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iv 
 

AGRADECIMENTOS 
 

  

Acredito que a finalização de um período como o curso de um doutorado deixa 

claro o quanto é forte o vínculo entre cada uma das etapas que trouxeram a vida a este 

momento. Por isso, são muitas as pessoas, em diversos tempos, pelas quais sinto a mais 

generosa gratidão ao finalizar este trabalho. Assim, é praticamente impossível listar a 

importância que cada um tem ou teve neste longo caminho, que é árduo e laborioso, 

como todos os caminhos, mas o melhor e mais prazeroso caminho, graças à existência 

destas pessoas. Eu agradeço. 

A toda minha família pela fonte inesgotável de esperança. Meus pais, Luiz 

Antônio e Maria Aparecida; meus irmãos, Aline, Luiz Gustavo e Geisiane; meus 

sobrinhos, Yasmim e Luiz Pedro; meus avós, Antônio e Eni, e Almerinda; tios e 

primos, obrigado a todos por todo apoio, confiança e amor! E também ao Eckl, meu 

pequeno grande companheiro.  

Aos grandes amigos Angélica, Elaine e Luís Roberto, pela companhia segura, 

pela amizade, pela compreensão, pelos pés no chão, pela cabeça nas nuvens, por serem 

e estarem. Ao Rafael e a Érika; aos amigos da república, Thiago, Felipe, Higor, Flávio, 

Ivan, Daniel, Lauro; Aloísio e Alice. Aos amigos que me acompanharam daqui de perto 

e que merecem todo o sucesso que vêm conquistando, Ana Paula Peconick e Emily, 

obrigado pelo grande apoio pessoal e profissional! Ao Gabriel, ao João Paulo e ao 

Breno, pelo apoio, por segurarem as pontas sempre que precisei. Aos amigos e colegas 

do LBCHV, especialmente ao Gabriel Tafur, presentes em muitas etapas deste processo. 

Ao Leonardo pela grande ajuda não apenas como bolsista, mas pelo otimismo, 

dedicação e disponibilidade, pela confiança que teve em mim e que tenho por ele. 

A todos os professores do Departamento de Veterinária, que vêm ajudando a 

construir minha formação há tantos anos, por toda a vivência, experiência e 

oportunidades. Aos Professores Ricardo Junqueira, Luís Augusto Nero, Cláudio 

Fonseca, Andréa Pacheco, João Carlos, Eduardo Paulino, José Domingos. Aos 

Professores de outros departamentos, que colaboraram valiosamente com este trabalho, 

a Professora Ita e aos Professores Luiz Alberto, Rodrigo e Natali. A Professora Sandra 

da Universidade Federal de Ouro Preto, pela preciosa contribuição para a versão final 



v 
 

deste trabalho. A Professora Adelina da Universidade Federal de Minas Gerais pelos 

conselhos iniciais e análises hormonais.  

Agradeço especialmente ao Professor Mário Jefferson da UNESP/Araçatuba e à 

sua equipe, que me receberam com disposição, bom-humor, otimismo e muita boa 

vontade. Obrigado pela inestimável contribuição, não apenas em termos técnicos, que 

foram, sem dúvida, cruciais, mas também por aquela que ensina afinal o objetivo de 

tudo isso. Obrigado, Professor, foi uma honra conhecê-lo! 

A todos os funcionários da UFV, que tornaram mais fácil a realização deste 

trabalho. Ao Sr. Adão do Biotério; Claudio e Adão da Histopatologia; Márcio Mendes 

do LBCHV; ao Geralidinho do DVT e ao Sr. Olindo. Agradeço a Rosi - não consigo 

expressar o quanto sou grato por tudo! Ao Rogerinho pelo sempre presente apoio.  

Aos grandes professores com quem já tive oportunidade de aprender. Aos 

Professores Duarte, Sumaia, Beatriz, Marta.  

Aos alunos que sempre me ensinam a ensinar. 

A todos que encontrei por acaso, e que colaboraram sem que percebessem para 

que tudo desse certo, como o Sr. Dimas, a Elisa e o Vaguinho. 

A Valéria, a Mariana e a Cecília, por eu poder contar com vocês como minha 

família. 

Ao meu grande amigo Luiz Antônio, por sinceramente tudo, todo o aprendizado 

que me proporcionou e tudo que ainda está por vir. 

A Anna Paula Ferreira, pela amizade, pela cumplicidade, pela paciência, pela 

confiança. Agradeço também à sua família, por todo o carinho. 

A Universidade Federal de Viçosa, por todas as oportunidades. A FAPEMIG e 

ao CNPq, pelo apoio financeiro na execução do projeto, e à primeira pela concessão de 

bolsa durante parte do curso. 

A Professora Marlene, eu agradeço pela oportunidade de aprendizado, pela 

orientação, pelos cuidados, pelos ensinamentos todos. Professora, quero um dia ser 

como a senhora e ter pelo menos metade da sua força. Muito obrigado por tudo. 

Ao Professor Patarroyo, que, mais que imunologia ou parasitologia ou qualquer 

coisa que haja em livros e artigos, me ensinou a aprender. 

A todos vocês que me ensinam muito mais do que imaginam, muito obrigado! 

 
 



vi 
 

SUMÁRIO 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ............................................................. x 

LISTA DE FIGURAS .............................................................................................. xii 

LISTA DE TABELAS ............................................................................................. xvi 

RESUMO .................................................................................................................. xvii 

ABSTRACT .............................................................................................................. xix 

1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 1 

1.1 Apresentação ...................................................................................................... 1 

1.2 Objetivos ............................................................................................................. 3 

1.3 Distribuição do conteúdo ................................................................................... 4 

1.4 Referências bibliográficas ................................................................................. 6 

2 CAPÍTULO I ......................................................................................................... 9 

2.1 Resumo ................................................................................................................ 10 

2.2 Abstract ............................................................................................................... 11 

2.3. Introdução .......................................................................................................... 12 

2.4 Senilidade ............................................................................................................ 13 

2.4.1 Definições e epidemiologia ............................................................................... 13 

2.4.2 Fisiologia do envelhecimento ........................................................................... 14 

2.4.3 Modelos experimentais para o estudo do envelhecimento ................................ 17 

2.5 Estresse  ............................................................................................................... 19 

2.5.1 Definições: estresse e estressores ..................................................................... 19 

2.5.2 Fisiologia do estresse ........................................................................................ 19 

2.5.3 Modelos Experimentais para o Estudo da Resposta ao Estresse ..................... 22 

2.6 Osteoporose ......................................................................................................... 24 

2.6.1 Ossos e Tecido Ósseo ........................................................................................ 24 

2.6.2 O Sistema RANKL/RANK/OPG ........................................................................ 27 

2.6.3 Osteoporose ...................................................................................................... 28 

2.7 Referências bibliográficas ................................................................................. 34 

3 CAPÍTULO II ....................................................................................................... 46 

3.1 Resumo ................................................................................................................ 47 

3.2 Abstract ............................................................................................................... 48 

3.3 Introdução ........................................................................................................... 49 



vii 
 

3.4 Aspectos Éticos ................................................................................................... 49 

3.5 Animais ............................................................................................................... 50 

3.6 Estresse moderado crônico ................................................................................ 51 

3.7 Coleta e Análise do Material ............................................................................. 53 

3.8 Densitometria Óssea........................................................................................... 53 

3.9 Histomorfometria ............................................................................................... 55 

3.10 Ensaio Biomecânico ......................................................................................... 59 

3.11 ELISAs .............................................................................................................. 60 

3.12 Imunoistoquímica ............................................................................................. 60 

3.13 Análises estatísticas .......................................................................................... 61 

3.14 Referências bibliográficas ............................................................................... 63 

4 CAPÍTULO III ...................................................................................................... 65 

4.1 Resumo ................................................................................................................ 66 

4.2 Abstract ............................................................................................................... 67 

4.3 Introdução ........................................................................................................... 68 

4.4 Material e métodos ............................................................................................. 69 

4.4.1 Animais .............................................................................................................. 69 

4.4.2 Densitometria e teste biomecânico ................................................................... 69 

4.4.3 Histomorfometria .............................................................................................. 70 

4.4.4 Análises Estatísticas .......................................................................................... 70 

4.5 Resultados ........................................................................................................... 71 

4.5.1 Peso corporal .................................................................................................... 71 

4.5.2 Densitometria .................................................................................................... 72 

4.5.3 Histomorfometria .............................................................................................. 75 

4.5.4 Teste Biomecânico ............................................................................................ 80 

4.6 Discussão ............................................................................................................. 83 

4.7 Conclusão ............................................................................................................ 86 

4.8 Referências bibliográficas ................................................................................. 87 

5 CAPÍTULO IV ...................................................................................................... 92 

5.1 Resumo ................................................................................................................ 93 

5.2 Abstract ............................................................................................................... 94 

5.3 Introdução ........................................................................................................... 95 

5.4 Metodologia ........................................................................................................ 96 

5.4.1 Animais .............................................................................................................. 96 



viii 
 

5.4.2 Estresse Crônico ............................................................................................... 96 

5.4.3 Parâmetros de Avaliação Óssea e Análises Estatísticas .................................. 97 

5.5 Resultados ........................................................................................................... 99 

5.5.1 Pesos ................................................................................................................. 99 

5.5.2 Densitometria .................................................................................................... 100 

5.5.3 Histomorfometria .............................................................................................. 103 

5.5.4 Teste Mecânico.................................................................................................. 108 

5.6 Discussão ............................................................................................................. 111 

5.7 Conclusões ........................................................................................................... 114 

5.8 Referências bibliográficas ................................................................................. 115 

6 CAPÍTULO V ........................................................................................................ 119 

6.1 Resumo ................................................................................................................ 120 

6.2 Abstract ............................................................................................................... 121 

6.3 Introdução ........................................................................................................... 122 

6.4 Metodologia ........................................................................................................ 123 

6.4.1 Animais .............................................................................................................. 123 

6.4.2 Estresse Crônico ............................................................................................... 123 

6.4.3 Parâmetros de Avaliação Óssea e Análises Estatísticas .................................. 124 

6.4.4 Análises Estatísticas .......................................................................................... 125 

6.5 Resultados ........................................................................................................... 126 

6.5.1 Pesos ................................................................................................................. 126 

6.5.2 Densitometria .................................................................................................... 127 

6.5.3 Histomorfometria .............................................................................................. 130 

6.5.4 Teste Biomecânico ............................................................................................ 135 

6.6 Discussão ............................................................................................................. 138 

6.7 Conclusões ........................................................................................................... 140 

6.8 Referências bibliográficas ................................................................................. 141 

7 CAPÍTULO VI ...................................................................................................... 144 

7.1 Resumo ................................................................................................................ 145 

7.2 Abstract ............................................................................................................... 146 

7.3 Introdução ........................................................................................................... 147 

7.4 Metodologia ........................................................................................................ 148 

7.4.1 Animais .............................................................................................................. 148 

7.4.2 Estresse crônico ................................................................................................ 149 



ix 
 

7.4.3 Imunoistoquímica .............................................................................................. 149 

7.4.4 Hormônios sexuais e citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α ........................................ 150 

7.4.5 Análise estatística  ............................................................................................ 150 

7.5 Resultados ........................................................................................................... 151 

7.5.1 Hormônios sexuais ............................................................................................ 151 

7.5.2 Citocinas inflamatórias ..................................................................................... 152 

7.5.3 Imunoistoquímica .............................................................................................. 153 

7.6 Discussão ............................................................................................................. 155 

7.7 Conclusões ........................................................................................................... 158 

7.8 Referências bibliográficas ................................................................................. 159 

8 CONCLUSÕES GERAIS ..................................................................................... 162 

ANEXO ..................................................................................................................... 164 

  



x 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

ABNT  Associação Brasileira de Normas Técnicas 

B.Ar  Bone Area 

B.Dm  Bone Diameter 

B.Pm  Bone Perimeter 

BMD  Bone Mineral Density 

BV/TV Bone Volume / Total Volume 

CEUA  Comissão de Ética para o Uso de Animais  

CMO  Conteúdo Mineral Ósseo 

CNPq  Conselho Nacional de Pesquisa 

COBE  Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

CRH  Corticotropin-Releasing Hormone 

Ct.Ar  Cortical Area 

Ct.Wi  Cortical Width 

DAB  Diaminobenzidina 

DMO  Densidade Mineral Óssea 

DVT  Departamento de Veterinária 

DXA  Dual-Emission X-Ray Absorptiometry 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EMC  Estresse Moderado Crônico 

HPA  Hipotálamo-Pituitária-Adrenal 

HSP  Heat Shock Protein 

IgG  Imunoglobulina G 

IL-1β  Interleucina - 1 beta 

IL-6  Interleucina - 6  

J  Joules (Unidade de medida de energia) 

LBCHV Laboratório de Biologia e Controle de Hematozoários e Vetores 

Ma.Ar  Marrow Area 

Ma.Dm Marrow Diameter 

Ma.Pm  Marrow Perimeter 

N  Newtons (Unidade de medida de força) 



xi 
 

OMS  Organização Mundial da Saúde 

OPG  Osteoprotegerina 

PBS  Phosphate Buffer Saline 

PIBIC  Programa Institucional de Bolsas de Iniciação Científica 

PPG  Pró-Reitoria de Pós-Graduação 

PTH  Parathyroid hormone 

RANK  Receptor activator of nuclear factor kappa-B  

RANKL Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 

SNA  Sistema Nervoso Autônomo 

SNC  Sistema Nervoso Central 

TNF-α  Tumor Necrosis Factor - Alpha 

UFMG  Universidade Federal de Minas Gerais 

UFV  Universidade Federal de Viçosa 

UNESP Universidade Estadual Paulista 

WHO  World Health Organization 

 
  



xii 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

 

Figura 3.1  
Densitômetro modelo DPX-ALPHA ......................................................................... 54 
 
Figura 3.2  
Recipiente plástico em que eram posicionadas as amostras a serem analisadas  
na densitometria ......................................................................................................... 54 
 
Figura 3.3  
Imagem capturada pelo densitômetro do fêmur e da tíbia do mesmo animal ............ 54 
 
Figura 3.4  
Tela do programa associado ao densitômetro durante a análise dos corpos  
vertebrais .................................................................................................................... 54 
 
Figura 3.5  
Seções macroscópicas realizadas nos fêmures após a descalcificação para o 
processamento histológico ......................................................................................... 55 
 
Figura 3.6  
Seção macroscópica realizada nas vértebras após a descalcificação para o 
processamento histológico ......................................................................................... 55 
 
Figura 3.7  
Foto macroscópica do corte histológico de uma vértebra .......................................... 56 
 
Figura 3.8  
Foto macroscópica do corte histológico de um fêmur ............................................... 56 
 
Figura 3.9  
Fotomicrografia da região de osso trabecular da cabeça de um fêmur, com a 
sobreposição da grade composta por 192 interseções ................................................ 57 
 
Figura 3.10  
Fotografia obtida da observação do corte histológico em lupa, no aumento  
de 25x ......................................................................................................................... 58 
 
Figura 3.11  
Esquema de análise do corte histológico representando o corte transversal da  
diáfise do fêmur.......................................................................................................... 58 
 
Figura 3.12  
Desenho esquemático do teste biomecânico .............................................................. 59 
 
Figura 4.1  
Variação do peso corporal, em gramas, segundo sexo e idade .................................. 71 
 



xiii 
 

Figura 4.2  
Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas, do fêmur, da tíbia e da  
vértebra, segundo sexo e idade................................................................................... 72 
 
Figura 4.3  
Variação da área, em cm2, do fêmur, da tíbia e da vértebra, segundo sexo e  
idade ........................................................................................................................... 73 
 
Figura 4.4  
Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur, da tíbia e da vértebra, 
segundo sexo e idade .................................................................................................. 74 
 
Figura 4.5  
Variação da área total, da cavidade medular e do osso cortical do corte  
transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo sexo e idade ................................ 75 
 
Figura 4.6  
Variação dos diâmetros total e da cavidade medular e da espessura do osso  
cortical do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade ...... 76 
 
Figura 4.7  
Variação do perímetro total e da cavidade medular do corte transversal da  
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade ........................................................ 77 
 
Figura 4.8  
Variação da relação entre a espessura do osso cortical e o diâmetro da cavidade  
medular e entre a área do osso cortical e a área da cavidade medular do corte  
transversal da diáfise do fêmur, segundo sexo e idade .............................................. 78 
 
Figura 4.9  
Variação do volume trabecular ósseo (BV/TV) na cabeça do fêmur e no corpo  
vertebral, em %, segundo sexo e idade ...................................................................... 79 
 
Figura 4.10 Variação da força máxima suportada, em N, no teste de flexão da  
cabeça e da diáfise do fêmur, segundo sexo e idade .................................................. 80 
 
Figura 4.11  
Variação da tenacidade, em J, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 81 
 
Figura 4.12  
Variação da rigidez, em N/mm, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 82 
 
Figura 4.13  
Representação esquemática das relações entre osso cortical e cavidade medular ..... 84 
 
Figura 5.1  
Variação do peso corporal, em gramas, entre o peso inicial e o peso final dos  
animais ....................................................................................................................... 99 



xiv 
 

Figura 5.2  
Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas, do fêmur, da tíbia e da  
vértebra, segundo sexo e idade................................................................................... 100 
 
Figura 5.3  
Variação da área, em cm2, do fêmur, da tíbia e da vértebra, segundo sexo  
e idade ........................................................................................................................ 101 
 
Figura 5.4  
Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur, da tíbia e da  
vértebra, segundo sexo e idade................................................................................... 102 
 
Figura 5.5  
Variação da área total, da cavidade medular e do osso cortical do corte  
transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo sexo e idade ................................ 103 
 
Figura 5.6  
Variação dos diâmetros total e da cavidade medular e da espessura do osso  
cortical do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade ...... 104 
 
Figura 5.7  
Variação do perímetro total e da cavidade medular do corte transversal da  
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade  ....................................................... 105 
 
Figura 5.8  
Variação da relação entre a espessura do osso cortical e o diâmetro da cavidade  
medular e entre a área do osso cortical e a área da cavidade medular do corte  
transversal da diáfise do fêmur, segundo sexo e idade .............................................. 106 
 
Figura 5.9 Variação do volume trabecular ósseo (BV/TV) na cabeça do fêmur  
e no corpo vertebral, em %, segundo sexo e idade .................................................... 107 
 
Figura 5.10  
Variação da força máxima suportada, em N, no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 108 
 
Figura 5.11  
Variação da rigidez, em N/mm, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 109 
 
Figura 5.12  
Variação da tenacidade, em J, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 110 
 
Figura 6.1  
Variação do peso corporal, em gramas, entre o peso inicial e o peso final dos  
animais ....................................................................................................................... 126 
 
 
 



xv 
 

Figura 6.2  
Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas, do fêmur, da tíbia e da  
vértebra, segundo sexo e idade .................................................................................. 127  
 
Figura 6.3  
Variação da área, em cm2, do fêmur, da tíbia e da vértebra, segundo sexo  
e idade ........................................................................................................................ 128 
 
Figura 6.4  
Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur, da tíbia e da vértebra, 
segundo sexo e idade .................................................................................................. 129 
 
Figura 6.5  
Variação da área total, da cavidade medular e do osso cortical do corte  
transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo sexo e idade ................................ 130 
 
Figura 6.6  
Variação do perímetro total e da cavidade medular do corte transversal da  
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade ........................................................ 131 
 
Figura 6.7  
Variação dos diâmetros total e da cavidade medular e da espessura do osso  
cortical do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade ...... 132 
 
Figura 6.8  
Variação da relação entre a espessura do osso cortical e o diâmetro da cavidade  
medular e entre a área do osso cortical e a área da cavidade medular do corte  
transversal da diáfise do fêmur, segundo sexo e idade .............................................. 133 
 
Figura 6.9  
Variação do volume trabecular ósseo (BV/TV) na cabeça do fêmur e no corpo  
vertebral, em %, segundo sexo e idade ...................................................................... 134 
 
Figura 6.10  
Variação da força máxima suportada, em N, no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 135 
 
Figura 6.11  
Variação da tenacidade, em J, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 136 
 
Figura 6.12  
Variação da rigidez, em N/mm, apresentada no teste de flexão da cabeça e da  
diáfise do fêmur, segundo sexo e idade ..................................................................... 137 
 
Figura 7.1  
Imunoistoquímica para avaliação da expressão de RANKL...................................... 154 
 
Figura 7.2  
Padrão de marcação imunoistoquímica para RANK e OPG ...................................... 155  



xvi 
 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 3.1  
Divisão dos animais em grupos, segundo o sexo, a idade e o tratamento.................. 50 
 
Tabela 3.2  
Cronograma de aplicação dos estressores .................................................................. 51 
 
Tabela 3.3  
Medidas histomorfométricas utilizadas no presente trabalho e sua  
correspondência segundo a padronização sugerida por Parfitt (1987) ....................... 58 
 
Tabela 5.1  
Esquema de aplicação do estresse crônico durante 28 dias ....................................... 97 
 
Tabela 6.1  
Esquema de aplicação do estresse crônico durante 28 dias ....................................... 124 
 
Tabela 7.1  
Distribuição dos animais por grupo, segundo sexo, idade  
e tratamento ................................................................................................................ 148 
 
Tabela 7.2  
Cronograma de aplicação dos estressores .................................................................. 149 
 
Tabela 7.3  
Valores de p, médias e desvio-padrão para testosterona e estrógeno ........................ 151 
 
Tabela 7.4  
Valores de p, médias e desvio-padrão para IL-1β, IL-6 e TNF-α .............................. 152 
 
Tabela 7.5  
Coeficientes de correlação de Pearson e valores de p entre hormônios  
sexuais e citocinas ...................................................................................................... 153 
 
  



xvii 
 

RESUMO 

 

 

VALENTE, Fabrício Luciani; D.Sc. Universidade Federal de Viçosa, junho de 2011. 
Estresse, envelhecimento e osteoporose: Estudo experimental da perda óssea, da 
expressão de citocinas pró-inflamatórias e dos marcadores ósseos RANKL, RANK 
e OPG, em ratos. Orientadora: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-orientadores: 
Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Laércio dos Anjos Benjamin.  
 
 

Envelhecimento, estresse e osteoporose são três condições que tomaram grande 

importância no mundo moderno como reflexo não apenas do estilo de vida das pessoas, 

mas também do crescente aumento da expectativa de vida das populações. Tais 

condições compartilham de diversos mecanismos comuns e a modulação de uma pode 

afetar direta e indiretamente as outras. A osteoporose é uma doença comum entre os 

idosos e, embora seja multifatorial, muitos processos inerentes ao envelhecimento 

contribuem com sua patogenia. O estresse crônico é capaz de comprometer a massa 

óssea e, assim como a osteoporose, é considerado um importante fator que compromete 

a qualidade de vida dos idosos. O presente trabalho busca avaliar o efeito de um 

protocolo de estresse moderado crônico sobre parâmetros de avaliação óssea em ratos 

segundo o sexo e a idade. Para isso, animais machos e fêmeas, com cinco ou 22-24 

meses de idade foram submetidos à aplicação de estressores moderados durante 28 dias. 

Foram incluídos frio, calor, imobilização, inclinação da gaiola, isolamento, luz noturna 

e privação de água e de ração, aplicados quatro vezes cada durante o período. Animais 

controles de ambos os sexos, jovens e senis foram mantidos em gaiolas coletivas, com 

água e ração à vontade, sem qualquer outro tipo de intervenção. Os ratos foram pesados 

no início e ao final do período, e, após eutanásia, tiveram seus ossos e sangue coletados. 

Fêmur, tíbia e vértebra lombar foram analisados por densitometria óssea. Testes 

biomecânicos de flexão avaliaram força máxima, tenacidade e rigidez da cabeça e da 

diáfise do fêmur. Em análise histomorfométrica, foram obtidos os volumes trabeculares 

da cabeça do fêmur e do corpo vertebral e medidas do osso cortical e da cavidade 

medular da seção transversal do fêmur. A técnica de imunoistoquímica foi realizada 

para a análise da expressão de RANKL, RANK e OPG no fêmur e na vértebra. Do 

sangue foram avaliados por ELISA: estradiol e testosterona, IL-1β, IL-6 e TNF-α. O 

estresse foi capaz de diminuir o peso dos ratos, independente do sexo e da idade. Sobre 

os parâmetros de avaliação óssea, o protocolo também mostrou capacidade de reduzir 
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muitas das medidas avaliadas, podendo comprometer a saúde óssea. Entretanto, o 

estresse afetou um maior número de variáveis entre os animais jovens que entre os 

senis. Esse resultado deve ser interpretado com cautela. Provavelmente o 

envelhecimento poderia retardar a resposta do tecido ósseo aos estímulos desencadeados 

pelo estresse. De maneira crônica, os efeitos poderiam ser mais severos nos idosos. 

Com relação aos hormônios sexuais, embora não tenham sido estatisticamente 

significantes, uma diminuição na concentração de testosterona nos grupos submetidos 

ao estresse pôde ser percebida. Para o estrógeno, houve um comportamento contrário 

entre o grupo de machos e o grupo de fêmeas – no primeiro, o estresse aumentou a 

concentração do hormônio, enquanto no segundo, diminuiu. A variação individual das 

observações foi muito ampla, e um melhor delineamento do modelo, possivelmente 

envolvendo um número maior de repetições, torna-se necessário para esclarecimento 

desta questão. Sobre as citocinas inflamatórias, o estresse também mostrou apenas 

efeito indireto no caso da IL-1β, que diminuiu nos animais jovens, mas aumentou nos 

senis, e do TNF-α, que diminuiu nos machos e aumentou nas fêmeas. Diferenças na 

marcação imunoistoquímica foram percebidas apenas para RANKL em relação devido 

ao estresse. Provavelmente pelo fato de que as substâncias investigadas nesta última 

parte do trabalho sejam de expressão induzível, seu estudo pode tornar-se mais 

heterogêneo. Visto que o modelo proposto é inédito, alguns ajustes metodológicos 

fazem-se necessários. Estes dados são apresentados na forma de capítulos, e cada um 

contém um breve resumo em português e em inglês, além de um conjunto de palavras-

chave.  
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ABSTRACT 

 

 

VALENTE, Fabrício Luciani; D.Sc. Universidade Federal de Viçosa, June, 2011. 
Stress, aging and osteoporosis: An experimental study of bone loss, expression of 
proinflammatory cytokines and bone markers RANKL, RANK and OPG in rats. 
Advisor: Marlene Isabel Vargas Viloria. Co-advisors: Joaquin Hernan Patarroyo 
Salcedo and Laércio dos Anjos Benjamin.   
 
 

Aging, stress and osteoporosis are conditions that have taken great importance in 

modern world not only as reflection of lifestyle, but also due to the increasing life 

expectancy of populations. These conditions share many common mechanisms and 

modulating one of them may affect the others by direct and indirect means. 

Osteoporosis is a common disease among the elderly and, although its cause may be 

multifactorial, many processes associated with aging contribute to its pathogenesis. 

Chronic stress can impair bone mass and it can be considered an important factor that 

affects life quality for seniors, as does osteoporosis. This study aims to evaluate the 

effect of a chronic mild stress protocol on bone parameters in rats, and the role of sex 

and age on this process. To do that, male and female rats, 5 and 22-24 months old, were 

submitted to mild stressors during 28 days. We included cold, heat, immobilization, tilt 

cage, isolation, overnight illumination, and water and food deprivation; each stressor 

was applied four times during the period. Animals of both sexes, young and aged, were 

kept with water and feed at will, with no interventions, to serve as control. Rats were 

weighed at the beginning and at the end of the period. After euthanasia, rats had their 

bones and blood collected. Femur, tibia and lumbar vertebra were analyzed by 

densitometry. Biomechanical tests evaluated maximal strength, toughness and stiffness 

of the head and shaft of femoral head and diaphysis by bending test. Histomorphometric 

analysis provided trabecular bone volume from femoral head and vertebral body, and 

measures of cortical bone and marrow cavity from femoral diaphysis cross-section. 

Immunohistochemistry was performed to analyze expression of RANKL, RANK and 

OPG in femur and vertebra. From blood, ELISA detected testosterone, estradiol, IL-1β, 

IL-6 and TNF-α. Stress was able to decrease body weight, regardless of sex and age. 

The protocol employed also showed ability to reduce many of the parameters assessed, 

and that could harm bone health. However, stress affected a greater number of variables 

among young than aged animals. This result should be interpreted with caution. 
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Probably aging could slow down bone response to the stimuli caused by stress. But with 

chronic stimuli, the effects of stress on bone metabolism could be more severe in the 

elderly. About sex hormones, although not statistically significant, a decrease in 

testosterone concentration in the groups subjected to stress could be perceived. 

Considering estradiol, there was an opposite behavior between the group of male and 

female group – in the former, stress increased hormone concentration, while in the latter 

hormone levels were decreased. Individual variations were wide, so a better delineation 

of the model makes necessary, possibly involving a larger number of samples. Stress 

also showed only an indirect effect on IL-1β levels, which decreased in young animals 

but increased in the senile. TNF-α decreased in males and it increased in females after 

stress. Differences in RANKL expression assessed by immunohistochemistry were 

perceived only related to stress. Probably because of the inducible nature of those 

substances, their investigation may become more heterogeneous. Since the proposed 

model is a novel model, some methodological adjustments are made necessary. All 

these data are presented in chapters where summaries in Portuguese and English and a 

set of keywords can be found. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Apresentação 

 

 

O presente trabalho pretende abordar, de maneira simultânea, três importantes 

questões da atualidade: a osteoporose, o envelhecimento e o estresse. O avanço 

científico nas diversas áreas da biologia e em outras nas quais ela se apóia gerou uma 

grande quantidade de conhecimento, que trouxe consigo, naturalmente, novas questões 

a serem respondidas, novas hipóteses a serem testadas. Para que se prosseguissem as 

descobertas, a criação de especialidades dentro de especialidades tornou-se necessária. 

