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Resumo

O objectivo deste trabalho é estudar qual a influéncia que poderd ter o stress,
conjuntamente com o descontrole hormonal (glucocorticoides e hormona de
crescimento) e descontrole imunitario, em Rattus norvegicus da linhagem Wistar de trés
faixas etérias, jovens, adultos e idosos, géneros feminino e masculino.

Foram feitos testes mecanicos, recorrendo a utilizacdo de uma maquina EMIC, exames
de densitometria 6ssea (DEXA), no fémur, vértebra e tibia, de cada um dos individuos,
bem com uma andlise histoquimica, desses mesmos tecidos. Foi efectuada uma analise
comparativa entre os diferentes parametros e verificacdo da relevancia na perda de
massa 0ssea, com objectivo de verificar o risco de fractura.

O estudo possibilitara extrapolar o conhecimento obtido em Rattus norvegicus para
estruturas 6sseas de humanos, utilizando metodologias simples e validas sobre a perda

da massa 6ssea.

Palavras-chave: Glucocorticoides, hormona de crescimento, perda de massa éssea,

stresse.






Abstract

The objective of this work is to study the influence of stress, combine with a hormonal
disorder (glucocorticoids and growth hormone) and immunity disorder in Rattus
norvegicus or Wistar specie, three age groups, youth, adults and senior female and male.
Mechanical tests were made through the use of an EMIC machine tests densitometry
(DEXA), femur, vertebra and tibia of each individual and with imunohistochemical
analysis of these same tissues. A comparative analysis between different parameters and
verification of relevance in bone damage, with the aim to determine the risk of fracture
will take place.

This study will allow to extrapolate the knowledge obtained in Rattus norvegicus for

human bone structures, using simple and valid methodologies for the bone mass loss.

Keywords: Glucocorticoids, growth hormone, bone loss, stress.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao e objectivo do trabalho

O comportamento mecanico do 0sso, nomeadamente a sua resisténcia 6ssea depende em
grande parte das caracteristicas densitométricas, micro-estruturais e geométricas das
camadas trabecular e cortical [1].

Com o aumento da esperanca média de vida dos individuos, as doencgas Gsseas como a
osteoporose surgem mais frequentemente, levando muitas vezes ao aumento de
fracturas, provocadas pela diminuicdo da densidade mineral 6ssea, (DMO). A estrutura
Ossea torna-se assim fragilizada devido a diminuicdo da espessura da camada cortical do
0ss0, e também ao aumento da porosidade do o0sso trabecular [2].

A diminuicdo de massa 0ssea estd normalmente associada a idade dos individuos e
também ao seu estilo de vida, sendo assim, torna-se importante estudar qual a real
influéncia do stress na perda de massa 0ssea, bem como a desregulacdo hormonal, tais
como glucocorticoides e hormona de crescimento.

O estudo das propriedades 6sseas sob o ponto de vista biolégico e mecanico estdo
essencialmente ligadas as forgas ciclicas que actuam in vivo no corpo humano [3].

O principal objectivo deste trabalho é obter atraves da analise de resultados biologicos e
matematicos, uma avaliacdo sobre a interferéncia do stress, com os diversos
descontrolos hormonais e imunitarios em animais adultos que terdo variacdes em género
idade e peso.

O estudo do comportamento 6sseo em Rattus norvegicus pretende ser também um

-1-



delineamento, daquilo que pode ocorrer em seres humanos quando estdo expostos a
grandes emocOes provocadas por stress, ou mesmo perturbacbes hormonais e

imunitarias

1.2 Estrutura do Relatorio

Este relatdrio apresenta a seguinte estrutura:

No Capitulo 2 é efectuada uma introdugdo tedrica do tema do trabalho, sobre as
tematicas de stress, regeneracdo 6ssea, glucocorticoides, hormona de crescimento, e
causas associadas a diminui¢do da massa dssea.

No Capitulo 3 é efectuada a descricdo dos diferentes tipos de analises, bem como 0s
métodos de trabalho utilizados para o processamento das amostras, dos quais se destaca:
a densitometria 0ssea, ensaios mecéanicos, histomorfometria e 0s exames de
imunoistoquimica.

No Capitulo 4 sdo apresentados os resultados obtidos nos diferentes exames e a
respectiva analise.

No Capitulo 5 é feita a comparacdo dos dados obtidos com os dados de um trabalho
anterior, em que com um protocolo semelhante foram feitas analises a dois grupos
etarios distintos, jovens e idosos.

No Capitulo 6 sdo expostas as conclusdes obtidas com este trabalho experimental, bem
como, sugeridas novas propostas para trabalhos futuros com relevancia cientifica.

O manuscrito deste trabalho de pesquisa néo foi efectuado de acordo com o novo acordo

ortogréafico da lingua Portuguesa.



Capitulo 2

Estruturas ¢sseas e patologias associadas

O corpo humano é constituido por varios sistemas, sendo o sistema o esquelético
responsavel pela sustentacdo de todos os 6rgdos, tecidos moles, e respectiva proteccgéo.
O esqueleto acoplado com o sistema muscular é também responsavel pela mobilidade
do corpo.

Neste capitulo descreve-se a estrutura éssea e algumas patologias associadas.

2.1 Ossos

O osso pertence ao tecido conjuntivo especializado (tecido 6sseo), que constitui o
esqueleto dos vertebrados, incluindo o ser humano, caracterizado pela sua elevada
rigidez. O 0sso tem a capacidade de suportar uma grande quantidade de carga, as suas
caracteristicas plasticas e elasticas tornam-no o tecido ideal para 0 movimento e suporte
de tecidos moles [25, 26].

Para além do suporte mecénico dos musculos e protec¢do dos 6rgdos vitais, o tecido
0sseo, desempenha importantes funcdes biologicas, tais como, processo hematopoiese
(producéo de células sanguineas na medula 6ssea), reserva de minerais (principalmente
calcio e fésforo), funcionando também como bloqueador ao absorver os sais alcalinos,
mantendo o equilibrio acido-base no organismo [25].

A estrutura do 0sso consiste principalmente numa matriz 0ssea, na qual se distinguem
dois tipos de componentes: a matriz organica e 0s constituintes minerais. A matriz

organica consiste maioritariamente em fibras de colagénio tipo I, organizadas de forma



ordenada, que representam 95% de toda a matriz e sdo responsaveis pela elasticidade do
tecido ¢sseo. Os restantes 5% da matriz déssea sdo compostos por proteinas
diferenciadas como os proteoglicanos e glicoproteinas que sdo responsaveis pela
mineralizacdo éssea [9, 27]. Os constituintes minerais sdo maioritariamente ides de
fosfato e de calcio que formam a hidroxopatite. A hidroxopatite ligada com as fibras de
colagénio é assim responsavel pela grande resisténcia e rigidez 6ssea, porém quando o

0sso é descalcificado pode obter-se um tonus idéntico ao de tenddes [9, 26, 27].

2.1.2 Diferentes tipos de tecido ¢sseo

O osso é constituido por dois diferentes tipos de tecido 6sseo, sendo estes 0 0SSO
cortical e o0 0sso trabecular. O osso cortical é de estrutura compacta e constitui a camada
externa de todos 0s 0sso0s, representando percentualmente 80% da massa 0ssea total,
sendo formado por seccBGes sem cavidades, aspecto em anel com lamelas de fibras de
colagénio, chamado de sistema haversiano como se verifica na Figura 1 [9].

Sistema
haversiano

Periosteo

Osso cortical

Figura 1: Representacdo da estrutura do 0sso trabecular e cortical (adaptado de [6]).

O osso trabecular ou também conhecido como 0sso esponjoso, consiste numa estrutura

reticular porosa, com densidade varidvel e relativamente baixa, que confere
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flexibilidade e resisténcia a estrutura 0ssea global. Estas propriedades advém da sua
capacidade de absorcdo de energia proveniente de impactos devido a arquitectura das
cavidades porosas, (denominado de trabéculas), que mantém no seu interior a medula
Ossea. O osso trabecular, e devido a sua natureza, é ligeiramente mais elastico que o
0sso cortical [5, 9].

Para que 0 0sso tenha capacidade de suportar o corpo do individuo, este tem de
apresentar uma constituicdo perfeita entre as fibras de colagénio tipo | que se
sobrepdem de forma helicoidal em trés camadas e que com a conjugacdo de
hidroxopatite conferem a rigidez caracteristica do 0sso. Nas situacdes em que 0 0SS0 €
composto por demasiado colagénio, muitas vezes por desmineralizacdo, apresenta
caracteristicas mais elésticas, podendo facilmente sofrer fracturas. Quando em situacoes
de excessiva mineralizacdo e baixa flexibilidade dssea na ocorréncia de cargas, 0 0SSO
apresenta elevado risco de fractura devido a fraca resposta ductil [31].

Nos o0ssos longos, como o caso do fémur, a espessura de 0sso cortical nas extremidades
(epifise) é pequena, sendo maior na diafise [9].

Na Figura 2 pode observar-se o corte sagital de um 0sso longo bem como observar-se 0s

principais elementos dos 0ssos.

cartilagem
articular
%% 0850 €SPONjoso

~ epifese com
medula éssea
vermelha

0550 compacto

cavidade medular

~ - medula amarela

<
-/ peridstio

)

Figura 2: Corte sagital de um osso longo [30].



2.1.3 Remodelacao dssea

Como referido anteriormente 0 0sso é um tecido vivo, sendo que este estd sempre em
constante remodelacdo para manter as suas funces em pleno.

Existem quatro principais tipos de células 6sseas que sdo responsaveis pela remodelacao
Ossea, sdo estas: 0s osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e as lining cells. Contudo séo
0s osteoblastos e os osteoclastos que estdo mais intimamente ligados ao processo de
remodelacdo 6ssea [9].

De uma forma generalizada, os osteoclastos sdo os responsaveis pela reabsorcao do 0sso
e 0s osteoblastos exercem o papel de construtores.

Nesse sentido, o processo de crescimento de um 0sso depende da acgdo conjunta de
reabsorcdo de 0sso preexistente e da deposicdo de novo tecido Osseo. Esta accdo
conjunta é de extrema importancia para o equilibrio metabolico do célcio e fosforo, e na

reparacdo de micro-danos 6sseos, que se acumulam ao longo do tempo [9].

2.1.3.1 Osteoblastos

Os osteoblastos sdo as células que sintetizam a parte organica (colagénio tipo I,
proteoglicanos e glicoproteinas) da matriz dssea, através da capacidade de concentrar
fosfato de célcio, participando da mineralizacdo da matriz. Dispdem-se sempre nas
superficies 6sseas, lado a lado, num arranjo que lembra um epitélio simples. Quando
estas células estdo em actividade intensa tomam a forma cubdide, a forma achatada é
assumida quando os osteoblastos estdo pouco activos. Uma vez incorporados dentro da
matriz 0ssea, passam a ser ostedcitos [9].

