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Resumo

O osso vivo é um tecido que sofre continuamente modelagcao e remodelagao por
influéncia de forgas estaticas e dindmicas como a obesidade, caracterizada pelo indice
de massa corporea igual ou superior a 30kg/m?, e a restrigdo caldrica, sendo uma
intervencdo que promove a reducao da ingestdo calérica, sem causar desnutricdo. O
objetivo deste trabalho foi analisar a Densidade Mineral Ossea de fémures direitos de
ratos submetidos a obesidade corporal e a restricdo calorica. Foram utilizados 30 ratos
Wistar, distribuidos em trés grupos: controle (GC), sacarose (GS) e restricdo calérica
(GR), contendo 10 animais por grupo. A analise densitométrica foi admitida utilizando-
se 0 DXA- ALPHA LUNAR. Ja a massa corporal foi admitida através de uma balanca
de precisdo. Apds a analise estatistica, foi verificada uma diferenga significativa
quando os GC e GR sao comparados ao GS, em relagao a densidade mineral 6ssea -
DMO (g/cm?). Quando comparados GC e GR, n&o houve diferencas estatisticas entre
os grupos. Em relagcdo a massa corporal, constatou-se, através das médias, que nao
houve uma diferenga estatistica entre os instantes iniciais e finais do GC, ocorrendo
diferenca estatistica no GS e GR. Concluiu-se que a obesidade induziu um aumento
da densidade mineral 6ssea no GS.

Palavras-chave:Densidade Mineral 6ssea, Metabolismo 6sseo, Obesidade, Restricao
Caldrica.

Abstract

This study deals with living bone is a tissue that continuously suffers modeling and
remodeling through static and dynamic forces, such as obesity, characterized by a
body mass index less than 30 kg / m? and also calorie restriction, through the
intervention to promote the reduction of caloric intake without causing innutrition. The
aim of this study was to analyze the Bone Mineral Density of right femurs of rats
subjected to body obesity and caloric restriction. Analyzed with 30 Wistar rats were
divided into three groups: control (GC), sucrose (GS) and caloric restriction (GR),
containing 10 animals per group. Densitometric analysis was performed through the
DXA- ALPHA LUNAR. Body mass was admitted through a precision scale. After
statistical analysis, a statistically significant difference was observed when the GC and
GR are compared to the GS in relation to bone mineral density - BMD (g / cm).
Compared GC and GR, there were no statistical differences between groups. In
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relation to body mass, it was found through the middle, that there was no statistical
difference between the initial and final moments of the GC, occurring statistical
difference in the GS and GR. It was concluded that obesity induced an increase in
bone mineral density in the GS.

Keywords: Bone metabolism, obesity, caloric restriction, bone mineral density.

Introdugao

A densidade mineral 6ssea (DMO) é produto final de um processo
dinamico de formacéao e reabsorcao do tecido 6sseo chamado de remodelacéao.
A reabsorcio causa perda de qualidade desse tecido, enquanto a formagao do
mesmo é responsavel pelos reparos e renovacgao do tecido que foi absorvido. A
manutencdo da densidade mineral 0ssea € essencial para prevengao de
diferentes situacbes, causadas, por exemplo, pela influéncia da obesidade e
restricdo caldrica (RC) [1]. Ja que o osso vivo comporta-se de forma bastante
ativa, sofre continuamente modelacdo e remodelagao, por influéncia de forcas
estaticas e dindmicas, como a agao da gravidade, forga muscular, obesidade e
privacdo de alimentos [2, 3].

A obesidade, uma condi¢cdo determinada pelo indice de massa corpdrea igual
ou superior a 30kg/m?, promove acumulo anormal ou excessivo de gordura no
organismo que pode ocasionar prejuizo a saude do individuo [4].A obesidade é
caracterizada por uma desordem nutricional de multiplas causas, entre elas, fatores
genéticos, metabdlicos, o0 ambiente externo e as interagdes psicossociais, que sao
partes integrantes dos fatores etiolégicos [5,6]. Quando o ganho da massa corporea
esta associado a fatores externos, como o excesso do consumo de acucares,
carboidratos, tanto nos seres humanos quanto em modelos experimentais, como 0s
ratos Wistar, sdo observadas alteragbes organicas sistémicas, e o metabolismo 6sseo
também recebe essas alteragdes [7].