Mas, para cada ponto esclarecido, a ciência sempre se depara com vários pontos 

obscuros. E chegamos a um tempo em que os caminhos se cruzaram, o conhecimento, 

antes compartimentalizado para ser entendido, só progrediria convergindo o que um dia 

foi divergente (ou divergido), mesclando-se as especialidades, o que então chamamos 

de interdisciplinaridade.  

Nas três questões abordadas por este trabalho, alguns aspectos são 

intuitivamente de fácil associação. Em humanos, por exemplo, um hormônio 

glicocorticóide é liberado na resposta ao estresse (MCEWEN, 2000), sua concentração 

sérica aumenta com a idade (BUCKINGHAM, 2000) e é um dos principais causadores 

de desequilíbrio do metabolismo ósseo (MANELLI e GIUSTINA, 2000; LAFAGE-

PROUST et al., 2003; MCILWAIN, 2003). No entanto, o papel do glicocorticóide como 

ponto comum neste sistema precisa ser mais bem contextualizado e isso será discutido 

ao longo deste trabalho. 

A questão da obra conjunta de diversas áreas do conhecimento vai bem mais 

além. Por exemplo, nos últimos anos do século passado, uma série de moléculas foi 

identificada por diferentes grupos de pesquisa atuando de forma independente na 

imunologia e na osteologia. Até que os cientistas perceberam que se tratavam 

exatamente do mesmo sistema de moléculas, neste caso, o sistema de citocinas 

RANKL/RANK/OPG, que revolucionou o entendimento da fisiologia óssea, ao 

demonstrar que a ativação osteoclástica é feita por contato célula-célula com os 

osteoblastos, mostrando a ação acoplada dessas duas células ósseas, de funções tão 

opostas (ARRON e CHOI, 2000; WALSH e CHOI, 2003; BARON, 2004). Já se 
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conheciam diversos mecanismos comuns entre os sistemas ósseo e imune, mas aquela 

descoberta ampliou o campo de conhecimento de ambas as disciplinas e motivou a 

cunhagem do termo osteoimunologia (RHO et al., 2004). Outros termos já foram 

desenvolvidos neste sentido com o intuito de encorajar o estudo interdisciplinar de 

diversos processos fisiológicos ou patológicos, como psiconeuroimunologia (ADER, 

2001) ou neuropsicosteologia (YIRMIYA et al., 2006). 

Os três temas abordados neste trabalho têm uma relação direta com o aumento 

da esperança de vida – uma conquista que causa forte impacto na sociedade. Garantir 

qualidade de vida ao crescente número de idosos incorporados todos os anos na 

população é um grande desafio. Uma das conseqüências mais notáveis do 

envelhecimento é o aumento do número de casos das doenças relacionadas a ele e a 

osteoporose é uma delas. Com alta prevalência entre os idosos, a osteoporose é uma 

doença silenciosa até que se estabeleça um episódio de fratura, que na maioria das vezes 

torna-se um evento debilitante para o indivíduo (WHO, 2003). Outro fator que 

compromete a qualidade de vida dos idosos é o estresse, que pode predispor o 

organismo a diversas condições patológicas, como neoplasias e distúrbios cardíacos 

(VASTO et al., 2007; NASS et al., 2009). Como resposta ao estresse, o organismo 

estimula a liberação de glicocorticóides para a manutenção da homeostase, pela ativação 

do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) (MCEWEN, 2000). Os níveis deste 

hormônio são naturalmente mais elevados em mulheres e em idosos, e este aumento 

endógeno de glicocorticóide verificado com o envelhecimento já é suficiente para tornar 

os ossos mais suscetíveis a fraturas (DENNISON et al., 1999; REYNOLDS et al., 2005; 

WEINSTEIN et al., 2010). Eventos estressantes são recorrentes na vida de muitas 

pessoas, tornando crônica a solicitação da resposta adaptativa, ou seja, a ativação do 

eixo HPA (WAGER-SMITH e MARKOU, 2011), o que pode aumentar ainda mais o 

risco de comprometimento do metabolismo ósseo. Em modelo animal, Sandi e Touyarot 

(2006) mostraram que episódios de estresse ao longo da vida podem prejudicar a 

resposta cognitiva na velhice. O modelo de estresse moderado crônico (EMC) é 

utilizado para estudar em animais, principalmente murinos, alterações compatíveis com 

a depressão em humanos, com base na teoria de que esta doença é induzida por estresse 

(WILLNER, 1997). Utilizando este modelo, Yirmiya et al. (2006) mostraram que ele é 

capaz de induzir perda de massa óssea em camundongos de três meses de idade. 

Entretanto, faltam estudos que mostrem as relações entre estresse, envelhecimento e 

massa óssea, o que evidencia a necessidade de investigação neste contexto. 
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É importante ressaltar que os custos econômicos das fraturas osteoporóticas 

incluem os gastos diretos, como com a hospitalização e pós-operatório, e os indiretos, 

como o prejuízo sobre tarefas diárias, incluindo dias não trabalhados (COMPSTON, 

2010). Em 2005, mais de 10 milhões de indivíduos apresentavam osteoporose nos EUA 

(SHEA e MILLER, 2005). As informações sobre o impacto econômico e social da 

osteoporose em países em desenvolvimento é geralmente escasso (ROCHA e RIBEIRO, 

2003), mas os indivíduos suscetíveis são cada vez mais numerosos. A população idosa 

brasileira, ou seja, a parcela da população composta por indivíduos com mais de 60 

anos, aumentou de três milhões na década de 1960 para 14 milhões em 2002 (LIMA-

COSTA e VERAS, 2003). Em 2001, os idosos compreendiam 14,3% da população 

adulta no Brasil e 33,5% das internações hospitalares, respondendo por 37,7% das 

despesas com saúde, o que significava 1,2 bilhões de reais (PEIXOTO et al., 2004). 

 

 

1.2 Objetivos 

 

 

Para fomentar o estudo nestas áreas, o presente trabalho avalia parâmetros 

ósseos, bem como outros fatores envolvidos no metabolismo ósseo, em ratos Wistar 

(Rattus norvegicus) machos e fêmeas, jovens (adultos de seis meses de idade) e senis 

(entre 22 e 24 meses de idade) submetidos a um protocolo de EMC aplicado durante 28 

dias. 

Os parâmetros ósseos foram avaliados por densitometria no fêmur, na vértebra e 

na tíbia; histomorfometria, em que se verificaram as medidas da seção transversal da 

diáfise do fêmur e o volume de osso trabecular na cabeça femoral e no corpo vertebral; 

e testes biomecânicos de flexão da diáfise e da cabeça do fêmur. Do sangue, foram 

obtidas, por ensaios imunoenzimáticos, as concentrações de estradiol, testosterona e as 

citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α.  A técnica de imunoistoquímica foi 

utilizada em cortes histológicos nas mesmas regiões em que foram obtidos 

histomorfometricamente os valores para o volume trabecular ósseo. Neste ensaio foi 

verificada a expressão óssea de RANKL, RANK e OPG. O peso corporal dos animais 

também foi avaliado.  
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1.3 Distribuição do conteúdo 

 

 

Esta tese foi elaborada em capítulos. O primeiro capítulo traz uma breve revisão 

bibliográfica sobre estresse, envelhecimento e osteoporose. O segundo relata de forma 

mais detalhada a metodologia completa empregada no experimento, para que sirva de 

base para trabalhos futuros. Os três capítulos seguintes foram escritos na forma de 

artigo e tratam exclusivamente do peso corporal e dos parâmetros de avaliação óssea 

dos animais, segundo o sexo, a idade e a resposta ao estresse crônico. O primeiro deles, 

intitulado “Análises densitométrica, histomorfométrica e biomecânica de ossos de ratos 

machos e fêmeas, jovens e senis, para avaliação dos efeitos do sexo e da idade sobre a 

massa óssea” traz as diferenças naturais encontradas entre os animais utilizados neste 

experimento, independente de tratamento. Existem muitos modelos empregados no 

estudo do envelhecimento, cada um com sua peculiaridade. Por isso, é importante a 

descrição completa de cada um, mesmo que se distingam levemente entre si. Estas 

informações são necessárias para o estabelecimento de um grupo controle apropriado 

quando são utilizados tratamentos ou outra intervenção qualquer, como será discutido 

ao longo dos artigos. O segundo artigo, que corresponde ao quarto capítulo, recebeu o 

nome “Efeito do estresse moderado crônico sobre parâmetros de avaliação óssea em 

ratos adultos machos e fêmeas” e, para demonstrar esses efeitos, foram selecionados os 

animais de seis meses de idade, adultos saudáveis, minimizando as interferências que 

outras condições poderiam exercer, como, por exemplo, os efeitos do envelhecimento, 

que são então tratados na próxima seção. Intitulado “Efeito do estresse moderado 

crônico sobre parâmetros de avaliação óssea em ratos senis”, o terceiro artigo traz os 

mesmos parâmetros após aplicação do mesmo protocolo utilizado do artigo anterior, 

porém aqui são empregados ratos de 22 a 24 meses de idade. O sexto e último capítulo, 

também na forma de artigo, foi nomeado “Efeito do estresse moderado crônico sobre a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, hormônios sexuais e dos marcadores ósseos 

RANKL, RANK e OPG”. 
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Os artigos apresentados nesta tese não serão submetidos à publicação em um 

único periódico científico. Por isso, para que seguissem uma padronização interna, foi 

adotada a formatação sugerida pela Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) 

adaptada de acordo com as normas estabelecidas pela Pró-Reitoria de Pesquisa da 

Universidade Federal de Viçosa (PPG/UFV) (PINTO et al., 2010). Os capítulos 

elaborados na forma de artigo estão subdivididos nas seguintes seções: introdução, 

metodologia, resultados, discussão, conclusão e referências bibliográficas. Cada 

capítulo traz ainda resumo em português e em inglês, além de um conjunto de palavras-

chave. Posteriormente, os artigos serão convertidos segundo as normas específicas dos 

periódicos aos quais serão submetidos. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA: 

ENVELHECIMENTO, ESTRESSE E OSTEOPOROSE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



10 
 

2.1 Resumo 

 

 

Este capítulo apresenta uma revisão bibliográfica sobre o envelhecimento, o 

estresse e a osteoporose. O envelhecimento é um evento de grande importância, pois o 

aumento da esperança de vida das populações reflete em um aumento de doenças 

relacionadas ao envelhecimento, o que implica em grandes custos sociais e no 

comprometimento da qualidade de vida da população. O impacto do tempo sobre o 

organismo envolve uma interação complexa no nível das células, dos órgãos e dos 

sistemas, com fatores ambientais, resultando em uma diminuição das funções 

fisiológicas. Ratos e camundongos são amplamente utilizados como modelos para 

estudo do envelhecimento, embora apresentem algumas divergências com os processos 

observados em humanos. O estresse é uma perturbação de qualquer natureza, capaz de 

incitar uma resposta do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal, com o objetivo de 

restabelecer a homeostase. Um dos principais hormônios secretados é o glicocorticóide, 

que atua de maneira sistêmica, visto que seus receptores são amplamente difundidos 

pelo organismo. Embora a resposta ao estresse seja uma resposta adaptativa, muitas 

vezes ela pode causar prejuízos ao organismo. A depressão, por exemplo, pode 

desenvolver-se por uma ativação contínua do eixo HPA. Uma vez que a resposta ao 

estresse pode ser estimulada por vários tipos de fatores, os modelos de indução em 

animais são muito diversos, empregando como estressores estímulos físicos, químicos e 

psicológicos. A osteoporose é uma doença que compromete a saúde dos ossos, 

tornando-os mais propensos a fraturas. A prevalência da doença é crescente e tem alta 

correlação com o aumento da esperança de vida. As principais causas estão relacionadas 

à deficiência de estrógeno, como ocorre nas mulheres após a menopausa; ao próprio 

envelhecimento, que compromete diversos eventos relacionados ao metabolismo ósseo; 

e de maneira secundária aos tratamentos crônicos com glicocorticóides. Estas três 

condições podem ser mimetizadas em modelos animais para o estudo da perda de massa 

óssea. 

 

Palavras-chave: envelhecimento, estresse, osteoporose, revisão bibliográfica, modelo 

animal. 
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2.2 Abstract 

 

 

AGEING, STRESS AND OSTEOPOROSIS: A REVIEW 

 

 

Ageing of population is a very important event because as life expectancy 

increases, diseases related to ageing process become more frequent and that means a 

strong impact on social costs and impairment of welfare. Effects of time on the 

organism involves a complex interaction at levels of cells, organs and systems, with 

environmental factors, resulting in an impairment of body function. Rats and mice are 

widely used as models for the study of aging, although they present some differences 

when compared with human ageing process. Stress is a disturbance of any kind capable 

of eliciting a response of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis with the aim of 

restoring homeostasis. Glucocorticoid is one of the main hormones secreted in response 

of stress and they act systemically, since their receptors are widely distributed 

throughout the body. Although stress response represents an adaptive response, it can 

often lead to some damage. Depression, for example, can develop from a continuous 

activation of HPA axis. Since various factors can induce stress, animal models for its 

study work with many possibilities, employing physical, chemical and psychological 

stimuli. Osteoporosis is a disease that impairs bone health, increasing fractures 

susceptibility. The prevalence of osteoporosis is growing and it is highly correlated with 

increased life expectancy. The main causes of osteoporosis are related to (1) estrogen 

deficiency, as it is seen in women after menopause, (2) aging itself, impairing several 

events related to bone metabolism, and (3) secondarily to chronic treatment with 

glucocorticoids. Those three conditions can be mimicked in animal models for the study 

of bone loss. 

 

Keywords: aging, stress, osteoporosis, review, animal model. 
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2.3. Introdução 

 

 

Este capítulo traz uma revisão bibliográfica sobre as três áreas abordadas nesta 

tese: o estresse, a osteoporose e o envelhecimento. O objetivo é apresentar a base teórica 

na qual se apóia o desenvolvimento desta pesquisa. Além de conceitos gerais, o capítulo 

discute a epidemiologia, a fisiologia e a patologia dos principais eventos envolvidos, 

bem como os modelos animais comumente empregados em seu estudo. 
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2.4 Senilidade 

 

 

2.4.1 Definições e epidemiologia 

 

 

 O envelhecimento pode ser definido como declínio das funções fisiológicas 

relacionado à idade (AUSTAD, 2005). Embora seu início, muitas vezes, seja tido como 

o ponto de inflexão na curva de mortalidade por faixa etária ou marcado pelo 

amadurecimento sexual, dado que o processo de senescência é estocástico e cumulativo, 

o envelhecimento ocorre desde as fases mais iniciais da vida (MILNE, 2006). Van de 

Ven et al. (2007) sugerem que a definição de envelhecimento deveria englobar pelo 

menos quatro componentes: mecanismos básicos (incluindo danos por oxidação 

molecular), base genética (definindo a susceptibilidade a tais danos), tempo de 

exposição aos danos, e adaptação secundária do organismo na tentativa de 

contrabalancear esses efeitos. 

 A população idosa, que, no Brasil, compreende os indivíduos com mais de 60 

anos, representa uma importante parcela da sociedade. Só no Brasil, cerca de 650 mil 

pessoas são incorporadas à parcela da população idosa todos os anos. Nos últimos 40 

anos, a população brasileira de idosos aumentou cerca de 500% (três milhões em 1960 e 

14 milhões em 2002) (LIMA-COSTA e VERAS, 2003). Segundo o IBGE (2010), entre 

1980 e 2009, a expectativa de vida ao nascer no Brasil aumentou em 10,6 anos, 

passando de 62,57 para 73,17 anos. Aos 60 anos, a expectativa de vida era de 15,2 anos 

para homens e de 17,6 para mulheres em 1980, e aumentou para 19,5 e 22,8, 

respectivamente. Em 2020, estima-se um tempo médio de vida de 72,47 anos para 

homens e 79,80 para mulheres (IBGE, 2008). Em estudo retrospectivo, Lima-Costa et 

al. (2004) confirmaram a tendência na diminuição da taxa de mortalidade em idosos no 

Brasil, no período de 1980 a 2000, principalmente em mulheres. Esses dados são 

consistentes com o aumento da população idosa feminina, num fenômeno conhecido 

como “feminização do envelhecimento”; e com o crescimento da composição dos 

idosos em geral na população. 

 O aumento da esperança de vida ao nascer é uma constante conquista, porém 

manter ou melhorar a qualidade de vida no envelhecimento é um desafio cada vez maior 

em todo o mundo. Um dos aspectos da mudança na pirâmide populacional é a maior 
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expressão de doenças relacionadas ao envelhecimento (LIMA-COSTA e VERAS, 

2003). Em 2001, os idosos representavam 8,5% da população geral brasileira e 

responderam por 18,3% das internações hospitalares (LOYOLA FILHO et al., 2004). 

Entre adultos, os idosos compunham, no mesmo período, 14,3% da população e 33,5% 

das internações, respondendo por 37,7% das despesas pagas por elas, o que significa 1,2 

bilhões de reais (PEIXOTO et al., 2004).  

 As cinco principais causas de morte na população dos EUA, em cada ano entre 

2004 e 2007, foram: doenças cardíacas, neoplasias, acidente vascular encefálico, 

doenças crônicas do trato respiratório inferior e mortes acidentais. Ainda constam entre 

as 15 principais causas: doença de Alzheimer, distúrbios renais, suicídio, doenças 

crônicas do fígado, doença de Parkinson e Diabetes (MINIÑO et al., 2007; KUNG et 

al., 2008; HERON et al., 2009; XU et al., 2010). A maior parte desta lista é de particular 

importância entre idosos. Outra característica das doenças em idosos é a maior taxa de 

co-morbidade que em jovens (FERRUCCI et al., 2008). 

 Lloyd-Sherlock (2000) ressalta que a população idosa não forma um grupo 

homogêneo em termos de experiências, necessidades e capacidades e que as políticas 

adotadas em um local podem não ser eficazes em outro com diferentes condições 

culturais ou socioeconômicas. Assim, o autor chama a atenção para a necessidade de 

aprofundamento dos estudos epidemiológicos e demográficos em países onde os dados 

sobre o assunto são mais escassos. 

 

 

2.4.2 Fisiologia do envelhecimento 

 

 

 Lipman (1997) ressalta a importância da diferença entre o envelhecimento e as 

doenças relacionadas ao envelhecimento, porém lesões cumulativas podem ser usadas 

como marcadores do avanço da idade. O impacto da idade sobre o organismo é 

resultado de uma complexa interação entre os processos de envelhecimento no nível das 

células, dos órgãos e dos sistemas, com fatores ambientais, como nutrição, infecção ou 

trauma. As mudanças ocasionadas pelo envelhecimento podem ser divididas em três 

grupos: manutenção de processos homeostáticos básicos como controle da temperatura 

corporal, pH e volume sanguíneo; diminuição da massa dos órgãos; e declínio da 

reserva funcional (DODDS, 2006). De maneira geral, processos degenerativos e a 
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substituição de parênquima funcional por tecido conjuntivo fibroso são considerados 

manifestações do envelhecimento em mamíferos (FERDER et al., 2002). Sabe-se que a 

quantidade de danos ao DNA aumenta com a idade e este pode ser o fator responsável 

pelo fenótipo da senescência: danos irreversíveis podem estimular a apoptose levando à 

perda de células funcionais. Esta injúria sobre o material genético de um organismo é 

provocada por diversos fatores com efeito cumulativo, como os raios ultravioletas e a 

ação de espécies reativas de oxigênio (WARNER, 2007).  

O estresse oxidativo é considerado o principal agente causador de lesões 

cumulativas no DNA com o avançar da idade. Modelos animais mostram que órgãos e 

tecidos com menor capacidade replicativa têm maior prejuízo com o acúmulo de lesões 

causadas no material genético pelas espécies reativas de oxigênio (MØLLER et al., 

2010). Adicionalmente, a ativação contínua dos sistemas de reparação do DNA pode 

causar modificações epigenéticas, que, por sua vez, podem promover uma variedade de 

alterações transcricionais e funcionais relacionadas à idade (SINCLAIR e 

OBERDOERFFER, 2009). Segundo Meites (1988), o genoma atua no envelhecimento 

do organismo através de mecanismos homeostáticos e integrativos do corpo, 

principalmente os sistemas neuroendócrino, imunológico e de comunicação célula-

célula. Agentes ambientais podem interagir diretamente com o genoma ou pelo sistema 

neuroendócrino.  

Uma célula senescente é caracterizada pela perda da capacidade de divisão 

celular e hiporresponsividade aos estímulos externos. Receptores acoplados à proteína 

G e receptores tirosina quinase são os dois principais mecanismos pelos quais tais 

estímulos são efetivados. O envelhecimento pode alterar a composição e a estrutura das 

membranas biológicas, afetando assim a atividade das proteínas envolvidas na 

sinalização celular (ALEMANY, 2007). Não apenas as vias de sinalização celular são 

afetadas, mas também as interações cruzadas entre elas. Estas alterações dependentes da 

idade provavelmente são deletérias à homeostase celular e conseqüentemente podem 

contribuir para o estabelecimento de processos patológicos (CARLSON et al., 2008). 

Outro fator que torna a célula senescente é o encurtamento do telômero. 

Diversos estudos mostram que um significativo número de processos patológicos 

associados à idade, como doenças cardíacas e mal de Alzheimer, bem como estresse 

psicológico, podem ter relação com o encurtamento do telômero (JEYAPALAN e 

SEDIVY, 2008). Telômeros são seqüências de nucleotídeos repetidas nas extremidades 

dos cromossomos eucariotos, com a função de estabilizá-lo (NELSON e COX, 2004). A 
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atividade da telomerase, que resulta no alongamento do telômero, pode ter grande 

importância na homeostase imunológica, visto que os linfócitos também estão sujeitos à 

senescência replicativa (IANCU et al., 2008).  

No sistema nervoso central (SNC), umas das alterações mais importantes que 

surgem com o envelhecimento é a diminuição do número de sinapses. Embora o 

processo seja multifatorial, o declínio progressivo da competência metabólica das 

mitocôndrias representa um fator chave na deterioração sináptica (BERTONI-

FREDDARI et al., 2008). Déficits cognitivos são comuns com o avançar da idade, 

porém não são exclusivamente dependentes dele. Evidências fornecidas por modelos 

animais mostram que tais déficits estão relacionados à rede de processamento da 

informação dentro do neurônio e não necessariamente à perda destas células 

(GALLAGHER et al., 2003). 

Durante o processo de envelhecimento, mulheres passam pelo estágio da 

menopausa, que não apenas marca o fim do período reprodutivo, mas também aumenta 

o risco de desenvolvimento de doenças, como osteoporose, cardiopatias e distúrbios 

cognitivos (BRANN e MAHESH, 2005; NEAL-PERRY et al., 2010). A depleção de 

oócitos sempre foi considerada uma marca característica da transição para a menopausa, 

porém é crescente o número de evidências científicas que indicam que disfunção do 

eixo HPA pode ser responsável pela senescência reprodutiva (BRANN e MAHESH, 

2005; NEAL-PERRY et al., 2010). Com a menopausa, a testosterona proveniente das 

adrenais passa a ser a principal fonte de estrógeno para as mulheres (LEBOFF e 

GLOWACK, 1999). Apesar de não apresentarem uma alteração hormonal tão brusca 

como ocorre nas mulheres, os níveis de andrógenos livres no sangue dos homens 

diminuem progressivamente a partir de cerca de 40 anos de idade (MASSON et al., 

2006; HARVEY e BERRY, 2009).  

Com o avanço da idade, ocorre um declínio da função do sistema imunológico. 

As alterações podem ser primárias, ou seja, um declínio intrínseco dependente da idade; 

ou secundárias, relacionadas a outras condições presentes nos idosos, como doenças, 

uso de medicamentos, atividade física, entre outros (WICK e GRUBECK-

LOEBENSTEIN, 1997). A deterioração do sistema imunológico torna os idosos mais 

susceptíveis a doenças infecciosas e possivelmente ao câncer. Tanto a imunidade inata 

quanto a imunidade adaptativa sofrem efeitos deletérios durante o envelhecimento. As 

alterações na resposta dos linfócitos T são conseqüência do declínio da timopoiese, 
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exposição crônica ou recorrente a antígenos e alterações intrínsecas aos linfócitos 

envelhecidos (LINTON et al., 2006). 

Quanto à imunidade inata, o avanço da idade reduz a capacidade fagocítica, a 

geração de radicais na explosão respiratória e o tráfego das células dendríticas; 

entretanto, as concentrações de IL-1β, IL-6 e TNF aumentam (STRAUB et al., 2001). 

Em mulheres, muitas dessas alterações têm sido relacionadas à menopausa (GAMEIRO 

et al., 2010). Em relação à imunidade adaptativa, o número de células ‘virgens’ está 

diminuído enquanto aumenta o de células de memória. Outra observação interessante é 

uma mudança na tendência da resposta, de Th1 para Th2 (STRAUB et al., 2001). 

Gonzalo-Calvo et al. (2010) sugerem que falhas nos mecanismos antioxidantes e de 

degradação proteolítica levam a acúmulo de proteínas danificadas, que, por sua vez, 

incitam uma resposta inflamatória, induzindo a expressão de TNF-α.  

 

 

2.4.3 Modelos experimentais para o estudo do envelhecimento 

 

 

Ratos e camundongos têm sido amplamente utilizados como modelos animais 

para a pesquisa biomédica, inclusive para o estudo do envelhecimento humano. Tais 

modelos são bem estabelecidos fornecendo resultados satisfatórios e têm a vantagem de 

que ratos e camundongos têm curto período de vida, tornando mais rápida a obtenção 

dos resultados (MAGALHÃES, 2006). Os primeiros modelos utilizando roedores para o 

estudo do envelhecimento datam da década de 1930, quando se percebeu que a restrição 

calórica prolongava consideravelmente o tempo de vida dos animais (SPROTT e 

AUSTAD, 2006). Nas espécies em geral, o tempo máximo de vida é diretamente 

proporcional ao tamanho do corpo, embora haja exceções. Em média, considera-se que 

a idade de maturidade sexual em humanos e ratos seja de 13 e 0,25 anos, 

respectivamente, e o peso, como medida padrão para tamanho corporal, de 60 e 0,2Kg 

(MAGALHÃES, 2006). Ratas não sofrem menopausa, mas começam a apresentar 

irregularidade no ciclo estral entre nove e 12 meses até se tornarem acíclicas, em um 

diestro persistente por volta dos dois anos de idade. Entretanto, uma diferença 

fundamental entre espécies ocorre nesse período: as ratas apresentam níveis de 

estrógeno ligeiramente aumentados enquanto mulheres e camundongos fêmeas mostram 

declínio dos níveis deste hormônio (MAFFUCCI e GORE, 2006). Segundo Miller 
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(2006), existem três desvantagens quanto ao uso de animais muito velhos: eles são 

caros, doentes e pouco representativos, pois se torna difícil posicionar os dados para 

projeção em humanos. 

Nos últimos anos, diversos modelos experimentais para o estudo do 

envelhecimento têm sido desenvolvidos com base na geração de camundongos mutantes 

que apresentam senescência acelerada. Vários tipos de mutantes já foram produzidos 

com defeitos em proteínas envolvidas no metabolismo ou função do DNA e produzem 

fenótipos semelhantes ao envelhecimento normal em humanos (WARNER, 2007).  
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2.5 Estresse  

 

 

2.5.1 Definições: estresse e estressores 

 

 

Na literatura científica, várias são as definições para estresse, mas de maneira 

geral, todas convergem para um ponto comum – a ativação do eixo HPA para a 

restauração da homeostase (LEVINE, 2005). Um estressor pode ser um insulto físico, 

como trauma, barulho, calor ou frio, mas também pode incluir experiências 

primariamente psicológicas, como conflitos interpessoais, frustração e eventos 

inesperados (MCEWEN, 2007). A percepção e a reação aos diversos fatores 

considerados estressores é muito variável, pois dependem da plasticidade fenotípica, 

que é determinada pela interação ambiente/genoma, incluindo, além da variação 

genética, idade, gênero, contato prévio com o estressor, e outros (ANISMAN e 

MATHESON, 2005; LEVINE, 2005). Os estressores podem ser classificados de 

maneira geral em: psicológicos, físicos, ou metabólicos (ANISMAN e MATHESON, 

2005). Os efeitos do estresse manifestam-se em quatro domínios - o fisiológico, o 

comportamental, os que envolvem a função cognitiva, e as alterações subjetivas 

(STEPTOE, 2000). Dados provenientes de estudos com ratos, primatas não-humanos e 

humanos revelam que os eventos ocorridos nos primeiros períodos de vida influenciam 

os circuitos neurais adultos na resposta ao estresse (LEVINE, 2005). Em ratos, já foi 

demonstrado que mesmo que o estresse seja aplicado na mãe durante a gestação, os 

filhotes podem sofrer seu efeito ao longo da vida (MUELLER e BALE, 2006).  