A matriz deposita-se ao redor do corpo da célula e dos seus prolongamentos formando
assim as lacunas e canaliculos. Os osteoblastos em fase de sintese mostram as
caracteristicas ultra-estruturais das células produtoras de proteinas. A matriz 6ssea
recém-formada, adjacente aos osteoblastos activos e que ndo estd ainda calcificada,

recebe 0 nome de ostedide [9].



Na Figura 3, podem ser observadas as estruturas responsaveis pela remodelacdo 0ssea,

dentro dos quais o0s osteoblastos.

Osleoclasto Mesénquima Mairiz neoformada
QOsleoblasto Osledcito Malriz dssea

(ostedide)
e

Figura 3: Esquema de ossificagdo intra membranar [9]

Para detectar a velocidade de formacdo Ossea, podem muitas vezes ser administrados
antibidticos, como o caso da Tetraciclina, que apresenta caracteristicas de fluorescéncia.
Devido a grande afinidade que este antibi6tico tem com a matriz 6ssea podemos assim
observar a actividade dos osteoblastos. Os resultados podem ser vistos apds o decorrer

de biopsias 6sseas com recurso a microscopios de fluorescéncia [32, 33].

2.1.3.2. Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células modveis, de grandes dimenssdes, e multinucleadas,
resultando assim o seu ndcleo da absorcao de células mononucleares com ramificacfes
muito grandes. As ramificagdes sdo irregulares, e com forma e espessura variaveis. Sao
encontrados facilmente em zonas de reabsorcdo dssea, em depressdes da matriz dssea,
escavadas pela actividade dos osteoclastos, que tomam o nome de Lacunas de Howship
[9].

Os osteoclastos tém citoplasma granuloso, algumas das vezes com presenca de

vacuolos. Estas células sdo originarias de precursores mononucleados provenientes da



medula dssea que, em contacto com o tecido 6sseo, se unem para formar os osteoclastos
multinucleados [9].

A superficie activa dos osteoclastos, voltada para a matriz 0Ossea, apresenta
prolongamentos vilosos irregulares. A maioria desses prolongamentos tem a forma de
folhas ou pregas que se subdividem. Circundando essa area com prolongamentos
vilosos, existe urna zona citoplasmatica, a zona clara, pobre em organelos, mas
contendo muitos filamentos de actina. A zona clara é um local de adeséo do osteoclasto
com a matriz éssea e cria um microambiente fechado, onde tem lugar a reabsorcédo
Ossea. Os osteoclastos segregam, dentro desse microambiente fechado, enzimas como
colagenases e hidrolases que actuam localmente digerindo a matriz orgénica e
dissolvendo os cristais de calcio salino, que sdo libertados na corrente sanguinea [9, 22].

Pode ver-se na Figura 4 um esquema simplificado que explica a remodelacdo 6ssea.

Osteoblastos em repouso Pré-osteoclastos

®0
2 < G
1. Repouso 2. Activacao
Ostoneladtos Célualas mononucleares
‘e ., - 'S ~ulie,
i Ml
3. Reabsorcao 4. Inversdo

Osteoblastos

5. Formacdo

Figura 4: Esquema simplificado da remodelagdo 6ssea (adaptado) [34].

A actividade dos osteoclastos é coordenada por citocinas (pequenas proteinas
sinalizadoras que actuam localmente) e por hormonas como a calcitonina, uma hormona
produzida pela tirdide, e a hormona paratiroideia, segregadas pelas glandulas
paratiredides [10,22]. A regulacdo da osteoclastogénese, isto ¢é, a diferenciacdo dos
osteoclastos, € moderada pelo factor de estimulagdo das colonias de macrofagos (M-
CSF) e pelo RANKL (ligando do receptor de activacdo do factor nuclear kB, RANK)
produzido pelos osteoblastos. O RANKL liga-se a0 RANK presente na membrana do

osteoclasto, estimulando a diferenciacdo do precursor de osteoclastos em

8



osteoclastosque ja sofreram maturacdo maduros. Deste modo em situacdo oposta, a
osteoprotegerina (OPG), produzida pelos osteoblastos, bloqueia a formacdo de
osteoclastos, ligando-se a0 RANKL, com o qual tem grande afinidade, impedindo que
este se ligue ao RANK e inibindo a osteoclastogénese [6, 21, 23].

O balanco entre a producdo de RANKL e de OPG determina a quantidade de osso que é
reabsorvida [6, 21, 23]. Existem outros agentes participantes neste processo,
nomeadamente a hormona paratiroideia (PTH) e a vitamina D, que modelam o
comportamento dos osteoblastos [6].

A PTH é segregada pelas glandulas paratirdides. A sua segregacdo é estimulada por
baixas concentragdes extracelulares de Ca®*. A PTH aumenta a concentracio plasmatica
de Ca?*, estimulando a actividade dos osteoclastos, aumenta a absorcdo de célcio
intestinal, a absorcdo de vitamina D, e aumenta a reabsorcado renal de célcio. Isto traduz-
se num incremento rapido e sustentado da quantidade de célcio no sangue [11].

A PTH tem também influéncia na concentracdo sanguinea de fosfato, diminui a
reabsorcao renal de fosfato, o que impede os niveis de fosfato de aumentar quando a
libertacdo de fosfato do osso aumenta [11]. Na Figura 5 pode observar-se um esquema

onde todos os factores influenciam a regulacdo de osteoclastos e osteoblastos.
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Figura 5: Esquema a esquerda é uma representacéo do sistema RANK/RANKL/OPG. Pre OC-pré-osteoclasto, OB-
osteoblasto, OC maduro-Osteoclasto maduro. Esquema a direita tata a relacdo entre os factores sistémicos e locais e 0
sistema RANK/RANKL/OPG. BMPs: proteinas morfogenéticas do osso; TGF-h: factor de transformagéo do
crescimento beta; PGs: prostaglandinas; CT: calcitonina; M-CSF: factor estimulante de colonias de macrofagos

(adaptado de [34]).



A variacdo de massa 6ssea € um factor extremamente varidvel, sendo dependente da
idade, sexo, historico familiar, ou até mesmo de patologias proprias de cada individuo
associadas ao seu estilo de vida [31]. Na Figura 6 observa-se um grafico representativo
das variacfes de massa 0ssea segundo a idade e o género. Como se pode observar o
género masculino apresenta geralmente uma quantidade de massa 0ssea superior ao
feminino, o pico de massa Gssea acontece entre 0s 20 e 0s 30 anos sendo que apos este
periodo ha gradualmente uma perda de massa 0ssea. As mulheres entre os 45 e os 60
anos comecam a ter perda de massa 6ssea superior aos homens, factor que se explica

devido & menopausa e a falta de estrogénios [20].
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Figura 6: Variacdo da massa 6ssea segundo o sexo e a idade [35].

2.2. Causas associadas a diminuicéo de massa 0ssea

2.2.1. Envelhecimento

Como consequéncia de todos os avancos cientificos, industriais e tecnologicos, a
esperanca média de vida tem vindo a aumentar nos Gltimos anos principalmente nos
paises mais desenvolvidos. Dentro desta analise podemos sinalizar o caso de Portugal
em que a populagdo idosa desde 1960 até 2011 aumentou 19% no seu total. Sendo

assim, a populacédo portuguesa vive em média mais 12 anos que a 51 anos atrés [7, 36].
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Portugal encontra-se dentro dos 25 paises do mundo com a populacdo mais idosa sendo
que no ano 2005, 15.9% da populacéo total era idosa, com mais de 65 anos [8, 29].

Segundo as Na¢des Unidas, um individuo é considerada idoso no momento em que tem
60 anos de idade, porém na Europa segundo a Unido Europeia, uma pessoa €
considerada idosa quando tem uma idade superior a 65 anos [7]. Como se verifica na
Figura 7, a prospeccdo para 2025 apresenta uma pirdmide etaria com bases mais
estreitas e topos mais largos comparativamente com o ano de 1995. Sendo assim, a

populacéo sera mais envelhecida, com uma menor taxa de natalidade.

Piramide Populacional
1995 e 2025

HOMENS MULHERES
1995

2025

Idade
80+
70-74
60-64
50-54

40-44

30-34

20-24

10-14

00-04

Milhdes
300 200 100 100 200 300
Diviséo Populacional da ONU, Revisao de1998

Figura 7: Piramide etaria representativa do crescimento mundial em 1995, com previsdes para 2025 [7].

No ano 2000 mais de metade da populagdo mundial, considerada idosa habitava em
paises desenvolvidos (59% ou 249 milhdes de pessoas). Em 2030, essa propor¢do
deverd aumentar para 71% (686 milhdes). Muitos dos paises em desenvolvimento
experimentaram ou estdo a experimentar uma desaceleracao significativa na sua taxa de
crescimento natural da populacdo, ou seja cada vez ocorrem menos nascimentos e cada
vez menos mortes de individuos idosos, caso semelhante ao que ocorreu previamente
nos paises mais industrializados. Com o aumento da esperanca média de vida a
populacédo sera cada vez mais envelhecida [8, 7]. Com o aumento da esperanca média de
vida por parte da populagéo idosa € natural que surjam doencas que antes ndo teriam
tanto impacto na populacdo, como € o caso da osteoporose. Esta doenca ndo surge s

como uma causa genética, mas também como um efeito do estilo de vida praticado por
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cada individuo [6]. Com o envelhecimento, as células perdem a sua capacidade de
regenerativa. No caso dos osteoblastos, responsaveis pela renovacéo celular éssea, a
renovacao celular ndo sera a velocidade de quando o individuo ainda era jovem [3].

2.2.2. Osteoporose

A osteoporose € uma doenca metabolica caracterizada por uma grande perda mineral
0ssea, e a reduzida reposicdo dos componentes 0sseos responsaveis por conceder
resisténcia estrutural ao 0sso.

Existem factores de risco que favorecem o aparecimento desta doenca, um dos mais
relevantes é pertencer ao género feminino, por apresentarem uma DMO menor, e terem
uma esperanca média de vida superior [18]. O aparecimento de osteoporose no género
feminino esta em grande parte associado com o aparecimento da menopausa, nas idades
entre os 45 e os 60 anos, com elevada perda percentual de osso trabecular, devido ao
descontrole hormonal [18, 19].

