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RESUMO 

 

A restrição alimentar promove mecanismos adaptativos que exercem efeitos benéficos 

sobre doenças e longevidade. O tecido ósseo é, também, alvo dos efeitos proporcionados 

pela redução da ingestão da dieta. Entretanto, existem controvérsias quanto às respostas 

que essa intervenção pode ocasionar na quantidade e qualidade óssea. O objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito da restrição alimentar de 30% sobre parâmetros ósseos, de 

fêmures 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 distribuídos aleatoriamente em seis grupos (n=8-10 por grupo), sendo três grupos 

controles (C38, C4 e C16) e três grupos restritos (R38, R4 e R16). Animais controles 

tiveram livre acesso à ração e água. Animais restritos foram submetidos à dieta de 

restrição alimentar de 30%, sendo alimentados com 70% do consumo ad libitium do 

grupo controle. O período experimental para todos os grupos foi de 6 semanas. Foram 

analisados marcadores bioquímicos da formação (osteocalcina) e reabsorção óssea 

(TRAP), e propriedades biométricas (comprimento, diâmetro maior e menor do fêmur; 

altura da vértebra), biofísicas (peso úmido, seco, imerso e das cinzas, volume ósseo, 

densidade óssea e mineral, porcentagem de água, de material mineral e orgânico), 

bioquímicas (conteúdo de cálcio e fósforo), densitométricas [aDMO fêmur (osso todo, 

epífise proximal, diáfise e epífise distal) e vértebra] e biomecânicas (carga máxima, carga 

máxima até fratura, deslocamento até fratura, tenacidade e rigidez femoral; carga 

máxima, 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 alimentação ad libitium. Animais restritos com 38 

dias e 4 meses apresentaram redução da formação, enquanto restritos com 16 meses 

apresentaram redução da reabsorção óssea. A restrição alimentar induziu reduções dos 

parâmetros biométricos, pesos biofísicos, volume ósseo e conteúdo de cálcio e fósforo 

femoral em animais restritos do grupo 38 dias. Ainda, comprimento femoral e conteúdo 

de cálcio foram reduzidos em restritos do grupo 4 meses. A densidade areal foi reduzida 

em fêmures e diáfise femoral de restritos com 38 dias, e aumentada na epífise proximal 

femoral de restritos com 16 meses. As propriedades biomecânicas femorais não foram 

afetadas com a dieta de restrição alimentar em nenhum dos grupos experimentais. Em 

relação à análise vertebral, a altura vertebral, peso úmido, peso imerso, volume ósseo e 

porcentagem de água 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 máxima foram superiores em restritos do grupo 

38 dias. A densidade areal, tenacidade e rigidez vertebral não se alteraram com a restrição. 

A dieta de restrição alimentar resultou em prejuízo do desenvolvimento ósseo femoral 

com marcante perda em ratos pré-púberes, inconsistentes alterações em ratos adultos 

jovens e potenciais benefícios em ossos de ratos idosos. Além disso, a restrição 

influenciou positivamente propriedades ósseas vertebrais.  

 

Palavras-chaves: Desenvolvimento ósseo. Envelhecimento. Ratos. Restrição 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 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Tecido Ósseo 

 

O osso é um tecido vivo, metabolicamente ativo, em equilíbrio dinâmico, e crucial 

para o desempenho eficiente, ao longo da vida, de importantes funções, tais como 

formação e manutenção do esqueleto, suporte para tecidos moles, proteção de órgãos 

vitais, locomoção, alojamento da medula óssea e reserva mineral (principalmente para os 

minerais cálcio e fosfato) (DE BAAT et al., 2005; ROBLING, 2006). Além disso, o tecido 

ósseo é considerado órgão endócrino responsivo a distintas influências e sujeito à 

regulação tanto periférica como central (FUKUMOTO; MARTIN, 2009; GUNTUR; 

ROSEN, 2012). 

Histologicamente, a formação do tecido ósseo 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 ósseo é formado por um 

complexo e heterogêneo grupo de células ósseas (DE BAAT et al., 2005; DATTA, 2008).  

A matriz óssea se distingue em dois tipos de componentes: a matriz orgânica e 

sais minerais inorgânicos. A matriz orgânica corresponde a 30% da massa óssea, exibindo 

em sua constituição predominância proteica, representada, principalmente, por fibras 

colágenas tipo I (94%) que são organizadas de forma ordenada. Outras proteínas (4%) e 

substâncias não colágenas (1%) também determinam a constituição orgânica da matriz 

(FERNANDEZ et al., 2006). Estes constituintes são determinantes da elasticidade óssea 

(CURREY, 1998). Sais minerais inorgânicos correspondem a 70% da massa óssea sendo 

constituídos basicamente por fosfato e carbonato de cálcio na forma de cristais de 

hidroxiapatita (FERNANDEZ et al., 2006; DATTA, 2008) e por menores quantidades de 

outros minerais, como o magnésio, sódio, potássio, manganês e flúor (HERNÁNDEZ-

GIL et al., 2006a). Estes constituintes responsabilizam-se pela resistência à força de 

compressão e rigidez (CURREY, 1998; DOBLARÉ et al., 2004) e assumem funções 

metabólicas, como reservatório de íons e controle da homeostase mineral (BOIVIN; 

MEUNIER, 2002). 

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

forma mais abundante de substância não colágena encontrada na matriz óssea, onde sua 
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concentração reflete a formação óssea. A transcrição e tradução da osteocalcina são 

reguladas pela vitamina D e por sua afinidade com o cálcio, atuando assim na regulação 

homeostática das trocas ósseas de cálcio. Para tal, a osteocalcina precisa sofrer uma 

modificação pós-tradução tendo como cofator a vitamina K. Nesse processo ocorre a 

carboxilação de resíduos de ácido glutâmico, formando γ-carboxiglutâmico, ação 

fundamental para a reação de carboxilação da osteocalcina (DÔRES et al., 2001). 

Somente após esse processo a osteocalcina exibirá capacidade de ligação com o cálcio 

que será incorporado aos cristais de hidroxiapatita. (SHEA et al., 2009). 

No tecido ósseo, encontram-se quatro grupos de células: células osteoprogenitoras 

ou osteogênicas, osteoblastos, osteócitos e osteoclastos. Células osteoprogenitoras são 

células troncos mesenquimais que se diferenciam em osteoblastos. Estas células 

encontram-se na porção interna do periósteo e no endósteo e, de acordo com a dinâmica 

metabólica óssea, encontram-se ativas ou quiescentes. Aos osteoblastos é atribuída a 

atividade de formação óssea, por meio da síntese e liberação de colágeno e de outros 

componentes orgânicos necessários para a formação do tecido ósseo. São, os osteoblastos, 

os responsáveis pela mineralização óssea. Após a calcificação, quando os osteoblastos se 

tornam maduros, estes ficam aprisionados dentro da matriz óssea mineralizada e 

diferenciam-se em osteócitos, cuja principal função é a mecanotransdução - atividade 

realizada por seus prolongamentos citoplasmáticos que atuam como sensores celulares 

responsáveis pela tradução da força mecânica imposta ao osso em sinais bioquímicos – 

e, desta forma, controla o crescimento e o desenvolvimento ósseo. Já os osteoclastos 

correspondem a células gigantes, com múltiplos núcleos, formadas a partir da fusão de 

células precursoras mononucleadas situadas na medula óssea e responsáveis pela 

reabsorção óssea (osteólise). Quando em contato com a matriz óssea, os osteoclastos 

desenvolvem em sua superfície borda em escova. Essa especialização de membrana 

celular possibilita a acidificação do local por meio da produção de prótons H+ e ânions 

Cl-, permitindo a solubilização da matriz calcificada. Além disso, os osteoclastos 

sintetizam e liberam outros ácidos, como fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) e 

enzimas lisossomais como a catepsina K, liberações que garantem o processo de 

reabsorção óssea. Em sequência, o microambiente instituído pelos osteoclastos, libera, 

também, enzimas proteolíticas, como as colagenases. As colagenases atuam sobre a parte 

orgânica da matriz, sendo responsáveis pela degradação do colágeno (TEITELBAUM, 

2000; HERNÁNDEZ-GIL et al., 2006b; ROBLING et al., 2006; RUBIN et al., 2006; 

CIVITELLI, 2008;  BELLIDO, 2014; FLORENCIO-SILVA et al., 2015).  
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O osso é um tecido dinâmico submetido à constante remodelação (renovação) que 

combina de forma sincronizada a reabsorção (pela atividade dos osteoclastos) e formação 

óssea (pela atividade dos osteoblastos) para produzir uma nova unidade de matriz óssea 

que posteriormente será mineralizada (DE BAAT et al., 2005; ROBLING et al., 2006). 

Este processo cíclico e sincronizado ocorre em sítios da superfície óssea denominada 

unidade básica multicelular (BMU, basic multicellular unit), também conhecida como 

unidades de remodelação óssea (BRUs, bone remodeling units) (HAUGE, 2001; 

ANDERSEN, 2009).  

A regulação da remodelação óssea ocorre por meio de fatores sistêmicos e locais 

que determinam o recrutamento de células precursoras de osteoclastos para a região da 

superfície óssea que será reabsorvida. Estas células precursoras se fundem e transformam-

se em osteoclastos (PACIFICI, 2010). O controle desta regulação é dependente de 

diferentes sinalizações que promovem a liberação de hormônios, fatores de crescimento, 

fatores de transcrição, citocinas, entre outros que influenciam a gênese de osteoclastos 

por meio da regulação da sua produção (RAISZ, 1998; PHAN, 2004).  

A osteoclastogênese, isto é, a diferenciação em osteoclasto, é modulada pelo fator 

de estimulação das colônias de macrófagos (M-CSF) e pelo RANKL (ligante do receptor 

ativador do fator kappa B nuclear) uma citocina da família TNF (Fator de 

necrose tumoral), produzido pelos osteoblastos. A interação de RANKL com RANK, o 

receptor ativador do fator kappa B nuclear [NF-kB (RANK)], promove a diferenciação 

do precursor do osteoclasto em osteoclasto. Em contrapartida, a osteoprotegerina (OPG), 

uma glicoproteína produzida e secretada principalmente por pré-osteoblastos e 

osteoblastos, atua como reguladora negativa da osteoclastogênese. A OPG age como um 

competidor de alta afinidade com RANK e, desta forma, reduz a ligação de 

RANKL/RANK presente na superfície de células precursoras de osteoclastos. Com a 

redução da ligação entre RANKL/RANK há redução da diferenciação dos osteoclastos, 

contribuindo, assim, para a manutenção da massa óssea. A interação entre 

RANKL/RANK é a via mais conhecida da diferenciação e ativação osteoclástica. Esta 

ação, diretamente dependente da atividade osteoblástica, indica que os processos de 

reabsorção e formação são combinados (KHOSLA, 2001; THEOLEYRE, 2004; 

ROBLING et al., 2006; PÉREZ-LÓPEZ et al., 2010, TROEN, 2013).   

