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Resumo

O objetivo desse estudo foi analisar se ha diferencas no efeito do desuso e
da deficiéncia de estrégeno sobre o tecido dsseo trabecular e cortical, e se
estes efeitos influenciam na qualidade do tecido ésseo aumentando sua
fragilidade. Para este estudo, 30 ratas Wistar com 19 semanas de idade
foram distribuidas nos grupos: controle (CON), descarregamento dos
membros posteriores (HLU) e ovariectomizado (OVX). As analises da
densidade dssea in vivo (DXA) dos fémures e tibias e as dosagens
plasmaticas de calcio, fosforo, fosfatase alcalina, TRAP
(espectrofotometria) e E, (ELISA) foram realizadas no inicio e fim do
experimento, com 19 e 27 semanas de idade respectivamente. Na 27°
semana, os fémures e as tibias foram desarticulados e armazenados para
avaliar a microestrutura do osso trabecular e cortical (microtomografia
computadorizada), além das propriedades biomecéanicas do colo femoral e
da diafise femoral e tibial (ensaio mecanico). O grupo HLU apresentou
diminuicdo na concentragdo plasmatica de calcio e atividade da fosfatase
alcalina total, diminuicdo na DMQOa do fémur com aumento na porosidade
cortical e diminuicdo na resisténcia d&ssea, entretanto, nao foram
observadas estas alteracdes na tibia. O grupo OVX apresentou diminuicdo
nas concentracdes plasmaticas de célcio, diminuicdo da DMOa do fémur,
deterioracdo trabecular no fémur e na tibia, com maior deterioracao nas
trabéculas dsseas tibiais, sem alteragdao na resisténcia 6ssea em ambos os
0ssos. Esses resultados demonstram que apesar do grupo HLU e OVX
apresentassem alteracdes na densidade mineral dssea e microarquitetura
o0ssea, podemos concluir que o desuso determinou maior perda no tecido
cortical e na resisténcia éssea em relagdo a deficiéncia de estrégeno.
Portanto, as analises da estrutura do tecido cortical, como a porosidade
cortical, podem ser preponderantes para prever o risco de fratura.

Palavras-Chave: osteopenia, ratos, forca dssea, ovariectomia, desuso.
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Abstract

The objective of this study was to analyze whether there are differences in
the effect of disuse and estrogen deficiency on trabecular and cortical
bone tissue, and whether these effects influence the quality of bone tissue
increasing its fragility. For this study, 30 Wistar rats with 19 weeks old,
were divided into groups: control (CON), hindlimb unloading (HLU) and
ovariectomy (OVX). In vivo analysis of bone density (DXA) from femurs
and tibias and plasma levels of calcium, phosphorus, alkaline
phosphatase, TRAP (spectrophotometry) and E, (ELISA) were performed
at the beginning and end of the experiment, and 19 age 27 weeks,
respectively. In the 27th week, the femur and tibia were disjointed and
stored to assess the microstructure of trabecular and cortical bone (micro-
computed tomography) and biomechanical properties of the femoral neck
and femoral shaft and tibial (mechanical tests). The HLU group showed a
decrease in plasma calcium concentration and total alkaline phosphatase
activity, decreased femoral BMAD with increased cortical porosity and
decrease in bone strength, however, there were no such changes in the
tibia. The OVX group showed a decrease in plasma concentrations of
calcium, decreased femoral BMAD, trabecular deterioration in the femur
and tibia, with further deterioration in the tibial trabecular bone, with no
change in bone strength in both bones. These results demonstrate that
although the HLU and OVX group showed changes in bone mineral density
and bone microarchitecture, we can conclude that the in disuse
determined higher cortical tissue loss and bone strength relative to
estrogen deficiency. Therefore, the analysis of the cortical tissue
structure, such as cortical porosity can be prevalent to predict fracture
risk.

Keywords: osteoporosis, rats, bone strength, ovariectomy, unloading.
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1 Introducao

O tecido 6sseo € um 6rgao rigido e dinamico, caracterizado como tipo
de tecido conectivo, composto por elementos organicos e inorganicos (1). A
fim de manter sua integridade estrutural e desempenhar sua funcao na
homeostase mineral, o osso € continuamente moldado e reparado, processo
chamado de remodelacdo Ossea, que é caracterizada por comunicacao de
células dsseas incluindo osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos (2).

Os osteoclastos, células multinucleadas, s3ao responsaveis pela
reabsorcdo déssea (3), ja os osteoblastos tem habilidade em produzir tecido
mineralizado, depositam novo osso para preencher o tunel escavado pelos
osteoclastos (4), além disso, se diferenciam em ostedcitos, que se incorporam
na matriz extracelular e atuam como mecanorreceptores no tecido 6sseo (5).

A comunicacdao entre as células é fundamental para que a
remodelacdo dssea acontega, sendo esta regulada por fatores locais, citocinas,
hormonios e forgcas mecanicas (6).

Dentre os fatores que regulam o metabolismo 6sseo, estd o sistema
RANK/RANKL/OPG (3). O receptor ativador do fator nuclear-kB (RANK)
localiza-se na superficie de precursores de osteoclastos e de osteoclastos
maduros, e sua ligagao com o ligante do receptor ativador do fator nuclear-kB
(RANKL) causa a inibicao da apoptose dos osteoclastos, além de estimular a
diferenciacdo e ativacao dos osteoclastos, o que causara reabsorcdo. A
ativacao de RANK pode ser antagonizada pela presenca da osteoprotegerina
(OPG), que sequestrara RANKL, inibindo a diferenciacdo e ativagao
osteoclastica (6, 7).

Portanto, as células ésseas podem controlar a osteoclastogénese em
direcao positiva por meio do aumento da expressao de RANKL e diminuicao da
expressao de OPG ou, inversamente, diminuindo a atividade da reabsorgao
Ossea se as proporcdes forem invertidas (4).

Dentre os hormonios, o estrégeno exerce atuacdo importante na
remodelacdo dssea, mantendo o balango entre formacgao e reabsorcdo (8).

O estrégeno estimula a expressao de OPG (9) e inibe a ativacdo de
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RANKL (10), além de atuar sobre os mondcitos promovendo reducdo
plasmatica de Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF-a)
(11, 12), substancias que regulam a fusdo e a diferenciacdo de células
precursoras de osteoclastos.

A deficiéncia de estrogeno, como na mulher menopausada, leva ao
desequilibrio entre reabsorcdo e formacdao ossea, onde o aumento da
reabsorcdo 0ssea excede a de formacao (13). Esse desiquilibrio contribui para
a perda da qualidade dssea (14), aumentando a incidéncia de osteoporose
(15), patologia que afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo.

A carga mecanica também tem consequéncias profundas na
remodecao éssea, pois o desuso provoca aceleragdao na remodelagao 0Ossea,
causando rapida perda de massa Ossea (4).

O osso tem habilidade em se adaptar ao estresse mecanico mudando
seu tamanho e formato, assegurando o desempenho mecanico do esqueleto
humano (16). Essa adaptacao mecanica no tecido 6sseo é provocada por acdes
dos osteoclastos e osteoblastos, os quais sdo orquestrados pelas células
mecanossensoriais, 0s ostedcitos (17).

Quando o estimulo mecanico externo produz deformagao no tecido
0sseo, ocorre tensao de cisalhamento, que atua sobre a membrana plasmatica
dos ostedcitos e sdo transmitidas por toda célula resultando na liberacao de
mediadores bioquimicos para a regulacdo da atividade osteoclastica ou
osteoblastica (5). Portanto, o desuso ou o excesso do uso produz fluxo
canalicular anormal, o qual é traduzido em sinais de reabsorcdo ou formacao
ossea.

