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RESUMO

Observa-se atualmente um aumento na incidéncia de doencas osteometabdlicas,
particularmente a osteoporose. Esta doenca decorre de uma alteracdo do equilibrio
entre formacao e reabsorcdo Ossea, intimamente ligada ao avancar da idade. Na
osteoporose, observa-se que o predominio da reabsorcdo 0ssea acaba levando a
reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO). Acredita-se que a diminuicdo da DMO
seja o principal fator de risco para a maior casuistica de fraturas observada nestes
pacientes. Ainda que a osteoporose apresente a queda na DMO como um fator de
risco muito bem definido, esta doenca € de carater multifatorial. Outra caracteristica
marcante na osteoporose € sua prevaléncia em mulheres pdés-menopausadas.
Sabe-se hoje que o estrogénio € um dos principais fatores responsaveis pela
formacdo de tecido O6sseo e sua mineralizacdo. Portanto, sua deficiéncia na
menopausa resulta numa maior incidéncia da doenca nesta populacdo. Embora os
estudos em seres humanos possam contribuir imensamente para o entendimento da
doenca, as limitagbes impostas pelas técnicas a serem utilizadas impede a
investigacdo de alguns mecanismos associados a osteoporose. Para determinar
alguns mecanismos intrinsecos a doenca, portanto, sdo utilizados modelos animais
que mimetizam a osteoporose pos-menopausa. Neste trabalho, utilizamos
camundongos fémeas ovariotectomizadas (OVX) como modelo para osteoporose
pOs-menopausa, visando estudar fendbmenos associados a ultraestrutura do tecido
0sseo em condicBes que podem ser de grande importancia para o tratamento da
doenca. Para tanto foram utilizados uma combinacdo de andlises histoldgicas,
bioquimicas e microscopia eletronica além do padrdo ouro no diagndéstico de
osteoporose: A Absorciometria dupla de raio-X (DXA). A queda do estrogénio
circulante levou a profundas alteragbes em diferentes marcadores de reabsorgéo e
formacdo Ossea, queda da DMO e presenca de microfraturas no tecido 0sseo.
Partindo desta caracterizagcdo, foram realizados dois estudos paralelos, porém
complementares, sobre o papel da vitamina K — um agente que se acredita ser
fundamental para mineralizacdo 6ssea — e a apoliproteina E, molécula que se
acredita estar associada também ao risco de osteoporose. Resultados obtidos ao

longo deste trabalho demonstraram que a suplementacdo com vitamina K em



animais OVX alterou a ultraestrutura do tecido 6sseo (determinado por analises de
microscopia eletronica de varredura). Contudo, a suplementacdo com vitamina K
nao levou a alteracbes tdo marcantes em biomarcadores da doenca. Em
contrapartida, a perda da ApoE em animais geneticamente modificados (APOEKO)
alterou tanto os biomarcadores séricos utilizados no diagnéstico da osteoporose
quanto a ultraestrutura do tecido em camundongos OVX. Tomados conjuntamente,
nossos resultados indicam — através da combinacdo de analises ultraestruturais no
tecido 0sseo e mensuracdo de biomarcadores - que a vitamina K afeta
majoritariamente as microfraturas em camundongos OVX enquanto que a auséncia
do gene ApoE levou a uma queda na DMO. Portanto, mesmo que o eixo estrogénio-
ApoE-vitamina K seja bem definido no contexto da patogénese da osteoporose,
nossos resultados apontaram para efeitos distintos destas moléculas no

metabolismo 6ésseo.

Palavras Chave: Osteoporose, vitamina K, Apolipoproteina E, Microscopia

Eletronica de Varredura e Microscopia Eletronica de Transmisséao.



ABSTRACT

It is currently observed an increase in the incidence of osteometabolic diseases,
particularly osteoporosis. This disease is caused by an imbalance between bone
formation and bone resorption, closely linked to aging. In osteoporosis, it is observed
that the predominance of bone resorption leads to a lower bone mineral density
(BMD). It is believed that decrease in BMD is the main risk factor for bone breaking
observed in these patients. Although low BMD represents the main risk factor for
osteoporosis, this disease is multifactorial. Another remarkable feature in
osteoporosis is its prevalence in postmenopausal women. It is now known that
estrogen is one of the major factors responsible for the formation of bone tissue and
its mineralization. Therefore, its deficiency at menopause results in a higher
incidence of the disease in this population. Nevertheless studies in humans have
contributed immensely to the understanding of the disease, the limitations imposed
by the techniques to be used prevents the investigation of some mechanisms
associated with osteoporosis. To determine some intrinsic mechanisms of the
disease, therefore, animal models that mimic the postmenopausal osteoporosis are
commonly used. In this study, we used ovariectomized female mice (OVX) as a
model for postmenopausal osteoporosis, aiming to study phenomena associated with
the bone tissue ultrastructure under conditions that can be of great importance for the
treatment of the disease. For this purpose, were used a combination of histological
and biochemical analyses as well as electronic microscopy, besides the gold
standard in the diagnosis of osteoporosis: Dual X-ray Absorptiometry (DXA). The
drop in circulating estrogen led to profound changes in different markers of bone
formation and bone resorption, decreased BMD, and the presence of microfractures
in bone tissue. From this characterization, were conducted two parallel studies,
despite complementary, on the role of vitamin K - molecule believed to be essential
for bone mineralization - and apolipoprotein E, a molecule that is also associated to
increased risk of osteoporosis. Results obtained throughout this study demonstrated
that supplementation with vitamin K in OVX animals led to profund changes in the
ultrastructure of bone tissue (determined by analysis of scanning electronic
microscopy). However, supplementation with vitamin K did not lead to such deep
changes in biomarkers of the disease. In contrast, the loss of ApoE in genetically

modified animals (APOEKO) significantly changed several serum biomarkers for the
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diagnosis of osteoporosis and the ultrastructure of tissue in OVX mice. Taken
together, our results indicate - through a combination of ultrastructural analyses on
bone tissue and measurement of biomarkers - that vitamin K affects mainly
microfractures in OVX mice while the absence of the ApoE gene led to a decrease in
BMD. Therefore, even if the axis estrogen-ApoE-vitamin K is well defined in the
context of the pathogenesis of osteoporosis, our results pointed to different effects of

these molecules on bone metabolism.

Key Words: Osteoporosis, Vitamin K, Apolipoprotein E, Scanning Electron

Microscopy and Transmission Electron Microscopy.
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1 INTRODUCAO

O tecido 0sseo estd em constante renovacao, através de um mecanismo chamado
de remodelamento 6sseo. O remodelamento 6sseo depende do equilibrio entre os
processos de formacdo e reabsorcdo Ossea, realizados pelos osteoblastos e
osteoclastos, respectivamente. A remocdo de 0sso mineralizado pelos osteoclastos,
e a formacdo da matriz 6ssea pelos osteoblastos sdo importantes para adaptar a
microarquitetura 0ssea as necessidades mecanicas do organismo. A manutencéo da
homeostase mineral, por sua vez, € fundamental na reparacdo de microlesdes na
matriz déssea, possibilitando a renovacdo tecidual (RAISZ, 1999; HADJIDAKIS;
ANDROULARIS; 2006). Vérios fatores afetam o remodelamento ésseo, tais como
horménios, medicamentos, atividade fisica e envelhecimento (AVIOLI, 2003). No
caso do envelhecimento, observa-se uma alteracdo do equilibrio entre formacéo e
reabsorcdo O0ssea, associada a maior a ocorréncia de doencas osteometabdlicas,

dentre elas a osteoporose.

