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RESUMO

A restricdo alimentar promove mecanismos adaptativos que exercem efeitos benéficos
sobre doencas e longevidade. O tecido 6sseo €, também, alvo dos efeitos proporcionados
pela reducdo da ingestdo da dieta. Entretanto, existem controvérsias quanto as respostas
que essa intervencdo pode ocasionar na quantidade e qualidade dssea. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da restricdo alimentar de 30% sobre parametros dsseos, de
fémures e vértebras, de ratos de diferentes idades. Foram utilizados Rattus novegicus
albinus machos, linhagem Holtzman, com 38 dias, 4 e 16 meses de idade. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (n=8-10 por grupo), sendo trés grupos
controles (C38, C4 e C16) e trés grupos restritos (R38, R4 e R16). Animais controles
tiveram livre acesso a racdo e agua. Animais restritos foram submetidos a dieta de
restricdo alimentar de 30%, sendo alimentados com 70% do consumo ad libitium do
grupo controle. O periodo experimental para todos os grupos foi de 6 semanas. Foram
analisados marcadores bioquimicos da formacdo (osteocalcina) e reabsor¢do Ossea
(TRAP), e propriedades biométricas (comprimento, didmetro maior e menor do fémur;
altura da vértebra), biofisicas (peso Uumido, seco, imerso e das cinzas, volume 0sseo,
densidade Ossea e mineral, porcentagem de agua, de material mineral e organico),
bioguimicas (conteudo de célcio e fésforo), densitométricas [aDMO fémur (osso todo,
epifise proximal, diafise e epifise distal) e vértebra] e biomecanicas (carga maxima, carga
maxima até fratura, deslocamento até fratura, tenacidade e rigidez femoral; carga
méaxima, tenacidade e rigidez vertebral), além da massa corporal e massa adiposa
abdominal. O ganho de massa corporal e adiposa abdominal em animais restritos foi
inferior ao dos animais que tiveram alimentacdo ad libitium. Animais restritos com 38
dias e 4 meses apresentaram redugdo da formacédo, enquanto restritos com 16 meses
apresentaram reducdo da reabsorcdo 6ssea. A restricdo alimentar induziu reducdes dos
parametros biométricos, pesos biofisicos, volume 6sseo e contetdo de célcio e fésforo
femoral em animais restritos do grupo 38 dias. Ainda, comprimento femoral e contetdo
de célcio foram reduzidos em restritos do grupo 4 meses. A densidade areal foi reduzida
em fémures e diafise femoral de restritos com 38 dias, e aumentada na epifise proximal
femoral de restritos com 16 meses. As propriedades biomecénicas femorais ndo foram
afetadas com a dieta de restricdo alimentar em nenhum dos grupos experimentais. Em
relacdo a analise vertebral, a altura vertebral, peso imido, peso imerso, volume 4sseo e
porcentagem de agua foram menores em restritos do grupo 38 dias. Ademais, a altura
vertebral foi reduzida em restritos do grupo 4 meses. No entanto, densidade mineral,
porcentagem de material mineral e carga maxima foram superiores em restritos do grupo
38 dias. A densidade areal, tenacidade e rigidez vertebral ndo se alteraram com a restricao.
A dieta de restricdo alimentar resultou em prejuizo do desenvolvimento 6sseo femoral
com marcante perda em ratos pré-puberes, inconsistentes alteracdes em ratos adultos
jovens e potenciais beneficios em ossos de ratos idosos. Além disso, a restricdo
influenciou positivamente propriedades dsseas vertebrais.

Palavras-chaves: Desenvolvimento 6sseo. Envelhecimento. Ratos. Restrigdo alimentar.



ABSTRACT

The food restriction promotes adaptive mechanisms that have beneficial effects on
diseases and longevity. Also, bone is target of effects provided by the reduction of diet
intake. However, there are controversies about the responses that this intervention can
result on bone quantity and quality. The aim of this study was to evaluate the effect of
food restriction 30% on bone parameters of femurs and vertebrae from rats of different
ages. Male Rattus novegicus albinus rats, Holtzman lineage, aged 38 days, 4 and 16
months of age were used. The animals were divided into six groups (n=8-10 per group),
three being control groups (C38, C4 and C16) and three groups on restricted diet (R38,
R4 on R16). The control animals had free access to food and water. The restricted animals
were submitted to food restriction of 30% being fed with 70% of the ad libitium
consumption of the control group. The experimental period for all groups was 6 weeks.
Analysis was performed in biochemical markers of formation (osteocalcin) and bone
resorption (TRAP), and in parameters biometric (length, largest and smallest diameter of
the femur, vertebral height), biophysical (wet, dry and immersed weight, and of ashes,
bone volume, bone and mineral density, percentage of water, mineral and organic matter),
biochemical (calcium and phosphorus content), densitometric (aDMO of the femur [all
bone, proximal epiphysis, diaphysis and epiphysis distal] and the vertebra),
biomechanical properties (maximum load, maximum load until fracture, displacement
until fracture, femoral tenacity and stiffness; spinal maximum load, tenacity and
stiffness), in addition to body mass and abdominal fat mass. The body mass and fat mass
gain in restricted animals was lower than that of animals which had food ad libitium. The
food restriction in animals with 38 days and 4 months of age presented decreased bone
formation, while the ones with 16 months presented decreased bone resorption. Food
restriction induced reduction of the biometric parameters, biophysical weights, femoral
bone volume and calcium and phosphorous content in the restricted group aged 38 days.
In addition, femoral length and calcium content were reduced in the restricted group aged
4 months. The restricted diet induced reduced areal density in femurs and femoral
diaphyseal of 38 days rats, and increased aDMO of femoral epiphysis proximal from 16
months rats. The femoral biomechanical properties were not affected by the food
restriction diet in any of the experimental groups. As regards the vertebral analysis,
vertebral height, wet weight, immersed weight, bone volume and percentage of water
were lower in the restricted group aged 38 days. Moreover, vertebral height was reduced
in the restricted group aged 4 months. However, mineral density, percentage of mineral
matter and maximum load were higher in the restricted group aged 38 days. The areal
density, vertebral tenacity and stiffness were not altered by the food restriction. The food
restriction diet resulted in damage to femoral bone development with remarkable loss in
prepubertal rats, inconsistent alterations in young adult rats and potential benefits to bones
of elderly rats. In addition, restriction had a positive influence on vertebral bone
properties.

Key Words: Bone development. Aging. Rats. Food restriction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O osso e um tecido vivo, metabolicamente ativo, em equilibrio dindmico, e crucial
para o desempenho eficiente, ao longo da vida, de importantes funcdes, tais como
formacgdo e manutencdo do esqueleto, suporte para tecidos moles, protecdo de 6rgaos
vitais, locomocéo, alojamento da medula 6ssea e reserva mineral (principalmente para os
minerais célcio e fosfato) (DE BAAT et al., 2005; ROBLING, 2006). Além disso, o tecido
0sseo é considerado 6rgdo enddcrino responsivo a distintas influéncias e sujeito a
regulacdo tanto periférica como central (FUKUMOTO; MARTIN, 2009; GUNTUR;
ROSEN, 2012).

Histologicamente, a formacdo do tecido dsseo ocorre a partir de uma matriz
extracelular (MEC) altamente organizada e que se diferencia das demais matrizes uma
vez que essa matriz é calcificada. Adicionalmente, o tecido 6sseo é formado por um
complexo e heterogéneo grupo de células ésseas (DE BAAT et al., 2005; DATTA, 2008).

A matriz dssea se distingue em dois tipos de componentes: a matriz organica e
sais minerais inorganicos. A matriz organica corresponde a 30% da massa 0ssea, exibindo
em sua constituicdo predominancia proteica, representada, principalmente, por fibras
colagenas tipo | (94%) que sdo organizadas de forma ordenada. Outras proteinas (4%) e
substancias nao colagenas (1%) também determinam a constituicdo organica da matriz
(FERNANDEZ et al., 2006). Estes constituintes sdo determinantes da elasticidade dssea
(CURREY, 1998). Sais minerais inorganicos correspondem a 70% da massa 6ssea sendo
constituidos basicamente por fosfato e carbonato de célcio na forma de cristais de
hidroxiapatita (FERNANDEZ et al., 2006; DATTA, 2008) e por menores quantidades de
outros minerais, como 0 magnésio, sodio, potéassio, manganés e flior (HERNANDEZ-
GIL et al., 2006a). Estes constituintes responsabilizam-se pela resisténcia a forga de
compressdo e rigidez (CURREY, 1998; DOBLARE et al., 2004) e assumem funcdes
metabdlicas, como reservatorio de ions e controle da homeostase mineral (BOIVIN;
MEUNIER, 2002).

A osteocalcina (OC), um peptideo secretado pelos osteoblastos maduros, é a

forma mais abundante de substancia ndo colagena encontrada na matriz 6ssea, onde sua
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concentracdo reflete a formacdo dOssea. A transcri¢do e traducdo da osteocalcina sdo
reguladas pela vitamina D e por sua afinidade com o calcio, atuando assim na regulacéo
homeostatica das trocas 0sseas de calcio. Para tal, a osteocalcina precisa sofrer uma
modificacdo pos-traducdo tendo como cofator a vitamina K. Nesse processo ocorre a
carboxilagdo de residuos de acido glutamico, formando y-carboxiglutdmico, agéo
fundamental para a reacdo de carboxilacdo da osteocalcina (DORES et al., 2001).
Somente apds esse processo a osteocalcina exibira capacidade de ligagdo com o célcio
que serd incorporado aos cristais de hidroxiapatita. (SHEA et al., 2009).

No tecido 6sseo, encontram-se quatro grupos de células: células osteoprogenitoras
ou osteogénicas, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Células osteoprogenitoras sao
células troncos mesenquimais que se diferenciam em osteoblastos. Estas células
encontram-se na por¢do interna do peridsteo e no enddsteo e, de acordo com a dinamica
metabdlica dssea, encontram-se ativas ou quiescentes. Aos osteoblastos é atribuida a
atividade de formacdo Ossea, por meio da sintese e liberacdo de colageno e de outros
componentes organicos necessarios para a formacao do tecido dsseo. Sao, os osteoblastos,
0s responsaveis pela mineralizagdo 6ssea. Apos a calcificacao, quando os osteoblastos se
tornam maduros, estes ficam aprisionados dentro da matriz 6ssea mineralizada e
diferenciam-se em ostedcitos, cuja principal funcdo é a mecanotransducédo - atividade
realizada por seus prolongamentos citoplasmaticos que atuam como sensores celulares
responsaveis pela traducdo da forca mecanica imposta ao 0sso em sinais bioguimicos —
e, desta forma, controla o crescimento e o desenvolvimento dsseo. J& 0s osteoclastos
correspondem a células gigantes, com multiplos nacleos, formadas a partir da fusdo de
células precursoras mononucleadas situadas na medula dssea e responsaveis pela
reabsorcdo Ossea (ostedlise). Quando em contato com a matriz dssea, 0s osteoclastos
desenvolvem em sua superficie borda em escova. Essa especializacdo de membrana
celular possibilita a acidificacdo do local por meio da producdo de prétons H* e anions
CI, permitindo a solubilizagdo da matriz calcificada. Além disso, os osteoclastos
sintetizam e liberam outros acidos, como fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e
enzimas lisossomais como a catepsina K, liberagbes que garantem o processo de
reabsorcdo dssea. Em sequéncia, 0 microambiente instituido pelos osteoclastos, libera,
também, enzimas proteoliticas, como as colagenases. As colagenases atuam sobre a parte
orgénica da matriz, sendo responsaveis pela degradacdo do colageno (TEITELBAUM,
2000; HERNANDEZ-GIL et al., 2006b; ROBLING et al., 2006; RUBIN et al., 20086;
CIVITELLI, 2008; BELLIDO, 2014; FLORENCIO-SILVA et al., 2015).
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O osso é um tecido dindmico submetido & constante remodelacao (renovacéao) que
combina de forma sincronizada a reabsorcéo (pela atividade dos osteoclastos) e formacéo
0ssea (pela atividade dos osteoblastos) para produzir uma nova unidade de matriz dssea
que posteriormente sera mineralizada (DE BAAT et al., 2005; ROBLING et al., 2006).
Este processo ciclico e sincronizado ocorre em sitios da superficie 6ssea denominada
unidade basica multicelular (BMU, basic multicellular unit), também conhecida como
unidades de remodelacdo Ossea (BRUs, bone remodeling units) (HAUGE, 2001;
ANDERSEN, 2009).

