibras de coladgeno dos ossos de
individuos de diferentes faixas etarias (Zioupos et al., 1999).



3 PROPOSICAO

O objetivo desse trabalho foi acompanhar no periodo de
um ano o efeito da deficiéncia estrogénica induzida por castracao, sobre o
tecido 6sseo, em fémur de ratas através de andlise da densidade Optica

radiografica e biomecanica.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais e grupos experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O protocolo experimental foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica sob n°011/2010-PA/CEP( Anexo A).

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 80 ratas
adultas (Rattus norvegicus, variacao albinus, Wistar), com trés meses de
idade, massa corpérea de aproximadamente 250 gramas, mantidas em
gaiolas em temperatura ambiente, alimentadas com ragdo Guabi
Nutrilabor (aproximadamente 30g por animal) e agua ad libitum, os quais
foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos - UNESP.

Os oitenta animais constituintes da amostra foram
inicialmente divididos em dois grupos experimentais , sendo estes: OVZ
(n=40) grupo ovariectomizado, e SHAM (n=40) grupo de animais
submetidos a laparotomia e exposicdo dos ovarios, sem a retirada dos
mesmos.

Para as condicbes experimentais acima citadas, foi
realizada a subdivisdo dos animais em cinco subgrupos de acordo com o

tempo de eutanasia (quadro 1).
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Quadro 1- Divisdo dos grupos experimentais conforme o tempo de

eutanasia
Grupos Tratamento Tempo de Eutanasia
n=8 (dias)
Gl ovz 30
G2 ovz 60
G3 ovz 90
G4 ovz 180
G5 ovz 360
G6 SHAM 30
G7 SHAM 60
G8 SHAM 90
G9 SHAM 180
G10 SHAM 360

4.2 Procedimentos cirdrgicos

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados em

sala cirargica cuidadosamente limpa, do Biotério da Faculdade de

Odontologia de Sao José dos Campos - UNESP.

4.2.1 Anestesia

todos o0s procedimentos experimentais, como

realizacao da ovariectomia e laparotomia, os animais foram anestesiados

com uma dose de 13mg/kg de cloridrato xilazina 2% (Anasedan - Bayer
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do Brasil - Sdo Paulo, SP, Brasil), substancia com propriedades
sedativas, analgésicas e relaxante muscular, com 33mg/kg de cetamina
base (Dopalen-Agribrands do Brasil - Jacarei, SP, Brasil), anestésico

geral, por via intramuscular.

4.2.2 Ovariectomia e laparotomia (cirurgia Sham)

As ratas pertencentes ao grupo ovariectomizado, aos 3
meses de idade, ap6s anestesia, depilacdo da regidao abdominal lateral e
anti-sepsia com alcool iodado, sofreram incisdo longitudinal com extenséo
aproximada de 1cm na pele e musculatura da regiéo lateral do corpo, na
linha média, préxima ao nivel dos rins e abaixo da ultima costela. Apos os
ovarios serem identificados e expostos foi realizada amarria com fio de
seda n°4 (Ethicon/Johnson & Johnson), e remocdo dos ovarios
juntamente com a gordura circundante e pequena por¢do do Utero. Ao
final dos procedimentos, as camadas musculares e a pele foram
suturadas com fio de seda n°4 (Ethicon/Johnson & Johnson - Sdo José
dos Campos) (Figura 1).

Nos animais do grupo Sham todos os procedimentos
acima foram realizados, para simulacdo do estresse cirdrgico, exceto a
hemostasia e remocdo dos ovarios. Portanto, apos a exposicao dos
ovarios, os mesmos foram recolocados na cavidade abdominal e os

tecidos suturados.
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Figura 1 - Ovariectomia; a)local do procedimento cirrgico; b)exposicdo do ovario e
cirurgia circundante; c)ovario removido; d)sutura.

4.3 Eutanasia

Obedecendo ao tempo determinado para a eutanasia, 0s
animais receberam uma dose excessiva de anestésico e foram

decapitados em guilhotina, sendo seus fémures removidos e fixados em
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formol a 10% ou solucéo de Ringer, de acordo com as analises as quais

seriam submetidos.

