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RESUMO

O objetivo foi comparar a consolidacéo dssea em tibias de ratas
normais e osteopénicas. 49 ratas albinas fémeas, linhagem Wistar,
peso médio de 160 (£ 20g) e 100 dias foram distribuidas em 2 gru-
pos: Ooforectomizado (OOF) e Pseudo-ooforectomizado (Grupo
controle - SHAM). 30 dias apds a ooforectomia e/ou cirurgia simu-
lada, todas foram submetidas a producéo de leséo dssea cortical.
Foram sacrificadas na 22, 42, 62 e 82 semanas. Os osteoblastos
foram contados. O peso aumentou progressivamente, porém as
OOF apresentaram maior peso (p<0,05) quando comparadas as
SHAM, a época da segunda cirurgia. 15 dias pds-lesao éssea, as
OOQF apresentaram maior nimero de osteoblastos (p<0,05) quando
comparados as SHAM. 30 dias pds-lesao dssea houve diminuigao
no numero de osteoblastos, porém os valores foram equivalentes
entre os dois grupos OOF e SHAM. 45 dias pds-lesdo, apesar da
diminuicao constante de osteoblastos, o grupo OOF permaneceu
elevado quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Aos 60
dias o grupo SHAM apresentou menos osteoblastos, sugerindo
processo avangado de reparo 6sseo. Os animais osteopénicos
apresentaram resposta inicial acelerada a lesao éssea, possibili-
tando a equivaléncia entre os grupos 30 dias pos-leséo. Mas, apos
este periodo apresentaram retardo na mineralizagéo do ostedide,
sugerindo atraso tardio no processo de reparo 4sseo.

Descritores: Osteoporose, Ovariectomia, Osteopenia.

Citacao: Sartori AR, Moreira J, Santos AMM, Cintra DEC, Sartori LR, Baratina MA,
Canto RST. Comparacéao do processo de reparo 6sseo em tibias de ratas normais
e osteopénicas. Acta Ortop Bras. [periddico na Internet]. 2008; 16(1):37-40. Dis-
ponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

Osteoporose é definida como disturbio osteometabdlico, de origem
multifatorial, caracterizado pela diminui¢do de densidade mineral
Ossea e deterioracdo de sua microarquitetura, com consequente
aumento da fragilidade e susceptibilidade a fraturas. No Brasil
cerca de 10 milhdes de pessoas sdo acometidas por essa doenca
e as fraturas sao frequentes"?. Classificam-se em osteoporose
primaria pdés-menopausa (Tipo 1), Senil (Tipo Il) e secundaria®.
O osso representa uma forma rigida de tecido conjuntivo que
esta em constante remodelagdo sendo, portanto, um tecido com
elevada plasticidade. A forma e a densidade do tecido 6sseo séo

SUMMARY

The purpose was to compare tibial bone union in normal and
osteopenic female rats. Forty-nine Wistar albino female rats
weighing 160 g (+=20g) and 100 days were distributed into 2
groups: Oophorectomized (OOF) and Pseudo-oophorectomized
(SHAM). Thirty days later, a cortical injury was produced in all
the animals. They were sacrificed in the 2nd, 4th, 6th and 8th
weeks. Osteoblasts count was performed. Progressive weight
increase was observed, but the OOF group was shown to have
gained more weight (p£0.05) than the SHAM group, at the time
of the second surgery. After 15 days post-injury, the animals
in the OOF group presented a higher number of osteoblasts
(p£0.05) compared to the SHAM group. Thirty days after in-
jury, the number of osteoblasts was reduced, but both groups
showed similar amounts. Forty-five days after injury, despite
a constant reduction, the number of osteoblasts in the OOF
group remained high when compared to SHAM (p£0.05) group.
After 60 days, we found less osteoblasts in the SHAM group,
suggesting an advanced bone repair process. The osteopenic
animals showed an early accelerated response, which became
equivalent between both groups 30 days after injury. However,
after that period, they showed a delayed osteoid mineralization,
suggesting delayed late bone repair process.
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mantidas ao longo da vida por um equilibrio entre os aspectos
mecanicos e fisiolégicos®. No esqueleto adulto normal, o novo
osso depositado pelos osteoblastos corresponde exatamente a
reabsorcao 6ssea osteoclastica®. Como resultado do hipoestroge-
nismo que é caracteristico do periodo pds-menopausa, a atividade
osteoblastica bem como a velocidade de depdsito do ostedide é
reduzida. Consequentemente, a reabsorgao éssea aumenta em
relacdo ao deposito, reduzindo a massa 6ssea, particularmente
em 0ssos trabeculares®* 9. Fraturas resultantes de osteoporose
sdo consideradas importante problema sécio-econdmico devido
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a alta frequiéncia de mortalidade e morbidade, reduzida qualidade
e expectativa de vida e altos custos médicos!'®'?. Alguns autores
concordam com o fato de que a consolidagao de fraturas em idosos
€ um processo mais lento que em adultos jovens!™. Entretanto,
estudos recentes tém demonstrado que o reparo 6sseo em idosos
nao tem diferenca em relacao a adultos jovens no que se refere a
velocidade de consolidagao e sim quanto a qualidade do 0sso ne-
oformado(?. O objetivo deste estudo foi comparar o reparo 6sseo
pds-lesédo em tibias de ratas osteopénicas e normais através da
contagem de osteoblastos e da analise dos aspectos histolégicos
da consolidagdo ¢ssea nas duas situagoes.

