Histomorfometria Ossea de Ratas Hipertiredideas
Lactantes e Nao-Lactantes

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar se o hipertireoidismo potencializa a os-
teopenia causada pela lactagao. Foram utilizadas 24 ratas adultas distribuidas
em quatro grupos: eutiredideo nédo lactante (controle), eutiredideo lactante,
hipertiredideo nao-lactante e hipertiredideo lactante. Todos os animais foram
necropsiados, 20 dias apos a gestagcao. As vértebras toracicas e lombares, o
fémur e a tibia foram colhidos, descalcificados e submetidos a andlise histo-
morfométrica. O grupo eutiredideo lactante apresentou osteopenia intensa
em todos os sitios 6sseos estudados. No grupo hipertiredideo nao-lactante,
nao houve alteracdo da porcentagem de tecido 6sseo trabecular nos sitios
analisados. No grupo hipertiredideo lactante, havia osteopenia na tibia e no
fémur, semelhante a do grupo eutiredideo lactante. Mas a porcentagem de
tecido 6sseo trabecular em todos os corpos vertebrais foi significativamente
maior em comparagéo ao grupo eutiredideo lactante. Conclui-se que o hiper-
tireoidismo nao agrava a osteopenia lactacional em ratas, mas minimiza a
osteopenia vertebral por estimular a atividade osteoblastica. (Arq Bras Endo-
crinol Metab 2008; 52/4:677-683)

Descritores: Osso; Osteopenia; Lactagao; Hipertireoidismo; Rata.

ABSTRACT

Bone Histomorphometry of Lactating and No Lactating Hyperthyroid Rats.
The objective of this study was to verify if hyperthyroidism potentiates the
osteopenia lactational. 24 adult female rats were distributed in four groups:
euthyroid no lactating (control), euthyroid lactating, hyperthyroid no lactating
and hyperthyroid lactating. 20 days after gestation, all the animals were
necropsied. The thoracic and lumbar vertebrae, the femur and tibia were de-
calcified and processed for histomorphometric analysis. The euthyroid lactat-
ing group presented intense osteopenia in the studied bones. In the
hyperthyroid no lactating group, there was not any change in trabecular bone
percentage in none of the analyzed bone. In the hyperthyroid lactating group,
there was osteopenia in the tibia and femur, similar to the one in the euthy-
roid lactating group. But the trabecular bone percentage in all the vertebral
bodies was significantly larger in comparison with the euthyroid lactating
group. It was concluded that the hyperthyroidism does not potentiate the
osteopenia lactational in female rats, but it minimizes the vertebral osteope-
nia once it stimulates the osteoblastic activity. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008;
52/4:677-683)
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INTRODUCAO

GESTACAO E A LACTACAO caracterizam-se por altera-

¢oes significativas do perfil enddcrino materno,
particularmente dos niveis de estrégeno e prolactina,
que, entre seus inimeros efeitos, atuam também no te-
cido 6sseo (1,2). Enquanto na gesta¢io hd elevados ni-
veis de estrégeno, na lactagio hd hipoestrogenismo ¢
hiperprolactinemia (3), que podem estar envolvidos na
génese da osteopenia lactacional. Além disso, durante a
gestagdo e a lactagdo, ha transferéncia de célcio da mae
para o feto e hipercalcitria (4), o que causa na mie
desequilibrio entre reabsor¢do e aposi¢ao dsseas, balan-
¢o negativo de calcio sérico (5) e osteoporose lactacio-
nal (3). Assim, gestagdes sucessivas sem recuperagio da
massa 0ssea podem ter impacto negativo futuro sobre o
tecido 6sseo, aumentando o risco de osteoporose du-
rante o periodo reprodutivo ou na menopausa (4).
Além disso, deficiéncias de cilcio, vitaminas e alteragoes
endécrinas podem alterar o metabolismo 6sseo, agra-
vando a osteopenia lactacional (6).