A osteoporose € uma doenca crénico-degenerativa que afeta cerca de 200 milhdes
de pessoas no mundo. No Brasil, estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas
sofram com a osteoporose. Dentre o0s principais agravos da osteoporose
ressaltamos a ocorréncia de dores incapacitantes, resultado das varias microfraturas
encontradas nos o0ssos destes pacientes, e, também por consequéncia da
diminuicdo da DMO, uma maior incidéncia de fraturas dsseas. Estas fraturas 6sseas
sdo, muitas vezes, responsaveis pela alta morbimortalidade associada a
osteoporose. Estimativas da Fundacao internacional de Osteoporose (FIO) apontam
para um aumento de 400% no numero de fraturas em homens e mulheres com
idade entre 50 e 64 anos na América Latina entre os anos de 1990 e 2050. Ja para
os individuos acima de 65 anos este percentual aumentara até 700% (ARAUJO;
OLIVEIRA; BRACCO, 2005). A diminuicdo da mobilidade individual, muitas vezes
associadas a dores em determinados ossos afligidos pela doenca, é o principal fator
de morbidade da osteoporose. Esta incapacitacéo individual (agravada ao maximo
quando em fraturas de dificil cicatrizacdo) tem causado um altissimo impacto
econdbmico ao sistema de saude publica e privada, da ordem de 6 bilhdes de

dolares, chegando até 13 bilhnGes de ddélares em 2050. O elevado 6nus socio-
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econdmico tem suscitado pesquisas na area clinica e na area basica visando novas

formas de diagndstico e tratamento da osteoporose.

N&o obstante, seus sinais patognoménicos bem determinados, a osteoporose € uma
doenca multifatorial, onde fatores ambientais e fisiolégicos exercem papeis
importantes no estabelecimento, desenvolvimento e, possivelmente, no tratamento
desta mazela (BOSKEY, 1981). Apenas recentemente 0S mecanismos genéticos
associados a osteoporose tém sidos esclarecidos (LISCUM, 1992). Alguns destes
mecanismos tém importantes implicagcdes para a fisiopatologia e o tratamento da
osteoporose. Ademais, uma importancia impar esta sendo atribuida aos fatores
genéticos de baixa penetrancia, como os polimorfismos genéticos, encontrados em
alguns genes associados ao metabolismo 0sseo e mineral, como potenciais
preditores prognodsticos e possiveis novos alvos terapéuticos na osteoporose
(KELLY & HARRIS, 1995). Mutacdes e polimorfismos em genes como 0S que

codificam os receptores de vitamina D (RVD), o fator de crescimento insulina simile

tipo 1 (IGF-1), a interleucina 6 (IL-6), a apolipoproteina E (APOE) e os receptores de
estrogénio o e B (REa e B), mostram alta correlacdo com a baixa DMO durante a
senescéncia (para revisdo ver LIU et al.,, 2003). No entanto, nenhuma destas
alteracbes genéticas jA estudadas se mostraram fortemente correlacionadas a
osteoporose quando em auséncia dos principais fatores de risco associados a

doenca, primariamente a idade avancada e deficiéncia de hormbnios sexuais.

E sabido que as mulheres menopausadas sdo o grupo populacional mais afligido
pela osteoporose (WHO, 2010). Em particular, o estrogénio € o hormonio feminino
com maior acdo na formacdo e na mineralizacdo 6ssea conhecido (HILLARD &
STEVENSON, 1991). Portanto, a mimetizacdo da deficiéncia estrogénica - pela
ovariotectomia (OVX) - em modelos animais tem sido amplamente utilizada no
estudo da osteoporose pdés menopausa. Em particular, modelos murinos (ratos e
camundongos) apresentam mecanismos de reabsor¢cdo 0ssea semelhantes aos
observados em seres humanos, fazendo destes modelos os mais amplamente
utilizados na pesquisa em osteoporose (KOBAYASHI; HARA; AKIYAMA, 2002;
TANAKA et al., 2001; BINKLEY et al., 2002; ONOE et al., 2000; ERBEN et al.,
2002). E importante mencionar que os estudos em animais n&o visam a substitituir

as pesquisas em seres humanos, mas complementa-las, principalmente devidos as
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limitacbes de técnicas que podem ser usadas em pessoas. Por essa e outras
raz0es, modelos animais sao essenciais para possibilitar o entendimento de
doencas humanas (BEDELL; JENKINS; COPELAND, 1997). Em adicdo, ratos e
camundongos apresentam muitas similaridades com humanos no funcionamento de

orgédos e sistemas, possibilitando comparagdes entre as espécies.

Tanto seres humanos quanto murinos apresentam um sistema gastrointestinal muito
semelhante no contexto da absorcdo de nutrientes. Ademais, a muito tempo é
sabido que nutrientes como célcio, fosfato, magnésio e vitaminas, como a vitamina K
e D, sdo importantissimas para o remodelamento 6sseo satisfatério (LANHAM-NEW,
2008). Na ultima década a vitamina K tem recebido bastante atencdo como potencial
agente adjuvante na terapéutica da osteoporose pés menopausa (SHEARER, 2000;
OZURU et al., 2002; IWAMOTO et al, 2009; SHIRAKI & ITTABASHI, 2009). Estudos
com modelos animais sobre o papel da vitamina K no metabolismo 6sseo também
tem sido realizados em abundancia (MATSUNAGA et al., 1999; MAWATARI et al.,
2000; KOBAYASHI, HARA & AKYAIMA, 2002; KANEKI et al, 2006). A vitamina K
possui importante funcéo fisiolégica como fator na gama-carboxilagcdo de residuos
de &cido glutdmico da proteina osteocalcina (OC). A carboxilacdo confere a
osteocalcina a capacidade de se ligar ao calcio, mineral que se encontra no 0SSO
sob a forma de cristais de hidroxiapatita. (BINKLEY et. al., 2009; LANHAN-NEW,
2008). Existem evidéncias de que a ingestdao de VK possa aumentar a DMO, reduzir
o risco de fraturas, (HEISS et al., 2008), prevenir a perda 6ssea precoce através da
inibicdo da reabsorcdo 6ssea e proteger contra a perda e conectividade do 0sso
trabecular (HARRIS et al., 2009; ADAMI, 2007). Assim como outras vitaminas
lipossolaveis a VK, é absorvida no intestino delgado e levada aos diferentes tecidos
através de sua incorporacdo a proteinas carreadoras, tais como a apoliproteina E
presente nos quilomicrons (SHEARER, BACH & KOHLMEIER, 1996; SHEARER,
2000; STAFFORD, 2005). Portanto pode-se concluir que o efeito da VK no

metabolismo 6sseo é dependente de outros fatores intrinsecos ao individuo.