MATERIAIS E METODOS

Animais: 49 ratas albinas fémeas, linhagem Wistar, com peso
corporal médio de 160 + 20g e 100 dias de vida. provenientes do
Biotério Central da Universidade de Alfenas - Unifenas. Os animais
foram mantidos durante todo o experimento, em ambiente higieni-
zado e receberam agua e ragao comercial ad libitum. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos denominados:
Ooforectomizado (O) e Pseudo-ooforectomizado (Grupo controle)
— Sham (S). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa para Experimentagao Animal do UNITRI - Centro Uni-
versitario do Triangulo

12 Cirurgia — Procedimento cirdrgico de ooforectomia e ci-
rurgia simulada de ooforectomia: Vinte e cinco animais foram
submetidos a cirurgia de ooforectomia. Inicialmente foram pesados
e anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato de keta-
mina e cloridrato de tiazina, na proporgéo de 3:1 respectivamente,
com dose de 0,002mL/g de peso corporal. Em seguida a regido do
baixo ventre foi tricotomizada com lI&mina e a antissepsia foi feita
com alcool iodado. Ainciséo cirdrgica foi feita com lamina de bisturi
e uma pequena sutura com fio reabsorvivel Categutte-Cromado (3-
0), foi realizada na base uterina seguida pela ooforectomia bilateral
e histerectomia. Ao final, as suturas internas foram feitas com fio
reabsorvivel e as externas com fio de nylon nao reabsorvivel. Os
animais do grupo controle (Pseudo-ooforectomizados — SHAM
- S) passaram pelas mesmas etapas cirdrgicas, com excecao da
remocao do Utero e ovarios!'*19),

22 Cirurgia - Procedimento cirdrgico para producao de defeito
osseo cortical: Trinta dias apds a cirugia de ooforectomia (12
cirurgia) os animais foram submetidos a cirurgia para produgao
de defeito dsseo cortical. Inicialmente os animais foram pesados
e anestesiados como descrito anteriormente. Durante o proce-
dimento os animais foram mantidos na posicao supina, com o
membro esquerdo em rotagdo externa de quadril e triplice flexao
(quadril/joelho/tornozelo). Com um paquimetro posicionado a partir
da interlinha articular do joelho até o maléolo medial, foi verificado
foi calculado o tergo proximal da tibia, para a realizagéo da leséo.
Uma incisao correspondente na pele foi feita e fascia miotendinea
da regido foi afastada e foi feita a lesédo 6ssea por escareagao,
utilizando-se uma broca odontolégica Carbide esférica em motor
de baixa rotagdo. Em um Unico movimento a mesma foi introduzida
a90°, emrelacao ao eixo longitudinal, no centro do osso cortical da
face medial da tibia (regido diafisaria), de modo a penetrar 0 0sso
cortical e lesar o trabeculado do canal medular, promovendo uma
escareacéo com o diametro de 1,5 mm. Durante este procedimen-
to, irrigagao constante com soro fisioldgico estéril foi mantida. Em
seguida a pele foi suturada com fio ndo-absorvivel e feita assepsia
local com solucdo de PVPI (Polivinil Pirolidona lodo), ndo havendo
nenhum tipo de imobilizagcao do segmento posteriormente!'617).,

Sacrificio: Os animais foram sacrificados na 22, 42, 62 e 82 sema-
nas respectivamente apés a leséo 6ssea®, subgrupos I, Il lll e IV
respectivamente. Os animais foram inicialmente pesados e aneste-
siados com doses elevadas de anestésicos citados anteriormente,
cloridrato de ketamina e cloridrato de tiazina, na proporgéao de 3:1,
dose de 0,005mL/g de peso corporal.
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Analise radiografica:

Apos o sacrificio as patas direitas foram desarticuladas no quadril
foram realizados exames radiogréficos com as patas em posicéo de
triplice flexdo. Foram utilizadas peliculas Kodak® 3 x 4 previamente
identificadas.Os exames radioldgicos foram utilizados para excluir
as amostras que tiveram lesdes 6sseas completas

