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RESUMO

SANTOS, Felipe Couto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de Efeit6.

do esteroide anabdlico sobre os parametros O6sseos de camundongos ApoE-/-
alimentados ou ndo com dieta hiperglicidicaOrientadora: Izabel Regina dos Santos
Costa Maldonado. Coorientadores: Romulo Dias Novaes e Eliziaria Cardoso dos
Santos.

Neste estudo foram investigados os efeitos do esteroide anabdlico androgénico (EAA) e
da dieta rica em sacarose no 0sso de camundongos ApoE-/-. Quarenta e oito
camundongos fémeas (trés meses de idade) foram aleatoriamente distribuidos em seis
grupos com oito animais cada: grupos W (wild type), A (ApoE-/-) e A20 (ApeE-/-
20mg/kg EAA) receberam dieta comercial, e grupos AH (ApoE-/-), AH10 (ApeE-/-
10mg/kg EAA) e grupo AH20 (ApoE-/- e 20mg/kg EAA) receberam dieta rica em
sacarose. A dieta rica em sacarose foi desenvolvida de acordo com o protocolo AIN-
93G para dietas purificadas. O esteroide anabolico utilizado foi o undecilenato de
boldenona administrado intraperitonealmente trés vezes por semana durante oito
semanas. ApGs 56 dias, amostras do sangue foram coletadas para analises de calcio,
fésforo, triglicérides e colesterol. Os férasrforam utilizados para andlises
morfométricas, de minerais e teste mecéanico, enquanto as tibias foram usadas para
analisar o teor de proteinas 6sseas. Nossos resultados demonstraram que o EAA
isoladamente aumentou as concentracdes séricas de colesterol total, triglicérides, LDL e
fésforo; a relacdo Ca/P e o conteludo de célcio no osso, porém, a droga induziu a
reducdo do HDL, fésforo dsseo, do teor de proteinas colagenosas, da area cortical e
volume trabecular, a rigidez e modulo elastico dos 0ssos. Os camundongos alimentados
com a dieta rica em sacarose apesar de apresentarem aumento do colesterol total, LDL e
HDL e fosforo, ndo denotaram alteracbes nos parametros morfométricos. Contudo, o
consumo da sacarose aumentou a retencéo de calcio no 0sso, a carga maxima, rigidez e
tensdo maxima dos fémures desses animais. A associacao entre a menor dose do EAA e
a dieta experimental aumentou as concentracdes séricas do colesterol LDL, fosforo e
reduziu o HDL. Além disso, esses animais apresentaram maior conteudo de célcio
0sseo, proteinas colagenosas, carga maxima, rigidez, tensdo maxima. A administracao
da maior dose do EAA associada a dieta rica em sacarose induziu a elevagcdo do
colesterol total e LDL e reduziu a concentragdo do HDL e fosforo no osso. Além disso,
0S animais desse grupo apresentaram aumento do calcio 0sseo, teor de proteinas
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colagenosas, da area cortical e do volume trabecular, da carga maxima, deslocamento,
rigidez, tensdo maxima e deformagdo. Tomados em conjunto, 0S nossos resultados
mostram que o uso de doses suprafisiolégicas do EAA e o consumo de dieta rica em
sacarose, isoladamente ou néo, alteraram o perfil bioquimico dos lipideos podendo
agravar o quadro dislipidémico dos camundongos ApoE-/-. O uso isolado do EAA
acometeu a microarquitetura 6ssea e propriedades mecanicas dos fémures que foi
relacionada a dislipidemia mais acentuada nesse grupo. Os ossos dos camundongos
tratados com a dieta isolada ou combinada a menor dose do EAA apesar de
apresentarem alteracdes benéficas nas propriedades mecéanicas dos fémures néo
denotaram alteragcdo na estrutura 6ssea. Contudo, a maior dose do EAA combinada com
a dieta rica em sacarose teve efeito positivo sobre a morfometria 6ssea bem como as
propriedades mecanicas do 0sso possivelmente devido a participacdo do tecido 6sseo no

metabolismo energético.
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ABSTRACT

SANTOS, Felipe Couto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, Bifegts of
anabolic steroids on bone parameters in ApoE/-- mice fed high-carbohydrate diet
with or without. Adviser: Izabel Regina dos Santos Costa Maldon&ieadvisers:
Romulo Dias Novaes e Eliziaria Cardoso dos Santos.

The objective of this study was to evaluate the effect of interaction betwedh\ge

and diet rich in sucrose on the biomechanical and morphological properties of bone
tissue of ApoE gene knockout mice (ApoE-/-). Eight wild-type (C57BL6) and forty
ApoE-/- mice generated on a C57BL6 background were used. Female 3-month-old were
divided into four groups (n=8): group W (wild type), group A (ApoE-/-) and group A20
(ApoE-/- plus 20mg/kg AAS) receiving commercial ration, and group AH (ApoE-/-),
group AH10 (ApoE-/- plus 10mg/kg AAS) and group AH20 (ApoE-/- plus 20mg/kg
AAS) receiving a sucrose-diet. After 56 days, blood samples were collected for
laboratory analysis of calcium, triglycerides, cholesterol. The femur was excised for
mechanical testing, morphometric and minerals analysike the tibias were used to
analyze the content of bone proteins. Our results showed that the EAA alone increased
serum concentrations of total cholesterol, triglycerides, LDL and phosphorus; Ca/P and
calcium content the bone, however, the drug induced low HDL, bone phosphorus,
collagenous protein content, cortical area and trabecular volume, stiffness and elastic
modulus of the bone. The mice fed the diet rich in sucrose despite having an increase in
total cholesterol, LDL and HDL and phosphorus does not denote changes to the
morphometric parameters. However, the consumption of sucrose increased calcium
retention in the bone, the maximum load, stiffness and maximum stress of the femurs of
the animals. The association between the lowest dose of EAA and experimental diet
increased the serum concentrations of non-HDL cholesterol and phosphorus and
reduced HDL. Moreover, these animals showed higher calcium content, collagenous
proteins, maximum load, stiffness, maximum stress. The administration of the highest
dose of the EAA associated with sucrose-rich diet induced increase in total cholesterol
and LDL and reduced the HDL concentration and phosphorus in the bone. Additionally,
the animals in this group had increased bone calcium, collagenous protein content,
cortical area and trabecular volume, maximum load, displacement, stiffness, maximum

stress and strain. Taken together, our results show that using higher doses of EAA and
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consumption of sucrose-rich diet alone or not, the altered biochemical profile of lipids
may aggravate the above dyslipidemic ApoE -/- mice. The isolated use of EAA affected
the bone microarchitecture and mechanical properties of femurs that was related to more
severe dyslipidemia in this group. The bones of mice treated with diet alone or
combined the lowest dose of the EAA despite having beneficial changes in the
mechanical properties do not denote changes in bone structure. However, the highest
dose of EAA combined with diet had a positive effect on bone morphometry as well as
the mechanical properties of bone that has been associated with the control of energy

metabolism orchestrated by bone tissue.



1. INTRODUCAO GERAL

Na atualidade, as doengas cardiovasculares estdo entre as principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo ocidental, sendo suas manifestacfes decorrentes dos
eventos clinicos da aterosclerose, como infarto, embolias e acidentes vasculares
cerebrais. Apesar da aterosclerose ser considerada uma doenca inflamatoria crénica de
origem multifatorial, € importante para o seu desenvolvimento e de outras doencas
cardiovasculares, o sedentarismo, o tabagismo, a elevada ingestdo de gorduras (em
especial gordura trans e saturada), a obesidade, o diabetes e também as dislipidemias
(Ishigaki et al., 2008; Xavier et al., 2013).

A dislipidemia é considerada como um dos principais determinantes da
ocorréncia de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, dentre elas a aterosclerose
o infarto agudo do miocéardie a doenca isquémica do coracdda dislipidemia
ocorrem alteracfes nas concentracdes séricas dos lipideos. As mudancas do perfil
bioquimico lipidico podem incluir elevacdo do colesterol total, triglicérides
lipoproteina de baixa densidade (LDL), além da reducdo das concentracfes de
lipoproteina de alta densidade (HDL). De acordo com o tipo de alteragdo da
concentragcbes plasmaticas de lipideos, a dislipidemia pode ser classificada como:
hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada, hiperlipidemia mista e
colesterol HDL baixo (Sposito et al., 2007; Xavier et al., 2013

Para o estudo das dislipidemias, tém ocorrido diversos avancos com o0 uso de
camundongos geneticamente modificados, destacando-se o camundongo nocaute para a
apolipoproteina E (ApoE-/-) e para o receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LDLr-/-), que desenvolvem espontaneamente lesGes ateroscleréticas em varios locais
nas artérias. Em ambos os casos, o desenvolvimento da lesdo é acelerado quando os
animais sao alimentados com uma dieta com alto teor de gordura saturada (Jackson et
al., 2007).

Diversos estudos tem sugeriddigagédo entre dislipidemias e osteoporose em
idosos, bem como incidentes de fraturas O0sseas que independem da idade. Dessa
maneira, fatores determinantes dessas patogenias poderiam contribuir para ambas as
condicbes (Parhami et al, 2001; Sennerby et al., 2007; Pirih et al., 2012; Soares et al.,
2012; Liu et al, 2016).

O papel e o mecanismo de acdo das dislipidemias na aterogénese e sobre as

propriedades do osso se deve a formacdo de formas de LDL e fosfolipidios
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oxidativamente modificados, chamados de lipideos bioativos. No espaco endotelial e/ou
possivelmente em outros tecidos, na presenca de células metabolicamente ativas que
produzem radicais livres de oxigénio, os lipideos sofrem varios graus de reacdes nao
enzimaticas resultando em formas modificadas de LDL, como é o caso do LDL
altamente oxidado (ox-LDL). Essas moléculas de LDL modificadas induzem potentes
respostas inflamatdrias, que ndo sdo associadas ao LDL nativo. Os estudos emergentes
sugerem que essas moléculas pro-inflamatorias também séo prejudiciais para a saude do
0sso (Smith & Murphy, 2008; Kadl et al., 2011; Tintut et al., 2014; Liu et al, 2016).

Evidéncias sugerem o papel dos lipideos aterogénicos e lipoproteinas na
patogénese 0ssea que inclui efeitos diretos desses lipideos bioativos/lipoproteinas sobre
as células ésseas através da inibicdo da diferenciacdo osteoblastica, e por outro lado,
promovendo a diferenciacdo das células responsaveis pela reabsorcdo Ossea, 0S
osteoclastos. Além disso, recentes pesquisas indicam que lipideos bioativos podem
atenuar o efeito de agentes anabdlicos do 0sso, como € o caso da proteina morfogenética
0ssea (BMP) (Tintut et al., 2014; Liu et al., 2016).

No passado, 0 0sso era visto como um tecido inativo de fungdo majoritariamente
de sustentacdo. O fato de que tanto osteoblastos quanto adipdcitos sdo originarios de
células-tronco mesenquimais e a consideracdo de que disfunc6es no metabolismo da
glicose e dos lipidios alteram o tecido 6sseo forneceram suporte para a investigacdo da
existéncia de suas funcdes extra-estruturais e de sua relacdo com outros tecidos (Kawai
et al., 2009).

Nos ultima anos, ocorreu um consideravel aumento de pesquisas que avaliam o
papel do tecido 6ésseo como um 6rgdo enddécrino e de sua interagdo com o tecido
adiposo, sistema nervoso central e o pancreas. Esses estudos comecaram na décade
passada com a demonstracdo da relacdo entre o metabolismo energético, o cérebro e a
massa 0ssea, € que na atualidade tem se movido em duas dire¢cdes distintas, porém,
complementares: uma linha de investigacdo continua que pesquisa como a leptina,
serotonina, e outras moléculas orquestram o controle central da massa 60ssea, e a outra
centralizada no osso como um 0rgdo enddcrino critico para regulagdo sistémica do
metabolismo energético (Clemens, Karsenty, 2011).