O equilíbrio entre a formação e reabsorção óssea deve ser rigidamente controlado 

e mantido para assegurar o equilíbrio de minerais, as adaptações ao estresse físico e a 

remoção do osso antigo seguido por renovação óssea (PARFITT, 1980; DE BAAT et al., 
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2005). Esta minuciosa manutenção é imprescindível para a homeostase da dinâmica óssea 

considerando que em cada BMU o processo de reabsorção leva em torno de 3 a 4 semanas 

e a formação 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 substituição de todo o 

esqueleto humano adulto em 10 anos (BRANDI, 2009).  O equilíbrio entre os processos 

de remodelação óssea é, portanto, essencial para a manutenção da integridade da massa e 

da resistência mecânica óssea após cada ciclo de remodelação (PARFITT, 1980; DE 

BAAT et al., 2005), enquanto um desequilíbrio neste processo pode comprometer estes 

parâmetros ósseos (MEIER et al., 2005). 

Morfologicamente, o osso está dividido em osso cortical, representando 85% de 

tecido ósseo, e osso trabecular, representando os demais 15% do tecido ósseo. O osso 

cortical é um tecido denso e compacto, predominante no esqueleto apendicular. Formado 

por anéis concêntricos que possuem no centro canais por onde passam vasos sanguíneos 

(Sistema Haversiano) e por canais (Canais de Volkman) que permitem a comunição entre 

vasos sanguíneos com a medula óssea, o osso cortical é altamente compacto por possuir 

uma pequena área de superfície, baixa porosidade, associada à baixa taxa metabólica. Este 

tipo de osso proporciona proteção e suporte ao esqueleto, fornece resistência mecânica (a 

forças de torção e flexão) e pode participar de respostas metabólicas quando há 

prolongado ou relevante déficit mineral. De acordo com sua predominância morfológica, 

sua perda óssea está relacionada à fratura de ossos apendiculares, como o fêmur. O osso 

trabecular compreende à microarquitetura interna do tecido ósseo, marcada por inúmeras 

espículas (trabéculas) ósseas interconectadas e orientadas de acordo com a tensão em que 

o osso é submetido. Metabolicamente o osso trabecular é mais ativo que o osso cortical, 

por possuir alta porosidade óssea, o que lhe confere uma grande área de superfície.  A 

relação entre a área de superfície destinada para a remodelação óssea e a acentuada 

atividade metabólica, justifica a intensa remodelação óssea trabecular e possibilita, 

quando há déficit mineral, um precoce comprometimento ósseo, como a osteoporose.  De 

acordo com sua predominância morfológica no esqueleto axial, sua perda óssea está 

relacionada às fraturas vertebrais (MARTIN; BOARDMAN, 1993; EINHORN, 1996; 

MARX; GARG, 1998; KEAVENY et al., 2001; CLARKE, 2008). 

Ossos longos, como o fêmur, exibem diferentes regiões: epífises proximal e distal 

(porções das extremidades ósseas), diáfise (porção central) e metáfises (região entre as 

epífises e diáfise). Epífises e metáfises são formadas com predominância de osso 

trabecular. Este tipo de tecido é encontrado na região interna destas porções, contudo, 
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externamente, epífises e metáfises, são envolvidas por uma fina camada de osso cortical. 

Já a região diafisária apresenta, em sua totalidade, osso cortical (JUDEX et al., 2004; 

CLARKE, 2008; RITTWEGER et al., 2009). 

As superfícies ósseas são revestidas por tecido conjuntivo e por células 

osteoprogenitoras/osteogênicas denominadas como endósteo, na superfície interna e 

periósteo, na externa. O endósteo é constituído por osteoblastos provenientes da 

multiplicação e diferenciação de células osteoprogenitoras.  É encontrado recobrindo o 

canal medular, os canais de Harvers, os canais de Volkmann e a cavidade do osso 

trabecular. Sua função é promover nutrição e remodelação óssea. O periósteo é 

constituído, externamente, por uma densa camada de fibras colágenas e de fibroblastos e, 

internamente, por células osteoprogenitoras que se diferenciam em osteoblastos.  Sua 

função é nutrir e proteger o osso, além de permitir o crescimento diametral ósseo 

(DOBLARÉ et al., 2004; CLARKE, 2008).  

Existem dois principais processos iniciais responsáveis pelo desenvolvimento 

ósseo. Estes processos formam o osso durante o desenvolvimento embrionário e são 

denominados de ossificação intramembranosa, quando a formação é direta, e ossificação 

endocondral, quando a formação é indireta. A ossificação intramembranosa é responsável 

pela formação da maior parte do esqueleto craniofacial. Contribui para o crescimento dos 

ossos curtos e para o crescimento em espessura dos ossos longos. É designada como 

formadora direta, pois ocorre pela diferenciação direta de células mesenquimais em 

osteoblastos, formando um centro de ossificação. Para isto, inicialmente, há proliferação, 

agrupamento e diferenciação das células mesenquimais indiferenciadas seguido pela 

formação de regiões conjuntivas condensadas, de origem mesenquimal, onde surgirá o 

futuro osso. Após a diferenciação, os osteoblastos começam a produzir matriz óssea 

extracelular, também chamada de matriz osteóide (matriz ainda não mineralizada), 

formada na sua maioria por colágeno e proteoglicanos, substâncias que apresentam 

capacidade de ligação com o cálcio. Por meio desta ligação, a matriz osteóide torna-se 

calcificada. No decorrer da calcificação há, no centro de ossificação, o desenvolvimento 

de uma rede de trabéculas ósseas rodeadas por periósteo que, com o contínuo crescimento 

trabecular, adotam a forma de placas. A formação de osso compacto ocorrerá pela 

compactação dessas trabéculas e a formação de sucessivas camadas ósseas periostais 

definirá a espessura óssea (GILBERT, 2000; FRANZ-ODENDAAL, 2011).  

Alternativamente, células mesenquimais podem diferenciar-se em cartilagem, que, em 

seguida, fornece um molde para a morfogênese óssea pelo processo de ossificação 
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endocondral. Nesta ossificação, ocorre a formação da maior parte do esqueleto 

apendicular e axial. Tal ossificação se inicia com a condensação e diferenciação celular 

mesenquimentosa em condrócitos. A hipertrofia celular sinaliza o passo final da 

diferenciação dos condrócitos, onde a matriz extracelular cartilaginosa torna-se 

calcificada e, parcialmente, degradada. A ossificação começa quando condrócitos 

hipertróficos sofrem apoptose e a cartilagem calcificada é invadida por vasos sanguíneos, 

células ósseas e precursores mesenquimais. A matriz cartilaginosa calcificada é então 

utilizada pelos osteoblastos como base para a deposição de osso mineralizado, 

culminando na produção de um novo osso. Este processo, após ser completado no centro 

de ossificação primária (localizado na diáfise), prossegue gradualmente para as 

extremidades, no centro de ossificação secundária (localizado um em cada epífise), e 

estabelece as duas placas de crescimento que separam as epífises cartilaginosas da diáfise 

óssea (STICKENS et al., 2004; MACKIE et al., 2011; LONG; ORNITZ, 2013). Contudo, 

o centro de ossificação primária promove crescimento longitudinal e no centro de 

ossificação secundária é observado crescimento radial. O comprimento, diafisário, de 

ossos longos é dado pela atividade do disco epifisário e a espessura pela aposição de 

tecido ósseo periostal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; CLARKE, 2008). A 

maturidade esquelética ocorrerá quando a expansão do centro de ossificação diafisária 

encontra o centro de ossificação epifisária, desaparecendo, por fim, a placa de 

crescimento (MACKIE et al., 2011). 

A atividade óssea no esqueleto em desenvolvimento é voltada, primariamente, 

para o crescimento e modelação óssea (remoção do osso de um local e deposição em 

outro), mecanismo pelo qual o osso atinge tamanho e forma. Na maturidade esquelética, 

a atividade metabólica envolve predominantemente a remodelação óssea (remoção e 

posterior substituição do osso existente por osso novo). A relação entre a taxa de formação 

e de reabsorção óssea determina a quantidade de massa óssea encontrada no esqueleto 

(RAISZ, 2005). 

No decorrer do desenvolvimento, a formação óssea excede a reabsorção, 

permitindo aumentar a massa óssea até atingir um pico, que é a massa máxima de osso 

atingida no decorrer da vida. Esse processo de aquisição de massa óssea inicia-se no 

nascimento e se prolonga até o final da adolescência, ao término da maturação esquelética 

(BONJOUR et al., 1994; BRANDÃO; VIEIRA, 1999; BONJOUR et al., 2009). Nesse 

período, inicia-se a fase de equilíbrio entre os processos de formação e reabsorção óssea 

que se mantém até os 30-45 anos nas mulheres e 50-60 anos nos homens. Posteriormente, 
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ocorre um desequilíbrio entre formação e reabsorção óssea. O resultado, em longo prazo, 

de tal desequilíbrio é uma mudança da massa, força e estrutura óssea (MEIER et al., 2005; 

COMPSTON, 2011) e, por fim, se o ganho de massa óssea adquirida durante o 

crescimento não atingiu seu pico máximo, há maior risco de apresentar complicações 

osteomebólicas, como osteopenia e osteoporose, em uma fase tardia (BORGES; 

BRANDÃO, 2006; BONJOUR et al., 2009).  

O aumento do tecido ósseo, durante a maturação do esqueleto, centra-se, 

essencialmente, no aumento máximo da massa óssea (pico de massa óssea). Sua 

relevância reflete o fato de que quanto maior a aquisição óssea durante esse período, 

maior será a tolerância contra a perda óssea fisiológica com o envelhecimento. Isto 

porque, a massa óssea, durante o envelhecimento, é determinada pelo pico da massa óssea 

em conjunto com a taxa de perda de massa óssea (VAANANEN, 1991). O pico de massa 

óssea, assim como a integridade do tecido ósseo observado ao decorrer da vida, é 

determinado por vários fatores incluindo raça, sexo, hereditariedade, estado hormonal, 

nutrição e massa corporal (BONJOUR et al., 1994; BRANDÃO; VIEIRA, 1999; 

BONJOUR et al., 2009). Considera-se ainda que mais de 90% da massa óssea seja 

adquirida durante a maturação esquelética, consolidando o acúmulo de massa óssea, 

durante a infância e adolescência, como um fator protetor ósseo durante o envelhecimento 

e um contribuinte determinante da massa e resistência óssea nesse período (BROWN; 

ZACHARIN, 2005; BONJOUR et al., 2009).  

O envelhecimento é um processo progressivo e previsível, caracterizado pelo 

acúmulo de alterações a todos os níveis de organização biológica com alterações da 

estrutura e funcionamento de células, tecidos, órgãos e sistemas do organismo, que, por 

fim, culmina em declínios das funções fisiológicas (SEMBA et al., 2010). 

