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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos da TRH na avaliagdo biomecénica
e tomogréafica dos fémures de ratas submetidas & menopausa
induzida. Métodos: Foram divididas igualmente em trés grupos
45 ratas Wistar adultas. O primeiro e o segundo constituiram-se
de ratas ooforectomizadas e o terceiro, 0 grupo controle, de ratas
ndo ooforectomizadas. Apds a constatacao da faléncia hormonal
(citologia esfoliativa). somente o primeiro grupo recebeu TRH,
durante dois meses. Apos esse periodo, os fémures foram desar-
ticulados e submetidos a testes biomecanicos através de maquina
universal de ensaios para avaliagdo da resisténcia e submetidos
a tomografia para determinacéo da densidade ¢ssea. Resultados:
A citologia esfoliativa demonstrou indugdo de faléncia hormo-
nal em todos os animais ooforectomizados. Notou-se diferenca
significante (p = 0,030) entre 0s grupos ao se mensurar a forga
maxima de resisténcia, maior no grupo que recebeu TRH. Ob-
servou-se maior fragilidade 6ssea nos animais ooforectomizados
sem TRH quando comparados com os com TRH (p = 0,010) em
relagdo ao grupo controle (p = 0,0107). Houve aumento da re-
sisténcia 6ssea nas ratas ooforectomizadas com TRH em relacédo
as sem TRH e valores semelhantes aos do grupo controle (p =
0,179). Na avaliagdo tomografica, ndo se encontraram diferencas
significantes entre os grupos (p = 0,625). Conclusao: Observou-
se aumento significativo da resisténcia dssea com a utilizagdo
de TRH. No entanto, o tratamento com TRH n&o apresentou
alteracéo significante da densidade mineral dssea.

Descritores — Menopausa; Terapia de reposi¢do hormonal; To-
mografia; Osso e 0ssos; Osteoporose; Fémur; Ratos

ABSTRACT

Objective: To analyze the effects of Hormone Replacement Thera-
py on the biomechanical and tomographic evaluation of femurs of
rats submitted to induced menopause. Methods: Forty-five adult
Wistar rats were divided equally into three groups. The first and
second groups consisted of rats submitted to oophorectomy, and
the third was the control group, consisting of non-oophorectomized
rates. After observing hormonal failure (exfoliative cytology), only
the first group received HRT, over a two-month period. After this
period, the femurs were disarticulated and submitted to biomecha-
nical tests in a universal testing machine to evaluate stamina, and
submitted to tomographic evaluation to determine mineral bone
density. Results: The exfoliative cytology showed induction of hor-
monal failure in all the animals oophorectomized. A significant di-
fference (p=0.030) was observed between the groups in the measu-
rements of maximum stamina, which was higher in the group with
HRT. Greater bone fragility was observed in the oophorectomized
animals that did not receive HRT, compared with those that recei-
ved HRT (p=0.010) in relation to the control group (p=0.0107).
There was in increase in bone strength in the oophorectomized rats
with HRT compared with those without HRT, and similar values to
the control group (p = 1.179). In the tomographical evaluation, no
significant differences were found between the groups (p=0.625).
Conclusion: A significant increase in bone strength was observed
with the use of HRT. However, treatment with HRT did not show
any significant alteration in bone mineral density.

Keywords — Menopause; Hormone replacement therapy; To-
mography; Bone and bones; Osteoporosis; Femur; Rats
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INTRODUCAO

A osteoporose é uma doenca 0ssea Sistémica, asso-
ciada a alteracdo da arquitetura éssea e a reducdo da
massa 0ssea, que gera aumento do nimero de fraturas,
principalmente em mulheres pds-menopausadas®.

Em torno de 50% dessas mulheres poderéo desenvol-
ver algum tipo de fratura relacionada com a alteracdo da
qualidade 6ssea e 15% poderdo ter fratura de fémur®,
Esta apresenta alta prevaléncia em mulheres acima de
49 anos (32,7%)9.