A regulacdo da remodelacao Gssea ocorre por meio de fatores sistémicos e locais
que determinam o recrutamento de células precursoras de osteoclastos para a regido da
superficie 6ssea que sera reabsorvida. Estas células precursoras se fundem e transformam-
se em osteoclastos (PACIFICI, 2010). O controle desta regulacdo é dependente de
diferentes sinalizagfes que promovem a liberagdo de hormonios, fatores de crescimento,
fatores de transcricdo, citocinas, entre outros que influenciam a génese de osteoclastos
por meio da regulacdo da sua producédo (RAISZ, 1998; PHAN, 2004).

A osteoclastogénese, isto é, a diferenciacdo em osteoclasto, € modulada pelo fator
de estimulacdo das coldnias de macrofagos (M-CSF) e pelo RANKL (ligante do receptor
ativador do fator kappa B nuclear) uma citocina da familia TNF (Fator de
necrose tumoral), produzido pelos osteoblastos. A interacdo de RANKL com RANK, o
receptor ativador do fator kappa B nuclear [NF-kB (RANK)], promove a diferenciacao
do precursor do osteoclasto em osteoclasto. Em contrapartida, a osteoprotegerina (OPG),
uma glicoproteina produzida e secretada principalmente por pré-osteoblastos e
osteoblastos, atua como reguladora negativa da osteoclastogénese. A OPG age como um
competidor de alta afinidade com RANK e, desta forma, reduz a ligacdo de
RANKL/RANK presente na superficie de células precursoras de osteoclastos. Com a
reducdo da ligacdo entre RANKL/RANK hé reducdo da diferenciacdo dos osteoclastos,
contribuindo, assim, para a manutencdo da massa Ossea. A interacdo entre
RANKL/RANK ¢ a via mais conhecida da diferenciacdo e ativacdo osteoclastica. Esta
acdo, diretamente dependente da atividade osteoblastica, indica que 0s processos de
reabsorcdo e formacdo sdo combinados (KHOSLA, 2001; THEOLEYRE, 2004;
ROBLING et al., 2006; PEREZ-LOPEZ et al., 2010, TROEN, 2013).

O equilibrio entre a formacdo e reabsorcdo dssea deve ser rigidamente controlado
e mantido para assegurar o equilibrio de minerais, as adaptagdes ao estresse fisico e a

remocao do 0sso antigo seguido por renovacgdo 0ssea (PARFITT, 1980; DE BAAT et al.,
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2005). Esta minuciosa manutencdo é imprescindivel para a homeostase da dindmica 6ssea
considerando que em cada BMU o processo de reabsorcao leva em torno de 3 a 4 semanas
e a formacdo de 3 a 4 meses (MCCAULEY; NOHUTCU, 2002). O processo é tal que em
torno de 5-10% do esqueleto renova-se a cada ano, com estimada substituicdo de todo o
esqueleto humano adulto em 10 anos (BRANDI, 2009). O equilibrio entre 0s processos
de remodelacdo dssea €, portanto, essencial para a manutencao da integridade da massa e
da resisténcia mecanica d6ssea apds cada ciclo de remodelacdo (PARFITT, 1980; DE
BAAT et al., 2005), enquanto um desequilibrio neste processo pode comprometer estes
parametros 6sseos (MEIER et al., 2005).

Morfologicamente, o 0sso esta dividido em osso cortical, representando 85% de
tecido dsseo, e 0sso trabecular, representando os demais 15% do tecido 6sseo. O 0sso
cortical é um tecido denso e compacto, predominante no esqueleto apendicular. Formado
por anéis concéntricos que possuem no centro canais por onde passam vasos sanguineos
(Sistema Haversiano) e por canais (Canais de Volkman) que permitem a comunicao entre
vasos sanguineos com a medula 6ssea, 0 0sso cortical é altamente compacto por possuir
uma pequena area de superficie, baixa porosidade, associada a baixa taxa metabélica. Este
tipo de 0sso proporciona protecao e suporte ao esqueleto, fornece resisténcia mecanica (a
forcas de torcdo e flexdo) e pode participar de respostas metabolicas quando héa
prolongado ou relevante déficit mineral. De acordo com sua predominancia morfolégica,
sua perda Gssea esta relacionada a fratura de ossos apendiculares, como o fémur. O 0sso
trabecular compreende a microarquitetura interna do tecido 6sseo, marcada por inimeras
espiculas (trabéculas) dsseas interconectadas e orientadas de acordo com a tensdo em que
0 0ss0 é submetido. Metabolicamente o0 0sso trabecular € mais ativo que o0 0sso cortical,
por possuir alta porosidade 6ssea, o que lhe confere uma grande area de superficie. A
relacdo entre a area de superficie destinada para a remodelacdo 0ssea e a acentuada
atividade metabdlica, justifica a intensa remodelacdo dssea trabecular e possibilita,
quando ha déficit mineral, um precoce comprometimento 6sseo, como a osteoporose. De
acordo com sua predominancia morfolégica no esqueleto axial, sua perda 6ssea esta
relacionada as fraturas vertebrais (MARTIN; BOARDMAN, 1993; EINHORN, 1996;
MARX; GARG, 1998; KEAVENY et al., 2001; CLARKE, 2008).

Ossos longos, como o fémur, exibem diferentes regides: epifises proximal e distal
(porgdes das extremidades Osseas), diafise (porcdo central) e metéafises (regido entre as
epifises e diafise). Epifises e metafises sdo formadas com predominancia de 0sso

trabecular. Este tipo de tecido é encontrado na regido interna destas porcdes, contudo,
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externamente, epifises e metafises, sdo envolvidas por uma fina camada de osso cortical.
Ja a regido diafisaria apresenta, em sua totalidade, osso cortical (JUDEX et al., 2004;
CLARKE, 2008; RITTWEGER et al., 2009).

As superficies 6sseas sdo revestidas por tecido conjuntivo e por células
osteoprogenitoras/osteogénicas denominadas como enddsteo, na superficie interna e
periosteo, na externa. O endodsteo é constituido por osteoblastos provenientes da
multiplicacdo e diferenciacdo de células osteoprogenitoras. E encontrado recobrindo o
canal medular, os canais de Harvers, os canais de Volkmann e a cavidade do 0sso
trabecular. Sua funcdo é promover nutricdo e remodelacdo dssea. O periosteo é
constituido, externamente, por uma densa camada de fibras colagenas e de fibroblastos e,
internamente, por células osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos. Sua
funcdo é nutrir e proteger o 0sso, além de permitir o crescimento diametral dsseo
(DOBLARE et al., 2004; CLARKE, 2008).

Existem dois principais processos iniciais responsaveis pelo desenvolvimento
0sseo. Estes processos formam o osso durante o desenvolvimento embrionario e sdo
denominados de ossificacdo intramembranosa, quando a formacéo € direta, e ossificacdo
endocondral, quando a formacéo € indireta. A ossificagdo intramembranosa é responsével
pela formagé&o da maior parte do esqueleto craniofacial. Contribui para o crescimento dos
0SS0S curtos e para o crescimento em espessura dos 0ssos longos. E designada como
formadora direta, pois ocorre pela diferenciacdo direta de células mesenquimais em
osteoblastos, formando um centro de ossificacdo. Para isto, inicialmente, ha proliferacao,
agrupamento e diferenciacdo das células mesenquimais indiferenciadas seguido pela
formacdo de regides conjuntivas condensadas, de origem mesenquimal, onde surgira o
futuro osso. Apds a diferenciacdo, os osteoblastos comecam a produzir matriz 6ssea
extracelular, também chamada de matriz ostedide (matriz ainda ndo mineralizada),
formada na sua maioria por colageno e proteoglicanos, substancias que apresentam
capacidade de ligacdo com o célcio. Por meio desta ligacdo, a matriz ostedide torna-se
calcificada. No decorrer da calcificacdo ha, no centro de ossificacdo, o desenvolvimento
de uma rede de trabéculas dsseas rodeadas por peridsteo que, com o continuo crescimento
trabecular, adotam a forma de placas. A formacdo de 0sso compacto ocorrera pela
compactacdo dessas trabéculas e a formacdo de sucessivas camadas 0sseas periostais
definira a espessura Ossea (GILBERT, 2000; FRANZ-ODENDAAL, 2011).
Alternativamente, células mesenquimais podem diferenciar-se em cartilagem, que, em

seguida, fornece um molde para a morfogénese 0ssea pelo processo de ossificacdo
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endocondral. Nesta ossificagdo, ocorre a formacdo da maior parte do esqueleto
apendicular e axial. Tal ossificagéo se inicia com a condensagéo e diferenciagéo celular
mesenquimentosa em condrécitos. A hipertrofia celular sinaliza o passo final da
diferenciacdo dos condrdcitos, onde a matriz extracelular cartilaginosa torna-se
calcificada e, parcialmente, degradada. A ossificagdo comeca quando condrocitos
hipertréficos sofrem apoptose e a cartilagem calcificada é invadida por vasos sanguineos,
células Gsseas e precursores mesenquimais. A matriz cartilaginosa calcificada é entéo
utilizada pelos osteoblastos como base para a deposicdo de 0sso mineralizado,
culminando na producdo de um novo 0sso. Este processo, apds ser completado no centro
de ossificacdo priméaria (localizado na diafise), prossegue gradualmente para as
extremidades, no centro de ossificacdo secundaria (localizado um em cada epifise), e
estabelece as duas placas de crescimento que separam as epifises cartilaginosas da diafise
0ssea (STICKENS et al., 2004; MACKIE et al., 2011; LONG; ORNITZ, 2013). Contudo,
0 centro de ossificacdo primaria promove crescimento longitudinal e no centro de
ossificagdo secundéaria é observado crescimento radial. O comprimento, diafisario, de
0ssos longos é dado pela atividade do disco epifisario e a espessura pela aposicao de
tecido Osseo periostal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; CLARKE, 2008). A
maturidade esquelética ocorrera quando a expansao do centro de ossificacdo diafiséria
encontra o centro de ossificacdo epifisaria, desaparecendo, por fim, a placa de
crescimento (MACKIE et al., 2011).

A atividade 6ssea no esqueleto em desenvolvimento é voltada, primariamente,
para o crescimento e modelacdo 6ssea (remocgdo do o0sso de um local e deposicdo em
outro), mecanismo pelo qual o 0sso atinge tamanho e forma. Na maturidade esquelética,
a atividade metabdlica envolve predominantemente a remodelacdo Ossea (remocéo e
posterior substituicdo do 0sso existente por 0sso novo). A relacédo entre a taxa de formacao
e de reabsorcdo dssea determina a quantidade de massa 6ssea encontrada no esqueleto
(RAISZ, 2005).

No decorrer do desenvolvimento, a formacdo Ossea excede a reabsorcéo,
permitindo aumentar a massa 6ssea até atingir um pico, que € a massa maxima de 0sso
atingida no decorrer da vida. Esse processo de aquisicdo de massa 0ssea inicia-se no
nascimento e se prolonga ate o final da adolescéncia, ao término da maturacao esquelética
(BONJOUR et al., 1994; BRANDAO; VIEIRA, 1999; BONJOUR et al., 2009). Nesse
periodo, inicia-se a fase de equilibrio entre os processos de formacéo e reabsorgdo ossea

que se mantém até os 30-45 anos nas mulheres e 50-60 anos nos homens. Posteriormente,
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ocorre um desequilibrio entre formacéo e reabsorcao 6ssea. O resultado, em longo prazo,
de tal desequilibrio é uma mudanca da massa, forga e estrutura 6ssea (MEIER et al., 2005;
COMPSTON, 2011) e, por fim, se o ganho de massa Ossea adquirida durante o
crescimento ndo atingiu seu pico maximo, ha maior risco de apresentar complicacdes
osteomebolicas, como osteopenia e osteoporose, em uma fase tardia (BORGES;
BRANDAO, 2006; BONJOUR et al., 2009).

