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Obijetivo: Avaliar as diferencas sitio-6sseo dependentes no efei-
to das disfungoes tirecidianas no fémur e vértebras lombares de
ratas. Métodos: 33 ratas Wistar com dois meses de idade foram
distribuidas em trés grupos: eutireoideas (controle), hipotireoi-
deas e hipertireoideas. Apds 90 dias de tratamento para indu-
cao do hipo e hipertireoidismo, as ratas foram eutanasiadas, o
sangue foi colhido para dosagem de T4 livre e os fémures e as
vértebras lombares (L1-L3) foram descalcificados e processa-
dos para andlise da porcentagem de tecido ésseo trabecular.
Resultados: O grupo hipertireoideo apresentou porcentagem
de tecido 6sseo trabecular significativamente mais elevada na
metéfise femoral, em comparagao ao controle. Mas o hipertireoi-
dismo néo alterou a porcentagem de tecido ésseo trabecular na
vértebra. O hipotireoidismo reduziu significativamente a porcen-
tagem de tecido 6sseo trabecular em comparagao aos demais
grupos nos segmentos 1-3 das vértebras lombares, mas nao
alterou a porcentagem de tecido 6sseo trabecular no fémur.
Conclusao: O efeito do hipotireoidismo e do hipertireoidismo
sobre a histomorfometria 6ssea é diferente e dependente do
sitio 6sseo.

Descritores: Hipotireoidismo. Hipertireoidismo. Fémur. Coluna
vertebral. Ratos.

Objective: Evaluating bone site-dependent differences in the ef-
fect of thyroid dysfunctions on the femur and lumbar vertebrae
of female rats. Methods: Thirty-three 2-month-old female wistar
rats were distributed in three groups: euthyroid (control), hypo-
thyroid and hyperthyroid. Ninety days after treatment for hypo-
thyroidism and hyperthyroidism induction, the female rats were
euthanized; the blood was collected for free T4 dosage and the
femurs and segment 1-3 of the lumbar vertebrae were decal-
cified and processed for analysis of the trabecular bone per-
centage. Results: The hyperthyroid group showed significantly
higher trabecular bone percentage in the femoral metaphysis,
in comparison with the control group. But the hyperthyroidism
group did not increase the trabecular bone percentage in the
lumbar vertebrae. The hypothyroidism group significantly re-
duced the trabecular bone percentage in the lumbar vertebrae,
but did not alter the trabecular bone percentage in the femur.
Conclusion: The effect of hypothyroidism and hyperthyroidism
on bone histomorphometry is different in each condition and
bone site-dependent.
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INTRODUGAO

Os hormbnios tireoidianos, representados pela tiroxina (T4) e
pela triiodotironina (T3), sdo responsaveis pelo crescimento, di-
ferenciagao e metabolismo na vida pds-natal de muitos 6rgaos
e tecidos, incluindo o tecido 6sseo.! No tecido 6sseo adulto,
eles estimulam tanto a formagao? quanto a reabsorgao 6ssea®
por regularem tanto a atividade dos osteoblastos quanto dos
osteoclastos.*

O efeito das disfungdes tireoidianas no tecido 6sseo, principal-
mente o do hipertireoidismo, & amplamente estudado, em mo-
delos animais,?%'% e em seres humanos.'*'® No hipertireoidismo
experimental a resposta do osso depende da dose de tiroxina
administrada, do perfil sérico dos esterodides sexuais e do curso
da doenga.? Algumas pesquisas demonstram que ratos adultos
submetidos a altas doses de tiroxina apresentam osteopenia.®”
No entanto, sem mensurar a quantidade de osso, ha resultados
que sugerem que a administragao de tiroxina pode aumentar a
massa 6ssea por estimular a atividade osteoblastica quando ad-
ministrada por curto periodo, ou reduzir a massa 6ssea quando
administrada por longo periodo.? Além disso, a administragao de
tiroxina pode melhorar ou agravar a osteopenia pos castragao
dependendo do tempo de administragdo® e da dose.®

Ao contrério do hipertireoidismo, no hipotireoidismo, pouco estu-
dado no osso adulto, ocorre osteopenia por inibicdo da sintese
de matriz 6ssea e por aumento da reabsorcéo déssea em ratas
castradas e ndo castradas.'