A ApoE é uma proteina sintetizada em diferentes tecidos, tais como intestinos,
figado, e rins e participa do metabolismo lipidico desempenhando fungdes
especificas em cada 6rgdo. E bem caracterizado que a ApoE esta intimamente
ligada a aterosclerose (GREENOW et al., 2005; MARTINS et al,. 2006; CARTER,

2007; WEINER et al., 2008). Contudo estudos mais recentes tém também associado
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esta proteina & doengcas como cancer, mal de Alzheimer e osteoporose (PLUIJM,
2002; OJOPI et al, 2004; PETER et al, 2011; BAO et al, 2013; KIM et al, 2014;
POIRER et al, 2014). Em humanos existem trés isoformas de ApoE codificadas por
trés genes independentes no cromossomo 12 denominados APOE2, APOE3, e
APOEA4. Portanto, combinac¢des de ApoE2/2, 2/3, 2/4, 3/3, 3/4 e 4/4 sao encontradas
com diferentes distribuicbes na populacdo humana (VILLENEUVE et al, 2013).
Contudo, o alelo ApoE4 é o unico fator de risco genético ja identificado para
desenvolvimento da osteoporose (PLUIJM, 2002; ZAJICKOVA et al, 2003; SHOFS
et al, 2004; SINGH et al., 2010; PETER et al, 2011; HOU & WU, 2102). Acredita-se
que esta associacdo da APOE4 com a osteoporose se deva ao fato desta proteina
apresentar menor afinidade ao receptor de LDL, diminuindo a eficiéncia na liberacéo
do conteudo lipidico para as células alvo, no caso os osteoblastos (PARHAMI,
GARFINKEL & DEMER, 2000; NEWMAN et al, 2002). Contudo, os dados
relacionados ao papel da ApoE4 na osteoporose sao ainda pouco conclusivos.

E sabido que a expressdo da ApoE é regulada por diferentes fatores, tais como
hormonio sexuais (COLTON, BROWN, VITEK, 2005). Em particular o estrogénio é
capaz de aumentar a expressao da ApoE em varios modelos experimentais e
tecidos de mamiferos (SRIVASTAVA et al, 1997; LAMBERT, COYLE & LENDON,
2004; SRIVASTAVA, AVERNA & SRIVASTAVA, 2008). Sabe-se também que o
estrogénio € o principal modulador da formacédo de matriz 6ssea e mineralizacédo
(AVIOLI, 1993; DECHERNEY, 1993; FONTANA & DELMAS, 1998; COMPSTON,
2001; AMADEI et al, 2006; FITZPATRUCHE, 2006; FRAZAO & NAVEIRA, 2006).
Portanto, neste trabalho, objetivou-se investigar a interrelacdo da vitamina K, ApoE e
estrogénio no metabolismo 6sseo através de modelos animais onde tais condicbes
foram manipuladas por castragdo (ou ovariotectomia, que mimetiza a menopausa),
perda da ApoE circulante (utilizando-se animais ApoE knock-out) e suplementacao

de VK em condicfes exclusivas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lambert%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coyle%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lendon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14757857
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar alguns fatores possivelmente envolvidos com o metabolismo 6sseo e
mineral que podem ser Uteis em futuras estratégias terapéuticas para osteoporose.
Utilizar técnicas diversas para validar estas estratégias no contexto de diagnosticos

sorolégico e de imagem da osteoporose.

2.1 Objetivos Especificos

Através de dois modelos animais de estudo, analisar aspectos bioquimicos,
estruturais e ultraestruturais no tecido 6sseo, em camundongos tratados com
vitamina K e na auséncia da ApoE (ApoEKO) em relacdo a osteoporose poés

menopausa.

2.1.1 Verificar a acdo da vitamina K na densidade mineral 6ssea (DMO) e na
ultraestrutura do tecido 6ésseo em camundongos C57BI6 ovariotectomizados e nao

ovariotectomizados.

2.1.2 Verificar a influéncia do gene ApoE na densidade mineral 6ssea (DMO) e na
ultraestrutura do tecido 6sseo em camundongos C57 ovariotectomizados e nao

ovariotectomizados.

2.1.3 Determinar parametros relativos ao metabolismo osteomineral no soro e urina

dos diferentes modelos animais.

2.1.4 Analisar a ultraestrutura do tecido 6sseo nos modelos animais acima descritos,
através de imagens obtidas na Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). Verificar a semiquantificacdo de
fibras colagenas tipo | no tecido 0sseo de animais ovariotectomizados e n&o

ovariotectomizados em imagens obtidas na MET.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura e Funcéo do Tecido Osseo

O tecido 6sseo, ao contrario da visdo geral, € um tecido altamente dinamico. Os
0SsOs estdo continuamente em processos de formagdo e destruicdo, num
mecanismo chamado de remodelamento. O remodelamento 0sseo serve a dois
propésitos: reparacdo tecidual e manutencdo das concentracbes séricas de ions
como calcio (Ca?"), fosfato (Pi) e magnésio (Mg®"), essenciais para diferentes
funcbes do organismo (TORTORA, 2010). Aléem de ser essencial para homeostasia
mineral do corpo, o tecido 6ésseo fornece suporte e protecdo a diferentes 6rgaos do
organismo além de ser essencial para o sistema locomotor. O 0osso é composto de
diversos tecidos diferentes trabalhando em conjunto: o tecido 6sseo propriamente
dito, a cartilagem, tecidos conjuntivos densos, epitélio, tecido adiposo e tecido
nervoso associado (TORTORA, 2010). O tecido ésseo propriamente dito consiste
em células de duas diferentes origens embrionarias, em diferentes graus de
diferenciacdo, embebidas numa matriz intercelular impregnada de minerais (sais de
calcio, magnésio e fésforo na forma de hidroxiapatita majoritariamente). A
mineralizacdo da matriz 6ssea € realizada sobre um molde de substancias organicas
cuja composicdo € principalmente de proteinas e glicoproteinas. Dentre estas
proteinas, destaca-se o colageno (WILLIAMS et. al., 1995). Por consequéncia a
matriz 6ssea adquire propriedades biomecénicas Unicas, dentre elas uma dureza

caracteristica, que propicia a execuc¢ao do papel deste tecido no sistema locomotor.