Dentre os declínios decorrentes do processo de envelhecimento, considera-se a 

perda de óssea como um fenômeno universal que afeta homens e mulheres e está 

diretamente relacionada com a redução progressiva da massa e resistência óssea. A taxa 

de perda da massa óssea cortical, por década, em homens e mulheres, após os 50 anos, é 

de aproximadamente 3-5% no osso cortical e 6-10% no osso trabecular. Em princípio, a 

perda óssea pode ocorrer por diminuição da formação óssea ou como o resultado de um 

aumento da velocidade de reabsorção óssea associada a uma taxa de formação normal ou 

reduzida (O'FLAHERTY, 2000). Essa perda, dependendo da extensão, pode afetar tanto 

o osso trabecular como o cortical. No osso trabecular, a perda óssea pode ocorrer em 

resposta ao aumento da remodelação óssea ou por equilíbrio negativo na unidade básica 

http://www.hindawi.com/37698362/
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multicelular (BMU). Já a perda de osso cortical resulta em mudanças tanto na 

remodelação endocortical como intracortical. Além disso, como a espessura cortical é 

influenciada pela taxa de aposição periosteal, alterações estruturais também são 

determinadas por modificações do equilíbrio de remodelação (COMPSTON, 2011). A 

diminuição da massa óssea trabecular e o aumento da porosidade cortical podem ser as 

causas mais importantes de fragilidade óssea anos idosos (GREEN et al., 2011; CHEN et 

al., 2013). Por outro lado, a perda óssea pode, também, resultar de uma diminuição da 

carga mecânica em reflexo da redução da massa corporal, isto porque a massa corporal é 

altamente correlacionada com a massa e densidade mineral óssea (DMO) (BONJOUR et 

al., 1994).  Além disso, levando em consideração a heterogeneidade do esqueleto, é 

provável que mudanças da arquitetura e microarquitetura óssea sejam resultados das 

diferenças na morfologia óssea, resultando em mudanças específicas de acordo com os 

sítios e com a taxa de perda óssea relacionada com a idade (COMPSTON, 2011; CHEN 

et al., 2013). Esses fatores conduzem a reduções em parâmetros que refletem a quantidade 

e qualidade óssea e ao aumento da fragilidade óssea que, associada ao aumento do risco 

de quedas característicos do envelhecimento, contribui para um maior índice de fraturas 

osteoporóticas (RAISZ, 2005; ARMAS, RECKER, 2012).   

A osteoporose é um distúrbio osteometabólico que resulta em falha estrutural do 

esqueleto marcada pela diminuição da densidade mineral óssea (DMO) e rarefação de sua 

microarquitetura, apresentando predisposição às fraturas mesmo em condições de baixa 

energia (AKESSON, 2003). Considerando a ausência de evidências de que a perda de 

massa óssea provoca qualquer sintoma, a osteoporose tem sido identificada como uma 

epidemia silenciosa e sua manifestação clínica está diretamente relacionada às fraturas. 

Por sua vez, as fraturas osteoporóticas estão estreitamente relacionadas com a baixa massa 

óssea enquanto a ausência de fraturas é dependente da aquisição máxima deste parâmetro 

(BONJOUR et al., 1994; BONJOUR et al., 2009). 

A osteoporose pode ser classificada como primária ou secundária. A forma 

primária é classificada em tipo I, ou pós-menopausa e tipo II, ou senil. Já a osteoporose 

secundária é decorrente de processos inflamatórios, alterações endócrinas, desuso entre 

outros (GALI, 2001). Na osteoporose tipo I, a deficiência de estrógeno, característica da 

menopausa, é acompanhada por incremento do turnover ósseo com predomínio da 

reabsorção (TROEN, 2003). Em contraste, a osteoporose tipo II é originada através da 

diminuição da capacidade proliferativa de células osteoprogenitoras após o período do 

pico e equilíbrio da massa óssea (O’FLAHERTY, 2000). 

http://www.hindawi.com/37698362/
http://www.hindawi.com/37698362/
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As regiões mais susceptíveis às fraturas por osteoporose são o quadril (fêmur 

proximal), a coluna vertebral (vértebras) e o punho (antebraço distal). As fraturas de 

quadril e antebraço são consequências de traumatismos de maior ou de menor intensidade, 

causados, principalmente, por quedas. Já fraturas na coluna ocorrem por minímos 

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 

função da osteoporose, estimados em mais de seis milhões de fraturas de quadril em todo 

mundo (GULLBERG et al., 1997). 

Fêmur, tíbia e vértebras, são os principais sítios ósseos para estudo da osteoporose. 

Os dois primeiros sítios ósseos apresentam predomínio de osso cortical e as vértebras, 

predomínio de osso trabecular (PATLAS et al., 2000). Desta forma, fêmures e vértebras 

foram selecionados, para serem usadas neste trabalho, levando-se em consideração sua 

morfologia óssea e os efeitos metabólicos que provêm desta especificação tecidual. 

 

1.2 Restrição Alimentar 

 

Há muito, McCay, Crowell e Maynakd (1935), demonstraram que a redução da 

ingestão de calorias foi responsável 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 então, numerosas pesquisas, com diferentes delineamentos e 

enfoques, vêm sendo utilizadas para compreender e elucidar os mecanismos que 

melhoram e prolongam a vida. Em julho de 2010, The Journal of Nutrition, homenageou 

e comemorou os 75 anos do pioneiro trabalho de McCay, Crowell e Maynakd, com a 

publicação “Honoring Clive McCay and 75 Years of Calorie Restriction Research” 

(MCDONALD; RAMSEY, 2010), e enfatizou que, sem dúvida, esse modelo de estudo 

contribuiu, mais do que qualquer outro, para a compreensão global dos processos 

biológicos do envelhecimento e da longevidade.  

A restrição alimentar ou restrição calórica, como também é conhecida 

(MCDONALD; RAMSEY, 2010; LEE; LONGO, 2016), é uma intervenção que consiste 

em promover subnutrição sem causar desnutrição, através da redução de 20 a 40% da 

ingestão de alimentos, em comparação à alimentação típica (LEE; LONGO, 2016). Essa 

intervenção, importante em investigações sobre o envelhecimento, retarda o 

aparecimento de distúrbios relacionados à 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 

et al., 2011; SADAGURSKI et al., 2015).  

Os benefícios da restrição foram observados em diferentes estudos realizados com 

primatas, nos quais distintas variáveis biológicas apresentaram melhores respostas 

quando em comparação 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 doenças crônicas (KRITCHEVSKY, 2001; LEE et 

al., 2004; FONTANA; KLEIN, 2007). Ao mesmo tempo, em humanos foi observado que 

a restrição induzia adaptação metabólica promovendo melhores respostas frente às 

doenças e aos danos oxidatixos (FONTANA et al., 2004; HEILBRONN et al., 2006; 

HOLLOSZY; FONTANA, 2007). 

O mecanismo pelo qual a restrição influencia o aparecimento mais tardio de 

doenças e a longevidade ainda está sendo compreendido, contudo acredita-se que não um 

fator isolado, mas uma combinação de fatores seja responsável pelos efeitos promovidos 

pela restrição (WESTERBEEK et al., 2008). 

A redução da glicose e da insulina plasmáticas é uma característica marcante da 

restrição, isto porque a baixa ingestão de alimentos promove redução da concentração de 

glicose levando a uma reduzida liberação de insulina (McCARTER et al., 2007). De perfil 

lipogênico, a insulina quando em concentração reduzida, seria acompanhada por 

diminuição do depósito de tecido adiposo branco (TAB) (KERSTEN, 2001). Há algum 

tempo o TAB deixou de ser visto como um simples e passivo reservatório de energia e 

passou a ser observado como órgão endócrino responsável por diversas circunstâncias 

metabólicas como a liberação de moléculas biologicamentes ativas, conhecidas como 

adipocinas, que além de atuarem sistematicamente podem também atuar em nível local. 

As adipocinas liberadas pelo TAB compreendem entre outras, a leptina, resistina, 

adiponectina, grelina e também citocinas pró-inflamatórias, como TNF- α (fator de 

necrose tumoral α) e IL-6 (interleucina 6) (MOHAMED-ALI et al., 1998). A redução do 

tecido adiposo, evidenciada com a restrição, pode induzir alterações da secreção dessas 

biomoléculas e, desta forma apresentar impacto considerável para mudanças na 

perspectiva de vida (COMBS et al., 2003; WU et al., 2003).  

Mudanças neuroendócrinas em modelos animais de diferentes idades, 

relacionadas à restrição, também são descritas na literatura. Ratos submetidos à restrição 

exibem redução na concentração de GH (hormônio do crescimento) (MARTIN et al., 

2006) e apresentam semelhanças fisiológicas com camundongos knockout desse gene 
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(BONKOWSKI et al., 2006). A interação entre a restrição e o eixo somatotrófico 

representa um importante ponto dos benefícios ocasionados pela restrição, uma vez que 

a menor expressão de GH proporciona redução da produção de IGF-I (fator de 

crescimento semelhante à insulina-I) (BARTKE et al., 2001). A redução da sinalização 

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 benefícios da restrição parecem, fortemente, mediados pela 

atenuação de danos oxidativos (ALEXEYEV et al., 2004). Estresse oxidativo é um 

desequilíbrio ocasionado pela produção excessiva de radicais livres e EROs (espécies 

reativas de oxigênio) acompanhado por uma insuficiente defesa antioxidante, 

apresentando danos subseqüentes (SÁNCHEZ-RODRÍGUES et al., 2007). Em condições 

fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 (oxigênio) sofre redução com aceitação 

de quatro elétrons, resultando na formação de água. Sob consequência desse processo, 

são formados intermediários reativos, tais como, o ânion superóxido (O2
. -), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH.) (CAVALCANTE; BRUIN, 2009). A 

reatividade dessas espécies apresenta grande variação, porém algumas são 

suficientemente reativas apresentando capacidade de promover danos em biomoléculas 

tais como o DNA, lipídios e proteínas (BERRA; MENCK, 2006).  A restrição alimentar 

promove aumento da defesa antioxidante e do reparo celular, a fim de que uma 

superprodução de EROS, advindas no decorrer da vida, não supere os mecanismos 

antioxidantes, contribuindo, assim, para reprimir/retardar o envelhecimento 

(ALEXEYEV et al., 2004). 

Ao mesmo tempo em que a restrição influencia diferentes tecidos e promove 

mecanismos adaptativos que exercem efeitos sobre doenças e longevidade, o osso é 

também alvo para os efeitos proporcionados pela redução da ingestão da dieta, ajustando 

sua biomecânica e fisiologia para acompanhar as mudanças estabelecidas pela restrição 

(LAMOTHE et al., 2003). Contudo, enquanto inúmeros estudos têm abordado 

categoricamente os diversos efeitos benéficos da restrição 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., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Talbott%20SM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baek%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baek%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hattori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24002179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hattori%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24002179
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2014; PANDO et al., 2014) têm indicado controvérsias quanto às respostas que essa 

intervenção pode ocasionar na quantidade e qualidade óssea. 

Em estudo realizado por Devlin e colaboradores (2010), em ratos C57Bl/6J com 

3 semanas de idade, submetidos à restrição 30%, durante 3 e 9 semanas, foi observado, 

no fêmur distal e no terço médio do fêmur, prejuízo tanto em osso trabecular como no 

cortical. Nesse mesmo estudo, a quinta vértebra lombar (L5) apresentou padrão de perda 

óssea semelhante ao encontrado no fêmur distal, entretanto a magnitude da perda foi 

menor.  

Pando e colaboradores (2014) submeteram, por um período de 10 dias, ratos 

Sprague-Dawley com 24 dias a 40% de restrição, encontrando, na metáfise proximal e 

terço médio do úmero, redução do número de trabéculas e aumento da separação 

trabecular. Contudo, a restrição não afetou a DMO cortical, a área cortical e área total 

cortical. 