O aumento do tecido dsseo, durante a maturacdo do esqueleto, centra-se,
essencialmente, no aumento maximo da massa éssea (pico de massa 0ssea). Sua
relevancia reflete o fato de que quanto maior a aquisicdo 6ssea durante esse periodo,
maior sera a tolerancia contra a perda éssea fisiolégica com o envelhecimento. Isto
porque, a massa 6ssea, durante o envelhecimento, é determinada pelo pico da massa 0ssea
em conjunto com a taxa de perda de massa 6ssea (VAANANEN, 1991). O pico de massa
Ossea, assim como a integridade do tecido 6sseo observado ao decorrer da vida, é
determinado por varios fatores incluindo raca, sexo, hereditariedade, estado hormonal,
nutricio e massa corporal (BONJOUR et al., 1994; BRANDAO; VIEIRA, 1999;
BONJOUR et al., 2009). Considera-se ainda que mais de 90% da massa 0ssea seja
adquirida durante a maturacdo esquelética, consolidando o acimulo de massa dssea,
durante a infancia e adolescéncia, como um fator protetor 6sseo durante o envelhecimento
e um contribuinte determinante da massa e resisténcia 6ssea nesse periodo (BROWN;
ZACHARIN, 2005; BONJOUR et al., 2009).

O envelhecimento € um processo progressivo e previsivel, caracterizado pelo
acumulo de alteracfes a todos os niveis de organizacdo bioldgica com alteracbes da
estrutura e funcionamento de células, tecidos, 6rgaos e sistemas do organismo, que, por
fim, culmina em declinios das funcdes fisiologicas (SEMBA et al., 2010).

Dentre os declinios decorrentes do processo de envelhecimento, considera-se a
perda de déssea como um fendmeno universal que afeta homens e mulheres e esta
diretamente relacionada com a reducdo progressiva da massa e resisténcia 0ssea. A taxa
de perda da massa dssea cortical, por década, em homens e mulheres, ap6s os 50 anos, é
de aproximadamente 3-5% no o0sso cortical e 6-10% no osso trabecular. Em principio, a
perda 6ssea pode ocorrer por diminuicdo da formacéo dssea ou como o resultado de um
aumento da velocidade de reabsorcao 6ssea associada a uma taxa de formagdo normal ou
reduzida (O'FLAHERTY, 2000). Essa perda, dependendo da extenséo, pode afetar tanto
0 0sso trabecular como o cortical. No 0sso trabecular, a perda 6ssea pode ocorrer em

resposta ao aumento da remodelagao 6ssea ou por equilibrio negativo na unidade bésica
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multicelular (BMU). J& a perda de osso cortical resulta em mudangas tanto na
remodelacdo endocortical como intracortical. Além disso, como a espessura cortical €
influenciada pela taxa de aposicdo periosteal, alteracBes estruturais também sao
determinadas por modificacdes do equilibrio de remodelacdo (COMPSTON, 2011). A
diminuicdo da massa 0ssea trabecular e 0 aumento da porosidade cortical podem ser as
causas mais importantes de fragilidade dssea anos idosos (GREEN et al., 2011; CHEN et
al., 2013). Por outro lado, a perda dssea pode, também, resultar de uma diminuicdo da
carga mecanica em reflexo da reducdo da massa corporal, isto porque a massa corporal é
altamente correlacionada com a massa e densidade mineral 6ssea (DMO) (BONJOUR et
al., 1994). Além disso, levando em consideracdo a heterogeneidade do esqueleto, €
provavel que mudancas da arquitetura e microarquitetura 6ssea sejam resultados das
diferencas na morfologia 6ssea, resultando em mudancas especificas de acordo com o0s
sitios e com a taxa de perda 6ssea relacionada com a idade (COMPSTON, 2011; CHEN
etal., 2013). Esses fatores conduzem a redugfes em parametros que refletem a quantidade
e qualidade 0ssea e ao aumento da fragilidade dssea que, associada ao aumento do risco
de quedas caracteristicos do envelhecimento, contribui para um maior indice de fraturas
osteopordticas (RAISZ, 2005; ARMAS, RECKER, 2012).

A osteoporose é um distirbio osteometabdlico que resulta em falha estrutural do
esqueleto marcada pela diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO) e rarefacdo de sua
microarquitetura, apresentando predisposicéo as fraturas mesmo em condicdes de baixa
energia (AKESSON, 2003). Considerando a auséncia de evidéncias de que a perda de
massa 0ssea provoca qualquer sintoma, a osteoporose tem sido identificada como uma
epidemia silenciosa e sua manifestacdo clinica esta diretamente relacionada as fraturas.
Por sua vez, as fraturas osteoporoticas estdo estreitamente relacionadas com a baixa massa
Ossea enquanto a auséncia de fraturas é dependente da aquisicdo maxima deste parametro
(BONJOUR et al., 1994; BONJOUR et al., 2009).

A osteoporose pode ser classificada como priméria ou secundaria. A forma
priméria € classificada em tipo |, ou pds-menopausa e tipo I, ou senil. J& a osteoporose
secundaria é decorrente de processos inflamatdrios, alteracbes enddcrinas, desuso entre
outros (GALLI, 2001). Na osteoporose tipo I, a deficiéncia de estrogeno, caracteristica da
menopausa, € acompanhada por incremento do turnover 6sseo com predominio da
reabsorcdo (TROEN, 2003). Em contraste, a osteoporose tipo Il é originada através da
diminuicdo da capacidade proliferativa de células osteoprogenitoras ap6s o periodo do
pico e equilibrio da massa 0ssea (O’FLAHERTY, 2000).
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As regifes mais susceptiveis as fraturas por osteoporose sdo o quadril (fémur
proximal), a coluna vertebral (vértebras) e o punho (antebraco distal). As fraturas de
quadril e antebraco sdo consequéncias de traumatismos de maior ou de menor intensidade,
causados, principalmente, por quedas. J& fraturas na coluna ocorrem por minimos
traumatismos (CUMMINGS; MELTON, 2002). De perfil alarmante, é projetado para o
ano de 2050 aumento (240% em mulheres e 310% em homens) de fraturas de quadril em
funcdo da osteoporose, estimados em mais de seis milhGes de fraturas de quadril em todo
mundo (GULLBERG et al., 1997).

Fémur, tibia e vértebras, sdo os principais sitios 6sseos para estudo da osteoporose.
Os dois primeiros sitios 6sseos apresentam predominio de osso cortical e as veértebras,
predominio de osso trabecular (PATLAS et al., 2000). Desta forma, fémures e vértebras
foram selecionados, para serem usadas neste trabalho, levando-se em consideragdo sua

morfologia dssea e os efeitos metabdlicos que provém desta especificacao tecidual.

1.2 Restri¢do Alimentar

H& muito, McCay, Crowell e Maynakd (1935), demonstraram que a redugdo da
ingestdo de calorias foi responsavel por quase dobrar o tempo de vida de animais
experimentais e, com isso, um grande passo foi dado para o estudo onde o envelhecimento
pode ser retardado. Desde entdo, numerosas pesquisas, com diferentes delineamentos e
enfoques, vém sendo utilizadas para compreender e elucidar 0s mecanismos que
melhoram e prolongam a vida. Em julho de 2010, The Journal of Nutrition, homenageou
e comemorou 0s 75 anos do pioneiro trabalho de McCay, Crowell e Maynakd, com a
publicacdo “Honoring Clive McCay and 75 Years of Calorie Restriction Research”
(MCDONALD; RAMSEY, 2010), e enfatizou que, sem davida, esse modelo de estudo
contribuiu, mais do que qualquer outro, para a compreensdo global dos processos
bioldgicos do envelhecimento e da longevidade.

A restricdo alimentar ou restricdo calorica, como também é conhecida
(MCDONALD; RAMSEY, 2010; LEE; LONGO, 2016), € uma intervencao que consiste
em promover subnutricdo sem causar desnutri¢do, através da reducdo de 20 a 40% da
ingestdo de alimentos, em comparagéo a alimentac&o tipica (LEE; LONGO, 2016). Essa
intervengdo, importante em investigagdes sobre o envelhecimento, retarda o
aparecimento de disturbios relacionados a idade (TATSUMI et al., 2008; LEE; LONGO,
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2016) e prolonga o tempo de vida de diferentes espécies animais (SUN et al., 2009; HOU
etal., 2011; SADAGURSKI et al., 2015).

Os beneficios da restricdo foram observados em diferentes estudos realizados com
primatas, nos quais distintas varidveis bioldgicas apresentaram melhores respostas
quando em comparagdo com o grupo controle (LANE et al., 1997; ROTH et al., 2001;
INGRAM et al., 2007). Paralelamente, estudos conduzidos com ratos evidenciaram o
retardo do aparecimento de diversas doengas cronicas (KRITCHEVSKY, 2001; LEE et
al., 2004; FONTANA; KLEIN, 2007). Ao mesmo tempo, em humanos foi observado que
a restricdo induzia adaptacdo metabolica promovendo melhores respostas frente as
doencgas e aos danos oxidatixos (FONTANA et al., 2004; HEILBRONN et al., 2006;
HOLLOSZY; FONTANA, 2007).

O mecanismo pelo qual a restricdo influencia o aparecimento mais tardio de
doencas e a longevidade ainda esta sendo compreendido, contudo acredita-se que ndo um
fator isolado, mas uma combinacdo de fatores seja responsavel pelos efeitos promovidos
pela restricdo (WESTERBEEK et al., 2008).

A reducdo da glicose e da insulina plasmaticas é uma caracteristica marcante da
restricdo, isto porque a baixa ingestdo de alimentos promove reducdo da concentracgao de
glicose levando a uma reduzida liberagéo de insulina (McCARTER et al., 2007). De perfil
lipogénico, a insulina quando em concentracdo reduzida, seria acompanhada por
diminuicdo do deposito de tecido adiposo branco (TAB) (KERSTEN, 2001). Ha algum
tempo o TAB deixou de ser visto como um simples e passivo reservatorio de energia e
passou a ser observado como 6rgao enddcrino responsavel por diversas circunstancias
metabolicas como a liberacdo de moléculas biologicamentes ativas, conhecidas como
adipocinas, que além de atuarem sistematicamente podem também atuar em nivel local.
As adipocinas liberadas pelo TAB compreendem entre outras, a leptina, resistina,
adiponectina, grelina e também citocinas pro-inflamatorias, como TNF- o (fator de
necrose tumoral o) e IL-6 (interleucina 6) (MOHAMED-ALI et al., 1998). A reducgéo do
tecido adiposo, evidenciada com a restricdo, pode induzir alteracGes da secre¢do dessas
biomoléculas e, desta forma apresentar impacto consideravel para mudangas na
perspectiva de vida (COMBS et al., 2003; WU et al., 2003).

Mudangas neuroendocrinas em modelos animais de diferentes idades,
relacionadas a restricdo, também sdo descritas na literatura. Ratos submetidos a restrigdo
exibem reducdo na concentracdo de GH (horménio do crescimento) (MARTIN et al.,

2006) e apresentam semelhangas fisiolégicas com camundongos knockout desse gene
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(BONKOWSKI et al., 2006). A interacdo entre a restricdo e o eixo somatotrofico
representa um importante ponto dos beneficios ocasionados pela restricdo, uma vez que
a menor expressdo de GH proporciona reducdo da producdo de IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina-1) (BARTKE et al., 2001). A reducdo da sinalizacdo
do eixo GH/IGF-I tem sido relatada para retardar o envelhecimento e prolongar a
expectativa de vida (BERGAMINI et al., 2003).

Por outro lado, os beneficios da restricdo parecem, fortemente, mediados pela
atenuacdo de danos oxidativos (ALEXEYEV et al., 2004). Estresse oxidativo é um
desequilibrio ocasionado pela producdo excessiva de radicais livres e EROs (espécies
reativas de oxigénio) acompanhado por uma insuficiente defesa antioxidante,
apresentando danos subseqiientes (SANCHEZ-RODRIGUES et al., 2007). Em condicdes
fisiologicas do metabolismo celular aerobio, o O2 (oxigénio) sofre reducéo com aceitacéo
de quatro elétrons, resultando na formacdo de dgua. Sob consequéncia desse processo,
sdo formados intermediarios reativos, tais como, o anion superdxido (O2 ), perdxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH) (CAVALCANTE; BRUIN, 2009). A
reatividade dessas espécies apresenta grande variacdo, porém algumas sao
suficientemente reativas apresentando capacidade de promover danos em biomoléculas
tais como o0 DNA, lipidios e proteinas (BERRA; MENCK, 2006). A restricdao alimentar
promove aumento da defesa antioxidante e do reparo celular, a fim de que uma
superproducdo de ERQOS, advindas no decorrer da vida, ndo supere 0S mecanismos
antioxidantes, contribuindo, assim, para reprimir/retardar 0 envelhecimento
(ALEXEYEV et al., 2004).