Os ossos podem ser classificados de diferentes formas. A principal forma de
classificacdo do tecido 6sseo € quanto as suas carateristicas macroscopicas, a
saber: 0 0sso compacto contendo poucos espacos, que é a forma de tecido 6sseo
mais resistente e 0 0sso esponjoso (Figura 1) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). O
0SSO0 compacto é encontrado abaixo do periosteo de todos os 0ssos e formando a
maior parte da diafise do osso longo. O osso compacto fornece prote¢cdo e suporte e
resiste as forcas produzidas pelo peso e movimento. Vasos sanguineos, vasos
linfaticos e nervos provenientes do periésteo (camada celular composta de células

pouco diferenciadas que cobrem o tecido mineralizado) penetram no 0sso compacto
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por meio dos canais perfurantes transversais — chamados de canais de Volkmann.
Os vasos sanguineos e nervos dos canais perfurantes conectam-se com aqueles da
cavidade medular 6ssea, do periosteo e dos canais centrais (ou canais de Havers)
em direcdo a unidade formadora de tecido. Os componentes do tecido Osseo
compacto estao dispostos em unidades repetidas, chamadas de ésteons ou sistema
de Havers. Cada Osteon consiste em um canal central (de Havers), com suas
lamelas, lacunas, ostedcitos e canaliculos dispostos concentricamente. Os Osteons
no tecido 6sseo compacto estdo alinhados na mesma direcdo, ao longo das linhas
de tensdo. Na diafise (regido mediana do osso, entre as regides de borda), por
exemplo, encontram-se paralelos ao eixo do osso. Como resultado, o corpo de um
0sso longo resiste ao encurvamento ou fratura, mesmo quando uma forca
consideravel é aplicada em qualquer uma de suas extremidades. As linhas de
tensdo em um 0sso alteram-se em resposta a atividade fisica vigorosa e repetida
(TORTORA, 2010). Também se alteram em resposta as fraturas ou a deformidade
fisica. Assim, a organizacdo dos 6steons nao € estatica, se altera com o tempo e em

resposta a presséo e/ou estresse a que € submetida o esqueleto.

Figura 1 - Corte grosso de um o0sso seco, ilustrando o 0sso cortical e 0 0SSO esponjoso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Ao contrario do tecido 6sseo compacto, 0 0SSO esponjoso hdo contém osteons. O
termo “esponjoso” nao se refere a textura do 0sso, apenas a sua aparéncia. O 0sso
esponjoso consiste em lamelas dispostas em uma trelica irregular de finas colunas
de ossos, chamadas de trabéculas. Os espagos macroscopicos entre as trabéculas

ajudam a tornar os 0ssos mais leves e, algumas vezes, sdo preenchidos com
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medula Ossea vermelha, que contém numerosos vasos sanguineos pequenos.
Dentro de cada trabécula estdo as lacunas, que contém ostedcitos (células
formadoras de osso, plenamente diferenciadas). Os canaliculos irradiam-se para
fora a partir das lacunas. Os ostedcitos recebem nutrientes do sangue circulante por
meio dos vasos sanguineos presentes nos espacos entre as trabéculas. O tecido
0sseo esponjoso constitui a maior parte do tecido ésseo dos 0ssos curtos, planos,
irregulares e a maioria das epifises dos 0ssos longos. O 0SS0 esponjoso € sempre
recoberto por uma camada de 0Sso compacto para protecdo. A primeira vista, as
estruturas dos Osteons do tecido 6sseo compacto parecem ser muito organizadas e
as trabéculas do tecido 0sseo esponjoso parecem dispostas aleatoriamente.
Contudo, as trabéculas do tecido 6sseo esponjoso estao precisamente orientadas ao
longo das linhas de tensdo, uma caracteristica que ajuda 0s 0Ss0s a resistir as
forcas de tenséo e transferir essa forca sem se quebrar. O tecido 6sseo esponjoso
tende a se localizar onde os 0ssos nao sdo submetidos a forcas muito grandes, ou
em locais em que as forcas sdo aplicadas a partir de muitas direcées (ABRAHAM,
2004). O tecido 6sseo esponjoso se diferencia do tecido 6sseo compacto em dois
aspectos. Primeiro, o tecido 6sseo esponjoso é leve, o que reduz o peso total do
0sso, de modo que ele se movimenta mais facilmente quando tracionado pelo
musculo esquelético. Segundo, as trabéculas do tecido ésseo esponjoso suportam e
protegem a medula 6ssea vermelha. O osso do quadril, costelas, esterno, 0ssos da
coluna vertebral, e epifises dos 0ssos longos, representam locais em que a medula
O0ssea vermelha estd armazenada (ABRAHAM, 2004). Portanto, mesmo o tecido
0sseo apresentando uma aparéncia homogénea, apenas uma visualizacdo mais

atenta leva a verificacdo que o tecido apresenta funcdes diversas.

Além da matriz mineralizada abundante no tecido, o 0sso € composto também de
células que desempenham um papel fundamental na manutencdo do tecido. O
tecido 6sseo é formado por duas diferentes linhagens celulares: a linhagem
osteoblastica, que inclui células osteoprogenitoras, osteoblastos e ostedcitos; a
linhagem monocitica-macrofagica, de onde derivam o0s osteoclastos. As células
osteoprogenitoras diferenciam-se em osteoblastos por um mecanismo regulador que
envolve uma série fatores de crescimento e de transcricdo, e estdo presentes na
camada interna do periésteo e do endosteo (revestimento da cavidade medular dos

0ssos longos). Os osteoblastos se diferenciam em ostedcitos quando sao
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aprisionados na matriz mineralizada que produziram. As células osteoprogenitoras
persistem na vida adulta e séo reativas durante o reparo de fraturas 6ésseas e outras
lesbes. Os osteoblastos, por sua vez, formam uma monocamada que recobre todos
os locais ativos de formacdo Ossea. S&o células altamente polarizadas que
depositam matriz organica ndo mineralizada do osso. Os osteoblastos iniciam e
controlam a mineralizacdo do osso (GRAY, 1995). Portanto, as células

osteoblasticas desempenham um papel fundamental na sintese de tecido 0sseo.

Por desempenhar um papel importante na sintese do tecido 6sseo, os osteoblastos
exibem as caracteristicas tipicas de células ativamente engajadas na sintese de
proteina, na glicosilacdo e na secrecdo (para revisdo ver SIMS & VRAHNAS, 2013).
As principais proteinas sintetizadas pelos osteoblastos sdo o colageno tipo |, a
osteocalcina, a osteopontina e a sialoproteina 6ssea. Os osteoblastos produzem
também forte reacdo citoquimica para a fosfatase alcalina que desaparece quando
as células estdo embebidas na matriz, diferenciando-se em ostedcitos
(LEBLOND, 1981). Os ostedcitos sé@o células plenamente diferenciadas da linhagem
osteoblastica, e mantém a matriz extracelular do osso (TORTORA, 2010). Estas
células sao, no entanto, passiveis de desdiferenciacdo, podendo retornar ao estagio
de alta atividade metabdlica, os blastos. Visualizadas em micrografias de alta
resolucédo, os ostedcitos sdo células altamente ramificadas com seu corpo ocupando
pequenos espacos entre as lamelas. As lacunas se interconectam através de
pequenos canais, os canaliculos. Processos celulares dos ostedcitos encontrados
no interior dos canaliculos se conectam através de jun¢Bes comunicantes (COHEN,
1958). Os nutrientes se difundem a partir de vasos sanguineos capilares, situados
no interior do canal Haversiano, através dos canaliculos e para as lacunas. A
vitalidade do osteécito e da matriz 6ssea depende do fornecimento vascular e da
distancia deste em relacdo aos canaliculos. Se o fornecimento vascular for continuo,