A reducdo dos niveis de estrogénio na menopausa influencia negativamente a massa
Ossea dado que o estrogénio tem um papel importante na absor¢do de célcio, e
influenciam a producdo de IL-6, que € responsavel pela osteoclastogénese, e por uma
activacdo de monacitos e macrofagos que produzem outras citocinas, como a IL-1 e 0
TNF alfa. Tudo isto leva a uma diminuicdo da rigidez do tecido 6sseo nos individuos do
género feminino, sendo contrabalancado em parte, através da aposi¢cdo de 0sso no
periosteo, que € mais significativo no homem do que na mulher. Outro factor que leva a
gue o homem tenha menor taxa de incidéncia de osteoporose, € o facto de o esqueleto
ser globalmente de maior porte, 0 que permite tolerar cargas superiores, e influenciar
assim os 0ssos ao longo da vida, na formacdo de maior massa Ossea, 0 que
consequentemente diminui o risco de fractura [19]. Os individuos de etnia negra séo
MEeNos Propensos ao surgimento de osteoporose que 0s caucasianos € 0s asiaticos, visto
possuirem uma maior DMO. A genética esta também ligada a osteoporose, sendo que
individuos pertencentes a familias com incidéncia desta patologia podem apresentar
predisposicéo para facilmente sofrer uma fractura osteopdrica [18, 20].

Um estilo de vida sedentario, dieta com baixo teor de calcio e vitamina D, tabagismo e
ingestdo frequente de grandes quantidades de bebidas alcoolicas, pode favorecer o
aparecimento de osteoporose precocemente [19, 20]. Na Figura 8 encontram-se visiveis

as diferencas entre um 0sso osteoporico e outro saudavel.
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Matriz 6ssea de um Matriz 6ssea de um
o0sso saudavel o0sso osteoporico

Figura 8: Comparacéo entre a matriz 6ssea de um 0sso saudavel e com a de um 0sso osteopérico (adaptado de [6]).

2.3. Fracturas

Denomina-se por fractura a interrup¢do da continuidade 6ssea. As caracteristicas da
fractura podem depender do tipo e magnitude da carga sustentada, saude do individuo e
do estado em que 0 0sso se encontra no momento da lesdo. Existe assim uma grande
quantidade de termos para qualificar os diferentes tipos de fracturas [18, 24].

As fracturas podem distinguir-se entre trés principais tipos diferentes: fractura articular,
que envolve a superficie articular de uma articulacdo; fractura fechada; e fractura
exposta.

As fracturas fechadas sdo aquelas que ocorrem sem que haja qualquer dano para a pele
ou em caso de existéncia de feridas, estas ndo contactam directamente com o foco da
fractura, ao contrario da fractura exposta em que as feridas contactam directamente com

a fractura e existe, devido a exposigéo, um grande risco de infecgéo [24].

2.2.3.1. Causas das fracturas

As causas das fracturas podem ser bastante distintas. As fracturas traumaticas podem
resultar de varios tipos de cargas, provocadas por um traumatismo violento exercido
sobre um ou varios segmentos 6sseos de forma indirecta ou directa. Fracturas por

avulsdo sdo causadas por forcas de tracdo excessivas envolvendo um tenddo ou
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ligamento que tracciona uma pequena parte do osso para fora. Lancamentos e saltos
extremamente impulsivos podem resultar em fracturas por avulséo do epicondilo medial
do Umero e do calcaneo [12, 24].

As fracturas de fadiga ou sobrecarga tém origem na repeticdo de cargas nao traumaticas,
que com a repeticdo da carga acabam por originar uma fractura. Este tipo de fracturas é
frequente em atletas que efectuam treinos excessivos e que acabam por expor 0 seu
corpo a cargas muito repetidas [18, 12, 24]. Em criangas existe também uma grande
predisposicdo para fracturas 0sseas, uma vez que devido a constituicdo dssea, 0s seus
0ss0S sd0 muito ricos em colagénio, e assim apresentarem uma elasticidade maior.
Nesse caso as fracturas acabam por ocorrer de formas incompletas denominam-se de
fracturas em ramo verde [24].

As fracturas que ocorrem normalmente em 0ssos longos, mais propriamente na diafise,
sdo fracturas que tém origem em cargas ou momentos de torcdo com energias
excessivas, que consoante o seu ponto de aplicacdo podem ser transversais, obliquas e
segmentares. Um exemplo de fracturas de ossos longos é a fractura da diafise da tibia
em atletas de ski, que ocorrem em momentos curtos provocada por uma carga de tracdo
excessiva provocando provavelmente uma fractura ou multiplos fragmentos. Pelo facto
deste tipo de 0sso ser mais forte e mais resistente a cargas de compressao, este tipo de
fracturas traumaticas raramente ocorre na diafise podendo ocorrer facilmente nas
extremidades que sdo constituidas por maior quantidade de osso trabecular, que esta

mais propenso a este tipo de fracturas [9, 12, 24].
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2.2.3.2. Fractura do colo femoral

Sdo fracturas que tém localizacdo na regido compreendida entre uma linha rasante a
base da cabeca e a linha basicervical, como se verifica na Figura 9. E denominada por
fractura de tipo intercapsular, que devido & natureza da vascularizacdo da cabeca do

fémur, tem riscos de necrose muito elevados [24].

Fractura do colo do fémur

Acetdbulo

Fémur
Fractura

do colo do
fémur Osso pélvico

Figura 9: Fractura do colo do fémur [6].

Este tipo de fractura tem maior incidéncia em doentes idosos, geralmente do género
feminino, que sofrem quedas, por vezes ligeiras, e estdo intimamente associadas a casos
de osteoporose. Este tipo de fracturas necessita de tratamento cirdrgico urgente, com
fim a evitar a necrose e obtencdo de maior possibilidade de tratamentos [24]. Devido ao
risco de necrose é frequente que em individuos idosos se efectue a ortoplastia da anca,

que permite uma deambulagéo precoce com apoio do membro [24].
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2.3. Factores intervenientes no metabolismo do stress

2.3.1. Stress

O termo stress pode ser identificado quando existe um desequilibrio entre as
solicitacbes que sdo feitas a um determinado individuo, independentemente das
circunstancias, podendo ser do tipo fisico ou psicoldgico, mas que o individuo nédo
dispde de recursos para poder responder a estas circunstancias de melhor forma

possivel, gerando-se uma situacdo de stresse [4,10].

Muito embora o stress seja apontado como um estado psicoldgico, acaba quase sempre
por afectar a situacdo fisica do individuo.

Sendo assim verifica-se que o0 stress € mais agressivo para o individuo, tanto quanto
menor for a sua exposicdo regular a situacfes de stresse, sendo também que dependera
invariavelmente do factor psicolégico de cada individuo para serem obtidas diferentes
tipos de respostas a imposicdo de muitas solicitacdes [4].

Muitas vezes o stresse dito como pontual ndo tem grande influéncia no comportamento
do individuo, porém quando este é exposto a situagdes stressantes continuamente, pode
sofrer danos fisicos como psicoldgicos, acabando por assim mudar as suas préaticas
comportamentais [4].

A capacidade de cada individuo responder ao stress diminui com o aumento da idade,
sendo assim os individuos adultos tém uma menor capacidade de resposta ao stress
comparativamente com individuos mais jovens [10,14].

No momento em que o individuo é submetido a situacdes de stress, desencadeiam-se
trés fases que foram classificadas por Hans Selye como fase de alarme, fase de
adaptacéo e a fase de resisténcia [5].

A fase de alarme € quando o individuo é exposto ao agente stressante e toma a decisdo
de como agir perante ele, é nesta fase que as glandulas enddcrinas libertam hormonas
que fazem aumentar o ritmo cardiaco, mantendo o corpo em estado de alerta, fazendo
com que haja um cambio da absor¢do nutricional por parte das células com maiores
necessidades imediatas em vez de por todas as células [5].

A fase de adaptacdo € quando o organismo tenta recuperar dos danos causados na fase

de alarme. A fase de resisténcia é a fase em que o organismo entra numa fase de
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exaustdo, sendo assim pode comecar uma deplecdo metabdlica e energética, e o
organismo ndo estara pronto para responder a doencas que poderdo advir [5].

ApOs muitas pesquisas sabe-se que quando o0 organismo é exposto a stress produz
adrenalina pelas glandulas supra-renais, este mecanismo é s6 uma pequena parte do real
mecanismo do complexo hipotalamo-hipofise-supra-renais (HHA) que produz
hormonas com a responsabilidade de manter o equilibrio homeostatico [14, 17].

A parte vital do mecanismo do complexo HHA reside na estimulagdo do hipotdlamo
pelo mecanismo stressante, que por sua vez estimula a hipofise a segregar ACTH uma
hormona chamada adrenocorticotrofina que estimulard as glandulas supra-renais a
produzirem corticoides. Dentro dos quais 0s mais importantes sdo os glucocorticoides
(GCs) que tém uma importante funcdo no metabolismo [14-17].

Com o avanco da idade, observa-se um crescente desequilibrio no complexo HHA, e
consequentemente uma diminuicdo dos receptores de GCs, resultando assim num
excesso de segregacdo de GCs, resultando numa degeneragdo do hipotdlamo O stress
pode ser também responsavel pela depressdo imunitaria, diminuindo a capacidade de

resposta do organismo a pequenas infeccdes. [14].

2.3.2.1. Glucocorticoides

Os glucocorticéides (GCs) sdo hormonas esteroides, derivadas do colesterol, produzidas
pelas supra-renais, atraveés de um mecanismo de activacdo pela segregacdo de ACTH,
por parte da hipofise, recorrente de estimulacdes geradas por stress [17].

Os GC atuam no controle de genes envolvidos na regulacdo de funcdes metabolicas,
cardiovasculares e imunoldgicas. Esse efeito processa-se através do receptor nuclear de
glucocorticoides, que € activado, transitoriamente, apenas apos a exposicao das células
aos GC; [13, 15].

O termo "glucocorticoide” deve-se a ac¢do dessas substancias no metabolismo dos
hidratos de carbono (aglcares). Quando se encontram no tecido muscular do individuo
causam resisténcia a insulina, o que resulta numa menor captacdo de glucose e redugéo
da sintese do glicogenio muscular. Sendo assim verifica-se uma inibi¢do na sintese de
proteinas e consequentemente um aumento do catabolismo proteico que resultam na

hipotrofia da musculatura. Os aminoacidos mobilizados, a partir do tecido muscular, sdo
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utilizados na gluconeogénese hepética. A resisténcia a insulina e 0 aumento na
gluconeogénese, conjuntamente, resultam na hiperglicemia [13].

Os GCs tém assim como funcBes gerais actuarem como anti-inflamatérios e
antialérgicos, inibindo qualquer tipo de resposta inflamatdria. Provoca neutrotrofia,
linfoapeneia e inibem a fagocitose do macrofagos e antagonizam a funcéo
vasodilatadora das bradcininas e da prostaglandina E no caso do metabolismo de
proteinas, hidratos de carbono e lipidos, sdo responsaveis pela estimulacdo da
neoglucogénese e inibe a captacdo de glucose por parte dos musculos, activa a lipolise
provocando um aumento dos &cidos gordos livres no sangue bem como do glicerol,

provocando hiperglicemia [13, 17].