Ao mesmo tempo em que a restricdo influencia diferentes tecidos e promove
mecanismos adaptativos que exercem efeitos sobre doencas e longevidade, o 0sso é
também alvo para os efeitos proporcionados pela reducédo da ingestdo da dieta, ajustando
sua biomecanica e fisiologia para acompanhar as mudancas estabelecidas pela restricdo
(LAMOTHE et al.,, 2003). Contudo, enquanto inimeros estudos tém abordado
categoricamente os diversos efeitos benéficos da restricdo sobre a longevidade (LANE et
al., 1997; KRITCHEVSKY, 2001; ROTH et al., 2001; FONTANA et al., 2004; LEE et
al., 2004; HEILBRONN et al.,, 2006; FONTANA; KLEIN, 2007; HOLLOSZY;
FONTANA, 2007; INGRAM et al., 2007), distintos estudos (BANU et al., 1999;
TALBOTT et al., 2001; LAMOTHE et al., 2003; LAMBERT et al., 2005; BAEK et al.,
2008; HAMRICK et al., 2008; TATSUMI et al., 2008; WESTERBEEK et al., 2008;
DEVLIN et al., 2010; HAWKINS et al., 2010; HATTORI et al., 2013; HATTORI et al.,
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2014; PANDO et al., 2014) tém indicado controvérsias quanto as respostas que essa
intervencdo pode ocasionar na quantidade e qualidade 6ssea.

Em estudo realizado por Devlin e colaboradores (2010), em ratos C57BI/6J com
3 semanas de idade, submetidos a restricdo 30%, durante 3 e 9 semanas, foi observado,
no fémur distal e no terco médio do fémur, prejuizo tanto em 0sso trabecular como no
cortical. Nesse mesmo estudo, a quinta vértebra lombar (L5) apresentou padréo de perda
0ssea semelhante ao encontrado no fémur distal, entretanto a magnitude da perda foi
menor.

Pando e colaboradores (2014) submeteram, por um periodo de 10 dias, ratos
Sprague-Dawley com 24 dias a 40% de restricdo, encontrando, na metéafise proximal e
terco médio do Umero, reducdo do numero de trabéculas e aumento da separacdo
trabecular. Contudo, a restricdo ndo afetou a DMO cortical, a area cortical e area total
cortical.

Lambert e colaboradores (2005) analisaram a influéncia da restrigdo 35%, durante
5 meses de tratamento, iniciada aos 2 meses de idade em ratos Wistar sobre as
propriedades geométricas, estruturais e mecanicas da tibia e da sexta vértebra lombar
(L6). Quando analisada a L6, tais propriedades ndo foram negativamente afetadas com a
dieta de restrigdo. J& a analise realizada na tibia, demonstrou mudangas da geometria, mas
ndo em propriedades estruturais e mecanicas. Ndo obstante, apds ajuste da massa
corporal, propriedades tibiais e vertebrais de animais restritos, como carga maxima, foram
maiores do que as encontradas no grupo alimentado sem restrigéo.

Ratos Sprague-Dawley, com 6 meses de idade, submetidos a restricdo 30%,
durante 6 semanas, apresentaram reducdo da densidade volumétrica total da metafise
proximal da tibia semelhante ao observado em animais que tiveram os membros
posteriores suspensos, simulando ambiente de microgravidade (auséncia de carga).
Contudo, o terco médio da tibia e do iumero ndo foram afetados com a dieta de restricao
(BAEK, 2008).

Tatsumi e colaboradores (2008) examinaram os efeitos da restri¢cdo 40%, ao longo
da vida, iniciada aos 3 meses de idade, em camundongos C57BI/6J e ratos F344. Os
resultados indicaram um efeito bifasico sobre 0 0sso, dependente da duragéo da restricao.
Se realizada até 1 ano de idade, a restricdo diminuiu a massa 0ssea. Em contraste, se
realizada por mais de 2 anos, a dieta de restrigéo apresentou efeito protetor contra a perda

Ossea relacionada com a idade.
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Por outro lado, Talbot e colaboradores (2001) submeteram ratas Sprague-
Dawley com 20 e 48 semanas, a restricdo 40% durante 9 semanas. A intervencdo de
restricdo diminuiu drasticamente a densidade do osso femoral e resultou numa pequena
reducdo da densidade da tibia e do Umero. Efeitos observados em maior propor¢ao nas
ratas idosas quando em comparacdo as maduras. Além disso, as propriedades
biomecanicas foram reduzidas em ratas idosas, mas ndo maduras, indicando implica¢oes
importantes da adaptacdo 6ssea de acordo com a idade em que a restri¢éo € iniciada.

De acordo com esses estudos, ainda existem controvérsias quanto aos efeitos da
restricdo alimentar sobre o0 0sso, e devem-se ressaltar as diferengcas de protocolos
experimentais no que diz respeito a porcentagem de restri¢do, idade e linhagem do animal,
além do tempo de tratamento. Além disso, ha a necessidade de investigar se a restri¢do

possui efeitos especificos de acordo com sitio dsseo analisado.
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2 JUSTIFICATIVA

A crescente preocupacdo para com a saude, qualidade de vida, bem como para
com a longevidade, tem levado a busca de diferentes meios em que estas possam ser
encontradas. Dietas de restricdo tém sido utilizadas com essas finalidades. Contudo,
enquanto inimeros estudos tém abordado a resposta positiva da restricdo - dada a
evidéncia de seu beneficio em diferentes tecidos que concernem as adaptacdes sistémicas,
influenciando no retardo do aparecimento de doengas e no aumento da expectativa e da
qualidade de vida - informacgdes sobre o impacto da restricdo sobre a massa 0ssea,
realizada em diferentes idades, ainda s&o inconsistentes e controversas. Sobressalta-se
que a busca literaria apresenta lacunas que dificultam a comparacdo dos resultados para
animais com diferentes idades, uma vez que ndo compartilham o mesmo delineamento
experimental. Cabe realizar um estudo do tratamento da restricdo em animais com
diferentes idades, possibilitando, a partir das mesmas condi¢des experimentais, comparar
as respostas da restricdo na massa 6ssea.

Considera-se gque a dieta de restricdo, como a que sera simulada em nosso estudo,
ndo leva a reducBes extremas da alimentacdo e, assim, ndo se estendera em prejuizo
nutricional. Contudo, o0 0sso, que sera o foco de nosso estudo, possui necessidades
nutricionais de acordo com seu dindmico estado de formacédo e reabsorcdo dssea. Destaca-
se aqui a importancia da nutricdo para o pico da massa 6ssea, que em conjunto com outros
fatores, torna-se essencial para atingir a maturacéo esquelética - maturacdo que é refletida
tanto na demanda metabdlica temporal da pré-puberdade e puberdade, quanto em sua
extensdo com o envelhecimento, considerando a relagdo diretamente proporcional entre
pico maximo da massa 0ssea e a tolerancia contra a perda 6ssea com o envelhecimento.
Além disso, por ser essencial para a manutencdo da massa 0ssea, alteraces nutricionais
podem implicar em alteracdes do metabolismo 6sseo em qualquer faixa etaria, mesmo
em animais com maturacdo 0ssea plena.

A influéncia da restri¢do sobre o tecido dsseo permanece confusa uma vez que 0s
relatos da literatura séo conflitantes e os mecanismos envolvidos pouco compreendidos.
Desta forma, é de suma importancia avaliar os efeitos da restri¢do alimentar sobre o tecido
0sseo de ratos de diferentes idades, tendo em vista a importancia da aquisicdo e

manutencdo da massa em distintas fases da vida.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os marcadores bioguimicos da remodelacéo
Ossea e de propriedades biométricas, biofisicas, densitométricas, bioquimicas e
biomecanicas dos fémures e vértebras de ratos pré-paberes (38 dias), adultos jovens (4

meses) e idosos (16 meses), apds 6 semanas de restricdo alimentar a 30%.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Animais

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFSCar (numero 057/2012) (Anexo 1).

Foram utilizados Rattus novegicus albinus machos, linhagem Holtzman, com 38
dias, 4 e 16 meses de idade. Ap6s um periodo de adaptacdo de sete dias, ao biotério
experimental, os animais foram distribuidos em seis grupos (n=8-10 por grupo) sendo trés
grupos controles (C38, C4 e C16 — controles que iniciaram o experimento com 38 dias, 4
e 16 meses de idade, respectivamente) e trés grupos restritos (R38, R4 e R16 — animais
que iniciaram a restri¢do alimentar com 38 dias, 4 e 16 meses de idade, respectivamente).
O periodo experimental para todos os grupos foi de 6 semanas. Animais controles tiveram
livre acesso a racdo Biotec ® (Tabela 1) e 4gua. Animais restritos foram submetidos a
restricdo alimentar 30%, sendo alimentados com 70% do consumo ad libitium do grupo
controle. Este procedimento foi realizado diariamente.

Os animais foram mantidos, durante todo o periodo experimental, em gaiolas
metabdlicas (Figura 1), em ambiente com temperatura controlada de 21+2°C, seguindo o

ciclo de claro/escuro de 10/14 horas.

TABELA 1. Composicéo quimica de ra¢do comercial para roedores, marca Biotec®.

Composicdo quimica Valores médios (%)
Umidade 12,0 max.
Proteina bruta 22,0 min.
Extrato etéreo 4,0 min.
Minerais 10,0 max.
Matéria fibrosa 8,0 max.
Calcio 1,4 max.
Fésforo 0,8 min.

Fonte: dados do fabricante (BIOBASE — Alimentacdo Animal).
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FIGURA 1. Gaiolas metabdlicas para ratos utilizadas durante todo o periodo experimental.

4.2 Acompanhamento experimental

Para acompanhamento da massa corporal, 0os animais foram pesados duas vezes
por semana, durante todo o periodo experimental.

O consumo de &gua e racdo, assim como a excrecdo de urina e fezes foram
estimados diariamente, no mesmo horario (09h). O consumo de racdo foi encontrado pela
diferenga entre o colocado inicialmente e as sobras. O mesmo ocorreu para o controle da

ingestdo de agua. As sobras foram desprezadas, fazendo-se reposi¢édo de agua e ragéo.

4.3 Eutanésia

Apo6s o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por meio de
guilhotina, com subsequente coleta de sangue diretamente do tronco do animal. Além do
sangue, foram coletados os fémures direitos, quintas vértebras lombares (L5) e o tecido

adiposo abdominal.
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4.4 Parametros Analisados

4.4.1 Tecido Adiposo Abdominal

O tecido adiposo abdominal teve sua massa mensurada, em balanga analitica

(0,00019), imediatamente apds sua retirada.

4.4.2 Componentes Plasmaticos

O sangue coletado foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos, em centrifuga
refrigerada (2°C). O plasma sanguineo foi fracionado e armazenado em freezer -20°C para

as determinac0es de osteocalcina e TRAP.

4.4.2.1 Marcadores Bioquimicos da Remodelacdo Ossea

A determinacdo das concentragfes plasmaéticas de osteocalcina e TRAP, como
indicadores de predisposicao a formacao e reabsorcdo de tecido 0sseo, respectivamente,
foi realizado por meio de técnica quantitativa e imunoensaio em sanduiche com enzima
ligada (ELISA), utilizando kits especificos para ratos da marca Uscn Life Science Inc.
(Wuhan, China).

4.4.3 Componentes Estruturais — Ossos (Fémur e Veértebra)

Fémures direitos e vértebras lombares (L5) foram removidos, dissecados,
acondicionados em soro fisiologico e armazenados em freezer —20°C até o momento das

analises Gsseas (biométricas, biofisicas, bioquimicas, densitométricas e biomecénicas).

4.4.3.1 Biometria Ossea

As medidas biométricas foram realizadas com ajuda de um paquimetro digital
(precisdo de 0,05mm).