 

 

2.5.2 Fisiologia do estresse 

 

 

A resposta ao estresse permite ao organismo adaptar-se a alterações adversas. A 

ativação do eixo HPA também estimula o Sistema Nervoso Autônomo (SNA) para uma 

rápida resposta de adaptação. Funções reprodutivas, de crescimento e neurovegetativas, 

como sono e alimentação são provisoriamente suspensas para o melhor 

redirecionamento dos esforços (PARDON, 2007). O eixo HPA controla a secreção de 
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glicocorticóides pelo córtex adrenal. É parte de um sistema central de atuação do 

hormônio liberador de corticotropina (CRH), que parece ser responsável pela 

coordenação da resposta comportamental, neuroendócrina, autonômica e imunológica a 

alterações da homeostase. O eixo HPA segue o ritmo circadiano, é responsivo a 

estressores e sensível a retroalimentação por corticosteróide (DALLMAN et al., 2000). 

Os neurônios que produzem o CRH no núcleo paraventricular hipotalâmico formam a 

base da atividade do eixo HPA. Tais neurônios co-expressam vasopressina, que 

potencializa o efeito do CRH (BAO et al., 2008).  

 Os receptores para glicocorticóides estão amplamente distribuídos no organismo. 

Encontram-se no citoplasma, em sua forma inativa, em um complexo protéico que 

inclui as proteínas de choque térmico HSP90 e HSP70. Quando o glicocorticóide liga-se 

ao seu receptor, ele transloca-se para o núcleo, onde interage com um promotor do 

gene-alvo (MCLAUGHLIN et al., 2002; LANNA et al., 2003). Os glicocorticóides 

também atuam de uma forma não-genômica e rápida por interações com moléculas 

envolvidas em sinalização transducional (PATSCHAND et al., 2001; MCLAUGHLIN 

et al., 2002). Em humanos, o principal glicocorticóide secretado pelas adrenais é o 

cortisol, ou hidrocortisona. O efeito metabólico mais bem conhecido dos 

glicocorticóides é a estimulação da gliconeogênese pelo fígado. Como resultado, há um 

aumento no estoque de glicogênio pelas células hepáticas, permitindo que outros 

hormônios glicolíticos, como a epinefrina, mobilizem glicose quando necessário. Os 

glicocorticóides operam de duas formas no organismo. Na primeira forma, mantêm a 

atividade basal do sistema HPA e controla a sensibilidade ao estresse, além de 

coordenar os eventos circadianos, como o sono e a alimentação. Na segunda forma, os 

glicocorticóides promovem a adaptação ao estresse e, por retroalimentação, estimulam a 

terminação da atividade do eixo HPA induzida pelo estresse (DE KLOET et al., 1998). 

Os glicocorticóides liberados na ativação do eixo HPA regulam sua própria síntese e 

secreção por mecanismo de retroalimentação na adrenal, na pituitária e no hipotálamo. 

Além disso, eles suprimem os níveis de norepinefrina, o mais potente estimulador do 

CRH (PACAK e MCCARTY, 2000). 

A estimulação contínua do eixo HPA também pode contribuir para o 

desenvolvimento da chamada Síndrome Metabólica, que inclui obesidade visceral, 

resistência a insulina e dislipidemia; pontos comuns entre diabetes tipo 2 e risco de 

doenças cardiovasculares (ROSMOND, 2005). 
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O estresse tem grande influência sobre a esperança e a qualidade de vida dos 

idosos. Estresse e envelhecimento compartilham de alguns mecanismos comuns, em 

que processos oxidativos destacam-se como ponto central. (PARDON, 2007). Em 

ambos os sexos, níveis séricos de cortisol aumentam com a idade; a resposta ao estresse 

nos idosos pode mostrar-se mais demorada, porém mais prolongada (BUCKINGHAM, 

2000). Sandi e Touyarot (2006) mostraram em modelo animal, que o estresse ao longo 

da vida pode predispor a prejuízos da função cognitiva na velhice. 

 O sistema nervoso central e o sistema imunológico atuam em conjunto para a 

defesa do organismo e regulam-se mutuamente. O primeiro, da mesma forma que 

controla todos os órgãos periféricos: por meio do SNA, cuja inervação alcança as 

diversas partes do corpo; e pelo sistema de fatores hormonais produzidos no 

hipotálamo. O sistema imunológico, por sua vez, induz resposta central por meio das 

citocinas (MAIER e WATKINS, 1998; ADER, 2001). Assim, os sistemas imune, 

endócrino e nervoso interagem entre si por meio de citocinas, hormônios e 

neurotransmissores, dependentes de receptores específicos (STRAUB et al., 2001).  

Os estressores podem tanto inibir quanto estimular o sistema imune, mas o 

conhecimento corrente nesta área não permite prever o efeito de determinado estressor 

em cada função imunológica (PRUETT, 2003). O glicocorticóide liberado pelo estresse, 

por seu efeito antiinflamatório, pode ainda proteger o organismo do efeito do aumento 

das citocinas pro-inflamatórias (ROHLEDER et al., 2002). Linfócitos T de 

camundongos submetidos a estresse por imobilização expressam mais de 100 proteínas 

diferentes dos linfócitos do grupo controle em eletroforese bidirecional (DOMÍNGUEZ-

GERPE e LEFKOVITS, 1996). 

 O CRH possui atividade pró-inflamatória e atua pela estimulação dos 

mastócitos, podendo participar no desenvolvimento de doenças infecciosas, auto-

imunes, alérgicas ou neoplásicas (ELENKOV e CHROUSOS, 1999; CROMPTON et 

al., 2003). 

A susceptibilidade a doenças é diferente entre homens e mulheres e isso pode ser 

explicado, em parte, pela variação da resposta ao estresse (KAJANTIE e PHILLIPS, 

2006). A atuação dos esteróides sexuais no eixo HPA é evidente, mas nem todas as 

diferenças entre os sexos na resposta ao estresse podem ser explicadas por ela (RIVIER, 

1999). Mulheres apresentam concentração sérica de cortisol relativamente mais alta que 

homens e a ativação do eixo HPA é altamente influenciada pela variação hormonal do 

ciclo menstrual (BUCKINGHAM, 2000). Essa variação reflete-se, portanto, na resposta 
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ao estresse, que também apresenta padrões diferentes na gravidez e na menopausa 

(KAJANTIE e PHILLIPS, 2006). Segundo Stroud et al. (2002), os homens apresentam 

resposta mais acentuada quando o fator estressor envolve realização ou conquista e as 

mulheres, maior quando envolve rejeição social. 

 

 

2.5.3 Modelos Experimentais para o Estudo da Resposta ao Estresse 

 

 

Os modelos experimentais utilizados para o estudo do estresse são tão diversos 

quanto os tipos de estressores e os padrões de respostas. Os principais animais 

empregados nos modelos são os roedores. Estressores físicos e/ou psicológicos são 

utilizados nos estudos, incluindo contenção, choque elétrico, natação, frio, barulho; e 

sua aplicação pode ser crônica ou aguda (OTTENWELLER, 2000).  

Variações de temperatura também são estressores constantemente utilizados, 

apesar de os animais apresentarem adaptabilidade, dependendo do esquema de 

aplicação (OTTENWELLER, 2000). Animais submetidos ao calor como estressor têm 

sua habilidade de regulação térmica alterada e apresentam dificuldade de manter a 

temperatura corporal quando são, em seguida, desafiados por frio. Tal alteração, 

entretanto, é reversível (SZELÉNYL et al., 1996). Sugama et al. (2010) utilizaram 

apenas o frio como estressor e notaram que houve ativação morfológica da microglia e 

aumento da expressão de IL-1β no cérebro. O protocolo empregado pelos autores para a 

aplicação do frio consistiu em manter os animais em uma sala climatizada a 4°C por 2h. 

Diversos estudos mostram que o estresse por calor pode causar edema cerebral, além de 

inflamação e necrose no SNC, em modelos animais (AHMED, 2005). Alterações na 

microglia também foram observadas por Tynan et al. (2010), utilizando apenas a 

imobilização como estressor. Outros estudos também lançam mão da associação de dois 

ou mais estressores diferentes. Klenerová et al. (2003) estudaram em ratos o efeito 

prejudicial da associação de dois estressores na aprendizagem: a imobilização e o frio, 

que consistiu na imersão dos animais em água por 1h. Iluminação noturna ou inversão 

de fotoperíodo também são utilizadas como estressores. Camundongos fêmeas 

submetidas à iluminação contínua apresentaram maior incidência de neoplasias e os 

distúrbios do ciclo estral relacionados à idade surgiram mais cedo. Além disso, esses 
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animais apresentaram menor tempo de vida que o grupo submetido a ciclos de 12 horas 

de luz/escuro (ANISIMOV et al., 2004). 

Diversos trabalhos em animais indicam que o estresse pode provocar perda de 

peso, muitas vezes relacionada a anorexia (MARIN et al., 2007; GARCIA et al., 2009; 

TYNAN et al., 2010; GONG et al., 2011). Por outro lado, dados epidemiológicos 

sugerem que o estresse está de alguma forma associado a sobrepeso e obesidade. Em 

um modelo que utiliza ratos, com a formação de colônias contendo ambos os sexos, 

uma vez que um dos machos desenvolve hierarquia dominante, os subordinados 

desenvolvem progressivamente características de obesidade, em partes devido a 

alterações neuroendócrinas e no consumo de alimento (TAMASHIRO et al., 2007). 

Também em ratos, choque elétrico na pata utilizado como estressor associado à 

restrição calórica pode induzir comportamento similar à compulsão alimentar dos 

humanos. Em trabalho realizado por Artiga et al. (2007), a restrição alimentar não 

provocou perda de peso considerável, enquanto o estresse sozinho reduziu a adiposidade 

em 35%, o que não foi percebido na associação dos dois fatores. Além disso, neste tipo 

de comportamento, tanto humanos quanto ratos apresentam elevados níveis de 

glicocorticóide. O aumento de peso relacionado a estresse visto nos modelos animais é 

congruente com observações feitas em humanos. Serlachius et al. (2007), por exemplo, 

observaram que alunos do Reino Unido aumentam seu peso corporal no primeiro ano da 

faculdade, o que pode ter correlação com estresse, principalmente em mulheres. De fato, 

o estresse pode alterar a alimentação tanto negativa quanto positivamente, visto que a 

noradrenalina e o cortisol, ambos aumentados em condições de estresse, têm o poder de 

inibir e estimular o apetite, respectivamente (TORRES e NOWSON, 2007). 
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2.6 Osteoporose 

 

 

2.6.1 Ossos e Tecido Ósseo 

 

 

Os ossos são órgãos formados predominantemente por tecido ósseo, mas 

também por tecido cartilaginoso, nervoso, sangüíneo e hematopoiético. Interligados 

pelas articulações, os ossos formam o esqueleto, um sistema que tem por funções: (1) a 

sustentação das partes moles do corpo; (2) a constituição de um sistema de alavancas; 

(3) o alojamento e a proteção de órgãos vitais, como o SNC, o coração e a medula 

óssea; e (4) a reserva de cálcio e fosfato para o organismo (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004). O osso é um órgão leve, rígido, de alta força tênsil e não 

quebradiço por causa de sua combinação de tecido ósseo compacto ou cortical e osso 

esponjoso ou trabecular (NG et al., 1997). No osso cortical maduro, as lamelas de 

matriz calcificada são concêntricas a um canal vascular formando o sistema haversiano 

ou ósteon. O osso esponjoso é uma rede de trabéculas preenchidas por medula óssea 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). As trabéculas não apresentam vascularização 

dentro da matriz, de forma que a irrigação é feita a partir da medula óssea subjacente. 

Neste tipo de osso, as lamelas seguem a curvatura geral da superfície óssea (SHEA e 

MILLER, 2005). 

O tecido ósseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, composto por 

células e uma matriz constituída por substâncias orgânicas e inorgânicas. As principais 

células do tecido ósseo são os osteoblastos, os osteócitos e os osteoclastos 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).  

Os osteoblastos sintetizam a matriz orgânica e participam da sua mineralização. 

Têm origem mesenquimal com precursores em comum com condrócitos, adipócitos e 

linfócitos. Os precursores dos osteoblastos podem também originar-se de pericitos 

(MANOLAGAS, 2000). Os osteoblastos são encontrados em sua forma inativa 

revestindo o osso em uma camada de tecido conjuntivo tanto externa quanto 

internamente (respectivamente o periósteo e o endósteo). Ao tornarem-se ativos, os 

osteoblastos passam a sintetizar a matriz orgânica, composta principalmente por 

colágeno do tipo I, e depositá-la ao seu redor. Com a mineralização da matriz, estas 

células ficam enclausuradas em lacunas, tornando-se então osteócitos, as células 
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maduras, localizando-se por toda a matriz. Entretanto, os osteócitos não perdem a 

conexão entre si e a superfície óssea, que é feita através de prolongamentos 

citoplasmáticos conduzidos por canalículos ao longo da matriz óssea (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004). Este sistema é crucial não apenas para a nutrição destas células, 

mas constitui um importante sistema de informação e vigilância do tecido ósseo – o 

sistema lacuno-canalicular. Após completarem a síntese da matriz, cerca de 5% dos 

osteoblastos ativados retornam à forma inativa revestindo a matriz calcificada; 30% 

tornam-se osteócitos, células ósseas maduras, que ocupam lacunas no interior da matriz 

calcificada; e 65% sofrem apoptose (WEINSTEIN e MANOLAGAS, 2000). Considera-

se a hipótese de que a transmissão de sinais mecânicos para os osteócitos via superfície 

celular pode ocorrer diretamente pela matriz do tecido devido ao fluxo de fluido 

induzido por carga mecânica, bem como indiretamente via estresse de pressão pelo 

sistema lacuno-canalicular. O aumento dos níveis de pressão pode causar a apoptose dos 

osteócitos devido ao surgimento de microfraturas que afetam a homeostase destas 

células (HAZENBERG et al., 2006).  

Os osteoclastos são células gigantes, multinucleadas e sua função é reabsorver o 

tecido ósseo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A reabsorção óssea envolve dois 

processos: o recrutamento e a ativação dos osteoclastos (TAKAHASHI et al., 1999). Os 

osteoclastos diferenciam-se de células hematopoiéticas da linhagem mononuclear, que 

também podem ser encontradas circulando pelo sangue periférico (VÄÄNÄNEN, 

2005). Conseqüentemente, enquanto os precursores de osteoblastos atingem o osso pela 

migração a partir dos tecidos vizinhos, os precursores dos osteoclastos chegam a partir 

da circulação (MANOLAGAS, 2000). No entanto, a formação dos osteoclastos limita-

se ao tecido mineralizado, de forma que nunca aparecem na circulação (LERNER, 

2000). Ainda não está claro o que determina o sítio de reabsorção no osso, mas existe a 

hipótese de que microfraturas, que precisam ser reparadas, sinalizariam o tecido-alvo. 

Na realidade, os osteócitos poderiam constantemente enviar sinais de “não-reabsorção” 

e com a morte de um osteócito, a interrupção do sinal indicaria o sítio de reabsorção 

(VÄÄNÄNEN, 2005). Ao chegarem ao local, os osteoclastos ligam-se à matriz 

mineralizada, reorganizam seu citoesqueleto, selando a zona de reabsorção e 

polarizando a membrana celular em dois domínios específicos: a borda em escova, 

voltada para a lacuna de reabsorção; e o domínio secretório, para o lado oposto da 

célula, por onde os produtos da reabsorção são secretados na circulação (SHEA e 

MILLER, 2005; VÄÄNÄNEN, 2005). Para a desmineralização da matriz, o ambiente 
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da lacuna de reabsorção é acidificado pelo osteoclasto, que possui bombas vacuolares 

de prótons e canais de cloreto (LERNER, 2000). A catepsina K é a principal enzima que 

degrada a matriz (VÄÄNÄNEN, 2005). 

Células do estroma da medula óssea e osteoblastos têm um papel fundamental na 

osteoclastogênese, pois expressam citocinas e fatores de crescimento que iniciam e dão 

suporte à diferenciação osteoclástica, estimulando os osteoclastos por contato direto 

célula-célula, por intermédio de proteínas expressas na superfície de suas membranas. 

Além disso, os receptores para os principais hormônios osteotrópicos com capacidade 

de promover a reabsorção óssea encontram-se nos osteoblastos, que, quando 

estimulados, exercem uma atividade parácrina (LERNER, 2000). 

Os ossos têm capacidade de reorganizar sua estrutura de acordo com a demanda 

funcional. Para isso, eles lançam mão da modelação e da remodelação óssea. O primeiro 

processo altera o formato do osso; o segundo envolve uma interação complexa de 

células que segue uma seqüência de ativação, reabsorção e formação óssea 

(HAZENBERG et al., 2006). A remodelação é um processo normal e altamente 

regulado. Ela envolve a ação coordenada de osteoblastos e osteoclastos, e assegura a 

integridade do esqueleto ao longo da vida. Neste processo, a reabsorção precede a 

formação óssea, e os osteoblastos ou seus precursores regulam a formação e a atividade 

dos osteoclastos (CARDA et al., 2005). Mediadores endócrinos (hormônios) e 

imunológicos (citocinas) estão envolvidos na regulação da remodelação (SHEA e 

MILLER, 2005). 

Assim, o osso apresenta-se como um órgão heterogêneo, com quatro 

componentes responsivos a modulação fisiológica: osso cortical, osso medular, 

periósteo e endósteo (O'FLAHERTY, 1991). 
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2.6.2 O Sistema RANKL/RANK/OPG 

 

 

 A descoberta da presença do sistema de citocinas RANKL/RANK/OPG tanto no 

sistema imune quanto no sistema ósseo mostrou que a relação entre esses dois sistemas 

é mais íntima do que se pensava. Além disso, várias citocinas, fatores estimuladores de 

colônia e moléculas sinalizadoras apresentam funções cruciais no tecido ósseo 

(GRCEVIC et al., 2001; BARON, 2004).  

 RANKL significa “Ligante do Receptor para a Ativação do Fator Nuclear kappa 

B (NF-κB)”. RANKL é uma citocina da superfamília do TNF e possui dois receptores, 

um funcional (RANK) e outro, a OPG (ou osteoprotegerina) que não apresenta função 

além de ligar-se ao RANKL para prevenir sua atividade, constituindo assim um 

mecanismo regulatório (GRCEVIC et al., 2001; WALSH e CHOI, 2003; FENG, 2005). 

 Este sistema de citocinas é um regulador da formação e ativação de osteoclastos, 

através do qual, muitos hormônios e citocinas produzem seu efeito de osteoabsorção. 

Dentro do sistema ósseo, RANKL é expresso na linhagem osteoblástica e em 

condrócitos que estão hipertrofiando, e exerce seu efeito ligando-se a seu receptor, 

RANK, expresso na linhagem osteoclástica. Esta ligação determina uma rápida 

diferenciação de precursores de osteoclastos e a uma ativação e resistência a apoptose 

dos osteoclastos maduros (GRCEVIC et al., 2001), efeito similar na interação 

RANKL/RANK em células T e células dendríticas (KARTSOGIANNIS et al., 1999). 

OPG é um receptor também produzido pelas células osteoblásticas e do estroma e que 

compete com RANK pela ligação ao RANKL. A ligação com OPG não desencadeia 

sinalização, portanto, sua ação é reguladora da atividade do RANKL (GRCEVIC et al., 

2001; FENG, 2005). A produção de OPG também pode ser induzida em linfócitos B e 

células dendríticas (WALSH e CHOI, 2003).   

 A remodelação óssea é controlada por um balanço entre a ligação 

RANK/RANKL e a produção de OPG (GRCEVIC et al., 2001, BEZERRA et al., 2005). 

Vários hormônios, citocinas, fatores de crescimento ou drogas, de efeito local ou 

sistêmico, que têm propriedades osteotrópicas, têm a capacidade de alterar esse 

equilíbrio (GRCEVIC et al., 2001; FENG, 2005). 
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2.6.3 Osteoporose 

 

 

A osteoporose é uma doença metabólica caracterizada por baixa densidade e 

deterioração da microarquitetura do tecido ósseo, aumentando a fragilidade do órgão e, 

conseqüentemente, o risco de fraturas (WHO, 1999). Tal caracterização é reflexo de um 

desequilíbrio entre a formação e a reabsorção óssea, resultando em um osso com sua 

estrutura aparentemente normal, mas menos resistente a forças mecânicas. 

Patologicamente, esta condição chama-se osteopenia (THOMPSON, 2007). A 

tecnologia para mensuração da densidade mineral óssea (DMO – comumente utiliza-se 

a sigla em inglês BMD – Bone Mineral Density) trouxe características quantitativas ao 

conceito da osteoporose, o que permite um melhor diagnóstico e uma tomada de decisão 

mais eficaz pelo médico. Considera-se osteoporótico o indivíduo que apresentar DMO 

2,5 desvios-padrão abaixo da média considerada normal (T-score < -2,5). T-score entre 

-1 e -2,5 caracteriza clinicamente a osteopenia (FERRETTI et al., 2003). 

Histomorfometricamente, a doença é definida quando a perda óssea é maior que 11% 

(ALEXANDRE, 2005). A DMO é uma medida de diagnóstico mais sensível que 

histomorfometria (WEINSTEIN et al., 2004). Na ausência de tratamento, estudos ex 

vivo mostram excelente correlação entre DMO do fêmur proximal e a carga máxima 

obtida no teste de flexão do colo femoral e compressão vertebral (AMMANN, 2009). 

Apesar disso, in vivo, a avaliação clínica da força óssea é muito limitada. Mensurações 

de densidade e, talvez de marcadores de metabolismo ósseo, podem fornecer 

informação útil, porém incompleta sobre o risco de fraturas (DAVISON et al., 2009). A 

diminuição da estatura do indivíduo é altamente preditiva para fraturas vertebrais, o que 

nem sempre corresponde com os critérios clínicos de diagnóstico da osteoporose. No 

estudo conduzido por Xu et al. (2011), 30% dos pacientes teriam sido diagnosticados 

erroneamente se apenas a densidade mineral óssea tivesse sido considerada. 

 A osteoporose é classificada, segundo a causa, em primária (tipos I e II) e 

secundária. A osteoporose primária do tipo I, ou osteoporose idiopática pós-menopausa, 

está associada à deficiência de estrógeno. O tipo II, ou idiopática senil, está associado 

ao envelhecimento, fase em que ocorre deficiência crônica de cálcio, aumento da 

atividade do paratormônio (PTH) e diminuição de formação óssea. A osteoporose 

secundária é a perda óssea associada a processos inflamatórios, alterações endócrinas e 

uso de drogas (heparina, glicocorticóides, e outros) (GALI, 2001). 
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O número de fraturas decorrentes da osteoporose vem aumentando 

continuamente (WHO, 2003), porém, as informações sobre o impacto econômico e 

social da doença em países em desenvolvimento ainda são escassas (ROCHA e 

RIBEIRO, 2003; MORALES-TORRES e GUTIÉRREZ-UREÑA, 2004). Embora seja 

comum, a osteoporose é freqüentemente assintomática e não detectada até que ocorra 

uma fratura (REGINSTER e BURLET, 2006).  

Embora a prevalência da doença seja alta, o diagnóstico nem sempre ocorre, 

particularmente em casos em que o paciente não apresenta evento traumático (CAPPER 

e FLANAGAN, 2005). A osteoporose é uma doença sistêmica, mas as fraturas 

debilitantes ocorrem principalmente no punho, vértebras e colo femoral (SHEA e 

MILLER, 2005).  

Mulheres com fraturas vertebrais podem ter função física diminuída, dor nas 

costas, perda de altura e vida social prejudicada. Alguns estudos mostram que fraturas 

de quadris dentro de um grupo relativamente saudável de mulheres aumentam quase 

seis vezes o risco de morte e aproximadamente metade das mortes ocorre dentro de um 

ano. Além disso, os custos com fraturas osteoporóticas são altos e estão aumentando 

cada vez mais (REGINSTER e BURLET, 2006). Os homens têm menor prevalência de 

osteoporose que as mulheres por várias razões, dentre elas: os homens acumulam maior 

massa óssea; não são afetados por um evento similar à menopausa, ou seja, os níveis de 

testosterona declinam lentamente; a expectativa de vida para os homens é menor; e o 

número de homens submetidos à avaliação da densidade óssea é menor, podendo haver 

então uma conclusão incorreta sobre a prevalência da osteoporose em homens 

(LICATA, 2003). 

A incidência da osteoporose em mulheres na pós-menopausa continua a 

aumentar com o envelhecimento progressivo das populações (REGINSTER e 

BURLET, 2006). Em 2005, nos Estados Unidos, mais de 10 milhões de indivíduos 

apresentavam osteoporose (SHEA e MILLER, 2005). Estima-se que em 2020, no 

Brasil, 11% da população terá mais de 60 anos (SIQUEIRA et al., 2005), mas as 

informações sobre o impacto econômico e social da osteoporose em países em 

desenvolvimento geralmente são escassas (ROCHA e RIBEIRO, 2003). Siqueira et al. 

(2005) realizaram um estudo na cidade de Pelotas – Rio Grande do Sul com o objetivo 

de estimar a prevalência de fraturas. Nesse estudo, foi verificado diagnóstico médico 

para osteoporose em 2,5% de todos os homens entrevistados e 12,2% das mulheres. 

Este diagnóstico apresentava correlação positiva com casos de fraturas nos 12 meses 



30 
 

anteriores à entrevista. Rocha e Ribeiro (2003) investigaram a incidência de fraturas de 

colo femoral em uma população residente em Sobral - Ceará, que representa uma área 

equatorial. Segundo estes autores, este tipo de estudo é importante para identificar 

fatores de risco ambientais e genéticos para melhor abordagem da prevenção e 

tratamento da osteoporose. Os resultados mostraram menor incidência de fraturas 

quando comparada a outras áreas do país. Os autores assumem que a população de 

Sobral é constituída principalmente de descendentes de europeus e indígenas, 

salientando que africanos não participam consideravelmente da formação desta 

população e especulam que a luz solar constante nesta região pode estar relacionada a 

melhores níveis de vitamina D3. Segundo Morales-Torres e Gutiérrez-Ureña (2004), na 

América Latina existem muitos dados disponíveis sobre a DMO de diversas populações. 

Entretanto, as prevalências de osteopenia e osteoporose não são bem conhecidas. Outro 

dado interessante verificado por estes autores é o fato de que a maior parte dos estudos 

mostra incidências de fratura de quadris mais baixas nas populações latino-americanas 

se comparadas com aquelas encontradas na população dos Estados Unidos, Canadá e 

Europa, mas que estes resultados podem ser devido a diferenças metodológicas, e frisam 

que outros estudos conduzidos nos Estados Unidos mostram menor incidência de 

fraturas de quadris entre mulheres mexicanas quando comparadas com caucasianas. 

Morales-Torres e Gutièrrez-Ureña concluíram que a América Latina apresenta grande 

diversidade geográfica e étnica, mas há uma falta de informação epidemiológica a 

respeito da osteoporose. 

Os custos econômicos das fraturas osteoporóticas incluem os custos diretos, 

como com a hospitalização e pós-operatório, e os indiretos, como o prejuízo sobre 

tarefas diárias, incluindo dias não trabalhados (COMPSTON, 2010).  

 Nas mulheres, o principal fator responsável pela patogênese da osteoporose é a 

perda de estrógeno na menopausa (FAN et al., 2005). Nesta fase da vida, surgem 

alterações na remodelação óssea, um aumento do turnover com balanço negativo. A 

perda óssea é mais acentuada nos primeiros anos pós-menopausa (HERNANDEZ et al., 

2003). O mecanismo fundamental pelo qual o estrógeno induz essa perda é o aumento 

do estímulo da formação e ativação de osteoclastos (CENCI et al., 2000), pois este 

hormônio é o principal regulador negativo da atividade osteoclástica. A ausência de 

estrógeno estimula a expressão de IL-1, IL-6 e TNF, que têm ação estimulante da 

reabsorção óssea e regula negativamente a expressão de IGF1, que tem ação 

estimuladora da formação óssea (FAN et al., 2005). O estrógeno modula a rede de 
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citocinas e sua ausência acaba por estimular inclusive a expressão de RANKL (RIGGS 

et al., 2002), cuja função será apresentada adiante. 

 Nos homens, ocorre um declínio lento da produção de andrógenos. Há uma 

diminuição gradual da massa óssea, que é linearmente relacionada à idade. Por isso, a 

osteoporose é mais comum em mulheres. Mas a osteoporose masculina não deixa de ser 

importante por causa disso. O impacto clínico da osteoporose é mais severo em homens 

que em mulheres. Hipogonadismo em homens é um forte fator de risco para 

osteoporose que contribui para a perda óssea em 20-30% dos homens idosos. Os 

andrógenos apenas não são suficientes para manter um status ósseo normal em homens 

saudáveis. O estradiol desempenha papel predominante na regulação da massa óssea via 

receptores α e β específicos localizados dentro dos osteoblastos (ALEXANDRE, 2005). 

 Com o avanço da idade, uma variedade de alterações endócrinas e metabólicas 

combina-se para enfraquecer o esqueleto. A produção de testosterona nos homens 

diminui assim como a produção de hormônio do crescimento em ambos os sexos e os 

músculos se deterioram. A absorção de cálcio torna-se ineficiente, o 

hiperparatireoidismo secundário aumenta e vários níveis de disfunção da vitamina D 

podem ser vistos (LICATA, 2003).   