Estudos sugerem que diferentes sftios do esqueleto respon-
dem de forma diferenciada aos hormédnios tireoidianos.>"%2° No
entanto, a maioria das pesquisas tem realizado uma avaliagdo
somente descritiva dos efeitos do hipotireoidismo' e do hiperti-
reoidismo? sobre o esqueleto ou uma avaliagdo morfométrica de
um Unico sitio 6sseo.'® Além disso, as pesquisas sobre o efeito
do hipotireoidismo no esqueleto enfocam esse efeito na fase de
crescimento e n&o no individuo adulto 224

Dentre as pesquisas sobre os efeitos das disfuncoes tireoidia-
nas no tecido ésseo, o hipertireocidismo tem recebido destaque
durante varios anos.''7'% No entanto, o hipotireoidismo, con-
siderado uma das disfuncoes tireoidianas mais diagnosticadas
em seres humanos, tem seus efeitos pouco estudados, sobre o
tecido 6sseo de individuos adultos. Assim o objetivo deste estudo
foi avaliar as diferengas sftio-6sseo dependentes decorrentes
do efeito das disfungdes tireocidianas na porcentagem de tecido
0sseo trabecular do fémur e das vértebras lombares de ratas.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 33 ratas Wistar com dois meses de idade, alo-
jadas em caixas plésticas (cinco a seis ratas/caixa), recebendo
ragao comercial (22% de proteina bruta, 1,4% de calcio, 0,6%
de fésforo, além de micronutrientes) e agua ad libitum. As ratas
foram mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro. Todos os procedimentos descritos no presente estudo
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagao Ani-
mal da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG (Protocolo
n° 134/2008).

Apods um periodo de trinta dias de adaptacgao, as ratas foram
divididas em trés grupos: eutireoideo (controle, n=11), hipoti-
reoideo (n=11) e hipertireoideo (n=11). Os animais do grupo
hipotireoideo receberam diariamente propiltiouracil (Sigma, Saint

Louis, USA), por sonda oro-géstrica, na dose de 1 mg/animal,
diluido em 5ml de 4gua destilada de acordo com Ribeiro et al.,
2004'2 durante todo o periodo experimental. Os animais do grupo
hipertirecideo receberam diariamente tiroxina (L-thyroxine, Sigma,
Saint Louis, USA), por sonda oro-géstrica, na dose de 50 ug/ani-
mal, diluida em 5ml de agua destilada de acordo com Serakides
et al.?, durante todo o periodo experimental. Os animais do grupo
eutireoideo receberam 5ml de dgua, como placebo, no mesmo
esquema posologico.

Ap6s 90 dias do inicio dos tratamentos, as ratas foram eutanasia-
das por pungéo cardiaca precedida por anestesia intraperitoneal
com pentobarbital 2,5% (30m/kg). O sangue foi colhido para do-
sagem de T4 livre pela técnica da quimioluminescéncia seguindo
o protocolo do fabricante (Access Immunoassay System, Sanofi
Diagnostics Pasteur Inc., Chaska, MN, USA), com CV intra-ensaio
de 4% e 7% e CV inter-ensaio de 7% e 11%, respectivamente.
A necropsia, os fémures e as vértebras lombares (L1-L3) foram
fixados em formalina a 10% neutra e tamponada e posteriormen-
te dissecados. Os ossos foram descalcificados em solucéo de
acido férmico a 10% e processados, em seguida, pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Secgdes histoldgicas de 5um
foram coradas pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) para
avaliacéo histomorfométrica.

