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ovariectomizade rats
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RESUMO

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da sinvastatina sobre parametros

biomecanicos do tecido ésseo de ratas ovariectomizadas, enfatizando a avaliacao da ! Fisioterapeuta, UNIUBE

resisténcia 6ssea. Material e Métodos: foram utilizadas ratas Wistar de quatro meses de * Doutor em Ciéncias Fisiologicas, UNIUBE

idade, submetidas previamente a ovariectomia (ovx). Os animais foram divididos em qua-
tro grupos: 1) intactas, 2) intactas + sinvastatina, 3) ovx + sinvastatina, 4) ovx + salina. A
sinvastatina, na dose de 5 mg/kg/dia, foi administrada por gavagem, seis dias/semana du-
rante oito semanas. A salina foi administrada na dose de 0,1 mL/100g. Foram analisados
peso corporal, rigidez 6ssea, propriedades fisicas do osso e propriedades biomecanicas
do fémur pelo teste de flexao de trés pontos. Resultados: houve diferencas significativas
para carga maxima (em Newtons) entre os grupos ovx + sinvastatina (115,08+2,49) e intac-
tas + sinvastatina (114,67+2,22) quando comparados ao grupo das intactas (89,68+3,06)

e entre os grupos das ovx + sinvastatina e ovx + salina (95,5£1,22). Em relagao a rigi-

dez 6ssea (N/mm), os grupos ovx + sinvastatina (87,8818,48) e intactas + sinvastatina
(91,5646,30) apresentaram valores significativamente mais altos do que o grupo intactas
(61,93+5,87). O grupo ovx + sinvastatina (145,00+2,49) apresentou maior ganho de massa
corporal (g) quando comparado ao grupo das ratas intactas (113,00+£3,06) e ao grupo ovx
+salina (120,33+1,21). Concluséo: infere-se, assim, que a sinvastatina protegeu o tecido
6sseo dos animais quanto a perda de resisténcia provocada pela osteopenia.

Palavras-chave: Osso e Ossos/efeitos de drogas; Osteopatias Metabdlicas; Sinvastatina;
Ovariectomia.

ABSTRACT

Objective: the aim of this study was the evaluation of the sinvastatin effect on the bone

tissue biomechanical parameters in ovariectomized rats, emphasizing the evaluation of

the bone resistance. Matherial and Methods: four month Wistar rats previously submit-

ted to ovariectomia (ovx) were used. The animals have been divided into four groups:

1) intact, 2) intact + sinvastatin, 3) ovx + sinvastatin, 4) ovx + saline. A 5 mg/kg/day

sinvastatin dose has been given through gavage, six days a week for eight weeks. 0,1

mL/100g saline dose has been given . Corporal weight, bone rigidity, bone physical

properties and femur biomechanical properties were analyzed through the three-point-

flexion test. Results: There was significant differences for the maximum load (in Newtons)

between the groups ovx + sinvastatin (115,08+2,49) and intact + sinvastatin (114,67+2,22)

in comparison with the group intact ones (89,68+3,06) and between the groups ovx +

sinvastatin and ovx + saline (95,5+1,22). Regarding bone rigidity (N/mm), the groups ovx

+ sinvastatin (87,88+8,48) and intact + sinvastatin (91,56+6,30) have presented values Enderego para correspondencia:
significantly higher than those of the intact ones group (61,93+5,87). The group ovx + Universidade de Uberaba/UNIUBE
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sinvastatin (145,00+2,49) put on higher corporal mass (g) comparing with the intact rats Bairro: Santa Maria
group (113,00+3,06) and with the ovx + saline (120,33+1,21) group. Conclusion: thus it Sizr‘;i??'&zg
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is inferred that the sinvastatin has protected the animals
bone tissue concerning resistance loss due to osteopenia.

Key words: Bone and Bones/drug effect; Bone Diseases,
Metabolic; Simvastatin; Ovariectomny.

INTRODUGAD

A osteoporose corresponde hoje a mais fre-
qliente das doencas osteometabdlicas, sendo con-
siderada um problema mundial de satde publica.!
Estima-se que em todo o mundo 200 milhoes de
pessoas sejam atingidos por essa afeccao e tal si-
tuacao tem tendéncia a se agravar nos proximos
anos, devido ao aumento da expectativa de vida.?
Portanto, os custos assistenciais tornam-se cada
vez mais impraticaveis, principalmente para paises
em desenvolvimento, sendo indispensavel os in-
vestimentos em pesquisa que possam resultar em
estratégias para prevenir ou amenizar o quadro.??