Em paises desenvolvidos as doencas osteo-metabdlicas, como a osteoporose sao
consequéncias da idade avancada e do uso de medicamentos (tratamento de longa

duragdo com corticosteroides). J& em paises em desenvolvimento, como o Brasil, sdo



consequéncias principalmente de fatores hormonais e nutricionais (Raubenheimer,
2004).

A nutricdo exerce papel fundamental para integridade da massa 0ssea. Os
habitos alimentares podem influenciar a manutencdo da massa 6ssea (Hamrick et al.,
2009). Uma alimentacdo rica em acucares tem sido relacionada com a elevacdo da
massa corporal em virtude da alta densidade energética, estando ainda associada com
doencas que incluem obesidade, osteoporose, doenga cardiovascular e alguns tipos de
cancer (WHO, 2003; Van Dam, Seidell, 2007).

O aumento acentuado da massa corporal além de representar um fator
predisponente no surgimento de complicagbes cardiovasculares, também influencia na
aparéncia corporal, o que leva a insatisfacdo das pessoas com sua prépria aparéncia
fisica, o que desencadeia a busca e adocdo desenfreada de cuidados com o corpo,
envolvendo a musculacéo, dietas e cirurgias plasticas. Esse culto ao corpo caracterizado
pelo interesse na melhoria do desempenho fisico, da forca fisica e da aparéncia tem feito
com que individuos, principalmente praticantes de musculacdo, passem a apostar no uso
abusivo de esteroides anabolizantes androgénicos (EAAs). O uso indiscriminado de
EAA tem se mostrado causador de alteracdes significativas sobre o sistema
cardiovascular, como as complicacbes vasculares, cardiomiopatias, aterosclerose,
hipertensdo e aumento do colageno tecidual caracterizando a hipertrofia cardiaca
patolégica. Entretanto, seus reais efeitos carecem de maiores esclarecimentos (Parssinen
et al, 2000; Shahidi, 2001; Takahashi et al., 2004).

O desenvolvimento do tecido 6ésseo pode ndo acompanhar o aumento da massa
muscular e massa corporal, provocados pelo uso de doses suprafisiolégicas de EAA e
desse modo isso induzir a fragilidade 6ssea. Conforme Bizeray et al (2002) é importante
gue a estrutura 6ssea aumente na mesma proporgado que o aumento de massa muscular
para que possa haver uma qualidade na mobilidade e maior desempenho.
Principalmente os 0ssos longos mostram-se bastantes sensiveis as manipulacdes
nutricionais e farmacéuticas sendo que estas alteracdes poderiam afetar os processos de
crescimento e desenvolvimento (Bain & Watkins, 1993; Bizeray et al., 2002).

Diante dos fatos expostos, o presente estudo tem como objetivo avaliar os possiveis
efeitos do EAA e da dieta rica em sacarose, combinados ou néo, sobre as propriedades

histomorfol6gicas, mecanicas e bioquimicas do tecido ésseo de camundongos ApoE-/-.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Camundongos deficientes no gene da apoproteina E

Desde a década de 60, as doengas cardiovasculares vém apresentando aumento
progressivo em todo mundo, sendo as dislipidemias consideradas como um dos fatores
determinantes para o0 desenvolvimento dessas enfermidades, principalmente a
aterosclerose (Grillo et al., 2005). Durante os Ultimos anos houve uma reducgdo
consideravel na mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos,
enguanto um fendmeno contrario tem ocorrido em paises em desenvolvimento, como no
Brasil (Sposito et al., 2007; Xavier et al., 2013).

As investigacdes clinicas, os estudos populacionais bem como experimentos
com culturas de células tém fornecido importantes indicadores na patogénese da
aterosclerose. Contudo, devido as grandes dificuldades em estudar os mecanismos
patogénicos da aterosclerose em humanos, tornou-se fundamental o desenvolvimento de
um modelo experimental bem caracterizado para esta patologia (Hansson et al., 2005).

Os camundongos modificados geneticamente sdo gerados a partir da modulacao
génica onde ocorre a delecdo de um alelo especifico responsavel por codificar uma
proteina com alto grau de especificidade. Esses animais sdo comumente referidos pelo
termo coloquial deknockout, sendo simbolizados por -/- ou KO. Os camundongos
amplamente utilizados para o estudo da aterosclerose sdo gerados através da modulacac
genética da Apo E (apolipoproteina E) e do LDLr (receptor para LDL), ambos
essenciais para o metabolismo lipidico (Daugherty, 2002). A Apo E é uma glicoproteina
rica em arginina com peso molecular de 34 kdaltons, sintetizada principalmente no
figado e cérebro. Por ser um constituinte da superficie de lipoproteinas, principalmente
VLDL, HDL e quilimicrons, a Apo E desempenha um papel funcional na depuracéo
(clearence) das lipoproteinas plasmaticas (Davignon et al., 1999).

Existem 3 alelos em seres humanos para Apo E: E2, E3 e E4. A elevacédo dos
niveis séricos de colesterol e triglicérides € causada pela homozigose para o alelo E2 e
estd associada ao acumulo de remanescentes de quilomicrons e VLDL no plasma,

caracterizando a dislipidemia (Van Ree et al., 1994; Quintdo & Nakandakare, 1997).



Os camundongos selvagens sdo resistentes ao desenvolvimesto da
dislipidemias em condigdes normais. Esses animais transportam a maior parte do
colesterol via HDL e possuem baixos niveis de colesterol VLDL e LDL (Zhang et al.,
1992; Breslow, 1996; Hoftker et al., 1998). Todavia, a delecdo direcionada do gene para
a apolipoproteina E (apoE-/-) provoca um estado que leva a hipercolesterolemia grave e
aterosclerose espontanea. A dislipidemia evolui, também, em camundongos deficientes
para o receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDLr-/-), principalmente quando
alimentados com uma dieta com elevados niveis de gordura (Breslow, 1996).

Os camundongos, naturalmente, apresentam niveis elevados de HDL
(lipoproteina de alta densidade). Por outro lado, os niveis de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) s&o baixos em relagdo aos valores observados em humanos. Esses animais
também apresentam a auséncia da lipoproteina A, uma lipoproteina pro-aterogénica
presente em humanos. Ainda que o transporte e no metabolismo de lipidios entre
camundongos e humanos sejam diferentes, modificagcdes pontuais nessas vias tornam
essas espécies semelhantes (Smithies & Maeda, 1995).

Héa assentimento de que camundongos nocaute para Apo E (apolipoproteina E)
podem acentuar lesfes que se associam a aspectos semelhantes as lesdes vasculare
humanas (Calara et al., 2001; Johnson & Jackson).2001

2.2 Lipideos, dislipidemia e o tecido 6sseo

A maioria dos lipideos biolégicos sédo encontrados na forma de acidos graxos,
triglicérides, colesterol, horménios esteroides e fosfolipideos. Devido a sua natureza
hidrofobica, os lipideos sdo transportados da circulacdo sanguinea para os tecidos
periféricos via lipoproteinas. Os triglicérides advindos da dieta sdo absorvidos no
intestino e encaminhados para a circulacdo sistémica via quilomicrons, enquanto
aqueles sintetizados no figado sédo transportados pela lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL), e ambas contém a apolipoproteina E em sua superficie (ApoE). O
colesterol dietético bem como o de origem hepatica sdo transportados pelas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que contém a proteina ApoB-100 que é
reconhecida pelo receptor de LDL. O retorno dos residuos lipossoluveis dos tecidos
periféricos para o figado para posterior excre¢cdo, um processo conhecido com
transporte reverso do colesterol, € mediado pela lipoproteina de alta densidade (HDL).

Assim sendo, a concentracdo sérica de lipideos na circulagcdo depende da combinacéo de
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fatores como ingestao, biossintese celular e da taxa de eliminacdo por secrecao biliar.
Consequentemente, a deficiéncia de ApoE ou do receptor de LDL, que reduz a absor¢ao
dessas moléculas pelas células hepéticas e dos tecidos periféricos, conduz ao aumento
das concentragcBes de lipoproteinas circulantes, conhecido como um fator de risco para
aterosclerose (Annema, Tietge, 2012).

Estudos epidemiol6gicos mostraram que as concentracdes séricas de HDL
estdo inversamente associadas com o risco de doenga aterosclerética (Di Angelantonio
et al., 2009). As recentes pesquisas indicam que, além de facilitar o transporte reverso
de colesterol, o colesterol HDL protege contra a doenca cardiovascular através da
reducdo do metabolismo de lipidios oxidados (Navab et al., 2012; Navab et al., 2012).
As proteinas que transitoriamente associam-se com o HDL sdo as paraoxonases (PON)
e a apolipoproteina a-I que apresentam propriedades antioxidantes e que se acredita
conferir os efeitos protetores do HDL (Huang et al., 2013; Bhattacharyya et al., 2008;
Borja et al., 2013).

Os lipideos desempenham um papel importante no metabolismo 6sseo e na
saude do osso. Essas moléculas limitam a permeabilidade hidraulica do compartimento
poroso (canais de Havers, Volkmann, canaliculos e lacunas) do osso compacto radial do
0sso cortical e essa limitacdo pode afetar o metabolismo de osteoblastos e ostedcitos
(Wen et al.,2010). Através de ressonancia magnética nuclear, Reid et al (2012)
recentemente identificaram a presenca de acidos graxos no tecido ésseo calcificado e,
esses resultados sugerem, que os lipideos encontrados sdo remanescentes das particula
das lipoproteinas e ndo dos fosfolipideos das membranas celulares. Além disso, as
lipoproteinas sd@o veiculos para o transporte de vitaminas lipossolUveis, tais como
vitaminas D e K, que desempenham papéis importantes no metabolismoAdsseo.
vitamina D regula as concentracdes de célcio e fosforo no soro, enquanto a vitamina K é
fundamental para a ativacdo, por gama-carboxilagdo, da osteocalcina (proteina GLA
O0ssea) e da proteina GLA da matriz, conhecidas como reguladoras da maturacao
mineral do tecido O6sseo. Curiosamente, em uma meta-anadlise de estudos clinicos, a
suplementacdo com vitamina K nao teve efeito significativo sobre a densidade mineral
0ssea (DMO) na coluna lombar ou do colo do fémur (Fang et al., 2012).

Estudos evidenciaram a existéncia da correlacdo entre a osteoporose e a
aterosclerose (Hmamouchi et al., 2009; Tamaki et al., 2009). Além disso, a calcificacdo
aortica, um marcador da aterosclerose, é usualmente associada com a osteoporose e

fraturas Osseas (Naves et al., 2008). A possivel explicagdo para essa correlacao,
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sustentada pela relacdo entre a presenca de doenca arterial e osteoporose, pode sel
devido ao efeito indireto de lipideos no osso (Collin et al., 2009). Entretanto, os estudos
da dltima década encontraram associacdes diretas entre osteoporose e a
hiperlipidemia. Orozco et al. evidenciaram que mulheres na pds-menopausa com 0
perfil lipidico aterogénico (jejum) tém menor DMO nos o0ssos vertebrais, do quadril e

do colo femoral do que aquelas com perfil lipidico normal (Kim et al., 2008).