No fémur, a porcentagem de 0sso trabecular foi determinada na
eplifise e metéfise distal e na cabega do fémur a 1mm abaixo da
placa epifisaria e da cartilagem articular, com objetiva de 20x e
com auxilio de ocular micrométrica contendo uma graticula de
121 pontos. As variaveis foram determinadas em trés campos
em cada regiéo, totalizando 363 pontos para cada sitio 6sseo
analisado. No segmento 1-3 das vértebras lombares, a porcen-
tagem de tecido 6sseo trabecular foi determinada em objetiva de
20x, em um total de 6 campos/vértebra, iniciados a Tmm abaixo
de cada placa epifisaria tanto proximal quanto distal, totalizando
726 pontos/vértebra.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso. Para
cada variavel, a média e o desvio-padrao foram determinados.
Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA do
programa estatistico Instat (Graph Pad Sftware, Versao 3.00, 32
Win 95/NT, San Diego, USA) e as médias foram comparadas pelo
teste Student-Newman Keuls (SNK). Diferencas foram considera-
das significativas se p<0,05.

RESULTADOS

A dosagem de T4 livre confirmou os estados hipotireoideo e
hipertireoideo dos animais, visto que os niveis plasmaticos de
tiroxina foram significativamente superiores no grupo tratado com
tiroxina e significativamente inferiores no grupo tratado com pro-
piltiouracil em comparagao ao controle. (Tabela 1)

Tabela 1 — Concentragao plasmdtica de T4 livre (ng/dl) em ratas dos
grupos eutireoideo (controle), hipotireoideo e hipertireoideo.

Grupo Concentracao de T4 livre (ng/dI)
Eutireoideo 1,62+ 0,36 B
Hipotireoideo 0,03+0,04 C
Hipertireoideo 413+0,99A

*Médias com letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si (p<0,05)
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Em comparagéo ao controle, o hipotireoidismo induzido por trés
meses reduziu significativamente a porcentagem de tecido tra-
becular somente das vértebras lombares. (Tabela 2) Nesse sitio
0sseo, as trabéculas apresentavam-se delgadas, fragmentadas
e pouco conectadas entre si com cobertura osteoblastica fusi-
forme (pouco ativa). Ja no fémur, o hipotireoidismo néo alterou
significativamente a porcentagem de tecido ésseo trabecular em
nenhuma das regides estudadas (metéfise, epffise e cabeca).
(Tabela 2)

Tabela 2 - Porcentagem de tecido ésseo trabecular nos fémures e vérte-
bras lombares 1-3 de ratas dos grupos eutireoideo (controle), hipotireoi-
deo e hipertireoideo.

Grupo
Sitio 6sseo
Eutireoideo Hipotireoideo Hipertireoideo
Cabeca (fémur) 4924+ 449 A 51,54 £ 10,56 A 51,04+ 7,63 A
Metéfise distal (fémur) | 37,37 +10,37 B 35,49 +£6,69 B 4511 +758 A
Epifise distal (fémur) 32,23 +6,08 A 29,58 £2,83 A 31,59 £6,97 A
Vértebras lombares 1-3 | 46,33 +2,53 A 39,85+ 3,58 B 46,67 + 4,64 A

*Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem significativamente entre si (p<0,05).

No grupo hipertireoideo, a porcentagem de tecido 6sseo tra-
becular dos fémures foi significativamente superior a do grupo
controle na regiao da metéfise distal. Nao houve diferenga signi-
ficativa nos demais sitios estudados (epifise e cabeca do fémur
e vértebras lombares). (Tabela 2) O grupo hipertireoideo apre-
sentou trabéculas metafiséarias predominantemente espessas e
confluentes principalmente revestidas por osteoblastos cuboidais
com nucleos grandes. Havia também focos de hiperplasia oste-
oblastica. Os ostedcitos mostravam-se ora ativos, com nicleos
grandes alojados em lacunas periosteociticas alargadas, ora
inativos com nucleos pequenos alojados em lacunas estreitas
e pouco basofilicas.