2.3.2.2. Resposta Anti-inflamatoria

Os GC; tém a capacidade de inibir a maioria dos componentes envolvidos no processo
inflamatdrio, provocando neitrofilia, linfopeneia, e inibem a fagocitose dos macrofagos,
sdo responsaveis também pela antagonizardo das prostaglandinas E bradcininas, que
tém fungdo vasodilatadora [17, 37].

2.3.2.3. Metabolismo de proteinas, hidratos de carbono, e lipidos

Os GC; estimulam a neoglucogénese, e inibem a captacdo de glucose pelos musculos,
activam também a lipdlise provocando um aumento de &cidos gordos e glicerol na
corrente sanguinea; este tipo de alteragcbes metabdlicas pode provocar assim um dréstico

aumento da taxa de agucares no sangue [17, 37].

2.3.2.4. Electrdlitos e 4gua

Todos 0os GCs promovem a perda de potassio por parte do sistema renal e aumentam a
concentracdo de dgua no sistema sanguineo. A retencao de sodio no sangue através dos
rins € promovida pelos GCs, principalmente de origem natural, como é o caso do
cortisol e da cortisona. A retencao de sodio por GC; sintéticos é quase inexistente, sendo

que GC, como betametasona, trianciolona, e metilprednisolona promovem a excrecéo
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de sddio, promovendo diminuicdo da pressdo arterial. No caso do sistema nervoso
central os GC; sdo responsaveis pelo aumento da excitabilidade do cértex frontal [16,
17].

2.3.2.5. Efeitos colaterais provocados pelo excesso de GCs no organismo

Os GC; sdo responsaveis pela disposicao centripeta do tecido adiposo, sendo que este se
localiza de forma (taxio-escapulo-toracica) regido abdominal [17].

O crescimento ¢ um dos pontos que pode ser afectado também devido aos GCs, sendo
bastante variavel de individuo para individuo, bem como o seu tempo de uso, podendo
provocar assim danos irreversiveis na altura final do individuo, e também na “idade”
Ossea [16, 17].

A toma de GCs aquando de uma infec¢do viral, ird diminuir a imunidade e uma
possibilidade da progressdo da infeccdo viral. Casos como varicela podem tornar-se
mortais. Ja no caso de infeccdes bacterianas como 0s GCs ndo tém grande influéncia na
imunidade humoral, ndo se nota assim influéncia nas infecgdes bactérias [17].

Os GCs podem também ter influéncia na formacdo em pseudo-tumores cerebrais e
alteracdes humorais, provocar o comprometimento renal, osteoporose e fractura
vertebral. Quando a quantidade administrada de GCs € elevada e o periodo de exposicao
é elevado [17].

2.3.3. Hormonas de crescimento

O papel principal da hormona de crescimento (GH) durante a infancia é promover o
crescimento do 0sso, linear e continuamente, e provocar um crescimento saudavel do
individuo. A GH tem accdo metabodlica, ndo sé durante a infancia bem como ao longo
da vida, sendo responsavel pela decomposicdo dos agucares e dos lipidos no sangue e
principalmente transformar a energia dos alimentos em massa muscular [39]. Varios
estudos afirmam que a GH é responsavel por um aumento do metabolismo corporal, e
também 0Osseo. Estudos in vitro mostram que a GH e a insulina tém grande afinidade
com o factor de crescimento [40,41].

Os individuos com deficiéncia em GH (GHD), apresentam uma fraca reposi¢ao mineral
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Ossea e como apresentam dificuldades no metabolismo dos lipidos e na producdo de
insulina, desta forma pode ja perceber-se que a GH ndo é sé uma hormona que potencia
0 crescimento, mas que também é responséavel pelo metabolismo [42]. Por exemplo,
pacientes adultos ou jovens com GHD e comparativamente com individuos da mesma
idade e género, apresentam DMO mais baixa que o individuo saudavel. Além disso,
estudos clinicos demonstraram que a prevaléncia de fracturas é 2,7 a 3 vezes mais
elevada em pacientes com GHD do que nos individuos saudaveis. Os dados destes
estudos indicam que o aumento do risco de fractura pode ocorrer muitas vezes devido a
GHD, e ndo tanto a outros tipos de distdrbios da hipéfise [42].

Alguns testes demonstram que a GHD pode ser revertida através de uma terapia de
substituicdo com GH sintética, porém os resultados ndo sdo conclusivos. Em particular,
no que se refere ao aumento de DMO os resultados inconclusivos, ndo se sabendo se a
GH é responsavel pelo aumento de DMO, uma vez que o que é bastante claro é que a
GH é responsavel pelo aumento do crescimento 6sseo longitudinalmente [42]. No que
respeita aos resultados do aumento ou diminuicdo do DMO, os resultados sdo bastante

contraditérios, uma vez que tudo depende da idade, género, e grau de GHD [42].

2.4. Comportamento do o0sso trabecular a compressao

O estudo do osso trabecular € de grande importancia tem inUmeras aplicagdes
biomédicas tais como o estudo de fracturas, o comportamento biomecanico do
esqueleto, e a construcdo de préteses Gsseas. Este tipo de estudos visa procurar quais as
geometrias e as caracteristicas dos materiais que mais se adequam a construcdao das
proteses, procurando evitar uma divergéncia entre 0 0sso e 0 material da protese que
esta a ser inserida no paciente [6].

O estudo do comportamento mecénico também é importante na percepcao da perda de
DMO, em pacientes com osteoporose ou com outro tipo de doencas ésseas, que
apresentam sintomas relacionados com a resisténcia 0ssea, procurando assim prevenir
fracturas [6]. O osso trabecular, tal como muitos outros materiais existentes in vivo,
possui uma estrutura celular. A densidade das células depende da direccdo das cargas
que nela sdo aplicadas e também da intensidade, sendo que estes factores influenciam o
formato destas células que se adaptem ao melhor suporte das tensbes. Sabe-se também

que quanto mais denso 0 0sso trabecular mais resisténcia apresenta e consequentemente
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menor probabilidade de fractura [6]. Na Figura 10 observa-se como se da a distribuicao
celular na cabeca do fémur e a distribuices de forgas. E interessante como a densidade

de células se concentra mais onde as forcas aplicadas sdo maiores.

Figura 10: Imagem a esquerda corte do fémur. Imagem a direita distribuigdo de tensdes [6].

A distribuicdo de tecidos trabeculares obedece a lei de Wolff. Segundo esta lei as
trabéculas sdo orientadas de acordo com as tens@es principais, permitindo que 0 0sso
obtenha a méaxima eficiéncia mecanica com a minima massa. A estrutura dssea pode
adaptar-se em resposta a alteragdo dos estimulos mecénicos, [44]. E assim possivel
afirmar que existe uma maior densidade 6ssea em regides que estdo sujeitas a maiores
tensoes.

O comportamento mecanico do 0sso trabecular é tipico de um material celular. A curva
tensdo-deformacdo (c—¢) apresenta trés regimes distintos caracteristicos dos materiais
celulares: deformacdo elastica, deformacdo pléstica e densificagcdo, como se observa na
Figura 11.
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Figura 11: Os trés regimes de deformacdo do osso trabecular [6]

2.4.1. Deformacdo elastica

Numa deformacdo elastica quando é imposta uma forca o material deforma a sua
estrutura, mas apés a eliminacdo de carga, a estrutura volta a forma anterior. Sendo
assim pode-se dizer que a elasticidade é a capacidade de o material voltar a sua forma
anterior quando a carga é removida. O declive da regido elastica determina a rigidez da
estrutura. No caso particular de uma curva c—¢, o declive € chamado mddulo de
elasticidade ou modulo de Young (E). O médulo de Young é independente do tamanho
da amostra testada e é consequentemente uma medida da rigidez inerente ao material. A
rigidez sera, deste modo, a capacidade do material resistir a deformacdo. No entanto,
para 0 0sso trabecular ndo pode ser esquecida a sua falta de uniformidade entre
trabéculas, bem como os constituintes que estdo inerentes ao 0sso, tais como gordura,
vasos sanguineos, medula, entre outros. Sendo assim este material a ser estudado tem
muitos graus de variabilidade, sendo que procura-se estudar a rigidez intrinseca a uma
trabécula [6].

2.4.2. Deformacéo pléstica

O regime elastico termina quando as células que constituem a estrutura trabecular se
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deformam, tensdo a qual ocorre essa deformacdo € intitulada como tensdo de cedéncia
(oced), marcando a passagem para a zona de deformacdo plastica. Na zona de
deformacéo pléstica a estrutura ndo recupera a sua forma original, mesmo que a carga
seja retirada, estando assim permanentemente afectada. Diz-se que um material pode
sofrer uma maior ou menor extensdo deformada, tanto quanto maior for a sua
ductilidade [6].

2.4.3. Densificacdo

Apo6s uma grande deformacéo, acontece por ultimo a densificacdo, onde as paredes das
células entram em contacto entre si, verificando-se a compressdo da estrutura trabecular.
Neste ponto, a curva c—¢ cresce de forma abrupta, visto ser necessario, um maior

aumento da tensdo aplicada para causar uma certa deformacao na estrutura [6].

2.5. Ensaios mecanicos

Os ensaios mecanicos em 0ssos sdo de grande importancia para a compreensdo do
comportamento 6sseo, visto serem uma estrutura biolégica e o0 seu comportamento
mecanico € inimeras vezes irregular, existindo a necessidade de estudar a sua estrutura
como um todo. Para que possam ser conhecidas as propriedades mecanicas do 0sso s&o
muitas vezes utilizados ensaios mecanicos de compressao e de trac¢do. [6].

De um modo geral, pode afirmar-se que a compressdo se trata de um esforco axial, que
tende a provocar uma redugdo do corpo submetido a uma forca. Este esforgo axial
representa a resultante das forcas internas que se encontram distribuidas numa
determinada area (A) [6].

A forga por unidade de area, ou a intensidade das forcas distribuidas sobre uma dada
seccdo, ¢ designada por tensdo nessa sec¢do e ¢ denotada pela letra grega o. A tensdo
num elemento de area A sujeita a um esforco axial F, é entdo obtida através do

quociente do valor de F pela area A [6]:

Q
I
o >

De acordo com os diferentes tipos de materiais, pode afirmar-se que obedecem a

diferentes tipos de critérios.
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No caso de serem ducteis utilizem-se os critérios de tensdo tangencial maxima ou de
Tresca e o critério da energia da distor¢do ou Von Mises [45]. Ambos os critérios de
Tresca e Von Mises estabelecem que a tenséo limite de resisténcia é a condigdo limite.

Para os materiais frageis utiliza-se o critério da tensdo normal méxima ou critério de
Mohr. O critério de Mohr estabelece que ndo havendo, no caso de materiais frageis,
tensdo de cedéncia, a tensdo limite é a tensdo de rotura, sendo a condi¢do limite de

resisténcia [45].
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Capitulo 3

Epidemiologia clinica

Todos os procedimentos adoptados neste trabalho estdo de acordo com o Cddigo de
Etica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios Eticos na Experimentac&o
Animal adoptados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com
a legislacdo vigente, tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de

Animais da Universidade Federal de Vicosa, pelo processo 52/2009 (ver anexos).