A partir dos estudos realizados foi evidenciado que elevadas concentracdes de
colesterol sérico poderiam provocar reducdo da massa Ossea, diminuicdo da
remodelacédo 0ssea e abundante proliferacéo osteoclastica (Luegmayr et al., 2004; Tintut
& Demer, 2014; Luisetto & Camozzi, 2009). Esta relagcéo, conforme citado por esses
autores, surge devido a inibicdo da diferenciacdo e proliferacdo das células
osteoblasticas, decorrente da elevagdo do alto nivel de colesterol. Em outro estudo,
Nuzzo et al (2009), em que foram analisados ratos hiperlipidémicos, foi relatado
aumento no numero de osteoclastos, inibicdo da atividade de osteoblastos e
consequentemente, diminuicdo da remodelacdo 6ssea. De acordo com os resultados
encontrados por Tintut et al (2004), os osteoclastos dos fémures de ratos com
dislipidemia eram maiores do que o0s de ratos pertencentes ao grupo controle,
evidenciando uma maior atividade funcional dessas células.

Graham et al (2010) e Russell (2010) observaram que o impacto causado pela
gordura corporal sobre a densidade éssea tem revelado que a gordura subcutanea é
vantajosa para o pico de massa 0ssea; por outro lado nota-se que a gordura visceral tem
efeito negativo sobre os 0ssos.

Em animais geneticamente modificados com hiperlipidemia induzida, a perda
Ossea € acelerada (aproximadamente trés meses) pelo consumo da dieta aterogénica
(Parhami et al., 2001; Pirih et al., 2012), sugerindo o papel patogénico dos lipideos
sobre a perda 6ssea. Os lipideos também reduzem a forca mecanica e a integridade
estrutural do osso cortical e trabecular (Pirih et al., 2012; Soares et al., 2012). Além
disso, a regeneracdo do osso, em modelo experimental com defeito craniano, também é
atenuada em camundongos alimentados com dieta rica em gorduras (Pirih et al., 2012).

O mecanismo primario do papel da dislipidemia na aterogénese é a formacéo
de formas modificadas oxidativamente de LDL e dos fosfolipideos. No contexto de um
perfil lipidico aterogénico, as particulas de LDL tendem a acumular-se na matriz
subendotelial das artérias, e possivelmente em outros tecidos. Neste local, na presenca

de células metabolicamente ativas, que produzem radicais de oxigénio, elas sofrem
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diferentes reacdes ndo-enzimaticas (oxidacdo dos fosfolipideos contendo araquidonato
induzida por radicais livres), resultando em formas modificadas de LDL, tais como
LDL minimamente modificada (parcialmente oxidada; MM-LDL) e altamente LDL
oxidada (ox-LDL) (Smith, Murphy, 2008). Estas particulas de LDL modificada
induzem potentes respostas inflamatérias, que ndo sdo associadas a LDL nativa, tais
como o recrutamento de mondécitos para parede arterial, a inducdo de fatores
quimiotaticos em células endoteliais, e adesdo de mondcitos as células endoteliais,
iniciando dessa maneira a formacdo da lesdo aterosclerotica (Gleissner et al., 2007). E
importante ressaltar que os araquidonatos s&o precursores das prostaglandina
(Gutierrez et al., 2008) que medeiam as respostas inflamatérias (Aoki et al., 2012).
Neste contexto, os lipideos bioativos contendo araquidonato podem ampliar ainda mais
perfil inflamatorio tecidual. Estas lipoproteinas biologicamente ativas modificadas
(MM-LDL, ox-LDL) também sédo conhecidas como "lipideos bioativos inflamatérios".
Evidéncias sugerem que estas moléculas pré-inflamatérias também séo prejudiciais para
a saude do osso.

Durante a o processo de formacdo 0ssea, a vascularizacdo desempenha um papel
importante, fornecendo nutrientes, andaimes e células precursoras osteogénicas, que
permanecem em estreita associagdo com 0s vasos sanguineos. Uma vez que os lipidios
bioativos também sdo sistematicamente entregues aos compartimentos do tecido ésseo,
lipoproteinas e lipidios podem acumular-se na matriz subendotelial dos vasos dos
ossos (Tintut et al., 2004; Watanabe et al., 1989) como fazem no endotélio vascular. J&
que as células progenitoras de osteoblastos encontram-se principalmente préximas dos
compartimentos subendoteliais, elas poderiam estar expostos a lipoproteinas e lipideos
inflamatorias.

No o0sso humano osteoporético, o acumulo de lipideos nos espacos
subendoteliais dos canais haversianos tem sido reportado por métodos histoquimicos
(Tintut et al., 2004). Curiosamente, a acumulacao de lipideos nos ostedcitos, e apoptose
dessas células também tém sido associadas com a perda éssea induzida por alcool
(Maurel et al., 2012). A acumulacédo de lipideos nos tecidos pode resultar, em parte, da
disfuncdo dos vasos linfaticos, causando reducdo da depuracdo dos lipideos e
lipoproteinas (Lim et al., 2009). O acumulo prolongado nos espacos intersticiais expde
essas moléculas a modificagcbes ndo enzimaticos, tais como oxidacdo eagéqosil
que os torna biologicamente ativos na indugdo de respostas inflamatérias como ocorre

em lesdes ateroscleroéticas (Gordon, 2007).



Notavelmente, os osteoblastos produzem e secretam varias formas de lipideos
incluindo triglicérides, colesterol e fosfolipideos (Wuthier, 1976). Demonstrou-se que
0s osteoblastos, assim como células vasculares, participam dos eventos patolégicos ja
gue também causam a oxidacdo ndo enzimatica de lipoproteinas (Brodeur et al., 2008)
presumivelmente através liberacédo de fatores metabdlicos. Dessa maneira, 0 0Sso pode
produzir seus proprios lipideos oxidados, o que levaria a um microambiente
inflamatorio, se esses lipideos permanecessem acumulados por um periodo prolongado
no ambiente extracelular. A combinacdo destes lipideos oxidados produzidos
localmente em conjunto com a injaria lipidica a partir da circulagdo sistémica pode
exacerbar a progressao da patologia.

As espécies reativas de oxigénio (ERO), incluindo anions superdéxido, radical
hidroxila, tiol, e o 6xido nitrico produzido como subprodutos do metabolismo celular,
provavelmente contribuem para a producao de produtos de peroxidacéo lipidica (Smith,
Murphy, 2008). Normalmente, as EROs dissig@nou s&oeliminadaspelas enzimas
captadoras. No entantairavés damodificacdo oxidativa dos lipideos adjacentes, a
atividade biolégica de EROs pode ser prolongada. A estagnacao linfatica do tecido
aumenta o tempo de exposicdo das espécies reativas, e a hiperlipidemia aumenta o
namero de moléculas lipidicas expostas. Os produtos da oxidacao lipidica no intersticio,
por sua vez, promove 0 estresse oxidativo intracelular nos osteoblastos (Almeida et
al.,2009; Maziere et al., 2010; Li et al., 2013), agravando e ampliando uma resposta ao
estresse oxidativo no 0sso. A dieta aterogénica foi relatada para aumentar a formacéao de
EROs através da inducdo hepaticas @omplexos oxidas®ADPH, uma enzima
produtora de espécies reativas de oxigénio (Matsuzawa et al., 2007). Em camundongos,
essa dieta resulta no acumulo de produtos de oxidacgéo lipidica no soro , figado e medula
Ossea (Pirih et al., 2012; Tintut et al., 2004; Matsuzawa et al., 2007).

2.3 Tecido 6sseo0 e a regulacédo do metabolismo energético

Embora o crescimento dimensional dos 0ssos seja interrompido na idade adulta,
o tecido 6sseo se encontra em frequente renovacao a partir de um processo metabalico
denominado como remodelamento 6sseo, o qual consiste no equilibrio entre as taxas de
reabsorcéo e formacdo 6ssea (Matkovic et al., 199, [1997). Esses processos séo
desempenhados por tipos celulares distintos, sendo a formagdo Ossea realizada pelos

osteoblastos, e a reabsor¢éo exercida pelos osteoclastos (Teitelbaum, 2000). E estimado
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gue, a cada momento, aproximadamente 5% das superficies ésseas estejam em processc
de remodelacdo (IOM, 1997), e que, como resultado desta atividade, a maior parte do
esqueleto de um adulto se renove a cada década (Usdhhs, 2004).

No passado, o esqueleto era visto como um tecido inativo de funcdo
majoritariamente de sustentacao e o fato de que tanto osteoblastos quanto adipécitos séo
originarios de células-tronco mesenquimais e a consideracdo de que disfuncbes no
metabolismo da glicose e dos lipidios alteram o tecido ésseo forneceram suporte para a
investigacdo da existéncia de suas funcdes extra-estruturais e de sua relacdo com outros
tecidos (Kawai et al., 2009).

Nos ultimas anos, ocorreu um consideravel aumento de interesse nas pesquisas a
respeito do papel do tecido 6sseo como um 6rgao enddcrino e de sua interagdo com o
tecido adiposo, sistema nervoso central e o pancreas. Esses estudos comecaram na
década passada com a demonstracdo da relacdo entre o metabolismo energético, o
cérebro e o tecido 6sseo, e que na atualidade tem se movido em duas dire¢cfes distintas,
porém, complementares: uma linha de investigacdo continua explorando como a leptina,
serotonina, e outras moléculas orquestram o controle central do tecido 6sseo, e a outra
foca no osso como um érgdo enddcrino critico para regulacéo sistémica do metabolismo
energético (Clemens e Karsenty, 2011).

A osteocalcina (OC) é uma proteina 0ssea abundante da matriz éssea sintetizada
apenas por osteoblastessujeita a carboxilacdo pos-transducional. Essa proteina foi
determinada pela primeira vez na década de 1970 (Haustlal., 1975; Price et al.,

1976) e revelou-se essencial na interacdo do tecido 6sseo com o tecido adiposo e a
homeostase da glicose. A osteocalcina pode ser encontrada em fragbes carboxiladas
(cOC) e nao-carboxiladas (ucOC), sendo que sua carboxilacdo € dependente de vitamina
K (Wolf, 2008). Enquanto a fracdo carboxilada demonstra maior afinidade aos cristais
de hidroxiapatita encontrados na matriz 0ssea e possivelmente exerce atividade
reguladora sobre osteoblastos e osteocla@iese et al., 2013), a fracdo nao-
carboxilada apresenta afinidade reduzida pela hidroxiapatita e funciona como um
horménio que tem efeitos extra-6sseos. A osteocalcina ucOC é capaz de canduzir
expressdo de adiponectina, uma adipocina capaz de estimular o uso da glicose e a
oxidacdo de acidos graxos em células musculares e de aumentar a sensibilidade a
insulina no figado e em outros tecidos (Diez & Iglesias, 2003), além de estimular a
proliferagao de células B-pancreéticas, aumentar a expressao e secre¢do de insaéna (L

et al., 2007Ferron et al., 2008).
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Lee et al. (2007) notaram que, mesmo na auséncia de alteracbes Osseas,
camundongos que nao expressavam 0 gene para osteoc@lCiva)(eram obesos,
hiperglicémicos, hipoinsulinémicos, e mostraram reduzida sensibilidade a insulina e
reducdo do gasto energético em relacdo aos animais do grupo controle. Da mesma
maneira, osteoblastos isolados destes anin@is-/(-) foram indbeis de exercer os
efeitos referidos sobre oadipocitos ¢ células B-pancreaticas (e et al., 2007).
Mutuamente, a infusdo da osteocalcina em camundongos selvagens induziu um
aumento nas concentracdes séricas dessa proteina (insulina) e melhorou a tolerancia a
glicose e a sensibilidade a insulina (Ferron et al., 2008). Outras evidéncias
demonstraram ainda que camundongos tratados com injecdes intermitentes de
osteocalcina apresentaram um aumento na quantidade de mitocéndrias no musculo
esquelético, elevado gasto energético e protecdo contra obesidade induzida por uma
dieta rica em gordura. Além do mais, quadros de esteatose hepatica induzida por dieta
hiperlipidica foram completamente revertidos em camundongos recebendo osteocalcina
diariamente (Ferron et al., 2012).