 Glicocorticóides são muito utilizados no tratamento de doenças com componente 

inflamatório como a asma, a artrite reumatóide e a dermatite atópica, e também na 

manutenção de órgãos transplantados. No entanto, vários são os efeitos colaterais do 

uso dos glicocorticóides e, entre eles, a osteoporose destaca-se como o mais sério e 

debilitante. A osteoporose induzida por glicocorticóides pode ser ocasionada pela 

exposição crônica a concentrações excessivas de cortisol endógeno ou mesmo a doses 

farmacológicas. O efeito dos glicocorticóides no metabolismo ósseo depende da 

duração do tratamento, da dose e do tipo de corticoterapia, da idade, do sexo e do índice 

de massa corpórea, da susceptibilidade individual aos danos ósseos mediados pelos 

glicocorticóides e da doença concorrente para a qual o glicocorticóide é utilizado como 

tratamento. Tais fatores podem ter um efeito independente e aditivo na perda óssea. A 

perda óssea induzida por glicocorticóides tem caráter multifatorial e, como seus 

receptores são amplamente difundidos pelo organismo, eles podem exercer impacto no 

osso e no metabolismo do cálcio de várias maneiras. A característica cardinal da 

osteoporose induzida por glicocorticóides é a diminuição da formação óssea, visto que 

afetam os osteoblastos tanto na sua atividade proliferativa quanto metabólica, podendo 

exercer efeito inibitório direto de três formas: (1) inibindo a replicação de seus 
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precursores; (2) diminuindo a gênese de novos osteoblastos e; (3) induzindo sua 

apoptose. In vitro, os glicocorticóides são capazes de aumentar a expressão de RANKL 

e diminuir a de OPG. Adicionalmente, os glicocorticóides induzem perda óssea de 

forma indireta, por exemplo, ao diminuir a absorção de cálcio no intestino e a 

reabsorção deste mineral a partir do filtrado glomerular, induzindo um 

hiperparatireoidismo secundário. A osteoporose induzida por glicocorticóide é 

extensamente descrita na literatura científica (ZIEGLER e KASPERK, 1998; 

MANELLI e GIUSTINA, 2000; REID, 2000; SAMBROOK e LANE, 2001; 

MCLAUGHLIN et al., 2002; LANNA et al., 2003; MCILWAIN, 2003). 

 Os glicocorticóides podem ainda inibir o eixo HPG (PATSCHAND et al., 2001). 

Com o comprometimento da função gonadal, as mulheres apresentam amenorréia e os 

homens, infertilidade e impotência (ZIEGLER e KASPERK, 1998). Porém, segundo 

Weinstein et al. (2004), em modelos murinos, o hipogonadismo não ocorre ou contribui 

para a osteoporose induzida por glicocorticóides e os efeitos destas substâncias na perda 

óssea sobrepõem àqueles do hipogonadismo, ou seja, seus efeitos não são aditivos. 

 

 

2.6.4 Modelos experimentais para o estudo da osteoporose 

 

 

 Os modelos animais comumente utilizados no estudo da osteoporose empregam 

principalmente ratos ou camundongos e os agentes promotores da perda óssea 

mimetizam a patogenia da osteoporose em humanos. Entretanto, os modelos não 

reproduzem fielmente a osteoporose humana, porém são poucas as diferenças 

(TURNER, 2001). Uma condição para a utilização dos modelos animais é a obtenção de 

informações sobre a qualidade e estrutura ósseas que não poderiam ser obtidas em 

pacientes de triagem clínica (THOMPSON et al., 1995). Uma grande vantagem na 

utilização de animais é a possibilidade de aplicação de testes biomecânicos, que 

verificam parâmetros como a resistência dos ossos à indução de fraturas (JÄMSÄ et al., 

1998). É importante lembrar que as medidas de massa óssea, como a densidade mineral, 

são apenas parte dos fatores que determinam o risco de fratura (RUBIN et al., 1999). 

Embora existam divergências quanto à presença de remodelação haversiana em ratos 

(MARTIN et al., 2003), tanto a castração, representando a menopausa (BAGI et al., 
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1997), quanto a administração de glicocorticóide (ORTOFT & OXLUND, 1996) são 

capazes de produzir perda de massa óssea, aumentando a fragilidade do órgão. 
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3.1 Resumo 

 

 

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus), sendo dez machos e dez fêmeas 

com cinco meses de idade, e dez machos e dez fêmeas entre 22 e 24 meses de idade. Os 

animais foram distribuídos em grupos de cinco indivíduos, segundo o sexo, a idade e o 

tratamento. Metade dos animais foi submetida a um protocolo de estresse moderado 

crônico, que incluía os seguintes estressores e tempos de aplicação: frio (2h), calor (2h), 

isolamento (24h), inclinação da gaiola (3h), privação de água (12h), privação de comida 

(12h), imobilização (20min) e iluminação noturna. Cada estressor foi aplicado quatro 

vezes em um total de 28 dias. Após este período, os animais foram pesados, 

eutanasiados e tiveram ossos e sangue coletados. Fêmur direito, tíbia direita e vértebra 

L4 foram analisados por densitometria, obtendo-se o conteúdo mineral ósseo, a área do 

osso e a densidade mineral óssea. O fêmur esquerdo foi submetido a dois testes 

biomecânicos: flexão da cabeça e flexão da diáfise. Foram avaliadas a força máxima, a 

rigidez e a tenacidade aos testes. Fêmur direito e vértebra L5 foram também analisados 

histomorfometricamente para obtenção do volume trabecular ósseo do corpo vertebral e 

da cabeça femoral, bem como medidas totais, do osso cortical e da cavidade medular da 

seção transversal da diáfise do fêmur. Do sangue foram avaliados o perfil das citocinas 

IL-1β, IL-6 e TNF-α; bem como as concentrações de estradiol e testosterona. Os dados 

foram divididos e apresentados em quatro capítulos desta tese, sendo submetidos à 

análise estatística mais apropriada a cada caso. 

 

Palavras-chave: ratos, estresse, envelhecimento, densitometria, biomecânica, 

histomorfometria, hormônios sexuais, citocinas, metodologia. 
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3.2 Abstract 

 

 

METHODOLOGY 

 

 

A total of 40 rats (Rattus norvegicus), 10 males and 10 females 5 months old, 

and 10 males and 10 females between 22 and 24 months of age, were employed to reach 

the aim of this work. The animals were separated by sex, age and treatment into groups 

of 5 individuals. Half of them were subjected to a protocol of chronic mild stress, which 

included the following stressors: cold (2h), heat (2h), isolation (24h), tilt the cage (3h), 

water deprivation (12h), food deprivation (12h), immobilization (20min) and night light. 

Each stressor was applied four times during 28 days. After this period, rats were 

weighed, euthanized, and blood and bones were collected. Right femur, right tibia and 

L4 vertebrae were analyzed by densitometry, providing bone mineral content, bone area 

and bone mineral density. Left femur was subjected to biomechanical bending on its 

head and diaphysis, providing maximum strength, stiffness and toughness. Right femur 

and L5 vertebra were also submitted to histomorphometric analysis to obtain means for 

bone trabecular volume in femoral head and vertebral body, and measures of cortical 

bone and marrow cavity in femoral diaphysis cross-section. IL-1β, IL-6 and TNF-α 

profiles and estradiol and testosterone concentrations were assessed in blood samples by 

ELISA. Data presented are distributed throughout four chapters, so they were subjected 

to the most appropriate statistical analysis in each case. 

 

Keywords: rats, stress, aging, bone densitometry, biomechanics, histomorphometry, sex 

hormones, cytokines, methodology. 
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3.3 Introdução 

 

 

Este capítulo apresenta os procedimentos completos utilizados no presente 

trabalho com o intuito de auxiliar o desenvolvimento de projetos futuros. A partir da 

observação de que a densidade mineral óssea (DMO) apresenta-se diminuída em 

pacientes com depressão (CIZZA et al., 2009) e da confirmação de que o modelo de 

estresse moderado crônico – modelo animal reconhecido para o estudo da depressão 

(WILLNER, 1997) – é capaz de induzir a perda de massa óssea em camundongos 

(YIRMIYA et AL., 2006), destacou-se a importância do desenvolvimento de estudos 

que investiguem a influência do estresse no metabolismo ósseo. 

Este trabalho de tese é parte de um projeto mais extenso que deu origem também 

à tese intitulada “Efeitos do Estresse Crônico sobre o Timo e o Hipocampo de Ratos 

Jovens e Senis Submetidos a Desafio Imunológico e Tratamento com Hormônio do 

Crescimento (Modelo Experimental)”, defendida por Anna Paula Baptista Ribeiro 

Ferreira, sob orientação da Professora Marlene Isabel Vargas Viloria, neste mesmo 

Programa de Pós-Graduação em Medicina Veterinária, da Universidade Federal de 

Viçosa (Ficha catalográfica ainda em confecção). O material coletado a partir desta 

metodologia também originou dois trabalhos de iniciação científica pelo PIBIC/CNPq, 

conduzidos pelo aluno de graduação Leonardo Dourado da Costa. O primeiro foi 

apresentado com o título de “Histomorfometria do ílio de ratas jovens e senis 

submetidas a estresse moderado crônico” (COSTA et al., 2010), enquanto o segundo 

ainda se encontra em andamento. 

 

 

3.4 Aspectos Éticos 

 

 

Todos os procedimentos adotados neste trabalho estão de acordo com o Código 

de Ética Profissional do Médico Veterinário, com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e com a legislação vigente, tendo sido aprovados pela Comissão de Ética 

para o Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa, pelo processo 52/2009 
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(Anexo). As normas adotadas pela comissão podem ser encontradas no endereço: 

http://www.posvet.ufv.br. 

 

 

3.5 Animais 

 

 

Para o presente trabalho, foram utilizados 40 ratos adultos (Rattus norvegicus), 

todos provenientes do Biotério Central da UFV, sendo 10 machos e 10 fêmeas de 5 

meses de idade, aqui denominados jovens, e 10 machos e 10 fêmeas entre 10 e 12 meses 

de idade, que foram mantidos em sala climatizada recebendo água e ração à vontade até 

que atingissem a idade desejada para este estudo. Estes animais faziam parte do grupo 

de matrizes de reprodução e seriam descartados com cerca de 12 meses de idade, 

quando foram adquiridos para o presente trabalho. Ao início do experimento, os animais 

tinham entre 22 e 24 meses, e são referidos como senis ou idosos. Os ratos foram 

distribuídos em grupos de cinco indivíduos, segundo o sexo, a idade e o tratamento 

(Tabela 3.1).  

 

 
Tabela 3.1 Divisão dos animais em grupos, segundo o 
sexo, a idade e o tratamento. 

Grupo Sexo Idade Tratamento n 
1 Macho Jovem Controle 5 
2 Macho Senil Controle 5 
3 Fêmea Jovem Controle 5 
4 Fêmea Senil Controle 5 
5 Macho Jovem Estresse 5 
6 Macho Senil Estresse 5 
7 Fêmea Jovem Estresse 5 
8 Fêmea Senil Estresse 5 

 

 

O termo ‘tratamento’ foi utilizado para agrupar a utilização ou não do protocolo 

de estresse crônico. Na tabela, os animais denominados ‘controle’ na coluna 

‘tratamento’ não receberam qualquer tipo de tratamento, enquanto os animais 

denominados ‘estresse’ foram submetidos ao protocolo descrito adiante. Os grupos 

apresentarão denominações distintas nos próximos capítulos desta tese, mas cada caso 

será detalhado na ocasião pertinente. Cada grupo contava inicialmente com cinco 
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animais. Um macho e uma fêmea vieram a óbito antes do início da aplicação do 

protocolo de estresse; assim, os grupos controle de senis eram compostos por quatro 

indivíduos. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas coletivas (41x34x16cm), 

forradas com maravalha. A cada três dias, as gaiolas e as garrafas de água eram lavadas, 

higienizadas com hipoclorito de sódio, e a maravalha substituída. 

O experimento foi conduzido em uma sala preparada no Departamento de 

Veterinária da Universidade Federal de Viçosa (DVT/UFV), com ciclo de luz de 12h e 

temperatura monitorada. Os animais receberam ração comercial e água à vontade 

durante todo o experimento, com exceção dos animais submetidos ao protocolo de 

estresse, nas situações específicas descritas posteriormente. Todos os animais foram 

pesados no primeiro dia do experimento. 

 

 

3.6 Estresse moderado crônico 

 

 

O protocolo de estresse moderado crônico (EMC) utilizado neste experimento 

foi delineado a partir de diversas fontes (GAMARO et al., 2003; BEKRIS et al., 2005; 

DALLA et al., 2005; BAKER et al., 2006; JAYATISSA et al., 2008; DETANICO et 

al., 2009; LUCCA et al., 2009), sendo adaptando para a idade dos animais e para a 

infra-estrutura disponível. Foram selecionados oito fatores estressores, aplicados por 28 

dias, conforme o cronograma apresentado na Tabela 3.2. A aplicação de cada estressor é 

detalhada a seguir. 

 

 
 Tabela 3.2 Cronograma de aplicação dos estressores.  
Dias  Estressor Hora Início  Duração 
1, 8, 15, 22  Frio 14:00  2 horas 
2, 9, 16, 23  Calor 16:00  2 horas 
3, 10, 17, 24  Isolamento 07:00  24 horas 
4, 11, 18, 25  Inclinação da gaiola 13:00  3 horas 

5, 12, 19, 26  
Privação de água 
Privação de comida 

7:00 
19:00  

12 horas 
12 horas 

6, 13, 20, 27  Condições padrão    

7, 14, 21, 28  
Imobilização 
Iluminação noturna 

7:00 
19:00  

20 min 
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No momento da aplicação do frio, os animais eram transferidos para uma gaiola 

plástica, sem maravalha, colocada dentro de uma bandeja com gelo. O sistema foi 

protegido por uma caixa de papelão grande, aberta na parte superior. O sensor externo 

do termômetro era posicionado dentro da gaiola, próximo ao fundo, sem encostar. A 

temperatura foi monitorada a cada cinco minutos e mais gelo era acrescentado toda vez 

que ela ultrapassasse 12°C dentro da gaiola. Neste sistema, a temperatura variava entre 

10 e 12°C, raramente caindo para menos de 8°C. Os animais eram mantidos nestas 

condições por duas horas, começando sempre às 14h no dia em que este estressor era 

aplicado. Às 16h, eram transferidos para uma gaiola limpa com maravalha nova. 

Para a aplicação do calor, a gaiola dos animais era colocada dentro de uma caixa 

de papelão e um aquecedor elétrico de ar (Mallory, Modelo Saara, 1500W ) era 

posicionado em direção à gaiola. O sensor do termômetro foi colocado ao fundo da 

caixa e a temperatura monitorada a cada cinco minutos, sendo sempre mantida entre 38 

e 40°C. O estressor era aplicado durante duas horas, com início às 16h. 

Os animais quando submetidos ao isolamento eram transferidos para gaiolas 

aramadas individuais, onde permaneciam por 24 horas, das 7h da manhã do dia indicado 

no cronograma até as 7h da manhã do dia seguinte. As gaiolas ficavam posicionadas 

lado a lado, porém foram inseridas divisórias entre elas, impedindo o contato visual 

entre os animais, mas não o auditivo e olfativo. 

Para a inclinação, as gaiolas dos animais eram mantidas apoiadas na parede, de 

forma que o fundo da gaiola descrevesse um ângulo de 45° com o plano horizontal. A 

aplicação deste estressor iniciava-se às 13h e era mantida por três horas. 

Quando submetidos à privação de água, os animais tinham a garrafa retirada da 

gaiola às 7h da manhã e retornada às 19h. Imediatamente a ração era recolhida e 

fornecida novamente apenas às 7h da manhã do dia seguinte. 

Para a imobilização, foram confeccionadas peças de pano, em que os animais 

eram envolvidos e presos por fita com velcro. Uma tela permitia a respiração do animal. 

Permaneciam imobilizados por 20 minutos, à partir das 7h da manhã. 

Às 19h, as gaiolas eram transferidas para outra sala, onde a luz permanecia acesa 

durante toda a noite. Às 7h da manhã do dia seguinte, os animais retornavam à sala 

principal do experimento. 
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3.7 Coleta e Análise do Material 

 

 

No 29° dia do experimento, os animais foram pesados e eutanasiados por 

decapitação em guilhotina. O sangue foi imediatamente coletado, com a ajuda de um 

funil, em tubos de vidro contendo anticoagulante. Em seguida, o animal foi necropsiado 

e os ossos coletados. O fêmur esquerdo e a quarta vértebra lombar (L4) foram 

dissecados, depositados em sacos plásticos (4x23cm) contendo tampão fosfato-salino 

(PBS) tamponado pH 7,4 e congelados em  freezer (-20°C). Fêmur direito, tíbia direita e 

vértebra L5, após dissecação foram colocados em frascos de plástico contendo solução 

neutra tamponada de paraformaldeido a 4%. Após 48 horas de fixação, o formol foi 

substituído por álcool 70%. 

 

 

3.8 Densitometria Óssea 

 

 

A tíbia e o fêmur fixados, e a vértebra congelada foram submetidos à análise 

densitométrica na Faculdade de Medicina Veterinária da UNESP de Araçatuba-SP. Foi 

utilizado um densitômetro modelo DPX-Α (Figura 3.1), com software específico para 

pequenos animais para determinação do conteúdo mineral ósseo (CMO), dado em 

gramas; da área, em cm²; e da densidade mineral óssea (DMO), em g/cm². A relação 

entre esses parâmetros é expressa pela fórmula: 

 
 

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 =  
𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 (𝑔𝑔)

Á𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 (𝑐𝑐𝑚𝑚2)
 

 

As vértebras tiveram todos os processos removidos com alicate, para que fosse 

feita apenas a análise do corpo vertebral. Os ossos foram posicionados sempre da 

mesma forma dentro de um recipiente com 2cm de altura de água para fazer 

correspondência a tecido mole (Figura 3.2). O fêmur e a tíbia do mesmo animal foram 

escaneados juntos (Figura 3.3). Para a análise dos corpos vertebrais, todas as amostras 

do mesmo grupo foram posicionadas lado a lado (Figura 3.4). Para efeito de 
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padronização, o programa foi configurado para sexo masculinho, altura de 170cm e 

peso de 70kg. A aquisição da imagem foi feita no modo lento. Após o escaneamento, os 

ossos foram delimitados manualmente para a leitura do programa e os resultados 

anotados. Os fêmures utilizados nesta análise foram retornados ao álcool 70% e 

encaminhados para a histomorfometria. 

 

 

 
 

Figura 3.1 Densitômetro modelo DPX-Α 
 

 

Figura 3.2 Recipiente plástico em que eram 
posicionadas as amostras a serem analisadas na 
densitometria. A cabeça de seta indica o nível 
de água (2cm). 

 

 

 
 

Figura 3.3 Imagem capturada pelo 
densitômetro do fêmur e da tíbia do mesmo 
animal. 

 
 

Figura 3.4 Tela do programa associado ao 
densitômetro durante a análise dos corpos 
vertebrais. 
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3.9 Histomorfometria 

 

 

Fêmures direitos e vértebras L5 foram descalcificados em solução de citrato de 

sódio e ácido fórmico, que foi substituída após uma semana. Ao final de duas semanas, 

os ossos encontravam-se suficientemente descalcificados para o processamento 

histológico. O material foi lavado em água corrente por 24 horas e em solução de 

sulfato de sódio a 5% pelo mesmo tempo. Em seguida, os ossos foram cortados em 

fragmentos menores para um processamento mais eficiente. Dos fêmures, foram 

retirados dois fragmentos transversais da diáfise. As epífises foram seccionadas 

longitudinalmente (Figura 3.5) e as vértebras cortadas em seu eixo sagital mediano 

(Figura 3.6). Uma amostra de cada corte foi processada; o material não utilizado foi 

guardado em álcool 70% para possível contraprova ou novas análises. 

 

 

 
 

Figura 3.5 Seções macroscópicas realizadas nos 
fêmures após a descalcificação para o proces-
samento histológico. 
 

 
 

Figura 3.6 Seção macroscópica realizada nas 
vertebras após a descalcificação para o proces-
samento histológico. 

 

O material foi processado em aparelho histotécnico para tecidos (Leica TP1020), 

passando por alcoóis 70, 80, 90, 100 e 100%, por duas soluções de xilol e dois banhos 

de parafina. Em todas as soluções, o material foi mantido por 60min. Em seguida, foram 

montados os blocos de parafina, cada um contendo um fragmento, em cassetes 

plásticos, utilizando o sistema de inclusão histológica (Leica EG1150H). Os cortes 

histológicos foram realizados em micrótomo de rotação (Leica RM2245) com espessura 

de 4µm. Foram coletados três cortes de cada amostra, tendo cada um pelo menos 20µm 

de distância do outro. 
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Após permanecerem em estufa a 56-60°C durante uma noite, as lâminas foram 

desparafinizadas em xilol, reidratadas em concentrações decrescentes de álcool e em 

água, coradas em hematoxilina e eosina, e montadas com lamínula e bálsamo do 

Canadá. As lâminas foram observadas em microscópio ótico (Nikon Eclipse E600) 

analisadas em programa computacional (Micrometrics SE Premium) após captura da 

imagem (Feldmann Wild Leitz Digi-Pro 5.0M).  

O volume trabecular ósseo foi avaliado no corpo das vértebras e na cabeça do 

fêmur, pelo método de planimetria por contagem de pontos.  No primeiro caso, foram 

realizadas fotomicrografias em aumento de 100x tanto na porção cranial quanto na 

caudal do corpo da vértebra, para os três cortes realizados, totalizando seis imagens para 

cada animal (Figura 3.7). O campo de observação para análise dos fêmures foi 

determinado como um campo médio ao longo e abaixo da linha de crescimento, de 

forma que ela não estivesse presente na imagem adquirida no aumento de 100X, 

abrangendo apenas osso trabecular (Figura 3.8). O volume trabecular da cabeça do 

fêmur de cada animal foi calculado como a média das três observações.  

 

 

 
 

Figura 3.7 Foto macroscópica do corte 
histológico de uma vértebra. Os asteriscos 
indicam os sítios avaliados na análise 
histomorfométrica. 

 
 

Figura 3.8 Foto macroscópica do corte 
histológico de um fêmur. O asterisco indica o 
sítio avaliado na análise histomorfométrica. 
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Sobre cada imagem foi sobreposta uma grade de 12 linhas e 16 colunas, 

totalizando 192 pontos de interseção (Figura 3.9). Os pontos coincidentes com osso 

foram contabilizados e o volume trabecular ósseo foi dado pela fórmula a seguir, em 

porcentagem: 

 
 

𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉𝑉 𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇 Ó𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 (%) =  
𝑛𝑛º 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 

𝑛𝑛º 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝
 𝑥𝑥 100 

 

 

 
 

Figura 3.9 Fotomicrografia da região de osso 
trabecular da cabeça de um fêmur, com a 
sobreposição de uma grade composta por 192 
interseções. As 12 linhas e 16 colunas 
interceptam-se a cada 8µm. 

 

 

O corte transversal da diáfise do fêmur foi utilizado para a obtenção dos 

parâmetros: espessura do osso cortical, em μm; área do osso cortical, em μm²; diâmetro 

do canal medular, em μm; área do canal medular, em μm²; perímetro do canal medular, 

em μm; diâmetro total, em μm; área total, em μm²; e perímetro total, em μm . Os 

parâmetros histomorfométricos avaliados neste trabalho foram descritos segundo a 

padronização de Parfitt (1980), sumarizada na Tabela 3.3. 
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Tabela 3.3 Medidas histomorfométricas utilizadas no presente trabalho e sua correspon-
dência segundo a padronização sugerida por Parfitt (1987).  
 

Medida Abrev. Significado Unidade 
Área Total B.Ar Bone Area µm2 

Área da Cavidade Medular Ma.Ar Marrow Area µm2 

Área do Osso Cortical Ct.Ar Cortical Area µm2 

Perímetro Ósseo B.Pm Bone Perimeter µm 
Perímetro da Cavidade Medular Ma.Pm Marrow Perimeter µm 
Diâmetro Total B.Dm Bone Diameter µm 
Diâmetro da Cavidade Medular Ma.Dm Marrow Diameter µm 
Espessura do Osso Cortical Ct.Wi Cortical Width µm 
Volume Trabecular Ósseo BV/TV Bone Volume / Total Volume % 

 

 

As lâminas foram analisadas em lupa estereoscópica (WILD HEERBRUGG, 

Modelo M5A) no aumento de 25X e fotografadas em câmera digital comum (Samsung 

S630) acoplada à lente objetiva, que por sua vez contém uma grade de referência, que 

orientou a análise do material após a calibração do software para o mesmo aumento 

(Figura 3.10). Ct.Wi, Ma.Dm e B.Dm foram dados como a média de oito mensurações 

em direções diferentes. Apesar de o B.Dm ser o resultado da soma dos outros dois 

parâmetros, as mensurações foram feitas independentemente para melhor ajuste dos 

dados, evitando-se repetição de possíveis erros. Ct.Ar foi calculada subtraindo-se a área 

do canal medular da área total da secção transversal da diáfise do fêmur. A Figura 3.11 

mostra a representação esquemática de algumas medidas apresentadas.  

 

 

 
 

Figura 3.10 Fotografia obtida da observação do 
corte histológico em lupa, no aumento de 25x. 

 
 

Figura 3.11 Esquema de análise do corte 
histológico representando o corte transversal da 
diáfise do fêmur, em que a, b e c correspondem 
respectivamente às medidas de espessura co 
osso cortical, diâmetro do canal medular e 
diâmetro total 



59 
 

Dos dados obtidos, duas relações foram calculadas para expressar a relação entre 

osso cortical e canal medular, ao dividir-se a espessura do osso cortical pelo diâmetro da 

cavidade medular: Ct.Wi/Ma.Dm e Ct.Ar/Ma.Ar. 

O processamento histológico das amostras foi realizado no Laboratório de 

Histopatologia do Departamento de Veterinária da UFV e a análise das lâminas, no 

Laboratório de Biologia e Controle de Hematozoários e Vetores no Instituto de 

Biotecnologia Aplicada a Agropecuária, na UFV (LBCHV/BIOAGRO-UFV). 
 

 

3.10 Ensaio Biomecânico 

 

 

Os fêmures congelados foram encaminhados para a Faculdade de Odontologia 

da UNESP/Araçatuba – SP, onde foram realizados os testes biomecânicos, em uma 

máquina universal de ensaio mecânico (EMIC®, DL3000) do Departamento de 

Materiais Dentários, com velocidade de carga aplicada de 5mm/min e célula de carga de 

2000N. Dois testes foram realizados: flexão da cabeça do fêmur (Figura 3.12A) e flexão 

em três pontos na diáfise do fêmur (Figura 3.12B). No primeiro, o osso foi fixado 

verticalmente em um suporte por meio de parafusos, com a diáfise voltada para cima e a 

carga foi aplicada sobre a cabeça do fêmur. No segundo teste, o osso foi posicionado 

horizontalmente entre dois suportes distantes 20mm entre si e a força foi aplicada 

verticalmente no centro do sistema. 

 

 

 
 

Figura 3.12 Desenho esquemático do teste 
biomecânico. (A) Flexão da cabeça do fêmur e 
(B) Flexão da diáfise do fêmur em três pontos, 
com distância de 20mm entre os suportes. 
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O programa computacional acoplado ao aparelho fornece, em um documento de 

texto, a deformação (mm) e a força aplicada (N) em diversos tempos ao longo do 

ensaio. Esses dados foram transferidos para uma planilha no Microsoft Office Excel 

2007®, onde foi montada a curva Força x Deslocamento para cada amostra. Dentro da 

curva, foi selecionada uma área para o cálculo da rigidez. Para isso, a área escolhida 

deveria, dentro do possível, ser a mais inicial, compreender o maior número de pontos e 

apresentar regressão linear mais confiável. O valor de R² para todas as áreas 

selecionadas foi maior que 0,998. O valor de a da regressão linear na forma y=ax+b 

representa a inclinação da curva, ou seja, a rigidez do osso. Ainda com os valores 

obtidos no ensaio biomecânico, a energia absorvida pelo osso até a sua fratura é 

representada pela área do gráfico, que foi então obtida por cálculo integral, somando-se 

as áreas dos retângulos formados entre cada ponto que compõe a curva. Este valor é a 

resistência. 

 

 

3.11 ELISAs 

 

 

Os hormônios sexuais e as citocinas foram mensurados no soro por ELISA. Para 

estradiol e testosterona utilizaram-se kits Interkit® e para as citocinas (IL-1β, IL-6 e 

TNF-α), kits específicos Raybiotech®.  