A imobilizagdo ou o desuso esta associado com aumento da
esclerostina, produzida pelos ostedcitos. A proteina esclerostina € inibidor
potente da formacdo Ossea, agindo sobre a sinalizacdo Wnt que regula a
diferenciacao osteoblastica (18, 19). Portanto, a supressdo mecanica gerada
pela diminuicdo ou perda da atividade fisica, como em pacientes acamados,
imobilizados ou em astronautas, desencadeia reducdo na resisténcia e na
massa oOssea (20-23), devido ao declinio do numero de osteoblastos,

determinando diminuicdo na formacdo 6ssea (24) que também acarretara no
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aumento na incidéncia da osteoporose.

A osteoporose é caracterizada pela diminuicdo da massa dssea e
deterioracdo da microarquitetura déssea o qual resulta na diminuicdao na
densidade mineral 6ssea (DMO), seguida pela diminuicdo da resisténcia Ossea
com maior suscetibilidade as fraturas (1, 25, 26).

A fratura d0ssea esta associada, em humanos, com elevados gastos
publicos, reducdo de sua expectativa de vida, bem como perda de
independéncia (27-29). Portanto, para identificar o risco de fratura é
necessario e emergente analisar quais fatores sdao preponderantes na
qualidade d6ssea (30).

Sabe-se que o carregamento mecanico e a concentragcao plasmatica
de estrogeno exerce funcao crucial para a manutencdo da estrutura e
remodelamento ésseo. Para compreender melhor esses mecanismos, modelos
de animais sdo rotineiramente usados para avaliar a qualidade éssea devido as
limitacdes encontradas em estudos com participantes humanos. A auséncia de
carga nos membros posteriores (HLU - hindlimb unloading) é método usado
para simular os efeitos do desuso e hipoatividade fisica sobre o sistema
esquelético (26, 31, 32). Ja& a ovariectomia (OVX) induz a deficiéncia de
estrégeno semelhantemente em mulheres apds a menopausa(33).

Contudo, ainda ndao ha consenso se diferentes alteracdes, sejam
essas mecanicas ou hormonais, exercem 0s mesmos efeitos sobre a
microestrutura dssea e suas propriedades mecanicas.

Poucos estudos compararam estes métodos de indugdo a osteopenia,
e quando realizados, além de estudar apenas um sitio esquelético, se
limitaram na avaliagdgo da DMO ou na avaliagao trabecular, sem avaliar a
microestrutura cortical e sua importancia para a predicao das fraturas tanto no
fémur quanto na tibia.

Sabe-se que a osteoporose é diagnosticada geralmente por meio da
medicdo da DMO pelo densitobmetro de dupla emissao de raios-X (DXA) (34-
36) e que baixo DMO esta associado com aumento do risco de fratura (37).
Entretanto, a resisténcia do osso também é determinada por fatores como a

sua geometria e qualidade (38).
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A hipdétese deste trabalho é que, apesar de ambos os métodos
desencadearem diminuicdo na DMO, o desuso determinara maior perda na

resisténcia éssea em relacao a deficiéncia de estrégeno.
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2 Objetivos

Objetivo Geral:

Analisar se ha diferencas no efeito do desuso e da deficiéncia de
estrogeno sobre o tecido dsseo trabecular e cortical, e se estes efeitos
influenciam na qualidade do tecido dsseo aumentando sua fragilidade. Com
este estudo pretende-se contribuir com informagdes que visem a prevencao de
osteopenia e melhor qualidade de vida para organismos femininos na fase

adulta.

Objetivos Especificos:

Avaliar a influéncia do desuso e da deficiéncia de estrogeno sobre:

X A densidade mineral dssea areal;

> As concentragdes plasmaticas de calcio, fosforo, fosfatase
alcalina total e TRAP como indicadores de predisposicdo a reabsorcao ou
formacgao de tecido 6sseo;

<> A qualidade do tecido désseo trabecular e cortical pela analise
da microtomografia éssea;

<> A fragilidade dssea analisando os parametros biomecanicos
como a forca maxima, rigidez e energia no colo do fémur e nas diafises

femorais e tibiais por meio do ensaio mecanico.
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3 Metodologia

Todos os procedimentos utilizados para realizagdao deste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Estadual Paulista, Brasil (CEUA: FOA - 01037- 2013) (ANEXO).

3.1 Animais e procedimento experimental

Foram utilizadas 30 ratas Wistar (Universidade Estadual Paulista -
UNESP, Aracatuba/SP) mantidas em ambiente climatizado (22 +2°C) e ciclo
claro/escuro (12/12 horas diarias), em gaiolas comuns com numero de cinco
animais cada, alimentadas com ragcao para ratos de mesma qualidade e
fabricante (Purina®-Ratos e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil/12-13g/kg
calcio) e dgua a vontade. A saude geral das ratas foi monitorizada diariamente
e o0 esfregaco vaginal foi analisado durante a 172 e 183 semana de vida das
ratas, para comprovacgao do ciclo estral regular de acordo com o protocolo de
Long e Evans (39). Ao completarem 19 semanas de idade, periodo em que nao
ha influéncia do rapido crescimento d6sseo (< 3 meses de idade) ou perda
O0ssea pela idade (= 9 meses de idade) (40), os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais: grupo controle (CON); grupo
descarregamento dos membros posteriores (HLU) e grupo ovariectomizado

(OVX) como mostrado no diagrama esquematico na figura 1.

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 AT Idade (semanas)

Analise do ciclo estral

Andlise in vivo - DXA + plasma Analise in vivo - DXA + plasma
B B
ex vivo
- Micro-CT
L i S oo eyt e suspensdo et
Ensaio mecdnico
ovX cirurgia -———--—————

Figura 1 — Diagrama esquematico do experimento animal.
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3.2 Ciclo estral

O ciclo estral de ratas tem duracdao média de quatro dias,
caracterizado por quatro fases, proestro, estro, metaestro e diestro, as quais
podem ser determinadas pela distribuicao dos tipos celulares observados no
esfregaco vaginal, entre eles, os leucdcitos, células arredondadas nucleadas e
células epiteliais cornificadas. O acompanhamento e analise do ciclo estral das
ratas foram realizados durante 15 dias na 172 e 182 semana de vida. Os
animais que apresentaram ciclicidade foram aleatoriamente distribuidos nos
grupos experimentais. O acompanhamento do ciclo estral de todos os animais
foi realizado por meio do esfregaco vaginal ndo corado colhido no periodo
matutino (8h) e analisado a fresco ao microscopio éptico, segundo a técnica de

Long e Evans (39).