Lambert e colaboradores (2005) analisaram a influência da restrição 35%, durante 

5 meses de tratamento, iniciada aos 2 meses de idade em ratos Wistar sobre as 

propriedades geométricas, estruturais e mecânicas da tíbia e da sexta vértebra lombar 

(L6). Quando analisada a L6, tais propriedades não foram negativamente afetadas com a 

dieta de restrição. Já a análise realizada na tíbia, demonstrou mudanças da geometria, mas 

não em propriedades estruturais e mecânicas. Não obstante, após ajuste da massa 

corporal, propriedades tibiais e vertebrais de animais restritos, como carga máxima, foram 

maiores do que as encontradas no grupo alimentado sem restrição. 

Ratos Sprague-Dawley, com 6 meses de idade, submetidos à restrição 30%, 

durante 6 semanas, apresentaram redução da densidade volumétrica total da metáfise 

proximal da tíbia semelhante ao observado em animais que tiveram os membros 

posteriores suspensos, simulando ambiente de microgravidade (ausência de carga). 

Contudo, o terço médio da tíbia e do úmero não foram afetados com a dieta de restrição 

(BAEK, 2008). 

Tatsumi e colaboradores (2008) examinaram os efeitos da restrição 40%, ao longo 

da vida, iniciada aos 3 meses de idade, em camundongos C57Bl/6J e ratos F344. Os 

resultados indicaram um efeito bifásico sobre o osso, dependente da duração da restrição. 

Se realizada até 1 ano de idade, a restrição diminuiu a massa óssea. Em contraste, se 

realizada por mais de 2 anos, a dieta de restrição apresentou efeito protetor contra a perda 

óssea relacionada com a idade.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pando%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25248555
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Por outro lado, Talbot e colaboradores (2001) submeteram ratas Sprague-

Dawley com 20 e 48 semanas, à restrição 40% durante 9 semanas. A intervenção de 

restrição diminuiu drasticamente a densidade do osso femoral e resultou numa pequena 

redução da densidade da tíbia e do úmero. Efeitos observados em maior proporção nas 

ratas idosas quando em comparação às maduras. Além disso, as propriedades 

biomecânicas foram reduzidas em ratas idosas, mas não maduras, indicando implicações 

importantes da adaptação óssea de acordo com a idade em que a restrição é iniciada. 

De acordo com esses estudos, ainda existem controvérsias quanto aos efeitos da 

restrição alimentar sobre o osso, e devem-se ressaltar as diferenças de protocolos 

experimentais no que diz respeito à porcentagem de restrição, idade e linhagem do animal, 

além do tempo de tratamento.  Além disso, há a necessidade de investigar se a restrição 

possui efeitos específicos de acordo com sítio ósseo analisado. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

A crescente preocupação para com a saúde, qualidade de vida, bem como para 

com a longevidade, tem levado a busca de diferentes meios em que estas possam ser 

encontradas. Dietas de restrição têm sido utilizadas com essas finalidades. Contudo, 

enquanto inúmeros estudos têm abordado a resposta positiva da restrição - dada à 

evidência de seu benefício em diferentes tecidos que concernem às adaptações sistêmicas, 

influenciando no retardo do aparecimento de doenças e no aumento da expectativa e da 

qualidade de vida - informações sobre o impacto da restrição sobre a massa óssea, 

realizada em diferentes idades, ainda são inconsistentes e controversas. Sobressalta-se 

que a busca literária apresenta lacunas que dificultam a comparação dos resultados para 

animais com diferentes idades, uma vez que não compartilham o mesmo delineamento 

experimental. Cabe realizar um estudo do tratamento da restrição em animais com 

diferentes idades, possibilitando, a partir das mesmas condições experimentais, comparar 

as respostas da restrição na massa óssea. 

Considera-se que a dieta de restrição, como a que será simulada em nosso estudo, 

não leva a reduções extremas da alimentação e, assim, não se estenderá em prejuízo 

nutricional. Contudo, o osso, que será o foco de nosso estudo, possui necessidades 

nutricionais de acordo com seu dinâmico estado de formação e reabsorção óssea. Destaca-

se aqui a importância da nutrição para o pico da massa óssea, que em conjunto com outros 

fatores, torna-se essencial para atingir a maturação esquelética - maturação que é refletida 

tanto na demanda metabólica temporal da pré-puberdade e puberdade, quanto em sua 

extensão com o envelhecimento, considerando a relação diretamente proporcional entre 

pico máximo da massa óssea e a tolerância contra a perda óssea com o envelhecimento. 

Além disso, por ser essencial para a manutenção da massa óssea, alterações nutricionais 

podem implicar em alterações do metabolismo ósseo em qualquer faixa etária, mesmo 

em animais com maturação óssea plena.  

A influência da restrição sobre o tecido ósseo permanece confusa uma vez que os 

relatos da literatura são conflitantes e os mecanismos envolvidos pouco compreendidos. 

Desta forma, é de suma importância avaliar os efeitos da restrição alimentar sobre o tecido 

ósseo de ratos de diferentes idades, tendo em vista a importância da aquisição e 

manutenção da massa em distintas fases da vida. 
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3 OBJETIVO 

 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar os marcadores bioquímicos da remodelação 

óssea e de propriedades biométricas, biofísicas, densitométricas, bioquímicas e 

biomecânicas dos fêmures e vértebras de ratos pré-púberes (38 dias), adultos jovens (4 

meses) e idosos (16 meses), após 6 semanas de restrição alimentar a 30%. 
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4 MATERIAIS E MÉTODO  

 

 

4.1 Animais 

 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da UFSCar (número 057/2012) (Anexo 1). 

Foram utilizados Rattus novegicus albinus machos, linhagem Holtzman, com 38 

dias, 4 e 16 meses de idade. Após um período de adaptação de sete dias, ao biotério 

experimental, os animais foram distribuídos em seis grupos (n=8-10 por grupo) sendo três 

grupos controles (C38, C4 e C16 – controles que iniciaram o experimento com 38 dias, 4 

e 16 meses de idade, respectivamente) e três grupos restritos (R38, R4 e R16 – animais 

que iniciaram a restrição alimentar com 38 dias, 4 e 16 meses de idade, respectivamente). 

O período experimental para todos os grupos foi de 6 semanas. Animais controles tiveram 

livre acesso à ração Biotec ® (Tabela 1) e água. Animais restritos foram submetidos à 

restrição 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 período experimental, em gaiolas 

metabólicas (Figura 1), em ambiente com temperatura controlada de 21±2ºC, seguindo o 

ciclo de claro/escuro de 10/14 horas.  

 

TABELA 1. Composição química de ração comercial para roedores, marca Biotec®. 

 

 

 

 

 

Composição química  Valores médios (%) 

Umidade  12,0 máx.  

Proteína bruta  22,0 mín. 

Extrato etéreo  4,0 mín. 

Minerais  10,0 máx. 

Matéria fibrosa  8,0 máx. 

Cálcio  1,4 máx. 

Fósforo  0,8 mín.  

Fonte: dados do fabricante (BIOBASE – Alimentação Animal).  
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FIGURA 1. Gaiolas metabólicas para ratos utilizadas durante todo o período experimental. 

 

 

 

4.2 Acompanhamento experimental 

 

Para acompanhamento da massa corporal, os animais foram pesados duas vezes 

por semana, durante todo o período experimental.  

O consumo de água e ração, assim como a excreção de urina e fezes foram 

estimados diariamente, no mesmo horário (09h). O consumo de ração foi encontrado pela 

diferença entre o colocado inicialmente e as sobras. O mesmo ocorreu para o controle da 

ingestão de água. As sobras foram desprezadas, fazendo-se reposição de água e ração.

4.3 Eutanásia 

 

Após o período 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 fêmures direitos, quintas vértebras lombares (L5) e o tecido 

adiposo abdominal.  
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4.4 Parâmetros Analisados 

 

4.4.1 Tecido Adiposo Abdominal 

 

O tecido adiposo abdominal teve sua massa mensurada, em balança analítica 

(0,0001g), imediatamente após sua retirada. 

 

4.4.2 Componentes Plasmáticos  

 

O sangue coletado foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 minutos, em centrífuga 

refrigerada (2ºC). O plasma sanguíneo foi fracionado e armazenado em freezer -20ºC para 

as determinações de osteocalcina e TRAP.  

 

4.4.2.1 Marcadores Bioquímicos da Remodelação Óssea 

 

A determinação das concentrações plasmáticas de osteocalcina e TRAP, como 

indicadores de predisposição à formação e reabsorção de tecido ósseo, respectivamente, 

foi realizado por meio de técnica quantitativa e imunoensaio em sanduíche com enzima 

ligada (ELISA), utilizando kits específicos para ratos da marca Uscn Life Science Inc. 

(Wuhan, China). 

 

4.4.3 Componentes Estruturais – Ossos (Fêmur e Vértebra) 

 

Fêmures direitos e vértebras lombares (L5) foram removidos, dissecados, 

acondicionados em soro fisiológico e armazenados em freezer –20ºC até o momento das 

análises ósseas (biométricas, biofísicas, bioquímicas, densitométricas e biomecânicas). 

 

4.4.3.1 Biometria Óssea 

 

As medidas biométricas foram realizadas com ajuda de um paquímetro digital 

(precisão de 0,05mm). 

A medida do comprimento femoral teve como referencial a região distal dos 

côndilos femorais (face articular com a tíbia) e saliência óssea proximal do trocânter 

maior. A espessura foi determinada na posição látero-lateral (diâmetro maior) e ântero-
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posterior (diâmetro menor) da diáfise femoral, tomando como referência a base do 

terceiro trocânter. Nas quintas vértebras lombares (L5) foram feitas medidas da altura dos 

corpos vertebrais. 

 

4.4.3.2 Biofísica Óssea 

 

Os ossos (imersos em água destilada) foram mantidos em um dessecador por um 

período de 24 horas objetivando a retirada do ar presente nos poros ósseos. Em seguida, 

obtiveram-se os pesos imerso (Pi) e úmido (Pu). Esses dados foram coletados antes do 

ensaio biomecânico e, após o mesmo, as amostras foram armazenadas em uma estufa à 

temperatura de 100º C durante 24 horas com o intuito de desidratação e, posteriormente, 

obteve-se o peso seco (Ps). Para obtenção do peso das cinzas (material mineral - Pm), os 

ossos foram colocados em uma mufla a 800º C por um período de 24 horas 

(NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas por meio de uma 

balança eletrônica de precisão (Chiyo®). Baseando-se no Princípio de Arquimedes, 

calculou-se o volume ósseo e subsequentemente a densidade óssea e mineral, percentuais 

ósseos de água, material orgânico e material mineral, obtidas pelas fórmulas (MARTIN, 

1990): 

 

Volume ósseo= Pu – Pi  (cm³)  

                           ρ 

 

 

Densidade óssea=            Pu           (g/cm³) 

                               Volume Ósseo  

 

 

Densidade mineral=            Pm         (g/cm³) 

                                   Volume ósseo 

 

 

Percentual Ósseo de Água=  100 x (Pu-Ps)  

                                                    Pu 

  

 

 

 

Percentual Material Orgânico=100 x (Ps-Pm) 

                                                          Pu 
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Percentual Material Mineral=100 x Pm 

                                                    Pu  

 

Onde:    

Pu = peso úmido ósseo  

Ps = peso ósseo da amostra desidratada 

Pi = peso imerso ósseo 

Pm = peso do material mineral (cinzas)  

 = densidade da água 

 

4.4.3.3 Densitometria Óssea  

 

Fêmures e vértebras (L5) foram submetidos à análise densitométrica por 

absorciometria de raios X de dupla energia (DXA) por meio de densitômetro modelo 

DPX-ALPHA LUNAR (Figura 2), com software especial para pequenos animais com 

alta resolução (Figura 3), pertencente ao Laboratório de Biofísica – UNESP/Araçatuba. 