3.1.Camundongos Adultos

Para a producdo deste trabalho experimental foram utilizados 50 ratos (Rattus
norvegicus, linhagem Wistar), de ambos os sexos, sendo 25 machos adultos e 25 fémeas
adultas. Os animais foram adquiridos com idade entre 30 a 60 dias e mantidos no
biotério do Laboratério de Reproducdo do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vicosa, até completarem idade entre 11 a 12 meses, 0 que em
humanos é equivalente a um individuo entre 30 e 40 anos.

Foram agrupados em gaiolas colectivas, sendo quatro machos por gaiola e cinco fémeas
por gaiola.

Estes animais foram divididos em cinco grupos, cada grupo com cinco machos e cinco
fémeas, nos quais é aplicado o protocolo de stress moderado crénico. Os grupos
experimentais foram os seguintes:

Grupo I: animais controle, ndo tém limitagOes alimentares, e estdo numa sala
climatizada com luz e temperatura controladas.
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Grupo Il: animais submetidos a stress moderado crénico.

Grupo IlI: animais submetidos a stress moderado cronico associado a desafio
imunolodgico, com Saponina, nos dias 21 e 28.

Grupo 1V: animais submetidos a stress moderado cronico, desafio imunolégico e
estimulacdo do timo com Somotropina R durante os 28 dias do experimento numa
proporcéo de 25 pg/kg por via subcuténea.

Grupo V: os animais pertencentes a este grupo, além dos tratamentos de stress e
desafio imunoldgico, receberam uma dose semanal de cortisol, via intramuscular, na

dose de 2mg/Kkg.
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3.2.Quadro de stress

Na Tabela 1, é apresentado o quadro de stress moderado crénico, sofrido pelos animais

ao longo de 28 dias.

Tabela 1: Quadro de stress sofrido pelos animais ao longo de 28 dias.

Dia de Agente stressante GH Duracéo
Tratamento

1 Privacdo de Agua 1° dose 12h

2 Privagdo de comida noturna 2° dose 12h

3 Isolamento 3° dose 24h

4 Luz continua 4° dose 24h

5 Imobilizacéo 5° dose 20 min
6 Privacdo de 4gua 6° dose 12h

7 Frioa 5°C 7° dose 2h

8 Isolamento 8° dose 24h

9 Privagdo de comida noturna 9° dose 12h
10 Sem stress 10° dose 24h
11 Luz continua 11° dose 24h
12 Imobilizacdo 12° dose 20min
13 Sem stresse 13° dose 24h
14 Isolamento 14° dose 24h
15 Privagdo de 4gua 15° dose 12h
16 Sem stress 16° dose 24h
17 Inclinacéo da gaiola a 45° 17° dose 2h

18 Imobilizacéo 18° dose 20min
19 Luz continua 19° dose 24h
20 Isolamento 20° dose 24h
21 Calor a 33°C — desafio imunoldgico 21° dose 2h

22 Sem stress 22° dose 24h
23 Imobilizacdo 23° dose 20min
24 Luz continua 24° 24h
25 Privacéo de 4gua 25° dose 12h
26 Privacéo de comida 26° dose 12h
27 Isolamento 27° dose 24h
28 Imobilizagdo + desafio imunol6gico 28° dose 20min

N
©

Eutanésia dos animais

No 29° dia ap0s 0s animais serem eutanasiados, procedeu-se a colecta dos fémures, para
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a execucao de testes experimentais.

Os animais disponibilizados para a elaboracdo deste trabalho estdo descritos na Tabela
2. Nesta tabela os animais estdo dispostos por quantidades, sexos e tipos de tratamentos.
Os animais estudados sdo consequéncia das quantidades disponibilizadas pelos

Laboratorios de Veterinaria, da Universidade Federal de Vigosa.

Tabela 2: Quantificagdo do nimero de amostras utilizadas para este trabalho.

Tipo de tratamento Género Quantidade de amostras

| Masculino 3

| Feminino 2

1 Masculino 5
11 Feminino 4
v Masculino 4

\Y Masculino 2

\Y Feminino 6

3.3. Exames efectuados

Para a obtencdo dos resultados para este trabalho experimental foram efectuados
exames de densitometria, ensaios mecanicos, imunohistoquimicos e de
histomorfometria. A explicacdo de cada exame efectuado bem como a sua finalidade €

demonstrado nos subcapitulos seguintes.

3.3.1 Andlise densitométrica (DEXA)

Foram efectuadas densitometrias (Dual-Energy X-ray Absorptiometry) aos fémures,
para que fosse possivel calcular o conteddo mineral 6sseo (CMO (g)), a area do 0sso
(cm?) no plano monodimensional, bem como a densidade mineral 6ssea (DMO
(g/cm?)).
A formula que leva a obtencdo de DMO € a seguinte:

CMO(g)

DMO = ———
Area (cm?)
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Estes exames foram efectuados com o recurso a um aparelho Alpha DPX propriedade
da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP/Aragatuba—SP, como se pode ver nas
Figuras 12 e 13.

Figura 13: Calibrac&o e obtencéo de imagens no programa LUNAR ®

Os 0ssos sdo colocados dentro de uma tina com dois centimetros de 4gua que simula a

existéncia de tecido mole, como é possivel ver na Figura 14.
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Figura 14: Ossos dentro de uma tina com agua, que simularia os tecidos moles.

Para efeitos de padronizacdo de dados o aparelho foi calibrado para efectuar o exame
nas condi¢des de um individuo do sexo masculino com altura de 1.70 metros e 70kg. As
imagens foram obtidas no modo de alta resolucdo e apés a digitalizacdo das imagens

foram delimitadas manualmente as areas Gsseas para cada amostra.

3.3.2. Ensaios Mecéanicos

Os ensaios mecanicos nos femures foram efectuados na Faculdade de Odontologia da
UNESP/Aracatuba — SP, com recurso a uma maquina universal de ensaios (EMIC®,
DL3000) do Departamento de Materiais Dentarios como se pode verificar na Figura 15.

Figura 15: Maquina universal de ensaio mecéanico (EMIC®, DL3000)

A velocidade de carga aplicada foi de 5mm/min e a célula de carga de 2000N, com base
num procedimento interno do laboratdério. Na Figura 16 representa-se a estrutura com o

prato fixo e a célula de carga. Foram efectuados dois tipos de testes, compressdo da
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cabeca do fémur e compressdo de uma amostra da diafise do fémur, como se verifica

nas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Figura 17: Compresséo da cabeca do fémur

Figura 18: Teste de compressdo da diafise do fémur.

No caso do exame de compressdo, o 0sso foi fixado verticalmente num suporte filatorio,
sendo que a carga foi aplicada sobre a cabeca do fémur como se pode observar na
Figura 17. No caso do ensaio de compressdo, foram cortados segmentos 0sseos da
diafise do fémur, colocados verticalmente, sendo a carga aplicada como se pode

observar na Figura 18.
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Os dados obtidos foram trabalhados no Microsoft Office Excel 2010®, onde foi
elaborada a curva forga versus deslocamento para cada amostra. Na curva tracada foi
determinada a zona linear para o célculo da rigidez, através do maior ajuste de nimero
de pontos a uma regressao linear confiavel. O valor de r2, coeficiente de regressdo
linear, para todos os pontos seleccionados foi maior que 0,999. O valor da regressao
linear na formulay = ax + b representa a inclinagdo da recta, ou seja, 0 médulo de
rigidez do 0sso.

Os valores obtidos relativamente a energia absorvida na zona elastica (ou resiliéncia),
pelo 0sso sdo representados pela area do gréafico, obtida pelo calculo da area abaixo da

curva de cedéncia, como se pode observar na Figura 19.

Tensiio
-

-

4+t o002 g,

Deformagao

Figura 19: Area correspondente & energia absorvida até ao ponto de cedéncia [46].

Os valores obtidos com estes ensaios permitem determinar a resisténcia dssea.

3.3.3. Histomorfometria

Os femures sofreram descalcificacdo numa solugdo descalcificante de citrato de sodio e
acido formico, que foi substituida a cada 4 dias. No final de duas semanas, 0S 0SS0S
encontravam-se suficientemente descalcificados para o processamento histologico. O
material foi lavado em agua corrente durante 6 horas. Em seguida, os o0ssos foram

cortados em fragmentos menores para um processamento mais eficiente. Dos fémures,
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foram retirados dois fragmentos transversais da diafise. As epifises foram seccionadas
longitudinalmente. O material foi processado e passado por alcool 70, 80, 90, 100 e
100%, por duas solugdes de xilol e dois banhos de parafina. Em todas as solugdes, o
material foi mantido 60min. Em seguida, foram montados os blocos de parafina, cada

um contendo um fragmento 6sseo, como se pode ver na Figura 20.

Figura 20: Blocos de parafina contendo os fragmentos 6sseos.

Os cortes histolégicos foram realizados em micrétomo de rotagcdo (Leica RM2245),
com espessura de 4um. Foram colectados quatro cortes de cada amostra, tendo cada um
pelo menos 20um de distancia do outro.

Apo6s permanecerem em estufa a 56-60°C durante toda a noite, as laminas foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas em concentragdes decrescentes de alcool e em
agua, coradas em hematoxilina e eosina, e montadas com laminula e balsamo do
Canada. As laminas foram observadas em microscopio optico (Nikon Eclipse E600)
analisadas em programa computacional (Micrometrics SE Premium) ap6s captura da
imagem (Feldmann Wild Leitz Digi-Pro 5.0M).

O volume trabecular 6sseo (BV/TV) foi avaliado no corpo das vertebras e na cabeca do
fémur, pelo programa ImageJ® através do recurso ao célculo de areas. Nas laminas
analisadas, foram feitas fotomicrografias com o aumento de 100X para 4 zonas distintas
da cabeca do femur. O campo de observacdo para analise dos fémures foi determinado
como um campo medio ao longo da linha de crescimento, porém abaixo desta, de forma
a gque ndo estivesse presente na imagem adquirida no aumento de 100X, abrangendo
apenas 0sso trabecular. Pode visualizar-se na Figura 21 um exemplo do tipo de imagens

capturadas e avaliadas.
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Figura 21: Corte longitudinal da cabeca do fémur.

O processamento histolégico das amostras foi realizado no Laboratério de
Histopatologia do Departamento de Veterinaria da UFV; e a andlise das laminas, no
Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vectores no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agro-pecuaria, na UFV (LBCHV/BIOAGRO-UFV).