3.3 Ovariectomia

Apds anadlise do ciclo estral, com 19 semanas de idade, as ratas do
grupo OVX foram ovariectomizadas (41). Os animais foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (Vetaset - Fort Dodge/ 50 mg/Kg p.c., i.p.) e xilazina
(Coopazine - Coopers Brasil Ltda/25 mg/Kg p.c., i.p.), para a realizagao de
incisdes abdominais laterais, na regidao pré-pubiana, acessando-se e expondo
as porcOes distais do uUtero. Logo apds, foi realizada a remogao dos ovarios
nos animais do grupo ovariectomizado. Em seguida, todos os animais foram
suturados e receberam dose profilatica de antibidtico (Pentabidtico Veterinario,
1 mL/kg, i.m; Fort Dodge Animal Health Ltd) e anti-inflamatério (Meloxican,
1mg/kg, subcutaneo). Para comprovar a deficiéncia de estréogeno, foi realizado
o acompanhamento e analise do ciclo estral 15 dias ap6s a ovariectomia. A
eutanasia de todos os grupos foi realizada dois meses apds a ovariectomia com

27 semanas.
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3.4 Descarregamento dos membros posteriores

O grupo HLU foi submetido ao descarregamento dos membros
posteriores durante 21 dias antes do fim do experimento, proposto por Morey-
Holton e Globus (42), com modificacdbes no protocolo, utilizando espuma
adesiva (Reston), que foi colocada de um lado a outro na cauda e fixada com
esparadrapo (Figura 2A). O animal ndo precisa ser anestesiado. Apds tal
procedimento a alca de espuma foi presa a uma presilha e dependurado em
uma barra cilindrica rosqueada com altura ajustavel no compartimento
superior da gaiola (Figura 2A). Deste modo, € permitido ao animal apoio
suficiente dos membros anteriores para locomover-se e alimentar-se (Figura
2B). Na barra de sustentacdao foram colocados dois bloqueios metalicos nas
extremidades, que foram ajustados de modo a nao permitir que o animal
tenha contato com as paredes da gaiola. A agua foi fornecida por bebedouro
colocado em altura adequada na parede da gaiola e racao comum foi colocada
no assoalho. Os animais foram suspensos durante 21 dias e a eutanasia foi

realizada logo em seguida, com 27 semanas de idade.

Figura 2: Preparo e técnica de fixacdo do animal para a suspensdo, utilizada para o
descarregamento dos membros posteriores (HLU) (A). Animal na gaiola de suspensdao com
descarregamento dos membros posteriores (B). Fonte: VALADARES, A. 2012.
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3.5 Massa Corporal

A massa corporal de todos os animais foi mensurada no inicio e no
fim do experimento, com 19 e 27 semanas de idade, utilizando balanca digital
de precisdo Toledo®.

3.6 Densidade mineral ossea in vivo

Ao completar 19 e 27 semanas de idade (antes e apods os
experimentos, respectivamente), os animais de todos o0s grupos foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (Vetaset - Fort Dodge/ 50 mg/Kg
p.c., i.p.) e xilazina (Coopazine - Coopers Brasil Ltda/25 mg/Kg p.c., i.p.), para
a realizacdao da densitometria déssea in vivo dos fémures e tibias do lado
direito. Apds a anestesia, os animais foram colocados individualmente sobre o
densitometro (Figura 3A) na posicao de incidéncia pdstero-anterior (PA) e
submetidos & andlise da densidade mineral éssea areal - DMOa (em g/cm?),
area (cm?) e contelido mineral 6sseo - CMO (g) medidos em todo o osso. A
DMOa foi medida com o densitometro de dupla emissdo de raios-X (DXA)
(Figura 4) previamente calibrado conforme fabricante (modelo DPX-Alpha,
Lunar® WI, USA) com software especial para pequenos animais acoplado a um

computador (Figura 3B).

Figura 3: Imagem do animal posicionado para a realizagdo da analise densitométrica inicial e
final (A) e captura da imagem do fémur e da tibia pelo densitébmetro 6sseo usando software
especial para pequenos animais (B). Fonte: BIFFE, BG. 2011.
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Figura 4: Densitometro DPX-ALPHA LUNAR. Fonte: STRINGHETTA-GARCIA, CT, 2012.
3.7 Analises Bioquimicas

A coleta sanguinea foi realizada no inicio do experimento com 19
semanas de idade, e ao final do experimento com 27 semanas por meio de
puncao cardiaca (43). O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm, durante 15
minutos a 4°C. O plasma foi fracionado e armazenado em freezer -80°C.
Foram realizadas analises bioquimicas de calcio, fosforo, fosfatase alcalina total
e TRAP para verificacdo da atividade celular do metabolismo désseo e analise da

concentragao de estradiol para comprovagao do hipoestrogenismo.

3.7.1 Calcio

As determinagdes de calcio foram realizadas por método
espectrofotométrico (Calcium Liquiform, Labtest Diagndstica SA, MG, Brasil,
cat. 90). O calcio reage com a purpura de ftaleina em meio alcalino, formando

complexo de cor violeta. A absorbancia foi determinada em 570 nm.
3.7.2 Fésforo

As determinacdes de fésforo foram realizadas pelo método
espectrofotométrico de Daly e Ertingshausen (1972) (44) modificado,
utilizando kits comerciais (Phosphorus UVLiquiform, Labtest Diagnostica SA,
MG, Brasil, Cat. 12). O fdsforo inorganico reage com o molibdato de amoénio
na presenca de a&cido sulfurico, resultando na formagao de complexo

fosfomolibdato nao reduzido, que foi determinado em 340 nm.
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3.7.3 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina foi usado como marcador de formacdo Ossea, e
determinada por método de ROY (45) (1970) modificado, com o emprego de
Kits comerciais (Fosfatase Alcalina, Labtest Diagndstica SA, MG, Brasil, Cat.
40), por reacao de ponto final, utilizando como substrato timolftaleina

monofosfato.
3.7.4 TRAP

A atividade da TRAP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi determinada
por ensaio colorimétrico utilizando o protocolo adaptado de Granjeiro et al.
(1997) (46) e Janckila et al. (2006) (47) usado como marcador da atividade

osteoclastica.
3.7.5 Estradiol (E)

A determinagdo da concentracdo plasmatica de E, (IBL international
GMBH, Hamburgo, Alemanha) foi realizada por meio de ensaio de
imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) por fase sdlida, sendo a dose
minima detectavel de 0,28 pg/mL. Todas as amostras foram dosadas em

monoclata e no mesmo ensaio para evitar erro inter-ensaio.

3.8 Microtomografia computadorizada

Apds a eutanasia, os fémures e as tibias do lado direito de cinco
animais de cada grupo foram escolhidos aleatoriamente e imediatamente
armazenados com soro fisioldgico a -20°C. Vinte quatro horas antes das
analises, os ossos foram transferidos para uma temperatura de 7°C e depois
mantidos em temperatura ambiente até o término da microtomografia dssea.

Foi realizada avaliagao tridimensional ndao destrutiva da arquitetura
o0ssea dos fémures e tibias, na Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP)
da UNICAMP com microtomdgrafo computadorizado Skyscan 1174 (Skyscan,

Aartselaar, Bélgica). Todas as pecas foram conduzidas com filtro de aluminio
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0.5mm, 185° de rotagao, 0.4° de passo, 50kV e 800 pA de configuracdo da
fonte. Os fémures e as tibias foram posicionados craniocaudalmente para a
obtencao das fatias, com resolugao de 16um e 14 upm, respectivamente. A
regiao de interesse de osso trabecular da epifise femoral foi manualmente
interpolada e analisada 50 fatias, na regido que compreende cabeca, colo e
trocanter maior do fémur, 150 fatias abaixo da primeira imagem d&ssea. A
regido de interesse de osso trabecular da tibia foi manualmente interpolada e
foram analisadas 50 fatias na metafise proximal da tibia, 100 fatias abaixo da
faixa de crescimento. No osso cortical do fémur, na diafise femoral, foram
analisadas 50 fatias, 250 fatias abaixo da primeira imagem ossea. A regido de
interesse do osso cortical da tibia foi manualmente interpolada e analisadas 50
fatias na diafise tibial, 350 fatias abaixo da faixa de crescimento. A figura 5
apresenta as regides analisadas na microtomografia dssea.