Para a avaliação densitométrica, os ossos foram submersos em recipiente plástico 

contendo água 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 obtenção dos valores 

da densidade mineral óssea areal – aDMO (g/cm2) (Figura 3). Para os fêmures, foram 

obtidos os valores da densidade do osso como um todo e por regiões (epífise proximal, 

diáfise e epífise 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. Densitômetro DPX-ALPHA. 

 

 

 

FIGURA 3. Software especial para pequenos animais usado para a 

análise de dados densitométricos. 

 

4.4.3.4 Bioquímica Óssea 

A partir da obtenção do material mineral dos fêmures direitos e das quintas 

vértebras lombares, realizou-se solubilização em ácido clorídrico 2N. Em seguida, por 

meio de ensaio colorimétrico, o conteúdo de cálcio e fósforo dos ossos foi determinado 

com a utilização do kit comercial específico Labtest®. 
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4.4.3.5 Biomecânica Óssea 

 

Propriedades biomecânicas dos fêmures foram medidas pelo ensaio de flexão de 

três pontos, e propriedades biomecânicas das quintas vértebras lombares pelo ensaio de 

compressão, utilizando uma máquina de ensaio universal (INSTRON, modelo 4444, 

Canton, Massachusetts, EUA), cuja célula de carga apresenta capacidade máxima de 100 

kgf (Figura 4).   

Para o ensaio dos fêmures, suas extremidades ficaram apoiadas em dois roletes 

com diâmetro de 3 mm, distanciados em 1/3 do comprimento do fêmur, e a região central 

(das diáfises) dos ossos foi selecionada para a aplicação da carga (ROBLING; TURNER, 

2002). No início do ensaio, foi aplicada uma pré-carga de 5 N, no sentido póstero-anterior 

e perpendicular ao eixo longitudinal, para acomodação do fêmur. Após o período de 

acomodação, aplicou-se uma força no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5 

cm/min, até o momento da fratura do osso.  Os resultados dos ensaios foram registrados 

pelo software Instron Series IX na forma gráfica. Neste gráfico, as propriedades 

biomecânicas obtidas foram: carga máxima, carga máxima até fratura, deslocamento 

máximo até fratura, tenacidade e rigidez (Figura 5).     

Para o ensaio das quintas vértebras lombares, os processos transversos, 

espinhosos e arcos vertebrais foram retirados, obtendo ao final o corpo vertebral. As 

extremidades das vértebras foram aplainadas para obtenção de superfícies planas 

e paralelas para o ensaio.  Inicialmente, aplicou-se uma pré-carga de 10 N para 

acomodação do corpo de prova (SAMNEGÅRD et al., 2001). Após o período de 

acomodação, uma força foi aplicada no sentido crânio-caudal a uma velocidade constante 

de 2mm/min, até o esmagamento parcial das quintas vértebras lombares (dois terços de 

sua altura) (IKEDA et al., 2001). As propriedades biomecânicas obtidas foram: carga 

máxima, tenacidade e rigidez (Figura 5). 
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FIGURA 4. Máquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para 

o ensaio de flexão a três pontos em fêmures e de compressão em vértebras 

lombares de ratos. A: painel de controle; B: célula de carga ligada à ponte de 

extensiometria (1 kN); C: haste cilíndrica para a aplicação de carga (força); D: 

osso (fêmur de rato); E: suporte.  

 

 

 

FIGURA 5. Representação esquemática da curva Carga x Deformação obtida 

com o teste de flexão a três pontos dos fêmures e compressão das vértebras de 

ratos.  
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Deformações (mm) 

Corresponde à distância movida pelo cilindro de carga registrada pelo 

equipamento no ponto de carga máxima e de fratura. 

 

Carga Máxima (N)  

Corresponde à maior carga suportada pela amostra (fêmur e vértebra) durante o 

ensaio.  

 

Carga de Fratura (N) 

Corresponde à carga aplicada no momento da fratura da amostra (fêmur e 

vértebra) ao longo do ensaio. 

 

Tenacidade (J) 

Corresponde à área sob a curva carga x deformação até o ponto de ruptura. 

Representa a energia necessária para provocar a ruptura do material, ou seja, a capacidade 

de uma estrutura absorver uma energia. 

 

Rigidez (N/mm) 

Determinada por meio da inclinação da reta, ajustada aos pontos da curva carga x 

deformação na fase elástica (SOGAARD et al., 1997). Representa a capacidade de resistir 

a deformações. 
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5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo programa SigmaPlot® (versão 12.0) e 

expressas em média ± desvio padrão. As comparações múltiplas dos resultados foram 

realizadas por análise de variância (ANOVA Two-way) seguida pelo teste de Tukey. O 

nível de significância adotado foi de p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

6 RESULTADOS 

 

 

 

6.1 Acompanhamento experimental  

 

A análise da massa corporal dos animais revelou aumento gradual da massa 

corporal relacionado à idade (Tabela 2). Animais dos grupos restritos exibiram 

diminuição significativa da massa corporal em comparação aos seus controles (Tabela 2). 

Esses dados são complementados com as médias dos valores do ganho de massa corporal 

dos diferentes grupos experimentais (Figura 6). Em associação à redução da massa 

corporal, a redução do consumo de ração em animais dos grupos restritos (Tabela 3), 

promoveu menor consumo de calorias (Figura 7), o que proporcionou redução da massa 

adiposa abdominal (Figura 8), observado nestes grupos de animais. 

A maior massa corporal dos controles e a menor dos restritos, em consequência 

da restrição alimentar 30%, foram acompanhadas pelo aumento e redução da excreção 

média de fezes durante o período experimental para grupos controles e restritos, 

respectivamente (Tabela 3). A ingestão média de água assim como a excreção média de 

urina, não diferiram nos grupos 38 dias, 4 e 16 meses de idade (Tabela 3). Contudo, 

animais com 4 meses ingeriram mais água e, por consequência, excretaram mais urina 

em comparação com animais de 38 dias (Tabela 3). Esta diferença 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+17,48a 428,50±22,35b 472,92±24,13a,c 470,30±29,51b,d 

Final 332,20±21,63 234,40±4,40A 481,16±23,37a 370,16±15,43b,C 514,61±26,89a,c 398,92±27,30b,d,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; c vs. C4; d vs. R4; e vs. C16. Letras maiúsculas indicam 

diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável idade.  
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FIGURA 6. Ganho de massa corporal durante o período 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; c vs. C4; e vs. C16.  Letras 

maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 

idade.  

 

 

TABELA 3. Média do consumo de ração e água, e excreção de urina e fezes dos animais dos diferentes grupos 

experimentais.  

Parâmetros 
Grupos Experimentais 

C38 RC38 C4 R4 C16 R16 

Ração (g) 22,64±0,80 15,85±0,56A 27,73±0,57a 19,41±0,40b,C 26,65±2,29a 18,65±1,61b,E 

Água (mL) 30,84±0,93 29,62±1,13 40,91±2,92a 44,91±5,40b 44,93±3,19a 47,55±4,85b 

Urina (mL) 4,40±0,90 5,34±1,39 10,10±2,62a 10,91±3,09b 11,95±2,14a 13,65±3,73b 

Fezes (g) 7,76±1,29 4,97±1,05A 11,30±1,03a 7,64±1,12b,C 12,60±1,89a 6,40±1,44E 

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; c vs. C4; e vs. C16. Letras maiúsculas indicam 

diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 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; c vs. C4; e vs. C16. Letras 

maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 

idade.  

 

 

FIGURA 8. Ganho de massa adiposa abdominal durante o período 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; c vs. C4; e vs. C16. Letras 

maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 

idade.  
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6.2 Biometria femoral e vertebral 

 

Animais com restrição alimentar tiveram menor comprimento do fêmur (Figura 

9A) e menor altura da vértebra (Figura 9D) em comparação aos seus controles, com 

ressalva para grupo de 16 meses de idade em que não foi observada diferença entre os 

grupos (Figuras 9A e 9D).  Para as mesmas variáveis, foi observado o efeito gradual da 

idade, apresentando fêmures mais compridos e vértebras mais altas. O efeito da dieta 

reduziu a espessura (diâmetro maior e menor) do fêmur, somente no grupo 38 dias 

(Figuras 9B e 9C).  Em relação à idade, fêmures de animais com 4 meses foram mais 

espessos que fêmures de animais com 38 dias, enquanto fêmures de animais com 4 e 16 

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

 

FIGURA 9. Parâmetros biométricos dos ossos dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A: Comprimento femoral; B: Diâmetro maior femoral; C: Diâmetro 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; c vs. C4; d vs. R4. Letras 

maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 

idade.  



54 
 

6.3 Biofísica femoral e vertebral 

 

6.3.1 Biofísica femoral 

 

Peso úmido, imerso, seco e das cinzas (Tabela 4), diferiram no grupo 38 dias, onde 

os animais em restrição alimentar apresentaram menores pesos biofísicos. Nos demais 

grupos (4 e 16 meses) não foram encontradas diferenças (Tabela 4). Considerando a 

idade, o grupo de 4 meses foi, para os mesmos pesos, maior que o grupo 38 dias. Já os 

pesos biofísicos de animais com 16 meses de idade foram semelhantes, não observando 

diferença estatística (Tabela 4). O mesmo comportamento foi observado para a variável 

volume ósseo, onde o grupo 38 dias apresentou se menor devido à dieta, e o grupo 4 

meses apresentou aumento em comparação com o grupo 38 dias pelo efeito da idade, sem 

alterações para o grupo com 16 meses (Figura 10A). Não foram observadas diferenças 

pelo efeito da dieta nos grupos 38 dias, 4 e 16 meses ao analisarmos densidade óssea 

(Figura 10B) e densidade mineral (Figura 10C), porcentagem de água (Figura 10D) e 

porcentagem de material mineral (Figura 10F). No entanto, para as mesmas variáveis, a 

idade influenciou o grupo com 4 meses, sendo este maior em comparação com o grupo 

38 dias nas variáveis densidade óssea, densidade mineral e porcentagem de material 

mineral. Por outro lado, a porcentagem de água, foi menor no grupo 4 meses em 

comparação com o grupo 38 dias. Complementando os dados biofísicos do fêmur, não 

foram encontradas diferenças de porcentagem de material orgânico pelo efeito da dieta 

ou pelo efeito da idade (Figura 10E).  

 

TABELA 4. Pesos biofísicos (peso úmido, imerso, seco e das cinzas) dos fêmures dos animais dos diferentes grupos 

experimentais.  