3.3.4. Imunoistoquimica

Os exames de imunoistoquimica tem como objectivo detectar marcagdes positivas para
OPG, RANK e RANK-L, e assim efectuar uma analise sobre a actividade dos
osteoclastos e osteoblastos. Para que as ld&minas fossem tratadas procedeu-se a execugao

de um protocolo de imunoistoquimica. Este protocolo podera ser consultado em anexo.
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Capitulo 4

Resultados e sua discussao

Neste capitulo, apresentam-se o0s resultados obtidos com a realizacdo de exames de
DEXA, ensaios mecanicos, bem como a realizacdo de exames histomorfométricos e de
Imunoistoquimica.

Para efectuar este estudo os animais foram pesados antes de sofrerem qualquer tipo de
protocolo sendo tomado o seu peso inicial (P1), e no final dos 29 dias os animais foram
novamente pesados, sendo tomado o seu peso final (PF).

Com a comparagdo de Pl e PF entre os individuos pode verificar-se que os animais que
sofreram o tratamento |, mantém o mesmo peso ao longo dos 29 dias notando-se s6 uma
ligeira subida de peso no caso do grupo de machos, embora ndo muito significativa. Nos
grupos que sofreram os tratamentos Il, Il nota-se uma perda de peso, sendo que
sofreram o tratamento 1V; os individuos do sexo feminino aumentaram o seu peso ao
contrario dos pertencentes ao sexo oposto. No caso dos animais que receberam o
tratamento V, verifica-se um aumento de peso dos individuos de ambos 0s sexos, sendo
0 aumento de peso mais notdrio para os individuos do sexo feminino.

Na elaboracdo das tabelas procedeu-se a colocacdo do valor da média e o valor

aproximado (%) do desvio padréo em seguida.
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4.1. Pesagens

De acordo com os dados da Tabela 3, em todos os casos 0 peso inicial dos machos era
superior ao das fémeas, sendo este factor normal em mamiferos. Verifica-se para o caso
dos animais que sofreram o tratamento | (controle) que os machos aumentaram
ligeiramente o0 peso ao longo dos 28 dias sendo que nas fémeas o peso foi mantido,
havendo s6 uma perda de 0,2 gramas, valor que ndo € muito significativo. Os animais
que sofreram o tratamento Il (stress) tiveram perda de peso ligeiramente mais
significativo no caso dos machos com 6,06% e 2,1% nas fémeas, verifica-se também
que para este tipo de tratamento e para ambos 0s sexos 0s desvios padrdo sdo bastante
elevados, indicando que mesmo dentro do mesmo sexo existem individuos que reagem

de maneira bastante diferente.

Nos animais que sofreram o tratamento 111 verifica-se que em ambos 0s géneros existiu
perda de peso, sucedendo que para este tratamento a perda foi mais significativa para o
género feminino, sendo esta perda de 3,95% contra 0,85%, verificando-se assim que as
fémeas foram mais afectadas por este tipo de tratamento, no entanto verifica-se mais
uma vez elevados desvios padrdo para o caso dos machos que indica que nem todos eles

reagem da mesma forma ao tratamento.

No caso do Tratamento IV (com GH) existe uma perda de peso nos machos, cerca de
4% do seu peso inicial, contra um aumento de peso das fémeas de 14%, no caso das
fémeas pode ver-se que o desvio padrdo baixou 0 que indica que 0S Seus pesos se
tornaram mais homogéneos. No tratamento V, verifica-se que para ambos 0s sexos
houve um aumento de peso sendo que para as fémeas é mais evidente que para 0s

machos.
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Tabela 3: Tabela de pesos total de todos 0s animais em gramas.

Machos Fémeas
Tratamento Peso inicial (P1) Peso final (PF) Peso inicial (PI) Peso final (PF)
Média e desvio Média e desvio Média e desvio Média e desvio
padréo padréo padréo padrao

| 430,6 + 25,8 439,4 + 38,5 329,7+7,3 329,4+1277

11 394,8 +44.3 378,8 +39,5 2914 +4377 285,3+425

11 402,0+61,4 399,0 + 58,2 261,4+17,0 251,1+19,0

v 500,7 + 45,3 480,7 + 43,5 270,6 + 23,9 309,4 £ 8,7

\Y 410,6 £ 56,8 426,4 + 55,9 266,3 £ 9,7 310,4 + 16,2

4.2. Densitometria

Os resultados obtidos para os exames de DEXA estdo representados na Tabela 4. A
diferenca entre os valores € significativa. De acordo com a tabela pode observar-se que
0s machos apresentam uma DMO superior a das fémeas, algo que ja era expectavel pois
trata-se de uma diferenca que esté ligada ao género.

De acordo com os dados pode ver-se que o tratamento |1 fez baixar a DMO dos machos,
ou seja apesar da perda de peso, estas acabaram também por perder massa dssea, em
comparagdo com o grupo de controlo.

O grupo que sofreu o tratamento Il perdeu também DMO relativamente ao grupo de
controlo, por falta de dados ndo se sabe qual a influéncia nesta perda de DMO pela
saponina. No grupo que sofreu o tratamento IV notou-se um aumento da DMO,
comparativamente com o grupo de machos que sofreu o tratamento I, nesse caso pode
dizer-se que os resultados actuais estdo de acordo com outros estudos que afirmavam
este mesmo facto para a hormona GH.

O grupo que sofreu o tratamento V nota-se uma grande perda de massa 6ssea em ambos
0s sexos, sendo mais evidente para os machos que perderam cerca de 6,02% de DMO, e
para as fémeas 4,16%.
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Tabela 4: Resultados densitométricos.

Grupo: Média de CMO (g) Média de area (cm?) Média DMO (g/cm?)
e desvio padréo e desvio padrao e desvio padrao
Fémeas | 0,3400 £+ 0,0127 1,8930 +0,1598 0.1805 + 0,0219
Machos | 0,4348 +0,0343 2,1292 + 0,1537 0,2046 + 0,0132
Machos 11 0,3643 £ 0,0535 2,1247 +0,1881 0,1713 £ 0,0121
Fémeas 111 0,3542 £+ 0,0488 2,0590 £ 0,3428 0,1698 + 0,0259
Machos IV 0,5644 £ 0,1040 2,5670 = 0,2199 0,2188 = 0,0262
Fémeas V 0,3510 + 0,0070 2,0960 % 0,0890 0,1730 = 0,0042
Machos V 0,3298 + 0,0475 1,7535 £ 0,1196 0,1923 = 0,0250

A andlise dos valores médios de DMO podem ser visualizados também no Gréfico 1,

onde é possivel observar os valores correspondentes ao desvio padréo.
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0,2
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Gréfico 1 Média de DMO

4.3. Ensaios mecanicos

Com a realizacdo de ensaios mecanicos da compressdo da cabeca femoral, foi possivel
obter os Gréficos 2 a 8, em que estes representam as curvas for¢a-deslocamento obtidas,
para cada grupo de animais estudados e respectivo tratamento. Com a analise dos

gréficos observa-se a uniformidade dos dados obtidos, bem como o comportamento
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0sseo a compressao mecanica.
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Gréfico 2: Curva forga-deslocamento para fémeas com tratamento I, (cabeca femoral).

No Grafico 2 pode observar-se que o Animal 1 tem valores mais dispares dos restantes
elementos do grupo. No Animal 1 notam-se ligeiras irregularidades na curva forca-

deslocamento, que ocorreram no momento do ensaio mecanico.
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Gréfico 3: Curva forga-deslocamento para machos com tratamento I, (cabeca femoral).

No Grafico 3 pode observar-se a homogeneidade dos dados de ambos os animais

durante a fase elastica do exame 0sseo.
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Gréfico 4: Curva forca-deslocamento para machos com tratamento 11, (cabega femoral).

Observa-se no Gréfico 4, homogeneidade relativamente a fase elastica do ensaio
mecanico para oS animais que sofreram o tratamento Il, relativamente ao género
masculino. O grafico demonstra ligeiras variacGes entre os valores que cada um dos

animais apresenta através das curvas forca-deslocamento na cabeca do fémur.
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Gréfico 5: Curva forga-deslocamento para fémeas com tratamento 111, (cabega femoral).

No Gréafico 5 observa-se pouca homogeneidade das curvas forca-deslocamento, para o
tratamento 111 em fémeas.
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Machos tratamento IV
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Gréfico 6: Curva forga-deslocamento para machos com tratamento 1V, (cabeca femoral).

No Grafico 6 pode observar-se as diferencas entre os valores da curva forca-

deslocamento para cada individuo que sofreu o tratamento 1V.
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Grafico 7: Curva forca-deslocamento para fémeas com tratamento V, (cabeca femoral).

Nos Grafico 7 podem observa-se as curvas forca-deslocamento para o tratamento V em

fémeas e a suas diferencas entre os animais do mesmo grupo.
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Grafico 8: Curva forga-deslocamento para machos com tratamento 1V, (cabeca femoral).

No Gréafico 8 pode observa-se a homogeneidade de valores entre os animais no inicio da

fase elastica para as curvas forca-deslocamento.

Nos graficos anteriores € possivel observar que em alguns grupos existem grandes
diferencas entre animais dos mesmos grupos, este facto pode ser justificado pela falta de

homogeneidade entre a populacdo de animais, e também pelas condi¢des de hidratacdo

6ssea no momento do ensaio mecanico.

Nos ensaios mecanicos para a diafise femoral, obtiveram-se os Graficos 9 a 15, em que
pode observar-se o tipo de curva forca-deslocamento obtida, a partir das quais se

registard o mddulo de elasticidade e o restante comportamento mecanico 0sseo a

compressao.
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Gréfico 9: Curva forca-deslocamento para fémeas com tratamento | (diéfise femoral).

No 9 nota-se a uniformidade entre os valores das curvas forca-deslocamento para 0s
animais do género feminino que sofreram o tratamento | para o caso da diafise femoral.
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Gréfico 10: Curva forca-deslocamento para machos com tratamento I, (diéfise femoral).

No Gréafico 10 observa-se uniformidade entre 0 comportamento 6sseo para ambos 0s
animais do mesmo grupo.
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Gréfico 11: Curva forca-deslocamento para machos com tratamento I, (diafise femoral).

No grafico 11 esta patente a falta de semelhanca ente os valores tomados pelas curvas
forca-deslocamento entre os varios animais do género masculino que sofreram o
tratamento de stress.
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Gréfico 12: Curva forca-deslocamento para machos com tratamento 111, (diafise femoral).

No grafico 12 nota-se a homogeneidade entre dois dos animais do grupo que sofreu o
tratamento 111, em comparagdo com 0s restantes animais.
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Gréfico 13: Curva forga-deslocamento para machos com tratamento 1V, (diafise femoral).

Com a analise do Grafico 13, pode observar-se os diferentes valores tomados para o
grupo de machos que sofreu o tratamento IV e o seu comportamento relativamente a

forca aplicada e ao deslocamento sofrido.
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Gréfico 14: Curva forca-deslocamento para machos com tratamento V, (diéfise femoral).