As fraturas, principalmente as do fémur, em pacien-
tes com osteoporose fazem parte do cotidiano do or-
topedista, tendo em vista 0 aumento de sua incidéncia
concomitante a elevacdo da expectativa de vida.

Séo fraturas provocadas ou agravadas pela baixa
qualidade éssea, limitando assim os métodos de trata-
mento. Apenas 30% dos pacientes vitimas de fratura por
osteoporose conseguem retomar a mesma qualidade de
vida sem alguma limitacdo funcional, e a mortalidade
nos primeiros seis meses chega a 23,3%®.

A prevencdo da perda dssea iniciada logo apds a me-
nopausa serviria para reduzir a incidéncia de fraturas
numa fase mais tardia da vida da mulher®.

A terapia de reposicdo hormonal (TRH), seja oral,
intradérmica ou parenteral, tem sido demonstrada Uutil
na prevencdo da perda 6ssea e na reducao do risco de
fraturas no climatério®?.

Mulheres que iniciaram o uso de estrégeno antes dos
60 anos e continuaram com a TRH mantiveram a den-
sidade mineral Ossea, perderam menos 0sso e tiveram
37% menos risco de fratura®.

A tomografia computadorizada é uma grande fer-
ramenta na pratica médica. Uma de suas propriedades
¢ a capacidade de qualificar e quantificar a arquitetura
Ossea, permitindo melhor avaliagdo morfoldgica®.

A terapia de reposi¢do hormonal pode aumentar a
massa 0ssea, diminuir sua perda e o risco de fraturas,
assim como suas sequelas®4101h),

METODOS

Foram utilizadas 45 ratas (Rattus norvegicus albi-
nus, Rodentia mammalia) da linhagem Wistar-PUCPR,
com idade entre 90 e 100 dias, pesando entre 150 e 200
gramas que foram fornecidas pelo Biotério Central da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana. As ratas fo-
ram mantidas em condi¢Ges ambientais constantes, com
ciclo dia/noite de 12 horas e temperatura ambiente con-

trolada de 20 + 2°C. A umidade relativa do ar e o ruido
eram os proprios do ambiente. Tiveram livre acesso a
agua e a racdo propria para a espécie. Foram alojadas
cinco ratas em cada gaiola e todas ficaram dispostas a
igual distancia da fonte de luz.

A amostra foi dividida em trés grupos, com 15 ani-
mais cada um. O primeiro e 0 segundo grupos cons-
tituiram-se de ratas ooforectomizadas e o terceiro, 0
grupo controle, de ratas higidas ndo submetidas a tal
procedimento. As pertencentes ao grupo 1 receberam
reposi¢cdo hormonal.

Inicialmente, os animais, sob anestesia, foram sub-
metidos a laparotomia mediana, sendo realizada oofo-
rectomia bilateral nas ratas dos grupos 1 e 2. As do
grupo 3 sofreram uma laparotomia simuladora.

Foi coletado material para esfregaco vaginal, para
a determinacdo do padrdo hormonal de cada um dos
animais que constituiram a amostra, no inicio do estudo,
por meio da técnica de Papanicolau.

Apoés 28 dias do procedimento cirurgico, foi co-
Ihido um segundo esfregaco vaginal dos animais dos
trés grupos, com a finalidade de confirmar a caréncia
hormonal.

Detectada a “menopausa” induzida, iniciou-se a te-
rapia de reposicdo hormonal diariamente, da seguinte
forma: os animais que compunham o grupo 1 recebe-
ram 50ug de estrogénio conjugado associado a 2mg de
acetato de medroxiprogesterona ao dia. A medicacao foi
feita por meio de sonda orogastrica. As ratas dos grupos
2 e 3 receberam igual volume de solucdo de NaCl a
0,9% pela mesma via.

No 15° dia, foi realizada nova coleta de esfregacos
vaginais dos animais dos trés grupos, para confirmacéo
do estado hormonal.

Apo6s dois meses de terapia procedeu-se a eutanasia
com dose letal de tiopental sodico, intraperitoneal. Cons-
tatado o Obito, foi feita a retirada do fémur direito, que
foi submetido a estudo tomografico e de resisténcia.