A medida do comprimento femoral teve como referencial a regido distal dos
condilos femorais (face articular com a tibia) e saliéncia 6ssea proximal do trocanter

maior. A espessura foi determinada na posicdo latero-lateral (didmetro maior) e antero-



43

posterior (diametro menor) da diafise femoral, tomando como referéncia a base do
terceiro trocanter. Nas quintas vértebras lombares (L5) foram feitas medidas da altura dos

corpos vertebrais.

4.4.3.2 Biofisica Ossea

Os 0ssos (imersos em agua destilada) foram mantidos em um dessecador por um
periodo de 24 horas objetivando a retirada do ar presente nos poros 0sseos. Em seguida,
obtiveram-se 0s pesos imerso (Pi) e tmido (Pu). Esses dados foram coletados antes do
ensaio biomecanico e, ap6s 0 mesmo, as amostras foram armazenadas em uma estufa a
temperatura de 100° C durante 24 horas com o intuito de desidratacéo e, posteriormente,
obteve-se 0 peso seco (Ps). Para obtencdo do peso das cinzas (material mineral - Pm), os
ossos foram colocados em uma mufla a 800° C por um periodo de 24 horas
(NORDSLETTEN etal., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas por meio de uma
balanca eletronica de precisdo (Chiyo®). Baseando-se no Principio de Arquimedes,
calculou-se o volume 06sseo e subsequentemente a densidade 0ssea e mineral, percentuais
6sseos de agua, material organico e material mineral, obtidas pelas formulas (MARTIN,
1990):

Volume 6sseo=Pu — Pi_(cm?3)
p

Densidade Gssea= Pu_ (g/cmd)
Volume Osseo

Densidade mineral= Pm (g/cm?)
Volume 6sseo

Percentual Osseo de Agua=_100 x (Pu-Ps)
Pu

Percentual Material Organico=100 x (Ps-Pm)
Pu
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Percentual Material Mineral=100 x Pm
Pu

Onde:

Pu = peso umido 6sseo

Ps = peso 0sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso dsseo

Pm = peso do material mineral (cinzas)

p = densidade da &gua

4.4.3.3 Densitometria Ossea

Fémures e vértebras (L5) foram submetidos a analise densitométrica por
absorciometria de raios X de dupla energia (DXA) por meio de densitbmetro modelo
DPX-ALPHA LUNAR (Figura 2), com software especial para pequenos animais com
alta resolucéo (Figura 3), pertencente ao Laboratério de Biofisica — UNESP/Aracatuba.
Para a avaliagdo densitométrica, os o0ssos foram submersos em recipiente plastico
contendo 4gua a 2 cm de profundidade (para simular tecido mole), alinhados corretamente
e em seguida escaneados como um todo, capturando sua imagem (Figura 3).
Posteriormente, as imagens foram manualmente contornadas para obtencdo dos valores
da densidade mineral dssea areal — aDMO (g/cm?) (Figura 3). Para os fémures, foram
obtidos os valores da densidade do osso como um todo e por regides (epifise proximal,
diafise e epifise distal). Obteve-se a densidade vertebral como um todo.

O coeficiente de variabilidade do teste densitométrico é de 2%.
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FIGURA 2. Densitdmetro DPX-ALPHA.
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FIGURA 3. Software especial para pequenos animais usado para a

analise de dados densitométricos.

4.4.3.4 Bioquimica Ossea

A partir da obtencdo do material mineral dos fémures direitos e das quintas
vertebras lombares, realizou-se solubilizagdo em &cido cloridrico 2N. Em seguida, por
meio de ensaio colorimétrico, o contetido de célcio e fésforo dos ossos foi determinado

com a utilizagdo do kit comercial especifico Labtest®.



46
4.4.3.5 Biomecanica Ossea

Propriedades biomecénicas dos fémures foram medidas pelo ensaio de flex&o de
trés pontos, e propriedades biomecénicas das quintas vertebras lombares pelo ensaio de
compressdo, utilizando uma maquina de ensaio universal (INSTRON, modelo 4444,
Canton, Massachusetts, EUA), cuja célula de carga apresenta capacidade méxima de 100
kgf (Figura 4).

Para o ensaio dos fémures, suas extremidades ficaram apoiadas em dois roletes
com didmetro de 3 mm, distanciados em 1/3 do comprimento do fémur, e a regido central
(das diéfises) dos o0ssos foi selecionada para a aplicacéo da carga (ROBLING; TURNER,
2002). No inicio do ensaio, foi aplicada uma pré-carga de 5 N, no sentido postero-anterior
e perpendicular ao eixo longitudinal, para acomodacdo do fémur. Ap6s o periodo de
acomodacdo, aplicou-se uma forca no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5
cm/min, até o momento da fratura do 0sso. Os resultados dos ensaios foram registrados
pelo software Instron Series IX na forma gréafica. Neste grafico, as propriedades
biomecanicas obtidas foram: carga maxima, carga maxima até fratura, deslocamento
maximo até fratura, tenacidade e rigidez (Figura 5).

Para o0 ensaio das quintas vértebras lombares, 0s processos transversos,
espinhosos e arcos vertebrais foram retirados, obtendo ao final o corpo vertebral. As
extremidades das vértebras foram aplainadas para obtencdo de superficies planas
e paralelas para o ensaio. Inicialmente, aplicou-se uma pré-carga de 10 N para
acomodacdo do corpo de prova (SAMNEGARD et al., 2001). Ap6s o periodo de
acomodacéo, uma forca foi aplicada no sentido cranio-caudal a uma velocidade constante
de 2mm/min, até o esmagamento parcial das quintas vértebras lombares (dois tercos de
sua altura) (IKEDA et al., 2001). As propriedades biomecanicas obtidas foram: carga

maxima, tenacidade e rigidez (Figura 5).



FIGURA 4. Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para
o0 ensaio de flexdo a trés pontos em fémures e de compressdo em vértebras
lombares de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada a ponte de
extensiometria (1 kN); C: haste cilindrica para a aplicacdo de carga (forca); D:

0sso (fémur de rato); E: suporte.

FIGURA 5. Representacdo esquematica da curva Carga x Deformacdo obtida

com o teste de flexdo a trés pontos dos fémures e compressdo das vértebras de

ratos.
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Deformagcoes (mm)
Corresponde a distdncia movida pelo cilindro de carga registrada pelo

equipamento no ponto de carga maxima e de fratura.

Carga Méaxima (N)
Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur e vértebra) durante o

ensaio.

Carga de Fratura (N)
Corresponde a carga aplicada no momento da fratura da amostra (fémur e

vértebra) ao longo do ensaio.

Tenacidade (J)
Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o ponto de ruptura.
Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou seja, a capacidade

de uma estrutura absorver uma energia.

Rigidez (N/mm)
Determinada por meio da inclinacdo da reta, ajustada aos pontos da curva carga x
deformacéo na fase elastica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de resistir

a deformacdes.
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5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SigmaPlot® (verséo 12.0) e
expressas em média + desvio padrdo. As comparagdes maultiplas dos resultados foram
realizadas por analise de variancia (ANOVA Two-way) seguida pelo teste de Tukey. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Acompanhamento experimental

A andlise da massa corporal dos animais revelou aumento gradual da massa
corporal relacionado a idade (Tabela 2). Animais dos grupos restritos exibiram
diminuicdo significativa da massa corporal em comparacéo aos seus controles (Tabela 2).
Esses dados sdo complementados com as médias dos valores do ganho de massa corporal
dos diferentes grupos experimentais (Figura 6). Em associacdo a reducdo da massa
corporal, a reducdo do consumo de racdo em animais dos grupos restritos (Tabela 3),
promoveu menor consumo de calorias (Figura 7), o que proporcionou reducdo da massa
adiposa abdominal (Figura 8), observado nestes grupos de animais.

A maior massa corporal dos controles e a menor dos restritos, em consequéncia
da restricdo alimentar 30%, foram acompanhadas pelo aumento e reducdo da excregédo
média de fezes durante o periodo experimental para grupos controles e restritos,
respectivamente (Tabela 3). A ingestdo média de agua assim como a excrecao média de
urina, ndo diferiram nos grupos 38 dias, 4 e 16 meses de idade (Tabela 3). Contudo,
animais com 4 meses ingeriram mais dgua e, por consequéncia, excretaram mais urina
em comparacao com animais de 38 dias (Tabela 3). Esta diferenca foi mantida em animais
de 16 meses de idade (Tabela 3).

TABELA 2. Massa corporal inicial e final dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Massa Grupos Experimentais

Corporal C38 R38 C4 R4 C16 R16

Inicial  160,60+10,11 156,80+10,16 430,66+17,48% 428,50+22,35°  472,92+24,13*¢ 470,30+29,51"¢
Final  332,20+21,63 234,40+4,40" 481,16+23,37% 370,16+15,43"C 514,61+26,89%¢ 398,92+27,30P¢E

C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle 16 meses, R16:
Restrito 16 meses. Média + DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; d vs. R4; e vs. C16. Letras maiUsculas indicam

diferenca na variavel tratamento; Letras mindsculas indicam diferenga na variavel idade.
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FIGURA 6. Ganho de massa corporal durante o periodo experimental dos animais dos diferentes grupos
experimentais.
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C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle
16 meses; R16: Restrito 16 meses. Média + DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; e vs. C16. Letras
maiusculas indicam diferenca na variavel tratamento; Letras mindsculas indicam diferenga na variavel

idade.

TABELA 3. Média do consumo de racdo e agua, e excrecdo de urina e fezes dos animais dos diferentes grupos

experimentais.

Grupos Experimentais

Parametros Cas RC38 C4 R4 C16 R16

Racdo (g) 22,64+0,80 15,85+0,56" 27,73+0,57% 19,41+0,40°C 26,65+2,29% 18,65+1,61"F
Agua (mL) 30,84+0,93 29,62+1,13 40,91+2,92% 44,91+540° 44,93+3,19° 47,55+4,85"
Urina (mL) 4,40£0,90 5,34+1,39 10,10+2,62% 10,91+3,09° 11,95+2,14% 13,65+3,73°
Fezes (g) 7,76+1,29 4,97+1,05% 11,30+1,03% 7,64+1,12°C 1260+1,89° 6,40+1,44F

C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle 16 meses,
R16: Restrito 16 meses. Média £ DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; e vs. C16. Letras maiusculas indicam

diferenga na variavel tratamento; Letras minGsculas indicam diferenca na varidvel idade.
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FIGURA 7. Média do consumo energético semanal dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle
16 meses; R16: Restrito 16 meses. Média £ DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; e vs. C16. Letras
maiusculas indicam diferenca na variavel tratamento; Letras minUsculas indicam diferenca na varidvel
idade.

FIGURA 8. Ganho de massa adiposa abdominal durante o periodo experimental dos animais dos diferentes
grupos experimentais.
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C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle
16 meses; R16: Restrito 16 meses. Média + DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; e vs. C16. Letras
maiusculas indicam diferenca na variavel tratamento; Letras minUsculas indicam diferenca na varidvel
idade.
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6.2 Biometria femoral e vertebral

Animais com restricdo alimentar tiveram menor comprimento do fémur (Figura
9A) e menor altura da vertebra (Figura 9D) em comparacdo aos seus controles, com
ressalva para grupo de 16 meses de idade em que ndo foi observada diferenca entre os
grupos (Figuras 9A e 9D). Para as mesmas variaveis, foi observado o efeito gradual da
idade, apresentando fémures mais compridos e vértebras mais altas. O efeito da dieta
reduziu a espessura (didmetro maior e menor) do fémur, somente no grupo 38 dias
(Figuras 9B e 9C). Em relacdo a idade, fémures de animais com 4 meses foram mais
espessos que fémures de animais com 38 dias, enquanto fémures de animais com 4 e 16

meses ndo diferiram em suas espessuras (Figuras 9B e 9C).