No Gréafico 14 verifica-se a homogeneidade de valores que as fémeas que sofreram o

tratamento V apresentam na fase elastica do ensaio mecéanico.
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Grafico 15: Curva forga-deslocamento para machos com tratamento V, (diafise femoral).

No grafico 15 podem observar-se as curvas forca-deslocamentos para o caso dos

machos que sofreram o tratamento V, e é notoria a diferencia entre 0 comportamento

0sseo dos dois animais que pertencem a este grupo.

Com a leitura dos gréaficos anteriores, é notdrio que dentro dos mesmos grupos, existem

valores que tém grande disparidade dos do restante grupo, este facto pode dever-se a

possivel desidratacdo dos 0ss0s no momento do ensaio mecanico.

Para a obtencdo do mddulo de elasticidade procedeu-se a regressao linear na zona de
comportamento elastico da curva o-g, dos graficos apresentados anteriormente,

considerando-se o declive da equacdo fornecida como sendo o médulo de elasticidade,

Gréfico 16.
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Grafico 16: Mddulo de elasticidade recorrendo a um ajuste linear na zona de comportamento elastico.

Na tabela 5 pode ver-se os resultados do ensaio mecanico da cabeca do fémur onde é

calculado 0 modulo de elasticidade e a energia absorvida.

Tabela 5: Ensaio mecanico da cabega femoral.

Grupo Média do médulo de elasticidade (E) Média da resiliéncia
(N/mm?) e desvio padréo (N/mm?) e desvio padréo
Fémea | 197,65 £ 84,59 2,53 +0.83
Machos | 284,02 +175.83 2,92+1.42
Machos Il 231,14 + 76,52 1,54+ 0,95
Fémeas 111 156,42 + 68,56 0,89 +1,82
Machos IV 294,71 + 49,71 0,75+0,94
Fémeas V 116,48 + 21,58 1,18 + 0,68
Machos V 194,71 + 65,82 1,80+1,32

Em ambos os géneros pode perceber-se que o stress teve influéncia na perda de rigidez
(mddulo de elasticidade) da cabeca do fémur, bem como na perda de resiliéncia. No
entanto, para o individuo que sofreu tratamento IV, o seu mddulo de elasticidade
aumentou 3% em comparagdo com o grupo controlo. Este também foi o individuo que
apresentou menor energia absorvida na fase elastica, significando que deste modo o
0ss0 na zona da cabecga femoral pode facilmente sofrer uma ruptura 6ssea influenciado
pela sua elevada rigidez, mas fraca resiliéncia. Os animais que sofreram o tratamento 11

demonstraram um mddulo de elasticidade menor que o seu controle, e a energia
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absorvida na fase elastica foi inferior ao seu controlo 64%, assim este grupo de animais

pode estar susceptivel a problemas 6sseos uma vez que o nivel de tensdes suportado

serd inferior.

Os animais que sofreram o tratamento IV tém baixo modulo de elasticidade logo os

valores de energia absorvida na fase elastica sdo maiores que os grupos I, 111, e 1V.

Nota-se, no entanto, que em todos 0s casos existem sempre valores mais baixos para o

género feminino.

No Gréafico 1

elasticidade e

7, encontram-se representados os valores medios do modulo de

0s respectivos desvios padrdo para cada animal tratado. E possivel

observar no Gréfico 18 os valores correspondentes a resiliéncia, na cabeca do fémur.

Modulo de elasticidade (N/mm?)
. mmm Média
i == Desvio pad.
\ N NS Q Y 2\
& & & %6\ 09\ o s
sz@ @rb(l @’bé\ <®(°® Q'bé\ ({QS.\\Q/ @’b&
Animais tratados

Gréfico 17: Média do médulo de elasticidade e desvio padréo (N/mm?).
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Gréfico 18:Energia absorvida, obtida através da compressdo da cabeg¢a do fémur.

Os valores para 0 ensaio mecanico sobre a diafise do fémur estdo representados na
Tabela 6.

Tabela 6: Ensaio mecanico da compressao da diafise do fémur

Grupo: Média do médulo de elasticidade Média da resiliéncia
(N/mm?) (N/mm?)
e desvio padréao e desvio padréao

Fémea | 1800,61 + 587,25 2,18+0,64

Machos I 2258,37 £ 762,76 7,48 + 3,87

Machos 11 1855,63 + 829,57 5,81+ 3,63

Fémeas Il1 1576,65 + 66,96 1,79+1,43

Machos 1V 2487,89 + 1179,96 1,60+1,96

Fémeas V 1323,07 + 1039,91 1,52 +1,03

Machos V 1556,76 + 411,132 2,29+1,14

Os valores do modulo de elasticidade para a diafise sdo superiores nos machos em todos
0S casos em comparagcdo com 0 mesmo tratamento em relagdo as fémeas. Observa-se
gue o animal com maior modulo de elasticidade é o que sofreu o tratamento 1V, tendo
aumentado 11% em comparagdo com 0s grupos de controlo. Este grupo apresenta
também a menor a menor energia absorvida, indicando assim que a sua resiliéncia é

muito reduzida em comparagdo com 0s outros grupos. Os baixos valores de resiliéncia,
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apesar de registados com uma elevada rigidez, indicam que no 0sso pode ocorrer
fractura apos o limite de cedéncia.

No caso dos individuos que sofreram o tratamento V verifica-se uma clara perda de
rigidez 6ssea sendo de 26.5% para as fémeas e de 31% para 0os machos, comparando
com os respectivos grupo de controlo sendo assim apenas nos casos dos individuos que
fizeram o tratamento V 0 modulo de elasticidade é mais baixo, ou seja 0s
glucocorticoides tém influéncia no modulo de elasticidade da diafise comprometendo a
estabilidade dssea. O género feminino do tratamento V é assim aquele grupo que
apresenta uma menor energia absorvida, significando um elevado risco de fractura.
Analisando os valores do grupo Ill, nota-se que para o caso da diafise sdo
aproximadamente 17% inferiores que os valores do controlo.

E de notar que na diafise femoral os valores de energia absorvida, bem como o médulo
de elasticidade para o género masculino tem um decréscimo muito mais significativo
que para o caso do género feminino. Para ambos 0s casos 0 género masculino, sofre

perdas mais intensas que o género feminino.

No Gréafico 19 é possivel ter uma perspectiva esquematica da média do modulo de

elasticidades referentes a zona da diafise do fémur, bem como o desvio padrao.
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Gréfico 19: Média do médulo de elasticidade da diafise do fémur.

No Grafico 20 observa-se a energia absorvida até a cedéncia 6ssea para a compressao da

diafise do fémur.
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Gréfico 20: Energia absorvida até a cedéncia na compressdo da diafise femoral

Sabendo que a GH € responsavel pelo crescimento longitudinal 6sseo, podera estar

assim desta forma a afectar a capacidade de absorcao energética, por parte do 0sso.

Na Tabela 7 com a anélise dos resultados para a espessura do 0sso cortical e o0 diametro
do canal medular, pode ver-se que os valores sdo bastante semelhantes e ndo apresentam
elevada disparidade entre si. Os individuos ndo sofreram um protocolo de stress

suficientemente agressivo para que houvesse uma diminuigéo do osso cortical.

Tabela 7: Andlise da espessura do 0sso cortical da diafise

Grupo: Média da espessura do osso Meédia do didmetro do canal medulara
cortical (mm) e desvio padréo (mm) e desvio padrao
Fémeas | 0,645 + 0,020 5,01 £ 0,07
Machos | 0,701 + 0,045 5,21+0,19
Machos 11 0,689 + 0,023 5,15+ 0,51
Fémeas 111 0,661 + 0,007 4,98+ 0,13
Machos 1V 0,698 + 0,034 5,15+ 0,25
Fémeas V 0,625 + 0,036 4,87+0,16
Machos V 0,694 + 0,025 4,99 + 0,36
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O Graéfico 21 representa os valores médios da espessura do 0sso cortical atraves de corte
horizontal da diafise femoral, bem como os respectivos desvios padrdo. No Grafico 22

encontram-se as medidas para o diametro do canal medular da diafise do fémur.

Espessura do osso cortical em (mm)

0,8
0,7
0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 -
0,2 - mmm Média

Espessura

0,1 - == Desvio pad
O .

Animais tratados

Grafico 21: Espessura do osso cortical.
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Gréfico 22: Diametro do canal medular.

4.4. Histomorfometria

Na Tabela 8 e no Grafico 23 observam-se 0s resultados das medicGes

histomorfométricas, BV/TV, obtidos com o auxilio do software ImageJ®. Devido a
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perdas de material durante o processamento, os resultados obtidos ndo tém uma margem
de confianca elevada. Pode observar-se que ndo existe qualquer tipo de concordancia

com os valores obtidos através de exame de densitometria.

Tabela 8: Resultados obtidos através de histomorfometria.

Grupo Osso trabecular na cabeca do fémur (%)

Meédia e desvio padrao

Fémeas | 36,34+9,05
Machos | 51,12+7,4
Machos 11 43,17+ 6,8
Fémeas 111 40,23+0,32
Machos IV 44,99+1,21
Fémeas V 47,64+1,66
Machos V 50,42+8,52
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Gréfico 23: Variagdo do volume trabecular 6sseo

4.5. Imunoistoquimica

Todas as laminas analisadas mostraram marcacdo imunoistoquimica, mas as diferencas
foram quase imperceptiveis. A falta de diferencas pode dever-se a degradagdo de algum

material com o manuseamento e processamento do mesmo, provocando assim uma falta
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de resultados aparente.
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Capitulo 5

Analise comparativa de influéncia do stress moderado crénico
com animais de diferentes idades

Neste capitulo sera efectuada uma analise dos dados estudados por VALENTE, em que
o factor limitante era apenas o stress. Os animais foram divididos por idades, jovens e

idoso, e também por género. E possivel observar-se na Tabela 9 o protocolo de stress

adoptado.
Tabela 9: Protocolo de stress
. Hora
Dias Agente stressante o Duragéo
Inicio
1, 8, 15, 22 Frio 14:00 2 horas
2, 9, 16, 23 Calor 16:00 2 horas
3, 10,17, 24 Isolamento 07:00 24 horas
4, 11,18, 25 Inclinacéo da gaiola 13:00 3 horas
Privacdo de 4gua 7:00 12 horas
5, 12,19, 26 . .
Privacdo de comida 19:00 12 horas
6, 13,20, 27 CondicGes padrao
Imobilizacéo 7:00 )
7, 14,21, 28 ) 20 min
lluminacdo noturna 19:00

5.1. Ratos jovens

Como é possivel observar na Tabela 10 os valores de DMO dos individuos de controlo
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para ratos jovens sdo mais elevados para o sexo masculino que para o feminino, sendo
que existe uma diminuicdo de DMO, para ambos 0s sex0s em casos em que estes séo
submetidos a stress. Verifica-se que o stress tem influéncia na perda de massa 6ssea,
porém o stress para 0 caso de individuos jovens é mais preponderante no caso das
fémeas visto que perderam cerca de 11.7% da sua DMO inicial em comparacdo com 0s
machos, que perderam apenas 6.6% da DMO inicial. Comprova-se assim que 0 stress
pode afectar diferentes individuos, mas afecta cada um deles de maneira diferente.