Parâmetros  Grupos Experimentais 

Femorais  C38 R38 C4 R4 C16 R16 

Peso Úmido (g) 0,851±0,082 0,662±0,064A 1,151±0,067a 1,098±0,083b 1,202±0,094a 1,178±0,077b 

Peso Imerso (g) 0,237±0,035 0,182±0,027A 0,401±0,025a 0,383±0,035b 0,432±0,036a 0,409±0,031b 

Peso Seco (g) 0,469±0,028 0,373±0,019A 0,682±0,051a 0,690±0,079b 0,730±0,061a 0,720±0,055b 

Peso das Cinzas (g) 0,318±0,016 0,245±0,012A 0,486±0,028a 0,478±0,059b 0,511±0,038a 0,489±0,046b 
 

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 maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; 

Letras minúsculas indicam diferença na variável idade.  
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FIGURA 10. Parâmetros biofísicos do fêmur dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A: Volume ósseo femoral; B: Densidade óssea femoral; C: Densidade mineral femoral; D: Porcentagem de 

água femoral; E: Porcentagem de material orgânico femoral; F: Porcentagem de material mineral femoral. 

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 maiúsculas indicam 

diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 
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6.3.2 Biofísica vertebral 

 

O peso úmido (Tabela 5) refletiu sobre o volume ósseo (Figura 11A) uma vez que 

foi observado o mesmo comportamento para estas variáveis, tanto para o efeito da dieta 

(redução nos animais com restrição alimentar do grupo 38 dias) quanto para o aumento 

pelo efeito da idade (diferença entre restrito 38 dias e restrito 4 meses). Já o peso imerso 

(Tabela 5) somente sofreu influência da dieta, onde foi menor em animais em restrição 

alimentar do grupo 38 dias, enquanto peso seco (Tabela 5) e peso das cinzas (Tabela 5) 

apenas sofreram influência da idade, apresentando o grupo 4 meses maiores pesos que os 

do grupo 38 dias. A densidade mineral diferiu no grupo 38 dias, apresentando, os animais 

em restrição alimentar, maior densidade (Figura 11C). Considerando a idade, o grupo 

controle 4 meses apresentou maior densidade mineral que o grupo controle 38 dias e 

controle 16 meses (Figura 11C). A porcentagem de água mostrou-se reduzida em restritos 

do grupo 38 dias (Figura 11D). Referente à idade, a porcentagem de água no controle 4 

meses foi menor em relação ao controle 38 dias, enquanto animais em restrição alimentar 

com 4 meses apresentaram maior porcentagem de água que restritos com 38 dias. Por 

fim, controle 16 meses teve maior porcentagem de água quando comparado ao controle 

4 meses (Figura 11D). A porcentagem de material mineral foi maior em restritos do grupo 

38 dias quando em comparação com seu controle. Na comparação da idade, controles 

com 4 meses apresentaram maior porcentagem de material mineral em comparação ao 

grupo 38 dias. Já o grupo controle com 16 meses apresentou menores valores desta mesma 

variável em comparação 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 comparação com controles do grupo 38 dias (Figura 

11F). Não foram encontradas diferenças pelo efeito dieta ou idade da densidade óssea 

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

experimentais.  

Parâmetros  Grupos Experimentais 

Vertebrais C38 R38 C4 R4 C16 R16 

Peso Úmido (g) 0,091±0,010 0,062±0,010A 0,093±0,012 0,086±0,011b 0,092±0,015 0,099±0,011b 

Peso Imerso (g) 0,026±0,003 0,016±0,002A 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±0,006a 0,054±0,014b 0,061±0,010a 0,056±0,006b 

Peso das Cinzas (g) 0,025±0,002 0,024±0,003 0,037±0,004a 0,036±0,005b 0,037±0,005a 0,034±0,003b 

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 maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; 

Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 
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FIGURA 11. Parâmetros biofísicos da vértebra dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A: Volume ósseo vertebral; B: Densidade óssea vertebral; C: Densidade mineral vertebral; D: Porcentagem 

de água vertebral; E: Porcentagem de material orgânico vertebral; F: Porcentagem de material mineral 

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; c vs. C4. Letras 

maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável 

idade. 
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6.4 Densitometria Óssea Areal Total – Femoral e Vertebral 

 

A análise da densitometria óssea areal, realizada em todo o osso fêmur, denotou 

diferença, em relação à dieta, entre o grupo com 38 dias, apresentando o restrito menor 

densidade (Figura 12). Em relação à idade, maior densidade óssea foi observada em 

animais com 4 meses de idade (Figura 12). 

A análise da densitometria óssea areal vertebral, realizada em toda a vértebra, 

demonstrou apenas diferença em relação à idade, apresentando, assim como o observado 

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

 

FIGURA 12. Densitometria óssea femoral 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; c vs. C4. Letras maiúsculas 

indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 
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FIGURA 13. Densitometria óssea vertebral 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; c vs. C4. Letras minúsculas 

indicam diferença na variável idade. 

 

6.4.1 Densitometria Óssea Areal Femoral por Regiões– Epífise Proximal, 

Diáfise e Epífise Distal 

 

A análise realizada nas três regiões ósseas, levando-se em consideração a 

influência da dieta, promoveu aumento da densidade na epífise proximal de restritos com 

16 meses (Figura 14A), e redução da densidade na diáfise de restritos com 38 dias (Figura 

14B), quando em comparação aos seus controles, enquanto na epífise distal não foram 

observadas diferenças em função da dieta (Figura 14C). 

Como se observou na análise densitométrica femoral, a diáfise (Figura 14B) 

também apresentou maior densidade óssea em animais com 4 meses, em função da idade. 

Além disso, animais com 16 meses apresentaram menor densidade também na região 

diafisária. Por outro lado, na epífise distal, foi encontrada maior densidade em animais 

com 16 meses de idade (Figura 14C), assim como observado na epífise proximal de 

restritos com 16 meses, que apresentaram maior densidade em comparação aos demais 

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

experimentais. 
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A: Densidade óssea da epífise proximal femoral; B: Densidade óssea da diáfise femoral; C: Densidade 

óssea da epífise distal femoral. 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; c vs. C4. Letras maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam 

diferença na variável idade. 

 

6.5 Conteúdo de cálcio e fósforo – Femoral e vertebral 

 

O conteúdo de cálcio femoral foi diferente nos grupos 38 dias e 4 meses, 

apresentando, seus respectivos animais em restrição alimentar, menor conteúdo de cálcio 

(Figura 15A). Estas diferenças não foram observadas do conteúdo de cálcio vertebral 

(Figura 15C). Por outro lado, foram encontradas diferenças do conteúdo de cálcio femoral 

e vertebral pelo efeito da idade (Figura 15A e 15C). Ademais, o grupo controle 16 meses 

apresentou menor conteúdo de cálcio femoral em relação ao controle 4 meses (Figura 

15A). 
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A dieta influenciou o conteúdo de fósforo femoral reduzindo-o em animais com 

restrição alimentar do grupo 38 dias (Figura 15B). Além disso, o conteúdo de fósforo foi, 

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

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

 

FIGURA 15. Bioquímica óssea femoral e vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A: Conteúdo de cálcio femoral; B: Conteúdo de fósforo femoral; C: Conteúdo de cálcio vertebral; D: 

Conteúdo de fósforo 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; c vs. C4. Letras maiúsculas indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam 

diferença na variável idade. 

 

6.6 Marcadores Bioquímicos de Remodelação Óssea – Osteocalcina e TRAP 

 

A análise dos resultados obtidos para os marcadores bioquímicos de formação 

(osteocalcina) e reabsorção óssea (TRAP) revelou situações distintas em função do 

tratamento. A intervenção alimentar de restrição, realizada em animais com 38 dias e 4 

meses de idade, resultou em diminuição da concentração plasmática de osteocalcina, mas 
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não alterou a formação óssea de animais restritos com 16 meses de idade (Figura 16). Por 

outro lado, os valores obtidos nas determinações de TRAP indicaram diminuição da 

reabsorção óssea somente em animais restritos com 16 meses de idade (Figura 17). 

Em função da idade, animais (controles e restritos) com 4 meses, apresentaram 

diminuição da formação óssea em comparação aos animais do grupo com 38 dias de idade 

(Figura 16). Já controles com 16 meses apresentaram, além da diferença para com o grupo 

38 dias, menor formação em relação ao grupo controle com 4 meses, enquanto restritos 

com 16 meses obtiveram apenas diferença na comparação com restritos 38 dias (Figura 

16). 

Em adição, somente animais controles com 16 meses de idade apresentaram 

aumento da reabsorção óssea. Este aumento foi em relação ao grupo controle com 4 meses 

de idade (Figura 17).  

 

FIGURA 16. Concentração plasmática de osteocalcina 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; c vs. C4. Letras maiúsculas 

indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 
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FIGURA 17. Concentração plasmática de TRAP (fosfatase ácida resistente ao tartarato) 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; c vs. C4. Letras maiúsculas 

indicam diferença na variável tratamento; Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 

 

6.7 Biomecânica femoral e vertebral 

 

6.7.1 Biomecânica femoral  

 

 Não foram observadas diferenças das propriedades biomecânicas frente à dieta de 

restrição (Figuras 18A, 18B, 18C, 18D e 18E). 

Em consideração ao efeito da idade, o ensaio biomecânico demonstrou aumento 

da carga máxima em animais com 4 meses de idade em comparação com animais do 

grupo 38 dias (Figura 18A).  Resultado semelhante foi observado para a carga máxima 

até o momento da fratura (Figura 18B) e rigidez (Figura 18E). Em adição, a tenacidade 

óssea de animais em restrição alimentar com 16 meses ainda demonstrou ser maior do 

que a tenacidade de restritos com 38 dias e 4 meses (Figura 18D). Animais em restrição 

alimentar com 16 meses tiveram maior deslocamento até a fratura em comparação com 

restritos 38 dias e com 4 meses (Figura 18C). 

 

 

 

 



65 
 

FIGURA 18. Parâmetros biomecânicos do fêmur dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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A: Carga máxima femoral; B: Cara máxima de fratura femoral; C: Deslocamento até fratura femoral; D: 

Tenacidade femoral. E: Rigidez femoral. 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; d vs. R4. Letras minúsculas indicam diferença na variável idade. 

 

 

 



66 
 

6.7.2 Biomecânica vertebral 

 

Foi observado aumento da carga máxima vertebral (Figura 19A) em animais em 

restrição alimentar do grupo 38 dias. Esta análise demonstrou também diminuição 

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 redução pelo efeito da idade no controle 16 

meses comparado ao controle 4 meses (Figura 19B), não foram observadas diferenças da 

rigidez vertebral (Figura 19C).  