0S osteqcitos podem permanecer vivos durante anos

E sabido que os osteoblastos/ostedcitos sdo essenciais também para sinaliza¢do do
processo de reabsorcdo Ossea a distancia. Duas proteinas sintetizadas pelos
osteoblastos séo essenciais na formacdo dos osteoclastos: o fator de estimulacdo
de colbnias derivado de macrofago (do inglés Macrophage Colony Stimulating
Factor, ou M-CSF), que induz a diferenciacdo dos macréfagos em precursores

proliferativos osteoclasticos no tecido circunjacente ao 0sso (para revisao ver
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CHARLES & ALIPRANTIS, 2013). As células precursoras de osteoclastos sao
mondcitos que atingem o 0sso através da circulagdo sanguinea e se fusionam em
células de até 30 nucleos, formando osteoclastos por um processo regulado pelos
osteoblastos e pelas células do estroma da medula 6ssea (ABRAHAM, 2004). Além
do M-CSF, destaca-se a proteina denominada RANKL (do inglés Receptor Activated
NFkg Ligant), que estimula as células induzidas por M-CSF a se diferenciar em
osteoclastos funcionais. Apés aderir a matriz 0ssea, 0s osteoclastos geram um
ambiente acido segregado e necesséario para a reabsorcdo Ossea. Primeiro h4 a
dissolucédo dos componentes inorganicos do 0sso (desmineralizacdo) mediada pela
enzima préton adenosina trifosfatase (H* - ATPase) (CHARLES & ALIPRANTIS,
2013) seguida da degradacao enzimética do componente organico pela protease
lisossomal catepsina K (CURREY, 1984). Portanto, a interagao entre os osteoblastos

e 0s osteoclastos € essencial na remodelacao e renovacao 0ssea.

Morfologicamente, o osteoclasto € uma célula grande (até 100um de diametro) e
altamente polarizada, multinucleada, ocupando uma concavidade rasa chamada
lacuna de Howship ou compartimento subosteoclastico. O citoplasma do osteoclasto
€ rico em mitocéndrias fonte de adenosina trifosfato (ATP), que energiza a bomba de
H" na acidificacio do compartimento subosteoclastico. Em adicdo, o ATP gera
outros substratos energéticos essenciais para a fusdo dos lisossomos e liberacéo
das enzimas lisossomais. Os osteoclastos sdo ativos em resposta a demanda
metabdlica de célcio do 0sso para 0 sangue, em processos que envolvem hormonios
como o paratormdnio e a vitamina D (para revisdo ver ESBRIT & ALCARAZ, 2014).
A atividade osteoclastica também é regulada diretamente pela calcitonina
(sintetizada pelas células parafoliculares, derivadas da crista neural, as células C do
foliculo tiredideo) e por moléculas reguladoras produzidas pelos osteoblastos e
células do estroma da medula 6ssea (prostaglandinas e leucotrienos, para revisao
ver FELSENFELD, RODRIGUEZ & LEVINE, 2014). Conclui-se, portanto que o tecido
0sseo interage com o sistema enddcrino, tanto na manutencdo de seu conteudo

mineral quanto na comunicagao entre suas células.

Estas populacdes de células encontram-se embebidas numa matriz extracelular
altamente especializada, a matriz 6ssea. A matriz 6ssea consiste de componentes

organicos (35%) e inorganicos (65%). O componente inorganico do osso €
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representado predominantemente por depositos de fosfato de calcio com
caracteristicas cristalinas da hidroxiapatita. Esses cristais estéo distribuidos ao longo
do comprimento das fibras colagenas. Além dos ions calcio, fosfato, hidroxiapatita e
carbonato; ions menos numerosos e em quantidades baixas, estdo presentes no
contetdo inorganico do osso; por exemplo: sais citrato, magnésio, sodio, potassio,
fluoreto, cloreto, ferro, zinco, cobre, aluminio, chumbo, estréncio, silicio e boro
(TERMINE et al.,, 1981). A matriz 0ssea organica contém fibras colagenas tipo |
(90%), proteoglicanos ricos em condroitinsulfato, queratansulfato e acido hialurénico;
e proteinas ndo colagenosas (BOSKEY, 2014). O colageno tipo | é a proteina
predominante da matriz 6ssea. No osso lamelar maduro, as fibras colagenas tém um
arranjo altamente ordenado com alternacédo de sua orientacdo de acordo com 0 eixo
do canal haversiano nas lamelas concéntricas sucessivas. Vasos sanguineos
circundam este sistema de canais. O 0sso pode ser penetrado por feixes de fibras
colagenas provenientes de estruturas superficiais, incluindo tenddes e ligamentos
(FRASCA et al.,, 1981). As proteinas nado colagenosas incluem osteocalcina,
osteopontina e osteonectina, sintetizadas pelos osteoblastos e com propriedades
especificas na mineralizacio do osso (CANCELA, LAIZE & CONCEICAO, 2014). Em
termos de regulacao, a sintese de osteocalcina e da osteopontina é estimulada pelo
metabdlico ativo da vitamina D, 1a,25(0OH), colecalciferol. J& a osteonectina, por ndo
ser um produto exclusivo dos osteoblastos, é regulada por varios sinalizadores (WAI
& KUO, 2008), apresentando um papel importante nos tecidos que sofrem
remodelacdo e morfogénese. Outras proteinas sinalizadoras como a
osteoprotegerina, 0 RANKL e o fator estimulador de colénia de macréfago (M-CSF)
sdo minoritarias no tecido 6sseo, mas desempenham papeis fundamentais nos

processos de remodelamento como discutido anteriormente.

3.2 Remodelamento Osseo

O remodelamento 6sseo €, portanto, a substituicdo continua de tecido 6sseo velho
por tecido 6sseo novo. O remodelamento é importante na manutencdo da massa
o0ssea (LERNER, 2006). Esse processo compreende a reabsorcdo Ossea - a
remogcdo de minerais e de fibras coldgenas do osso pelos osteoclastos - e a

deposicdo Ossea, a adicdo de minerais e fibras coldgenas ao o0sso pelos
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osteoblastos. Estima-se que em cada momento, aproximadamente 5% de massa
Ossea total do corpo estd sendo remodelada (LISCUM, 1992). Um remodelamento
desbalanceado pode levar a perda de massa 0Ossea, levando a osteopenia ou
mesmo a osteoporose. (Figura 2) (LANHAM-NEW, 2008).

Normal bone Osteoporotic bone

Figura 2 - Representacdo de um o0sso normal e de um 0sso osteoporético respectivamente
(LANHAM-NEW, 2008).

O remodelamento continuo possui diversas vantagens. Se 0 0sso recém-formado é
submetido a cargas intensas, crescera mais espesso, serd mais resistente do que o
osso velho. A forma de um osso pode ser alterada para suporte apropriado, com
base em padrdes de tensdo experimentados durante o processo de remodelamento
(CASANOVA et al, 2014). Assim, 0 0SSO novo € mais resistente a fratura do que o
osso velho. O remodelamento 6sseo do calo acaba sendo a fase final do reparo das
fraturas. Além da manutencdo da massa 6ssea, o remodelamento 0sseo atua no
reparo de microlesdes Osseas (LERNER, 2006). O processo de remodelamento
inicia-se pela reabsorcdo 6ssea. Como a formacgédo e a ativacdo dos osteoclastos
sao controladas pelos osteoblastos, a fase inicial do remodelamento consiste na
ativacdo dos osteoblastos (ERIKSEN; MELSEN; MOSEKILDE, 1984; LERNER,
2006).