Além de regular a carboxilacdo da osteocalcina, a insulina também é necessaria
para a aquisicdo do osso normal apds o nascimento. De fato, os camundongos InsR-/-
[osb] apresentaram reducdo do volume trabecular e formacao 6ssea, além de frequéncia
reduzida de osteoblastos. Além disso, a profundidade erosiva e as concentracfes séricas
de CTx (telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo I) também foram reduzidas nos
camundongos mutantes, indicando menor atividade osteoclastica. Em osteoblastos de
animais selvagens, a insulina exerce efeito anabdlico, estimulando a proliferacédo e
diferenciacdo dos osteoblastos a partir da supressao de Twist2, um inibidor de Runx2.
Supreendentemente, a sinalizacdo da insulina também regula positivamente a
reabsorcdo Ossea através da atenuacdo da expressdo pelos osteoblastos da
osteoprotegerina, o inibidor de RANKL, e através da acdo sobre pelo menos dois genes
especificos dos osteoclastos: catepsina K e Tcirgl(Fulzele et al., 2010).

2.4 Esteroides anabdlicos androgénicos

A testosterona é o principal horménio androgénico do sexo masculino
sintetizado e secretado principalmente pelas células intersticiais de Leydig, nos
testiculos, responsavel por varios efeitos no organismo, alguns deles responsaveis pela

determinacdo das caracteristicas sexuais masculinas primarias e secundarias, 0 aumento
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da massa muscular e do peso corporeo, fechamento das epifises, 0 aumento da
densidade Gssea, entre outros efeitos (Frizon et al., 2005; Kicmalp, 2008

A testosterona tém varios destinos metabdlicos possiveis. Primeiramente, o
androgeno pode se ligar ao receptor do androgeno (AR) nos tecidos alvo para exercer
seus efeitos. Outra via de atuag@o implica a conversdo da testosterona, via Sa-redutase,
em di-hidrotestosterona (5DHT) que também atua sobre o receptor de andrégenos.
Seguindo um caminho diferente, a testosterona pode sofrer acdo da enzima aromatase e
consequente formacao do estradiol para exercer efeitos estrogénicos (Kicman, 2008).

Nas células-alvo, os horménios esteroides atravessam facilmente a membrana
plasmatica por difusdo passiva, para se ligarem as suas proteinas receptoras especificas
no ndcleo. Ao ligarem-se aos receptores proteicos formam um complexo esteroide-
receptor o que desencadeia alteracdes na conformacdo das proteinas receptoras, de
forma que estas se ligam a sequéncias de DNA altamente especificas, denominadas
elementos de resposta hormonal (do ingl&sormone response element” - HRE). Com
a ligacdo do dimero horménio-receptor ao HRE, passa a ocorrer entdo a expressao
génica (mecanismo de transcricdo de DNA a RNA-m no nucleo, e tradu¢do do RNA-m,
por ribossomos, a proteinas no citoplasma) dos genes especificos adjacentes ao HRE.
De uma forma geral, a testosterona regula uma variedade de processos envolvidos no
desenvolvimento, diferenciacdo, crescimento e adaptacdo a mudancas do meio interno e
ambientais (Bahrke & Yesalis, 2004

Desde o isolamento e caracterizacdo da testosterona, na década de 30, diversos
derivados foram sintetizados com a finalidade de prolongar a meia-vida metabdlica da
molécula original bem como sua eficacia. Esses derivados sdo usualmente chamados de
esteroides anabolicos androgénicos (EAA). Inicialmente, estas substancias foram
utilizadas apenas por atletas profissionais e fisiculturistas, porém, nos dias atuais 0 uso
desse farmaco por adolescentes e nao-atletas torna-se cada vez mais evidente (Kuhn,
2002; El Osta et al., 2016).

Até a presente data, tem sido relatado que cerca de trés milhdes de usuérios de
EAA foram identificados nos Estados Unidos, e considerando sua prevaléncia crescente,
0 uso de EAA tornou-se uma questdo de grande preocupacao. Além disso, os estudos
internacionais evidenciaram taxas elevadas de usuarios de EAA na Escandinavia, Brasil,
paises da comunidade britanica e na Europa. Este aumento da prevaléncia no consumo
de EAA tornou-se um grande problema de salde publica nesses paises (Maravelias et al,

2005; Pope et al., 2014; El Osta et al., 2016).
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No Brasil, a preocupacédo ndo é tanta em relacéo a esportistas profissionais, mas
ao adolescente, que no seu imediatismo, quer ganhar massa e musculos rapidamente,
um corpo atlético em curto prazo, entregando-se aos anabolizantes, muitas vezes
receitados por instrutores e professores de educacéo fisica, sem conhecimento na area
dos efeitos colaterais (Santos et al., 2006

Mudancas estruturais tém sido produzidas na molécula de testosterona a fim de
maximizar os efeitos anabdlicos e minimizar os androgénicos. Contudo, todos os EAA
possuiram efeitos androgénicos se administrados durante longos periodos e em doses
suficientemente elevadas (Shabhidi, 2001).

Os EAAs possuem em sua estrutura variagdes quimicas classificadas em 17-alfa-
alquelados, 17-beta-ésteres e 1-metil esterdide, as quais exibem peculiaridades distintas,
mas com propositos semelhantes. Tradicionalmente, os EAA séo classificados em duas
categorias de acordo com a via de administrag8oorais (17-alfa-alquelados) em
forma de comprimidos que quando ingeridos, passam pelo estdmago sendo absorvidos
pelo intestino e metabolizados no figado, onde provocam grande sobrecarga devido a
alcalinizacdo de sua molécula, causando grande hepatoxicidade, e os injetaveis (17-
beta-ésteres) que sdo menos nocivos que 0s orais e devem ser injetados por via
intramuscular (Guimardes Neto, 1998; Pope et al, 2014; Nieschlag & Vorona, 2015;
Rahnema et al., 2015

Os efeitos fisioldgicos diretos da testosterona e EAA, mediado pelo receptor
androgénico, sdo bem determinados na literatura. Os efeitos incluem estimulo da
eritropoiese, da sintese proteica, secrecao sebacea, crescimento capilar, lipélise entre
outros (Shahidi, 2001). No tratamento médico os EAAs vém sendo utilizados em
diversas condicbes patoldgicas relacionadas as deficiéncias androgénicas, balanco
nitrogenado negativo, sarcopenia, osteoporose, paciente com HIV entre outros (Silva et
al., 2002). De acordo com Silva et al (2002), os EAAs podem promover 0 aumento da
massa muscular, aumento da concentracdo de hemoglobina e hematdcrito, retencéo de
nitrogénio, além de aumentar a deposi¢éo de célcio nos 0ssos, motivos esses que levam
atletas a utilizar tais farmacos no intuito de melhorar o desempenho (Silva et al., 2002;
Ribeiro 2001).

Os EAAs em doses terapéuticas provocam poucos efeitos colaterais. No entanto,
as doses comumente administradas por usuarios sdo cerca de 10 a 100 vezes maiores
que as doses fisioldgicas utilizadas em terapias de reposicdo hormonal em homens

hipogonadais. Além disso, o uso de EAA quase sempre é realizado em combinacdo de
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dois ou mais tipos de EAA, o que vem sendo denominad@eshpilhamento”,
aumentando os potenciais efeitos colaterais nocivos relacionados ao uso indiscriminado
destas drogas (Hartgens & Kuipers, 2004; Chaves et al, 2007; Graham et al., 2008;
Hoffman et al. 2009).

Alguns dos possiveis problemas relacionados ao uso indevido de EAAs incluem:
hipercolesterolemia, agressividade, hipertrofia prostéatica, hipertensao arterial, limitacdo
do crescimento, impoténcia, insbnia, hepatoxidade, mudangas no sistema imunoldgico
além de induzir a formacédo de neoplasias. Vale ressaltar que os EAAs, dependendo da
dose administrada, podem levar até a morte (Fineschi et al 2001; Turillazzi et al., 2011).

O undecilenato de boldenona é um esteroide anabodlico que se difere da
testosterona pela presenca de uma dupla ligacdo na posi¢cao 1-carbono (17-beta hidroxi-
androsta-1,4dien-3-one 10-undecanoato) (Stolker et al., 2007) e é uma droga
exclusivamente veterinaria usada em equinos. No Brasil é encontrada com o nome
comercial EQUIFORT (Laboratério Vetbrands) numa concentracdo de 50mg de
undecilenato de boldenona por ml (mililitros). A aplicagdo deve ser por,
exclusivamente, via intramuscular na dosagem de um ml para cada 50 kg de peso em
intervalos de duas a trés seman@s.Equifort € recomendado como tratamento
complementar de patologias como: distrofia muscular, osteoporose, anemia aplastica,
caqueixa, anorexia, e excesso de treinamento (EQUIFORT, 1996).

O undecilenato de boldenona é uma droga bem tolerada por apresentar efeitos
colaterais discretos quando administrada de forma adequada apresentando resposta
terapéutica imediata e duradoura, uma meia vida de 14 a 16 dias aproximadamente,
propriedades anabdlicas acentuadas, pouca atividade androgénica (por apresentar pouca
afinidade com a enzima 5-alfa-reductase), hepatoxidade moderada e baixa aromatizacao
(por ter pouca afinidade com a enzima aromatase) (EQUIFORT, 1996; Peres &
Guimaraes, 2005; Quel, 2015). Além disso, o undecilenato de boldenona possui
algumas caracteristicas Unicas como, aumento de apetite (6timo para ciclos de ganho de
massa muscular), grande vascularizagdo (por intermédio do aumento da producdo de
glébulos vermelhos do sangue) (QUEL, 2008), aumento de forca, densidade e volume
muscular (Peres; Guimardes Neto, 2005). Contudo, se administrado de forma abusiva, a
droga pode ocasionar efeitos androgénicos tais como: aumento da oleosidade cutanea
(provocando acne), gueda de cabelo (devido a conversdo em DHT), aumento da pressao

arterial (devido a retengéo de sodio ocasionando uma retencdo hidrica), média inibi¢cao
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ao Eixo Testicular Pituitario Hipotalamico (HTPA), hepatoxidade, agressividade e
ginecomastia (QUEL, 2008).