 

FIGURA 19.  Parâmetros biomecânicos da vértebra dos animais dos diferentes grupos experimentais. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

Os diferentes processos adaptativos à restrição alimentar, associados à idade, da 

quantidade e qualidade óssea, de acordo com a região analisada, fundamentam avaliação 

para melhor compreensão da relação restrição alimentar e osso. Este estudo mostrou os 

efeitos da restrição alimentar sobre a quantidade e qualidade óssea cortical (fêmur) e 

trabecular (vértebra) de animais pré-púberes (38 dias), adultos jovens (4 meses) e idosos 

(16 meses). A restrição alimentar promoveu alterações de parâmetros distintos que 

influenciaram o desenvolvimento e as propriedades ósseas de ratos pré-púberes, mas não 

de ratos adultos jovens ou idosos. As idades analisadas foram escolhidas para acompanhar 

o crescimento e o desenvolvimento ósseo observado em pré-púberes (PAJAMÄKI et al., 

2003), a maturação esquelética em adultos jovens (WARREN; BEDI, 1985) e a perda 

óssea em ratos idosos (MARDON et al., 2008). Ressaltamos que respeitamos a mesma 

porcentagem de restrição, linhagem do animal e tempo de tratamento para todos os 

grupos. Ainda, de grande importância, foi avaliar diferentes sítios ósseos, pois efeitos 

distintos foram observados de acordo com a predominância de osso trabecular ou cortical. 

Mesmo em animais que sofreram aumento gradativo da massa corporal, 

justificada pela fase exponencial do crescimento com o avanço da idade, nossos dados 

confirmaram que a restrição alimentar 30%, por 6 semanas, foi adequada para reduzir a 

massa corporal de animais em restrição. Resultado em concordância com a de outros 

estudos que observaram redução da massa corporal frente à dieta de restrição 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 

et al., 2010; HAWKINS et al., 2010; HATTORI et al., 2013; HATTORI et al., 2014). Em 

associação, pôde-se constatar que a restrição alimentar promoveu, ao mesmo tempo, 

redução do consumo de calorias totais e da massa adiposa abdominal, influenciando, 

diretamente, a massa corporal dos animais restritos.  

A massa corporal está intimamente correlacionada com diferentes propriedades 

ósseas (REID, 2002; REID, 2008), pois exerce estresse mecânico (BURR; ROBLING, 

2002) que promove respostas adaptativas, levando à liberação de fatores locais e/ou 

sistêmicos que regulam a diferenciação de células ósseas (REID, 2002). Além de regular 

propriedades ósseas, é importante avaliar o impacto do consumo reduzido de alimentos e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Talbott%20SM%5Bauth%5D
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da massa corporal, durante a aquisição do esqueleto (WESTERBEEK et al., 2008), uma 

condição associada à baixa massa óssea e forte preditora ao risco de fraturas e osteoporose 

em uma fase tardia (SEEMAN, 1994). Nossos achados confirmaram a influência negativa 

do baixo consumo de alimentos associado à baixa massa corporal durante o crescimento 

ósseo, observado em animais que iniciaram a restrição alimentar com 38 dias de idade. 

Estes animais apresentaram redução de parâmetros indicando comprometimento do 

desenvolvimento ósseo. Considerando a necessidade de energia para formação óssea, é 

esperado que a formação óssea seja comprometida quando a energia é restrita (TURNER; 

IWANIEC, 2010). Por outro lado, a redução do consumo de alimentos, foi capaz de 

reduzir a massa corporal, mas não influenciou expressivamente parâmetros ósseos de 

animais em restrição alimentar com 4 ou 16 meses de idade, indicando para estas idades, 

a baixa influência da redução da massa corporal sobre a massa óssea. Nossos dados 

apoiam o estabelecido por Turner e Iwaniec (2010), em que a massa óssea está 

correlacionada com a massa corporal durante o crescimento, mas não influencia o 

metabolismo ósseo 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 ósseos em ratos machos adultos. Estas informações consolidam a importância da 

nutrição e do ganho de massa corporal durante o desenvolvimento para o ganho da massa 

óssea. 

O acentuado aumento, observado com o aumento da idade, dos parâmetros 

biométricos (comprimento do fêmur e altura da vértebra) deste estudo, são justificados 

pelo crescimento ósseo constante ajustado para suportar tensões mecânicas (FROST, 

1993). No entanto, a espessura femoral sofreu estabilização estrutural nos animais idosos. 

Em suporte a este achado, Lanyon (1987) indica que alterações adaptativas em resposta 

à carga ocorrem, principalmente, na pré-puberdade promovendo a maior parte das 

modificações estruturais. Quando o efeito da dieta foi avaliado, o comprimento do fêmur 

e a altura da vértebra tiveram seu crescimento comprometido em restritos pré-púberes e 

adultos jovens, concluindo que a restrição alimentar, nestas idades, pode alterar o 

crescimento longitudinal do esqueleto apendicular e axial. Segundo, Warren e Bedi 

(1985), o crescimento ósseo ocorre em um momento em que comprometimentos das 

dimensões dos ossos também podem acontecer, justificando a influência da dieta em 

nossos dados. Nossos achados estão em concordância com os achados de Devlin e 

colaboradores (2010), que indicaram que após 3 semanas de restrição a 30%, animais com 

6 semanas de idade apresentaram fêmures mais curtos do que seus controles. Lamothe e 
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colaboradores (2003) observaram atrasos do crescimento ósseo, além de uma redução da 

altura da sexta vértebra lombar de animais restritos. Em extensão ao comprometimento 

do comprimento dos fêmures e altura das vértebras de animais pré-púberes do nosso 

estudo, observamos, em consequência, redução do volume ósseo que, por sua vez, é 

justificada pela redução do peso úmido e peso imerso observada nestes mesmos animais.  

Em nosso estudo, verificamos que a densidade mineral e conteúdo mineral 

(porcentagem de material mineral) femoral não sofreram influência da dieta na 

comparação entre controles e restritos, mas, como citado anteriormente, foi observado 

menor volume ósseo para restritos com 38 dias. Dados suportados pelo estudo de Martin 

(1990), onde indica relação direta entre a densidade mineral e o conteúdo mineral e uma 

relação inversa entre densidade mineral e volume ósseo. Nossos resultados de volume 

ósseo estão de acordo com os dados obtidos por Hawkins e colaboradores (2010). Estes 

autores observaram, por meio de microtomografia computadorizada (microCT), baixo 

volume ósseo em ratas restritas a 40%. Ratos restritos (30%) também apresentaram 

redução do volume ósseo, constatado, por meio microCT e histomorfometria (DEVLIN 

et al., 2010). 

Quanto à densidade óssea, realizada por meio do princípio de Arquimedes, não 

foram observadas diferenças pela influência da dieta em fêmures ou vértebras. Por outro 

lado, ao analisar a densidade óssea, por meio da técnica DXA, foi observado redução da 

densidade, em fêmur, mas não em vértebras, de restritos pré-púberes. Em relação à idade, 

fêmures de animais com 4 meses, deste estudo, apresentaram-se mais densos, por meio 

da Técnica de Arquimedes e DXA, em relação aos fêmures de animais mais jovens ou 

mais velhos, resposta atribuída à aquisição máxima de massa óssea iniciada na puberdade 

(BOSKEY; COLEMAN, 2010). Entretanto esta resposta só foi observada em vértebras 

quando utilizada a técnica de DXA. Essa divergência dos resultados, pode, em parte, ser 

em relação às diferenças metodológicas. A densitometria óssea realizada pelo DXA 

fornece uma estimativa da densidade areal apresentando uma abordagem bidimensional. 

Esta estimativa não expressa densidade volumétrica, isto porque não apresenta 

informação sobre profundidade e, desta forma ossos maiores podem superestimar a 

DMO, enquanto que a DMO de ossos 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 padrão ouro para avaliação da densidade mineral 

óssea sendo utilizada em diferentes estudos com essa finalidade (NHI, 2001). 
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No presente estudo, as avaliações densitométricas realizadas em diferentes regiões 

(epífise proximal, diáfise e epífise distal) do fêmur, sugerem uma diferença cinética da 

densidade óssea de acordo com a região analisada em resposta à dieta de restrição. Nossos 

resultados demonstram que as densidades das epífises não foram negativamente afetadas 

pela dieta. Ainda, a dieta influenciou positivamente a densidade, na epífise proximal, de 

restritos com 16 meses, apresentando maior densidade que seu controle. Por outro lado, 

a densidade da diáfise femoral de animais restritos pré-púberes foi reduzida. Resultado 

condizente com os dados da densidade diafisária tibial observado por Hattori e 

colaboradores (2014) em animais restrtitos. Esses autores sugerem que a condição de 

baixa energia, observada na restrição, causa prejuízo ósseo durante a fase de crescimento. 

Considerando que o córtex consiste de trabéculas compactadas (TANCK et al., 2006), 

sugerimos que a densidade cortical reduzida, observada em nossos animais retritos pré-

púberes, pode ser atribuída à uma aposição incompleta ou retardada, que resultou na 

redução longitudinal e diametral (observada pela biometria) e na densidade diafisária. 

Ainda, as diferenças observadas nos valores da aDMO, entre as regiões femorais 

estudadas, provavelmente sejam dependentes das diferenças no grau de mineralização e 

maturação óssea, subsequente à atividade metabólica para cada tipo ósseo (trabecular e 

compacto). A importância desses achados, reflete no fato que durante o crescimento e 

desenvolvimento ósseo, alterações nutricionais podem afetar a região diafisária (como 

observado em restritos pré-púberes), possivelmente, pela redução da aposição periostal 

cortical, influenciando em sua espessura e densidade. Em adição, o aumento da densidade 

observado em restritos com 16 meses, sugere que a restrição nessa idade pode ser uma 

importante intervenção para proteção contra fraturas, considerando que a região proximal 

do fêmur se destaca como a região de maior suscetibilidade para incidência de fraturas 

osteoporóticas em função da idade (CUMMINGS; MELTON, 2002). De fato, Talbott e 

colaboradores (2001), constataram, a partir de análise de regressão, relação direta entre a 

densidade e resistência óssea, fortalecendo a ideia de que uma maior densidade implica 

em estratégia contra fraturas. 

Conforme esperado, o percentual de água femoral diminuiu à medida que 

os animais se desenvolveram.  O osso em desenvolvimento é caracterizado por um 

elevado teor de água e de material orgânico, enquanto que o tecido ósseo em 

envelhecimento apresenta baixas concentrações de ambas frações (BOSKEY; 

COLEMAN, 2010). Ainda, uma maior densidade mineral associada com maior 

percentual de material mineral, leva a um consequente menor percentual de água, como 
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podemos observar na avaliação das vertebras de restritos com 38 dias. Além disso, o teor 

de água e de material orgânico são inversamente proporcionais à concentração mineral 

(SMITH, 1964), como também evidenciados em nossos resultados da vértebra no grupo 

38 dias. A proporção de água, material orgânico e mineral, assim como a qualidade desses 

elementos e o modo como estão arranjados na matriz óssea, são fundamentais para as 

propriedades mecânicas dos ossos (CURREY, 2003). Constatação evidenciada mediante 

maior porcentagem de material mineral e maior carga máxima, observada em vértebras 

de restritos com 38 dias. Paralelamente, indicamos que animais restritos não tiveram a 

qualidade óssea, em relação ao material orgânico, prejudicada uma vez que esse 

parâmetro foi similar ao encontrado nos controles. Estes achados se refletem sobre a 

rigidez, onde não foram observadas diferenças entre os grupos.  