 

 

3.12 Imunoistoquímica 

 

 

Os mesmos blocos histológicos utilizados na avaliação do volume trabecular 

foram encaminhados para a realização da imunoistoquímica, ou seja, os cortes 

transversais das vértebras e da cabeça dos fêmures. Foi utilizado um método indireto 

para a avaliação da expressão de RANKL, RANK e OPG. Os cortes histológicos foram 

realizados no Laboratório de Histopatologia do DVT/UFV e o ensaio 

imunoistoquímico, no LBCHV/BIOAGRO-UFV. 
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Os cortes foram realizados em micrótomo de rotação na espessura de 4µm e 

dispostos em lâmina silanizada (Immunoslides®). Após permanecerem em estufa a 

70°C por uma hora, as lâminas foram desparafinizadas em xilol, reidratadas em 

concentrações decrescentes de álcool e, por fim, em PBS pH 7,4. Em seguida, procedeu-

se a recuperação antigênica incubando-se os cortes com solução de tripsina (1mg/mL) 

por dez minutos em câmara úmida. As lâminas foram então lavadas em água destilada 

com Tween 20. Para o bloqueio da biotina endógena, as lâminas foram mergulhadas em 

uma solução de claras de ovo como fonte de avidina (1 clara para cada 100mL de água 

destilada) por 20 minutos. Após lavagem em água com Tween 20, as lâminas foram 

transferidas para uma solução de leite em pó desnatado como fonte de biotina (5g para 

100mL de água destilada) por mais 20 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados 

com os anticorpos primários (IgG de cabra anti-RANKL, IgG de cabra anti-RANK e 

IgG de cabra anti-OPG – todos adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 

Foram preparadas três lâminas de cada amostra, uma para cada anticorpo. Foi utilizada 

a diluição de 1:50 e incubação a 4°C por 24 horas. Após esse tempo, as lâminas foram 

lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo secundário biotinilado (Sigma) na 

diluição de 1:100, por 60 minutos. A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase 

endógena utilizando uma solução a 3% de peróxido de hidrogênio em PBS. As lâminas 

foram então incubadas com o complexo marcador (Sigma) na diluição de 1:200 em 

câmara úmida por 60 minutos. Em seguida, a marcação foi revelada com solução de 

diaminobenzidina (Sigma) e peróxido de hidrogênio por dez minutos. A contra-

coloração foi feita com hematoxilina de Harris e as lâminas foram então montadas com 

lamínulas e Entellan® (Merck). 

 

 

3.13 Análises estatísticas 

 

 

Com o conjunto dos dados coletados, o experimento pode ser delineado em um 

arranjo fatorial, cujas variáveis independentes são compostas por: tratamento (controle 

ou estresse), sexo (macho ou fêmea) e idade (jovem ou senil). Entretanto, como os 

resultados foram divididos em quatro artigos, a análise estatística foi escolhida da 

maneira mais apropriada para cada caso.  
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No primeiro artigo, que trata do peso e dos parâmetros ósseos apenas dos 

animais que compunham o grupo controle, foi realizada uma análise de variância do 

tipo 2-way, considerando sexo e idade como fatores principais. Como análise post-hoc, 

foi realizado o teste de Holm-Sidak para as interações, sempre que alguma diferença 

fosse detectada na análise de variância. No segundo e no terceiro artigos, as análises 

foram semelhantes ao primeiro, mas foram considerados fatores o sexo e o tratamento. 

Os pesos corporais dos animais foram submetidos a um teste t pareado para comparar os 

valores do início e do final do experimento. No quarto artigo, realizou-se uma análise de 

variância do tipo 3-way, com tratamento, sexo e idade como fatores principais, seguida 

também pelo teste de Holm-Sidak. No primeiro e no quarto artigos foram realizados 

testes de correlação de Pearson entre as diversas variáveis. Foi considerado nível de 

significância de 5% para todos os testes, exceto quando explanado no texto. Foram 

utilizados os programas computacionais SigmaPlot 11.0, Minitab Statistical Software® 

versão 15, e Microsoft Excel 2007, para a análise estatística e confecção dos gráficos. 
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4 CAPÍTULO III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISES DENSITOMÉTRICA, HISTOMORFOMÉTRICA E 

BIOMECÂNICA DE OSSOS DE RATOS MACHOS E FÊMEAS, JOVENS E 

SENIS, PARA AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO SEXO E DA IDADE SOBRE A 

MASSA ÓSSEA. 
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4.1 Resumo 

 

 

Várias alterações inerentes ao processo de envelhecimento podem comprometer 

o metabolismo ósseo, contribuindo para o estabelecimento da osteoporose, uma doença 

de crescente prevalência, capaz de diminuir a qualidade de vida dos idosos. Dadas as 

dificuldades de conduzir experimentos em humanos, os modelos animais têm grande 

importância no esclarecimento das doenças. Ratos são comumente utilizados no estudo 

da osteoporose. Este trabalho tem por objetivo fornecer mais informações sobre as 

diferenças de parâmetros ósseos de ratos, segundo sexo e idade. Para isso foram 

utilizados cinco machos e cinco fêmeas de seis meses de idade; e cinco machos e cinco 

fêmeas de 22-24 meses de idade. Os animais foram pesados e, após eutanásia, tiveram 

os ossos coletados. Fêmur, tíbia e vértebra lombar foram submetidos a densitometria 

óssea. Foram realizados ainda testes biomecânicos de flexão da cabeça e da diáfise do 

fêmur. Em análise histomorfométrica foram obtidos os volumes trabeculares da cabeça 

do fêmur e do corpo vertebral e medidas do osso cortical e da cavidade medular da 

seção transversal do fêmur. Os parâmetros de medida morfométrica mostraram-se 

relacionados ao tamanho do animal, verificado também pelo peso corporal. Tanto sexo e 

idade apresentaram efeitos importantes nesses parâmetros, em que, em geral, os valores 

apresentados pelos machos foram maiores que pelas fêmeas; bem como os apresentados 

pelos animais senis, maiores que pelos mais jovens. A densidade mineral não 

apresentou diferença devido à idade ou ao sexo. Os parâmetros avaliados no corpo 

vertebral mostraram-se pouco sensíveis aos efeitos da idade e do sexo. Força máxima e 

tenacidade, tanto ao teste de flexão da cabeça do fêmur quanto da diáfise, foram maiores 

nos machos, embora efeito da idade não tenha sido identificado. Os resultados obtidos 

no presente experimento apontam para a importância da escolha apropriada de um 

grupo controle bem como da metodologia empregada para o estudo de alterações ósseas 

causadas pelo envelhecimento. 

 

Palavras-chave: sexo, envelhecimento, ratos, modelo animal, histomorfometria óssea, 

biomecânica, densitometria óssea. 
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4.2 Abstract 

 

 

BONE DENSITOMETRY, HISTOMORPHOMETRY AND BIOMECHANICS 

OF MALE AND FEMALE, SENILE AND YOUNG RATS FOR EVALUATION 

OF SEX AND AGE EFFECTS ON BONE MASS 

 

 

Several changes associated with aging may affect bone metabolism, contributing 

to the establishment of osteoporosis, an increasing prevalence disease, capable of 

reducing seniors welfare. Given the difficulties of conducting experiments with humans, 

animal models have great importance to understand the disease. Rats are commonly 

used in the study of osteoporosis. This paper aims to provide more information about 

the differences in rats bone parameters by sex and age. To do that, we used male and 

female rats, 6 and 22-14 months old. Animals were weighed and bones were collected. 

Right femur, right tibia and L4 vertebrae were analyzed by densitometry, providing 

bone mineral content, bone area and bone mineral density. Left femur was subjected to 

biomechanical bending on its head and diaphysis, providing maximum strength, 

stiffness and toughness. Right femur and L5 vertebra were also submitted to 

histomorphometric analysis to obtain means for bone trabecular volume in femoral head 

and vertebral body, and measures of cortical bone and marrow cavity in femoral 

diaphysis cross-section. Morphometric parameters were related to the size of the animal, 

also verified by body weight. Both sex and age had important effects on these 

parameters; in general means from males were larger than that obtained from females, 

as well as those presented by aged animals, larger than the younger ones. Mineral 

density showed no difference due to age or gender. Parameters evaluated in the 

vertebral body were shown to be insensitive to the effects of age and sex. Maximum 

strength and toughness in both the bending tests were higher in males, although the 

effect of age has not been identified. These results indicate the importance of choosing 

appropriate control group and methodology to studying bone changes caused by aging. 

 

Keywords: sex, aging, rats, animal model, bone histomorphometry, biomechanics, bone 

densitometry.  
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4.3 Introdução 

 

 

Embora a deficiência de estrógeno na mulher pós-menopausa seja considerada a 

principal causa da osteoporose (FAN et al., 2005), várias alterações relacionadas ao 

envelhecimento colaboram com o processo de perda óssea em ambos os sexos (GALI, 

2001), visto que podem ser afetados os sistemas neuroendócrino, imunológico e de 

comunicação célula-célula (MEITES, 1988) – sistemas também empregados no 

equilíbrio do metabolismo ósseo (ANANDARAJAH, 2000; MUNDY et al., 2000). A 

epidemiologia da osteoporose, marcada por crescente prevalência, é modulada pelo 

envelhecimento da população (REGINSTER e BURLET, 2006). Em 2005, mais de 10 

milhões de indivíduos apresentavam osteoporose nos EUA (SHEA e MILLER, 2005). 

Os dados epidemiológicos da doença em países em desenvolvimento podem ser 

escassos (ROCHA e RIBEIRO, 2003), mas o envelhecimento da população é um 

fenômeno presente em todo o planeta (TINKER, 2002). Um dos aspectos da mudança 

na pirâmide populacional é a maior expressão de doenças relacionadas ao 

envelhecimento (LIMA-COSTA e VERAS, 2003), que pode ser definido como declínio 

das funções fisiológicas relacionado à idade (AUSTAD, 2005). Uma dessas doenças é a 

osteoporose, caracterizada por baixa densidade óssea e deterioração da microarquitetura 

do tecido, o que torna os ossos mais frágeis, aumentando o risco de fraturas (WHO, 

2003). Aos 90 anos, mulheres podem apresentar 50% da massa de osso trabecular 

máximo que tenha atingido ao longo de sua vida, enquanto os homens podem apresentar 

perdas entre 10 e 25% (KIEBZAK, 1991). Ratos são comumente empregados para o 

estudo da osteoporose senil (WANG et al., 2001; SIPOS et al., 2008; VANLEENE et 

al., 2008), ainda que existam divergências com observações feitas em humanos 

(MOSEKILDE, 1995). O presente trabalho descreve as diferenças entre alguns 

parâmetros ósseos de ratos de seis meses e 22-24 meses de idade, de ambos os sexos, 

com o objetivo de contribuir para a caracterização deste modelo, fornecendo mais uma 

fonte de informação a seu respeito e encorajando sua utilização para o estudo da 

osteoporose senil. 
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4.4 Material e métodos 

 

 

4.4.1 Animais 

 

 

As práticas adotadas neste experimento foram aprovadas pelo Comitê de Ética 

para o Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (Processo 52/2009), com 

base na legislação vigente. Vinte ratos Wistar (Rattus norvegicus), 5 machos e 5 fêmeas 

com 6 meses de idade, e o mesmo número de animais entre 22 e 24 meses, foram 

obtidos do Biotério Central da UFV. Os animais senis faziam parte do grupo de 

matrizes de reprodução do biotério e seriam descartados com cerca de 12 meses de 

idade, quando foram então adquiridos para o presente trabalho. Durante um ano, eles 

foram mantidos em sala climatizada, recebendo apenas água e ração comercial, até que 

atingissem a idade desejada para o estudo. Neste período, um macho e uma fêmea 

vieram a óbito, deixando cada grupo senil com quatro indivíduos. Os animais foram 

pesados e, após eutanásia, foram necropsiados e tiveram fêmures, tíbias e vértebras 

lombares coletados e dissecados. 

 

 

4.4.2 Densitometria e teste biomecânico 

 

 

Fêmur e tíbia direitos, bem como vértebra L4, que teve seus processos 

previamente retirados com um alicate, foram avaliados por DXA (Densitômetro Lunar 

DPX Α). Conteúdo mineral ósseo (CMO, em g), área do osso (cm²) e densidade mineral 

óssea (DMO, em g/cm²) foram determinados no teste. 

O fêmur esquerdo foi submetido ao teste mecânico em aparelho EMIC®, 

realizado com célula de carga de 2000N a 20 mm/min. Dois testes foram realizados: a 

flexão da cabeça do fêmur e a flexão da diáfise do fêmur; para cada um obtiveram-se a 

força máxima (em N) suportada pelo osso, a rigidez (em N/mm) e a tenacidade. 
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4.4.3 Histomorfometria 

 

 

Vértebra L5 e fêmur direito foram fixados em formol, descalcificados em 

solução de ácido fórmico e incluídos em parafina. Foram realizados três cortes de cada 

amostra com 4µm de espessura, distantes pelo menos 20µm entre si. A região de osso 

trabecular abaixo da linha de crescimento da cabeça do fêmur e das extremidades 

cranial e caudal do corpo da vértebra foi fotografada em microscópio, no aumento de 

100X. Uma grade de 12 linhas e 16 colunas (192 interseções), distantes 8µm entre si, 

foi sobreposta às imagens e o volume trabecular ósseo (BV/TV), obtido por planimetria 

por contagem de pontos, em %.  

Cortes transversais da porção média da diáfise do fêmur foram fotografados em 

aumento de 25x. A análise das imagens forneceu as seguintes medidas, padronizadas 

segundo Parfitt et al. (1987): diâmetro médio total e da cavidade medular (B.Dm e 

Ma.Dm, em µm), espessura do osso cortical (Ct.Wi, µm), perímetro total e da cavidade 

medular (B.Pm e Ma.Pm, µm), área total e da cavidade medular (B.Ar e Ma.Ar, em 

µm²). Os valores para diâmetro e espessura de cada animal foram calculados como a 

média de oito mensurações em diferentes sentidos, em cada uma das três repetições. A 

partir destes dados foram calculadas as relações entre osso cortical e cavidade medular 

Ct.Wi/Ma.Dm e Ct.Ar/Ma.Ar.  

 

 

4.4.4 Análises Estatísticas 

 

 

Foram determinados os efeitos do sexo e da idade, bem como da interação destes 

fatores, sobre o peso e os parâmetros ósseos submetendo os dados a uma análise de 

variância do tipo 2-way. Em caso de efeito significativo, foi empregado o teste de 

Holm-Sidak como teste post-hoc. Quando as pressuposições da análise de variância não 

se cumpriram, os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. A relação entre 

as observações foram avaliadas pelo teste de correlação de Pearson. Para todos os testes 

foi considerado nível de significância de 5% para todas as análises, ou como 

especificado na descrição dos resultados. 
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4.5 Resultados 

 

 

4.5.1 Peso Corporal 

 

 

A análise de variância revelou que o peso depende diretamente da idade 

(p<0,001) e do sexo (p<0,001), mostrando que machos são mais pesados que fêmeas, e 

senis, mais pesados que jovens. Entretanto, as duas variáveis independentes 

apresentaram interação entre si para a resposta do peso corporal (p=0,024). A análise 

post-hoc mostrou que dentro da mesma idade, machos diferem consideravelmente das 

fêmeas; entretanto, a diferença entre as idades dentro do mesmo sexo, não foi detectada 

nas fêmeas (Figura 4.1), sugerindo que o incremento de peso ao longo do tempo seja 

mais pronunciado nos machos que nas fêmeas. 

 

 

 
 

Figura 4.1 Variação do peso corporal, 
em gramas (g), segundo sexo e idade. 
As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MJ: 
Machos Jovens; MS: Machos Senis; 
FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. 
Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; 
entre idades dentro do mesmo sexo: * 
p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos 
dentro da mesma idade: † p<0,001 e 
†† p<0,05. 
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4.5.2 Densitometria 

 

 

CMO femoral apresentou efeito somente do sexo como fator principal (p<0,001) 

na análise de variância, sendo as médias dos machos maiores que das fêmeas. O teste 

post-hoc identificou apenas a diferença entre machos jovens e machos senis e entre 

machos senis e fêmeas senis (Figura 4.2 A). O efeito principal exibido na análise de 

variância para CMO tibial também indicou que as médias dos machos foram maiores 

que das fêmeas (p=0,002). Entretanto, a interação entre sexo e idade também foi 

detectada (p=0,033). O teste post-hoc para a tíbia mostrou significância semelhante à do 

fêmur (Figura 4.2 B), ou seja, o acúmulo mineral nestes ossos ao longo do tempo é mais 

pronunciado nos machos, além de naturalmente apresentarem médias maiores que as 

fêmeas. Nenhuma diferença estatística foi detectada para CMO vertebral (Figura 4.2 C). 

 

 

 
 

Figura 4.2 Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas (g), do 
fêmur (A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MJ: 
Machos Jovens; MS: Machos Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas 
Senis. Os sinais representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e ** 
p<0,05; entre sexos dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A área do fêmur aferida durante a análise densitométrica mostrou efeito 

independente do sexo e da idade na análise de variância (respectivamente, p<0,001 e 

p=0,024). As médias apresentadas pelos machos são maiores que as fêmeas, bem como 

as médias dos animais senis, maiores que dos jovens. O teste post-hoc foi capaz de 

detectar a diferença entre os sexos, mas, quanto à idade, apenas a variação entre os 

machos ficou evidente (Figura 4.3 A). Já a área da tíbia revelou efeito apenas do sexo 

(p<0,001). O teste post-hoc comprovou que os machos têm uma área óssea tibial maior 

que as fêmeas (Figura 4.3 B). Para o corpo vertebral, a análise estatística não mostrou 

qualquer diferença significativa (Figura 4.3 C). 

 

 

 
 

Figura 4.3 Variação da área, em cm2, do fêmur (A), da tíbia (B) e da 
vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos Senis; 
FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os sinais representam 
diferenças significativas no teste de Holm-Sidak; entre idades dentro 
do mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos dentro da mesma 
idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A DMO não apresentou diferença significativa em qualquer dos três ossos, nem 

para sexo ou idade como efeito principal, nem para a interação entre as variáveis 

independentes (Figura 4.4). 

 

 

 
 

Figura 4.4 Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur 
(A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MJ: Machos Jovens; 
MS: Machos Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos 
dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 

 

 

A correlação entre CMO e Área em cada osso é alta (fêmur: 0,913; tíbia: 0,831; 

e vértebra: 0,901). Com exceção da vértebra, CMO guarda ainda correlação 

significativa com o peso do animal (fêmur: 0,876; e tíbia: 0,748). E apenas a DMO do 

fêmur e da tíbia mostraram correlação entre si, embora moderada (0,679). Área do 

fêmur e área da tíbia também apresentaram correlação significativa com o peso dos 

animais, com coeficientes de correlação de 0,911 e 0,785, respectivamente.  
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4.5.3 Histomorfometria 

 

 

Quanto aos valores de área total da seção transversal da diáfise do fêmur, a 

análise de variância mostrou que o sexo apresenta efeito principal (p<0,001), com 

valores maiores nos ratos machos. O teste post-hoc foi capaz de identificar que além de 

ser maior nos machos, B.Ar também é maior nas fêmeas senis em relação com as 

fêmeas jovens (Figura 4.5 A). Para Ma.Ar, sexo e idade mostraram efeito independente 

na análise de variância (respectivamente, p=0,002 e p=0,008), com valores médias 

maiores nos machos em relação às fêmeas, e nos senis em relação aos jovens. O teste 

post-hoc identificou apenas as diferenças entre fêmeas jovens e fêmeas senis, e entre 

machos jovens e fêmeas jovens (Figura 4.5 B). Já Ct.Ar apresentou apenas o efeito do 

sexo na análise de variância (p=0,003) e o teste post-hoc evidenciou somente as 

diferenças entre machos jovens e fêmeas jovens (Figura 4.5 C). 

 

 

 

Figura 4.5 Variação da área total (A), da cavidade medular (B) e do osso 
cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo 
sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-padrão dos 
grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: 
Fêmeas Senis. Os sinais representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; 
entre sexos dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Os valores para diâmetro total e da cavidade medular mostraram, na análise de 

variância, efeito do sexo (p<0,001, para ambas as medidas), com as maiores médias 

entre os machos. A idade mostrou efeito apenas para o diâmetro da cavidade medular 

(p=0,005), que mostrou-se maior nos animais mais velhos. O teste post-hoc mostrou 

comportamento semelhante nas duas medidas, com valores maiores em machos e 

diferenças entre idades apenas nas fêmeas (Figura 4.6 A e B). A espessura do osso 

cortical não apresentou qualquer diferença significativa entre os grupos (Figura 4.6 C). 

 

 

 
 

Figura 4.6 Variação dos diâmetros total (A) e da cavidade medular (B) e 
da espessura do osso cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, 
em µm, segundo sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-
padrão dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos Senis; FJ: Fêmeas 
Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os sinais representam diferenças significativas 
no teste de Holm-Sidak; entre idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre sexos dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Os efeitos do sexo e da idade mostraram-se significativos em ambas as medidas 

de perímetro realizadas na seção transversal da diáfise do fêmur. O perímetro total dos 

machos é maior que das fêmeas (p<0,001), bem como dos senis, maior que dos jovens 

(p=0,020). No teste de Holm-Sidak, as diferenças no perímetro total ficaram evidentes 

apenas entre os sexos (Figura 4.7 A). O perímetro da cavidade medular mostrou 

comportamento semelhante ao total na análise de variância, quanto ao sexo (p<0,001) e 

à idade (p=0,002), sendo os efeitos de ambas as variáveis independentes demonstrados 

no teste post-hoc (Figura 4.7 B). 

 

 

 
 

Figura 4.7 Variação do perímetro total (A) e da 
cavidade medular (B) do corte transversal da 
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade. 
As barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos 
Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os 
sinais representam diferenças significativas no 
teste de Holm-Sidak; entre idades dentro do 
mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos 
dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A relação entre a medida da espessura do osso cortical e o diâmetro da cavidade 

medular não mostrou qualquer diferença significativa entre os grupos ou os fatores sexo 

e idade (Figura 4.8 A). Já a relação entre as áreas (Ct.Ar/Ma.Ar) mostrou-se maior nos 

animais senis, na análise de variância (p=0,039), embora o teste de Holm-Sidak tenha 

evidenciado esta diferença apenas entre as fêmeas (Figura 4.8 B). 

 

 

 
 

Figura 4.8 Variação da relação entre a espessura do osso 
cortical e o diâmetro da cavidade medular (A) e entre a 
área do osso cortical e a área da cavidade medular (B) do 
corte transversal da diáfise do fêmur, segundo sexo e 
idade. As barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos Senis; FJ: 
Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os sinais representam 
diferenças significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; 
entre sexos dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† 
p<0,05. 

 

 

O peso dos animais apresentou correlação variável entre média e alta com as 

medidas da seção transversal: B.Ar (r=0,848), B.Pm (r=0,887), Ma.Ar (r=0,726), 

Ma.Pm (r=0,796), Ma.Dm (r=0,740), B.Dm (r=0,879), Ct.Ar (r=0,764). As exceções 

ficaram com Ct.Wi (p=0,093) e as relações Ct.Wi/Ma.Dm (p=0,392) e Ct.Ar/Ma.Ar 

(p=0,313), que não apresentaram correlação com o peso corporal dos animais. De 

maneira semelhante apresentou-se a correlação entre a área do fêmur, obtida na 

densitometria (dados não apresentados).  
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Quanto ao volume trabecular ósseo (BV/TV), as diferenças foram significativas 

apenas para o fêmur, em que a diferença entre os sexos identificada na análise de 

variância (p<0,001) foi evidenciada no teste post-hoc (Figura 4.9). Não houve 

correlação entre DMO e BV/TV dos ossos (p>0,050, para ambas as comparações). 

 

 

 
 

Figura 4.9 Variação do volume trabecular 
ósseo (BV/TV) na cabeça do fêmur (A) e no 
corpo vertebral (B), em %, segundo sexo e 
idade. As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MJ: Machos Jovens; 
MS: Machos Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: 
Fêmeas Senis. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
idades dentro do mesmo sexo: * p<0,001 e ** 
p<0,05; entre sexos dentro da mesma idade: † 
p<0,001 e †† p<0,05. 
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4.5.4 Teste Biomecânico 
 

 

A força máxima atingida no teste biomecânico de flexão da cabeça e da diáfise 

do fêmur apresentou diferença significativa na análise de variância por efeito do sexo 

(p<0,001 e p=0,046, respectivamente), porém o teste post-hoc foi capaz de detectar este 

efeito apenas na cabeça do fêmur (Figura 4.10), com as médias apresentadas pelos 

machos jovens maiores que fêmeas jovens, e machos senis maiores que fêmeas senis. 

 

 

 
 

Figura 4.10 Variação da força máxima suportada, 
em N, no teste de flexão da cabeça (A) e da diáfise 
(B) do fêmur, segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. 
MJ: Machos Jovens; MS: Machos Senis; FJ: 
Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre idades dentro do mesmo sexo: * 
p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos dentro da mesma 
idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A análise de variância mostrou que a tenacidade da cabeça do fêmur, mensurada 

no teste de flexão, depende do sexo do animal (p=0,020), sendo maior nos machos. O 

teste post-hoc evidenciou esta diferença apenas entre os animais jovens (Figura 4.11 A). 

Para a tenacidade da diáfise, sexo também se mostrou um fator determinante (p=0,005), 

porém o teste de Holm-Sidak identificou a diferença apenas entre os animais senis 

(Figura 4.11 B).  

 

 

 
 

Figura 4.11 Variação da tenacidade, em J, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos 
Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os 
sinais representam diferenças significativas no 
teste de Holm-Sidak; entre idades dentro do 
mesmo sexo: * p<0,001 e ** p<0,05; entre sexos 
dentro da mesma idade: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Os valores para rigidez obtidos tanto para a cabeça quanto para a flexão do 

fêmur foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, pois não cumpriram os pré-

requisitos da análise de variância. Entretanto nenhuma diferença pôde ser encontrada 

(p=0,415 e p=0,485, respectivamente) (Figura 4.12). 

 

 

 
 

Figura 4.12 Variação da rigidez, em N/mm, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos 
Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. 

 

 

Força máxima e tenacidade obtidas nos dois testes guardam alguma correlação 

com os parâmetros avaliados histomorfometricamente na seção transversal da diáfise do 

fêmur. A força máxima atingida no teste de flexão da cabeça do fêmur apresentou ainda 

correlação de 0,746 com BV/TV do fêmur. Já a força máxima na flexão da diáfise 

mostrou correlação de 0,628 com a DMO do osso.  
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4.6 Discussão 

 

 

Os animais de 22-24 meses de idade utilizados neste experimento eram mais 

pesados que os de seis meses. Ratos podem aumentar sua massa corporal até cerca de 18 

meses de idade, mesmo o início da puberdade ocorrendo por volta dos 3 meses 

(SENGUPTA et al., 2005). O aumento contínuo do peso corporal com o avanço da 

idade também é visto em camundongos utilizados para o estudo da osteoporose senil 

(GLATT et al., 2007). A densitometria óssea é a ferramenta padrão para o diagnóstico 

da osteoporose com base em parâmetros definidos pela Organização Mundial da Saúde 

(WHO, 1994). Entretanto, o resultado pode variar de acordo com a metodologia 

utilizada (FAULKNER et al., 1999; BLAKE et al., 2002), com a parte do esqueleto 

analisada (EL MAGHRAOUI et al., 2007; MOUNACH et al., 2009), e com a 

composição corporal do paciente (SAARELAINEN et al., 2007). Parte desta diferença 

ocorre porque, apesar de a osteoporose ser uma doença sistêmica, a perda óssea não é 

uniforme dentro do esqueleto (SHEA e MILLER, 2005), pois a atividade das células 

ósseas depende da irrigação sanguínea local e estimulação mecânica (WEINSTEIN e 

MANOLAGAS, 2000; HAZENBERG et al., 2006). Na clínica médica, o aferimento do 

risco de fratura torna-se então muito mais confiável quando associado a fatores de risco 

clínicos, como histórico familiar, risco de queda, atividade física, e outros (LESLIE et 

al., 2002; SYED e KHAN, 2002). No presente experimento, a DMO dos animais não 

mostrou diferenças entre sexo e idade. É importante lembrar que a análise foi feita no 

órgão como um todo, ou seja, o resultado não reflete apenas a densidade do tecido 

ósseo, mas também dos outros tipos de tecido que compõem os ossos (FAULKNER e 

MILLER, 2008). Os resultados do presente trabalho estão em concordância com 

Sengupta et al. (2005), que avaliou DMO de ratos Sprague-Dawley e constatou que a 

massa óssea atingida à puberdade, ou seja, em torno de três meses de idade, permaneceu 

constante até os 36 meses. Mesmo para humanos esta medida pode ser controversa – 

mesmo que apresentem a mesma DMO que as jovens, mulheres mais velhas apresentam 

maior risco de fratura (RUBIN et al., 1999). Glatt et al (2007) verificaram em 

camundongos de um a 20 meses, além do aumento do peso corporal, um acúmulo 

progressivo de DMO total, mas diminuição de BV/TV à partir de 6-8 semanas de idade. 

Em hamsters, analisados entre três a 24 meses, o acúmulo de massa óssea progrediu até 

6-12 meses, a área da cortical permaneceu constante, embora a espessura tenha 
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diminuído (CHEN et al., 2008). É importante ter em mente que, embora sejam 

correlacionados, em termos absolutos, a área do osso cortical não necessariamente 

acompanha sua espessura no corte transversal, pois depende também do diâmetro da 

cavidade medular. A Figura 4.13 esquematiza as relações entre área e espessura em um 

diagrama que representa uma seção transversal da diáfise do fêmur: entre A e B, a 

espessura da cortical é mantida, mas o diâmetro da cavidade medular em B é o dobro da 

representada em A. Na tabela estão calculados os valores para as mesmas medidas feitas 

na histomorfometria óssea deste trabalho. Adicionalmente, os valores para uma situação 

é apresentada na coluna C, cujo valor para Ma.Dm é o triplo de A.  

 

 

 
Figura 4.13 Representação esquemática das relações entre osso cortical e cavidade 
medular. Nos círculos apresentados, a área cinza representa o osso cortical e o 
círculo branco interno, a cavidade medular. A e B apresentam a mesma espessura do 
osso cortical. Entretanto a variação do diâmetro da cavidade medular altera a área do 
osso cortical (Consultar o texto). 