O fator estimulador da colénia de macrofago (M-CSF), secretado pelos osteoblastos,

€ considerado como o0 agente inicial no processo de remodelamento 0Osseo.
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O M-CSF é necessério para a sobrevivéncia e proliferagdo dos precursores de
osteoclastos, o mondcito-macrofago. Os osteoblastos e as células do estroma da
medula 6ssea produzem o ligante (RANKL) do fator nuclear de ativagdo kappa B
(NF-KB) com afinidade de ligacdo para o receptor RANK. O NF-KB é uma proteina
heterodimérico fundamental no processo de transcricdo génica, ativado em resposta
a sinalizacdo inflamatoria e/ou imunolégica (TEITELBAUM, 2000; BOYLE et al.,
2003). A interacao do receptor RANK, das células precursoras de osteoclastos, com
0 RANKL exposto na superficie dos osteoblastos determina o contato célula-célula
necesséaria para futura maturacdo do precursor de osteoclasto. Os osteoblastos
sintetizam também osteoprotegerina, uma proteina com alta afinidade de ligacao por
RANKL. Assim, a osteoprotegerina € uma proteina "armadilha" soluvel que se liga ao
RANKL e impede a interagdo RANK-RANKL (TU, 2014). Consequentemente, a
osteoprotegerina modula o processo osteoclastogénico. Portanto, duas proteinas
sdo essenciais na osteoclatogénese. O M-CSF, que induz a diferenciacdo dos
macrofagos em precursores proliferativos osteoclasticos, e RANKL, que estimula as

células induzidas por M-CSF a se diferenciar em osteoclastos funcionais.

Os osteoclastos diferenciados, entdo, polarizam a superficie 6ssea, gerando um
microambiente acido isolado entre eles e a superficie 6ssea. A reabsorcdo 6ssea
envolve primeiramente a dissolucdo dos componentes inorganicos da matriz 6ssea
(desmineralizagdo 6ssea) mediada pela enzima adenosina trifosfatase (ATPase);
seguida pela reabsorcdo enzimatica dos componentes organicos da matriz 6ssea,
mediada pela protease catepsina K. (Figura 3) (TEITELBAUM, 2000).
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Figura 3 - Mecanismo da osteoclastogénese e de reabsor¢éo 6ssea (TEITELBAUM, 2000).

Ao se completar o ciclo da reabsor¢cdo, os osteoclastos secretam proteinas que
servirdo de substrato para a fixacdo de osteoblasto (MCKEE, 1993) e sofrem
apoptose. A morte dos osteoclastos € induzida, possivelmente, pelo fator de
crescimento transformante-beta (TGF-B), responsavel também pelo bloqueio da
reabsorcédo e pela atracacdo dos osteoblastos (HUGHES, 1996). Os osteoblastos
proliferam durante o processo de reabsorcdo, sintetizam novo colageno e outras
proteinas da matriz, preenchendo a cavidade de reabsorcdo com ostedide novo,
segue-se a deposicdo mineral, que se prolonga por varios dias. Apenas poucos
osteoblastos permanecem presos a matriz em mineralizacao, transformando-se em
ostedcitos, enquanto a maioria sofre apoptose (AMADEI et al., 2006). Desbalancos
nos mecanismos associados ao remodelamento podem gerar doencas graves,
acometendo o tecido Osseo. Dentre as principais doencas osteometabdlicas da

atualidade destacamos a osteoporose.

3.3 Osteoporose

Com o aumento da expectativa de vida no ultimo século, observado em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, a incidéncia e a prevaléncia da osteoporose e
seu custo para a sociedade estdo crescendo consideravelmente (KOWALSKI,
SJENZFELD; FERRAZ, 2001). Estima-se que cerca de 200 milhdes de pessoas
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idosas em todo o mundo possuem osteoporose (REGINSTER; BURLET, 2006).
Essa doenca afeta mais de 75 milhdes de pessoas na Europa, Japdo e Estados
Unidos (EUA), e causa mais de 2,3 milhdes de fraturas anualmente na Europa e no
Japao, sendo, por isso, a principal causa de fratura por fragilidade esquelética
(WHO, 2000; WHO, 2010). A osteoporose € a doenga mais comum do metabolismo
0sseo e a principal causa de fraturas por fragilidade esquelética, devido a
repercussodes individuais (mortalidade, morbilidade, incapacidade funcional) e sociais
(diminuicdo da forca de trabalho, 6nus econémico) (FULLER, 2000; CUMMINGS;
MELTON, 2002). Sua prevaléncia tem aumentado em fungdo do crescimento da
populacdo idosa e das mudancas no comportamento humano, tais como baixa
ingestao de célcio e vitamina D, sedentarismo, baixa exposi¢do ao sol, alcoolismo e
tabagismo (WANNMACHER, 2004). Portanto, a WHO encara a osteoporose hoje
como um problema de saude publica.

No Brasil, o numero de estudos sobre sua prevaléncia € pequeno, embora seja a
doenca osteometabdlica mais comum (FRAZAO; NAVEIRA, 2006). Segundo a
Fundacao Internacional da Osteoporose (IOF), essa doenca atinge cerca de 10
milhdes de pessoas no Brasil (aproximadamente 1 em cada 17 pessoas tem
osteoporose). Estima-se que 1 a cada 3 pacientes com fratura de quadril é
diagnosticado com osteoporose e desses, somente 1 em 5 recebem algum tipo de
tratamento (ZABAGLIA et al., 2001). Acredita-se que em 2050, na América Latina, o
namero de fraturas de quadril para mulheres e homens entre 50 e 64 anos aumente
400%. Para grupos com idade acima dos 65 anos, o aumento desse tipo de fratura
sera de 700% (COOPER; CAMPION; MELTON, 1992). Por isso, é estimado que
latinos americanos sofram por volta de 650 mil fraturas de quadril em 2050, o que
pode gerar um custo estimado de 13 bilhdes de délares (IOF, 2010). A osteoporose
€ uma desordem esquelética caracterizada primordialmente pela reducdo da
densidade mineral 6ssea (DMO) e por alteracbes da microarquitetura do tecido
0sseo, resultando, consequentemente, na diminuicdo da resisténcia 6ssea e no
aumento da suscetibilidade a fraturas (WHO, 1994). O prejuizo a microarquitetura
O0ssea gerado pela instauracdo da doenca, o diagndstico diferencial se baseia

unicamente na mensuragao da DMO.