Tal como outros esteroides androgénicos, o undecilenato de boldenona é
enquadrado como Classe 2A (promotores de crescimemsteroides) conforme a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer sendo um provavel agente
carcinogénico humano, com indices de cancinogenicidade maiores que de outros
andrégenos como nandrolona e estanozolol e, portanto, € uma substancia proibida
(IARC, 1987). Apesar do seu uso exclusivo em equinos, o undecilenato de boldenona
tem sido utilizado por fisiculturistas em ciclos de até 8 semanas envolvendo dosagens
referentes a 150mg até 300mg por semana em homens e 50mg a 100mg por semana em
mulheres (Peres; Guimardes Neto, 2005). Sendo o Undecilenato de Boldenona
semelhante ao farmaco Nandrolona, pode-se fazer uma relacdo entre as duas drogas
devido a escassez de estudos sobre a droga do presente estudo e ao grande nuamero d

trabalhos realizados com a Nandrolona.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effeétA$ and diet rich in sucrose on

the biomechanical and morphological properties of bone tissue of ApoE gene knockout
mice (ApoE-/-). Eight wild-type (C57BL6) and forty ApoE-/- mice generated on a
C57BL6 background were used. Female 3-month-old were divided into four groups
(n=8): group W (wild type), group A (ApoE-/-) and group A20 (ApoE-/- plus 20mg/kg
AAS) receiving commercial ration, and group AH (ApoE-/-), group AH10 (ApoE-/-
plus 10mg/kg AAS) and group AH20 (ApoE-/- plus 20mg/kg AAS) receiving a
sucrose-diet. After 56 days, blood samples were collected for laboratory of calcium,
triglycerides, cholesterol. The femur was excised for mechanical testing, morphometric
and minerals analysisyhile the tibias were used to analyze the content of bone
proteins. Our results showed that the EAA alone increased serum concentrations of total
cholesterol, triglycerides, LDL and phosphorus; Ca/P and calcium content the bone,
however, the drug induced low HDL, bone phosphorus, collagenous protein content,
cortical area and trabecular volume, stiffness and elastic modulus of the bone. The mice
fed the diet rich in sucrose despite having an increase in total cholesterol, LDL and
HDL and phosphorus does not denote changes to the morphometric parameters.
However, the consumption of sucrose increased calcium retention in the bone, the
maximum load, stiffness and maximum stress of the femurs of the animals. The
association between the lowest dose of EAA and experimental diet increased the serum
concentrations of non-HDL cholesterol and phosphorus and reduced HDL. Moreover,
these animals showed higher calcium content, collagenous proteins, maximum load,
stiffness, maximum stress. The administration of the highest dose of the EAA
associated with sucrose-rich diet induced increase in total cholesterol and LDL and
reduced the HDL concentration and phosphorus in the bone. Additionally, the animals
in this group had increased bone calcium, collagenous protein content, cortical area and
trabecular volume, maximum load, displacement, stiffness, maximum stress and strain
The isolated use of EAA affected the bone microarchitecture and mechanical properties
of femurs that was related to more severe dyslipidemia in this group. The bones of mice
treated with diet alone or combined the lowest dose of the EAA despite having
beneficial changes in the mechanical properties do not denote changes in bone structure.

However, the highest dose of EAA combined with diet had a positive effect on bone
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morphometry as well as the mechanical properties of bone that has been associated with

the control of energy metabolism orchestrated by bone.

Keywords: anabolic androgenic steroid, sucrose dietary, dyslipidemia, femur
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1. Introducéo

Entre as doencas crbnicas degenerativas ndo transmissiveis as dislipidemias
merecem atencéo visto que, tanto de forma isolada quanto associada a outros fatores de
risco, estdo fortemente associadas com a ocorréncia de doencas cardiovasculares e
acarretam enormes prejuizos aos servicos de saude publica (Koba, Hirano, 2011; Sidney
et al.,, 2013). Embora a etiologia das dislipidemias seja complexa e multifatorial, a
patogénese dessas condi¢gbes pode ser influenciada por fatores ambientais e habitos de
vida, especialmente o perfil de ingestdo alimentar e o consumo de drogas (Schulz, 2006
Schwenk et al.,, 2013). As dislipidemiastdo relacionadas com o aumento das
concentragdes de lipoproteinas no sangue (Yamada, 2011). Animais knockout para a
apolipoproteina E (ApoE-/-) e para o receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LDLr-/-) tém sido descritos como interessantes modelos para o desenvolvimento das
dislipidemias, possuindo extensa aplicabilidade em estudos pré-clinicos (Fazio, Linton,
2001; Schilling et al., 2005; Pirih et al., 2012; Soares et al., 2012).

Estudos clinicos, experimentais e epidemiologicos, reunidos ao longo de
décadas, evidenciaram que os niveis elevados de lipideos tém sido relacionados com o
aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares e osteoporose (Lee, et al., 2005;
Farhat et al, 2006; Sennerby et al., 2007; Pirih, et al., 2012). Soares et al. (2012)
demonstraram que a hiperlipidemia causou diminuicdo da area e espessura cortical e
trabecular além de reduzir a resisténcia 6ssea do fémur de camundongos rLDL-/-. De
acordo com Liu et al. (2016), camundongos ApoE-/- alimentados com dieta aterogénica
exibiram reducdo da massa Ossea femoral associada com a diminuicdo acentuada do
namero e atividade osteoblastica. Elevadas concentracdes de LDL podem provocar o
desequilibrio do processo de remodelacdo d6ssea, reduzindo a massa 6ssea através dc
aumento da diferenciacdo e atividade dos osteoclastos (Luegmary et al., 2004). Tem
diferenciacdo dos osteoblastos por intermédio de lipideos bioativos (Parhami et al.,
2001; Tintut, Demer, 2014; Liu et al., 2016).

Durante varias décadas, os derivados sintéticos da testosterona tém sido
utilizados em razdo do potencial anabdlico dessas substancias. A principio, o uso dessas
substancias era restrito a fisiculturistas profissionais e fins terapéuticos, contudo,
gradualmente o uso abusivo dessas substancias tem se tornado mais popular entre
atletas e adolescentes (Kuhn, 2002; El Osta et al., 2016), e considerando sua prevaléncia

crescente, o uso de esteroide anabdlico androgénico (EAA) tornou-se uma questao de
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saude publica preocupante (Maravelias et al, 2005; Pope et al;, l0D4ta et al.,

2016). Além disso, os estudos internacionais evidenciaram taxas elevadas de usuarios
de EAA na Escandinavia, paises da comunidade britanica, Europa e o Brasil. O aumento
da prevaléncia do consumo indiscriminado de EAA tornou-se um grande problema de
saude publica nesses paises (Pope et al., 2014). Diversos estudos vém demonstrando
uma forte associacdo do uso de EAA com alteracdes e/ou adaptacbes patoldgicas no
sistema cardiovascular e no tecido ésseo (Hartgens & Kuipers, 2004; Maravelias et al.,
2005; Turillazzi et al., 2011).

Além dos farmacos, regimes dietéticos sdo capazes de interferir no metabolismo
lipidico e energético, podendo aumentar ou diminuir o risco de desenvolvimento de
doencas metabdlicas (Glazer, 1991).

A nutricdo exerce papel fundamental para integridade da massa é6ssea. Os
habitos alimentares podem influenciar a manutencdo da massa 6ssea (Hamrick et al.,
2009). Uma alimentacdo rica em acUcares tem sido relacionada com a elevacdo da
massa corporal em virtude da alta densidade energética, estando ainda associada com
doencas que incluem obesidade, osteoporose, doenca cardiovascular e alguns tipos de
cancer (WHO, 2003; Van Dam, Seidell, 2007).

Em paises desenvolvidos as doencas osteo-metabdlicas, como a osteoporose séo
consequéncias da idade avancada e do uso de medicamentos. JA& em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, sdo consequéncias principalmente de fatores
nutricionais (Raubenheimer, 2004). As recentes descobertas sobre a biologia 6ssea
pressupbem a partir de uma visdo generalizada, que 0 esqueleto possa participar,
diretamente ou ndo, na regulacdo do metabolismo energético e homeostase da glicose
Nos ultimos anos, ocorreu um consideravel aumento de interesse nas pesquisas a
respeito do papel do tecido ésseo como um érgdo enddcrino e de sua interacdo com o
tecido adiposo, sistema nervoso central e o pancreas (Clemens, Karsenty, 2011).

As evidéncias de que as disfun¢cdes no metabolismo da glicose e dos lipidios
possam alterar a estrutura do tecido 6sseo (Kawai et al., 2009) fundamentam o presente
estudo que teve como objetivo avaliar o possivel efeito de doses suprafisiolégicas de
EAA e da dieta rica em sacarose através de investigacdes no perfil bioquimico lipidico e
alteracdes nas propriedades histomorfologicas, mecanicas e bioquimicas do tecido 6sseo

de camundongos ApoE-/-.
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2. Material e métodos

2.1Modelo animal e tratamentos

Oito camundongos selvagens (C57BL6) e quarenta camundongos fémeas
homozigotos ApoE-/-com 10 semanas de idade foram utilizados (Jackson Laboratory,
EUA). Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas com condi¢cfes de temperatura
21 + 2°C e umidade 60 a 70 % controlada, com ciclo de luminosidade de 12 tworas. O
camundongos foram divididos em seis grupos experimentais (n=8): grupo W
(camundongo selvagem), grupo A (camundongo ApoE-/-) e grupo A20 (camundongo
ApoE-/- tratado com anabolizante 20mg/kg) que receberam dieta comercial
(Nuvital®; PR, Brasil) por 8 semanas; grupo AH (camundongo ApoE-/-), grupo AH10
(camundongo ApoE-/- tratado com anabolizant&a0mg/kg) e AH20 (camundongo
ApoE-/- tratado com anabolizante20m/kg) que receberam dieta rica em sacarose por
8 semanas. Os animais foram alimentados com as respectivas dietas e receberam agua
ad libitum.

A dieta purificada, rica em sacarose, seguiu a proposfandacan Institute of
Nutrition (AIN-93M) conforme Reeves (1997) (Tabela 1). O esteroide anabdlico,
undecilenato de boldenona (C&8y&SP, Brasil), foi dissolvido em 6leo vegetal e
administrado via intraperitoneal (i.p.) trés vezes por semana com duracado de 8 semanas.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV, protocolo 36/2015) e
realizadas de acordo com as orientacdes emitidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Tabela 1.Composicao da dieta comercial e rica em sacarose

Composicéo Comercial Rica em sacarose
Caseina 20 14
Sacarose 10 60

Maltodextrina 13.2 0

Fibra 5 5
Amido 42.87 12.07
Mix Mineral 3,5 35
Mix Vitaminico 1 1
L-cistina 0.18 0.18
Bitartarato de colina 0.25 0.25
Oleo de soja 4 4
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Dados séo expressos como percentagem (%)

2.2 Peso corporal
No momento que antecedeu a eutanasia, os camundongos foram pesados com
auxilio de uma balanca digital analitica (precisdo 0,000B&EL Mark 210A; Brasil)

para determinac&o do peso corporal.

2.3 Andlise bioquimica

Os animais foram anestesiados no 57° dia com injecdo intraperitoneal de
xilazina (5 mg/kg) e quetamina (45 mg/kg) seguida da retirada do sangue por puncao
cardiaca, e posteriormente aprofundada a anestesia até a eutanasia. Nesse momento ¢
sangue foi coletado e centrifugado a 3.000 xg a frio (5°C) para obtencdo do soro a fim
de determinar os seguintes parametros bioquimicos séricos: calcio, fosforo, triglicérides,
colesterol total e fragdes (LDL e HDL) (BioctinMG, Brasil).

2.4 Morfometria femoral

2.4.1 Dimensdes anatomicas do fémur

Para andlise das dimensdes anatdmicas, utilizou-se o fémur esquerdo de cada
animal, tomando-se o cuidado de remover todos os tecidos moles associados ao 0Sso.
Com base em Lammers et al. (1998) e com auxilio de um paquimetro universal
analégico (Vonder, 150mm, graduacdo 0,05mm, Brasil) e lupa, foram feitas as
seguintes medidas: Comprimento do fémur (CF): do ponto mais proximal da cabeca do
fémur até o ponto mais distal na outra extremidade do 0sso; Largura da diafise do fémur
(LDiaf): largura através da porcao mais estreita ha metade do fémur; Largura do fémur
proximal (LP): do ponto mais anterior na cabeca do fémur até a ponta do trocanter
maior; Largura do fémur distal (LD): largura através dos condilos (sentido antero-

posterior), perpendicular ao comprimento do fémur.