Os resultados da bioquímica óssea revelaram, em relação à idade, aumento do 

conteúdo de cálcio e fósforo, femoral e vertebral, para grupos adultos jovens. Esses 

aumentos podem ser atribuídos ao crescimento e desenvolvimento dos animais com 

aumento da deposição mineral decorrente da idade (COMPSTON, 2011). Em 

contrapartida, observamos, pela influência da dieta, reduções em fêmures, mas não em 

vértebras, do conteúdo de cálcio e fósforo de restritos pré-púberes e do conteúdo de cálcio 

de restritos adultos jovens.  As diminuições dos pesos biofísicos, juntamente com a 

diminuição do conteúdo de cálcio e fósforo femoral, indicam uma alteração da 

homeostase mineral destes íons frente à dieta de restrição. Dados refletidos na análise do 

marcador sistêmico de formação óssea, a osteocalcina, sugerindo que animais adultos 

jovens e, especialmente, restritos pré-púberes, apresentaram redução da atividade 

osteoblástica (osteocalcina) e da mineralização óssea (no que se refere à deposição de 

cálcio e fósforo) em fêmures, uma vez que a osteocalcina é secretada pelos osteoblastos 

maduros e determina o processo de mineralização por apresentar interação com cálcio e 

com cristais de hidroxiapatita (DÔRES et al., 2001; SHEA et al., 2009). Deve-se a esses 

resultados uma consideração importante, tendo em vista que nessa faixa etária a 

osteocalcina encontra-se comumente aumentada, por haver maior necessidade de 

deposição óssea para o processo de mineralização durante a fase de aquisição da massa 

óssea (KANBUR et al., 2002). Contudo, durante o crescimento e desenvolvimento ósseo, 

cerca de 20% da aquisição da massa óssea é afetada pela condição nutricional (FERRARI, 

2005). Desta forma, de acordo com nossos resultados, uma dieta restritiva, no decorrer 

do crescimento e desenvolvimento ósseo, tem potenciais implicações na quantidade e 

qualidade óssea (avaliada sistematicamente), podendo acarretar em prejuízo ósseo. Por 

http://www.hindawi.com/37698362/
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outro lado, o decréscimo da capacidade proliferativa das células osteoprogenitoras 

decorrentes do envelhecimento (LOPAS et al., 2014) não foi observado em animais 

restritos com 16 meses de idade (quando comparado com animais com 4 meses de idade), 

indicando que nessa faixa etária, a dieta de restrição pode contribuir para a manutenção 

das propriedades ósseas. Em associação a esse resultado, chamam a atenção 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 reabsorção óssea, foi reduzida, 

sugerindo que, além de conservar a formação, a dieta de restrição, reduziu a reabsorção 

óssea em fêmures de animais idosos. Com o envelhecimento o balanço ósseo torna-se 

negativo, favorecendo a reabsorção em relação à formação óssea (COMPSTON, 

2011). Essa combinação implica em redução de massa e força óssea que, por fim, pode 

resultar em osteoporose (DEMONTIERO et al., 2012). Mediante aos resultados de 

formação e reabsorção óssea, obtidos para animais restritos idosos, há indícios que a 

dinâmica da remodelação óssea foi modificada frente à dieta de restrição, evidenciando 

um importante papel preventivo contra a perda óssea esperada com a idade. Nossos dados 

corroboram com Baek e colaboradores (2008) que verificaram prejuízo da integridade do 

esqueleto por meio da diminuição da formação óssea (concentração de osteocalcina foi 

32% mais baixa para os ratos em restrição), mas não pelo aumento da reabsorção 

óssea. Consistente com os achados de Baek e colaboradores (2008), Tatsumi e 

colaboradores (2008), observaram efeito supressor da formação óssea (redução da taxa 

de formação e superfície óssea, assim como da taxa de aposição mineral) um mês após o 

início da restrição, mas alteração da reabsorção óssea não foi observada. Em divergência, 

Devlin e colaboradores (2010) observaram, em animais restritos, diminuição da aquisição 

esquelética através da inibição de índices da formação como superfície de mineralização, 

taxa de formação óssea e número de osteoblastos e ativação da reabsorção óssea 

constatada pelo maior número de osteoclastos. Estes autores sugerem que, em associação, 

formação diminuída e reabsorção óssea aumentada contribuíram para reduzida aquisição 

óssea em animais restritos.  

Importante ressaltar que os marcadores ósseos circulantes (sistêmicos), como a 

osteocalcina e TRAP, refletem a remodelação de todo o esqueleto, porém o estado local 

de determinada região óssea pode ser avaliado por técnicas direcionadas para cada região 

de interesse, tais como a bioquímica e biofísica óssea realizadas em nosso estudo, que 

permitem a avaliação direta da composição óssea. Contudo, os resultados obtidos pelos 

marcadores sistêmicos, foram integrativos a essas análises e permitiram, em conjunto 

http://www.hindawi.com/37698362/
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com todos os demais dados (biométricos, densitométricos e biomecânicos), evidenciar 

uma mudança da deposição de minerais (de acordo com a região), como adaptação do 

metabolismo ósseo em resposta à dieta de restrição. 

As desordens que ocorreram durante a mineralização óssea, fato observado com 

redução de alguns parâmetros ósseos femorais (comprimento, pesos biofísicos, volume 

ósseo, densidade mineral óssea, conteúdo de cálcio e fósforo) não refletiram sobre as 

propriedades biomecânicas em que foi observado semelhança entre controles e restritos. 

Estes dados sugerem que a dieta de restrição alimentar foi suficiente para promover 

reduções da biometria, biofísica, densidade e bioquímica óssea, especialmente em 

animais com 38 dias, mas não suficiente para comprometer a qualidade óssea em relação 

à biomecânica. As variáveis do ensaio biomecânico fornecem informações sobre as 

propriedades do osso cortical (TURNER; BURR, 1993). Uma vez que este tipo de tecido 

ósseo apresenta uma pequena área de superfície, baixa porosidade e baixa taxa metabólica 

(KEAVENY et al, 2001) é esperado que respostas significantes aconteçam somente após 

acentuada atividade de remodelação óssea. Nossos resultados divergem dos obtidos com 

o teste de flexão a três pontos de Devlin e colaboradores (2010), que obtiveram redução 

da força máxima, rigidez e módulo de elasticidade do fêmur em animais restritos. Embora 

Pando e colaboradores (2014) não tenham encontrado diferenças de rigidez, na diáfise do 

úmero, a carga de fratura foi menor em restritos do que a evidenciada no grupo controle. 

As diferenças encontradas nas propriedades ósseas entre nosso estudo e estudos anteriores 

(DEVLIN, 2010; PANDO 2014), pode ser devido às diferenças nas espécies estudadas 

ou no protocolo de restrição no que diz respeito à porcentagem de restrição, idade do 

início de restrição e tempo de tratamento.  

Um desequilíbrio entre a aposição periosteal e a reabsorção intra e endocortical, 

fatores chaves para o desenvolvimento da fragilidade óssea (COMPSTON, 2011), não foi 

identificado em animais idosos deste estudo. Consideramos isto na observação da 

manutenção da espessura femoral e dos valores obtidos na análise da competência 

biomecânica. Em referência, o maior deslocamento até a fratura, observado em fêmures 

de restritos com 16 meses, conjuntamente com os achados das demais propriedades 

ósseas, indica que a restrição alimentar poupou estes animais do esperado declínio da 

força e resistência óssea com o envelhecimento (CURREY, 2003). Estudos (HAMRICK 

et al., 2008; TATSUMI et al., 2008) atribuem à restrição atenuação e proteção contra a 

perda óssea relacionada à idade. Em acréscimo, podemos consolidar esta menção frente 

aos nossos dados de tenacidade femoral, indicando que animais em restrição alimentar 

http://www.hindawi.com/37698362/
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com 16 meses tiveram maior habilidade em absorver energia, ou seja, maior capacidade 

de resistir ao impacto mecânico em relação a restritos com 4 meses. Turner e Burr (1993) 

referem que mesmo que a carga máxima apresente-se menor, um osso tenaz possui maior 

capacidade de resistir à fratura. Referência que indica a importância de nossos achados 

sobre a integridade estrutural óssea de ratos idosos. 

Nas avaliações das propriedades biomecânicas da vértebra, encontramos aumento 

da carga máxima em restritos pré-púberes em relação a seu controle. Resultado 

condizente com achados de Lambert e colaboradores (2005). Em adição, podemos 

associar o resultado da carga máxima com o observado aumento da porcentagem de 

material mineral e da densidade mineral para estes mesmos animais uma vez que a força 

óssea é influenciada por uma variedade de determinantes como as propriedades 

intrínsecas do tecido e o grau de mineralização, propriedades que influenciam a 

resistência mecânica (BOIVIN et al., 2008).  Considerando que este tipo de tecido ósseo 

é metabolicamente mais ativo que o tecido cortical (KEAVENY et al., 2001), era 

esperado respostas que indicassem maior atividade de remodelação óssea, contudo, como 

observado por outros autores, a restrição parece proteger o osso vertebral de diferentes 

maneiras. Devlin e colaboradores (2010) apoiam a ideia de Hamrick (2004) que indica a 

conservação do osso trabecular vertebral em animais restritos como uma adaptação à 

fome. Posteriormente às suas investigações em 2004, Hamrick e colaboradores (2008) 

sugeriram que a preservação 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 restrição alimentar com 38 dias. Em relação à 

idade, nossos dados indicam redução da carga máxima vertebral, corroborando com o 

estudo de LaMothe e colaboradores (2003). Estes autores indicam um declínio relativo à 

idade em propriedades mecânicas do osso. De importância ressaltar que somente o grupo 

controle com 16 meses apresentou redução em relação ao grupo controle 4 meses do valor 

da carga máxima, fato não observado para restritos com 16 meses em comparação com 

restritos 4 meses. Em complemento, a tenacidade foi reduzida em controle 16 meses em 

relação ao controle com 4 meses de idade, contudo esse achado não foi encontrado em 

restritos com 16 meses de idade. A conservação do osso trabecular pode explicar a 

ausência de comprometimento das propriedades ósseas vertebrais de nosso estudo. 

Ressalva-se a importância clínica dos achados do teste biomecânico, considerando a 

relação entre resistência e fratura óssea (IMAI, 2015). 
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Por fim, embora na dieta de restrição, utilizada em nosso estudo, não tenha sido 

realizada adequação (suplementação) nutricional, a restrição não foi limitante sobre a 

restrição de minerais. Consideramos isso, ao analisarmos a biofísica óssea (densidade 

mineral e porcentagem de material mineral), de fêmures e vértebras, e indicarmos, 

independentemente da idade, ausência de influência ou efeito positivo para esses 

parâmetros ósseos.  
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8 CONCLUSÕES 

 

 

Nossos dados revelaram que a restrição alimentar influenciou as propriedades 

ósseas dos animais de acordo com a idade e sítio analisados. Enquanto animais com 38 

dias apresentaram prejuízo de diferentes propriedades ósseas femorais, relevantes 

parâmetros indicaram efeito positivo da restrição sobre o metabolismo vertebral. Animais 

com 4 meses apresentaram comprometimento de alguns parâmetros ósseos insuficientes 

para afetar a integridade óssea. Por outro lado, animais que sofreram restrição alimentar 

aos 16 meses de idade, parecem apresentar proteção óssea uma vez que a redução de 

importantes valores de parâmetros ósseos, esperada para esta idade, não foi observada. 
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