4.4 Andlise dos resultados

4.4.1 Peso corporal dos animais

O peso corporal de cada animal foi verificado no dia da
cirurgia de ovariectomia e laparotomia e na data da eutandsia para
verificacdo de variacdo no peso corporal dos animais. Para tanto, cada
animal foi colocado em gaiola individual e pesado (g) em balanca digital
(Micronal B600- Séo Paulo, SP, Brasil). O percentual de aumento de peso

dos animais foi calculado conforme a féormula:

Variagcdo de peso (%) = Peso final - Peso inicial x 100/Peso inicial

4.4.2 Anéalise do fémur

4.4.2.1 Andlise da densidade o6ptica radiografica da regido de colo do

fémur

O aparelho radiogréafico utilizado para a obtencdo das
imagens foi o Gendex 765DC (Gendex Dental Systems, Dentsply
International, Chigado, IL, USA) trabalhando em regime de 65KV e 7mA

com filtracdo de 2mmAl, ponto focal de 0,4mm e area focal de 6cm,
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distancia foco-sensor de 30 cm, e 0,02 s de tempo de exposi¢cdo, com 0
feixe central de raios X incidindo perpendicularmente ao sensor.

Para proceder as incidéncias radiograficas os fémures
esquerdos de cada animal, apés limpeza e fixagdo em formol foram
posicionados de forma que sua face distal ficasse voltada para baixo,
ficando a regido de cabeca e colo de fémur bem apoiadas sobre o sensor
do sistema digital, mantendo assim, um mesmo padrao de
posicionamento para a aquisicdo da imagem radiogréfica digital.

Foi utilizado o sistema de radiografia digital direta
intrabucal Visualix Gx-S HDI (Gendex Dental Systems, Dentsply
International, Chigado, IL, USA). Programa de computador VixWin 2000
(Gendex Dental Systems, Dentsply International, Chigado, IL, USA) que
acompanha o sistema Visualix.

Todas as imagens foram arquivadas no formato TIFF
(Tagged Image File Format) para ndo haver perda de qualidade nas
mesmas.

O programa de edicao de imagens Adobe Photoshop 7.0
(Adobe systems incorporated, 345 Park Avenue, San Jose, California
95110, USA), foi utilizado para andlise da densidade Optica das imagens
radiogréfica.

A partir das imagens arquivadas referentes aos fémures
dos animais, foi selecionada uma area de tamanho 50 x 50 pixels na
regido de colo do fémur, compreendendo apenas a regido medular da
peca em questdo, sem abranger as areas corticais laterais, a qual foi
aplicada a ferramenta histograma, que forneceu a média da densidade
optica em pixels da regido. Os valores de cinza da imagem foram
baseados em uma escala de 256 possiveis tonalidades de cinza, variando
do preto absoluto com valor zero, ao branco absoluto valendo 255 (figura
2).

A avaliagéo pela mensuragdo de cada regidao foi repetida

por trés vezes, com intervalos de uma semana para cada uma delas, pela
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mesma examinadora, previamente treinada, autora principal deste

trabalho.

Figura 2 — Fémur analisado pelo programa de edicdo de imagens Adobe Photoshop 7.0.

4.4.2.2 Analise das propriedades biomecanicas

O fémur direito, apos remocao e dissecacado, foi mantido
em solucéo de Ringer, refrigerado a — 20 °C, até o momento das analises.

Para manutencdo dos espécimes em equilibrio térmico
com o0 meio ambiente, 24 h antes da realizagcdo dos ensaios, os fémures
foram retirados do freezer para que pudessem descongelar de forma
gradativa, evitando assim microfraturas.

Com auxilio de um paquimetro digital (Starret 727, Itu,

Sao Paulo) foi realizada a mensuragcdo do comprimento e espessura



33

médio-lateral e largura antero-posterior da regido mediana da diafise do
fémur.

A partir de entdo foram avaliadas as propriedades
mecanicas do tecido 0sseo, propriedades estas que podem ser divididas
em intrinsecas, que se referem ao comportamento do material somente a
nivel tecidual, e extrinsecas que se referem ao osso como um todo,
refletindo em seus valores os efeitos combinados do tamanho, da forma e
das caracteristicas teciduais.

As propriedades extrinsecas dos fémures foram
determinadas por meio do teste de resisténcia a flexdo por trés pontos.