Cada peca foi reconstruida usando o software que acompanha o
Skyscan (NRECON;Skyscan) e para a analise tridimensional (3D) foi utilizada o
software CTAn v.1.5.0 (Skyscan). Os parametros analisados para o 0sso
trabecular foram: BV/TV (%) - volume dsseo percentual (volume 6sseo pelo
volume tecidual); Tb.Th (mm) - espessura trabecular; Tb.N (mm™) - nimero
de trabéculas por milimetro de tecido, Tb.Sp (mm) - separacao trabecular,
SMI - indice do modelo de estrutura, Po total (%) - porosidade total e Conn.Dn
(mm™) - densidade da conectividade. Para o osso cortical na diafise do fémur e
tibia, as caracteristicas e métodos foram descritas por Bonnet (48). Foram
analisados Ct.TV (mm?) - drea do volume total, Ct.BA (mm?) - area dssea,
Ct.MA (mm?) - drea medular, Ct.Po (%) - porosidade cortical e Po.N (1/mm) -
numero de poros, mensurados de acordo com o método MIL, Po.Dm (mm) -
diametro do poro e Po.Sp (mm) - espacamento do poro foram derivados a
partir do método de Hildebrand (49). A espessura cortical Ct.Th (mm) foi
analisado com o programa Image ] (Dominio Publico), usando os slices

reconstruidos a partir da microtomografia dssea (50).
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Figura 5- Regido de interesse da imagem obtida na microtomografia dssea: (A) epifise
proximal femoral (150 fatias abaixo da primeira imagem odssea), (B) Diafise femoral (250
fatias abaixo da primeira imagem odssea), (C) Metafise proximal tibial (100 fatias abaixo da
faixa de crescimento) e (D) diafise tibial (350 fatias abaixo da faixa de crescimento). Fonte:
PERES-UENO, MJ. 2015.

3.9 Ensaio mecanico

Os fémures e tibias do lado direito de todos os animais foram
submetidos a ensaios mecénicos em maquina universal EMIC®, modelo DL
3000. A carga foi aplicada com velocidade de 2 mm/min e aplicagao da forca
de 2000N para determinacao da forca maxima (N) e determinacgao posterior da
rigidez 6ssea (N/mm) e energia absorvida até a forca maxima (mJ) calculados
a partir da curva obtida no ensaio (51). Os resultados foram registrados em
sistema computacional pertencente ao préprio equipamento que fornece os
valores de Forca x Deformacdo. Para o cdlculo da Rigidez determinou-se a
parte da curva de Forca x Deformacdo relativa a fase elastica do ensaio. A
energia absorvida pelo osso é obtida pela area sob a curva forca x deformacgao

até o ponto de forca maxima.
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3.9.1 Flexao de trés pontos do fémur e da tibia

As tibias e os fémures foram apoiados em dois suportes (dois pontos)
sendo a distancia de vao de apoio de 20 mm (Figura 6). A forca foi aplicada
nos 0ssos em um terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois apoios

(ensaio de flexdo em trés pontos) (51).

Figura 6: Ensaio mecanico de flexdao de trés pontos. Fonte: PERES-UENO, MJ. 2015.

3.9.2 Colo femoral

Para analise da forga maxima, rigidez e energia na regidao do colo
femoral, o fémur foi colocado em aparato metalico adaptado e mantido fixado
na vertical - longo eixo (Figura 7). A forca de compressao foi aplicada na
regido da cabeca do fémur cuja linha de acdo do vetor forca é paralela ao eixo
longo do fémur, causando momento fletor na regido da cabeca e colo femoral
(52).

Figura 7: Ensaio mecanico de compressado no colo femoral. Fonte: PERES-UENO, MJ. 2015.



31

3.10 Analise Estatistica

Os dados foram representados como média + desvio padrao. A
normalidade dos dados foi analisada com o teste Kolmogorov-Smirnov. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia - ANOVA e seguido pelo pos-
teste de Tukey (paramétrico) ou Dunn’s (ndo paramétrico) para comparagao
entre os grupos ao final do experimento. Para analise intra-grupo, no inicio e
fim do tempo experimental, os dados foram submetidos ao teste t pareado. Foi
utilizado o programa computacional GraphPad InStat®, versao 6.0. O nivel de

significancia adotado foi de 5% em todas as analises.

4 Resultados

Apds a realizagcdo do ciclo estral, quatro animais apresentaram
aciclicidade e foram excluidos do experimento, dois animais do grupo CON e
dois do grupo HLU. Com 19 semanas, ao realizar o DXA, um animal do grupo

CON morreu apds a anestesia.

4.1 Massa Corporal

Apds o fim do experimento, com 27 semanas de idade, a massa
corporal aumentou significantemente comparada ao inicio do experimento nos
grupos CON (270,4+22,27g x 293,5+24,44g, p = 0,0003) e OVX
(292,8+25,74g X 352,8+29,61g, p = 0,0010), e diminuiu no grupo HLU
(286,1+15,65g X 275,5+24,97g, p = 0,0163). Entre os grupos, ao final do
experimento, a massa corporal do grupo OVX foi significativamente maior que
a do grupo CON (p = 0,0003) e que a do grupo HLU (p = 0,0001) (Figura 8).


http://www.portalaction.com.br/inferencia/62-teste-de-kolmogorov-smirnov
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Figura 8 - Massa corporal (g) dos grupos controle (CON), descarregamento dos membros
posteriores (HLU) e ovariectomizado (OVX), no inicio e no fim dos experimentos, com 19 e 27
semanas, respectivamente. * Diferenca significante entre o inicio e o fim do experimento,
p<0,05. ** Diferenca significante entre os grupos ao final do experimento, p<0,05. Coluna
apresenta média + desvio padrao.

4.2 Densidade ossea in vivo

A andlise da densitometria dssea inicial (19 semanas) e final (27
semanas) dos animais esta apresentada na Tabela 1. Houve diminuicdo na
DMOa dos fémures do grupo HLU e OVX quando comparado ao inicio do
experimento (p = 0,015 e p = 0,007, respectivamente). Porém, ao analisar a
DMOa final entre os grupos, nao observou diferenca significante (p= 0,105,
ANOVA).

O CMO dos fémures nao apresentou diferenca tanto entre inicio e fim
de cada grupo, quanto entre os grupos. A area total dos fémures do grupo HLU
e OVX foi maior comparado ao inicio do experimento (p=0,039 e p=0,009,
respectivamente).

Ao analisar as tibias, a DMOa dos grupos CON, HLU e OVX nao
apresentou diminuicdo significante. O CMO das tibias do grupo OVX foi maior
comparado ao HLU ao final do experimento (p=0,0196). Houve aumento na
area da tibia do grupo CON (p=0,0391) e no OVX (p=0,0098) comparado ao

inicio do experimento.
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Tabela 1 - Densitometria dssea inicial (i) e final (f). Contetdo Mineral Osseo
(CMO, g), area total (cm?2) e Densidade Mineral Ossea areal (DMOa, g/cm?2) de
ratas CON, HLU e OVX.