Ja foi estudado o efeito do hipertireoidismo asso-
ciado a osteopenia pos-castragio em modelos animais
(7,8) ¢ em associagio a osteopenia pds-menopausa
(9,10). Os resultados destes estudos permitiram con-
cluir que o hipertireoidismo deve ser considerado fator
de risco para a osteoporose causada pela deficiéncia dos
hormonios sexuais (9,10), ¢ que os efeitos da adminis-
tragdo de tiroxina sio dose ¢ tempo dependentes, va-
riando entre os diferentes sitios do esqueleto (8). Mas a
literatura carece de informagdes sobre o efeito da asso-
ciagdo hipertireoidismo-lactagio no tecido dsseo.

O objetivo deste estudo foi comparar a histomorfo-
metria éssea de ratas lactantes tratadas ou nio-tratadas
com tiroxina, a fim de verificar se o hipertireoidismo
constitui fator de risco para a osteopenia lactacional.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 ratas Wistar com dois meses de ida-
de (adultas), alojadas em caixas pldsticas (quatro a cinco
ratas/caixa) e recebendo ragio comercial (1,4% de cal-
cio, 0,60% de fosforo e 22% de proteina) ¢ dgua ad libi-
tum. As ratas foram mantidas em regime de 12 horas de
luz ¢ 12 horas de escuro, a temperatura de 25 °C. Apds
o periodo de sete dias de adaptagdo, os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: eutire6ideo
nio-lactante (controle) (n = 6), eutiredideo lactante
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(n = 6), hipertiredideo lactante (n = 6) ¢ hipertiredideo
nio-lactante (n = 6).

Os animais dos grupos hipertiredideo receberam
tiroxina (L-thyroxine, Sigma, Sant Louis, USA-T2376)
na dgua de beber, na concentra¢io de 1,6 pg/ml, du-
rante a indugdo, ¢ de 0,8 pg/ml, durante a gestagio ¢ a
lacta¢io. Os animais dos grupos eutiredideos recebe-
ram apenas agua, como placebo.

A partir do consumo didrio médio de dgua ingerido
por animal, estimou-se que a dose didria de tiroxina
ingerida por animal foi de 60,43 pg + 8,82, durante a
indugdo (dois meses) e de 39,72 pg + 8,85, durante a
gestagdo e a lactagdo.

Ap06s dois meses do inicio do tratamento com tiro-
xina, as ratas dos grupos hipertiredideo e eutireéideo
lactantes eram colocadas com ratos machos adultos, na
propor¢io de quatro fémeas para cada macho, durante
a noite por periodo de 12 horas. Apds o acasalamento,
pela manhi, era realizada citologia vaginal nas ratas que
estavam com os machos. A cépula era confirmada pela
presenca de espermatozdides no esfregago vaginal, ¢
este dia era designado como dia zero. As fémeas que
nio apresentaram espermatozoides na citologia vaginal
eram colocadas novamente com machos na noite se-
guinte, até que se encontrassem espermatozoides na
citologia vaginal (11).

A partir dos 19 dias de gesta¢do até o momento da
cutanisia, cada fémea gestante era isolada em caixa
plastica. Elas permaneceram com os filhotes até o des-
mame, ou seja, 20 dias apos a gestagio, quando todos
os animais foram necropsiados.

A eutandsia foi realizada por pun¢io cardiaca prece-
dida por anestesia intraperitoneal com pentobarbital
2,5% (30 mg/kg), de acordo com procedimento apro-
vado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A necropsia, as carcagas foram seccionadas em duas
metades, pelo seu eixo longitudinal. Apds pré-fixagiao
em formalina a 10%, neutra ¢ tamponada, por 96 horas,
de uma hemiparte da carcaga, foi dissecado o fémur, a
tibia e as vértebras toricicas (toracicas 1-7 e 8-13) e
lombares (1-3 ¢ 4-6) para posterior descalcificagio. A
descalcificagio foi realizada em EDTA a 10%. Apos
completa descalcificagdo controlada por raios X, todos
o0s segmentos vertebrais e os ossos longos foram seccio-
nados longitudinalmente. Em seguida, os ossos foram
processados pela téenica de inclusio em parafina, as sec-
¢oes histologicas foram cortadas a 4 um e coradas pela
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técnica da hematoxilina-cosina para avaliagdo histomor-
fométrica.