O estudo de imagem foi feito com um aparelho de
tomografia da marca Siemens® Somatom, modelo Es-
prit, produzido em Erlanger, Alemanha. Foram reali-
zados cortes tomograficos do fémur, que permitiram a
avaliacdo de trés regides com dois cortes de 1,5mm de
espessura em cada area: 1) regido proximal que incluia
desde a regido subcapital do colo até o trocanter menor;
2) regido diafisaria do istmo até um centimetro distal; e
3) metafise distal (Figura 1).
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Figura 1 — Demonstracédo das areas do fémur que foram anali-
sadas pela tomografia computadorizada

Em cada area foi analisada a densidade Gssea por
meio da relacdo da estrutura Ossea cortical e medular
(Figura 2).

Figura 2 — Aspectos dos cortes tomograficos em axial, no seg-
mento médio, nos trés grupos

Foi utilizada a unidade de Hounsfield (UH) para a
mensuracdo da densidade 6ssea, unidade de medida de
densidade utilizada em tomografia computadorizada,
com escala empirica que identifica a penetrabilidade da
radiacdo diagnostica de acordo com o tipo de tecido.

A resisténcia foi avaliada em um ensaio destrutivo
realizado no Laboratdrio de Ensaios Destrutivos do De-
partamento de Engenharia Mecanica, no Parque Tecno-
I6gico da Pontificia Universidade Catdlica do Parana.

Figura 3 — Demonstracéo do posicionamento da peg¢a no aparelho para a produgédo da fratura a esquerda e padrao de fratura

obtido a direita
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Os fémures foram submetidos a um ensaio destru-
tivo em um aparelho de ensaio de forca de flexdo em
trés pontos (tensdo/ compressao), da marca Emic® de
fabricacdo nacional modelo DL-500 (Figura 3). Tal
dispositivo era conectado a um microcomputador com
software M-test de ensaio mecéanico, por meio de um
canal serial padrdo Rs-232. Esse software possibilita a
conversdo dos valores numéricos absolutos em unidade
de newtons, assim avaliando a forga necessaria para
fraturar um determinado material.

Para realizar a medida no aparelho de ensaio mecani-
co, foi necesséria a confeccdo de uma estrutura em acgo
para apoio das diafises dos fémures. Cada apoio de um
centimetro foi posicionado na regido metafisaria dos fé-
mures e a for¢a de flexao foi realizada por uma terceira
forca contraria, também adaptada por uma ponteira de
aco de 0,5cm. A medida dos apoios laterais foi empirica,
visto que ndo influencia no teste; a ponteira de 0,5cm
foi determinada pela média da medida do diametro da
seccdo transversa do eixo dos fémures examinados*?. A
forca era aplicada até se obter a fratura (Figura 3).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
estatistica. Para a comparacéo dos grupos em relacéo as
varigveis do estudo que atenderam a condicdo de norma-
lidade, foi usada a analise de variancia com um fator.

As comparagdes multiplas foram feitas usando-se
0 teste LSD. Para variaveis que apresentaram assime-
tria na sua distribuicdo, as comparacdes entre 0s grupos
foram feitas utilizando-se o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis.

Para avaliar a condicdo de normalidade das variaveis
foi usado o teste de Shapiro-Wilks e para avaliar a ho-
mogeneidade das variancias, o teste de Levene.

A associagao entre varidveis quantitativas foi avaliada
estimando-se o coeficiente de correlacdo de Spearman.
Valores de p < 0,05 indicaram significancia estatistica.
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RESULTADOS

No 15.° dia apds a inducao de “menopausa” verificou-
se, nos esfregacos vaginais, que todas as ratas ooforectomi-
zadas estavam em fase de diestro, caracterizando presenca
de estado hormonal compativel com hipoestrogenismo.

Durante o tempo de estudo houve a morte de 16 ani-
mais. O grupo 1 apresentou 0 maior nimero de 6bitos,
restando apenas seis animais; no grupo 2 restaram 12
animais e 11 animais no grupo 3.