Cada espécime foi colocado centralizado, ao longo de seu
comprimento, sobre um suporte contendo dois apoios (distantes 15 mm
um do outro), com sua face anterior voltada para baixo. A carga foi
aplicada transversalmente ao longo eixo do fémur sobre sua face
posterior em um ponto médio entre os dois apoios. O suporte de
aplicacéo da carga e os apoios utilizados apresentavam forma cilindrica
com um diametro de 3 mm.

O ensaio foi conduzido em uma maguina universal de
ensaios (Emic® - modelo DL 200 MF. Equipamentos e Sistemas de Ensaio
Ltda, Sdo José dos Pinhais - Brasil), que proporcionou uma forca de 50
kgf com uma velocidade constante de aplicacdo de 5.08mm/minuto até a
falha do espécime (figura 3). Todo o procedimento foi realizado em
temperatura ambiente, sendo os espécimes mantidos iumidos em solucéo

de Ringer.
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Figura 3 — A) Maquina universal de ensaios; B) FEmur em posicdo na maquina para
realizacao do teste de flexao

Por meio do programa Tesc (versdo 1.1) as seguintes

propriedades extrinsecas do osso cortical foram avaliadas:

a) Forca maxima (N): valor maximo da carga durante
o teste;
b) Rigidez (kN/mm): angulo da curva forca x

deslocamento na regido linear,

Apos a fratura os ossos foram novamente colocados em
solucdo de Ringer para posterior realizacdo do processamento para a
analise das propriedades 0sseas intrinsecas.

Para avaliar as propriedades intrinsecas do 0sso cortical,
foram realizadas secc¢Oes transversais de aproximadamente 2 mm de
espessura na regido adjacente ao local da fratura dos fémures. As
seccdes foram entdo coradas com azul de metileno 1% (Synth®, Diadema
- Brasil) por um periodo de 3 min e posicionadas sobre uma lamina de
vidro, com auxilio de uma lamina de cera n°7, onde foram analisadas por
um microscoépio de luz (modelo 2000-C Carl Zeiss, Bernried - Alemanha)
em um aumento de 20 vezes, e fotografadas em camera digital Sony®

(modelo Cybershot DSC-W5, Tokyo - Japdo), acoplada ao
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estereomicroscopio. A imagem de cada espécime foi armazenada em
formato jpg para posterior analise.

A seguir a imagem obtida de cada espécime foi
processada pelo programa Image Tool (versdo 3.0 University of Texas
Health Science Center, San Antonio - EUA), sendo determinadas as

seguintes grandezas em mm (Figura 4):

a) T= Espessura mais externa (cortical) no sentido
antero-posterior;

b) W= Largura mais externa (cortical) no sentido
medio-lateral;

c) t= Espessura mais interna (medular) no sentido
antero-posterior;

d) w= Largura mais interna (medular) no sentido

médio-lateral.

De posse desses dados foi calculado o Cross sectional

momento of inertia (CSMI) pela férmula:

CSMI=pi/64x[(T> W)-(t’w)]

t W

Figura 4 — Esquema das medidas necessarias para calculo do CSMI
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A partir deste resultado, pela metodologia de Hoogan et

al. (1997) foram determinadas as propriedades intrinsecas de:
a)Modulo de elasticidade(MPa): Calculado pela
formula:

E=(KL?)/(48CSMI)

Onde K é arigidez, L é o comprimento do span (15mm), e

o CSMIé o momento de inércia.
b)Resisténcia maxima(ultimate strenght)(MPa): valor
da resisténcia do material no ponto de forga maxima.
Calculado como:

S=Fmax.L.d/8CSMI

Onde d é o didmetro mais externo da cortical 6ssea.

4.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio
padrédo e analisados estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. Os
grupos foram submetidos a analise de variancia ANOVA e teste de Tukey.



5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal das ratas

Os valores obtidos de pesos corporeos dos animais
indicam ganho em todos 0s grupos experimentais (tabela 1 e 2). Os
resultados foram avaliados segundo o teste estatistico ANOVA, que
demonstrou na analise intra-grupos aumento de peso significativo (p<0,05)
nos grupos ovariectomizados (G1,G2,G3,G4,G5) (p=0,00001) e falso
operados (G6,G7,G8,G9,G10) (p=0,00001) (figura 5).