Para a determinacdo da quantidade de osso trabe-
cular, foi realizada morfometria em sec¢des histologi-
cas do fémur, da tibia e das vértebras. No osso longo,
numa 4rea tecidual média de 8 mm?, iniciada a 1 mm
abaixo da placa epifisaria ¢ da cartilagem articular fo-
ram determinados, com objetiva de 40x, as porcenta-
gens de osso trabecular com o auxilio de uma ocular
micrométrica, contendo uma graticula com 25 pontos.
As varidveis foram determinadas em total de 10 cam-
pos na regido da epifise ¢ 10 campos na metifise, tota-
lizando 250 pontos cada. Nos segmentos vertebrais,
com objetiva de 40x, as mesmas varidveis foram deter-
minadas em total de 9 campos/vértebra, sendo 3 cam-
pos iniciados a 1 mm abaixo de cada placa epifisria ¢
os trés campos restantes, tomados na regiio média do
corpo vertebral, totalizando, assim, 225 pontos por
vértebra (12).

O hipertireoidismo foi confirmado pela dosagem
das concentragdes plasmaiticas de T4 total nos animais
dos grupos cutiredideo ¢ hipertireideo nao-lactantes.
A dosagem foi realizada pela técnica da quimiolumines-
céncia (Access Immunoassay System, Sanofi Diagnos-
tics Pasteur Inc., Chaska, MN, EUA) em sistema
totalmente automatico e de acordo com as recomenda-
¢oes do fabricante dos kits. Os coeficientes de variagio
intra ¢ inter-ensaios foram de 4% e 7%, respectivamente.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao aca-
so. Para cada varidvel, a média ¢ o desvio-padrio foram
determinados. Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia ANOVA do programa estatistico Instat (Gra-
ph Pad Software, Versio 3.00, 32 Win 95/NT, Crea-
ted December 23 1997) ¢ as médias foram comparadas
pelo teste Student-Newman Keuls (SNK).

RESULTADOS

Os niveis plasmaticos de tiroxina nos grupos tratados
com tiroxina foram significativamente mais elevados
em comparag¢do ao grupo nio-tratado, confirmando o
estado hipertireéideo destes animais (Tabela 1). Além
disso, as ratas tratadas com tiroxina apresentavam com-
portamento agressivo, polifagia e polidria, alteragoes
compativeis com o hipertireoidismo.
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Tabela 1. Média e desvio-padrdo da concentfracdo plas-
matica de T4 total (ug/dl) nas ratas fratadas ou ndo com
tiroxina.

Grupo Concentracdo de T4 total (ug/dl)
Nd&o-tratadas 333+071b
Tratadas 4,7 +0,36 a

*Médias com letras minUsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (p > 0,05).

No grupo ecutiredideo nio-lactante (controle), as
trabéculas epifisarias ¢ metafisirias dos ossos longos e
vértebras apresentavam-se em grande quantidade, es-
pessas ¢ confluentes (Figura 1A). A cobertura osteo-
blastica era formada por células cuboidais com nicleos
grandes ou por células fusiformes. Os ostedcitos mos-
travam-se ora ativos, com nucleos grandes alojados em
lacunas periosteociticas alargadas, ora inativos com na-
cleos pequenos alojados em lacunas estreitas e pouco
basofilicas.