As 29 amostras restantes foram submetidas a analise
tomogréfica e ao teste de resisténcia de acordo com seus
respectivos grupos.

Notou-se diferenca significante (p = 0,030) entre 0s
grupos ao se mensurar a forgca maxima no ensaio de re-
sisténcia, mais acentuada no grupo que recebeu terapia
de reposicdo hormonal em relacdo aquele que néo foi
tratado (Quadro 1). Observou-se que 0 grupo 2 apresen-
tou maior fragilidade no ensaio de resisténcia em relagdo
ao grupo 1 (p = 0,010) e ao grupo 3 (p = 0,0107).

Quadro 1 —Valores em newtons para forca maxima em cada grupo

GRUPO | N | MEDIA | MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO [DESVIO PADRAO
1 6 | 4722 | 4861 36,48 57,61 7,49
2 12 | 4072 | 4083 3293 | 4863 4,24
3 11 | 4398 | 4386 3952 | 49,80 3,03

Teste LSD p = 0,030

Ao analisar a forca de ruptura sobre as pecas do
experimento observou-se diferenca significante entre
0s grupos (p = 0,049) (Quadro 2), evidenciada mais
claramente ao relacionar o grupo 1 com o grupo 2 (p
= 0,016 ). A forga de ruptura era semelhante entre os
animais que tiveram reposi¢cdo hormonal e os controle
(p =0,179). Os fémures dos animais do grupo controle
apresentaram maior resisténcia que 0s do grupo 2, sem
significancia estatistica (p = 0,171).

Quadro 2 — Valores em newtons da forga de ruptura nos trés grupos

GRUPO | N MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO |DESVIO PADRAO
1 6 46,30 47,70 35,55 57,15 7,172
2 12 40,02 39,88 31,18 47,38 4,19
3 1 42,88 43,16 36,91 49,72 3,55

Teste LSD p = 0,049

Em relacdo a avaliacdo da densidade 6ssea mineral
média do fémur, por meio da tomografia, observou-
se, nitidamente, uma tendéncia de semelhanga em seus
valores, ndo sendo, no entanto, estatisticamente signi-
ficante (p = 0,625) (Quadro 3).

Quadro 3 — Valores da densidade dssea mineral média (unidade
Hounsfield)

GRUPO| N MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO |DESVIO PADRAO
1 6 1,53 1,53 1,37 1,66 0,10
2 12 1,63 1,65 1,26 1,97 021
3 1 1,66 1,58 1,29 2,39 0,28

Teste LSD p = 0,625

Aqueles animais que receberam reposi¢éo hormonal
apresentaram, na tomografia, menor densidade mineral
no segmento proximal em relagao aos outros dois grupos,
ndo sendo estatisticamente significante (p = 0,073).

Os animais do grupo controle apresentaram maior
densidade mineral, na tomografia, em relacdo aos
dos grupos experimentos, no segmento médio e distal
(p = 0,0437) (Quadro 4).

Quadro 4 — Valores da densidade 6ssea mineral no segmento
médio do fémur (unidade de Hounsfield

GRUPO| N | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO |DESVIO PADRAQ
1 6 1,51 1,46 1,39 1,68 012
2 12 | 162 1,62 1,21 2,20 0,33
3 1 1,75 1,66 117 2,39 041

Teste LSD p = 0,0437

No grupo 1, a forga de ruptura ndo demonstrou cor-
relacdo estatisticamente significante quando avaliada
comparativamente com a densidade 6ssea mineral tomo-
grafica. O mesmo fato pode ser notado naqueles fémures
dos animais que nao foram submetidos a reposicao hor-
monal, assim como no grupo controle (Quadro 5).

Quadro 5 — Correlacdo entre a densidade dssea mineral e a forca
de ruptura por meio do coeficiente de correlagdo de Spearman

GRUPO N COEF. Dg:&iﬁkﬁgAO DE VALOR DE p
1 6 -0,257 0,623
2 12 0,137 0,672
3 1 -0,118 0,729

Aforca maxima ndo apresentou correlacao estatistica
significante ao compararmos com a densidade 6ssea to-
mografica, nos elementos dos grupos 1 e 2, assim como
nos animais do grupo controle (Quadro 6).