A andlise inter-grupos demonstra que ganho de peso
obtido no periodo 360 dias ndo apresenta diferenca significativa entre os
grupos OVZ(G5) e SHAM(G10), j& em todos os outros periodos
analisados houve diferenca significativa no aumento do peso entre o0s
grupos OVZ e SHAM, sendo o grupo OVZ o que obteve um maior

percentual de ganho (figura 6).

Tabela 1- Valores de média e desvio padrdo do peso corporeo inicial e
final em gramas (g) das ratas ovariectomizadas e o percentual de
variagao (%) nos grupos experimentais

Grupo Peso inicial (g) Peso final (g) % variacao (g)
G1 256,88 + 15,57 299,38 +21,29 17,00+ 12,56 *
G2 256,88 + 14,12 325,62 +16,35 26,85+ 3,91 *°
G3 261,38 +17,35 350,00+ 34,85 33,82+ 8,45 °C
G4 265,38 + 23,38 390,60 + 34,00 47,35+6,38°
G5 230,00 +33,00 372,50+4500 63,49 +22,05°

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey

<0,05).
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Tabela 2- Valores de média e desvio padrdo do peso corpéreo inicial e
final em gramas (g) das ratas do grupo SHAM e o percentual de variagéo
(%) nos grupos experimentais

Grupo Peso inicial (g) Peso final (g) % variacéo (g)
G6 276,25 + 13,56 284,38 + 10,50 3,48 +2,95°
G7 284,38 + 19,54 330,00 + 27,65 15,98 + 3,79 °
G8 267,50 + 29,2 314,38 + 19,90 18,64 + 13,80 °
G9 263,75 + 24,46 3525+34,1 34,19 + 13,57 °°
G10 238,13 + 14,87 347,50 £ 19,46 46,33 + 11,07 ¢
*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Figura 5 - Valores de médias do percentual (%) de variacdo do peso das ratas na
avaliacao intra-grupos
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Figura 6 - Valores de média e desvio padrao do percentual (%) de variagao do peso das
ratas segundo analise inter-grupos. O simbolo * indica que 0s grupos ovz e sham
diferem entre si.

5.2 Densidade radiogréafica dos fémures

Os valores obtidos das médias da densidade radiografica
demonstram variedade em todos 0s grupos experimentais (tabela 3 e 4).
O teste estatistico ANOVA demonstrou na analise intra-grupos que nao
houve diferenca significativa entre os periodos analisados (p>0,05) nos
grupos OVZ (p=0,051) e SHAM (p=0,40) (figura 7). J&4 na analise inter-
grupos pode-se observar diferenca estatisticamente significante nos
periodos 30 dias (p=0,02 <0,05) e 90 dias (p=0,02 < 0,05), obtendo-se nos
dois grupos maiores valores de densidade no grupo SHAM. Os demais
grupos apesar de apresentarem valores de densidade radiografica
maiores no grupo SHAM do que no grupo OVZ, ndo se demonstraram

estatisticamente significante, este fato s6 ndo é encontrado no grupo 360
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dias, que apesar de ter diferenca estatistica insignificante apresenta maior
valor de densidade no grupo OVZ do que comparado ao grupo SHAM
(figura 8).

Ao levarmos em consideragdo todos 0s grupos
experimentais em todos os periodos podemos observar diferenca
estatisticamente significante entre os grupos OVZ e SHAM (tratamento p=
0,009 <« 0,05).

Tabela 3 - Valores de média e desvio padrdo da densidade Optica
radiogréafica nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo Densidade Periodo
G1 121,37 + 13,74 * 30 Dias
G2 139,74 + 20,53 # 60 Dias
G3 129,00 + 10,96 * 90 Dias
G4 136,52 + 11,75 * 180 Dias
G5 141,57 £ 12,81 " 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).

Tabela 4 - Valores de média e desvio padrao da densidade Optica
radiografica nos grupos experimentais SHAM

Grupo Densidade Periodo
G6 145,47 + 22,13 @ 30 Dias
G7 143,23 + 8,60 @ 60 Dias
G8 154,83 + 25,85 2 90 Dias
G9 140,59 + 18,67 ® 180 Dias
G10 135,89 + 18,75 ° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Figura 7 - Valores de médias em pixels de densidade radiografica na avaliagdo intra-

grupos
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Figura 8 - Valores de média e desvio padrdo em pixels da densidade radiografica dos

fémures segundo analise inter-grupos. O simbolo * indica que os grupos OVZ e SHAM
diferem entre si.
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5.3 Propriedades biomecanicas

5.3.1 Forga Maxima

Os dados de média e desvio padrédo da forca maxima da
amostra podem ser visualizados nas tabelas 5 e 6.