P 1 D K

Vértebras foracicas 8-13 de ratas, HE, 143x. A)
grupo eutiredideo ndo-lactante com trabéculas espessas e
conectadas; B) grupo eutiredideo lactante com trabéculas
finas e desconectadas; C) grupo hipertiredideo ndo-lac-
tante semelhante ao controle; D) grupo hipertiredideo lac-
tante com trabéculas coalescentes e mais espessas que as
do grupo eutiredideo lactante.
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No grupo cutiredideo lactante, as alteragdes osteo-
pénicas observadas foram acentuadas em todos os sitios
analisados quando comparado ao grupo-controle (Tabe-
la 2). A porcentagem de trabéculas epifisirias ¢ metafisa-
rias dos ossos longos e vértebras era significativamente
menor comparada ao controle. As trabéculas eram del-
gadas, desconectadas e fragmentadas (Figura 1B). A
maioria dos ostedcitos apresentava nicleos grandes alo-
jados em lacunas periosteociticas alargadas com bordas
basofilicas, caracteristica compativel com o aumento da
reabsor¢io Ossea por ostedlise osteocitica. A cobertura
osteoblastica era reduzida com a presenga de osteoblas-
tos fusiformes (inativos). A cortical também se apresen-
tou delgada e recoberta por peridsteo pouco celularizado
¢ delgado.

No grupo hipertiredideo nao-lactante, a porcenta-
gem de tecido 6sseo trabecular ndo diferiu do grupo
controle em nenhum dos sitios analisados (Tabela 2).
Neste grupo as trabéculas dsseas apresentavam-se espes-
sas ¢ confluentes (Figura 1C) semelhantes ao grupo-
controle. A cobertura osteobldstica era constituida por
células cuboidais e com nticleo volumoso (ativas). Havia
focos ocasionais de hiperplasia osteobldstica ¢ acimulo
de ostedide. Os ostedeitos mostravam-se ora ativos, com
nucleos grandes alojados em lacunas periosteociticas
alargadas e ora inativos com nucleos pequenos alojados
em lacunas estreitas ¢ pouco basofilicas.

No grupo hipertireéideo lactante, havia osteopenia
menos acentuada quando comparada ao grupo eutireoi-
deo lactante nas vértebras toricicas e lombares (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da porcentagem de osso frabecular nos o0ssos longos e vértebras de ratas adultas

eutiredideas e hipertiredideas lactantes e ndo-lactantes.

Sitio 6sseo

Eutiredideo

ndo-lactante

(controle) (n = 6)

Tibia 60,66 + 8,63A
Fémur 61,82 + 9,66A
Vértebras toracicas 1-7 60,68 +7,23 A
Vértebras toracicas 8-13 60,32 + 3,37 A
Vértebras lombares 1-3 53,98+ 1,94 A
Vértebras lombares 4-6 60,74 + 6,04 A

Grupo
Eutiredideo lactante Hipertiredideo Hipertireéideo
(n=6) ndo-lactante lactante
(n=6) (n=6)
24,26 + 10,958 55,12+ 11,34A 29,07 £ 7,088
32,22 + 10,86B 55,22 +7,14A 33,75+ 6,73B
29,68 £5,31C 62,22 + 4,20A 49,87 +7,54B
30,36 + 3,58C 57,54 £ 2,27A 48,42 + 4,13B
32,08 + 3,46C 55,86 + 2,99A 44,70+ 3,81B
34,96 + 3,22C 56,02 + 3,78A 40,43 + 5,62B

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferementre si (p > 0,05).

. .

Figura 2. Vértebras toracicas 8-13 de ratas, HE, 286x. A) Grupo eutiredideo lactante com trabécula recoberta por osteoblas-
tos fusiformes (setas); B) Grupo hipertiredideo lactante com trabéculas recobertas por osteoblastos cuboidais dispostos em