CON HLU oVX

i f i f i f
N 10 7 10 8 10 10
Fémur
DMOa (g/cm?) 0,253 +0,04 0,248 +0,04 0,271+0,07° 0,220+0,02° 0,250 +0,03° 0,228 +0,01°
CMO (g) 0,256 £0,05 0,262+0,05 0,270+0,08 0,235+0,03 0,256+0,05 0,266 + 0,02
Area (cm?) 1,010+0,10 1,053+0,10 1,013+£0,09° 1,072%0,10° 1,018+0,10* 1,124 +0,10°
Tibia
DMOa (g/cm®) 0,186 +0,02 0,174+0,03 0,203+0,06 0,160+0,01 0,191+0,17 0,164 + 0,02
CMO (g) 0,227 £0,06 0,201 £0,04 0,246+0,07 0,178+0,01" 0,207 +0,04 0,223 +0,03°
Area (cm?) 1,130 £0,12° 1,160 +0,13°® 1,173+0,102 1,112+0,05* 1,134 +0,10*° 1,298 + 0,06

Valores em média + desvio padrao.

Letras minusculas diferentes significam diferencas significantes entre o inicio e o fim do
experimento no mesmo grupo com p<0,05 realizados com teste t pareado paramétrico ou ndo
paramétrico. Letras mailsculas diferentes significam diferencas significantes entre os grupos ao
final do experimento com p<0,05 realizados com o teste ANOVA seguido por teste de Tukey
(paramétrico) ou Dunn’s (ndo-paramétrico). CON: grupo controle; HLU: grupo
descarregamento dos membros posteriores; OVX: grupo ovariectomizado; DMOa: densidade
mineral 6ssea, CMO: conteldo mineral dsseo.

4.3 Dosagens bioquimicas

Os ensaios bioquimicos evidenciaram que a concentragdo plasmatica
de E, apods a ovariectomia, diminuiu 75% comparado ao controle, enquanto
gue no grupo HLU a diminuicao foi apenas 16%. A concentracdao plasmatica de
calcio foi menor apds os experimentos nos grupos HLU (11,29+0,79 x
9,94+1,49 mg/dL, p = 0,0320) e OVX (11,40+0,62 x 10,15+1,65 mg/dL, p =
0,0318) comparados ao inicio do experimento (Figura 9A). As concentracdes
de fosforo de todos os grupos experimentais mantiveram a concentracao em
equilibrio (Figura 9B). A atividade da fosfatase alcalina nas ratas HLU foi
significativamente menor comparado ao inicio do experimento (54,18+11,82 x
38,99+5,33 U/L, p = 0,0313) e menor comparado ao grupo OVX (p = 0,0282)
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(Figura 9C). A atividade da TRAP no grupo CON diminuiu significantemente
comparada ao inicio do experimento (p = 0,001) representando queda de 40%
(Figura 9D). Embora nao haja diferenca estatisticamente significante entre os
grupos HLU e OVX ao final do experimento, nota-se que no grupo HLU houve
diminuicdao de 20% na atividade de TRAP enquanto que no grupo OVX essa
diminuicdo foi atenuada, com apenas 11% comparado ao inicio do
experimento, sinalizando aumento da atividade osteoclastica comparado ao

grupo controle.
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Figura 9- Concentracdo plasmatica de calcio (A), fosforo (B), fosfatase alcalina total (C) e TRAP
(D) de ratas do grupo controle (CON), descarregamento dos membros posteriores (HLU) e
ovariectomizado (OVX) no inicio e no fim dos experimentos, com 19 e 27 semanas,
respectivamente. * Diferenga significante entre o inicio e o fim do experimento, p<0,05. **
Diferenca significante entre os grupos ao final do experimento, p<0,05. Coluna representa
média *+ desvio padrio.
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4.4 Microtomografia ssea do osso trabecular

Apds a OVX, houve deterioracdo na microestrutura éssea trabecular
na epifise proximal femoral, com diminuicdo em BV/TV (p = 0,034) e aumento
na Po.total (p = 0,048) comparado ao CON (Tabela 2; figura 10A). Em contra
partida, ndo houve diferenca significante entre HLU e CON na microestrutura
femoral.

Na tibia, a alteracdo d6ssea apos a OVX foi exacerbada com alteracao
em BV/TV, Tb.N, Conn.Dn, SMI e PO.total (todos p<0,05) comparado ao grupo
CON, e aumento no espassamento trabecular- Tb.Sp comparado ao grupo HLU

(p = 0,042) (Tabela 2; figura 10B).

CON HLU ovX

Figura 10 - Reconstrucdo em 3D de 50 fatias da microtomografia do osso trabecular da epifise
femoral (A) e da metafise tibial (B) dos grupos controle (CON), suspenso (HLU) e
ovariectomizado (OVX).

4.5 Microtomografia 6ssea do osso cortical

A area do volume total (Ct.TV) foi maior nos grupos HLU e OVX
comparado ao CON (p=0,006,ANOVA), porém, a area medular (Ct.MA)
também aumentou significantemente em ambos os grupos (p = 0,006,
ANOVA). O espacamento do poro (Po.Sp) foi maior nos grupos HLU e OVX (p =
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0,0001 ANOVA). O efeito do desuso mostrou alteracdo na microestrutura dssea
cortical na diadfise do fémur diferindo dos resultados que obteve no osso
trabecular na epifise femoral, causando aumento na porosidade cortical (Ct.Po)
comparado ao CON (p = 0,020) (Tabela 3; figura 11A).

Na diafise tibial houve aumento em Ct.TV e Ct.MA no grupo OVX
comparado ao grupo HLU (p = 0,0137 e p = 0,0194, respectivamente). Os
demais parametros ndo tiveram diferancas significantes (Tabela 3; figura 11B).

Tabela 2 - Microarquitetura do osso trabecular do fémur e tibia dos
grupos controle (CON), descarregamento dos membros posteriores
(HLU) e ovariectomizado (OVX).

CON HLU OvX p value
Epifise femoral
BV/TV (%) 62,53 + 3,13" 58,73 + 8,42"° 44,00 + 18,21° 0,049
Tb.N (mm™) 3,73+0,26 3,61 0,00 3,01 +1,53 1,000
Tb.Th (mm) 0,15 + 0,00" 0,14 +0,01"° 0,13 + 0,005° 0,048
Tb.Sp (mm) 0,16 + 0,01 0,15 + 0,02 0,29 + 0,22 0,223
Conn.Dn (mm™®) 73,89 + 4,20 90,94 + 20,31 77,39 35,17 0,241
SMI -0,18 £ 0,28 0,17 £0,80 0,61 £ 0,58 0,075
Po total (%) 37,44 + 3,096" 41,26 + 8,41"8 55,99 + 18,218 0,049
Metafise tibial
BV/TV (%) 37,46 +11,97" 36,37 £ 10,27"° 13,02 + 6,52° 0,013
Tb.N (mm™) 3,019+0,68"  3,019+0,6801" 0,994 + 0,505° 0,013
Tb.Th (mm) 0,11 +11,97 0,10 + 0,009 0,10 £ 0,009 0,511
Tb.Sp (mm) 0,20 + 0,05"° 0,19 +0,04" 0,450 +0,12° 0,013
Conn.Dn (mm™®) 103,1 £37,75"®  106,6 + 26,40" 25,99 + 14,45° 0,013
SMI 1,41 +0,56" 1,47 +0,48" 2,38 +0,18° 0,003
Po total (%) 62,53 +11,97* 63,62 + 10,27*® 86,97 + 6,52° 0,013

Valores em média + desvio padrdo, n = 5 ossos/grupo. Avaliados por microtomografia
0ssea. Letras diferentes significam diferencas significantes com p < 0,05 realizados
com o teste ANOVA seguido por teste de Tukey (paramétrico) ou Dunn’s (ndo-
paramétrico). BV/TV: fracdo do volume oésseo; Tb.N: numero trabecular; Tb.Th:
espessura trabecular; Tb.Sp: separacdo da trabécula; Conn.Dn: densidade da
conectividade; SMI:indice do modelo de estrutura; Po total: porosidade total.
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CON HLU ovX

Figura 11 - Reconstrucdao em 3D de 50 fatias da microtomografia do osso cortical da diafise
femoral (A) e da diafise tibial (B) dos grupos controle (CON), descarregamento dos membros
posteriores (HLU) e ovariectomizado (OVX).