2.4.2 Osso trabecular epifisario

As epifises distal do fémur (n=6) foram fixadas em solucédo de formalina a 10%
em solucédo de tampéao fosfato 0,1 M pH 7, por um periodo de 48 horas a temperatura
ambiente, e, em seguida, foram imersas em solucdo descalcificadora de acido formico

(12,5%) e citrato de sodio (20%) por 30 dias. As amostras foram desidratadas em
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gradiente de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina liquida a 60° na
orientacao vertical em relacdo ao eixo longitudinal do fémur (Yoshik et al., 1983).
Secc¢bes de 5um de espessura foram obtidas utilizando micrétomo rotativo (Spencer,
modelo 19459, USA), e corados com Hematoxilina-Eosina (H&E) (Junqueira,
Jungueira, 1983). Para evitar a repeticdo das analises ha mesma area histologica, os
cortes foram feitos de modo semi-seriado usando 1 a cada 20 secc¢Oes. Seis cortes
histologicos foram preparados para cada fémur e dois campos de cada corte foram
capturados usando a objetiva de 40x. As imagens foram digitalizadas por meio de um
fotomicroscépio (Olympus AX7Q) Téquio, Japdo) conectado a camera digital
(Olympus QColor-3; Téquio, Japao).

Para a quantificacdo da proporcao volumétrica, foi utilizado o softwaige].
Em cada imagem foram contadas cento intersecc¢des distribuidas sobre o tecido 6sseo e
tecido mieldide. Foi mensurada toda a regido que continha tecido 6sseo, utilizando a
média simples como resultado. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem
(%).

2.4.30sso0 cortical diafisario

Foi utilizado o terco médio da diafise femoral (n=6), no qual cortes transversais
de 5um de espessura foram obtidos e corados com H&E. Foram feitas doze seccdes
histol6gicas, um campo por seccdo, para cada amostra. As imagens foram capturadas
usando objetiva 4x para determinacéo da area cortical 6ssea, que foi obtida através da
subtracdo entre a area total da seccao e area medular. A histomorfometria foi realizada
utilizando o software para anélises de imagem Image Pro Pfug@vte8ia Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA).

2.5Teste mecanico

Os fémures direitos foram removidos dos animais e armazenados a -20°C até o
dia anterior ao teste mecanico. Para esse teste, o terco médio da diafise dos fémures
foram submetidos ao teste de flexdo de trés pontos até fratura completa a uma
velocidade de 3mm/min no equipamento mecéanico com célula de carga 100 Kgf (3367
Dual Column Tabletop Model testing system, Instron, Grove City, PA, USA). O ponto
superior e 0s dois suportes inferiores possuiram 0,5 mm de raio sem suas extremidades
(Robertson et al., 2006). A distancia entre os dois suportes inferiores forme 7

(Akhter et al., 2001). Cada fémur foi testado no plano antero-posterior (concavidade
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voltada para cima), com o lado anterior do osso voltado para cima. Os dados de forca e
deslocamento foram obtidos diretamente do sistema MTS e gravados num computador
acoplado a maquina de ensaio. Esses dados foram utilizados para a aquisi¢céo e calculo
das propriedades estruturais: carga maxima, deslocamento e rigidez. A rigidez
extrinseca foi calculada como a inclinacdo da por¢cado mais linear da regido elastica da
curva de carga-deslocamento (Akhter et al., 2001; Huang et al., 2003). Apés o teste de
trés pontos de cada espécime, as extremidades do local da ruptura do osso foram
fotografadas, em conjunto com um padréo de medic&o, por uma camara digital de alta
resolucdo a uma distancia padronizada (Huang et al., 2003). Os parametros da area de
seccdo transversal da diafise foram medidos nas imagens usando o software Image-Pro
Plus 4. O momento de inércia de area da diafise no ponto de ruptura foram calculados

pelo método de Turner et al. (1992):

T
" 64
Onde | é o momento de inércia da ame&; a largura da area de secc¢dao transversal na

I [ab3® — (a — 2t)(b — 2t)3]

direcdo médio-lateralb é a largura da area da seccdo transversal na direcdo
anteroposterior; €€ a média da espessura do 0sso cortical (Lammers et al., 1998). As
propriedades materiais foram obtidas a partir desses parametros (Akhter et al., 2001).
As seguintes propriedades do material foram avaliadas: tensdo maxima, deformacéo e

modulo elastico. Esses parametros foram calculados a partir das seguintes equacoes:

__ forgaxLxc e = 12Xcxd E = rigidez xL3
- 41 - 12 - 481

Onde:o é a tensad;. € a distancia entre os dois suportes inferiarésjgual a
metade deb (descrito anteriormente}, é a deformacdaol é o deslocamentdE é o
maédulo elastico. O ensaio foi realizado no Laboratério de Embalagéssdasidade
Federal de Vigosa.

2.6 Célcio e fésforo

Apés o teste mecanico, fragmentos da diafise foram pesados em balanca
analitica e incubados a 70°C até atingirem peso seco constante. As amostras secas
foram digeridas em solugédo 0.75 mL de HN@ncentrado e 0.25 mL de HCLO
(70%). A temperatura de digestédo da solugao foi gradativamente aumentada na placa de
aguecimento a partir de 70°C até 90°C, de modo que a digestdo do material fosse

completa. O tempo médio gasto para a digestdo foi de 30 minutos. Apos a digestéo, as
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concentracdes de calcio foram determinadas através de espectrofotometria de absor¢cao
atdbmica e o fosforo pelo método colorimétrico (SpectrAA 220FS Varian) (dos Santos et
al., 2012).

2.7 Proteinas 0sseas

Nas determinacfes de proteinas colagenosas e ndo colagenosas, as tibias foram
cortadas longitudinalmente, a medula 6ssea removida com jatos de agua destilada e
deionizada, e desengorduradas com éter de petrdleo, em aparelho de Soxhlet, por 3 h.

A seguir, para a extracdo de proteinas nao colagenosas, os fragmentos foram
pesados e desmineralizados em solucdo de sal dissédico de EDTA (acido
etilenodiamina tetracético), com 0,5 M e pH 8,2, de acordo com a técnica descrita por
Hauschka & Gallop (1977). Por fim, os extratos de EDTA obtidos foram utilizados para
determinacdo dos teores de proteinas ndo colagenosas, conforme técnica descrita por
Bradford (1976).

Os fragmentos dos o0ssos, ap0s a desmineralizacdo, foram lavados
exaustivamente com agua destilada e deionizada para eliminacdo de EDTA e usados
para estimar o teor de proteinas colagenosas, utilizando-se o método de Berthelot,
modificado por Pezemk e Nielsen (Guimarées, 1988). O teor de proteina colagenosa foi
obtido multiplicando-se o teor de nitrogénio pelo fator 6.25.

2.8 Analise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas com o software Graph-Pafl. Brism
resultados foram expressos como média e desvio padrdo (médiatDP). A normalidade na
distribuicdo de dados foi avaliada por meio do teste D’Agostino-Pearson. Diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas por meio da analise de variancia one-
way (ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls de comparag¢des mdltiplas

com um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

N&o houve diferenca no peso corporal entre os animais dos grupos controle, AH,
AH10 e AH20. Entretanto, os camundongos ApoE-/- tratados apenas com o EA (A20)
apresentaram maior peso corporal quando comparados com 0s animais dos demais

grupos (Tabela 2).
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As andlises do perfil bioquimico dos lipideos demonstraram que todos os
tratamentos utilizados induziram o aumento das concentracdes de colesterol total dos
camundongos ApoE-/-. As concentracbes de triglicérides n&o diferiram
significativamente entre os grupos A, AH e AH20. Entretanto, os animais dos grupos
A20 e AH10 exibiram maior trigliceridemia quando comparados com 0s demais grupos
(Tabela 2). As concentragbes do HDL dos animais grupos A20, AH10 e AH20 foram
reduzidas nesses animais comparadas com o grupo controle. Além disso, 0s
camundongos ApoE-/- alimentados apenas com a dieta rica em sacarose exibiram maior
concentracdo de HDL comparado aos animais dos outros grupos. Todos os animais
tratados exibiram aumento nas concentracbes de LDL quando comparados com 0s
camundongos ApoE-/- ndo tratados, sendo o0 aumento nestas concentracdes mais
evidente nos animais tratados apenas com o EA (Tabela 2).

N&o houve diferenca significativa nas concentracdes de célcio total entre os
grupos experimentais. Entretanto, para o fosforo, os tratamentos usados nos grupos
A20, AH e AH10 aumentaram as concentrac¢des do fésforo no soro. (Tabela 2).

Nesse estudo, as analises referentes aos parametros avaliados no tecido 0sseo de
camundongos ApoE-/- tratados com EA e/ou regime dietético rico em sacarose (A20,
AH, AH10 e AH20) foram comparadas aos de animais ApoE-/- ndo-tratados (A) sendo
evidenciadas alteracfes em parametros distintos que influenciaram o comportamento
0sseo.

As analises das dimensdes do fémur demonstraram que o comprimento do 0sSso
entre o grupo tratado com EA isoladamente e o grupo A nao exibiram diferenca
significativa. Contudo, o comprimento longitudinal do fémur diminuiu nos animais dos
grupos AH, AH10 e AH20 comparados com o grupo A (Tabela 3). A largura da diafise
e epifises proximal e distal ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
estudados (Tabela 3). A area cortical da diafise e o volume trabecular da epifise distal
femoral ndo denotaram alteragdes significativas nos animais dos grupos AH e AH10
guando comparados com o grupo A. Entretanto, os fémures dos animais do grupo A20
exibiram reducdo na &rea cortical da diafise (~13%) e no volume trabecular da epifise
(~7%), enquanto os ossos dos camundongos ApoE-/- do grupo AH20 apresentaram
aumento (~10% e 11%), respectivamente, da area cortical e volume trabecular femoral
(Tabela 3; Figura 1, 2).

Os resultados do teste de flexdo no terco médio da diafise femoral mostraram

gue a carga maxima necessaria para causar a fratura completa dos ossos foi maior nos
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fémures dos animais dos grupos AH e AH10, e mais evidente no grupo que recebeu a
maior dose do EA associada a dieta rica em sacarose (AH20). Nado houve efeito
negativo significativo na carga méxima entre o grupo tratado apenas com EA
comparado com o grupo A (Tabela 4). Para as propriedades estrutural (deslocamento) e
material (deformacéo), os animais do grupo AH20 apresentaram maiores valores para
esses parametros comparados com os demais grupos. A rigidez do osso durante a
aplicacdo da carga foi maior nos animais dos grupos AH, AH10 e AH20, enquanto nos
animais do grupo A20 foi reduzida. A tensdo maxima suportada pelo osso foi superior
nos tratamentos AH, AH10 e AH20 comparados com o grupo A. Os valores médios do
moédulo elastico do fémur foram menores nos grupos A20 e AH20 comparados com 0s
demais grupos. (Tabela 4).

Todos os tratamentos aumentaram a retengéo de calcio no 0sso, e a relacdo Ca/P
guando comparados com o grupo A (Tabela 5). Contrariamente, 0s animais dos grupos
A20, AH10 e AH20 exibiram menor conteddo de fésforo 6sseo comparados com o
grupo nao-tratado. O conteldo de fésforo ndo diferiu significantemente entre 0os grupos
alimentados com dieta comercial (A) e a dieta experimental (AH) (Tabela 5).

Os resultados dos parametros bioquimicos das tibias dos animais tratados apenas
com EA (A20) apresentaram reducao no teor de proteinas colagenosas, enquanto, foi
observado aumento do teor proteico nos 0ssos dos animais tratados com EA
alimentados com dieta experimental (Tabela 6). Ndo houve alteracdes significativas no

teor de proteinas ndo colagenosas entre os grupos A, A20, AH e AH20 (Tabela 6).

4. Discusséao

Tem sido discutido que fatores extrinsecos, como drogas e dietasn pode
interferir no metabolismo lipidico, e o perfil elevado de lipideos e lipoproteinas poderia
ser capaz de provocar alteracfes 6sseas (Xiao et al., 2009, Soares et al., 2012; Tintut,
Demer, 2014; Liu et al., 2016). Entretanto, estudos avaliando os efeitos da interagéo
entre altas doses do EAA, undecilenato de boldenona, e dieta rica em sacarose sobre o
perfil lipidico e as propriedades estrutural, bioquimica e mecéanica dos 0ssos de
camundongos ApoE-/- sdo inexistente.