FIGURA 9. Parametros biométricos dos 0ssos dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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A: Comprimento femoral; B: Didmetro maior femoral; C: Didmetro menor femoral; D: Altura vertebral.
C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle
16 meses; R16: Restrito 16 meses. Média + DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38; ¢ vs. C4; d vs. R4. Letras
maiusculas indicam diferenca na variavel tratamento; Letras mindsculas indicam diferenca na variavel
idade.
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6.3 Biofisica femoral e vertebral

6.3.1 Biofisica femoral

Peso Umido, imerso, seco e das cinzas (Tabela 4), diferiram no grupo 38 dias, onde
0s animais em restricdo alimentar apresentaram menores pesos biofisicos. Nos demais
grupos (4 e 16 meses) ndo foram encontradas diferencas (Tabela 4). Considerando a
idade, o grupo de 4 meses foi, para 0s mesmos pesos, maior que o grupo 38 dias. J& 0s
pesos biofisicos de animais com 16 meses de idade foram semelhantes, ndo observando
diferenca estatistica (Tabela 4). O mesmo comportamento foi observado para a variavel
volume 6sseo, onde o grupo 38 dias apresentou se menor devido a dieta, e 0 grupo 4
meses apresentou aumento em comparagdo com o grupo 38 dias pelo efeito da idade, sem
alteragOes para o grupo com 16 meses (Figura 10A). Ndo foram observadas diferencgas
pelo efeito da dieta nos grupos 38 dias, 4 e 16 meses ao analisarmos densidade 0ssea
(Figura 10B) e densidade mineral (Figura 10C), porcentagem de agua (Figura 10D) e
porcentagem de material mineral (Figura 10F). No entanto, para as mesmas variaveis, a
idade influenciou o grupo com 4 meses, sendo este maior em comparagdo com 0 grupo
38 dias nas variaveis densidade dssea, densidade mineral e porcentagem de material
mineral. Por outro lado, a porcentagem de agua, foi menor no grupo 4 meses em
comparagdo com o grupo 38 dias. Complementando os dados biofisicos do fémur, ndo
foram encontradas diferencas de porcentagem de material orgéanico pelo efeito da dieta

ou pelo efeito da idade (Figura 10E).

TABELA 4. Pesos biofisicos (peso Umido, imerso, seco e das cinzas) dos fémures dos animais dos diferentes grupos

experimentais.

Parametros Grupos Experimentais

Femorais C38 R38 C4 R4 C16 R16

Peso Umido (g)  0,851+0,082 0,662+0,064* 1,151+0,067% 1,098+0,083° 1,202+0,094% 1,178+0,077"
Peso Imerso (g)  0,237+0,035 0,182+0,027A 0,401+0,025% 0,383+0,035° 0,432+0,036* 0,409+0,031°
Peso Seco (g) 0,469+0,028 0,373+0,019* 0,682+0,051* 0,690+0,079° 0,730+0,061* 0,720+0,055°
Peso das Cinzas (g) 0,318+0,016 0,245+0,012* 0,486+0,028° 0,478+0,059° 0,511+0,038* 0,489+0,046°

C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle 16 meses, R16:
Restrito 16 meses. Média = DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38. Letras maitsculas indicam diferenca na variavel tratamento;

Letras mindsculas indicam diferenca na variavel idade.
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FIGURA 10. Parametros biofisicos do fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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6.3.2 Biofisica vertebral

O peso Umido (Tabela 5) refletiu sobre o volume dsseo (Figura 11A) uma vez que
foi observado o mesmo comportamento para estas variaveis, tanto para o efeito da dieta
(reducdo nos animais com restricdo alimentar do grupo 38 dias) quanto para 0 aumento
pelo efeito da idade (diferenca entre restrito 38 dias e restrito 4 meses). J& 0 peso imerso
(Tabela 5) somente sofreu influéncia da dieta, onde foi menor em animais em restricao
alimentar do grupo 38 dias, enquanto peso seco (Tabela 5) e peso das cinzas (Tabela 5)
apenas sofreram influéncia da idade, apresentando o grupo 4 meses maiores pesos que 0s
do grupo 38 dias. A densidade mineral diferiu no grupo 38 dias, apresentando, os animais
em restricdo alimentar, maior densidade (Figura 11C). Considerando a idade, 0 grupo
controle 4 meses apresentou maior densidade mineral que o grupo controle 38 dias e
controle 16 meses (Figura 11C). A porcentagem de 4gua mostrou-se reduzida em restritos
do grupo 38 dias (Figura 11D). Referente a idade, a porcentagem de agua no controle 4
meses foi menor em relacdo ao controle 38 dias, enquanto animais em restricdo alimentar
com 4 meses apresentaram maior porcentagem de dgua que restritos com 38 dias. Por
fim, controle 16 meses teve maior porcentagem de agua quando comparado ao controle
4 meses (Figura 11D). A porcentagem de material mineral foi maior em restritos do grupo
38 dias quando em comparacdo com seu controle. Na comparacdo da idade, controles
com 4 meses apresentaram maior porcentagem de material mineral em comparacédo ao
grupo 38 dias. Ja o grupo controle com 16 meses apresentou menores valores desta mesma
variavel em comparagdo com grupo controle com 38 dias e controle com 4 meses de
idades. Por sua vez, restritos com 16 meses obtiveram menores valores da porcentagem
de material mineral somente em comparacdo com controles do grupo 38 dias (Figura
11F). Nao foram encontradas diferencas pelo efeito dieta ou idade da densidade 6ssea

(Figura 11B) e da porcentagem de material organico vertebral (Figura 11E).
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Tabela 5. Pesos biofisicos (peso Umido, imerso, seco e das cinzas) das vértebras dos animais dos diferentes grupos

experimentais.

Parametros Grupos Experimentais

Vertebrais C38 R38 C4 R4 C16 R16
Peso Umido (g)  0,091+0,010 0,062+0,010* 0,093+0,012 0,086+0,011° 0,092+0,015 0,099+0,011°
Peso Imerso (g)  0,026+0,003 0,016+0,002* 0,027+0,003 0,023+0,007 0,024+0,006 0,022+0,005
Peso Seco (g) 0,045+0,009 0,037+0,004 0,061+0,006* 0,054+0,014° 0,061+0,010® 0,056+0,006"

Peso das Cinzas (g) 0,025+0,002 0,024+0,003 0,037+0,004* 0,036+0,005° 0,037+0,005° 0,034+0,003°

C38: Controle 38 dias, R38: Restrito 38 dias; C4: Controle 4 meses, R4: Restrito 4 meses; C16: Controle 16 meses, R16:
Restrito 16 meses. Média + DP; p<0,05: a vs. C38; b vs. R38. Letras maiusculas indicam diferenca na variavel tratamento;

Letras minasculas indicam diferenca na variavel idade.
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FIGURA 11. Parametros biofisicos da vértebra dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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6.4 Densitometria Ossea Areal Total — Femoral e Vertebral

A anélise da densitometria dssea areal, realizada em todo o osso fémur, denotou
diferencga, em relacdo a dieta, entre o grupo com 38 dias, apresentando o restrito menor
densidade (Figura 12). Em relacdo a idade, maior densidade 6ssea foi observada em
animais com 4 meses de idade (Figura 12).

A anélise da densitometria 0ssea areal vertebral, realizada em toda a vértebra,
demonstrou apenas diferenca em relacdo a idade, apresentando, assim como o observado

na analise do fémur, maior densidade nos animais com 4 meses de idade (Figura 13).

FIGURA 12. Densitometria dssea femoral dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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FIGURA 13. Densitometria 6ssea vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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6.4.1 Densitometria Ossea Areal Femoral por Regibes— Epifise Proximal,

Diafise e Epifise Distal

A andlise realizada nas trés regides Osseas, levando-se em consideracdo a
influéncia da dieta, promoveu aumento da densidade na epifise proximal de restritos com
16 meses (Figura 14A), e reducdo da densidade na diafise de restritos com 38 dias (Figura
14B), quando em comparacao aos seus controles, enquanto na epifise distal ndo foram
observadas diferengas em funcéo da dieta (Figura 14C).

Como se observou na analise densitométrica femoral, a diéfise (Figura 14B)
também apresentou maior densidade 6ssea em animais com 4 meses, em funcéo da idade.
Além disso, animais com 16 meses apresentaram menor densidade também na regido
diafisaria. Por outro lado, na epifise distal, foi encontrada maior densidade em animais
com 16 meses de idade (Figura 14C), assim como observado na epifise proximal de
restritos com 16 meses, que apresentaram maior densidade em comparagdo aos demais

restritos com 38 dias e 4 meses de idade (Figura 14A).
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FIGURA 14. Densitometria dssea de diferentes regides femorais dos animais dos diferentes grupos

experimentais.
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6.5 Conteuido de calcio e fésforo — Femoral e vertebral

O contetdo de célcio femoral foi diferente nos grupos 38 dias e 4 meses,
apresentando, seus respectivos animais em restricdo alimentar, menor contetdo de célcio
(Figura 15A). Estas diferencas ndo foram observadas do conteudo de célcio vertebral
(Figura 15C). Por outro lado, foram encontradas diferencas do conteudo de calcio femoral
e vertebral pelo efeito da idade (Figura 15A e 15C). Ademais, 0 grupo controle 16 meses
apresentou menor conteudo de célcio femoral em relagdo ao controle 4 meses (Figura
15A).
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A dieta influenciou o contetido de fésforo femoral reduzindo-o em animais com

restricdo alimentar do grupo 38 dias (Figura 15B). Além disso, o contetdo de fésforo foi,

pelo efeito da idade, maior no grupo 4 meses em relacdo com o grupo 38 dias (Figura

15B), o que também pode ser observado na variavel fosforo vertebral (Figura 15D).

FIGURA 15. Bioquimica 6ssea femoral e vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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6.6 Marcadores Bioquimicos de Remodelaco Ossea — Osteocalcina e TRAP

A andlise dos resultados obtidos para os marcadores bioquimicos de formacao

(osteocalcina) e reabsorcdo Ossea (TRAP) revelou situagOes distintas em funcdo do

tratamento. A intervencdo alimentar de restricdo, realizada em animais com 38 dias e 4

meses de idade, resultou em diminuic¢do da concentracdo plasmatica de osteocalcina, mas



63

ndo alterou a formacdo 6ssea de animais restritos com 16 meses de idade (Figura 16). Por
outro lado, os valores obtidos nas determinagdes de TRAP indicaram diminuicdo da
reabsorcéo 6ssea somente em animais restritos com 16 meses de idade (Figura 17).

Em funcdo da idade, animais (controles e restritos) com 4 meses, apresentaram
diminuicdo da formacao 6ssea em comparagdo aos animais do grupo com 38 dias de idade
(Figura 16). Ja controles com 16 meses apresentaram, além da diferenca para com o grupo
38 dias, menor formacdo em relacéo ao grupo controle com 4 meses, enquanto restritos
com 16 meses obtiveram apenas diferenca na comparacao com restritos 38 dias (Figura
16).

Em adigdo, somente animais controles com 16 meses de idade apresentaram
aumento da reabsorcdo 6ssea. Este aumento foi em relacdo ao grupo controle com 4 meses
de idade (Figura 17).

FIGURA 16. Concentragdo plasmética de osteocalcina dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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FIGURA 17. Concentracdo plasmatica de TRAP (fosfatase acida resistente ao tartarato) dos animais dos

diferentes grupos experimentais.
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indicam diferenca na variavel tratamento; Letras minusculas indicam diferenca na variavel idade.

6.7 Biomecanica femoral e vertebral

6.7.1 Biomecéanica femoral

Né&o foram observadas diferencas das propriedades biomecanicas frente a dieta de
restricdo (Figuras 18A, 18B, 18C, 18D e 18E).

Em consideracdo ao efeito da idade, 0 ensaio biomecanico demonstrou aumento
da carga maxima em animais com 4 meses de idade em compara¢do com animais do
grupo 38 dias (Figura 18A). Resultado semelhante foi observado para a carga maxima
até o momento da fratura (Figura 18B) e rigidez (Figura 18E). Em adicdo, a tenacidade
Ossea de animais em restricdo alimentar com 16 meses ainda demonstrou ser maior do
que a tenacidade de restritos com 38 dias e 4 meses (Figura 18D). Animais em restri¢éo
alimentar com 16 meses tiveram maior deslocamento até a fratura em comparagdo com

restritos 38 dias e com 4 meses (Figura 18C).
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FIGURA 18. Pardmetros biomecanicos do fémur dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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6.7.2 Biomecanica vertebral

Foi observado aumento da carga maxima vertebral (Figura 19A) em animais em
restricdo alimentar do grupo 38 dias. Esta analise demonstrou também diminuicao
decorrente da idade em restritos com 4 e 16 meses quando comparados com restritos 38
dias, e de controles 16 meses quando comparados com controles 4 meses de idade.
Enquanto a tenacidade vertebral apresentou reducao pelo efeito da idade no controle 16
meses comparado ao controle 4 meses (Figura 19B), ndo foram observadas diferencas da

rigidez vertebral (Figura 19C).