DISCUSSAO

O homem é um ser bipede e seus fémures estdo dis-
postos de maneira a suportar cargas mais altas se com-
parado com o rato. Estruturalmente em sua disposic¢ao
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Quadro 6 — Demonstracéo da correlacdo entre densidade éssea
mineral e a forca maxima por meio do coeficiente de correlagéo
de Spearman

FORGA MAXIMA
Grupo N Coef. ds‘:)::::;?éo de Valor de p
1 6 -0,086 0,872
2 12 0,294 0,353
3 1 -0,145 0,670

morfoldgica e espacial observa-se uma divergéncia entre
0 eixo mecanico e anatdmico dos membros inferiores,
que oferece maior resisténcia as forcas externas.

Ao envelhecer, o trabeculado dsseo diminui e obser-
va-se uma area de fraqueza na regido proximal do fémur
que, associada a disposicao das linhas de forga, tracdo-
compressao, na regido do colo e pertrocanterianas, a tor-
na mais suscetivel a fraturas. Essas, por sua vez, foram
descritas e classificadas de maneira radiolégica, de acor-
do com o desaparecimento das linhas trabeculares®,

Albright, em 1941 apud Nordin e Polley®, correla-
cionou o desenvolvimento da osteoporose em mulheres
na menopausa ao hipoestrogenismo. Segundo ele, esse
estado de diminuigdo nos niveis séricos de estrégenos
reduzia a formacdo 6ssea. Atualmente, sabe-se que a
falta desse hormdnio aumenta o turnover ésseo, aumen-
tando tanto a formacdo quanto a reabsorcdo 0ssea.

Nos Ultimos dez anos a expectativa média de vida
do brasileiro cresceu de 68,1 anos para 72,3 anos, prin-
cipalmente das mulheres, que esta estimada entre 72 e
76,1 anos®®. O aumento da populagdo geriatrica leva a
maior incidéncia de osteoporose® e, consequentemente,
ao aumento do risco de fratura nessa populagéo.

A terapia de reposicdo hormonal pode aumentar a
massa 0ssea, pela diminuicao da perda por inibicdo da
reabsorcdo 0ssea e tornar, teoricamente, 0 0SSO mais
resistente. O estrégeno atua nesse sistema inibindo a
reabsorcao 0ssea, por induzir a apoptose dos osteoclas-
tos, por meio de receptores alfa nas células ésseas, in-
fluenciando a formacéo, a manutencédo e a reabsorgéo
do tecido dsseo. Previne, assim, a perda 6ssea e pode
diminuir o risco de fraturas®®.

A ooforectomia, no presente estudo, promoveu a
caréncia hormonal e levou & reducédo da DMO no seg-
mento médio, além de diminuir a resisténcia 6ssea no
ensaio destrutivo. Esse modelo mostrou-se eficiente
para promover o estado de hipoestrogenismo. Cardoso
Netto et al*” j& haviam demonstrado que a ooforecto-
mia induz a menopausa e reduz o limite de deformacéo
6ssea, tornando o fémur menos resistente.

Rev Bras Ortop. 2010;45(1):40-5

Neste estudo, notou-se superioridade significativa da
forca maxima e de ruptura nos fémures dos animais trata-
dos com reposi¢cdo hormonal em relacéo aqueles que nao
foram submetidos a tal tratamento. Assim, comprovou-se
a acao protetora 6ssea da terapia de reposi¢do hormonal.