Algumas mulheres, no periodo da menopausa,
apresentam perda de massa 6ssea em decorréncia
da reducao do estrégeno. A diminuicao de mas-
sa 0ssea consiste na osteopenia sem que haja, no
entanto, comprometimento da arquitetura 6ssea.*®
Essa perda pode variar de 1 a 5% ao ano, carac-
terizando a osteoporose pds-menopausa.’ Existem
varios fatores relacionados ao surgimento da oste-
oporose, 0s genéticos sao responsaveis por quase
80% dessa alteracao de massa 6ssea. Outros fato-
res que também estao relacionados a diminuicao
acentuada de massa 6ssea sao os nutricionais, am-
bientais, desordens hormonais e a falta de ativida-
de fisica regular.”®

A osteoporose torna o 0Sso menos resistente a
diferentes estimulos relacionados a cargas, devido
a diminuicao na quantidade de tecido, o que leva
a amplos canais internos de reabsorcao. Porém, a
concentracgao de calcio € normal na matriz organi-
ca. Essa situagao decorre de trés fatores principais:
diminuicao na formacao 6ssea; aumento na reab-
sorcao do osso formado; ou a combinagao desses
dois fatores.?

A fisiopatologia dessa afeccao osteometabdlica
envolve a diminuicao de fatores de crescimento,
como o IGF-1 (fator de crescimento insulina-de-
pendente) e a prostaglandina E2 (PGE2), além de
citocinas. Ha especulagoes quanto a interleucina 6
(IL-6) ser a citocina de maior relevancia quando se
tem uma disfuncao gonadal, sendo a IL-1, [L-11 e 0
fator de necrose tumoral (TNFo) também responsa-
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veis por essa perda causada pela deficiéncia estro-
génica. Porém, ao contrario da IL-6, essas citocinas
nao sdo suprimidas pelos hormonios esteroidais.’

Recentemente, tem-se discutido a acao das
estatinas sobre o tecido 6sseo.l*!! A literatura ja
comprova a atuagao dessa substancia no controle
da hipertensao' e regulagao dos niveis séricos de
colesterol.®! Esse farmaco tem como mecanismo
de acao a inibicao da enzima HMG-CoA redutase,
que catalisa a conversao da HMG-CoA a acido me-
valonico, precursor do colesterol. A inibi¢ao des-
sa enzima leva a diminuicao da sintese hepatica
de colesterol, resultando em aumento da produ-
cao de receptores de LDL na superficie dos hepa-
técitos, aumentando, assim, a depuracao de LDL.
As estatinas sao bem absorvidas e extraidas pelo
figado, seu local de acao, onde sao metabolizadas
para sua forma ativa, o dcido graxo B-hidroxi.”®

A terap€utica mais comumente utilizada no
tratamento da osteoporose é a reposicao hormo-
nal associada a algumas medidas gerais, como
ingestao de célcio e atividade fisica. Devido ao
fato de estudos recentes indicarem efeitos da sin-
vastatina no metabolismo do tecido 6sseo, o ob-
jetivo deste trabalho foi verificar possiveis efeitos
da sinvastatina em prevenir a perda de resisténcia
6ssea em ratas ovariectomizadas, a partir de teste
biomecanico.

MATERIAL E METODOS ___

Foram utilizadas 40 ratas wistar com quatro me-
ses de idade, massa corporal de 170-200 g no inicio
do experimento, provenientes do Biotério Central
da Universidade de Uberaba, Uberaba, MG, Brasil.

Para a realizacao do trabalho, conforme as
normas do comité de ética em pesquisa institucio-
nal, foram seguidos todos os principios propostos
por alguns autores'® e ratificados pela UNESCO,
em 1978, que elaborou a Declaragao dos Direitos
dos Animais. O experimento norteou-se de acordo
com todos os cuidados necessarios para evitar o
sofrimento de cada animal.”

Os animais inicialmente foram divididos nos se-
guintes grupos, cada um contendo 10 ratas: 1) intac-
tas (int); 2) intactas tratadas com sinvastatina (int +
sinv); 3) ovariectomizadas tratadas com sinvastati-
na (ovx + sinv); 4) ovariectomizadas tratadas com
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salina (ovx + salina). A ovariectomia foi realizada
conforme técnica descrita por Zarrow et al. '®.