DISCUSSAO

A dosagem sérica de tiroxina confirmou os estados hipo e hi-
pertireoideo dos animais, validando os resultados com relagao
ao efeito destas disfuncoes tireoidianas nos fémures e vértebras
lombares. Esse resultado ja era esperado j& que doses iguais
também foram utilizadas satisfatoriamente para a indugéo tanto
do hipotireoidismo'? quanto do hipertireoidismo.>'2

O efeito do hipotireoidismo sobre o fémur e as vértebras cor-
robora em parte com os de outro estudo'?, onde se utilizou a
mesma dose de propiltiouracil, mas administrada por 120 dias.
Semelhante ao presente estudo, Ribeiro et al.’?, mesmo sem
realizar morfometria éssea, sugere que a osteopenia néo é tao
evidente no fémur e os sitios mais acometidos séo a tibia, vérte-
bras lombares, maxila, mandibula e os 0ssos nasais.

Ao contrario do hipotireoidismo, o hipertireoidismo aumentou a
porcentagem de tecido ésseo trabecular no fémur. Em estudo
anterior, com uma dose quatro vezes superior a dose utilizada
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neste estudo, foi demonstrado, por analise histomorfométrica,
aumento na porcentagem de tecido ¢sseo trabecular do lio de
ratos tratados com tiroxina por 90 dias.'® No entanto, outros
estudos avaliando o efeito do hipertireoidismo sobre fémur e
vértebras lombares, demonstraram que ocorre osteopenia no
fémur e nao na vértebra®®, ao contrario do observado no presente
estudo. E isto pode ser explicado pelo tempo de administracao,
ja& que nesses estudos a tiroxina foi administrada somente por
um més. No estudo realizado por Serakides et al.?, a tiroxina
foi administrada por 30, 60 e 90 dias, sugerindo, mesmo sem
quantificar a massa éssea, que a resposta do osso depende do
curso da doenga, havendo osteopenia somente ap6és 60 dias de
administragéo da tiroxina.

O efeito anabdlico da administragéo da tiroxina também foi ob-
servado em ratas castradas?® e lactantes.'® Ratas tratadas com
tiroxina, dependendo da dose e do periodo de administragéo,
nao manifestam osteopenia pos-castragao ou pos-lactagao, com-
provando o efeito anabdlico do hipertireocidismo sobre a massa
6ssea. Mas o efeito do hipertireoidismo é dependente do sitio
6sseo, da dose de tiroxina e do curso da doenga.? Ratas tratadas
com tiroxina por periodo prolongado ou com dose elevada tém
apresentado agravamento da osteopenia pos-castragdo.>® Em
mulheres, o hipertireoidismo é também considerado um fator de
risco para a osteoporose poés-menopausa. '

No presente estudo o efeito anabdlico da tiroxina sobre o tecido
6sseo foi mais evidente que o efeito reabsortivo. Ensaios in vitro
tém demonstrado que a adigdo de hormonios tireocidianos em
culturas de osteoblastos pode estimular a atividade de sintese
dessas células.®® Mas o osteoblasto ¢ uma célula que deriva
da diferenciagao osteogénica das células tronco e as areas de
hiperplasia osteoblastica observadas no fémur das ratas hiper-
tireoideas sugere aumento da diferenciagéo de células tronco.
Essa assertiva é apoiada por resultados recentes que compro-
vam gue os hormonios tireoidianos, aumentam in vitro, a dife-
renciagcao osteogénica das células tronco da medula éssea em
osteoblastos.?

Vérias pesquisas estudaram o efeito do hipo e do hipertireoi-
dismo em ratos?'%'® e em humanos'®'"'®, mas a maioria das
pesquisas levou em consideracdo somente um sitio 6sseo'
ou estudou mais de um osso sem realizar histomorfometria.?
Além disso, pelo conhecimento dos autores, somente um es-
tudo foi realizado para verificar o efeito do hipotireoidismo no
0ss0 adulto sem, no entanto, comprovar esses efeitos por his-
tomorfometria.'® Por isso, o presente estudo fornece resultados
complementares em relacdo aos dados existentes atualmente
na literatura.

CONCLUSAO

As disfungoes tireoidianas causam efeitos distintos no osso e
dependentes do sitio 6sseo analisado. O hipertireoidismo aumen-
ta a porcentagem de tecido ésseo trabecular na metéfise distal
do fémur, enquanto o hipotireoidismo reduz a porcentagem de
tecido 6sseo trabecular somente nas veértebras.
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