O teste estatistico ANOVA demonstrou na analise intra-
grupos que houve diferenca significativa entre os periodos analisados
(p<0,05) nos grupos OVZ (p=0,0101) e SHAM (p=0,0001). Sendo os
periodos de 30 dias em ambos os grupos 0s que demonstram menores
valores de forgca maxima (figura 9).

Na analise inter-grupos podemos observar diferenca
estatisticamente significante apenas no periodo de 30 dias ( p=0,04).Nos
outros periodos analisados 0s grupos ovariectomizados apresentaram
menores valores de forca maxima em comparagdo ao grupo SHAM,

porém néo refletiu no grau de significancia (figura 10).

Tabela 5 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade biomecéanica
forca maxima nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo Forca Maxima Periodo
Gl 91,49 +7,27 " 30 Dias
G2 93,62 + 12,86 "° 60 Dias
G3 115,00 + 13,37 ® 90 Dias
G4 111,02 + 16,62 *° 180 Dias
G5 112,75 + 25,09 *° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Tabela 6 - Valores de média e desvio padrédo da propriedade biomecanica
forca maxima nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo Forca Maxima Periodo
G6 102,66 £ 12,78 2 30 Dias
G7 103,24 £11,29 2 60 Dias
G8 113,42 + 10,06 *° 90 Dias
G9 120,00 *+ 14,32 °° 180 Dias
G10 130,99 +8,13° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).

Forca Maxima

140+
- OVZ
-# SHAM
120+
z
100+
80 T T T

oD S O '&0 %bo
Tempo (dias)

Figura 9 - Valores de médias em Newton da forca maxima na avaliacdo intra-grupos
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Figura 10 - Valores de média e desvio padrao em Newton da andlise da forca maxima
dos fémures segundo analise inter-grupos. O simbolo * indica que os grupos OVZ e
SHAM diferem entre si.

5.3.2 Rigidez

Os dados de média e desvio padrdo da propriedade
biomecanica rigidez podem ser visualizados nas tabelas 7 e 8.

O teste estatistico ANOVA demonstrou na analise intra-
grupos que houve diferenca significativa entre os periodos analisados
(p<0,05) nos grupos OVZ(p=0,0131) e SHAM(p=0,0002). Sendo os
periodos de 30 dias em ambos 0s grupos os que demonstram menores
valores de rigidez. Pode-se verificar também que exceto no periodo 90
dias, em todos os outros periodos os valores do grupo ovariectomizado foi
menor do que no grupo SHAM (figura 11).
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Na andlise inter-grupos podemos observar que nao existiu
diferenca estatisticamente significante entre os grupos OVZ e SHAM em

nenhum dos periodos apresentados (figura 12).

Tabela 7 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade biomecéanica
rigidez nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo Rigidez Periodo
Gl 159,63 + 28,14 * 30 Dias
G2 170,7 + 54,1 *° 60 Dias
G3 218,0 + 59,7 "8 90 Dias
G4 211,1 + 45,00 *® 180 Dias
G5 237,8+50,1° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).

Tabela 8 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade biomecéanica
rigidez nos grupos experimentais SHAM

Grupo Rigidez Periodo
G6 198,6 + 48,8 2 30 Dias
G7 200,83 + 25,21 2 60 Dias
G8 213,23 +19,67 ° 90 Dias
G9 232,64 + 24,52 % 180 Dias
G10 267,75 + 23,39 ° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Figura 11 - Valores de médias da propriedade rigidez na avaliacao intra-grupos
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Figura 12 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade rigidez segundo analise
inter-grupos.
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5.3.3 Mddulo de elasticidade (E)

Os dados de média e desvio padrdo da propriedade
intrinseca médulo de elasticidade podem ser visualizados nas tabelas 9 e
10.

O teste estatistico ANOVA demonstrou na analise intra-
grupos que houve diferenca significativa entre os periodos analisados
(p<0,05) nos grupos 0OVZ(p=0,0128) e SHAM(p=0,0003). Sendo os
periodos de 30 e 360 dias 0s Unicos periodos em que o grupo OVZ
presenta maior médulo de elasticidade do que o grupo Sham(figural3)., ja
em todos outros periodos o grupo OVZ apresenta menor médulo de
elasticidade. Apresentando-se estatisticamente significativa na analise

inter-grupos o periodo de 60 e 90 dias (figural4).