FIGURA 19. Parametros biomecanicos da vértebra dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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7 DISCUSSAO

Os diferentes processos adaptativos a restricdo alimentar, associados a idade, da
quantidade e qualidade 0ssea, de acordo com a regido analisada, fundamentam avaliacédo
para melhor compreensdo da relagéo restricdo alimentar e 0sso. Este estudo mostrou os
efeitos da restricdo alimentar sobre a quantidade e qualidade dssea cortical (fémur) e
trabecular (vértebra) de animais pré-puberes (38 dias), adultos jovens (4 meses) e idosos
(16 meses). A restricdo alimentar promoveu alteracbes de parédmetros distintos que
influenciaram o desenvolvimento e as propriedades 6sseas de ratos pré-puberes, mas nao
de ratos adultos jovens ou idosos. As idades analisadas foram escolhidas para acompanhar
o crescimento e o desenvolvimento dsseo observado em pré-ptberes (PAJAMAKI et al.,
2003), a maturacdo esquelética em adultos jovens (WARREN; BEDI, 1985) e a perda
Ossea em ratos idosos (MARDON et al., 2008). Ressaltamos que respeitamos a mesma
porcentagem de restrigdo, linhagem do animal e tempo de tratamento para todos 0s
grupos. Ainda, de grande importancia, foi avaliar diferentes sitios 6sseos, pois efeitos
distintos foram observados de acordo com a predominancia de osso trabecular ou cortical.

Mesmo em animais que sofreram aumento gradativo da massa corporal,
justificada pela fase exponencial do crescimento com o avan¢o da idade, nossos dados
confirmaram que a restri¢cdo alimentar 30%, por 6 semanas, foi adequada para reduzir a
massa corporal de animais em restricdo. Resultado em concordancia com a de outros
estudos que observaram reducdo da massa corporal frente a dieta de restricdo alimentar
(BANU et al., 1999; TALBOTT et al., 2001; LAMBERT et al, 2005; BAEK et al., 2008;
HAMRICK et al., 2008; TATSUMI et al., 2008; WESTERBEEK et al., 2008; DEVLIN
etal., 2010; HAWKINS et al., 2010; HATTORI et al., 2013; HATTORI et al., 2014). Em
associacdo, pode-se constatar que a restricdo alimentar promoveu, a0 mesmo tempo,
reducdo do consumo de calorias totais e da massa adiposa abdominal, influenciando,
diretamente, a massa corporal dos animais restritos.

A massa corporal esta intimamente correlacionada com diferentes propriedades
Osseas (REID, 2002; REID, 2008), pois exerce estresse mecanico (BURR; ROBLING,
2002) que promove respostas adaptativas, levando a liberagdo de fatores locais e/ou
sistémicos que regulam a diferenciacdo de células 6sseas (REID, 2002). Além de regular

propriedades Gsseas, € importante avaliar o impacto do consumo reduzido de alimentos e
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da massa corporal, durante a aquisi¢do do esqueleto (WESTERBEEK et al., 2008), uma
condicdo associada a baixa massa 0ssea e forte preditora ao risco de fraturas e osteoporose
em uma fase tardia (SEEMAN, 1994). Nossos achados confirmaram a influéncia negativa
do baixo consumo de alimentos associado a baixa massa corporal durante o crescimento
0sseo, observado em animais que iniciaram a restrigdo alimentar com 38 dias de idade.
Estes animais apresentaram reducdo de pardmetros indicando comprometimento do
desenvolvimento 6sseo. Considerando a necessidade de energia para formacéo dssea, €
esperado que a formacéo Gssea seja comprometida quando a energia é restrita (TURNER;
IWANIEC, 2010). Por outro lado, a redugdo do consumo de alimentos, foi capaz de
reduzir a massa corporal, mas nao influenciou expressivamente parametros 6sseos de
animais em restricdo alimentar com 4 ou 16 meses de idade, indicando para estas idades,
a baixa influéncia da reducdo da massa corporal sobre a massa 0ssea. Nossos dados
apoiam o estabelecido por Turner e lwaniec (2010), em que a massa 0ssea esta
correlacionada com a massa corporal durante o crescimento, mas ndo influencia o
metabolismo 6sseo do esqueleto maduro. De fato, foi demonstrado (HATTORI et al.,
2013) que a baixa disponibilidade de energia e massa corporal tem pouco efeito sobre os
tecidos 6sseos em ratos machos adultos. Estas informagdes consolidam a importancia da
nutricdo e do ganho de massa corporal durante o desenvolvimento para 0 ganho da massa
0Ossea.

O acentuado aumento, observado com o aumento da idade, dos parametros
biométricos (comprimento do fémur e altura da vértebra) deste estudo, sdo justificados
pelo crescimento Gsseo constante ajustado para suportar tensdes mecanicas (FROST,
1993). No entanto, a espessura femoral sofreu estabilizacéo estrutural nos animais idosos.
Em suporte a este achado, Lanyon (1987) indica que alteracdes adaptativas em resposta
a carga ocorrem, principalmente, na pré-puberdade promovendo a maior parte das
modificagOes estruturais. Quando o efeito da dieta foi avaliado, o comprimento do fémur
e a altura da vértebra tiveram seu crescimento comprometido em restritos pré-puberes e
adultos jovens, concluindo que a restricdo alimentar, nestas idades, pode alterar o
crescimento longitudinal do esqueleto apendicular e axial. Segundo, Warren e Bedi
(1985), o crescimento Gsseo ocorre em um momento em que comprometimentos das
dimensGes dos ossos tambem podem acontecer, justificando a influéncia da dieta em
nossos dados. Nossos achados estdo em concordancia com os achados de Devlin e
colaboradores (2010), que indicaram que apds 3 semanas de restri¢do a 30%, animais com

6 semanas de idade apresentaram fémures mais curtos do que seus controles. Lamothe e
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colaboradores (2003) observaram atrasos do crescimento 6sseo, além de uma redugdo da
altura da sexta vértebra lombar de animais restritos. Em extensédo ao comprometimento
do comprimento dos fémures e altura das vértebras de animais pré-puberes do nosso
estudo, observamos, em consequéncia, reducdo do volume 06sseo que, por sua vez, €
justificada pela redugéo do peso Umido e peso imerso observada nestes mesmos animais.

Em nosso estudo, verificamos que a densidade mineral e contedtdo mineral
(porcentagem de material mineral) femoral ndo sofreram influéncia da dieta na
comparagdo entre controles e restritos, mas, como citado anteriormente, foi observado
menor volume 6sseo para restritos com 38 dias. Dados suportados pelo estudo de Martin
(1990), onde indica relacdo direta entre a densidade mineral e o contetdo mineral e uma
relacdo inversa entre densidade mineral e volume 6sseo. Nossos resultados de volume
0sseo estdo de acordo com os dados obtidos por Hawkins e colaboradores (2010). Estes
autores observaram, por meio de microtomografia computadorizada (microCT), baixo
volume 06sseo em ratas restritas a 40%. Ratos restritos (30%) também apresentaram
reducdo do volume 6sseo, constatado, por meio microCT e histomorfometria (DEVLIN
etal., 2010).

Quanto a densidade Gssea, realizada por meio do principio de Arquimedes, ndo
foram observadas diferengas pela influéncia da dieta em fémures ou vértebras. Por outro
lado, ao analisar a densidade dssea, por meio da técnica DXA, foi observado reducédo da
densidade, em fémur, mas ndo em vértebras, de restritos pré-puberes. Em relacdo a idade,
fémures de animais com 4 meses, deste estudo, apresentaram-se mais densos, por meio
da Técnica de Arquimedes e DXA, em relacdo aos fémures de animais mais jovens ou
mais velhos, resposta atribuida a aquisicdo maxima de massa 6ssea iniciada na puberdade
(BOSKEY; COLEMAN, 2010). Entretanto esta resposta s6 foi observada em vértebras
quando utilizada a técnica de DXA. Essa divergéncia dos resultados, pode, em parte, ser
em relacdo as diferencas metodoldgicas. A densitometria Gssea realizada pelo DXA
fornece uma estimativa da densidade areal apresentando uma abordagem bidimensional.
Esta estimativa ndo expressa densidade volumétrica, isto porque ndo apresenta
informacdo sobre profundidade e, desta forma 0ssos maiores podem superestimar a
DMO, enquanto que a DMO de 0ssos pequenos podem ser subestimados (KATZMAN et
al., 1991; KEENAN et al., 1997; MUHAMMAD et al., 2013). Por outro lado, a técnica
da DXA é considerada metodologia padrdo ouro para avaliacdo da densidade mineral

Ossea sendo utilizada em diferentes estudos com essa finalidade (NHI, 2001).
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No presente estudo, as avaliagfes densitométricas realizadas em diferentes regides
(epifise proximal, diéfise e epifise distal) do fémur, sugerem uma diferenca cinética da
densidade 6ssea de acordo com a regido analisada em resposta a dieta de restricdo. Nossos
resultados demonstram que as densidades das epifises ndo foram negativamente afetadas
pela dieta. Ainda, a dieta influenciou positivamente a densidade, na epifise proximal, de
restritos com 16 meses, apresentando maior densidade que seu controle. Por outro lado,
a densidade da diafise femoral de animais restritos pré-paberes foi reduzida. Resultado
condizente com os dados da densidade diafisaria tibial observado por Hattori e
colaboradores (2014) em animais restrtitos. Esses autores sugerem que a condicdo de
baixa energia, observada na restricdo, causa prejuizo 6sseo durante a fase de crescimento.
Considerando que o cértex consiste de trabéculas compactadas (TANCK et al., 2006),
sugerimos que a densidade cortical reduzida, observada em nossos animais retritos pré-
puUberes, pode ser atribuida a uma aposicdo incompleta ou retardada, que resultou na
reducdo longitudinal e diametral (observada pela biometria) e na densidade diafiséria.
Ainda, as diferencas observadas nos valores da aDMO, entre as regides femorais
estudadas, provavelmente sejam dependentes das diferencas no grau de mineralizacdo e
maturagdo 0ssea, subsequente a atividade metabdlica para cada tipo dsseo (trabecular e
compacto). A importancia desses achados, reflete no fato que durante o crescimento e
desenvolvimento 6sseo, alteracdes nutricionais podem afetar a regido diafisaria (como
observado em restritos pré-paberes), possivelmente, pela reducdo da aposicdo periostal
cortical, influenciando em sua espessura e densidade. Em adicéo, o aumento da densidade
observado em restritos com 16 meses, sugere que a restricdo nessa idade pode ser uma
importante intervencdo para protecdo contra fraturas, considerando que a regiao proximal
do fémur se destaca como a regido de maior suscetibilidade para incidéncia de fraturas
osteopordticas em funcdo da idade (CUMMINGS; MELTON, 2002). De fato, Talbott e
colaboradores (2001), constataram, a partir de analise de regressao, relagdo direta entre a
densidade e resisténcia 0ssea, fortalecendo a ideia de que uma maior densidade implica
em estratégia contra fraturas.

Conforme esperado, o percentual de &gua femoral diminuiu a medida que
0s animais se desenvolveram. O 0sso em desenvolvimento é caracterizado por um
elevado teor de agua e de material orgéanico, enquanto que o tecido 0sseo em
envelhecimento apresenta baixas concentracbes de ambas fracdes (BOSKEY;
COLEMAN, 2010). Ainda, uma maior densidade mineral associada com maior

percentual de material mineral, leva a um consequente menor percentual de agua, como
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podemos observar na avalia¢do das vertebras de restritos com 38 dias. Além disso, o teor
de &gua e de material organico sdo inversamente proporcionais a concentracdo mineral
(SMITH, 1964), como também evidenciados em nossos resultados da vértebra no grupo
38 dias. A proporcao de agua, material organico e mineral, assim como a qualidade desses
elementos e 0 modo como estdo arranjados na matriz dssea, sdo fundamentais para as
propriedades mecanicas dos 0ssos (CURREY, 2003). Constatagédo evidenciada mediante
maior porcentagem de material mineral e maior carga maxima, observada em vértebras
de restritos com 38 dias. Paralelamente, indicamos que animais restritos ndo tiveram a
qualidade dssea, em relacdo ao material orgénico, prejudicada uma vez que esse
parametro foi similar ao encontrado nos controles. Estes achados se refletem sobre a
rigidez, onde ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos.