Baseado nos resultados de DMO, a osteoporose € classificada em dois tipos

(MELTON; RIGGS, 1988): Osteoporose primaria (tipo | ou pés-menopausa) ocorre
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nos primeiros 10 anos apdés a menopausa em consequéncia da deficiéncia de
estrogénio, e caracteriza-se por uma perda 6ssea mais acelerada que predomina
sobre o 0sso trabecular. J4 a osteoporose secundaria (tipo Il ou senil), mais comum
em pessoas de idade avancada, afeta ossos compactos como o fémur e quadril.
Apesar deste tipo de osteoporose ser denominada “senil” ela pode ser observada
também em jovens como consequéncia do uso de medicamentos (como corticoides)
ou de doencas associadas a osteoporose. Nesse caso a perda é mais lenta. O
principal problema da osteoporose é que ela é uma doenca silenciosa, muitas vezes

assintomatica e indetectavel até o aparecimento de fraturas ésseas.

Na prética clinica, a osteoporose é eficazmente diagnosticada pela Absorciometria
por dupla emissdo de raios X (Dual-energy X-ray Absorptiometry Scan — DXA), o
método mais comumente utilizado para determinar a densidade mineral Ossea
(DMO). O diagnostico é estabelecido através de um T-escore, calculado em desvios-
padréao (DP), tomando como referéncia a densidade mineral 6ssea média do pico da
massa 0ssea em jovens saudaveis (Tabela 1). As regides mais importantes para a
avaliacdo da DMO séo o colo do fémur, a coluna vertebral baixa (regido lombar) e os
0ssos do punho; pois sdo as regibes mais suscetiveis as fraturas. A avaliacdo da
DMO total do corpo pode ser utilizada para decidir sobre a prescri¢cdo do tratamento,
predizer o risco de fraturas (progndstico), monitorar o progresso da perda 6ssea e
analisar os efeitos da terapia adotada (WHO, 2003). No entanto, somente a
avaliacdo da DMO néo é determinante para o risco de fraturas, visto que existem
outros fatores de risco que sdo consistentemente associados a ocorréncia de
fraturas, como a idade, o sexo, 0 uso de corticosteroide. Marcadores bioquimicos do
metabolismo ésseo indicam certas doencas associadas a osteoporose (KANIS et al.,

2002), mas nao sao considerados “padrao ouro” no diagnostico.
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Tabela 1 - Critérios Densitométricos da Organizacdo Mundial de Saude*:
*Critérios estabelecidos para: coluna lombar, colo do fémur e 1/3 médio do radio.

Categoria T-escore
Normal DMO = -1
Osteopenia DMO >-25e<-1,0
Osteoporose DMO <-2,5
Osteoporose estabelecida DMO < -2,5 com histérico de fratura

por fragilidade
Fonte: Organizacéo Mundial de Saiude — OMS, 1994.

Assim, o principal objetivo da prevencdo e do tratamento da osteoporose é evitar
fraturas. Entretanto, as fraturas ndo sdo o Unico inconveniente da osteoporose, ja
que complicacbes secundarias como dores cronicas e dificuldades para locomocao
podem deixar os pacientes muito debilitados, podendo levar a morte. Por isso, a
prevencdo da osteoporose e das fraturas associadas e essa doenca é essencial
para a manutencao da saude, da qualidade de vida, e da independéncia durante o
envelhecimento (SBEM, 2010). Assim, devido a alta incidéncia de osteoporose na
pOs menopausa, o0 acompanhamento das mulheres através de medidas sequencias
da DMO é de suma importancia para a prevencao da perda éssea advinda da queda

dos hormonios sexuais circulantes nestas mulheres.

3.4 Estrogénio e Metabolismo Osseo

Embora o efeito direto dos agentes reguladores do metabolismo mineral no 0sso é
sabido também que o tecido 6sseo € alvo de regulacao de varios horménios, dentre
eles os hormdnios da tiredide (T3 e T4), glicocorticoides e hormdnios sexuais.
Dentre os horménios sexuais, destacam-se 0s estrogénios (produzidos pelos
ovarios) e os androgénios, como a testosterona (produzida pelos testiculos). As
glandulas suprarrenais, em ambos os sexos, produzem também androgénios, e
outros tecidos como, por exemplo, o tecido adiposo, pode converter androgénio em
estrogénio, podendo estes tecidos atuar como importantes fontes de regulagdo em
situacdes de insuficiéncia gonadal (VELDHUIS, SHARMA & ROELFSEMA, 2014).
Resumidamente, os hormonios sexuais sdo responsaveis pelo aumento na atividade

dos osteoblastos e sintese da matriz extracelular do osso, portanto de efeito
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anabolico. Contudo, muito do conhecimento acerca dos efeitos dos hormoénios

sexuais advém do estudo com estrogénio.

Os estrogénios promovem profundas alteragdes no esqueleto feminino, por exemplo,
o alargamento da pelve. Os hormonios sexuais, especialmente os estrogénios, em
ambos 0s sexos, desligam o crescimento nas cartilagens epifisiais, fazendo com que
o alongamento dos 0ssos pare. Esse crescimento longitudinal, normalmente, termina
mais cedo nas mulheres do que nos homens, em decorréncia dos niveis mais altos
de estrogénio (TORTORA, 2010). Durante a maturidade, os hormonios sexuais
contribuem para a remodelagem do 0sso, diminuindo a reabsor¢céo do osso antigo e
estimulando a deposi¢cdo do osso novo. Uma forma de os estrogénios reduzirem a
absorcdo € estimulando a apoptose dos osteoclastos (HUGHES, 1996). A
deficiéncia dos hormoénios sexuais tem como um dos fatores principais, 0
aparecimento da osteoporose pés-menopausa. Uma vez cessada a producdo dos
horménios sexuais, devido a perda da funcdo ovariana, a massa O0ssea feminina
diminui rapidamente nos primeiros 10 anos e lentamente nos anos subsequentes
(ISHIDA et al., 1996 revisado por COMPSTON, 2001). Menor quantidade de 0sso
formado em relacdo ao osso reabsorvido leva a um desequilibrio na remodelacao
0ssea, aumentando o risco de fraturas (RIGGS, 1987; STEVENSON, 1991; ISHIDA
et al., 1996).

Os estrégenos estradiol (17 estradiol), estrona e estriol sdo os principais horménios
sexuais femininos. Durante a menopausa a principal fonte de producdo de
estrogénios € extragonadal sendo produzidos principalmente pelo tecido adiposo
gue expressa as enzimas aromatases e 17 beta-hidroxiesteroide (17 BHSD). Em
mulheres pds-menopausa o estrogénio predominante é estrona, que é 50 — 70%
menos ativo que o 17p estradiol. A producdo extragonadal de estrégenos é
influenciada pela idade e pelo peso (SALTIKI & ALEVIZAKI, 2007). Albright (1940)
foi quem destacou os efeitos adversos da deficiéncia de hormoénios sexuais no 0sso.
Ele mostrou que o balanco negativo de calcio caracteristico de mulheres pos-
menopausadas com osteoporose foi revertido pela administracdo de estrogénio
(ALBRIGHT, et al., 1940; ALBRIGHT; REIFENSTEIN, 1947).
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A identificacdo de receptores de estrogénio em osteoblastos ou em células de
linhagem osteoblastica sugere que o estrogénio possa ter um efeito direto no 0sso e
nao indireto via hormoénios sistémicos como calcitonina e PTH (DECHERNEY, 1993;
RIGGS et al, 2002). Embora o0s receptores de estrogénio estejam
predominantemente nos osteoblastos, sugerindo um efeito positivo na formacgao
0ssea, 0 que mais se aceita € que a principal acdo desse hormdnio seja na
reabsorcdo Ossea (ERIKSEN et al.,, 1988; KOMM et al. 1988). Hughes e
colaboradores (1996) investigam a capacidade do estrogénio de afetar a funcéo
osteoclastica pela inducdo da apoptose. O 17beta-estradiol promove apoptose
osteoclastica de ratos in vitro e in vivo. Assim, 0 estrogénio pode prevenir perda

0ssea excessiva antes e ap0s a menopausa pela inducéo da apoptose osteoclastica.