Os tratamentos foram iniciados 24 horas apds a
castracao. Foram realizados precocemente devido
ao objetivo de se avaliar a prevengao a osteoporo-
se. A sinvastatina foi administrada na dose de 5,0
mg/kg de peso corporal, diariamente, por gava-
gem, uma vez ao dia.”?’ A salina foi administrada
na dose de 0,1 mL/100 g de massa corporal. Os ani-
mais foram pesados diariamente para calculo da
solucao a ser injetada, de acordo com o peso de
cada um deles. Os tratamentos se estenderam por
oito semanas (seis dias por semana), periodo em
que os animais tiveram comida (racao comercial)
e agua a vontade e permaneceram no biotério em
ambiente controlado quanto a temperatura e lumi-
nosidade. Conforme dados da literatura, apos esse
periodo de oito semanas € possivel verificar signifi-
cante perda de massa Ossea.?"?

Ao final do experimento, os animais foram sacri-
ficados utilizando-se éter etilico. Foram retirados os
femures, dissecados e mantidos em salina a 0,9% e
-20° C. Os ossos foram descongelados a temperatura
ambiente 12 horas antes de se iniciarem as andlises.

Para avaliacao dos efeitos biomecanicos da
sinvastatina, foi realizado o teste biomecanico de
flexao de trés pontos no fémur direito. Os ensaios
mecanicos foram feitos numa maquina de ensaio
universal pertencente ao Laboratério de Pesquisa
em Materiais Odontolégicos da Universidade de
Uberaba, a temperatura ambiente, conforme téc-
nica ja descrita na literatura.?*? As extremidades
do fémur ficaram apoiadas em dois roletes com
diametro de 3,0 mm, suportados por apoios distan-
ciados de 21,0 mm.

A forca foi aplicada perpendicularmente ao
eixo longitudinal do osso, no sentido poéstero-an-
terior, no meio da distancia entre os dois apoios,
por uma haste cilindrica com um rolete fixado na
sua extremidade, em velocidade constante de 0,5
cm/min até o momento da ruptura do osso. Con-
siderou-se, para andlise, a carga maxima suporta-
da. Foi utilizada a célula de carga de capacidade
maxima de 50 kgf. Foram registrados os valores
de carga maxima obtidos durante o teste. A partir
do gréfico, procurou-se relacionar a carga com a
deformacao 6ssea (em mm) para a verificagao da
rigidez 6ssea (N/mm), que representa a capacida-
de do osso de resistir a uma carga considerando-se
sua superficie.

ApOés o teste biomecanico de flexao, utilizando-
se o Principio de Arquimedes, foi verificado o vo-
lume 6sseo como parametro fisico do 0sso, para
calculo da densidade mineral 6ssea. A partir de
pesagens com 0 0ssO imerso em agua e livre (em
balanca eletronica), chegou-se ao volume 6sseo. O
osso foi, entao, mantido na mufla a 800° para obten-
cao da cinza. O peso da cinza foi relacionado com
o volume para obtencao da densidade mineral.?® A
férmula utilizada foi a seguinte: densidade mineral
6ssea = peso da cinza + volume 6sseo (g/mm?).

Ap6s a obtencao dos resultados referentes a den-
sidade mineral e ao teste de flexao do femur direito,
esses dados foram relacionados entre si a fim de se
verificar a qualidade 6ssea, expressa pela forca ma-
xima normalizada, descrita por S@gaard et al.*

Para a andlise estatistica dos resultados, foram
utilizados o teste One-Way ANOVA para verificacao
de variancia e o teste Tukey-Kramer para compara-
¢Oes entre grupos, considerando-se p<0,05.

RESULTADOS

Conforme apresentado na Tabela 1, verifica-se
que houve diferencas significativas para carga ma-
xima, entre 0s grupos ovx + sinv e int + sinv quando
comparados cada qual ao grupo de ratas intactas.
Também houve diferenca significativa entre os gru-
pOs ovX + sinv e ovx + salina.