O tratamento isolado com EAA durante 8 semanas induziu o aumento do peso
corporal dos animais do grupo A20 comparados com aqueles dos outros grupos
experimentais. Entre as caracteristicas dos EAAs, € importante destacar que essas

drogas além da estimulagdo da sintese proteica, também aumentam os volumes
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sanguineos e do liquido extracelular resultando no maior peso corporal desses animais
(Shahidi, 2001; Carson et al., 2002; Du Toit et al., 2005).

Diversos estudos elucidam que o uso de hormoénios esteroides estimula a
atividade da lipase trigliceridica hepatica (HTGL), e o aumento funcional desta enzima
parece estar relacionada com a distribuicdo e reducdo das concentracdes do HDL, ou
ainda, com o aumento do LDL resultante do maior catabolis@® W.DL
(lipoproteinas de muito baixa densidade), podendo acentuar as dislipidemias (Baldo-
Enzi et al, 1990Glazer, 1991; Palatini et al., 1996; Shahidi, 2001; Hartgens et al.,
2004). Nossos resultados demonstraram que o uso do EAA isolado ou combinado com
0 regime dietético rico em sacarose provocou mudancas no perfil bioquimico dos
lipidios caracterizado pelas maiores concentracdes séricas do colesterol ndo-HDL e
reducao do colesterol HDL.

Tem sido sugerido que dietas ricas em carboidratos contribuam para o aumento
das concentragBes de triglicérides através da inducdo da sintese de acidos graxos pelo
figado além de inibir a atividade da lipase lipoprotéica (LPL). O consumo da dieta rica
em sacarose aumentou as concentracfes do colesterol total e LDL, mas, curioeamente,
dieta ndo teve efeito significativo sobre as concentracdes dos triglicérides possivelmente
devido ao genotipo (ApoE-/-) dos animais (Merkel et al., 2001) e/ou duracdo do
tratamento que poderia ser o fator influenciador desse efeito. Além disso, o regime
dietético teve efeito positivo sobre as concentracfes do HDL que foram maiores nos
animais do grupo AH. Conforme National Cholesterol Education Program (NCEP,

2002), a ingestao de dietas pobres em gorduras induz o aumento das concentracdes do
HDL. O aumento consideravel nas concentracdes plasmaticas do HDL nos animais AH
poderia operar como fator de protecdo contra doencas cardiovasculares através do
transporte reverso do LDL-colesterol além de desempenhar efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes (Duffy et al, 2009; Annema et al., 2012).

Quando comparados os resultados das andlises morfométricas, nao foram
encontradas alteracdes significativas em relacdo a medida da largura da diafise e
epifises proximal e distal; e area cortical diafisaria e volume trabecular epifisario dos
fémures de camundongos ApoE-/- alimentados com dieta rica em sacarose. Resultados
semelhantes foram relatados por Tsanzi et al. (2008) e Lorincz et al. (2010).

A administragdo do EAA isoladamente ndo teve efeito significativo sobre os
parametros macroscopicos s do 0sso. Contudo, o uso de doses suprafisioldgicas do EAA

afetou negativamente a microestrutura 0ssea visto que os camundongos AgmE-/-
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grupo A20 apresentaram reducdo da area cortical e volume trabecular femoral
que poderia ser em parte associado pela acao direta da oxidacéo lipidica nas células da
linhagem osteoblastica (Jilka et al., 2010; Sage et a., 2011; Pirih et al., 2012; Liu et al.,
2016).

Tem sido sugerido que devido ao aumento das concentracdes séricas de LDL
ocorra 0 acumulo dessa lipoproteina na matriz extracelular subendotelial que sofre
modificacdes oxidativas por intermédio de espécies reativas de oxigénio (peroxidases e
lipoxigenases) induzindo o aumento de lipideos oxidados (oxLDL) (George et al., 2001;
Huo et al., 2004) . A oxidacdo dos lipideos/lipoproteinas reduz a massa 6ssea pela
elevacdo de citocinas inflamatérias (TMF-IL-6, IL-1B e IFN-y) e moléculas
osteoclastogénicas (RANK-L), e reducdo da via de sinalizacdo Wnt em células pro-
osteoblastogénicas denotando um desequilibrio no processo de remodelacdo déssea
(Graham et al., 2010; Jilka et al., 2010; Tintut, Demer, 2014; Liu et al., 2016).

No presente estudo, a dieta experimental associado as doses do EAA
comprometeu o comprimento do fémur que foi menor nos animais do grupo AH10 e
AH20, mas, essa diferenca foi atenuada nos animais tratados com a maior dose do EAA
comparados com a menor dose. O uso de EAA faz com que as epifises dos 0ssos longos
se fundam a parte longa dos 0ssos em um estagio precoce. O acelerado crescimento e a
unido das epifises induzidas pelo uso de EAA impede o crescimento longitudinal do
0sso até o seu comprimento final (Shahibi, 2001; Calfee & Fadale, 2006).

Quando comparada as diferentes doses do EAA, apenas 0S animais que
receberam a maior dose do EA combinado com a dieta rica em sacarose apresentaram
efeitos positivos sobre a microestrutura 6ssea evidenciada pelo aumento da area cortical
da diafise e no volume trabecular do fémur. Esses resultados demonstraram que 0 0SSO
cortical e trabecular dos fémures séo afetados positivamente pelo uso de doses
suprafisiolégicas do EAA combinado com dieta rica em sacarose e esse efeito foi dose
dependente.

A osteocalcina € uma proteina da matriz 6ssea secretada pelos osteoblastos que
recentemente tem sido implicada com diversas fun¢gées hormonais relacionadas a
homeostase da glicose e ao metabolismo energético. Tem sido demonstrado que a
osteocalcina descarboxilada é liberada a partir do osso para a circulagdo sanguinea
podena ter efeito sobre as células B-pancreéticas. Esse efeito hormonal da osteocalcina
ativa e estimula a expressao e secre¢do da insulina, sensibilidade a insulina nos tecidos

alvos e o gasto energético. A insulina por sua vez atua sobre o receptor para insulina
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(InsR) nos osteoblastos modulando a secrecdo da osteocalcina, formando uma alca de
retroalimentacgdo tradicional em que o esqueleto torna-se um érgao endocrino associado
com o metabolismo energético. Além de regular a carboxilagdo da osteocalcina no 0sso,

a insulina também é necessaria para aquisicdo do 0sso normal apos 0 hascaeento (L

al., 2007 Ferron et al., 2008; Clemens, Karsenty, 2011).

Em osteoblastos de animais selvagens, a insulina exerce efeito anabdlico
estimulando a proliferagdo e diferenciacdo dos osteoblastos a partir da supressdo de
Twist2 (Twist-related protein 2), um inibidor de Runx2 (Runt-related transcription
factor 2). Supreendentemente, a sinalizacdo da insulina nas células osteoblasticas regula
positivamente a reabsor¢cdo dssea atraves da atenuacdo da expressao da osteoprotegerin
(OPG), o inibidor de RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), e
pela acdo sobre genes especificos dos osteoclastos: catepsina K e Tcirgl. De fato, os
camundongos knockout para o receptor de insulina nos osteoblastos (InsR-/-[osb])
apresentaram reducdo do volume trabecular e formagdo éssea que foi associado ao
namero de osteoblastos que foi reduzido nesses animais. Além disso, a profundidade
erosiva e as concentracdes séricas de CTx (telopeptideo carboxiterminal do colageno
tipo I) também foram reduzidas nesses camundongos indicando menor atividade
osteoclastica (Fulzele et al., 2010; Clemens, Karsenty, 2011).

Adicionalmente, é postulado que os EAA podem desempenhar funcdo
independente, mas semelhante ao da insulina na via de captacéo de glicose pelos tecidos
alvos (Ramamani et al., 1999, Clemens et al., 2011). Além disso, Morimoto (2001) e
Frankenfeld (2014) demonstraram atraves de experimeimtositro/vivo que o
tratamento com altas doses de EAA provoca o aumento das concentracfes plasmaticas
de insulina. A secre¢do de insulina pelas células B-pancreaticas é primeiramente
estimulada pela glicose; entretanto, esses resultados evidenciam a acéo direta dos
estroides anabodlicos androgénicos sobre as células B-pancreaticas, estimulando a
secrecdo de insulina. Embora no presente estudo nédo resdizodeterminacao de
insulina e osteocalcina sérica, as maiores concentracdes de insulina e de osteocalcina
poderiam justificar o aumento da area cortical da diafise e do volume trabecular
epifisario nos ossos de camundongos ApoE-/- tratados com dose elevada do EAA e
alimentados com dieta rica sacarose.

O comportamento mecanico femoral frente ao carregamento foi acometido pelo
uso isolado do EAA evidenciado pela redugcdo dos valores da rigidez e do modulo

elastico nos fémures dos animais do grupo A20, provavelmente devido hiperlipidemia
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apresentada por esses animais (Soares et al.,, 2012). Contrariamente, foi revelado que
animais tratados apenas com a dieta rica em sacarose ou associada a menor dose dc
EAA exibiram ossos mais resistentes a fratura devido, em partes, ao efeito positivo
desses tratamentos sobre as propriedades estruturais (carga maxima, deslocamento e
rigidez) (Carvalho et al., 2012). Entretanto, os ossos dos camundongos ApoE-/- tratados
com a maior dose do EA combinado a dieta experimental apresentaram melhorias sobre
as propriedades estruturais (carga maxima, deslocamento e rigidez) e materiais (tensédo
maxima e deformacdo) comparados com os demais grupos. Os nossos resultados
sugerem que a interacao entre 0 EAA e a dieta rica em sacarose teve eféito bené
sobre o periésteo e enddsteo dos camundongos, possivelmente devido a organizagédo da
matriz 6ssea, maior sintese de colageno e retencdo de minerais no 0sso cortical dos
camundongos AH20 (Carvalho et al., 2012). Esses dados demonstram que as mudancas
encontradas na microestrutura sustentam as diferencas encontradas na resisténcia
mecanica do 0Sso.

A qualidade 6ssea depende da geometria, microarquitetura e das propriedades
intrinsecas do tecido 0sseo tais como o grau de mineralizacdo da matriz 6ssea. O calcio
e fosforo sdo marcadores bioquimicos que podem ser utilizados como indicadores
diretos ou indiretos do comportamento 0sseo, uma vez que esses Sa0 0S principais
minerais constituintes da matriz 6ssea (Doblaré et al., 2004).

Os animais tratados néo apresentaram efeitos significativos nas concentracdes de
calcio plasmatico possivelmente devido ao fato que a manutencéo da concentracao ideal
de calcio no sangue é prioritaria sobre a manutencéo da integridade estrutural do 0osso
(Johnson, 2000). No osso, todos os tratamentos induziram a retencdo de calcio
comparado com 0s animais nao-tratados. Dentre os diversos efeitos dos EAA e do
consumo de carboidratos destacam-se a deposi¢cdo de calcio nos ossos (Notelovitz,
200%1 Hartgens & Kuipers, 2004; Zafar et al., 2004; Maravelias et al., 2005;
Ariefdjohan et al., 2008). Thorp & Waddington (1997) observaram que 0sSsos com
valores superiores de célcio fraturavam com maior dificuldade durante a aplicacdo de
uma carga.