duas ou mais camadas (setas).
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Nas vértebras, a porcentagem de tecido trabecular era
significativamente maior, com a presenga de trabéculas
espessas ¢ confluentes (Figura 1D) revestidas por oste-
oblastos cuboidais. Havia também vérios focos de hi-
perplasia osteoblastica, ao contrario do grupo eutiredideo
lactante que apresentava trabéculas com cobertura os-
teoblastica fusiforme (Figura 2). A cortical das vérte-
bras também se apresentou espessa. No fémur ¢ na ti-
bia, o grau de osteopenia e suas caracteristicas foram
semelhantes a do grupo eutire6ideo lactante. As trabé-
culas se encontravam em nimero reduzido, delgadas e
fragmentadas. A maioria dos ostedcitos era ativa, com
nucleos grandes alojados em lacunas periosteociticas
alargadas. A cobertura osteoblastica era predominante-
mente constituida por células fusiformes. A cortical
também se apresentou delgada e recoberta por perids-
teo pouco celularizado e delgado.

DISCUSSAO

Os niveis plasmaticos de tiroxina foram mais elevados no
grupo tratado com tiroxina, o que aliado aos sinais clini-
cos descritos comprova o estado hipertiredideo destes
animais. A redugdo da dose de tiroxina realizada durante
a gestagdo ¢ a lactagdo foi realizada a fim de que nio
houvesse morte dos filhotes pela transferéncia de tiroxi-
na por meio do leite, tal como relatado por Rosato e
cols. (13). De fato, em todo o experimento nio houve
nenhuma morte de filhote (dados ndo demonstrados).

No grupo eutiredideo lactante, a osteopenia ocor-
reu por redug¢io da atividade osteoblastica aliada ao au-
mento da reabsor¢io 6ssea por ostedlise osteocitica. E
provavel que a redug¢io do estrégeno durante a lactagiao
seja um dos agentes etiolégicos envolvidos na génese
da insuficiéncia osteoblastica, a semelhanc¢a do que ¢
observado nas ostecopenias pods-castragdio em ratas
(8,12) e pés-menopausa em mulheres (14). J4 o au-
mento da reabsor¢io dssea provavelmente se deve a ne-
cessidade de transferéncia de célcio para o feto que
sabidamente ¢ oriundo da ingestdo de célcio materno ¢
da mobiliza¢ao 6ssea (3).

Os estudos sobre a massa 6ssea de mulheres gestan-
tes ¢ lactantes sio contraditérios, demonstrando osteo-
penia (5,15) ou nenhuma anormalidade (16,17).
Acredita-se que essa disparidade de resultados deva-se a
diferen¢a na idade da populagio estudada, nos hibitos
alimentares, no nimero de partos ¢ de fetos nascidos e
no periodo de aleitamento (3,16).
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Ratos produzem aproximadamente 70 ml de leite /
dia com 30 mg/ml de calcio. Estima-se que cada filho-
te reduz a densidade vertebral da mie em 6,7 mg/cm?.
Em mulheres, a perda de calcio durante nove meses de
lactagdo ¢é maior que a perda durante a gestagdo. Apro-
ximadamente 280 a 400 mg de cilcio sdo eliminados
diariamente no leite (3). Esta demanda do cilcio pode-
ria ser compensada pelos mecanismos que incluem ab-
sor¢do intestinal aumentada de cilcio dietético,
reabsor¢do renal do célcio ou mobilizagio do mineral
do esqueleto maternal. Entretanto, a hipercalcitria e a
nio reabsor¢do renal do célcio implicam balango sérico
negativo de célcio e osteopenia lactacional (16).

O hipertireoidismo, por si s6, ¢ uma causa impor-
tante de osteopenia em modelos animais (8) e na mulher
(9). No entanto, no presente estudo, a tiroxina na dose
e no periodo administrados nio induziu a osteopenia.
No hipertireoidismo, hd estimulo tanto da aposi¢ao
quanto da reabsor¢do Osseas (18), mas a diminui¢do da
massa 6ssea advém da supremacia do processo catabdlico
diante do anabdlico (19). Além disso, foi demonstrado
que a osteopenia em ratas hipertire6ideas varia de acordo
com o individuo, com o sitio ésseo ¢ com o tempo de
administragio da tiroxina (8).