Analise histologica:

As tibias direitas foram dissecadas e fixadas em solugéo de for-
mol a 10% por cinco dias e depois lavadas em agua corrente por
24 horas. Foram entdo incluidas em solugao descalcificadora de
MORSE (citrato de sédio a 20% e acido formico a 50%) por trés
dias e novamente lavados em agua corrente por 24 horas. Poste-
riormente as pegas foram desidratas com solugdes crescentes de
alcool 70%, diafinizadas em éalcool xilol, depois xilol e incluidas em
parafina. Foram realizados cortes longitudinais seriados de 5um de
espessura, a cada corte desprezavam de 5 a 7 até a obtengao do
préximo, totalizado 3 cortes por peca. As laminas foram coradas
por Hematoxilina / Eosina (HE)(® e analisadas por microscopia
de luz. Foram feitas fotos das extremidades direita e esquerda de
cada corte, totalizando 6 fotos para cada amostra, utilizando um
aumento de 40x. A analise morfométrica baseada na contagem de
osteoblastos® foi feita usando uma tela milimetrada do software
Adobe Photo-Paint — versao 6.0. A analise histologica foi realizada
pelo mesmo avaliador de forma aleatéria e cega.

Analise Estatistica: O teste de Wilcoxon foi usado para a variavel
peso corporal, os testes de Mann-Whitney e Krsukal-Wallis foram
utilizados para a variavel contagem de osteoblastos. Nos casos
significantes foi utilizado o teste de Duncan para discriminar as
diferencas. Para todas as andlises foi utilizado o nivel de signifi-
cancia de 5%.

RESULTADOS
Peso dos animais

Os pesos dos animais nao apresentaram diferencas significantes
(p>0,05) quando submetidos a primeira cirurgia (OOF e SHAM)
— Peso 1. Em ambos os grupos houve aumento progressivo de
peso entre a 12 e a 22 cirurgia (p< 0,05), porém os animais OOF
tiveram maior ganho de peso (p< 0,05), quando comparados aos
do grupo controle (SHAM) a época da segunda cirurgia — Peso 2
(Figurat).

Contagem de osteoblastos e Aspectos histologicos

Os subgrupos OOF-I e OOF-IIl apresentam uma quantidade signifi-
cativamente maior (p < 0,05) quando comparados aos subgrupos
SHAM (Figura 2). A contagem de osteoblastos sé pode ser feita nos
grupos I, Il e lll. No grupo IV néo foi possivel, pois as extremidades
daleséo 6ssea ja ndo se apresentavam mais delimitadas, sugerindo
haver uma consolidagao ¢ssea completa (Figura 3 e 4).

WOOF
BSHAM

Peso 1 Peso 2

Figura 1- As barras representam as medias e desvio-padrao do peso corporal
dos animais. * Diferente do Grupo SHAM, p < 0,05.
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Figura 2 - As barras representam as medianas e desvio-padrdo do niimero
de osteoblastos nos subgrupos experimentais.

*p < 0,05 diferente de todos os subgrupos SHAM.

¢ p < 0,05 diferente do subgrupo Ill SHAM.

o

Figura 3 - Fotos histolégicas dos subgrupos ooforectomizados (OOF) | a
esquerda e lll a direita. As setas apontam para as extremidades das lesées
dsseas.

1 Figura 4 - Fotos histolégicas dos
subgrupos néao-ooforectomizados
(SHAM) | a esquerda, Ill no centro
e IVS a direita. As setas apontam
3 para as extremidades das les6es
6sseas. Note que no grupo IVS
tal extremidade ja épraticamente
indistinguivel.