Em relag&o ao fosforo, todos os tratamentos, exceto AH, reduziram o teor deste
mineral no 0sso e aumentaram no soro. A reducdo do teor de fésforo nos ossos dos
animais tratados apenas com o EAA hipoteticamente seria devido a vias ndo-candnicas
da osteoclastogénese, tal como por meio do @NE-IGF-1 (Liu et al., 2016)Em

relacdo aos animais dos grupos AH10 e AH20, a possivel hipétese para explicar os
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nossos resultados seriam que os cristais de hidroxiapatita sendo estruturas dinamicas e
apresentarem na sua composicdo maior teor de calcio do que fosforo (2:1)
(Kierszenbaum, 2012), o fato dos o0ssos desses animaiseeximiaior retencao de

calcio e até maior teor de proteinas colagenosas nos 0ssos, poderiam, em conjunto, ter
causado a reducéo do fosforo no osso.

O tratamento isolado com o EAA afetou negativamente a sintese de proteinas
colagenosas nas tibias dos camundongos do grupo A20 hipoteticamente devido a
disfuncédo da sinalizacdo da via Wnt nas células osteoblasticas induzida por lipideos
bioativos e citocinas inflamatérias. Contudo, a interacdo entre o EAA e dieta rica em
sacarose teve efeito benéfico na sintese proteica no osso dos animais do grupo AH10 e
AH20. As diferentes doses do EA ndo apresentaram efeito dose-dependente sobre o teor
de proteinas colagenosas quando comparados entre si. Dessa maneira, € possivel
mencionar o efeito vantajoso dos tratamentos sobre o tecido 6sseo ja que o colageno é o
principal componente da matriz organica, também susceptivel de afetar a resisténcia
mecanica do 0sso (Sroga & Vashishth, 2012).

N&o esta claro se o consumo de sacarose teve acdo anabdlica ou, revelou os
efeitos do EAA no crescimento celular. Estudos futuros sdo necessarios para analisar
moléculas envolvidas no metabolismo 6sseo (osteocalcina, insulina, leptina, serotonina,
GH/IGF-1 entre outras moléculas que participam na regulacdo central da massa 0ssea) e
determinar vias moleculares relacionadas as alteracées do tecido 6sseo em resposta ao

uso do EAA e o consumo da sacarose.

Conclusbes

Os principais resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento
isolado com o esteroide anabdlico influenciou os parametros 0sseos (area cortical,
volume trabecular, retencdo de minerais, teor de proteinas colagenosas) além de
promover alteracdes acentuadas no metabolismo lipidico.

Apesar de alterar o perfil lipidico, a dieta rica em sacarose, associada ou nao a
dose de 10mg/kg, ndo teve efeito sobre a microestrutura do tecido ésseo. Contudo, esses
tratamentos afetaram as propriedades mecanicas (carga maxima, rigidez, tensao
maxima) e o conteudo mineral do 0sso.

Os animais tratados com a dose de 20mg/kg combinado com a dieta rica em
sacarose alterou o perfil bioquimico dos lipideos, porém, os 0ssos desses animais

exibiram melhorias nas propriedades mecanicas (estururais e materiais) e sobre o0s
41



parametros morfométricos (area cortical e volume trabecular). Além disso, o tratamento

afetou a mobilizacdo de calcio e a sintese proteica no 0sso.
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Tabela 2

Peso final e concentracdes séricas de triglicérides, colesterol total e fracdes, calfiooetdéal de camundongos ApoBratados com EAA alimentados com dieta rica em

sacarose
w A A20 AH AH10 AH20
Peso final (g) 17.33+1.12 25.98 +2.14 30.11+1.6%1 23.26 +1.28 24.67 + 2.08f 24.56 + 1.0%
Triglicérides (mg/dL) 62.00 + 7.48 92.67 +9.97 125.30 + 17.1% 81.33+6.79 117.30 + 24.78 92.67 +4.92
Colesterol total (mg/dL) 114.00 + 13.9%5 202.00 + 22.8% 328.50 + 15.61 335.70 +32.31 332.70 +12.68 324.30 + 4.02
HDL (mg/dL) 42.67 £4.11 27.33+4.7% 20.67 +1.88 31.67+1.24 23.33 £ 0.9% 24.33 £ 3.09
LDL (mg/dL) 58.93 + 9.32 155.50 + 18.53 285.50 + 8.99 246.00 +29.71 268.00 + 7.26 248.10 + 18.49
Célcio total (mEg/L) 9.58 + 0.30 11.45+1.48 11.26 + 0.88 11.01 +0.48 11.99 + 0.98 10.81 +1.48
Fésforo total (mEq/L) 10.20 + 0.98 11.85 + 2.63 15.04 + 1.52 13.96 +2.32 14.11 +1.7% 11.35 + 1.01

W (C57BL/6 e dieta comercial); A (®E-/- e dieta comercial); A20 (#oE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/ldght (ApoE/- e dieta rica em sacarose); AH10pOE/-,
dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHPOHA, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). Dados expressos como média + desvio patf&f etras
diferentes na mesma linha denotam diferenca entre grupos (p 98l0%ste Student Newman Keuls.
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Tabela 3

Paradmetros morfométricos obtidos a partir do fémur de camundoipgés/Aratados com EAA alimentados com dieta rica em sacarose

w A A20 AH AH10 AH20
Comprimento (mm) 15.60 + 0.25° 16.26 +0.13 16.14 + 0.28 15.90 + 0.2% 15.48 + 0.33 15.80 + 0.22
Largura epifisaria proximal (mm) 3.28 +0.09 3.57+0.08 3.50+0.10 3.52+0.2% 3.27 +0.04 3.38 + 0.2
Largura diafisaria (mm) 1.58 + 0.04 1.74 +0.05 1.72+0.70 1.74 +0.05 1.70 £ 0.00 1.72 +0.07
Largura epifisaria distal (mm) 2.40+0.16 248 +0.10 2.46 +0.08 2.46 +0.08 244 +0.1% 2.54 +0.08
Proporgéo volumétrica trabecular (%) 32.00 + 3.07° 31.11+2.23 29.17 +1.78 32.99 + 3.37 33.15+2.7¥ 3474+ 1.7%

Area Cortical (urf)

5738 £ 442.2 7080 + 61.9¢f 6196 + 494.4D 7374 +229.80 6711 + 986.80

7829 + 250.4%

W (C57BL/6 e dieta comercial); A OE/- e dieta comercial); A20 (#oE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/kg); AHb¢E/- e dieta rica em sacarose); AH10pEE/-,
dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHPOEA-, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). Dados expressos como média + desvio pHtfr4d etras

diferentes na mesma linha denotam diferenca entre grupos (p 98l0@%ste Student Newman Keuls.
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Tabela 4

Propriedades estruturais e materiais do fémur de camundongo¥ #atsilos com EAA alimentados com dieta rica em sacarose

w A A20 AH AH10 AH20

Propriedades estruturais

Caiga maxima (N) 15.07 +0.87 16.94 +1.28 1601+ 1.83 18.48 + 0.68 19.24 +0.92 20.27 + 0.64

Deslocamento (mm) 0.37+0.03 0.38 +0.0%° 0.36 +0.01° 0.35+0.0% 0.40 +0.08 0.42 +0.02

Rigidez (N/mm) 41.14 +1.80 43.28 +2.08 40.69 + 2.48 51.98 + 3.27 47.18 +2.38 45.60 + 2.32
Propriedades materiais

Tens&o méaxima (Mpa) 2.59 +0.29 3.27+0.7% 3.63+0.29 3.75+0.58 4.66 +0.21 477 +0.12

Deformag&o (mm/mm) 0.0506 + 0.00% 0.054 + 0.00%’ 0.054 +0.007 0.050 + 0.001 0.057 +0.00% 0.059 +0.002

Médulo elastico (Mpa) 49.13 +3.98 72.25+11.12 59.85 + 8.78 80.58 + 11.62 73.66 + 4.47 63.38 + 4.63

W (C57BL/6 e dieta comercial); A @E/- e dieta comercial); A20 (#oE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/kg); AHb¢E/- e dieta rica em sacarose); AH10pEE/-,
dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHPOEA, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). Dados expressos como média + desvio pHtfriicetras
diferentes na mesma linha denotam diferenca entre grupos (p 8l@%¢ste Student Newman Keuls.



Tabela 5

Teor de célcio e fosforo inorgéanico, razéo entre os minerais (Ca:mdode camundongos ApoBitatados EAA alimentados com dieta rica em sacarose

W A A20 AH AH10 AH20
Célcio (ng/g) 311 +14.98 282.20 £11.23 337.90 +12.79 378.60 + 19.87 317.40 + 16.94 337.70 +17.7%
Fésforo (ny /g) 124 +1.16° 131.60 + 4.48 125.90 + 3.00 132.40 + 4.50 120.40 +7.17 122.00 + 5.26
Ca/P 2.55+0.17 2.27+0.20 2.75+0.22 2.91+0.12 2.63+0.08 2.65+0.07

W (C57BL/6 e dieta comercial); A @E/- e dieta comercial); A20 (#oE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/kg); AHb¢E/- e dieta rica em sacarose); AH10pEE/-,
dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHPOEA, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). Dados expressos como média + desvio pHtfriicetras
diferentes na mesma linha denotam diferenca entre grupos (p 98l@%¢ste Student Newman Keuls.

Tabela 6

Teor de proteinas colagenosas e proteinas ndo colagenosas das tibias de camApaléreinatados com EEAA alimentados com dieta rica em sacarose

w A A20 AH AH10 AH20
Protefnas colgenosas (%) 11.06 +3.52 13.42 +0.48 10.80 +0.92 1420+ 1.18 15.72 +0.84 15.90 +1.70
Proteinas ndo caj@nosas (%) 0.22 +0.05 0.15+0.08 0.17 £0.05 0.16 £0.02 0.10 +0.02 0.15+0.04

W (C57BL/6 e dieta comercial); A @E/- e dieta comercial); A20 (#oE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/kg); AHb¢E/- e dieta rica em sacarose); AH10pEE/-,
dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHPOEA:, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). Dados expressos como média + desvio pHtfrécetras
diferentes na mesma linha denotam diferenca entre grupos (p 98l0@%ste Student Newman Keuls.
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Figura 1. Fotomicrografias representativas da sec¢éo transversal da diafise femoral do®ogoridds
grupos W (C57BL/6 e dieta comercial); AgAE/- e dieta comercial); A20 (oE/-, dieta comerciaé
anabolizante 20mg/kghH (ApoE/- e dieta rica em sacaros&H10 (ApoE/-, dieta rica em sacarose e
anabolizante 10mg/kg); AH20 PBE-/-, dieta rica em sacaroseanabolizante 20mg/kg). A reducéo da
area cortical no fémur dos animais do grupo A20 e o respectivendnindessa area nos 0ssos dos
animais do grupo AH20 é claramente visivel. Hematoxilina-Eosina (ti).médula 6ssea; («>) regido

cortical. Barra = 200pum.

54



Figura 2. Fotomicrografias representativas dos cortes longitudinais mostrando dralsscular da
epifise distal do fémur dos camundongos dos grupos W (Qb7#Btieta comercial); A (oE/- e dieta
comercial); A20 (AoE/-, dieta comercial e anabolizante 20mg/k§H (ApoE/- e dieta rica em
sacarose); AH10 (BoE/-, dieta rica em sacarose e anabolizante 10mg/kg); AHROEA:, dieta rica em
sacarosee anabolizante 20mg/kg). A reduzida espessura das trabéculas 6sseas certdormmt®uin
nomenor volume trabecular dos animais do grupo A20, enquaatamento da espessura trabecular
possivelmente induziu maior volume de trabéculas ésseas nos aningigpd AH20. Hematoxilina-

Eosina (HE). (mo) medula 6ssea; (m) matriz 6ssea; (*) trabécula dssea; (—) ostedcito. Barra =20pum
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