As ratas hipertirebideas deste estudo tiveram na-
mero significativamente mais elevado de filhotes (11),
o que poderia implicar piora da osteopenia lactacional,
que ¢ influenciada pelo ntmero de filhotes (3). No en-
tanto, o hipertireoidismo ndo agravou a osteopenia lac-
tacional em nenhum dos sitios 6sseos estudados. Nas
vértebras, o hipertireoidismo minimizou a osteopenia
lactacional, mas na tibia e no fémur a osteopenia man-
teve-se em grau semelhante ao do grupo cutiredideo
lactante. E provével que o hipertireoidismo tenha mini-
mizado a osteopenia lactacional por estimular a ativida-
de osteoblastica, ja que neste grupo houve, em varios
sitios, hipertrofia e hiperplasia de osteoblastos, célula
responsavel pela sintese de matriz éssea (20). Mas sabe-
se também que além de aumentar a atividade osteoblds-
tica, o hipertireoidismo aumenta a reabsor¢io Ossea,
nio havendo entre os sitios 6sseos uniformidade de res-
posta ao hipertireoidismo (8), tal como observado na
tibia e no fémur.

A tiroxina (T4) e a triiodotironina (T3) exercem
profunda influéncia no metabolismo ésseo (21,22) ¢ na
homeostasia do célcio e do fésforo (23). A presenga de
receptores nucleares para o horménio tireoidiano nos
osteoblastos, nos ostedcitos € nos osteoclastos (24) su-
gere que a a¢io dos horménios tireoidianos sobre o
osso ¢ direta, embora eles possam agir indiretamente, ja
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que estimulam a sintese de fatores de crescimento, cito-
cinas e outros hormonios (25).

Assim, da mesma forma que os esteréides sexuais,
T3 ¢ T4, também estimulam a expressio de genes nos
osteoblastos para a produgio de coligeno, osteocalcina
e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs),
importantes para a sintese de matriz 6ssea (26,27), os
genes que codificam a sintese de receptores para IGE-1
e para proteinas ligantes de IGF sio os principais alvos
da a¢do dos hormoénios tireoidianos nos osteoblastos, o
que pode explicar, em parte, o efeito anabdlico desses
hormonios sobre o osso (28). Além do mais, ha recep-
tores para os hormonios tireoidianos nas células da me-
dula 6ssea, precursoras da linhagem osteoblastica (29),
fato esse que talvez explique o porqué da hiperplasia
osteobldstica no osso de ratas hipertiredideas (8). Os
hormonios tireoidianos também estimulam a sintese ¢ a
atividade da fosfatase alcalina, mediadora da sintese e
da mineralizagio 6sseas (30).

Varios sio os relatos de que o hipertireoidismo,
quando associado a menopausa, aumenta o risco para a
osteoporose, pois potencializa a diminui¢io da massa
Ossea desencadeada pela deficiéncia dos esterdides se-
xuais (9,10). Foi comprovado, no entanto, que a tiro-
xina, quando administrada em pequenas doses ou por
curto periodo, reverte a osteoporose de ratas castradas,
mas quando administrada em doses elevadas ¢ por lon-
go periodo intensifica a osteopenia (7) ou a torna mais
extensa (8). Isso reafirma que o hipertireoidismo ¢ fa-
tor de risco para a indugdo ou o agravamento da osteo-
penia da castragio, pelo menos em algum momento da
associa¢do (8). Embora, no presente estudo o hiperti-
reoidismo nio tenha resultado piora da osteopenia lac-
tacional em ratas, mais estudos sio necessirios em
mulheres lactantes com hipertireoidismo apds periodo
lactacional prolongado e gesta¢des sucessivas.

CONCLUSAO

O hipertireoidismo nido agrava a osteopenia lactacional
em ratas, mas minimiza a osteopenia vertebral por au-
mentar a atividade osteoblastica.
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