4.6 Ensaio de flexdo de trés pontos

Na diafise femoral, a forca maxima do grupo HLU foi menor
comparado ao OVX (p = 0,036), porém sem diferenca estatistica entre CON (p
= 0,791) (Tabela 4). A energia absorvida até a forca maxima foi maior no OVX
(p= 0,001, ANOVA), mostrando que na diafise femoral, o grupo OVX suportou
maior carga comparado ao grupo HLU. Entretanto, na diafise tibial, os
parametros biomecanicos analisados nao obtiveram diferengas estatisticas

entre os grupos.

4.7 Colo femoral

No colo do fémur, o grupo HLU demonstrou maior rigidez comparado
ao OVX (p = 0,014), porém sem diferenca estatistica entre CON (p = 0,247)

(Tabela 4). A energia absorvida até a forga maxima foi maior no grupo OVX (p
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= 0,016, ANOVA), mostrando que no colo femoral, o grupo OVX suportou

maior carga comparado ao grupo HLU.

Tabela 3 - Microarquitetura do osso cortical do fémur e tibia dos
grupos controle (CON), descarregamento dos membros posteriores
(HLU) e ovariectomizado (OVX).

CON HLU OvVX p value
Diafise femoral
Ct.TV (mm?) 35,2 + 3,42" 44,45 + 3,23° 43,98 + 5,32° 0,006
Ct.BA (mm?) 26,52 + 1,97 29,74 + 2,46 29,76 2,35 0,069
Ct.MA (mm?) 8,682 + 1,54" 14,71 £ 1,20° 14,22 + 4,13° 0,006
Po.Dm (mm) 0,558 + 0,03 0,542 + 0,05 0,522 + 0,01 0,412
Po.N (1/mm) 1,10 £ 0,09 0,96 + 0,06 0,998 + 0,09 0,067
Po.Sp (mm) 0,264 + 0,03" 0,386 + 0,02° 0,346 + 0,04° 0,000
Ct.Po (%) 37,25+ 1,70" 49,45 + 2,44° 48,02 + 4,818 0,007
Ct.Th (mm) 0,560 + 0,04 0,559 + 0,071 0,548 + 0,02 0,918
Didafise tibial
Ct.TV (mm?) 35,58 + 1,90"° 33,14 + 2,28" 38,06 + 1,01° 0,008
Ct.BA (mm?) 25,90 + 0,93 25,08 + 2,57 25,98 + 0,68 0,829
Ct.MA (mm? 9,67 + 2,40 8,06 + 0,54" 12,08 + 1,028 0,015
Po.Dm (mm) 0,48 + 0,03 0,48 + 0,03 0,47 £ 0,06 0,975
Po.N (1/mm) 1,08 £0,12 1,08 £ 0,03 1,01 £0,10 0,302
Po.Sp (mm) 0,26 + 0,04 0,29 + 0,02 0,264 + 0,01 0,254
Ct.Po (%) 52,46 + 3,24 54,08 + 2,71 49,14 + 2,09 0,074
Ct.Th (mm) 0,40 + 0,04 0,39 + 0,04 0,38 + 0,05 0,692

Valores em média = desvio padrdo, n =
microtomografia dssea.

5 o0ssos/grupo.

Avaliados por

Letras diferentes significam diferengas significantes com p < 0,05 realizados com o
teste ANOVA seguido por teste de Tukey (paramétrico) ou Dunn’s (ndo-
parameétrico). Ct.TV: area do volume total; Ct.BA: area oOssea; Ct.MA : area
medular; Ct.Po: porosidade cortical; Po.Dm: diametro do poro; Po.Sp: espaco entre
os poros; Po.N: nimero de poros; Ct.Th: espessura cortical.
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Tabela 4 - Parametros biomecanicos da diafise femoral e tibial e do

colo femoral.

CON HLU OVX p value
Diafise femoral
Forca méaxima (N) 99,38 +10,5"® 94,26 + 16,46" 113,3+13,97° 0,036
Rigidez (N/mm) 228,2£26,02  232+4942  226+33,98 0,952

Energia absorvida (mJ) 33,25 +6,02" 34,81 +7,71* 48,94 +9,51° 0,001

Diafise tibial

Forca maxima (N) 61,01 £9,17 64,12 £ 9,61 65,97 + 8,97 0,600
Rigidez (N/mm) 99,34 + 15,2 101 £17,49  100,6 + 11,63 0,979
Energia absorvida (mJ) 26,71 £5,93 31,9 £4,53 31,42 £5,19 0,180

Colo femoral
Forgca maxima (N) 104,3 + 16,83 99,08 + 8,89 107 7,99 0,389
Rigidez (N/mm) 200,1 +136,6" 302 +132,9* 127,3+64,52®° 0,019

Energia absorvida (mJ) 48,29 +22,34"® 3366 + 13,47" 60,26 +15,33® 0,016

Valores em média + desvio padrao.

Letras diferentes significam diferencas significantes entre os grupos ao final do
experimento com p < 0,05 realizados com o teste ANOVA seguido por teste de
Tukey (paramétrico) ou Dunn’s (ndo-paramétrico). CON: grupo controle; HLU:
grupo descarregamento dos membros posteriores; OVX: grupo ovariectomizado.

5 Discussao

Nossos resultados mostram que o desuso apresentou diminuicao na
densidade mineral dssea, aumento na porosidade cortical do fémur, bem como
diminuicdo na resisténcia d6ssea femoral, levando-o a um maior risco de
fratura. Entretanto, o desuso ndo causou alteragdes na tibia. Por outro lado, a
deficiéncia de estrégeno também resultou na diminuicdo da densidade mineral
o0ssea femoral com grande deterioracdo na regido trabecular tanto no fémur
quanto na tibia, porem, ndo apresentou alteragdes na resisténcia ossea.

Para avaliar os efeitos da deficiéncia de estrogeno sobre o
metabolismo &sseo, a ovariectomia (OVX) foi realizada em ratas Wistar. A

eficacia da cirurgia foi confirmada pela diminuicdo de 75% da concentragao
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plasmatica de E,, aciclicidade estral durante 15 dias apds a cirurgia (53),
aumento da massa corpdérea (54), diminuicdo da densidade mineral éssea
areal (aDMO) e deterioracdao trabecular, caracteristicas comuns em ratas
ovariectomizadas (55), e, para investigar os efeitos do desuso sobre as
propriedades Osseas, nds utilizamos a técnica de descarregamento dos
membros posteriores (HLU), durante 21 dias em ratas Wistar (56).

De acordo com 0s nossos resultados, o grupo HLU mostrou ser mais
sensivel as alteracdes da densidade mineral 6ssea no fémur do que na tibia.
Similarmente, Lafage-Proust et al. (57) investigaram o efeito do desuso em
diferentes sitios esqueléticos em ratos jovens e reportaram que o desuso inibiu
o crescimento do fémur. Por ter amadurecimento mais lento que a tibia e por
acumular grande quantidade de minerais, o fémur mostrou ser mais sensivel
as alteracdes ao desuso.