Os resultados da bioguimica dssea revelaram, em relagdo a idade, aumento do
contetdo de célcio e fosforo, femoral e vertebral, para grupos adultos jovens. Esses
aumentos podem ser atribuidos ao crescimento e desenvolvimento dos animais com
aumento da deposicdo mineral decorrente da idade (COMPSTON, 2011). Em
contrapartida, observamos, pela influéncia da dieta, redu¢es em fémures, mas ndo em
veértebras, do conteudo de calcio e fosforo de restritos pré-puberes e do contetdo de calcio
de restritos adultos jovens. As diminui¢cdes dos pesos biofisicos, juntamente com a
diminuicdo do contetdo de calcio e fosforo femoral, indicam uma alteracdo da
homeostase mineral destes ions frente a dieta de restricdo. Dados refletidos na analise do
marcador sisttémico de formacdo 6ssea, a osteocalcina, sugerindo que animais adultos
jovens e, especialmente, restritos pré-puberes, apresentaram reducdo da atividade
osteoblastica (osteocalcina) e da mineralizacdo déssea (no que se refere a deposicédo de
calcio e fésforo) em fémures, uma vez que a osteocalcina € secretada pelos osteoblastos
maduros e determina o processo de mineralizacdo por apresentar interagdo com célcio e
com cristais de hidroxiapatita (DORES et al., 2001; SHEA et al., 2009). Deve-se a esses
resultados uma consideracdo importante, tendo em vista que nessa faixa etéaria a
osteocalcina encontra-se comumente aumentada, por haver maior necessidade de
deposicao Ossea para 0 processo de mineralizacdo durante a fase de aquisicdo da massa
0ssea (KANBUR et al., 2002). Contudo, durante o crescimento e desenvolvimento dsseo,
cerca de 20% da aquisicdo da massa Ossea ¢ afetada pela condicéo nutricional (FERRARI,
2005). Desta forma, de acordo com nossos resultados, uma dieta restritiva, no decorrer
do crescimento e desenvolvimento dsseo, tem potenciais implica¢fes na quantidade e

qualidade Ossea (avaliada sistematicamente), podendo acarretar em prejuizo 6sseo. Por
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outro lado, o decréscimo da capacidade proliferativa das células osteoprogenitoras
decorrentes do envelhecimento (LOPAS et al., 2014) n&o foi observado em animais
restritos com 16 meses de idade (quando comparado com animais com 4 meses de idade),
indicando que nessa faixa etaria, a dieta de restricdo pode contribuir para a manutencéao
das propriedades 0sseas. Em associacao a esse resultado, chamam a atengdo os valores
obtidos para a atividade de TRAP em animais restritos com 16 meses de idade. Nesses
animais, a atividade da TRAP, como indicadora da reabsorcdo 0Ossea, foi reduzida,
sugerindo que, além de conservar a formacédo, a dieta de restricdo, reduziu a reabsor¢édo
Ossea em fémures de animais idosos. Com o envelhecimento o balan¢o dsseo torna-se
negativo, favorecendo a reabsorcdo em relacdo a formacgdo dssea (COMPSTON,
2011). Essa combinacgdo implica em reducdo de massa e forca 6ssea que, por fim, pode
resultar em osteoporose (DEMONTIERO et al., 2012). Mediante aos resultados de
formacdo e reabsorcdo Ossea, obtidos para animais restritos idosos, ha indicios que a
dindmica da remodelacéo dssea foi modificada frente a dieta de restri¢do, evidenciando
um importante papel preventivo contra a perda dssea esperada com a idade. Nossos dados
corroboram com Baek e colaboradores (2008) que verificaram prejuizo da integridade do
esqueleto por meio da diminuicdo da formacao Gssea (concentracdo de osteocalcina foi
32% mais baixa para os ratos em restricdo), mas ndo pelo aumento da reabsorcéo
Ossea. Consistente com os achados de Baek e colaboradores (2008), Tatsumi e
colaboradores (2008), observaram efeito supressor da formacdo déssea (reducdo da taxa
de formacdo e superficie 6ssea, assim como da taxa de aposi¢cdo mineral) um més apos o
inicio da restricdo, mas alteracdo da reabsorcédo éssea nao foi observada. Em divergéncia,
Devlin e colaboradores (2010) observaram, em animais restritos, diminuicao da aquisicao
esquelética através da inibicdo de indices da formacao como superficie de mineralizacao,
taxa de formacdo Ossea e numero de osteoblastos e ativacdo da reabsorcdo Ossea
constatada pelo maior nimero de osteoclastos. Estes autores sugerem que, em associacao,
formacdo diminuida e reabsor¢do éssea aumentada contribuiram para reduzida aquisicao
Ossea em animais restritos.

Importante ressaltar que os marcadores 6sseos circulantes (sistémicos), como a
osteocalcina e TRAP, refletem a remodelacdo de todo o esqueleto, porém o estado local
de determinada regido 6ssea pode ser avaliado por técnicas direcionadas para cada regido
de interesse, tais como a biogquimica e biofisica dssea realizadas em nosso estudo, que
permitem a avaliacdo direta da composi¢do dssea. Contudo, os resultados obtidos pelos

marcadores sistémicos, foram integrativos a essas analises e permitiram, em conjunto
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com todos os demais dados (biométricos, densitométricos e biomecénicos), evidenciar
uma mudanca da deposicdo de minerais (de acordo com a regido), como adaptacdo do
metabolismo 6sseo em resposta a dieta de restricao.

As desordens que ocorreram durante a mineralizacdo 6ssea, fato observado com
reducdo de alguns parametros ésseos femorais (comprimento, pesos biofisicos, volume
0sseo, densidade mineral 6ssea, contetido de calcio e fosforo) ndo refletiram sobre as
propriedades biomecéanicas em que foi observado semelhanca entre controles e restritos.
Estes dados sugerem que a dieta de restricdo alimentar foi suficiente para promover
reducbes da biometria, biofisica, densidade e bioquimica 6Ossea, especialmente em
animais com 38 dias, mas ndo suficiente para comprometer a qualidade 6ssea em relagéo
a biomecanica. As variaveis do ensaio biomecanico fornecem informacdes sobre as
propriedades do osso cortical (TURNER; BURR, 1993). Uma vez que este tipo de tecido
0sseo apresenta uma pequena area de superficie, baixa porosidade e baixa taxa metabolica
(KEAVENY et al, 2001) é esperado que respostas significantes acontecam somente apds
acentuada atividade de remodelacdo 6ssea. Nossos resultados divergem dos obtidos com
o teste de flexdo a trés pontos de Devlin e colaboradores (2010), que obtiveram reducéo
da forga maxima, rigidez e médulo de elasticidade do fémur em animais restritos. Embora
Pando e colaboradores (2014) nao tenham encontrado diferencas de rigidez, na diafise do
umero, a carga de fratura foi menor em restritos do que a evidenciada no grupo controle.
As diferencas encontradas nas propriedades dsseas entre nosso estudo e estudos anteriores
(DEVLIN, 2010; PANDO 2014), pode ser devido as diferencas nas espécies estudadas
ou no protocolo de restricdo no que diz respeito a porcentagem de restri¢do, idade do
inicio de restricdo e tempo de tratamento.

Um desequilibrio entre a aposicdo periosteal e a reabsor¢édo intra e endocortical,
fatores chaves para o desenvolvimento da fragilidade 6ssea (COMPSTON, 2011), néo foi
identificado em animais idosos deste estudo. Consideramos isto na observacdo da
manutencdo da espessura femoral e dos valores obtidos na analise da competéncia
biomecénica. Em referéncia, o maior deslocamento até a fratura, observado em fémures
de restritos com 16 meses, conjuntamente com o0s achados das demais propriedades
0sseas, indica que a restricdo alimentar poupou estes animais do esperado declinio da
forca e resisténcia 0ssea com o envelhecimento (CURREY, 2003). Estudos (HAMRICK
et al., 2008; TATSUMI et al., 2008) atribuem a restri¢cdo atenuacdo e protecdo contra a
perda Ossea relacionada a idade. Em acréscimo, podemos consolidar esta mengéo frente

aos nossos dados de tenacidade femoral, indicando que animais em restri¢cdo alimentar
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com 16 meses tiveram maior habilidade em absorver energia, ou seja, maior capacidade
de resistir ao impacto mecanico em relacéo a restritos com 4 meses. Turner e Burr (1993)
referem que mesmo que a carga maxima apresente-se menor, um 0sso tenaz possui maior
capacidade de resistir a fratura. Referéncia que indica a importancia de nossos achados
sobre a integridade estrutural dssea de ratos idosos.

Nas avaliac@es das propriedades biomecénicas da vértebra, encontramos aumento
da carga maxima em restritos pré-puberes em relacdo a seu controle. Resultado
condizente com achados de Lambert e colaboradores (2005). Em adicdo, podemos
associar o resultado da carga méaxima com o observado aumento da porcentagem de
material mineral e da densidade mineral para estes mesmos animais uma vez que a forga
Ossea € influenciada por uma variedade de determinantes como as propriedades
intrinsecas do tecido e o grau de mineralizacdo, propriedades que influenciam a
resisténcia mecanica (BOIVIN et al., 2008). Considerando que este tipo de tecido 6sseo
€ metabolicamente mais ativo que o tecido cortical (KEAVENY et al., 2001), era
esperado respostas que indicassem maior atividade de remodelacdo 0ssea, contudo, como
observado por outros autores, a restricdo parece proteger o 0sso vertebral de diferentes
maneiras. Devlin e colaboradores (2010) apoiam a ideia de Hamrick (2004) que indica a
conservacao do 0sso trabecular vertebral em animais restritos como uma adaptacdo a
fome. Posteriormente as suas investigacbes em 2004, Hamrick e colaboradores (2008)
sugeriram que a preservacdo do osso trabecular vertebral pode ser um mecanismo
adaptativo para armazenar mineral. Nossos dados apoiam essa ideia mediante ao
observado aumento da porcentagem de material mineral e da densidade mineral
encontrada na vértebra dos animais em restricdo alimentar com 38 dias. Em relacdo a
idade, nossos dados indicam reducdo da carga maxima vertebral, corroborando com o
estudo de LaMothe e colaboradores (2003). Estes autores indicam um declinio relativo a
idade em propriedades mecénicas do 0sso. De importancia ressaltar que somente o grupo
controle com 16 meses apresentou reducao em relacdo ao grupo controle 4 meses do valor
da carga méxima, fato ndo observado para restritos com 16 meses em comparagdo com
restritos 4 meses. Em complemento, a tenacidade foi reduzida em controle 16 meses em
relacdo ao controle com 4 meses de idade, contudo esse achado ndo foi encontrado em
restritos com 16 meses de idade. A conservacdo do osso trabecular pode explicar a
auséncia de comprometimento das propriedades 6Osseas vertebrais de nosso estudo.
Ressalva-se a importancia clinica dos achados do teste biomecanico, considerando a

relacdo entre resisténcia e fratura 6ssea (IMAI, 2015).
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Por fim, embora na dieta de restri¢cdo, utilizada em nosso estudo, ndo tenha sido
realizada adequagédo (suplementacdo) nutricional, a restricdo ndo foi limitante sobre a
restricdo de minerais. Consideramos isso, ao analisarmos a biofisica 0ssea (densidade
mineral e porcentagem de material mineral), de fémures e vertebras, e indicarmos,
independentemente da idade, auséncia de influéncia ou efeito positivo para esses

pardmetros Gsseos.
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8 CONCLUSOES

Nossos dados revelaram que a restricdo alimentar influenciou as propriedades
Osseas dos animais de acordo com a idade e sitio analisados. Enquanto animais com 38
dias apresentaram prejuizo de diferentes propriedades Osseas femorais, relevantes
parametros indicaram efeito positivo da restri¢cdo sobre o metabolismo vertebral. Animais
com 4 meses apresentaram comprometimento de alguns parametros 6sseos insuficientes
para afetar a integridade 6ssea. Por outro lado, animais que sofreram restri¢do alimentar
aos 16 meses de idade, parecem apresentar protecdo éssea uma vez que a reducdo de

importantes valores de parametros 0sseos, esperada para esta idade, ndo foi observada.
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