Tabela 9 - Valores de média e desvio padrao da propriedade modulo de
elasticidade nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo E Periodo
G1 2,08 +0,63 "B 30 Dias
G2 0,75+0,30 # 60 Dias
G3 1,27 + 0,64 "B 90 Dias
G4 235+1,21"8 180 Dias
G5 213+1,068 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Tabela 10 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade médulo de
elasticidade nos grupos experimentais SHAM

Grupo E Periodo
G6 2,04+1,00? 30 Dias
G7 1,15+0,31° 60 Dias
G8 2,07 +£0,59 2 90 Dias
G9 2,96+1,19° 180 Dias
G10 1,65+0,47° 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).

Modulo de Elasticidade(E)

4-
-- OVZ
- SHAM
3_
g 2
= -
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N N N N 0
> © S e o0
Tempo (dias)

Figura 13 - Valores de médias da propriedade médulo de elasticidade na avaliagéo intra-

grupos
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Figura 14 - Valores de média e desvio padrdo do Modulo de elasticidade segundo
analise inter-grupos.

5.3.4 Resisténcia maxima (S)

Os dados de média e desvio padrédo da propriedade
resisténcia maxima podem ser visualizados na tabela 11 e 12.

O teste estatistico ANOVA demonstrou na analise intra-
grupos que houve diferenca significativa entre os periodos analisados
(p<0,05) nos grupos OVZ(p=0,001) e SHAM(p=0,001). Esta andlise
demonstrou que em ambos grupos, o periodo 180 dias foi o que
apresentou maiores valores de resisténcia, destacando-se. Nos periodos
de 60 e 360 dias os valores de resisténcia do grupo OVZ foi maior do que
no grupo SHAM, o que ndo acontece nos outros periodos( figura 15).

Na analise inter-grupos podemos observar que apenas no
periodo de 90 dias tivemos diferencga estatisticamente significante( figura

15).Sendo os periodos de 60 e 360 dias os Unicos periodos em que o
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grupo OVZ presenta maiores valores de resisténcia maxima do que o
grupo SHAM (figural6).

Tabela 11 - Valores de média e desvio padrao da propriedade resisténcia
maxima nos grupos experimentais ovariectomizados

Grupo S Periodo
G1 0,79+0,32" 30 Dias
G2 0,83+0,48" 60 Dias
G3 0,40 +0,40 * 90 Dias
G4 2,74 +0,83° 180 Dias
G5 0,91+0,91% 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).

Tabela 12 - Valores de média e desvio padrdo da propriedade resisténcia
maxima nos grupos experimentais SHAM

Grupo S Periodo
G6 1,23 +0,51° 30 Dias
G7 0,60 +0,202 60 Dias
G8 0,84 +0,27 2 90 Dias
G9 3,93+2,73° 180 Dias
G10 0,75+0,41°2 360 Dias

*Médias seguidas por letras distintas diferem estatisticamente entre si (ANOVA e Tukey
<0,05).
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Figura 15 - Valores de médias da propriedade médulo de elasticidade na avaliagéo intra-

grupos
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Figura 16 - Valores de média e desvio padrao da propriedade intrinseca resisténcia

maxima segundo andlise inter-grupos



6 DISCUSSAO

Com o envelhecimento populacional cada vez mais a
expectativa de vida vem aumentando e com iSso as pessoas tem que
aprender a conviver com o0 processo de deficiéncia hormonal, que cada
vez dura mais tempo, e apenas entendendo como o mesmo atua no
metabolismo 6sseo com o passar do tempo, poderemos criar medidas
efetivas para o controle desta enfermidade.

A osteoporose € uma doenca silenciosa, ou seja,
geralmente s6 se tem conhecimento de sua presenca depois de uma
fratura, esta onera o servico de saude e compromete a qualidade de vida
do individuo (Kowalski et al., 2001; Araujo et al.,2005; Fortes et al, 2008).

Entendendo a importancia do tema este trabalho se
propbs a analisar o efeito da deficiéncia estrogénica induzida no fémur de
ratas para tanto utilizamos analise de densidade Optica radiografica e
biomecénica.