Estudos sugerem que individuos obesos apresentam um aumento da
densidade mineral 6ssea. A associagao entre obesidade e aumento da massa
Ossea € conhecida ha algum tempo. Em um estudo com 103 obesos, foi
demonstrado aumento significativo da densidade mineral 6ssea nos individuos
obesos quando comparados aqueles com massa corporea normal, parametro
avaliado pela densitometria 6ssea - sistema DXA. Esses dados sugerem que a
obesidade pode ser um fator importante e positivo para a resisténcia 6ssea [8].
Uma das explicacdes para esse incremento da densidade mineral 6ssea € que

0 estresse mecanico exercido sobre o esqueleto humano proporciona ativacao



da osteogénese, aumentando assim a formagéao 6ssea [4, 9, 10].

Em contrapartida a obesidade, RC é uma intervencdo que promove a
reducao da ingestéo caldrica, em comparacéo a alimentagéo tipica, sem causar
desnutricdo. Essa intervencdo retarda o aparecimento de disturbios
relacionados a idade e prolonga o tempo de vida de diferentes espécies
animais, inclusive a espécie humana, através de um mecanismo biolégico
responsavel pela reducdo de gordura corporal e sinalizacdo da insulina, que
levara a diminui¢do da produc¢ao de insulina pelas células betas do pancreas e
como consequéncia, ocorrera a diminuicdo do depdsito de tecido adiposo,
principalmente tecido adiposo branco [6, 11, 12, 13].

Em oposicao aos efeitos benéficos da restricdo, a baixa massa corporal,
observada pela reducéo alimentar, é considerada um fator que pode promover
prejuizo 6sseo e aumento da incidéncia de doengas osteometabdlicas,
podendo ser resultado de varios fatores como, por exemplo, a diminuigdo da
densidade mineral 6ssea [14, 15].

Sendo assim, o metabolismo 6sseo se comportara de diferentes formas
quando submetido as condicdes de Obesidade e RC. Estas condigcdes podem
ser avaliadas através de exames clinicos como a densitometria 6ssea, a fim de
verificar a vulnerabilidade e condigdo 6ssea.

A densitometria 6ssea é realizada por absor¢cdo de raios-X de dupla
energia, sendo baseada pela atenuagao do feixe de radiagdo quando mover-se
através do osso. E atualmente considerada a técnica padrdo para avaliar a
massa 0ssea, podendo ser expressa em gramas de mineral ésseo por area
(g/cm2), em uma determinada regido [4, 16, 17]. Portanto, foi objetivo deste
trabalho analisar a Densidade Mineral Ossea de fémures direitos de ratos

submetidos a obesidade corporal e a restrigao caldrica.

Material e Método
Animais;

Foram utilizados 30 ratos, machos, com 3 meses de idade, da raca
Rattusnovegicusalbinus, Wistar, escolhidos aleatoriamente, que foram fornecidos pelo
Biotério do Centro Universitario Catdlico Salesiano Auxilum -
UniSALESIANO/Aracatuba. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (21
+/- 2°C) e ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias), no biotério do UniSALESIANO/



Aracatuba, localizado na unidade 2, UNA. (figura 1)
O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica e
Uso Animal (CEUA). Protocolo 02/2013.

Figura 1. Biotério Unisalesiano - Aragatuba

Grupos Experimentais;

Todos os animais foram mantidosem caixas proprias para animais
experimentais (5 animais por caixa). O periodo experimental para todos os grupos foi
de 8 semanas.

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais:

GC - Grupo Controle - contendo 10 animais com livre acesso a ragédo e agua.

GS - Grupo Sacarose- contendo 10 animais com livre acesso a sacarose 30%,
racao e agua.

GR- Grupo Restrigdo Caldrica — contendo 10 animais submetidos a RC, sendo

alimentados com 50% do consumo do grupo controle.