Tabela 10: Resultados Densitométricos para ratos jovens [43].

Média da area (cm?) Média de DMO

e desvio padréo (glem?)

Grupo Média CMO (g)
e desvio padréao

e desvio padréao

Macho controlo 0,456 + 0,049 1,825+ 0,104 0,250 + 0,015
Fémea controlo 0,383 £ 0,071 1,544 + 0,170 0,248 + 0,029
Macho stress 0,471 £ 0,041 1,996 + 0,083 0,236 + 0,028
Fémea stress 0,334 £ 0,020 1,527 £ 0,082 0,219 + 0,010

5.2. Ratos Idosos

Na Tabela 11 podem ser observados os resultados do exame DEXA, para ratos idosos.
Segundo os valores de DMO de fémea controlo e macho controlo, apesar de estes
individuos serem ja idosos, ndo existe uma diferenca entre a sua DMO téo grande como
seria de esperar. Todavia quando é imposto o stress as fémeas tem uma perda percentual
de DMO muito superior aos machos, sendo para elas 24,31%, e para eles 8,09%, o que
pode significar que nesta idade as fémeas estdo mais susceptiveis ao stress que 0s

machos.
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Tabela 11: Resultados densitométricos param ratos idosos [43].

Grupo Média CMO (g) Média da area (cm?) Média de DMO
e desvio padréo e desvio padréo (g/cm?)
e desvio padréo

Macho controlo 0,561 + 0,011 2,065 + 0,022 0,272 £+ 0,006
Fémea controlo 0,382 = 0,060 1,565 + 0,034 0,251 + 0,030
Macho stress 0,569 = 0,052 2,277 + 0,106 0,250 + 0,016
Fémea stress 0,349 = 0,091 1,824 + 0,286 0,190 + 0,038

Com a comparacgéo de resultados pretende-se provar que o stress influencia a perda de
massa Gssea, para ambos 0s sexos, bem como para as diferentes idades, jovens, adulto e
idosos. A perda de massa 0ssea é também mais evidente para o género feminino em
comparagdo com o genero masculino.

Um dos factores que pode contribuir para que a perda de DMO seja mais intensa nas
fémeas que nos machos, é a diminuicdo hormonal no género feminino, nomeadamente

0s niveis de estrogénio.
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Capitulo 6

ConclusOes e Trabalhos Futuros

Com o aumento da esperanca média de vida ha um profundo interesse em que 0s
individuos possam apreciar a sua vida com qualidade e salde, pelo que é importante
perceber como surgem certas doengas para que se possam combater. Um dos maiores
problemas de salde publica nos paises mais desenvolvidos € a osteoporose. A
osteoporose € actualmente considerada um dos problemas de salde, sendo que na
populacdo idosa, especialmente a do género feminino, existe a maior incidéncia.

A osteoporose caracteriza-se pela baixa densidade 6Ossea e pela degeneracdo da
microarquitectura 6ssea, convergindo assim num problema de fragilidade dssea, e de
facil exposicdo a fracturas. Numa fase inicial a osteoporose é associada a falta de
sintomas, e s6 num estado avancado de desenvolvimento é que manifesta dor cronica.
Quando ha a ocorréncia de fracturas osteopdricas, a do colo do fémur é a mais
frequente, sendo também a que tem um tratamento mais invasivo e urgente, devido a
enorme facilidade de necrose. Muitos factos apontam que o estilo de vida actual ndo é o
mais indicado. O que se come e bebe, muitas vezes a falta de exercicio fisico, e até as
noites mal dormidas podem trazer complicac¢Ges associadas a esta patologia.

Com este trabalho podem ser retiradas conclusdes relativas a este assunto, sendo que o
factor stress é bastante abrangente. Pode assim perceber-se que este tem uma grande
influéncia na perda de massa 6ssea, em todas as idades e em ambos 0s géneros. A perda
de massa 0Ossea esta também fortemente associada a hormonas femininas, visto que é
este género que perde maior DMO.

Apds a conclusdo deste trabalho observou-se que o protocolo de stress moderado
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cronico, consegue provocar perda de massa 0ssea, e comprometer assim a sua estrutura,
este facto é comprovavel através da analise dos resultados mecéanicos e de
densitometria, sendo perceptivel a perda de densidade dssea, para ambos 0s géneros.

A introducdo de GH no protocolo de stress deixa algumas duvidas, uma vez que para o
exame densitométrico se nota um aumento da DMO, nos ensaios mecanicos verifica-se
que o grupo de animais que sofreu tratamento com GH, apresenta uma energia
absorvida muito baixa.

A introdugdo de GC’s vem de encontro a grande tomada de medicamentos, que t€ém este
tipo de hormonas. Justifica-se assim de interesse saber qual o seu papel na
microarquitectura éssea. Os resultados da aplicacdo de GC’s demonstram que estes sdo
desfavoraveis para a massa 0ssea, sendo que em todos 0s exames se demonstrou que
esta hormona é prejudicial a estrutura 6ssea. Com a avaliacdo dos resultados demonstra-
se mais eficiente no que respeita a diferencas entre 0 0sso trabecular e o 0sso cortical,
afirmando-se que este protocolo néo é suficientemente agressivo para 0s 0ssos cortical
da diéfise do fémur, por ndo efectuar mudancas significativas na estrutura.

Quanto aos valores de RANK/RANKL/OPG ndo foi possivel obter nenhuma resposta
em concreto, podem dever-se a falhas durante o processo de imunoistoquimica.

Existem muitos estudos com modelos de stress cronico sobre glandulas produtoras de
hormonas e o sistema nervoso, no entanto com este trabalho pode perceber-se qual o
papel do stress na perda de massa 0ssea em concreto atendendo a diferentes variaveis e
factores. Com o tipo de experiéncias realizadas neste trabalho foi possivel obter
informacdes distintas, sendo possivel detectar a causa-efeito nas diferentes varidveis. O
estudo possibilita extrapolar o conhecimento obtido em Rattus norvegicus para
estruturas GOsseas de humanos. Com este trabalho identificaram-se diferentes
metodologias simples e validas que permitem obter informacdo importante sobre a

perda da massa 0ssea em estruturas bioldgicas celulares.

Como trabalhos futuros seria interessante estudar o stress na gravidez e a influéncia na
massa 0ssea da progenitora bem como dos fetos. Verificar a influéncia no nimero de
fetos bem como a possibilidade de aborto espontaneo. Também o estudo da influéncia
da gravidez na perda de massa 0ssea, comparativamente com individuos que nunca
engravidaram seria um tema de interesse.

Para cada um destes temas a utilizagdo de um maior nimero de individuos seria

interessante para garantir uma melhor amostragem.
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ANexos

Protocolo de imunohistoquimica utilizado no trabalho experimental

Desparafinizagéo:

1. Colocar as laminas a analisar na estufa durante duas horas a temperatura de 65°C
2. Colocar em xilol | durante cinco minutos
3. Colocar em xilol Il durante cinco minutos

Reidratacéo:

4. Colocar as laminas em Alcool 100% durante cinco minutos
5. Repetir o processo em novo alcool a 100% durante cinco minutos
6. Colocar as laminas numa solucdo comporta por metanol e 3% de perdxido

durante 30 minutos

7. Colocar as laminas em alcool a 96% durante cinco minutos
8. Repetir a introducdo das laminas em alcool a 96% durante cinco minutos.
9. Colocar as laminas em alcool a 70% durante cinco minutos.

10. Colocar as laminas em PBS durante cinco minutos.

11.  Repetir o processo colocando as ldminas em PBS durante cinco minutos.

Recuperacdo antigénica:

12.  Colocar as laminas em tripsina a temperatura de 37°C

13.  Estabilizacdo das laminas em temperatura ambiente durante vinte minutos.
14.  Colocar as ldminas em PBS durante cinco minutos.

15.  Repetir o processo colocando as laminas em PBS durante cinco minutos.

Bloqueio da Biotina enddgena:

16.  Colocar as ldaminas na solucdo de Adivina durante vinte minutos.

17.  Colocar as laminas na solucdo de PBS durante cinco minutos.

18.  Colocar novamente as laminas na solucdo de PBS durante cinco minutos
19.  Colocar as ldaminas na solucdo de leite em p6 durante trinta minutos.

20.  Colocar as laminas na solucdo de PBS durante cinco minutos.



21.  Recolocar as laminas na solucéo de PBS durante cinco minutos.

Incubagdo com anticorpo primario

22.  Secar as laminas ao redor com papel absorvente.

23. Colocar as laminas em camara humida com uma diluicdo de anticorpo primario
diluido na propor¢do de 1:50 com solucdo de PBS, a temperatura de 4° durante 12
horas.

24.  Colocar as laminas em solucdo de PBS durante cinco minutos.

25.  Recolocar as laminas em solucdo de PBS durante 5 minutos.

Incubacdo com anticorpo secundario:

26.  Secar as laminas ao redor com papel absorvente

27.  Adicionar uma solu¢do com anticorpo secundario diluido numa proporcéo de
1:100 com solucdo de PBS, em camara humida & temperatura de 37°C durante uma
hora.

28.  Colocar as laminas em solucdo de PBS durante cinco minutos.

29.  Repetir o processo colocando as laminas em solugcdo de PBS durante cinco

minutos.

Incubacdo de substrato de Estreptovidina:

30.  Secar as laminas ao redor com papel absorvente.

31.  Colocar solucdo de substrato diluido na proporcdo de 1:500 nas laminas, em
camara himida durante uma hora.

32.  Colocar as laminas em solugdo de PBS durante cinco minutos.

33.  Repetir o processo colocando as laminas em solugédo de PBS durante cinco

minutos.

Solucéo reveladora:

34.  Secar as laminas com papel absorvente ao redor.

35.  Colocar as laminas em camara humida e adicionar 200ul de solugcdo DAB
durante sete minutos.

36.  Retirar a solugdo DAB cautelosamente com agua destilada.



Coloracéo de desidratacéo:

37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,

Colocar as laminas em solucéo de Hematoxilina de Harris, durante 10 segundos.
Colocar as laminas em alcool a 70% durante cinco minutos.

Colocar as laminas em alcool a 80% durante cinco minutos.

Colocar as laminas em alcool a 90% durante cinco minutos.

Colocar as laminas em alcool a 100% durante cinco minutos.

Repetir a colocacdo das laminas em &lcool a 100% durante cinco minutos.
Colocar as laminas em xilol I durante cinco minutos.

Colocar as laminas em Xilol Il durante cinco minutos.
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