Tou et al. (58), assim como o nosso estudo, também determinaram
os efeitos do descarregamento dos membros posteriores e da ovariectomia
sobre a propriedades dsseas em ratas com 6 meses de idade, e reportaram
diminuicdo de 5,5% e 7,3% na DMO do fémur e tibia, respectivamente, dos
animais OVX. Porém, diferindo dos nossos resultados, o desuso ndo obteve
resposta sobre a DMO, sugerindo que em ratas adultas, como a taxa de
turnover ésseo é baixa, a resposta na DMO pode ser atenuada. O periodo de
descarregamento dos membros posteriores utilizado por eles foi de 30 dias, e
ndao 21 como no presente estudo. Além disso, o estudo ndo analisou a
microestrutura trabecular e cortical, se limitando apenas na avaliacao da
densidade mineral éssea.

Lecoc et al. (59), ao investigar o efeito do desuso e da deficiéncia de
estrégeno sobre a densidade mineral éssea durante 30 dias em ratas com 3
meses de idade, observaram diminuicdo de 6,36% na DMO da metafise distal
do fémur em ratas suspensas, porém o mesmo nao ocorreu nas ratas privadas
de estrégeno, pois a DMO no fémur distal e proximal em ratas OVX so6 é
estabilizada apdés 5 semanas de cirurgia (55) e este estudo se limitou em

apenas 4 semanas de privacao de estrogeno, podendo ter mascarado o efeito
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na DMO de ratas OVX. No presente estudo, o tempo de privacao de estrogeno
foi de 8 semanas, e mostrou ser suficiente para a deterioragcao dssea.

No grupo HLU, as concentracdes plasmaticas de calcio e fosfatase
alcalina ao final do experimento, ou seja, com 27 semanas de idade,
diminuiram comparadas as concentracdes obtidas no inicio do experimento,
corroborando com a literatura (60). A fosfatase alcalina é usada como
marcador de formacao Ossea (61, 62) e estd relacionada com a taxa de
formacdo osteoblastica (63). A diminuicao significativa da fosfatase alcalina
total no grupo HLU indica diminuicdo da formagao dssea.

Ja no grupo OVX o calcio diminuiu significantemente e a concentragao
da fosfatase alcalina aumentou, porém sem significancia estatistica. O calcio
tem a relacdo direta com a composicdo déssea (64) e a diminuicdo de Ca em
ratas ovariectomizadas ja estd bem documentada (33, 65). Além disso, o
aumento da fosfatase alcalina se explica pelo aumento do turnover ésseo
causada pela a deficiéncia de estrogeno (65), que eleva a atividade dos
osteoblastos. Porém, a atividade osteoblastica ndao é capaz de remover os
osteoclastos da matriz dssea, resultando em perda éssea (66, 67).

A atividade da TRAP é uma das atividades enzimaticas mais
abundantes em osteoclastos, e tem sido considerado como marcador para
osteoclastos (68). Apesar de nao haver diferenca estatistica entre o inicio e o
fim do experimento nos grupos HLU e OVX, nota-se que, comparado ao grupo
CON, a diminuicao da atividade da TRAP foi menor nesses grupos. Entretanto,
a diminuicao no grupo OVX foi atenuada, de apenas 11%, enquanto que o
esperado para essa idade, baseado no grupo CON, era de 40%, sugerindo,
portanto, aumento da atividade de osteoclastos em ratas privadas de
estrégeno que é evidenciada na anadlise da microtomografia éssea, onde ratas
ovariectomizadas tiveram deterioracao trabecular tanto no fémur, quanto na
tibia.

Os resultados obtidos na regido trabecular da epifise proximal do
fémur e na metafise proximal da tibia apds o descarregamento dos membros
posteriores, nos mostra que o desuso ndo foi capaz de alterar a estrutura

trabecular em ambos o0s o0ssos. A falta da resposta no osso trabecular pode ser
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devido a diminuicdo em osteoblastos (69), pois a primeira mudanca observada
no animal suspenso é a supressdao do crescimento ésseo devido a diminuicao
dos osteoblastos (60, 70), confirmado com a diminuicao da atividade da
fosfatase alcalina total nesse grupo. Além disso, a atividade e o nimero dos
osteoclastos sdao pouco alterados com o desuso (71).

Quando nao ha estimulo mecanico, os ostedcitos, células que estao
embutidas na matriz extracelular e que tem funcdo mecanosensorial (72),
expressam o0 gene SOST que produz esclerostina. A esclerostina atua na
inibicdo da via Wnt/b-catenina, diminuindo a producao e atividade dos
osteoblastos (73). A sinalizacdo Wnt é um regulador critico de fornecimento de
osteoblastos e massa dssea, portanto, tem papel crucial na regulacao da
homeostase mineral.

A presenga da proteina Wnt ativa varias cascatas de sinalizagdo que
resulta na estabilizacdo da proteina b-catenina (74) que transloca-se ao nucleo
e se liga ao fator de transcrigao celular ativando e expressando genes alvos
para a producdo da massa déssea (75), que no desuso, essa producao esta
diminuida.

Os resultados na regido trabecular da epifise femoral nas ratas OVX
confirmam a osteopenia evidenciado pelo DXA, pois foi observado diminuigao
do volume ésseo (BV/TV) e espessamento das trabéculas, bem como o
aumento da porosidade trabecular comparado ao CON. Todavia, a analise
trabecular na metafise proximal da tibia mostrou deterioracdo elevada, com
diminuicdo do volume dsseo, nimero de trabéculas e aumento do indice do
modelo estrutural (SMI) comparado ao CON, e, perda da conectividade,
aumento da porosidade total e o espacamento entre as trabéculas comparado
ao HLU, sinalizando fragilidade dssea.

Os dados da micro-ct do osso trabecular utilizando ratas
ovariectomizadas corroboram com diversos trabalhos publicados (76, 77). Na
menopausa, a maior consequéncia da deficiéncia de estrégeno é o aumento da
reabsorcdo dssea seguido de diminuicdo da formacdo dssea (66) acelerando a
perda trabecular, que leva a perfuracdo das trabéculas e perda da

conectividade (67).
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Estudos in vitro e in vivo tem demostrado que o estrégeno reduz a
producao de RANKL, além de aumentar a producdo de osteoprotegerina (OPG),
gue diminuird a diferenciacdao dos osteoclastos (10). O estrogeno também
promove a diminuicdo plasmatica de interleucina-1 e TNFa (11), substancias
que estimulam a diferenciacdo de células precursoras de osteoclastos.
Recentes estudos afirmam que a deficiéncia desse hormonio atua diretamente
sobre os osteoclastos, causando perfuracdao nos elementos estruturais e
descontinuacao da estrutura trabecular.

Estudos que fizeram a delecdo do receptor de estrodgeno ERa em
osteoclasto observaram o aumento do numero de progenitores dos
osteoclastos no 0sso esponjoso, e esse efeito foi dependente de estrégeno,
assegurando que a diminuicdao deste hormonio tem efeito sobre os osteoclastos
NO 0SSO esponjoso (78, 79).