Solugao de Sacarose 30%;
A solucao foi preparada com a adigdo de 150 gramas de sacarose diluida em

500 ml de agua destilada homogeneizada com agitador magnético. (figura 2)



Figura 2. Agitador

Massa Corporal;
A massa corporal dos animais foi mensurada uma vez por semana, utilizando-

se a balanga digital de precisdo BIOPRECISA® sendo a primeira determinagdo no
inicio do experimento e a ultima mensuragao no dia do sacrificio dos animais. (figura

3)

Figura 3. Aquisi¢cdo da Massa corpérea



Ingestao de agua, consumo de ragao e solugao de sacarose;

A ingestdo de agua para todos os animais foi de 500 ml. O consumo de
racao Primor® foi realizado trés vezes por semana, sendo oferecidos ao GC
240 gramas, ao GS 240 gramas e ao GR 120 gramas de ragao. As sobras
foram mensuradas. Para a solugdo de sacarose foi utilizada uma proveta, e
para a ragao, uma balanca digital. Logo apos foram desprezadas, fazendo-se
reposicdo de agua e ragcdo e, em seguida, a quantificacdo dos valores
preestabelecidos. O mesmo ocorreu para o de ingestdo de solugao de

sacarose a 30%. (figuras 4 e 5)

Figura 4.Pesagem da Ragdo Figura 5.Pesagem da Sacarose

Eutanasia dos animais;

Apds o periodo experimental, os animais foram eutanasiados com
excesso de anestésico Xelazin e Cetamin, via intraperitoneal. Houve a
presenca do médico veterinario, representante da Comisséo de Etica e Uso

animal e Associagao Protetora dos Animais. (figuras 6 e 7)



Figura 6. Anestésico Figura 7. Aplicacdo via intraperitoneal

Dissecacao e Armazenamento dos materiais;

Apods os sacrificios, os membros posteriores foram dissecados, e as
unidades femorais direitas foram retiradas e limpas das partes moles
circundantes. Apods a dissecagao, os ossos foram identificados, envolvidos em

gaze umedecida em soro fisioldgico e estocados em “freezer” —20°C.

Densitometria 6ssea;

A densidade mineral 6ssea — DMO - (em g/cm?), foi medida em todos os
fémures direitos, utilizando densitdmetro modelo DXA — ALPHA LUNAR, com
software especial para pequenos animais, pertencente ao Departamento de
Apoio, Produgao e Saude Animal — FOA/UNESP-Aragatuba. (figuras 8 e 9)



Figura 8. DXA ALPHA LUNAR Figura9. Unidades Femurais

Analise Estatistica

Na realizacdo do experimento, foi realizada a analise estatistica Anova One-
Way, seguido por teste de comparagdes multiplas de Tukey. Foi utilizado o
programa estatistico PRISM. 6.0.

Resultados
A tabela e os respectivos graficos a seguir, representam os resultados
obtidos na andlise através da comparagdo da média e desvio padrdao dos

grupos GC, GS e GR em relagao a DMO e Massa corporea.

DMO (g/cm?)
GC 0,16+0,015
GS 0,21+0,018
GR 0,15+0,016

Tabela I. Representam os valores da média e desvio padrdo dos grupos controle
(GC), sacarose (GS) e restrigao caldrica (GR), em relagdo a densidade mineral 6ssea
— DMO (g/cm?)

Fonte: Belorti; ke — 2015
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Fonte: Belorti; lke—2015

Os graficos acima demonstram os valores das médias da massa
corporea inicial e final, admitidas pelo peso dos ratos, através de uma balanca
de precisdo nos grupos experimentais Controle (GC), Sacarose (GS) e
Restricdo Caldrica (GR). Constatou-se através das médias, que nao houve
uma diferenga estatistica entre os instantes iniciais e finais do GC, ocorrendo

diferenga estatistica no GS (p=0,0001), com aumento da massa corpédrea, e

Grupo Sacarose

GR (p=0,0005) com diminuicdo da massa corporea.
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Grafico IV. Demonstra os valores comparativos da média e do desvio padrao da
Densidade Mineral Ossea, admitidos na densitometria 6ssea, através do DXA-ALPHA
LUNAR dos GC, GR, e GS.
Fonte: Belorti; ke — 2015

O grafico acima representa os valores comparativos da média e do

desvio padrao da densidade mineral dssea entre os grupos experimentais GC,
GS e GR, sendo a= GS vs GC e b= GS vs GR, no qual foi verificado uma
diferenga estatistica significativa da DMO (g/cm?) quando os GC e GR sao
comparados ao GS (p<0,0001). Quando comparados GC e GR, ndo houveram

diferencgas estatisticas entre os grupos (p = 0,7821).

Discussao

Varios estudos tém abordado os diversos efeitos que a obesidade e a
restricdo caldrica ocasionam especialmente no osso. O aumento ou a
diminuicdo da massa corporal podem promover interferéncia nos aspectos da
quantidade e qualidade Ossea [18].