DISCUSSAO

No presente trabalho, todos os animais tinham a mesma idade (100
dias) e n&o houve diferenca significante (P>0,05) entre os pesos
iniciais, demonstrando, ser uma amostra homogénea. Todos os ani-
mais aumentaram de peso 30 dias apds a cirurgia de ooforectomia
(OOF) e cirurgia simulada (SHAM), sendo que os animais do grupo
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OOF tiveram um ganho de peso significativamente maior (p < 0,05)
quando comparado ao grupo SHAM. O estrogénio aumenta o consu-
mo energético enquanto em caso de hipoestrogenismo, o consumo
€ menor com conseqguentemente aumento de peso corporal(42122),
A privagao dos horménios ovarianos esta relacionada com o ganho
de peso e diminuigao da densidade mineral 6ssea®'® 2. Carvalho
e Cliquet!¥ afirmaram que trinta dias apo6s a cirurgia, 0os animais
ooforectomizados apresentaram menor quantidade de calcio e fés-
foro em comparagao aos animais nao-ooforectomizados indicando,
portanto, ser um protocolo eficaz para a indugao de osteopenia e
por isso o escolhido para este estudo. O grau de dano aos teci-
dos moles interfere no modelo experimental de leséo éssea, mas
a tibia do rato oferece a vantagem de ter somente uma pequena
parte coberta por musculos. O modelo de lesdo éssea esférica
produz lesdes idénticas em relagdo a posigao e tamanho®. Para
analisarmos a formacéo de ostedide e sua mineralizagéo, foram
feitas contagens de osteoblastos. O grupo osteopénico apresentou
maior atividade ostoblastica nos primeiros 15 dias pds-leséo 6ssea
(p<0,05). Esses resultados sao semelhantes aos encontrados na
literatura™ que relataram maior quantidade de osteoblastos nos
animais ooforectomizados, talvez como uma tentativa de reverter
0 aumento acelerado da perda de massa 6ssea, apds supressao
de estrogénio. Houve uma redugao na quantidade de osteoblastos
30 dias pos-lesdo dssea com valores equivalentes entre os dois
grupos OOF-Il e SHAM-II, sugerindo uma equivaléncia no processo
de reparo 6sseo nesse periodo, apesar da resposta inicial exacer-
bada do grupo OOF. No periodo subsequente, 45 dias pds-lesao,
apesar da constante diminuicdo no nimero de osteoblastos, o
grupo OOF-IIl permaneceu discretamente elevado quando com-
parado ao grupo controle SHAM-III (p<0,05). Mas este fato talvez
possa ser explicado pelo numero reduzido de amostras colhidos
no grupo SHAM devido a dificuldade de visualizagéo das extremi-
dades das lesées, sugerindo que os animais do grupo SHAM j&
estavam em estado avangado no processo de reparo 6sseo quando
comparados com os animais do grupo OOF nesse periodo. Neste
estudo, o nimero elevado de osteoblastos nos primeiros 15 dias
pds-leséo no grupo OOF, pode também ser sugestivo de atraso
inicial da consolidagdo. Muitos estudos tém demonstrado que
0s animais osteopénicos apresentam atraso no periodo inicial
de reparo das lesdes dsseas (28 Os valores equivalentes de
osteoblastos nos dois grupos (OOF e SHAM) 30 dias pods-leséo
6ssea sugere que a tentativa de reverter o processo de perda 6s-
sea, através do acréscimo de osteoblastos na fase inicial, pode ter
funcionado, demonstrando n&o haver diferencas no reparo 6sseo
entre os grupos nessa fase. Porém, 45 dias pds-lesao, que ja pode
ser considerado como a fase de remodelacéo, a permanéncia de
valores elevados de osteoblastos no grupo OOF em comparagao
ao grupo SHAM pode ser sugestivo de atraso de mineralizacao da
matriz ostedide e consequientemente atraso na reparacéo 6ssea
pelo prolongamento da fase de calcificagao endocondral, portanto,
aumentando o periodo de remodelagao('215®. | esbes Osseas
podem consolidar-se mesmo sob condicdes de baixa densidade
mineral e baixos niveis de estrogénio. Porém, a deficiéncia desse
hormonio atrasa o processo de acréscimo de minerais a matriz oste-
6ide. Assim, o tecido ésseo neoformado nos animais osteopénicos
pds-leséo dssea, apresenta alteragdes osteopordticas, como por
exemplo, baixos valores para as propriedades mecanicas, menor
quantidade de osso mineral e diminuicao da densidade mineral,
sugerindo uma qualidade dssea inferior("21518.259 Qoforectomia nao
s6 diminui a densidade mineral como atenua o ganho de massa
6ssea pos-fratura™®. Osteoporose afeta o perfodo inicial do reparo
e a mineralizagcéo do calo tardiamente. As propriedades mecani-
cas inferiores do calo 6sseo dos animais osteoporoéticos podem
refletir a diminuicao da qualidade éssea®. O entendimento sobre
areparacao 6ssea em individuos osteoporoticos € essencial para o
estabelecimento de medidas terapéuticas mais objetivas resultando
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na diminuicdo do perfodo de tratamento, bem como, em melhores
condicoes de reabilitagdo. Os resultados deste trabalho sugerem
que o reparo pos lesdo em 0ssos osteoporéticos segue a mesma
seqUéncia de eventos que em 0ssos normais, porém apresentando
uma ligeira aceleracao inicial, nos primeiros 15 dias, sendo que no
periodo subsequente de 30 dias nao houve diferenga entre o reparo
nos dois tipos de 0ssos, de acordo com as variaveis analisadas.
Porém, apos este periodo os 0ssos osteoporoticos apresentaram
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