Tabela 1 - Valores da carga méaxima, deformacao e
rigidez 6sseas paradiferentes grupos experimentais
(Média tEPM)

Carga Deformacao Rigidez

Maxima(N) (mm?) (N/mm3)
intactas 89,68 + 3,06 1,17 +£0,07 61,93 +5,87
int+sinv. 114,82 +2,22®  1,01+0,08 91,56 + 6,308
ovx+sinv  115,08+2,49®  1,07+0,10 87,88 +8,48®8
ovx+sal 95,5+ 1,224 1,21+0,09 64,61+5,38

Ap<0,05vs ovx + sinv;
8p<0,05vsintactas

Nao houve diferenca significativa entre os grupos
quanto a deformacao do osso. Em relagao a rigidez
Ossea, 0s grupos ovx + sinv e int + sinv apresentaram
valores significativamente mais altos do que o grupo
intactas. Nao houve diferenca significativa para esse
parametro entre 0os grupos ovx + salina e ovx + sinv.
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A Tabela 2 apresenta valores médios de ganho
de massa corporal, densidade mineral 6ssea e for-
ca normalizada dos diferentes grupos.

Tabela 2 - Ganho de massa corporal, densidade
mineral 6ssea e forca méaxima normalizada para
diferentes grupos experimentais (Média +EPM)

Ganhode  Densidade Forga Maxima
massa Mineral Normalizada
Corporal (g) (mm3) (N/mms3)
intactas 113,00 + 691,55 + 0,131+
3,06 26,80 0,009
int+sinv 144,67 769,08 = 0,149 +
2,228 15,75 0,002°
ovX+sinv 145,00 + 725,20 0,160 +
2,498 17,70 0,006"
ovx+sal 120,33 + 664,82 + 0,144 +
1,217 20,62 0,007

Ap<0,05vs ovx + sinv;
B p<0,05vs intactas

Quanto ao ganho de massa corporal, o grupo
de animais ovx + sinv apresentou valores significa-
tivamente mais altos do que os referentes ao grupo
intactas e ao grupo de ratas ovx + sal. Houve dife-
renca também entre o grupo int + sinv e intactas.
Nao houve diferencas entre os grupos no que se
refere a densidade mineral 6ssea. Os grupos ovx
+sinv e int + sinv apresentaram for¢ca méxima nor-
malizada significativamente maior do que o grupo
intactas. Nao houve diferencas significativas para
este parametro em relacao ao grupo ovx + salina.

DISCUSSAO

De acordo com os resultados, os animais sub-
metidos a ovariectomia e que fizeram uso da sin-
vastatina apresentaram mais altos valores de carga
maxima suportada no teste biomecanico de flexao
de trés pontos. Embora nao significativo, o valor de
densidade mineral também foi mais altos para os
grupos que receberam sinvastatina, comparados
aos grupos intactas e ao tratado com salina. Isso
demontra que a sinvastatina apresentou efeitos
positivos, prevenindo a diminuicao de resisténcia
Ossea consequente a osteopenia provocada pela
ovariectomia.

Os animais que fizeram uso da sinvastatina,
ovariectomizados e intactos, apresentaram mais
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capacidade de resistir a uma carga, o que ficou
demonstrado pela maior rigidez 6ssea, comparada
a de outros grupos. O fato de nao haver diferen-
ca para carga maxima e deformacao, que deter-
minam a rigidez, entre 0s grupos ovx + sinv e int
+ sinv, pode ser devido ao curto tempo de trata-
mento ou a baixa dose, nao suficientes para pro-
mover alteracoes significativas. No entanto, apesar
de também nao haver diferenca significativa para
forca maxima normalizada entre esses grupos, ve-
rifica-se que o grupo ovx + sinv apresenta valores
mais altos desse parametro, o que indica boa rela-
cao entre a carga suportada e a densidade mineral
6ssea. Trata-se de um indicativo da qualidade do
0sso, conforme descrito por Sggaard et al.?'.

Os resultados mostraram que a sinvastatina, me-
dicacao atualmente utilizada para a redugao dos
niveis de colesterol em humanos, apresenta possi-
veis efeitos protetores para a perda de massa 6ssea
que ocorre em casos de osteopenia em ratas, como
verificado aqui a partir da analise da resisténcia 6s-
sea, que reflete o contetido mineral 6sseo.