O rato foi selecionado como modelo animal para estudo
da osteoporose devido a similaridade patofisiolégica entre o esqueleto
humano e do rato e por obedecer a critérios basicos como facil manuseio,
baixo custo, e passibilidade de reproducdo da doenca e seus diversos
tratamentos. Além disso, os protocolos para indu¢do da doenca sé&o
rapidos e ja bem estabelecidos (Lelovas et al., 2008).

O estrogeno é um hormbénio que compde o0 sistema
reprodutor masculino e feminino, produzindo numerosas acdes
fisiolégicas, tendo papel fundamental no metabolismo 6sseo (Kuiper et al.,
1997; Ruggiero; Likis, 2002; Khosla et al., 2005; Amadei et al., 2006).

Um dos principais mecanismos pelo qual esse horménio

atua no osso € através da diferenciacdo dos osteoclastos tanto direta
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guanto indiretamente. O estrégeno também regula a diferenciacdo e
formacdo dos osteoblastos modulando a producdo de citocinas
osteoclastogénicas (Srivastava et al., 2001).

Esse horménio também apresenta um importante
mecanismo atuando na reabsorcdo éssea promovendo a apoptose de
osteoclastos maduros bem como de seus precursores (Hughes et al.,
1996; Fountas et al., 2004).

A propriedade mecénica forca maxima demonstrou que o
grupo SHAM precisou de maior forca para fratura do fémur do que
guando comparada 0s animais ovariectomizados estando estes dados de
acordo com os encontrados com Comelekoglu et al. (2006), que concluiu
em seus estudos que a ovariectomia causa reducao da densidade mineral
Ossea e propriedades mecanicas. Estes dados também sdo encontrados
nos estudos de Melo; Gomide, 2005; Netto et al., 2006; Martynetz et al.,
2010. Porém Jiang et al. (2008) que demonstrou que a ovariectomia
apesar de induzir hiperfagia e aumento de peso nas ratas nao interfere na
massa 0ssea ou nas propriedades mecanicas.

Assim como o esperado a forca maxima e a densidade
radiografica nos animais com periodos de sacrificio de 30 e 90 dias
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos OVZ e SHAM, fato
este que podemos relacionar com o menor ganho de peso desses
animais quando comparados aos animais com mais de 90 dias pos
ovariectomia, uma vez que a gordura corpérea é relacionada a um fator
protetor contra osteoporose.

Abrahdo et al. (2006) verificou em seu estudo que a
propriedade biomecanica forca maxima apresenta diferengas
significativamente diferentes entre os grupos OVZ e SHAM e que o
mesmo nao ocorre com a propriedade rigidez. Fato este explicado pelo
autor como tempo insuficiente para alterar proporcionalidade entre o
suporte de carga e a deformacdo correspondente do material na fase

elastica, jA que seu estudo durou apenas 9 semanas. Assim como no
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estudo de Abrahéo et al. (2006), nossos estudos também demonstraram
gue apesar de apresentar resultados de forca maxima estatisticamente
significantes no periodo de 30 e 90 dias, essa significancia nao foi
refletida nos outros parametros biomecanicos, tal como rigidez.

Trabalhos na literatura utilizando fémur e vértebras
lombares demonstram que ratas submetidas a ovariectomia apresentam
menor densidade mineral éssea (BMD) quando comparadas ao grupo
controle, porém as propriedades biomecanicas do fémur ndo diferiram
entre os grupos (Orrico et al., 2007; Jiang et al., 2008).

Vérios estudos tém mostrado que a reducdo sérica de estrégeno
esta relacionada a aumento da ingestéo de alimentos (Yoned et al., 1998;
Chen; Heiman, 2001; Colombo, 2004). Segundo Chen; Herman (2001) o
aumento de peso decorrente da hiperfagia causada pela ovariectomia
ocorre tanto na massa magra, quanto no tecido gorduroso dos animais.
Baseando-se nessas literaturas, o sucesso da ovariectomia em reduzir 0s
niveis de horménios ovarianos em nosso trabalho p6de ser avaliado
atraveés das alterac6es de peso corporal dos animais.