O método de ensaio destrutivo com a aplicacdo de
forca em trés pontos permitiu, de maneira segura, avaliar
a resisténcia 6ssea. Esse método ja havia sido utilizado
anteriormente por Probst et al®®),

Atualmente, o diagnostico da osteoporose é confirma-
do pela densitometria 6ssea. A densidade 6ssea reflete a
quantidade de mineral quantificada numa area do esque-
leto, representando a densidade mineral 0ssea, expressa
em gramas pela area ou volume medidos. A densitome-
tria de dupla energia baseada em raios X (DEXA) € uma
técnica eficaz, sendo considerada hoje como o padréo-
ouro para a determinacio da densidade dssea.

Segundo Marshall et al®?, a densitometria 6ssea mine-
ral € um método que pode predizer o risco de fratura; no
entanto ndo € capaz de identificar o individuo que a tera,
ndo sendo recomendado o programa sistematico de rastrea-
mento de osteoporose para mulheres menopausadas®@.

A literatura consagrou a tomografia como um método
de avaliacdo da densidade ¢ssea, embora a densitome-
tria seja hoje o exame padrdo-ouro para a determinagédo
da densidade 6ssea em humanos. Optou-se pelo estudo
tomografico visto que sua acuracia se assemelha a da
DEXA e sua utilizagdo em pequenos animais € bem
definida na literatura®?,

A andlise 0ssea pela tomografia computadorizada é
primordial na comprovacéo dos efeitos de reabsorgéo e
formacdo 6ssea®®?¥, além de caracterizar fielmente a
arquitetura 6ssea, propiciando melhor compreensao da
morfologia em ratos®®,

A tomografia tem a capacidade de estabelecer uma
correlacdo entre as propriedades biomecéanicas e a mor-
fologia do osso, em fémures de ratos®2”). Esse exa-
me pode, ainda, refletir claramente os pardmetros das
propriedades morfologicas do 0sso e ser utilizado em
experimentos in vivo®®.

Lima et al® demonstraram a eficacia da tomografia
computadorizada em trés dimensdes na avaliagdo mor-
foldgica da estrutura 6ssea de fémures de ratos Wistar;
no entanto, o custo elevado desse aparelho e a nossa li-
mitacdo de acesso a tal tecnologia permitiu apenas o uso
de tomografia axial computadorizada convencional.

No presente estudo observou-se que a terapia de re-
posicao, em ratas, levou a aumento significante da re-
sisténcia 6ssea. No entanto, ndo se constatou alteracéo
significativa do aumento da densidade 6ssea mineral nos
fémures dos animais submetidos a reposi¢do hormonal.
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E possivel que o método utilizado para essa avaliagio
nédo tenha apresentado sensibilidade suficiente para de-
tectar possiveis alteracdes nessa amostragem.

Neste estudo, optou-se por realizar o ensaio de resis-
téncia 6ssea em terco médio diafisario do fémur devido
a impossibilidade de reproduzir o mecanismo de trauma
e de fratura do segmento proximal, como acontece no
homem. Optou-se pela avaliacdo do segmento médio,
uma vez que essa € a area que foi submetida a acéo
direta da forga durante o ensaio de trés pontos.

O rato € um animal quadrdpede e a disposicdo de
suas linhas de forca, 0 seu eixo mecénico e anatdbmico
ndo sdo 0os mesmos dos humanos, o que inviabilizou um
ensaio torcional que reproduzisse uma fratura no seg-
mento proximal, semelhante ao mecanismo de trauma
que frequentemente atinge a populacao geriatrica.

O propésito do teste de flexdo de trés pontos foi esta-
belecer a relativa forca do 0sso quando forgas eram apli-
cadas como a flex&o deformante sobre um eixo. O 0sso
quebra-se primeiro em tensao e a fratura propaga-se para o
lado da compressdo, abrindo uma asa de borboleta®229),

O modelo de ensaio destrutivo em trés pontos € con-
fiavel e capaz de mensurar, em newtons, valores nume-
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ricos que permitem comparagdes e estudos estatisticos
com especificidade segura®?,

Neste estudo, apesar de os fémures dos animais do
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tura e mesmo de tratamento dela podera contribuir para
vida com melhor qualidade para a populagéo de idosos.

CONCLUSOES
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ndo demonstrou alteracGes significantes da densidade
mineral Gssea.
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