 

 

Utilizando camundongos C57BL/6J machos, Halloran et al. (2002) observaram 

que a espessura do osso cortical diminuiu 12% entre seis e 24 semanas de idade, embora 

a área permanecesse constante. Os autores notaram ainda uma diminuição de BV/TV de 

60% nos animais mais velhos. Neste mesmo tipo de camundongos, a reabsorção 

endocortical aumentou com a idade e o crescimento do perímetro periosteal mostrou-se 

constante (FERGUSON et al., 2003). As diferenças observadas no presente trabalho 

para sexo e idade na seção transversal do fêmur são similares ao que ocorre em 

humanos, em que há aumento do diâmetro da cavidade medular, com aposição 

periosteal compensatória; tal mecanismo é mais pronunciado nos indivíduos do sexo 

masculino (RUSSO et al., 2006). Em humanos, as correlações entre BV/TV nos 



85 
 

diversos pontos estudados variam de 0,13 a 0,56 (ECKSTEIN et al., 2007). Entre ratos 

Sprague-Dawley machos de cinco e 23 meses, Pietschmann et al. (2007) encontraram o 

efeito deletério do envelhecimento sobre DMO do osso trabecular, volume ósseo e 

número de trabéculas na tíbia proximal. Adaptações na forma geométrica do osso 

poderiam aumentar a força do colo femoral durante a fase adulta, mesmo a que a DMO 

tenha atingido um patamar (PETIT et al., 2004). Eckstein et al. (2007), cujo estudo 

envolveu homens e mulheres a partir de 52 anos, mostraram que as propriedades 

microestruturais do osso trabecular são heterogêneas ao longo do esqueleto e que a 

diferença entre homens e mulheres não ocorre em todos os sítios, mas coincidem com 

os locais de maior incidência de fraturas. Em ratos, as fraturas osteoporóticas não 

ocorrem e, para verificar a fragilidade do osso, emprega-se o teste biomecânico 

(TURNER et al., 2001). Muitos fatores podem influenciar neste teste, como o tipo de 

osso, a temperatura, o grau de hidratação e de autólise; por isso, os dados devem ser 

sempre relativos (TURNER e BURR, 1993). A correlação entre a força máxima da 

cabeça do fêmur com BV/TV neste trabalho foi maior que a entre força máxima da 

diáfise e DMO. Em análise ex vivo, ossos humanos guardam alta correlação entre DMO 

e força máxima no teste de flexão (AMMANN, 2009). Weinstein et al. (2010) 

correlacionaram DMO vertebral de camundongos, aferida in vivo, com a avaliação 

biomecânica do mesmo sítio em ensaio ex vivo, com resultados semelhantes aos obtidos 

no presente trabalho. As alterações biomecânicas envolvidas no processo de 

envelhecimento não têm apenas relação com as alterações morfométricas, mas também 

com mudanças na composição da matriz (AKKUS et al., 2004; VANLEENE et al., 

2008). Para Kalu (1999), a utilização de fêmeas virgens no estudo da osteoporose em 

ratos senis contornaria um problema que pode ocorrer em ratas descartadas de 

criadouros: a depleção de osso trabecular. Os animais utilizados no presente trabalho 

eram matrizes de criação em um biotério. Apesar de não haver informação disponível 

sobre a paridade desses animais, as únicas interações entre sexo e idade apresentadas 

foram para o peso corporal e para o CMO da tíbia, que é relacionado ao tamanho do 

animal e seu valor compensa-se na medida da DMO. Em mulheres ainda, o número de 

partos correlaciona-se negativamente com o risco de fratura do colo femoral, o que não 

parece ter relação com DMO (HILLIER et al., 2003).  
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4.7 Conclusão 

 

 

Os parâmetros de medida morfométrica dos ossos dos ratos empregados neste 

trabalho dependem do tamanho do animal, que pode ser verificado também pelo peso 

corporal. Sexo e idade têm importante efeito nessa questão: machos são maiores que 

fêmeas, bem como os animais considerados senis, ou seja, com 22 a 24 meses de idade, 

são maiores que os mais jovens, de seis meses. A densidade mineral, parâmetro 

importante na avaliação da perda de massa óssea, não apresentou diferença devido à 

idade ou ao sexo. Os parâmetros avaliados no corpo vertebral mostraram-se pouco 

sensíveis aos efeitos da idade e do sexo. Força máxima e tenacidade, tanto ao teste de 

flexão da cabeça do fêmur quanto da diáfise, foram maiores nos machos, embora efeito 

da idade não tenha sido identificado. Os resultados obtidos no presente experimento 

apontam para a importância da escolha apropriada de um grupo controle bem como da 

metodologia empregada para o estudo de alterações ósseas causadas pelo 

envelhecimento. 
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5 CAPÍTULO IV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DO ESTRESSE MODERADO CRÔNICO  

SOBRE PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO ÓSSEA EM RATOS ADULTOS 

MACHOS E FÊMEAS 
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5.1 Resumo 

 

 

A osteoporose é uma doença de causa multifatorial, de alta prevalência e que 

compromete consideravelmente a qualidade de vida das pessoas. O comprometimento 

da estrutura óssea leva ao aumento do risco de fraturas, que se mostram muito 

debilitantes. Com a observação de que pacientes com depressão apresentavam 

densidade mineral óssea mais baixa que indivíduos saudáveis, percebeu-se que o 

estresse pode ser um agravante na perda óssea. O presente trabalho avalia o efeito de um 

protocolo de estresse moderado crônico sobre parâmetros ósseos de ratos machos e 

fêmeas. Para isso, cinco animais de cada sexo, com cinco meses de idade, foram 

submetidos a um cronograma de aplicação de estressores durante 28 dias. Foram 

incluídos frio, calor, imobilização, inclinação da gaiola, isolamento, luz notura e 

privação de água e de ração, como estressores. Como grupo controle, cinco animais de 

cada sexo foram mantidos em gaiola duas gaiolas coletivas, com água e ração à vontade, 

sem qualquer outro tipo de intervenção. Os animais foram pesados no início e no final 

do período, e, após eutanásia, tiveram seus ossos coletados. Fêmur, tíbia e vértebra 

lombar foram submetidos a densitometria óssea. Foram realizados ainda testes 

biomecânicos de flexão da cabeça e da diáfise do fêmur. Em análise histomorfométrica 

foram obtidos os volumes trabeculares da cabeça do fêmur e do corpo vertebral e 

medidas do osso cortical e da cavidade medular da seção transversal do fêmur. O 

estresse mostrou-se capaz de diminuir a densidade mineral óssea, bem como a espessura 

do osso cortical da seção transversal da diáfise do fêmur, além de diminuir o peso dos 

animais. Na cabeça do fêmur, o estresse ainda diminuiu a o volume trabecular ósseo e a 

força máxima atingida no teste de flexão. O efeito do sexo apareceu em quase todos os 

parâmetros, em que as médias exibidas pelos machos foram menores que as fêmeas. 

Com isso, confirma-se que o estresse pode comprometer o equilíbrio da homeostase 

óssea, colaborando para o estabelecimento da osteopenia ou osteoporose. 

 

Palavras-chave: osteoporose, estresse, modelo animal, ratos, densitometria óssea, 

biomecânica óssea, histomorfometria. 
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5.2 Abstract 

 

 

EFFECTS OF CHRONIC MILD STRESS ON BONE PARAMETERS OF MALE 

AND FEMALE RATS. 

 

 

Osteoporosis is a disease caused by multiple factors. It presents high prevalence 

and impairs welfare. The disease causes bone loss leading to increased risk of fractures, 

which may be very debilitating. Based on observation that patients with depression had 

lower bone mineral density than healthy individuals, it was noted that stress can be an 

aggravating factor in bone loss. This study evaluates the effect of a chronic mild stress 

protocol on bone parameters of male and female rats. To do that, animals of both sexes, 

with 5 months of age were subjected to a schedule of stressors application during 28 

days. We included cold, heat, immobilization, tilt cage, isolation, deprivation of water 

and food, and night light, as stressors. Animals of both sexes, young and aged were kept 

with water and feed at will, with no interventions, to serve as control. Rats were 

weighed, euthanized, and blood and bones were collected. Right femur, right tibia and 

L4 vertebrae were analyzed by densitometry, providing bone mineral content, bone area 

and bone mineral density. Left femur was subjected to biomechanical bending on its 

head and diaphysis, providing maximum strength, stiffness and toughness. Right femur 

and L5 vertebra were also submitted to histomorphometric analysis to obtain means for 

bone trabecular volume in femoral head and vertebral body, and measures of cortical 

bone and marrow cavity in femoral diaphysis cross-section. Stress was able to decrease 

bone mineral density, thickness of cortical bone of femoral diaphysis cross-section and 

body weight of animals. Stress also decreased trabecular bone volume and maximum 

strength reached in the bending test in femoral head. Effect of sex was evident in almost 

all parameters; means displayed by males were smaller than females. Thus, it is 

confirmed that stress can impair bone homeostasis, contributing to the establishment of 

osteopenia or osteoporosis.  

 

Keywords: osteoporosis, stress, animal model, rats, bone densitometry, biomechanics, 

bone histomorphometry. 
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5.3 Introdução 

 

 

A remodelação óssea é um processo normal e altamente regulado, que envolve a 

ação coordenada das células ósseas, e assegura a integridade do esqueleto ao longo da 

vida (CARDA et al., 2005). Mediadores endócrinos e imunológicos estão envolvidos na 

regulação da remodelação (SHEA e MILLER, 2005). A osteoporose é uma enfermidade 

de alta prevalência (CAPPER e FLANAGAN, 2005), cuja patogenia envolve o 

desequilíbrio entre a formação e a reabsorção óssea (WHO, 2003). O estabelecimento 

da doença é multifatorial, porém a exposição crônica do indivíduo a glicocorticoides é 

uma causa comum (SAMBROOK e LANE, 2001). O glicocorticoide endógeno tem 

papel central na resposta do organismo ao estresse (DE KLOET et al., 1998; PACAK e 

MCCARTY, 2000). Dentre os diversos modelos animais para a pesquisa do estresse, o 

modelo de estresse moderado crônico é amplamente utilizado com o objetivo de induzir 

alterações compatíveis com a depressão (GAMARO et al., 2003; DALLA et al., 2005; 

BAKER et al., 2006; DETANICO et al., 2009; LUCCA et al., 2009), que, em humanos, 

tem sido relacionada à diminuição da densidade mineral óssea (DMO), aumentando o 

risco do desenvolvimento da osteoporose (CIZZA et al., 2009). O estresse moderado 

crônico é um modelo que propõe a aplicação de vários tipos de estressores moderados 

por um período maior de tempo (WILLNER, 1997). Não só o glicocorticoide produzido 

na resposta ao estresse pode ter efeito sobre o metabolismo ósseo – a norepinefrina 

também parece desempenhar um importante papel (YIRMIYA et al., 2006). A maioria 

dos trabalhos que utilizam o estresse moderado crônico tem como objetivo as alterações 

relativas à depressão, principalmente no que diz respeito ao sistema nervoso central. A 

relação entre estresse e metabolismo ósseo ainda é muito pouco estudada. Para 

contribuir com informações adicionais sobre esta relação, o objetivo do presente 

trabalho é pesquisar o efeito de um protocolo de estresse moderado crônico sobre 

parâmetros de avaliação óssea em ratos machos e fêmeas.  
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5.4 Metodologia 

 

 

5.4.1 Animais 

 

 

Os procedimentos adotados neste experimento foram aprovados pelo Comitê de 

Ética para o uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (Processo 52/2009), 

com base na legislação vigente. Vinte ratos Wistar (Rattus norvegicus), de ambos os 

sexos foram adquiridos do Biotério Central da UFV aos três meses de idade. Os animais 

foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco por gaiola) em sala climatizada com ciclos 

de 12 horas de luz/escuro. Ao completarem cinco meses de idade, deu-se início à 

aplicação do protocolo de estresse crônico para cinco machos e cinco fêmeas. Os 

animais restantes compuseram o grupo controle, que não foi submetido a qualquer 

procedimento durante o experimento. 

 

 

5.4.2 Estresse Crônico 

 

 

O protocolo de aplicação de estresse utilizado neste experimento foi baseado em 

diversas fontes encontradas na literatura científica para o modelo de estresse moderado 

crônico (GAMARO et al., 2003; DALLA et al., 2005; BAKER et al., 2006; 

DETANICO et al., 2009; LUCCA et al., 2009). Foram feitas adaptações de acordo com 

a estrutura disponível em nosso laboratório, resultando num esquema de aplicação de 

oito fatores estressores, durante 28 dias conforme mostrado na Tabela 5.1. Brevemente, 

o frio foi aplicado transferindo-se os animais para gaiolas sem maravalha dispostas 

sobre sacos de gelo. Para a aplicação do calor, as gaiolas eram colocadas dentro de uma 

grande caixa de papelão, apenas para isolamento térmico parcial, e, com um aquecedor 

elétrico, a temperatura no sistema era mantida entre 38 e 40°C. Na inclinação, as gaiolas 

eram apoiadas formando um ângulo de 45° com o chão. Para a imobilização, foram 

confeccionadas peças de pano, nas quais os animais eram envolvidos e presos por fita 

com velcro; uma tela permitia a respiração do animal. Às 19h, quando eram apagadas as 

luzes, os animais submetidos à iluminação noturna eram transferidos para outra sala e 
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retornados para a sala principal às 7h da manhã do dia seguinte. No 29º dia do 

experimento, os animais foram pesados, eutanasiados e tiveram fêmures, tíbias e 

vértebras lombares coletados e dissecados. 

 

 
Tabela 5.1 Esquema de aplicação do estresse crônico durante 28 
dias. A tabela indica o dia, o horário de início e a duração de cada 
estressor. 

 

Dias  Estressor Hora Início  Duração 
1, 8, 15, 22  Frio 14:00  2 horas 
2, 9, 16, 23  Calor 16:00  2 horas 
3, 10, 17, 24  Isolamento 07:00  24 horas 
4, 11, 18, 25  Inclinação da gaiola 13:00  3 horas 

5, 12, 19, 26  
Privação de água 
Privação de comida 

7:00 
19:00  

12 horas 
12 horas 

6, 13, 20, 27  Condições padrão    

7, 14, 21, 28  
Imobilização 
Iluminação noturna 

7:00 
19:00  20 min 

 

 

5.4.3 Parâmetros de Avaliação Óssea e Análises Estatísticas 

 

 

Fêmur e tíbia direitos e o corpo da vértebra L4 foram submetidos a análise 

densitométrica, obtendo-se os valores de CMO (em gramas), área (cm2) e DMO 

(g/cm2). Para o teste mecânico, o fêmur esquerdo foi submetido aos ensaios de flexão da 

cabeça e da diáfise, avaliando-se para cada um a força máxima (em N) suportada pelo 

osso, a rigidez (em N/mm) e a tenacidade. Medidas histomorfométricas também foram 

aferidas. Da cabeça do fêmur e do corpo da vértebra foi mensurado o volume trabecular 

ósseo (BV/TV, em %). A diáfise femoral forneceu ainda medidas histomorfométricas, 

relacionadas segundo Parfitt et al. (1987): diâmetro médio total e da cavidade medular 

(B.Dm e Ma.Dm, em µm), espessura do osso cortical (Ct.Wi, µm), perímetro total e da 

cavidade medular (B.Pm e Ma.Pm, µm), área total e da cavidade medular (B.Ar e 

Ma.Ar, em µm²). A partir destes dados foram calculadas as relações entre osso cortical e 

cavidade medular Ct.Wi/Ma.Dm e Ct.Ar/Ma.Ar. 
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Foram determinados os efeitos do sexo e do estresse, bem como da interação 

destes fatores, sobre o peso e os parâmetros ósseos submetendo os dados a uma análise 

de variância do tipo 2-way. Em caso de efeito significativo, foi empregado o teste de 

Holm-Sidak como teste post-hoc. A relação entre as observações foram avaliadas pelo 

teste de correlação de Pearson. Para todos os testes foi considerado nível de 

significância de 5% para todas as análises, ou como especificado na descrição dos 

resultados. 
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5.5 Resultados 

 

 

5.5.1 Pesos 

 

 

Após 28 dias, os animais submetidos ao protocolo de estresse mostraram uma 

diminuição do peso corporal em relação ao início do experimento. As médias dos 

grupos controle aumentaram no período, mas foram significativas apenas nas fêmeas 

(Figura 5.1). A correlação entre os pesos inicial e final dos animais foi da ordem de 

0,934. 

 

 

 
 

Figura 5.1 Variação do peso corporal, em 
gramas (g), entre o peso inicial e o peso 
final dos animais. MC: Machos Controle; 
FC: Fêmeas Controle; ME: Machos 
Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Diferença 
significativa no teste t pareado: * p<0,001 
e **p<0,05. 
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5.5.2 Densitometria 

 

 

CMO femoral mostrou sofrer efeito do sexo (p<0,001), mas não do estresse ou 

da interação entre sexo e estresse. O teste de Holm-Sidak evidenciou a diferença entre 

os sexos (Figura 5.2 A), com os maiores valores entre os machos. Já o CMO da tíbia 

revelou efeito de interação entre sexo e estresse (p=0,006). O teste post-hoc mostrou 

que o conteúdo mineral ósseo foi maior nos machos submetidos ao estresse, enquanto 

esse efeito não foi percebido nas fêmeas (Figura 5.2 B). O corpo vertebral não exibiu 

quaisquer diferenças significativas entre os grupos quanto ao seu conteúdo mineral 

(Figura 5.2 C). 

 

 

 
 

Figura 5.2 Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas (g), do 
fêmur (A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MC: 
Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: 
Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças significativas no 
teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo tratamento: * 
p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo sexo: † 
p<0,001 e †† p<0,05. 
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As áreas do fêmur e do corpo vertebral mostraram diferença apenas relacionada 

ao sexo (p<0,001 e p=0,046, respectivamente). Já a área da tíbia revelou uma interação 

entre o estresse e o sexo (p=0,010), semelhante ao que foi apresentado para CMO tibial. 

No teste post-hoc, a diferença entre machos e fêmeas mostrou-se evidente no fêmur, 

porém, uma divergência entre os grupos de machos controle e de machos submetidos a 

estresse também foi verificada (Figura 5.3 A). A tíbia apresentou comportamento 

semelhante (Figura 5.3 B), enquanto nenhuma diferença foi detectada no corpo 

vertebral (Figura 5.3 C). 

 

 

 
 

Figura 5.3 Variação da área, em cm2, do fêmur (A), da tíbia (B) e da 
vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre 
tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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As DMOs da tíbia e do corpo vertebral foram afetadas pelo estresse (p=0,016 e 

p=0,032, respectivamente), com médias mais baixas nos grupos submetidos ao estresse. 

O valor de p para o efeito do estresse sobre DMO femoral foi de 0,050, e, por isso, não 

foi submetido ao teste post-hoc. Entretanto, a tendência deste efeito pode ser visualizada 

no gráfico (Figura 5.4 A). O teste de Holm-Sidak evidenciou a diferença entre os sexos 

dentro dos grupos controle, bem como o efeito do estresse entre as fêmeas da DMO da 

tíbia (Figura 5.4 B). O teste post-hoc, no caso do corpo vertebral, identificou apenas o 

efeito do estresse nas fêmeas (Figura 5.4 C). 

 

 

 
 

Figura 5.4 Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur 
(A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MC: Machos 
Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e ** 
p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† 
p<0,05. 

 

 

DMO de qualquer dos ossos avaliados não apresentou correlação com o peso 

dos animais. Entretanto, o CMO (0,857) e área do fêmur (0,826), bem como CMO 

(0,709) e área da tíbia (0,697), apresentaram correlação válida com o peso final.  
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5.5.3 Histomorfometria 

 

 

As áreas total (B.Ar), da cavidade medular (Ma.Ar) e do osso cortical (Ct.Ar) da 

seção transversal do fêmur, aferida na análise histomorfométrica apresentou apenas 

efeito do sexo (p<0,001, para as três medidas). O teste post-hoc revelou resultado 

semelhante entre as medidas, evidenciando médias maiores entre os machos em relação 

às fêmeas (Figura 5.5). 

 

 

 
 

Figura 5.5 Variação da área total (A), da cavidade medular (B) e do osso 
cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo 
sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-padrão dos 
grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos 
Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A análise de variância mostrou que tanto o diâmetro total quanto o diâmetro da 

cavidade medular sofrem efeito apenas do sexo (p<0,001, para ambas as medidas). O 

teste post-hoc evidenciou que as médias dos machos são maiores que as apresentadas 

pelas fêmeas (Figura 5.6 A e B). Já a espessura do osso cortical mostrou não apenas 

efeito do sexo (p=0,033), como também do estresse (p=0,49). Embora o teste de Holm-

Sidak não tenha sido capaz de evidenciar as diferenças, a análise do gráfico indica que o 

estresse é capaz de diminuir ligeiramente as medidas da espessura do osso cortical 

(Figura 5.6 C). 

 

 

 
 

Figura 5.6 Variação dos diâmetros total (A) e da cavidade medular (B) e 
da espessura do osso cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, 
em µm, segundo sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-
padrão dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: 
Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Apenas o sexo teve influência nos perímetros total e da cavidade medular 

(p<0,001 para ambas as medidas). O teste post-hoc evidencia as diferenças entre 

machos e fêmeas (Figura 5.7 A e B). 

 

 

 
 

Figura 5.7 Variação do perímetro total (A) e da 
cavidade medular (B) do corte transversal da 
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade. 
As barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 

 

 

A correlação entre o peso dos animais e os parâmetros de avaliação da seção 

transversal é alta (variando entre 0,773 e 0,939), com exceção das relações osso 

cortical/cavidade medular, que não apresentaram correlação, e Ct.Wi, cujo coeficiente 

de correlação foi de 0,594.  
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O estresse foi capaz de alterar a relação entre a espessura do osso cortical e o 

diâmetro do canal medular (p=0,023). Tal relação diminuiu nos animais submetidos ao 

protocolo de estresse, principalmente nas fêmeas. O teste de Holm-Sidak foi capaz de 

demonstrar o efeito do estresse apenas nas fêmeas (Figura 5.8 A). O mesmo aconteceu 

na relação entre as áreas, que diminui com o estresse (p=0,036). O teste post-hoc 

também mostrou apenas a diferença entre as fêmeas (Figura 5.8 B). 

 

 

 
 

Figura 5.8 Variação da relação entre a espessura do 
osso cortical e o diâmetro da cavidade medular (A) e 
entre a área do osso cortical e a área da cavidade 
medular (B) do corte transversal da diáfise do fêmur, 
segundo sexo e idade. As barras representam a média e 
o desvio-padrão dos grupos MC: Machos Controle; FC: 
Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças significativas 
no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos 
dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Na cabeça do fêmur, estresse e sexo apresentaram efeito sobre o volume 

trabecular ósseo, com valores de p iguais a 0,018 e 0,005, respectivamente. O teste post-

hoc verificou diferenças entre os grupos de machos e fêmeas controle e entre os grupos 

de machos controle e submetidos a estresse (Figura 5.9 A). Já no corpo da vértebra, as 

duas variáveis independentes não afetaram o volume trabecular ósseo (Figura 5.9 B). 

 

 

 
 

Figura 5.9 Variação do volume trabecular ósseo 
(BV/TV) na cabeça do fêmur (A) e no corpo 
vertebral (B), em %, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 

 

 

O BV/TV do fêmur apresentou ainda um coeficiente de correlação de 0,566 com 

o peso do animal.  
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5.5.4 Teste Mecânico 

 

 

O efeito do sexo mostrou-se presente na força máxima atingida no teste de 

flexão tanto da cabeça quanto da diáfise do fêmur (p=0,002 e p=0,007). Entretanto, o 

estresse afetou apenas o primeiro dos dois testes (p=0,035), em que as médias 

mostraram-se maiores nos grupos controle. O teste de Holm-Sidak evidenciou as 

diferenças entre os sexos dos grupos controle e entre os tratamentos dos grupos de 

animais machos (Figura 5.10 A), quando se considera a flexão da cabeça do fêmur. Para 

a diáfise, apenas a diferença entre machos e fêmeas submetidos ao estresse pôde ser 

notada no teste post-hoc (Figura 5.10 B). 

 

 

 
 

Figura 5.10 Variação da força máxima suportada, 
em N, no teste de flexão da cabeça (A) e da diáfise 
(B) do fêmur, segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. 
MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: 
Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre trata-
mentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† 
p<0,05. 
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A rigidez da cabeça do fêmur mostrou sofrer interação entre o estresse e o sexo 

do animal na análise de variância (p=0,021). Segundo o teste de Holm-Sidak, apenas 

diferença entre machos e fêmeas nos grupos submetidos ao estresse pôde ser notada 

(Figura 5.11 A). A análise do gráfico revela um comportamento inverso das médias 

obtidas. Os machos submetidos ao estresse mostram médias maiores que seu grupo 

controle, enquanto nas fêmeas ocorre o contrário. Já a rigidez da diáfise fêmur mostrou 

apenas o efeito do sexo (p=0,028). O teste post-hoc não identificou qualquer diferença 

entre os grupos, porém, a análise do gráfico revela médias inferiores nas fêmeas (Figura 

5.11 B). 

 

 

 
 

Figura 5.11 Variação da rigidez, em N/mm, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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A tenacidade da cabeça do fêmur não apresentou diferença estatística entre os 

grupos (Figura 5.12 A). Já a tenacidade da diáfise do fêmur mostrou efeitos isolados do 

estresse (p=0,036) e do sexo (p=0,004). A análise post-hoc identificou apenas a 

diferença entre sexos no grupo controle (Figura 5.12 B). 

 

 

 
Figura 5.12 Variação da tenacidade, em J, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 

 

 

BV/TV do fêmur mostrou um coeficiente de correlação de 0,537 com a força 

máxima e de 0,492 com a tenacidade da cabeça do fêmur no teste de flexão. 
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5.6 Discussão 

 

 

Os principais trabalhos disponíveis que utilizam o estresse moderado crônico 

estudam alterações comportamentais ou bioquímicas que envolvem o sistema nervoso. 

Este tipo de alteração não faz parte dos objetivos deste estudo. O estresse utilizado 

conforme o protocolo deste trabalho foi capaz de provocar a perda de peso corporal 

tanto em machos quanto em fêmeas. Os ratos podem aumentar o peso até cerca de 18 

meses de idade (SENGUPTA et al., 2005); por isso, muitos autores referem-se ao efeito 

causado pelo estresse moderado crônico como diminuição do ganho de peso corporal, 

pois utilizam animais jovens (MARIN et al., 2007; GARCIA et al., 2009; GONG et al., 

2011). Entretanto, a perda de peso ou a diminuição na taxa de ganho de peso não são 

observadas por todos os pesquisadores (BEKRIS et al., 2005). 

Embora machos naturalmente acumulem mais peso que as fêmeas, neste 

trabalho, as fêmeas do grupo controle ganharam peso durante o período estudado, 

enquanto os machos não apresentaram alteração entre o peso inicial e o final. Já os 

grupos submetidos ao protocolo de estresse mostraram peso final menor que o inicial. 

Entretanto, não houve dimorfismo sexual na resposta do peso ao estresse, ao contrário 

dos resultados apresentados por García-Cáceres et al. (2010), em que a resposta do 

ganho de peso dos ratos ao estresse quando adultos mostrou-se sexualmente dimórfica, 

mas aparentemente sem relação com hormônios sexuais. 

Harris et al. (2006), utilizando apenas a imobilização como estressor crônico em 

ratos, observaram que a perda inicial de peso corporal está relacionada à diminuição do 

consumo de alimento e ao aumento do gasto de energia, lembrando que a anorexia 

também pode ser um sintoma da depressão. O protocolo esquematizado para o presente 

trabalho utilizou gaiolas coletivas e os animais foram submetidos a muita manipulação 

nas mudanças de gaiola para a aplicação dos estressores. O isolamento, por exemplo, 

empregou outro sistema de alimentação. Por isso, não foi possível mensurar de forma 

precisa a quantidade de alimento ingerida pelos animais ao longo do experimento. Os 

dados coletados apresentaram grande variação aleatória entre as observações, 

impossibilitando uma análise confiável, o que não significa que não possa ter havido 

alteração na alimentação dos animais (dados não apresentados). Os efeitos do estresse 

sobre a alimentação e o peso podem depender do ritmo circadiano (HARRIS et al., 

2002).  
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O protocolo de estresse empregado neste experimento foi capaz de causar 

alterações nos parâmetros ósseos avaliados. Além de reduzir a DMO, houve indícios de 

que o estresse possa atuar no osso cortical da diáfise do fêmur. Embora não se possa 

afirmar que a perda óssea verificada no modelo de estresse moderado crônico seja 

causada pelo glicocorticoide (YIRMIYA et al., 2006), sua ação é ainda muito provável, 

pois eles podem exercer impacto no osso de muitas maneiras, desde prejudicando a 

absorção de cálcio no intestino até inibindo a função osteoblástica (ZIEGLER e 

KASPERK, 1998; MANELLI e GIUSTINA, 2000; LAFAGE-PROUST et al., 2003). A 

característica cardinal da osteoporose induzida por glicocorticoides é a diminuição da 

formação óssea (MCILWAIN, 2003; TAMURA et al., 2004), afetando diretamente os 

osteoblastos tanto na sua capacidade proliferativa quanto metabólica (PATSCHAND et 

al., 2001), além de induzir sua apoptose (LAFAGE-PROUST et al., 2003). Os 

glicocorticoides também diminuem a absorção de cálcio no intestino e a reabsorção 

renal do cálcio filtrado no glomérulo (ZIEGLER e KASPERK, 1998; MANELLI e 

GIUSTINA, 2000). O estresse pode afetar a produção de hormônios sexuais (EPEL, 

2008), que possuem importante papel na manutenção óssea (RIGGS et al., 2002). 