Estudos demonstram que a esse aumento na ingestao de
alimentos é devido a tentativa de manutencao da homeostase frente ao
desequilibrio hormonal, uma vez que o0 estrogénio pode atuar no
metabolismo lipidico aumentando a lipogénese e diminuindo a
lipdlise(Heine et al., 2000; Jones et al., 2000; Torrezan et al., 2008). Outro
fator que pode interferir no aumento do peso de animais ovariectomizados
€ a diminuicdo da secrec¢do de leptina, uma citocina secretada por células
adiposas que tem o estrégeno como um de seus fatores reguladores, e é
um dos moduladores da ingestdo de alimentos (Vasconcellos et al., 2005;
Sousa et al., 2009; Ignéacio et al., 2009).

O aumento de peso observado nas ratas
ovariectomizadas ainda pode ser explicado como um mecanismo de
compensacao estrogénica, uma vez que os adipocitos sdo um dos

responsaveis pela aromatizacdo da P450, que converte a
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androstenediona em estrona, o estrégeno mais predominante durante o
periodo pos-menopausico (Wajchenberg, 2000).

Em nosso estudo também notamos um aumento
significativo no peso corporal de todos os animais, e que mesmo
pareando a quantidade de racéo recebida pelos grupos ovariectomizados
e falso-operados (SHAM) o aumento foi maior nas ratas ovariectomizadas
guando comparadas as SHAM operadas, estes dados também foram
encontrados em outros estudos que utilizaram ratas ovariectomizadas e
Sham operadas (Kimura et al., 2002; Amadei, 2007; Senra, 2009; Zoth et
al., 2010; Marchini, 2010).

A analise de imagens é um método ndo invasivo para
determinacdo da perda 6ssea. O método para avaliagdo da diminuicdo da
massa 0ssea e diagndstico de osteoporose mais utilizado ao redor do
mundo é a densitometria 0ssea, pois quando comparada a outros
métodos apresenta grande precisdo e seguranca a um custo acessivel
(Meirelles, 1999).

Muitos estudos, entretanto, utilizam os mais diversos
métodos para analise de imagens, como radiografia convencional,
ultrassom, tomografia computadorizada, ressonancia magnética para
avaliacdo da perda Ossea encontrada na deficiéncia estrogénica
(Giaveresi et al.,2004; Wagner, 2005; Damilakis et al., 2010).

Em nosso estudo decidimos avaliar a perda o6ssea
resultante da deficiéncia hormonal através da analise da densidade
radiografica, pois estudos demonstram ser um meétodo eficiente e de
baixo-custo, além de ser um equipamento a que temos facilidade de
acesso (Silva et al., 2007; Hernandez et al., 2011).

Na analise da densidade radiografica observou-se que os
grupos OVZ obtiveram menores valores de densidade radiogréfica
gquando comparados ao grupo Sham, estando estes resultados de acordo
com o esperado, assim como nos estudo de Netto et al., 2006; Zecchin et
al., 2006; Hernandez et al., 2011.
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O tempo utilizado mostrou-se eficiente para observarmos
em longo prazo os efeitos da deficiéncia hormonal, confirmando que os
maiores efeitos sobre o tecido 6sseo ocorrem nos primeiros 90 dias apés
a realizacdo da ovariectomia, assim como no classico estudo de Wronski
et al., 1989.

Com base nos resultados obtidos em nosso trabalho
podemos observar que a deficiéncia estrogénica provoca perda da massa
O0ssea e os parametros utilizados quando analisados isoladamente néo
refletem a realidade encontrada no tecido 6sseo, desta forma o ideal é
gue ao se analisar o tecido 6sseo de ratas ovariectomizadas sejam
levados em consideracdo varios parametros para maior confiabilidade de
resultados.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste experimento

pudemos concluir que:

a) os periodos em que a deficiéncia hormonal
apresentou efeitos significativos sobre o tecido 6sseo é o de 30, 60 e 90
dias apds a ovariectomia; sendo estes periodos ideais para inducao da
doenca, uma vez que com o decorrer de tempo os efeitos da deficiéncia
hormonal tornam-se menos significativos;

b) as propriedades biomecanicas apresentaram
intima relacdo com a densidade Optica radiografica, refletindo seus
valores, logo quanto menor for a densidade do osso maior sera a chance
de fratura do mesmo;

c) a ovariectomia induz um aumento na massa

corporal das ratas em todos os periodos analisados.
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