A massa corporal estd intimamente correlacionada com diferentes
propriedades do osso [19, 20]. As respostas adaptativas as cargas mecanicas
promovem liberacao de fatores locais e sistémicos que regulam a diferenciagao
das células do tecido 6sseo e de outros tecidos envolvidos [6,19]. Porém, o real
conceito da relagcado entre obesidade e tecido 6sseo permanece obscuro, uma
vez que os relatos da literatura sdo conflitantes e os mecanismos envolvidos
pouco compreendidos. Embora seja muito complexo identificar os fatores
etiologicos da obesidade, as causas principais sdo o aumento do consumo de
alimentos energéticos e ricos em gorduras saturadas e agucares. Ha alguns

anos, acreditava-se que a alta ingestdo de gorduras era um dos fatores que



mais contribuiam para obesidade. No entanto, hoje se sabe que a redugao da
quantidade de gordura ingerida ndo resulta necessariamente na diminuicdo da
prevaléncia da obesidade, ja que tal medida esta, na maioria das vezes,
associada ao aumento do consumo de carboidratos. A adogao de dietas
hipercaldricas ou hiperlipidicas vem sendo utilizadas como modelo de indugao
da obesidade em animais, devido a sua semelhanga com a génese e as
respostas metabdlicas decorrentes da obesidade em humanos [7, 21]. Desta
forma, € de suma importancia avaliar os efeitos da obesidade, induzida por
meio de dieta rica em sacarose, no tecido 6sseo de roedores. Em um estudo
realizado por Diniz [22], para avaliar a densidade mineral 6ssea no colo do
fémur e coluna vertebral, verificou-se que houve um aumento na densidade
mineral éssea, devido ao aumento da massa corporal induzida por sacarose.
Cobayashi e colaboradores [10] observaram maior densidade mineral éssea
em adolescentes que apresentavam sobrepeso e obesidade, justificando os
resultados do presente estudo, no qual, houve um aumento da densidade
mineral 6ssea no GS quando comparados aos GC e GR. Uma explicacao
aceitavel para tal acontecimento, refere-se ao fato da obesidade promover
maior estresse mecanico, decorrente do trabalho muscular aumentado para a
sustentacdao e locomocao [23] dos animais do GS, induzindo a ativagao de
sitios de formagao O&ssea na superficie peridstea do osso pela atividade
osteoblastica [24].

Embora a restricdo calérica pareca ser benéfica, e os resultados
fornecidos pelos estudos demonstrarem vantagens para o sistema
cardiovascular e metabolismo da glicose e lipidios, para a densidade mineral
O0ssea os resultados sdo insatisfatorios, comprovados através de um estudo
que avaliou a massa 0ssea, observando uma diminuigdo significativa da
densidade mineral 6ssea total do quadril e na densidade mineral 6ssea da
coluna lombar, em comparacgao a individuos saudaveis [13]. Nos resultados do
presente estudo, ndo houve diferenga entre os grupos GC e GR em relagéo a
densidade mineral Ossea, sendo os resultados justificados pela duragdo e
protocolo de experimentacdo, utilizando-se 50% de privacdo de alimento em
comparagao a alimentacédo do GC, tratados durante 8 semanas, uma vez que,
sendo submetidos a um periodo de experimentagao prolongado, apresentariam

uma reducdo da densidade mineral 6ssea. Quando comparados GR e GS,



houve um aumento significativo na densidade mineral 6ssea do GS, sendo os
resultados justificados pelo fato dos animais do GS, terem sido submetidos a
um processo de indug¢ao da obesidade por meio de sacarose, exercendo dessa
forma, maior estresse mecanico aos animais, estimulando a formacéo dssea,
efeito ndo observado nos animais do GR, ja que passaram por um processo de
privacdo de alimentos, tendo como consequéncia, a diminuicdo da massa
corporea. Tatsumi e colaboradores observaram em seu estudo, um efeito
protetor da RC na estrutura éssea de ratos apds a meia idade, mas ndo em
ratos adultos jovens [25]. Paralelamente, Devlin e colaboradores sugerem que
novos estudos sejam necessarios para investigar se a RC possui efeitos

especificos de acordo com idade e local analisado [26].

Conclusao

Concluiu-se que, a obesidade atuou como uma forgca mecéanica sobre os
fémures direitos dos ratos e no metabolismo é6sseo, induzindo ao aumento da
densidade mineral 6ssea. Em relagao a restricao caldrica nao ocorreu diferenga

estatistica.
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