Entretanto, o efeito do estresse sobre esses hormônios nos modelos animais é 

contraditório (TSUCHIYA e HORII, 1995; RETANA-MÁRQUEZ, 2003; 

CHICHINADZE e CHICHINADZE, 2008). O principal efeito do estresse moderado 

crônico nas fêmeas é a irregularidade que provoca nos ciclos estrais (DALLA et al., 

2005). A variação desses dados na literatura pode ocorrer não apenas pela variedade de 

protocolos utilizados, mas também do dimorfismo sexual relacionado a cada tipo de 

estressor. Em humanos, por exemplo, os homens apresentam resposta mais acentuada 

quando o fator estressor envolve realização ou conquista e as mulheres, maior quando 

envolve rejeição social (STROUD et al., 2002). Segundo Willner (1997), o modelo de 

estresse moderado crônico é de difícil estabelecimento, além de ser trabalhoso e 

demandar muito espaço e tempo. No entanto, uma vez estabelecido, traz informações 

preciosas sobre problemas que são extremamente difíceis de estudarem-se por outros 

meios. É importante lembrar que a resposta a um tipo de estressor depende 

fundamentalmente da plasticidade fenotípica, determinada pela interação entre o 

ambiente e o genoma (ANISMAN e MATHESON, 2005; LEVINE, 2005). Mecanismos 

imunológicos também têm efeito tanto no sistema nervoso quanto no sistema ósseo, 

porém pouco se sabe sobre a interação entre eles. Segundo Yirmiya et al. (2006), a 

norepinefrina pode ser a principal responsável pela perda óssea após aplicação do 
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estresse moderado crônico em camundongos. Entretanto, essa relação necessita de 

investigação mais profunda.  
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5.7 Conclusões 

 

 

O protocolo de estresse moderado crônico utilizado neste trabalho foi capaz de 

diminuir a densidade mineral óssea, bem como a espessura do osso cortical da seção 

transversal da diáfise do fêmur, além de diminuir o peso dos animais. Na cabeça do 

fêmur, o estresse ainda diminuiu a o volume trabecular ósseo e a força máxima atingida 

no teste de flexão. O efeito do sexo apareceu em quase todos os parâmetros, em que as 

médias exibidas pelos machos foram menores que as fêmeas. Com isso, confirma-se 

que o estresse pode comprometer o equilíbrio da homeostase óssea, colaborando para o 

estabelecimento da osteopenia ou osteoporose. 
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6 CAPÍTULO V 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DO ESTRESSE MODERADO CRÔNICO SOBRE PARÂMETROS DE 

AVALIAÇÃO ÓSSEA EM RATOS SENIS 
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6.1 Resumo 

 

 

A osteoporose é uma doença comum entre os idosos e, embora seja multifatorial, 

muitos processos inerentes ao envelhecimento contribuem com sua patogenia. O 

estresse crônico é capaz de comprometer a massa óssea e, assim como a osteoporose, é 

considerado um importante fator que compromete a qualidade de vida dos idosos. O 

presente trabalho busca avaliar o efeito de um protocolo de estresse moderado crônico 

sobre parâmetros de avaliação óssea em ratos de 22 a 24 meses de idade. Para isso, 

cinco animais de cada sexo foram submetidos a um protocolo de aplicação de 

estressores moderados durante 28 dias. Foram incluídos frio, calor, imobilização, 

inclinação da gaiola, isolamento, luz noturna e privação de água e de ração, como 

estressores. Como grupo controle, cinco animais de cada sexo foram mantidos em 

gaiola duas gaiolas coletivas, com água e ração à vontade, sem qualquer outro tipo de 

intervenção. Os animais foram pesados no início e no final do período, e, após 

eutanásia, tiveram seus ossos coletados. Fêmur, tíbia e vértebra lombar foram 

submetidos a densitometria óssea. Foram realizados ainda testes biomecânicos de flexão 

da cabeça e da diáfise do fêmur. Em análise histomorfométrica foram obtidos os 

volumes trabeculares da cabeça do fêmur e do corpo vertebral e medidas do osso 

cortical e da cavidade medular da seção transversal do fêmur. O protocolo estimulou a 

perda de peso corporal dos animais e diminuiu a densidade mineral, o volume trabecular 

e a tenacidade da diáfise do fêmur. Os animais senis mostraram-se menos sensíveis à 

perda de massa óssea induzida pelo estresse que ratos mais jovens avaliados em análise 

anterior utilizando as mesmas condições apresentadas neste trabalho, sugerindo que o 

envelhecimento pode retardar a resposta do tecido ósseo aos estímulos desencadeados 

pelo estresse. 

 

Palavras-chave: osteoporose, envelhecimento, estresse moderado crônico. 
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6.2 Abstract 

 

 

EFFECT OF CHRONIC MILD STRESS ON BONE PARAMETERS  

OF AGED RATS 

 

 

Osteoporosis is a common disease among the elderly and, although it has multifactorial 

nature, many processes associated with aging contribute to its pathogenesis. Chronic 

stress can impair bone mass and it is considered an important factor that affects the 

welfare of our seniors, as does osteoporosis. This study aims to evaluate the effect of a 

chronic mild stress protocol on bone parameters of 22-24 months old rats. To do that, 

male and female rats were subjected to a moderate stress protocol application during 28 

days. We included cold, heat, immobilization, tilt cage, isolation, deprivation of water 

and food, and night light, as stressors. Right femur, right tibia and L4 vertebrae were 

analyzed by densitometry, providing bone mineral content, bone area and bone mineral 

density. Left femur was subjected to biomechanical bending on its head and diaphysis, 

providing maximum strength, stiffness and toughness. Right femur and L5 vertebra 

were also submitted to histomorphometric analysis to obtain means for bone trabecular 

volume in femoral head and vertebral body, and measures of cortical bone and marrow 

cavity in femoral diaphysis cross-section. The protocol reduced body weight and 

decreased femoral mineral density, trabecular volume of the head and toughness of the 

diaphysis. Aged rats were less susceptible to stress-induced bone loss than younger rats 

evaluated in previous analysis that employed the same conditions presented here. The 

results suggest that aging may slow bone tissue response to stimuli caused by stress.  

 

Keywords: osteoporosis, aging, chronic moderate stress, animal model, rats. 
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6.3 Introdução 

 

 

O envelhecimento relaciona-se com o declínio progressivo das funções 

fisiológicas com o avanço do tempo (AUSTAD, 2005). Uma das doenças que mais 

compromete a qualidade de vida dos idosos é a osteoporose, caracterizada por baixa 

densidade óssea e deterioração da microarquitetura do tecido, tornando os ossos mais 

frágeis e, portanto, mais susceptíveis a fratura (WHO, 2003). Nas mulheres, a principal 

causa da osteoporose é a deficiência de estrógeno (FAN et al., 2005). Entretanto, a 

doença tem caráter multifatorial e tem grande importância em ambos os sexos (GALI, 

2001). Mecanismos diretamente relacionados ao envelhecimento como disfunções na 

absorção intestinal de cálcio também competem para o desequilíbrio no metabolismo 

ósseo (LICATA, 2003). O estresse é um fator que pode causar grande impacto sobre a 

esperança e a qualidade de vida dos idosos. Estresse e envelhecimento compartilham de 

alguns mecanismos comuns, em que processos oxidativos destacam-se como ponto 

central (PARDON, 2007). Em modelo animal, o estresse ao longo da vida pode 

prejudicar a função cognitiva na velhice (SANDI e TOUYAROT, 2006). Além disso, 

em ambos os sexos, níveis séricos de cortisol aumentam com a idade (BUCKINGHAM, 

2000) e tal aumento, por si só, é capaz de prejudicar o metabolismo ósseo 

(WEINSTEIN et al., 2010). O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos de 

um protocolo de estresse moderado crônico sobre parâmetros de avaliação óssea em 

ratos senis de ambos os sexos. 
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6.4 Metodologia 

 

 

6.4.1 Animais 

 

 

As práticas adotadas neste experimento foram aprovadas pelo Comitê de Ética 

para o uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (Processo 52/2009), com 

base na legislação vigente. Vinte ratos Wistar (Rattus norvegicus), de ambos os sexos 

com idades entre 22 e 24 meses, foram utilizados no experimento. Os animais faziam 

parte do grupo de matrizes de reprodução do Biotério Central da UFV e seriam 

descartados por volta dos 12 meses de idade, quando foram adquiridos para o presente 

trabalho. Por um ano, eles foram mantidos em sala climatizada, recebendo apenas água 

e ração comercial, até que atingissem a idade desejada para o estudo. Durante este 

período, um macho e uma fêmea vieram a óbito. Cinco machos e 5 fêmeas foram 

submetidos ao protocolo de estresse crônico. O grupo controle, com 4 animais de cada 

sexo, não foi submetido a qualquer procedimento.  

 

 

6.4.2 Estresse Crônico 

 

 

O protocolo de aplicação de estresse utilizado neste experimento foi baseado em 

diversas fontes encontradas na literatura científica para o modelo de estresse moderado 

crônico (GAMARO et al., 2003; DALLA et al., 2005; BAKER et al., 2006; 

DETANICO et al., 2009; LUCCA et al., 2009). Foram feitas adaptações de acordo com 

a estrutura disponível em nosso laboratório, resultando num esquema de aplicação de 

oito fatores estressores, durante 28 dias conforme mostrado na Tabela 6.1. Brevemente, 

o frio foi aplicado transferindo-se os animais para gaiolas sem maravalha dispostas 

sobre sacos de gelo. Para a aplicação do calor, as gaiolas eram colocadas dentro de uma 

grande caixa de papelão, apenas para isolamento térmico parcial, e, com um aquecedor 

elétrico, a temperatura no sistema era mantida entre 38 e 40°C. Na inclinação, as gaiolas 

eram apoiadas formando um ângulo de 45° com o chão. Para a imobilização, foram 

confeccionadas peças de pano, nas quais os animais eram envolvidos e presos por fita 
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com velcro; uma tela permitia a respiração do animal. Às 19h, quando eram apagadas as 

luzes, os animais submetidos à iluminação noturna eram transferidos para outra sala e 

retornados para a sala principal às 7h da manhã do dia seguinte. No 29º dia do 

experimento, os animais foram pesados, eutanasiados e tiveram fêmures, tíbias e 

vértebras lombares coletados e dissecados. 

 

 
Tabela 6.1 Esquema de aplicação do estresse crônico durante 28 
dias. A tabela indica o dia, o horário de início e a duração de cada 
estressor. 

 

Dias  Estressor Hora Início  Duração 
1, 8, 15, 22  Frio 14:00  2 horas 
2, 9, 16, 23  Calor 16:00  2 horas 
3, 10, 17, 24  Isolamento 07:00  24 horas 
4, 11, 18, 25  Inclinação da gaiola 13:00  3 horas 

5, 12, 19, 26  
Privação de água 
Privação de comida 

7:00 
19:00  

12 horas 
12 horas 

6, 13, 20, 27  Condições padrão    

7, 14, 21, 28  
Imobilização 
Iluminação noturna 

7:00 
19:00  20 min 

 

 

6.4.3 Parâmetros de Avaliação Óssea e Análises Estatísticas 

 

 

Fêmur e tíbia direitos e o corpo da vértebra L4 foram submetidos a análise 

densitométrica, obtendo-se os valores de CMO (em gramas), área (cm2) e DMO 

(g/cm2). Para o teste mecânico, o fêmur esquerdo foi submetido aos ensaios de flexão da 

cabeça e da diáfise, avaliando-se para cada um a força máxima (em N) suportada pelo 

osso, a rigidez (em N/mm) e a tenacidade. Medidas histomorfométricas também foram 

aferidas. Da cabeça do fêmur e do corpo da vértebra foi mensurado o volume trabecular 

ósseo (BV/TV, em %). A diáfise femoral forneceu ainda medidas histomorfométricas, 

relacionadas segundo Parfitt et al. (1987): diâmetro médio total e da cavidade medular 

(B.Dm e Ma.Dm, em µm), espessura do osso cortical (Ct.Wi, µm), perímetro total e da 

cavidade medular (B.Pm e Ma.Pm, µm), área total e da cavidade medular (B.Ar e 

Ma.Ar, em µm²). A partir destes dados foram calculadas as relações entre osso cortical e 

cavidade medular Ct.Wi/Ma.Dm e Ct.Ar/Ma.Ar.  
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6.4.4 Análises Estatísticas 

 

 

Foram determinados os efeitos do sexo e do estresse, bem como da interação 

destes fatores, sobre o peso e os parâmetros ósseos submetendo os dados a uma análise 

de variância do tipo 2-way. Em caso de efeito significativo, foi empregado o teste de 

Holm-Sidak como teste post-hoc. A relação entre as observações foram avaliadas pelo 

teste de correlação de Pearson. Para todos os testes foi considerado nível de 

significância de 5% para todas as análises, ou como especificado na descrição dos 

resultados. 
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6.5 Resultados 

 

 

6.5.1 Pesos 

 

 

Os animais submetidos ao estresse apresentaram diminuição do peso corporal 

entre o início e o final do experimento, enquanto o peso dos animais do grupo controle 

não variou durante o período (Figura 6.1). 

 

 

 
 

Figura 6.1 Variação do peso corporal, em 
gramas (g), entre o peso inicial e o peso 
final dos animais. MC: Machos Controle; 
FC: Fêmeas Controle; ME: Machos 
Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Diferença 
significativa no teste t pareado: * p<0,001 
e **p<0,05. 
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6.5.2 Densitometria 

 

 

CMO do fêmur e da tíbia apresentaram efeito apenas do sexo (p<0,001, para 

ambos os ossos). Este resultado foi confirmado no teste post-hoc (Figura 6.2 A e B), 

que mostrou que o conteúdo mineral do fêmur e da tíbia dos machos era maior que o 

das fêmeas. CMO do corpo da vértebra não apresentou qualquer diferença entre os 

grupos (Figura 6.2 C). 

 

 

 
 

Figura 6.2 Variação do conteúdo mineral ósseo, em gramas (g), do 
fêmur (A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MC: 
Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: 
Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças significativas no 
teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo tratamento: * 
p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo sexo: † 
p<0,001 e †† p<0,05. 
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A área do fêmur, aferida na análise densitométrica revelou sofrer efeito tanto do 

sexo (p<0,001), quanto do estresse (p=0,012). O teste post-hoc identificou a diferença 

entre os sexos tanto nos animais controle, quanto nos submetidos ao estresse. Por outro 

lado, o efeito do estresse foi detectado apenas entre as fêmeas (Figura 6.3 A). Já a área 

da tíbia mostrou apenas o efeito do sexo (p<0,001), diferença confirmada pelo teste de 

Holm-Sidak (Figura 6.3 B). A área da vértebra, por sua vez, não apresentou diferenças 

significativas (Figura 6.3 C). 

 

 

 
 

Figura 6.3 Variação da área, em cm2, do fêmur (A), da tíbia (B) e da 
vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; 
ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais representam 
diferenças significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do 
mesmo tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do 
mesmo sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Apenas a DMO do fêmur revelou sofrer efeito do estresse (p=0,007), bem como 

do sexo (p=0,010). O teste de Holm-Sidak identificou diferença entre machos e fêmeas 

submetidos ao estresse e entre os dois grupos de fêmeas (Figura 6.4 A), sugerindo que a 

perda de densidade óssea por causa do estresse pode ser mais expressiva nas fêmeas. 

Tíbia e corpo vertebral não exibiram efeito significativo do estresse ou do sexo (Figuras 

6.4 B e C). 

 

 

 
 

Figura 6.4 Variação da densidade mineral óssea, em g/cm2, do fêmur 
(A), da tíbia (B) e da vértebra (C), segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. MC: Machos 
Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e ** 
p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† 
p<0,05. 

 

 

O peso corporal mostrou correlação moderada com a DMO do fêmur (0,664), da 

tíbia (0,511) e da vértebra (0,554). A correlação entre DMO dos três ossos variou de 

0,715 a 0,903.  
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6.5.3 Histomorfometria 

 

 

A área total da seção transversal da diáfise do fêmur mostrou sofrer efeito 

apenas do sexo (p<0,001), diferença confirmada no teste post-hoc (Figura 6.5 A). A 

área da cavidade medular não apresentou qualquer efeito do sexo ou do estresse (Figura 

6.5 B). Já a área do osso cortical, assim como a total, sofreu efeito apenas do sexo 

(p<0,001), porém o teste de Holm-Sidak identificou somente a diferença entre machos e 

fêmeas submetidos ao estresse (Figura 6.5 C). 

 

 

 
 

Figura 6.5 Variação da área total (A), da cavidade medular (B) e do osso 
cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, em µm2, segundo 
sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-padrão dos 
grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos 
Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Os valores obtidos na mensuração dos perímetros total e da cavidade medular da 

seção transversal da cavidade do fêmur mostraram, na análise de variância, sofrer efeito 

apenas do sexo (p<0,001 e p=0,046, respectivamente). Apenas a primeira medida 

mostrou diferença significativa no teste post-hoc, em que as medidas dos machos 

mostraram-se maiores que das fêmeas (Figuras 6.6 A e B). 

 

 

 
 

Figura 6.6 Variação do perímetro total (A) e da 
cavidade medular (B) do corte transversal da 
diáfise do fêmur, em µm, segundo sexo e idade. 
As barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MJ: Machos Jovens; MS: Machos 
Senis; FJ: Fêmeas Jovens; FS: Fêmeas Senis. Os 
sinais representam diferenças significativas no 
teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do 
mesmo tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre 
tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e 
†† p<0,05. 
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Os diâmetros total e da cavidade medular, bem como a medida da espessura do 

osso cortical também apresentaram apenas efeito do sexo (p<0,001, p=0,020 e p=0,028, 

respectivamente). O teste de Holm-Sidak mostrou que os machos têm diâmetro total 

maior que as fêmeas (Figura 6.7 A), mas não detectou as diferenças entre os grupos 

quanto ao diâmetro da cavidade medular (Figura 6.7 B). Já em relação à espessura do 

osso cortical, o teste post-hoc revelou apenas a diferença entre os sexos nos animais 

submetidos ao estresse (Figura 6.7 C). 

 

 

 
 

Figura 6.7 Variação dos diâmetros total (A) e da cavidade medular (B) e 
da espessura do osso cortical (C) do corte transversal da diáfise do fêmur, 
em µm, segundo sexo e idade. As barras representam a média e o desvio-
padrão dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: 
Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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As relações entre as medidas histomorfométricas do osso cortical e da cavidade 

medular aferidas na seção transversal da diáfise do fêmur não apresentaram quaisquer 

diferenças significativas entre os grupos (Figuras 6.8 A e B). 

 

 

 
 

Figura 6.8 Variação da relação entre a espessura do 
osso cortical e o diâmetro da cavidade medular (A) e 
entre a área do osso cortical e a área da cavidade 
medular (B) do corte transversal da diáfise do fêmur, 
segundo sexo e idade. As barras representam a média e 
o desvio-padrão dos grupos. MC: Machos Controle; FC: 
Fêmeas Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças significativas 
no teste de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre tratamentos 
dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 
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Quanto ao volume trabecular ósseo femoral, embora o efeito do estresse tenha 

sido identificado na análise de variância (p=0,004), uma interação entre estresse e sexo 

pôde ser verificada (p=0,040). O teste post-hoc mostrou que as médias apresentadas 

pelos machos submetidos ao estresse foram menores que do grupo controle. Entretanto, 

este efeito não foi percebido entre as fêmeas (Figura 6.9 A). O volume trabecular ósseo 

do corpo da vértebra não apresentou diferenças significativas (Figura 6.9 B). 

 

 

 
 

Figura 6.9 Variação do volume trabecular 
ósseo (BV/TV) na cabeça do fêmur (A) e no 
corpo vertebral (B), em %, segundo sexo e 
idade. As barras representam a média e o 
desvio-padrão dos grupos. MC: Machos 
Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: Machos 
Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste 
de Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre 
tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 
e †† p<0,05. 

 

 

O coeficiente de correlação entre BV/TV e DMO do fêmur foi de 0,640. Uma 

correlação alta foi verificada entre a DMO do fêmur e a espessura (0,866) e a área do 

osso cortical (0,804).  
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6.5.4 Teste Biomecânico 
 

 

A força máxima atingida nos teste de flexão mostrou efeito apenas do sexo 

(p=0,004) na cabeça femoral, diferença confirmada no teste post-hoc (Figura 6.10 A). 

Na flexão da diáfise, nenhuma diferença foi percebida nesta medida (Figura 6.10 B). 

 

 

 
 

Figura 6.10 Variação da força máxima suportada, 
em N, no teste de flexão da cabeça (A) e da diáfise 
(B) do fêmur, segundo sexo e idade. As barras 
representam a média e o desvio-padrão dos grupos. 
MC: Machos Controle; FC: Fêmeas Controle; ME: 
Machos Estresse; FE: Fêmeas Estresse. Os sinais 
representam diferenças significativas no teste de 
Holm-Sidak; entre sexos dentro do mesmo 
tratamento: * p<0,001 e ** p<0,05; entre 
tratamentos dentro do mesmo sexo: † p<0,001 e †† 
p<0,05. 
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A tenacidade da cabeça do fêmur não apresentou alterações significativas 

(Figura 6.11 A). Em contrapartida a tenacidade da diáfise femoral apresentou efeito 

isolado das duas variáveis independentes, com valores de p iguais a 0,027 e 0,043, para 

sexo e estresse, respectivamente. O teste post-hoc identificou apenas diferenças entre os 

sexos nos grupos controle e entre os dois grupos de ratos machos (Figura 6.11 B). 

 

 

 
 

Figura 6.11 Variação da tenacidade, em J, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão dos 
grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre sexos 
dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e ** 
p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo sexo: 
† p<0,001 e †† p<0,05. 
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A rigidez aferidas nos testes também não apresentou efeito do sexo, do estresse 

ou da interação entre os fatores (Figuras 6.12 A e B). 

 

 

 
 

Figura 6.12 Variação da rigidez, em N/mm, 
apresentada no teste de flexão da cabeça (A) e da 
diáfise (B) do fêmur, segundo sexo e idade. As 
barras representam a média e o desvio-padrão 
dos grupos. MC: Machos Controle; FC: Fêmeas 
Controle; ME: Machos Estresse; FE: Fêmeas 
Estresse. Os sinais representam diferenças 
significativas no teste de Holm-Sidak; entre 
sexos dentro do mesmo tratamento: * p<0,001 e 
** p<0,05; entre tratamentos dentro do mesmo 
sexo: † p<0,001 e †† p<0,05. 

 

 

A força máxima atingida na flexão da cabeça do fêmur guarda correlação 

moderada com B.Ar (0,696), B.Pm (0,626), Ct.Wi (0,575), B.Dm (0,727) e Ct.Ar 

(0,720). A espessura do osso cortical da seção transversal da diáfise do fêmur mostrou 

ainda correlação com a força máxima (0,835) e a rigidez (0,648) obtidas no teste de 

flexão da diáfise. 
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6.6 Discussão 

 

 

O protocolo de aplicação dos estressores utilizado neste experimento foi 

delineado a partir de diversos autores (GAMARO et al., 2003; DALLA et al., 2005; 

BAKER et al., 2006; DETANICO et al., 2009; LUCCA et al., 2009). Além de 

adaptados segundo a infraestrutura disponível em nossos laboratórios, os estressores 

utilizados neste trabalho são, em geral, mais amenos que os encontrados na literatura. 

Estas alterações tiveram como objetivo evitar a perda de animais, visto que os animais 

idosos já se apresentavam debilitados.  Embora os ossos dos animais mais velhos sejam 

maiores que os dos mais jovens, esta mesma metodologia não encontrou diferença na 

massa óssea entre as idades (Capítulo III). Um dos principais fatores de risco da 

osteoporose é o pico de massa óssea, entretanto os dados obtidos no Capítulo III não são 

capazes de informar se os animais jovens já haviam atingido o pico de massa óssea ou 

se os animais senis mostravam perda óssea relativa à idade. Ratos analisados por 

Sengupta et al. (2005) mantiveram constante a DMO atingida à puberdade aos três 

meses de idade até os 36 meses. Os autores também demonstraram que as concentrações 

de marcadores de metabolismo ósseo no sangue e na urina geralmente estão mais altos 

antes dos três meses, mas tornam-se estáveis até os 36, o que indica um alto turnover 

ósseo antes da puberdade. A perda óssea causada pelo estresse em ratos idosos ficou 

evidente apenas na DMO e BV/TV do fêmur; ao contrário da resposta de animais mais 

jovens, que afetou vários parâmetros de avaliação óssea (Capítulo IV). Glicocorticoides 

estão entre os principais hormônios secretados na resposta ao estresse (MCEWEN, 

2007), e têm a capacidade de induzir a perda de massa óssea (MANELLI e GIUSTINA, 

2000; LAFAGE-PROUST et al., 2003; MCILWAIN, 2003). Além disso, a concentração 

sérica de glicocorticoide naturalmente aumenta com a idade (BUCKINGHAM, 2000) e 

este aumento por si só também é capaz de comprometer a homeostase óssea 

(WEINSTEIN et al., 2010). A característica cardinal da perda óssea induzida por 

glicocorticoide é a diminuição da formação óssea, pois além de comprometer o 

metabolismo de cálcio, o hormônio tem ação inibitória direta sobre os osteoblastos e 

seus precursores (ZIEGLER e KASPERK, 1998; MANELLI e GIUSTINA, 2000; 

LAFAGE-PROUST et al., 2003). Segundo Yirmiya et al. (2006), a norepinefrina parece 

ser o principal mediador da perda óssea induzida em camundongos por um protocolo de 

estresse moderado crônico. Os efeitos da simpatectomia química em modelos animais 
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sobre a atividade osteoclástica são contraditórios (CHERRUAU et al 1999; SHERMAN 

e CHOLE, 2000), embora não apenas a norepinefrina esteja envolvida nesses casos.  O 

papel do sistema nervoso autônomo no osso ainda precisa ser mais bem esclarecido. É 

importante lembrar que as funções de formação e reabsorção óssea são acopladas – para 

a ativação osteoclástica é necessária uma interação célula-célula, mediada pela ligação 

do RANKL ao seu receptor (WALSH e CHOI, 2003; RHO et al., 2004). Além disso, as 

funções celulares diminuem no processo de envelhecimento, inclusive seus mecanismos 

de sinalização (ALEMANY, 2007; CARLSON et al., 2008). A própria indução da 

resposta ao estresse pode ser mais demorada em idosos, bem como o restabelecimento 

dos mecanismos ativados nesta resposta (BUCKINGHAM, 2000). Da mesma forma, a 

recuperação dos efeitos que o estresse causa no organismo pode ser mais longa em 

animais mais velhos (KOBAN e STEWART, 2006). Entretanto, a possibilidade de que 

a perda óssea induzida por estresse seja mais lenta nos animais senis precisa ser mais 

profundamente investigada. Em humanos, o isolamento deste efeito é impalpável, pois 

são muitos os fatores envolvidos no metabolismo ósseo e o estresse seria apenas um 

agravante. A deficiência de estrógeno é considerada a principal causa da osteoporose 

em mulheres (FAN et al., 2005) e também pode ter um papel importante na osteoporose 

masculina. É importante ter em mente que, em humanos, a menopausa é um processo 

natural durante o envelhecimento (BRANN e MAHESH, 2005; NEAL-PERRY et al., 

2010). A característica cardinal da osteoporose induzida pela deficiência do hormônio 

sexual é o aumento da reabsorção óssea. Outros fatores também podem contribuir para a 

perda de massa óssea, fatores cujo valor biológico muitas vezes reflete questões 

culturais ou socioeconômicas e de grande importância quando se trata da população 

idosa, como o tabagismo, alcoolismo, deficiências nutricionais e doenças concomitantes 

(CENTER e EISMAN, 1997).  
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6.7 Conclusões 

 

 

O estresse moderado crônico, além de estimular a perda de peso corporal dos 

animais, foi capaz de afetar apenas a densidade mineral, o volume trabecular e a 

tenacidade da diáfise do fêmur. O efeito do sexo foi detectado na maioria dos 

parâmetros avaliados, em que as médias apresentadas pelos machos foram maiores que 

as apresentadas pelas fêmeas. A interação entre sexo e estresse foi verificada apenas no 

volume trabecular da cabeça do fêmur, em que a diminuição de osso trabecular foi 

maior entre os machos. Os animais senis mostraram-se menos sensíveis à perda de 

massa óssea induzida pelo estresse que ratos mais jovens avaliados em análise anterior 

utilizando as mesmas condições apresentadas neste trabalho. Isso sugere que o 

envelhecimento pode retardar a resposta do tecido ósseo aos estímulos desencadeados 

pelo estresse. 
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7 CAPÍTULO VI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITO DO ESTRESSE MODERADO CRÔNICO SOBRE A EXPRESSÃO DE 

CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS, HORMÔNIOS SEXUAIS E DOS 

MARCADORES ÓSSEOS RANKL, RANK E OPG 
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7.1 Resumo 

 

 

O estresse representa uma grande ameaça à saúde da população e pode 

comprometer consideravelmente a qualidade de vida dos idosos. Um de seus efeitos no 

organismo está o comprometimento do metabolismo ósseo, induzindo a diminuição de 

massa óssea, podendo contribuir para o risco de fraturas. Vários mediadores estão 

envolvidos no equilíbrio do metabolismo ósseo, como os hormônios sexuais, as 

citocinas inflamatórias, que, dentre outros efeitos, modulam a expressão de RANKL, 

RANK e OPG. Para determinar o efeito do estresse sobre estes fatores, e sua relação 

com sexo e idade, ratos, machos e fêmeas, adultos jovens e senis, foram submetidos a 

um protocolo de estresse moderado crônico por 28 dias, incluindo como estressores: 

frio, calor, imobilização, inclinação da gaiola, isolamento, iluminação noturna, privação 

de água e de ração. Após este período, os animais foram eutanasiados e tiveram sangue 

e ossos coletados. Por ELISA, foram avaliadas as concentrações séricas de IL-1β, IL-6 e 

TNF-α, bem como de estradiol e testosterona. RANKL, RANK e OPG foram avaliados 

por imunoistoquímica no fêmur e na vértebra L5. Estresse, sexo e idade não 

apresentaram efeito principal estatisticamente válido sobre as citocinas. As 

concentrações de TNF-α diminuiram nos machos, enquanto o contrário foi observado 

nas fêmeas. Já IL-1β diminuiu nos jovens e aumentou nos senis. As alterações sobre os 

hormônios sexuais também não foram significativas, exceto entre sexos. A 

imunomarcação para RANKL nos animais submetidos ao estresse mostraram-se mais 

fortes que no grupo controle. As diferenças entre a expressão de RANK e OPG, bem 

como efeitos do sexo e da idade não puderam ser detectadas. 