Maimoun et al. (69) investigaram o efeito do desuso por meio da
neurectomia (NX) sobre as propriedades trabeculares da tibia em ratas com 6
meses de idade ovariectomizadas (OVX) e sham. Observaram que em ratas
(N-O+), ou seja, ovariectomizadas sem neurectomia, foi predominada a
diminuicdo do numero de trabéculas, conduzindo a erosdo trabecular, e, em
ratas sham neurectomizadas (N+0-), devido a diminuicdo de osteoblastos, o
resultado predominante foi a diminuicao da espessura trabecular e nao do
numero de trabéculas. Entretanto, nesse estudo, o nervo ciatico foi desnervado
em apenas um membro posterior em ratas OVX e sham, o que acreditamos
gue tenha estimulado o membro posterior contralateral de forma exacerbada,
podendo influenciar nos resultados.

No presente estudo, avaliamos também o efeito do desuso e da
deficiéncia de estréogeno sobre o osso cortical femoral e tibial por meio da
microtomografia éssea. O grupo HLU apresentou aumento na porosidade total
na regido cortical do fémur comparado ao grupo CON. Essa alteracao pode ter
influenciado no teste de flexao de 3 pontos realizado na diafise femoral onde a
forca maxima e a energia absorvida foi menor no grupo HLU comparado ao

grupo OVX. Varios trabalhos suportam esse resultado, onde animais suspensos
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pela cauda tiveram a forca maxima diminuida (56, 80) e diminuicdo da energia
absorvida (69).

Nos ultimos anos, muitos estudos estao se voltando as analises
corticais pela sua importancia na avaliagdo do risco de fratura, pois a
porosidade cortical aumenta a fragilidade ossea, tornando-se importante
determinador da resisténcia d6ssea (81). Na tibia, ao analisar o osso cortical, foi
observado uma area total menor no grupo HLU comparado ao grupo OVX,
porém essa diferenca ndo alterou as propriedades mecanicas da tibia como
esperado. Bloomfield el al. (82) também estudaram o efeito do desuso em
diferentes sitios esqueléticos em ratos machos adultos e ndao encontraram
diferencas significantes nas propriedades mecanicas na tibia, sugerindo que o
desuso ndo exerce efeito biomecéanico na tibia em esqueleto maduro.

O grupo OVX apresentou maior area total e area medular no osso
cortical femoral e tibial. O alargamento da cavidade medular é devido o
aumento da reabsorcao do endodsteo e o aumento da area total é devido a
aposicao no periosteo (40), mecanismo de compensacdo da perda trabecular
(69).

Observagbes in vitro sugerem que ERa pode traduzir as forgas
mecanicas em sinais de sobrevivéncia para ostedcitos e osteoblastos e que
esta funcdo é independente de estrégeno (83). Maria Almeida et al. (78)
excluiram ERa em diferentes estagios de diferenciacdo de células da linhagem
dos osteoblastos e descobriram que a aposicdo periostal se da pela
participacao de ERa na transducdo de sinais mecanicos atuando na ativagao da
via Wnt sem a necessidade de estrégeno.

Os testes biomecanicos no colo do fémur mostraram maior forca e
energia absorvida no grupo OVX comparado ao grupo HLU e maior energia
absorvida no teste de flexdo de 3 pontos na diafise femoral. Na tibia, apesar de
apresentar grande deterioracao trabecular, o grupo OVX ndo apresentou
alteracdes biomecanicas como o esperado. O aumento da area cortical como
aposicao do periosteo em OVX pode ter protegido as propriedades mecanicas
nas ratas ovariectomizadas, pois o aumento da largura 6ssea bem como a

expansdo periosteal pode preservar a forca ossea (82). Similarmente,
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Danielsen et al. (84) reportaram que ratas ovariectomizadas, apesar da
reabsorcdo no endosteo e diminuicdo da massa Ossea, as propriedades
biomecanicas nao foram alteradas.

Ndo s6 o osso cortical, mas também a forma, o tamanho, a
orientacdao e a conectividade das trabéculas podem influenciar na forca éssea
(85, 86), entretanto as propriedades geométricas do osso cortical parecem ter
maior importancia. Além disso, 80% do esqueleto é formado por osso cortical e
70% de toda perda dssea apendicular € no osso cortical (87), por isso as
propriedades estruturais e geométricas do osso cortical sdao de suma
importancia para a predicdo de risco de fratura (88).

Embora baixo DMO esteja associado com aumento do risco de
fratura, a maioria das fraturas ocorre em mulheres sem osteoporose definida
(89, 90), e como podemos ver ao analisar os resultados da tibia obtidos pelo
DXA, se utilizarmos apenas a DMO como diagndstico de osteopenia ou
osteoporose, o resultado pode ser subestimado, pois o DXA nao tem habilidade
de distinguir osso trabecular e cortical (91). Apesar das ratas ovariectomizadas
nao apresentarem alteracdes biomecanicas, devemos nos alertar que a
microtomografia computadorizada foi realizada apds dois meses de cirurgia, €,
provavelmente, analise mais tardia poderia alterar as propriedades
biomecanicas, pois a susceptibilidade a fratura também é causada pela
diminuicdao 6ssea trabecular (40), embora os resultados mostrem que a regido
cortical pode ser mais importante para essa previsao.

Miyagawa et al. (92), ao analisarem o efeito do desuso em ratas
sham e ovariectomizadas com 14 semanas de idade, puderam observar que a
inatividade causou deterioracdo no osso cortical e nas propriedades mecanicas,
enquanto que ratas OVX nao tiveram o mesmo resultado, sugerindo que o0 0sso
cortical e as propriedades biomecanicas dependem da atividade fisica e ndo de
estrégeno. Similarmente, Brouwers et al. (93) concluiram em seu estudo que
pacientes acamados tem a sua forca mais prejudicada que pacientes na
menopausa.

Algumas limitacdes em nosso estudo devem ser mencionadas. Nés

estudamos apenas ratas fémeas em Unico periodo de tempo. Ainda ndo estd
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claro se a idade avancada pode influenciar na resposta mecanica e hormonal
em diferentes sitios esqueléticos e se ratos machos também respondem a
diferentes estimulos. Além disso, como qualquer modelo animal, ha limitacdes
comparadas as evidéncias clinicas, porém estes modelos sdo capazes de
simular as alteracdes do metabolismo 6sseo semelhantes aos humanos, além
de nos possibilitar abordagens terapéuticas mais invasivas.

Estes resultados sinalizam que para melhorar a qualidade de
deteccao da osteoporose na pratica clinica, deve-se também incluir estimativa
das propriedades geométricas e estruturais do osso cortical, pois estes sao
preponderantes para analise do risco de fratura sobre os ossos ndo vertebrais,
evitando, assim, gastos com saulde publica, além de possibilitar melhor

qualidade de vida aos pacientes.
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6 Conclusoes

Com base na metodologia utilizada neste estudo e os resultados

obtidos, podemos concluir que:

X/
L X4

X/
L X4

A ovariectomia deteriorou o tecido trabecular tibial e femoral sem

comprometer o tecido cortical e a resisténcia 0ssea;

O descarregamento dos membros posteriores desencadeou aumento

na porosidade cortical e diminuicao na resisténcia 6ssea femoral;

Embora os grupos HLU e OVX apresentem alteragdes na densidade
mineral 6ssea, o desuso ou a inatividade fisica, como em pacientes
acamados ou imobilizados, determinou maior perda no tecido cortical
podendo ter influenciado na diminuicdo da resisténcia d6ssea em
relacdo a deficiéncia de estrogeno. Portanto, a analise da estrutura do
tecido cortical como a porosidade cortical, e ndo apenas analise da
densidade mineral dssea total, pode ser preponderante para prever o

risco de fratura.
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