Um outro estudo similar a este foi realizado por
Oxlund e Andreassen®. Os autores trataram ratas
de quatro meses de idade, ovariectomizadas, com
20 mg/kg de sinvastatina, duas vezes ao dia, du-
rante trés meses. Concluiram que a sinvastatina
induziu moderado crescimento do osso cortical
de estrutura lamelar normal e da superficie perios-
tal, respeitando os limites regionais de formacao
Ossea, em analises de tibia e vértebra. Embora os
autores tenham utilizado técnicas morfologicas e
bioquimicas para analise de formacao 6ssea corti-
cal e trabecular, as propriedades biomecanicas do
féemur pelo teste de flexdo de trés pontos nao foram
avaliadas. No presente estudo, os resultados obti-
dos foram com dosagem de 5 mg/kg. Em um perio-
do menor de tratamento (oito semanas), verificou-
se que uma dose menor € suficiente para interferir
na qualidade do osso. Provavelmente, esse meca-
nismo de adaptacao do osso cortical, sugerido pe-
los autores anteriormente citados, tenha permitido
mais resisténcia a carga maxima imposta durante
o teste biomecanico de flexao.

Em um outro trabalho,?® os autores perceberam
que a sinvastatina promoveu osteogénese ao redor
de implantes (fixadores) de titanio. Ela potenciali-
zou e melhorou a integracao 6ssea natural, aumen-
tando os valores da relacao de contato 6sseo e a
densidade do osso.
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No entanto, um estudo realizado por Yao et al.*
mostrou que a sinvastatina nao apresentou resulta-
dos positivos, protetores para o 0sso, em ratas cuja
perda de massa 6ssea ultrapassava 60 dias de du-
racao. No presente estudo, o tratamento ocorreu
durante o processo de perda de massa 6ssea, que
se verifica ap6s a ovariectomia. Portanto, a acao
seria no sentido de prevencao da perda, antes que
ja houvesse ocorrida a espoliacao.

Staal et al *' verificaram, in vitro, que as estatinas
inibem a reabsor¢ao 6ssea, apesar de nao encon-
trarem o mesmo resultado para cerivastatina em
ratos. Pytlik et al*® mostraram que a sinvastatina
administrada nas doses de 3 e 6 mg duas vezes ao
dia em ratas ovariectomizadas intensificou a for-
macao 6ssea e diminuiu o processo de reposicao
Ossea induzida pela ovariectomia com maior ati-
vidade no grupo que recebeu 6 mg/kg. Esta dosa-
gem € proxima da utilizada no presente estudo, em
que se procurou padronizar dose menor a partir
dos dados da literatura.

Previamente, van Staa ef al.** descreveram que
a dosagem dessa medicagao, usada comumente
na pratica clinica para controle de hipertensao ar-
terial, nao estad associada a reducao dos riscos de
fraturas. Um outro estudo nao observou, em mu-
lheres, efeitos da sinvastatina sobre marcadores de
formacgao ou reabsor¢ao 6ssea, durante tratamen-
to de 12 semanas de duragao.*

Ainda nao estad esclarecido o mecanismo de
acao da estatina sobre o tecido 6sseo. Maeda et
al® sugeriram que a estatina estimula a expressao
génica em osteoblastos. Os resultados aqui encon-
trados, que refletem maior resisténcia 6ssea a car-
ga de fratura, geram a questao: a estatina teria o
mesmo efeito positivo quando o processo de reab-
sorcao 6ssea ja esta instalado?

Outro dado relevante foi o aumento de massa
corporal nos animais que receberam sinvastatina.
Yao et al.* verificaram aumento desse parametro
em ratas ovariectomizadas tratadas com sinvastati-
na, nas doses variando entre 0,3 e 10,0 mg/kg, com-
paradas com ratas que receberam veiculo. Pode ser
que a dose de sinvastatina administrada nao tenha
apresentado efeito suficiente para a depuracao de
LDL, conforme indicado por Schulz*. O aumento
de peso pode ter refletido em sobrecarga na matriz
ossea e contribuido para o aumento de massa 6s-
sea, mineral e organica, tornando-a mais resistente
a fratura. Possivelmente, também haveria efeito in-

direto do peso corporal no aumento da resisténcia
6ssea ou prevencao de sua diminuicao.

CONCLUSOES

Este estudo demonstra o efeito da sinvastatina
sobre parametros biomecanicos do tecido 6sseo
de ratas ovariectomizadas, enfatizando a avalia-
cao da resisténcia 6ssea a partir do teste de flexao
de trés pontos. O efeito protetor encontrado é in-
dicativo de que o farmaco tem atuagao, direta ou
indireta, sobre o tecido 6sseo, aumentando sua re-
sisténcia as cargas impostas. Mais estudos devem
ser realizados para verificacao do mecanismo de
acao das estatinas sobre o tecido 6sseo.
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