 

Palavras-chave: sexo, idade, estresse, RANKL, RANK, OPG, estradiol, testosterona, 

IL-1β, IL-6, TNF-α. 
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7.2 Abstract 

 

 

EFFECT OF CHRONIC MILD STRESS ON EXPRESSION OF 

PROINFLAMMATORY CYTOKINES, SEX HORMONES AND BONE 

MARKERS RANKL, RANK AND OPG 

 

 

Stress is an important threat to public health and it can significantly impair 

elderly welfare. One of its effects in the body is to impairing bone metabolism, leading 

to decreased bone mass and contributing to elevated risk of fractures. Several mediators 

are involved in bone metabolism balance, such as sex hormones and inflammatory 

cytokines that can modulate RANKL, RANK and OPG expression. To determining 

stress effects on these factors and their relation to sex and age, male and female rats, 

ageing 5 and 22-24 months, were subjected to a protocol of chronic mild stress during 

28 days, including as stressors: cold, heat, immobilization, tilt cage, isolation, night 

lighting, and water and food deprivation. After this period, the animals were euthanized 

and blood and bones were collected. ELISA evaluated IL-1β, IL-6 and TNF-α serum 

concentrations, as well as estradiol and testosterone levels. RANKL, RANK and OPG 

expression were assessed by immunohistochemistry in the femur and L5 vertebra. 

Stress, sex and age showed no statistically valid major effect on cytokines. TNF-α 

concentrations decreased in males, whereas the opposite effect was observed in females. 

IL-1β decreased in young rats and increased in the senile. Alterations in sex hormones 

were not significant, except for gender. Immunostaining for RANKL in animals 

subjected to stress was stronger than in control. Differences between RANK and OPG 

expression by sex, age or stress, as well as effects of sex and age could not be detected.  

 

Keywords: sex, age, stress, RANKL, RANK, OPG, estradiol, testosterone, IL-1β, IL-6, 

TNF-α. 
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7.3 Introdução 

 

 

O estresse representa uma grande ameaça à saúde da população no mundo 

moderno e pode comprometer consideravelmente a qualidade de vida dos idosos 

(PARDON, 2007). A partir da observação de que pacientes com depressão apresentam 

comprometimento da massa óssea (CIZZA, 2001; YAZICI, 2003; KAHL et al., 2005), o 

modelo de estresse moderado crônico empregado em animais mostrou-se capaz de 

afetar negativamente o metabolismo ósseo (YIRMIYA et al., 2006; Capítulo IV), porém 

este efeito pode ser diferente entre os animais jovens e os idosos (Capítulo V). Muitos 

mecanismos envolvidos na homeostase óssea podem ser modulados pelo estresse, como 

a produção de hormônios sexuais (RIGGS et al., 2002; ALEXANDRE, 2005; EPEL, 

2008) e a expressão de citocinas inflamatórias (ROHLEDER et al., 2002; DUNN et al., 

2005). É importante lembrar que as diversas substâncias que têm propriedades 

osteotrópicas atuam alterando o equilíbrio entre a expressão e a ligação de RANKL e 

seus receptores RANK e OPG (GRCEVIC et al., 2001; FENG, 2005), um sistema de 

citocinas da família TNF, por meio do qual o organismo regula o processo de 

remodulação óssea (WALSH e CHOI, 2003). O presente trabalho visa investigar os 

efeitos do estresse, da idade e do sexo sobre os hormônios sexuais e a expressão de 

citocinas inflamatórias, e a resposta da expressão óssea de RANKL, RANK e OPG em 

modelo animal utilizando ratos. 
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7.4 Metodologia 

 

 

7.4.1 Animais 

 

 

Os procedimentos adotados neste experimento foram aprovados pelo Comitê de 

Ética para o uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (Processo 52/2009), 

com base na legislação vigente. Ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos e fêmeas 

com cinco meses de idade ou entre 22 e 24 meses, foram adquiridos do Biotério Central 

da UFV. Os animais senis faziam parte do grupo de matrizes de reprodução do biotério 

e seriam descartados com por volta dos 12 meses de idade, quando foram adquiridos 

para o presente trabalho. Durante um ano, eles foram mantidos em sala climatizada, 

recebendo apenas água e ração comercial, até que atingissem a idade desejada para o 

estudo. Os animais foram divididos em oito grupos segundo o sexo, a idade e o 

tratamento (Tabela 7.1). Cada grupo era constituído por 5 animais. Neste trabalho, os 

animais de 22 a 24 meses são denominados senis e os de 5 meses, jovens. No período de 

manutenção dos animais senis para que atingissem a idade adequada, dois animais a 

óbito, por isso, ao final do experimento, os grupos controle de animais senis 

apresentaram apenas 4 indivíduos para cada sexo. 

 
 

Tabela 7.1 Distribuição dos animais por grupo, segundo 
sexo, idade e tratamento. 

Grupo Sexo Idade Tratamento n 
1 Macho Jovem Controle 5 
2 Macho Senil Controle 5 
3 Fêmea Jovem Controle 5 
4 Fêmea Senil Controle 5 
5 Macho Jovem Estresse 5 
6 Macho Senil Estresse 5 
7 Fêmea Jovem Estresse 5 
8 Fêmea Senil Estresse 5 
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7.4.2 Estresse crônico 

 

 

Durante o experimento, os grupos foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro 

ou cinco animais por gaiola) em sala ambientada com ciclos de 12 horas de luz/escuro. 

O protocolo de aplicação de estresse utilizado neste experimento foi anteriormente 

descrito no Capítulo II, com a aplicação de oito fatores estressores, durante 28 dias 

conforme mostrado na Tabela 7.2. No 29º dia, os animais foram eutanasiados e tiveram 

o sangue, o fêmur direito e a vértebra L5 coletados. 

 

 
Tabela 7.2 Cronograma de aplicação dos estressores.  
Dias  Estressor Hora Início  Duração 
1, 8, 15, 22  Frio 14:00  2 horas 
2, 9, 16, 23  Calor 16:00  2 horas 
3, 10, 17, 24  Isolamento 07:00  24 horas 
4, 11, 18, 25  Inclinação da gaiola 13:00  3 horas 

5, 12, 19, 26  
Privação de água 
Privação de comida 

7:00 
19:00  

12 horas 
12 horas 

6, 13, 20, 27  Condições padrão    

7, 14, 21, 28  
Imobilização 
Iluminação noturna 

7:00 
19:00  20 min 

 

 

7.4.3 Imunoistoquímica 

 

 

Após fixação, os ossos foram descalcificados em ácido fórmico, desidratados em 

soluções crescentes de álcool, diafanizados em xilol e incluídos em parafina. Foram 

realizados cortes longitudinais do corpo da vértebra e da cabeça do fêmur na espessura 

de 4 µm. As secções foram dispostas em lâminas silanizadas (Immunoslides®). Após 

desparafinização, os cortes foram reidratados em soluções decrescentes de álcool e 

finalmente em PBS pH7,0. A recuperação antigênica foi realizada em solução de 

tripsina (1mg/mL); o bloqueio da biotina endógena, em solução de clara de ovos 

seguida por solução de leite em pó desnatado; e o bloqueio da peroxidase endógena, 

realizado após a incubação com o anticorpo secundário, com solução de H2O2 a 3% em 

PBS. Foram utilizados anticorpos policlonais de cabra anti-RANKL, RANK e OPG 
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(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) como anticorpos primários, na diluição de 1:50; e 

anticorpo biotinilado de coelho anti-IgG de cabra (Sigma), como secundário, diluído na 

proporção de 1:100. A marcação foi revelada após incubação com polímero 

estreptavidina-peroxidase (Sigma), na diluição de 1:200; seguida por DAB (Sigma). Os 

cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e a lamínula montada em 

Entellan® (Merck).  

 

 

7.4.4 Hormônios sexuais e citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α 

 

 

Os hormônios sexuais e as citocinas foram mensurados no soro por ELISA. Para 

estradiol e testosterona utilizaram-se kits Interkit® e para as citocinas, kits específicos 

Raybiotech®.  

 

 

7.4.5 Análise estatística  

 

 

Foram calculados os efeitos do sexo e da idade, bem como da interação destes 

fatores, sobre os parâmetros ósseos, por delineamento fatorial utilizando-se o programa 

computacional Minitab Statistical Software® versão 15 com nível de significância de 

5% para todas as análises, ou como especificado na descrição dos resultados. A relação 

entre os hormônios e as citocinas foi verificada pelo teste de correlação de Pearson. A 

expressão imunoistoquímica de RANKL, RANK e OPG foi submetida a uma análise 

descritiva. 
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7.5 Resultados 

 

 

7.5.1 Hormônios sexuais 

 

 

O estresse moderado crônico não foi capaz de alterar a concentração dos 

hormônios sexuais. Além da diferença óbvia entre os sexos, a 5% de nível de 

significância, a única alteração significativa foi um efeito de interação entre sexo e 

idade sobre os níveis de estrógeno - com a idade, a concentração deste hormônio 

aumentou nos machos e diminuiu nas fêmeas. Quanto à testosterona, nota-se uma 

tendência à diminuição de sua concentração nos ratos machos (Tabela 7.3).  

 

 
Tabela 7.3 Valores de p, médias e desvio-padrão para 
testosterona e estrógeno 
 

  
Testosterona   Estrógeno 

Estresse 
 

0,199 
 

0,758 
Sexo 

 
0,000 

 
0,003 

Idade 
 

0,081 
 

0,745 
Estresse*Sexo 

 
0,177 

 
0,115 

Estresse*Idade 
 

0,738 
 

0,823 
Sexo*Idade 

 
0,080 

 
0,034 

Estresse*Sexo*Idade   0,802   0,566 
Machos Jovens Controle 

 
2,23 ± 1,49 

 
13,9 ± 1,2 

Machos Senis Controle 
 

1,15 ± 0,83 
 

17,5 ± 0,8 
Fêmeas Jovens Controle 

 
0,08 ± 0,03 

 
23,4 ± 7,5 

Fêmeas Senis Controle 
 

0,06 ± 0,02 
 

20,0 ± 4,1 
Machos Jovens Estresse 

 
1,39 ± 1,17 

 
16,0 ± 1,9 

Machos Senis Estresse 
 

0,61 ± 0,57 
 

18,7 ± 1,2 
Fêmeas Jovens Estresse 

 
0,07 ± 0,02 

 
20,0 ± 4,6 

Fêmeas Senis Estresse   0,10 ± 0,05   18,6 ± 2,1 
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7.5.2 Citocinas inflamatórias 

 

 

A 5% de significância, o estresse sozinho não mostrou efeito sobre as 

concentrações de citocinas. Entretanto, IL-6 mostrou uma tendência a diminuir nos 

animais submetidos ao protocolo. TNF-α sofreu efeito da interação entre o estresse e o 

sexo - em machos sua concentração diminuiu, enquanto nas fêmeas, aumentou. As 

alterações dos níveis de IL-1β após a aplicação do estresse mostraram ser dependentes 

da idade do animal, diminuindo nos mais jovens e aumentando nos senis. Embora não 

significativo a 5%, IL-6 mostrou uma leve tendência a esse mesmo comportamento 

(Tabela 7.4). 

 

 
Tabela 7.4 Valores de p, médias e desvio-padrão para IL-1β, IL-6 e TNF-α 

 

  
IL-1β   IL-6   TNF-α 

Estresse 
 

0,357 
 

0,058 
 

0,556 
Sexo 

 
0,604 

 
0,208 

 
0,775 

Idade 
 

0,940 
 

0,990 
 

0,992 
Estresse*Sexo 

 
0,198 

 
0,138 

 
0,018 

Estresse*Idade 
 

0,006 
 

0,051 
 

0,528 
Sexo*Idade 

 
0,831 

 
0,441 

 
0,964 

Estresse*Sexo*Idade   0,596   0,383   0,872 
Machos Jovens Controle 

 
0,263 ± 0,016 

 
0,169 ± 0,017 

 
0,193 ± 0,021 

Machos Senis Controle 
 

0,205 ± 0,058 
 

0,155 ± 0,023 
 

0,184 ± 0,040 
Fêmeas Jovens Controle 

 
0,244 ± 0,080 

 
0,149 ± 0,026 

 
0,159 ± 0,034 

Fêmeas Senis Controle 
 

0,196 ± 0,036 
 

0,136 ± 0,021 
 

0,152 ± 0,016 
Machos Jovens Estresse 

 
0,195 ± 0,025 

 
0,125 ± 0,010 

 
0,161 ± 0,020 

Machos Senis Estresse 
 

0,259 ± 0,033 
 

0,151 ± 0,012 
 

0,171 ± 0,009 
Fêmeas Jovens Estresse 

 
0,241 ± 0,017 

 
0,138 ± 0,015 

 
0,190 ± 0,022 

Fêmeas Senis Estresse   0,278 ± 0,091   0,141 ± 0,032   0,195 ± 0,074 
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As citocinas mostraram correlação válida entre si, com coeficiente de correlação 

variando entre 0,635 e 0,740. Os hormônios sexuais mostraram uma correlação muito 

baixa, porém negativa. Testosterona não mostrou correlação com qualquer das 

citocinas. Estrógeno, por sua vez, apresentou coeficientes válidos negativos com IL-6 e 

TNF-α, mas também muito baixos (Tabela 7.5). 
 
 
 

Tabela 7.5 Coeficientes de correlação de 
Pearson e valores de p entre hormônios 
sexuais e citocinas 

 

 
T E IL1 IL6 

E -0,368 
   

 
0,025       

IL1 0,006 -0,132 
  

 
0,972 0,437     

IL6 0,268 -0,327 0,701 
 

 
0,109 0,048 0,000   

TNF 0,170 -0,353 0,740 0,635 

 
0,315 0,032 0,000 0,000 

 

         T: testosterona; E: estrógeno 

 

 

7.5.3 Imunoistoquímica 

 

 

Todas as lâminas mostraram marcação imunoistoquímica evidente, de forma que 

as diferenças foram muito discretas. De maneira geral, houve diferença perceptível na 

imunomarcação para RANKL, que se mostrou mais expressiva nos grupos submetidos 

ao estresse. Alterações relativas à idade, sexo ou osso utilizado não foram percebidas 

(Figura 7.1). As imunomarcações para RANK e OPG não mostraram diferença aparente 

entre os grupos (Figura 7.2). 
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Figura 7.1 Imunoistoquímica para avaliação da expressão de RANKL. (A) Fêmur de uma 
fêmea senil controle; (B) Vértebra de macho jovem controle; (C) Fêmur de fêmea jovem 
submetida a estresse; (D) Vértebra de macho jovem submetido a estresse. A barra corresponde 
a 20µm. 

 
 

 

 
 

Figura 7.2 Padrão de marcação imunoistoquímica para RANK e OPG. (A) Imunomarcação 
para RANK em vértebra de macho senil submetido a estresse e (B) para OPG em fêmur de 
fêmea senil submetida a estresse. A barra corresponde a 20µm. 
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7.6 Discussão 

 

 

Testosterona e estrógeno avaliados no presente experimento não apresentaram 

qualquer efeito do estresse, ou seja, o estresse moderado crônico não induziu alterações 

nas concentrações de hormônios sexuais. Tsuchiya & Horii (1995) utilizaram hamsters 

machos sob estresse de imobilização por períodos diferentes: 10 e 30 minutos, e duas e 

seis horas. Os autores observaram uma drástica diminuição da testosterona nos dois 

períodos mais longos. No segundo caso, 18h após a retirada do estresse, a diminuição da 

concentração do hormônio ainda era observada. Chichinadze & Chichinadze (2008) 

observaram que o aumento da testosterona pode aumentar em resposta ao estresse 

principalmente no início da aplicação do estressor e que questões sociais, como a 

dominância de um macho sobre os outros, podem estar envolvidas. Os animais 

utilizados neste experimento foram mantidos em gaiolas coletivas. Mesmo não tendo 

tido contato físico ou visual com as fêmeas, mas provavelmente olfativo, uma vez que 

todas as gaiolas foram mantidas na mesma sala, é possível que tenha havido 

desenvolvimento de algum tipo de dominância entre os animais. Embora os dados da 

concentração de testosterona obtidos sejam heterogêneos e apresentem alto valor para o 

desvio-padrão, o que reforça a diferença dentro do grupo, avaliações comportamentais 

seriam necessárias para confirmar essa hipótese. Retana-Márquez et al. (2003) 

comentam que o comportamento sexual em machos é um aspecto da reprodução 

masculina muito vulnerável tanto a estresse agudo quanto crônico. Embora se associem 

esses efeitos a uma relação antagonista entre testosterona e glicocorticoide, poucos 

trabalhos de fato avaliam esta relação. Utilizando três tipos de estressores (choque, 

imobilização e imersão em água fria) o grupo de Retana-Márquez mostrou que os níveis 

de hormônio masculino variam com o tipo e a duração do estressor. Dos três estressores 

utilizados pelos autores, apenas a imobilização foi empregada no presente trabalho. Nas 

observações daquela pesquisa, este foi o estressor que menos afetou os níveis de 

testosterona. Embora existam muitos trabalhos que avaliem o efeito do estresse no ciclo 

estral, poucos avaliam as concentrações de estrógeno dos animais. De fato, uma 

limitação para essa medida é a flutuação de sua concentração devido aos ciclos nas 

fêmeas. Entretanto, no presente trabalho, os dados sobre a concentração de estrógeno 

mostraram-se estatisticamente válidos, porém nenhuma interferência sofreram por causa 

do estresse, tanto em machos quanto em fêmeas. Os trabalhos que avaliam o efeito do 
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estresse sobre o ciclo estral utilizam swabs vaginais para determinar a fase em que a 

fêmea se encontra. De maneira geral, o estresse aumenta o número de ciclos irregulares 

(DALLA et al., 2005). O papel do estradiol sob condições de estresse, entretanto, é 

vastamente estudado no campo da neurologia. Bowman et al. (2002), por exemplo, 

utilizando ratas castradas, notaram que o estradiol pode moderar o efeito do estresse na 

cognição e ansiedade. Takuma et al. (2007) mostram que este hormônio atenua a perda 

de neurônios no hipocampo e a disfunção cognitiva induzidas por imobilização crônica. 

No presente trabalho, o estresse sozinho não causou alteração nas concentrações das 

citocinas pró-inflamatórias avaliadas. Na literatura científica, a resposta da expressão de 

citocinas ao protocolo de estresse moderado crônico geralmente são confrontados com 

as alterações vistas em humanos que sofrem de depressão, uma vez que ele é o modelo 

padrão para o estudo desta doença. Alterações no perfil de citocinas pró-inflamatórias 

são altamente correlacionadas à depressão e acredita-se que os sintomas da doença 

sejam provocados pela atuação das citocinas no sistema nervoso central (ROHLEDER 

et al., 2002; DUNN et al., 2005). Além disso, a depressão vem sendo apontada como 

fator de risco para outras doenças como as cardiovasculares, em que o papel das 

citocinas também tem sido investigado (LEVINE et al., 1990; FERRARI, 1999). O 

presente trabalho trata das citocinas como um dos fatores capazes de influenciar o 

metabolismo ósseo. Embora os grupos submetidos ao estresse apresentassem 

concentrações de IL-6 menores que os grupos controle, esta diminuição não foi 

significativa a 5%. Grippo et al (2005) submeteram ratos Sprague-Dawley a quatro 

semanas de estresse moderado crônico e também não verificaram alteração na IL-6; os 

autores porém perceberam aumento em TNF-α e IL-1β. No presente trabalho, estas 

citocinas mostraram resposta ao estresse dependente das outras variáveis, sendo mais 

notável o aumento de TNF-α nas fêmeas e de IL-1β nos senis. Para investigar a resposta 

destas duas citocinas, foi realizado o teste de Tukey (α=0,050), que não demonstrou 

diferença entre qualquer dos grupos (dados não apresentados). Sexo e idade são dois 

fatores importantes na determinação da resposta imunológica e ao estresse (RIVIER, 

1999; KAJANTIE e PHILLIPS, 2006). O sistema de citocinas representa um ponto 

convergente entre a resposta imunológica e o metabolismo ósseo. Em processos 

inflamatórios da articulação ou mesmo na deficiência de estrógeno, a modulação das 

citocinas mostra papel importante na patogenia da perda óssea (CENCI et al., 2000; 

GRČEVIĆ et al., 2001; BEZERRA et al., 2005). IL-1, IL-6 e TNF-α são reguladores 

positivos da expressão de RANKL, bem como de OPG (WALSH e CHOI, 2003). No 



157 
 

presente trabalho, a expressão imunoistoquímica de RANKL, RANK e OPG mostrou-se 

presente em todas as amostras, porém, a diferença entre os grupos foi muito sutil, mas 

ficou mais evidente para RANKL, que também é regulado positivamente por 

glicocorticoides, que, por sua vez, é capaz de inibir a expressão de OPG (WALSH e 

CHOI, 2003). OPG é um receptor solúvel produzido por osteoblastos ativados, mas 

podem ser induzida em linfócitos B e células dendríticas (WALSH e CHOI, 2003). 

Entretanto, durante a formação óssea, OPG pode ser depositado junto às proteínas da 

matriz com o intuito de prevenir uma perda óssea quando porventura osteoclastos forem 

ativados nas imediações. No presente trabalho, houve uma marcação evidente na 

imunoistoquímica para OPG ao longo da matriz, mas não houve diferença entre os 

grupos. Isto pode ter ocorrido por causa do tempo empregado no protocolo de estresse 

e, em um trabalho futuro, um acompanhamento da evolução da expressão dos 

marcadores ósseos ao longo do tempo é necessário. 
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7.7 Conclusões 

 

 

Com relação à testosterona, as médias apresentadas pelos animais submetidos ao 

estresse foram menores que os dos grupos controle, com exceção das fêmeas senis. Já o 

estrógeno apresentou comportamento contrário em machos e fêmeas: no primeiro grupo 

as médias foram maiores nos animais submetidos ao estresse e no segundo, maiores nos 

controle. É preciso ressaltar que essas alterações não foram estatisticamente 

significativas, provavelmente devido à grande variação entre os valores individuais; 

porém o aumento do número de animais por grupo pode contornar este problema em 

trabalhos futuros. O estresse também não teve efeito como fator principal sobre as 

citocinas pró-inflamatórias. IL-6 não mostrou qualquer efeito significativo do estresse, 

embora tenha apresentado uma tendência à diminuição nos animais submetidos ao 

protocolo. As concentrações de TNF-α diminuiram nos machos, enquanto o contrário 

foi observado nas fêmeas. Já IL-1β diminuiu nos jovens e aumentou nos senis. Embora 

diferenças entre sexo e idade não tenham sido evidentes, a expressão de RANKL 

mostrou-se mais expressiva nos grupos submetidos ao estresse. RANK e OPG 

mostraram imunomarcação, mas diferenças entre os grupos não puderam ser percebidas. 

Talvez pelo fato de que as substâncias investigadas neste trabalho sejam de expressão 

induzível, seu estudo pode tornar-se mais heterogêneo. Visto que o modelo proposto é 

inédito, alguns ajustes metodológicos fazem-se necessários.  
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8 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

O objetivo geral do presente trabalho é investigar a interação entre três 

processos: estresse, envelhecimento e metabolismo ósseo; em meio aos quais sempre se 

permeia o papel do sexo, pautado principalmente na fisiologia dos hormônios sexuais, 

que dita importante dimorfismo na resposta àqueles três processos. 

Primeiramente, foi demonstrado o efeito que o sexo e a idade podem exercer 

sobre os parâmetros de avaliação óssea. Os ratos machos são maiores que as fêmeas, 

bem como os senis, maiores que os adultos jovens. Este princípio pôde ser demonstrado 

também nos parâmetros morfométricos avaliados neste trabalho, como as medidas 

histomorfométricas da seção transversal da diáfise do fêmur e a área do fêmur e da tíbia 

avaliados na densitometria. O conteúdo mineral ósseo apresentou o mesmo 

comportamento, visto que depende diretamente da área do osso. A densidade mineral 

óssea, parâmetro muito importante na avaliação da perda óssea e utilizado como medida 

padrão para o diagnóstico da osteoporose, não apresentou diferença provocada pelo 

sexo nem pela idade do animal. Outro parâmetro importante na avaliação óssea é o 

volume trabecular, aferido neste trabalho na cabeça do fêmur e no corpo vertebral. Este 

parâmetro apresentou apenas efeito do sexo no fêmur, em que os valores maiores foram 

observados nos machos. Força máxima e tenacidade, tanto ao teste de flexão da cabeça 

do fêmur quanto da diáfise, foram maiores nos machos, embora efeito da idade não 

tenha sido identificado. Estes resultados são importantes em trabalhos posteriores que 

utilizem protocolos de indução de perda óssea que podem interagir com os fatores sexo 

e idade. 

Em seguida, foi avaliado o efeito do estresse crônico sobre os parâmetros de 

avaliação óssea. Para isso, foram avaliados apenas os grupos de animais jovens. O 

estresse mostrou-se capaz de reduzir a densidade mineral óssea, bem como a espessura 

do osso cortical da seção transversal da diáfise do fêmur, além de afetar o peso dos 

animais. O estresse ainda teve efeito na cabeça do fêmur, onde diminuiu a o volume 

trabecular ósseo e a força máxima atingida no teste de flexão. O efeito do sexo apareceu 

na maior parte todos os parâmetros analisados, em que as médias exibidas pelos machos 

foram menores que as fêmeas. Com isso, confirmou-se que o estresse pode 

comprometer o equilíbrio da homeostase óssea, colaborando para o estabelecimento da 

osteopenia ou osteoporose. 
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Para investigar o efeito do estresse associado à idade, foram utilizados os ratos 

de 22-24 meses. O estresse também foi capaz de afetar o peso, mas apenas poucos 

parâmetros de avaliação óssea, revelando que pode comprometer a saúde óssea, mas de 

maneira mais branda que nos animais mais jovens. Esse resultado deve ser interpretado 

com cautela. Provavelmente o envelhecimento poderia retardar a resposta do tecido 

ósseo aos estímulos desencadeados pelo estresse. De maneira crônica, os efeitos 

poderiam ser mais severos nos idosos.  

Neste mesmo modelo animal, num delineamento que inclui todas as variáveis 

independentes, ou seja, sexo, idade e tratamento, foi avaliada a resposta de citocinas 

inflamatórias, hormônios sexuais e da expressão de RANKL, RANK e OPG. Embora 

não tenham sido estatisticamente significantes, uma diminuição na concentração de 

testosterona nos grupos submetidos ao estresse pôde ser percebida. Para o estrógeno, 

houve um comportamento contrário entre o grupo de machos e o grupo de fêmeas – no 

primeiro, o estresse aumentou a concentração do hormônio, enquanto no segundo, 

diminuiu. A variação individual das observações foi muito ampla, e um melhor 

delineamento do modelo, possivelmente envolvendo um número maior de repetições, 

torna-se necessário para esclarecimento desta questão. Sobre as citocinas inflamatórias, 

o estresse também mostrou apenas efeito indireto no caso da IL-1β, que diminuiu nos 

animais jovens, mas aumentou nos senis, e do TNF-α, que diminuiu nos machos e 

aumentou nas fêmeas. Diferenças na marcação imunoistoquímica foram percebidas 

apenas para RANKL em relação devido ao estresse. Provavelmente pelo fato de que as 

substâncias investigadas nesta última parte do trabalho sejam de expressão induzível, 

seu estudo pode tornar-se mais heterogêneo. Visto que o modelo proposto é inédito, 

alguns ajustes metodológicos fazem-se necessários. 
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ANEXO 

 

Cópia do certificado emitido pela Comissão de Ética para o 
 Uso de Animais da UFV 

 
 

 

 