O estrogénio parece ser o principal regulador do remodelamento ésseo, por evitar
perda Ossea através de seus efeitos na atividade dos osteoblastos (MCCORMICK,
2007). O estrogénio aumenta a diferenciacdo dos osteoblastos e estimula a sintese
e a mineralizacdo da matriz éssea, regulando a expressdo de genes que codificam o
coladgeno tipo | e as proteinas ndo colagenosas como osteopontina, osteocalcina e
osteonectina (LIEL et al., 1999; BLAND, 2000).

3.5 Vitamina K

Em adicdo aos horménios supracitados, uma ampla gama de moléculas atuam no
metabolismo 6sseo como agentes adjuvantes ora na formacdo da matriz ora no
processo reabsortivo. Dentre estas moléculas podemos mencionar a vitamina K. A
vitamina K consiste em um grupo de componentes estruturalmente relacionados em
gue todos possuem um anel de 2-metil-1,4-naftoquinona. Esses componentes
diferem na estrutura quimica da cadeia lateral, um isoprenoide presente na terceira
posicdo do anel. (SHEARER; BACH; KOHLINEIER, 1996). (Figura 4) (PEARSON,
2007).
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Figura 4 - Estruturas quimicas das vitaminas K1, K2 e K3 (PERSON, 2007).

Dessas isoformas de vitamina K ocorrem naturalmente: a filoquinona (K1) e as
menaquinonas (K2), ambas lipossoluveis. A K1 é sintetizada por plantas e algas;
encontradas em vegetais verdes e folhosos. A VK2 é produzida por bactérias,
incluindo aguelas encontradas no intestino dos vertebrados; presente em carnes,
ovos, coalhadas, queijos e soja fermentada (KANEKI et al., 2006). Existem duas
formas comerciais de VK disponiveis: A fitonadiona, semelhante a VK1, e a
menadiona, vitamina K3; hidrossoluveis, diferente das VK1 e VK2, por ndo possuir o
isoprenoide como sua cadeia lateral; e que é usada comumente em dietas animais
(STAFFORD, 2005; TAGGART; MATSSECHINER, 1969). A vitamina K tem um
efeito fundamental na formacéo de modificacdes pés transcripcionais em proteinas.

Em particular, a modificacdo de carboxilacdo é altamente dependente de vitamina K.

A VK age como um cofator da y-glutamil-carboxilase, uma enzima que carboxila trés
residuos de glutamato (GLU) em residuos de y-carboxiglutamato (GLA) em
proteinas especificas como alguns fatores de coagulacdo sanguinea, como a
protrombina e o fator VI. No tecido 6sseo, a y-carboxilacdo de algumas proteinas
nao colagenosas como a osteocalcina (OC, proteina GLA do 0sso) e a proteina GLA
da matriz (MGP) é fundamental para que as mesmas exercam seus papeis de
nucleadores da mineralizacdo da matriz organica. A reacdo de carboxilagdo € um
evento intracelular pos-traducional, por isso, uma vez secretada a osteocalcina nao
pode mais ser carboxilada. (MORRIS et al., 1993; BUITENHUIS; SOUTE;
VERMEER, 1990; IWAMOTO et al., 2009). (Figura 5) (PEARSON, 2007). Esta
modificacdo da osteocalcina ocorre em apenas trés residuos y-carbolixados na

proteina que, contudo, s&o suficientes para promover a adsorcdo do Ca®" na matriz.
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Figura 5 - Ciclo metabdlico da vitamina K (PEARSON, 2007).

Uma vez que as proteinas dependentes de vitamina K sdo y-carboxiladas, os
residuos de y-carboxiglutamato (GLA) resultantes conferem as proteinas a
capacidade de se ligarem ao calcio, formando quelatos. A fracdo de osteocalcina
(OC) que sofreu uma y-carboxilacdo imperfeita ou nado foi y-carboxilada é
denominada osteocalcina hypocarboxilada (HYP-OC), e apresenta afinidade ao
calcio fortemente diminuida. Em adicdo a HYP-OC ndo pode ser deslocada dos
vasos sanguineos para a matriz 6ssea devido a diminuicdo da afinidade pelo calcio,
perdendo, assim, sua integridade estrutural e a capacidade de funcionar como
nucleador (HAUSCHKA et al., 1989; IWAMOTO, 2009). Cumpre ressaltar que a
expressao da OC é regulada por varios hormonios, como a 1a,25(0OH), colecalciferol
e 0 proprio estrogénio (HAUSSLEr et al, 2013; WANG & WANG, 2013; LIAOU et al,
2014; VAN DE PEPPEL & VAN LEEUWEN, 2014). Portanto, moléculas que atuam

na manutencdo da DMO tendem estimular a producdo de osteocalcina também.
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Conclui-se, entdo que a osteocalcina possa servir como biomarcador indireto para
estimar a integridade do tecido 6sseo.

Ha alguns anos a vitamina K tem sido apontada como um possivel agente adjuvante
no tratamento da osteoporose pés menopausa (FLORE et al., 2013). Em trabalho
pioneiro, Veermer e colaboradores (1996) apontaram para o uso da vitamina K como
agente estimulador da carboxilacdo das proteinas GLA 0sseas e consequente
agente adjuvante no tratamento da osteoporose pdés menopausa. Da década de
1990 até o momento, varios artigos cientificos tem se proposto a analisar a real
importancia da vitamina K na doenca, seja em pacientes quanto em modelos
animais (AKIYAMA et al, 1999; BINKLEY et al , 2002; KOBAYASHI, HARA &
AKIYAMA, 2002; KANEKI et al, 2006; HEISS, 2008; LANHAM-NEW, 2008;
IWAMOTO et al, 2009; BINKLEY et al, 2009). Contudo, os resultados s&o
controversos. Uma possivel causa de resultados controversos sobre o papel da
vitamina K, principalmente no contexto de suplementacdo dietética, pode ser a
interacdo das vias de vitamina K com outros elementos genéticos intrinsecos da
espécie analisada ou mesmo do individuo. Em estudo pioneiro em Dvornyk, Recker,
Deng (2006) mostraram que centenas de genes apresentam alteracdo de expresséo
genética na osteoporose. Dentre eles podemos ressaltar a apoliproteina E (PETER
et al, 2014). Em adigcéo, estudo conduzido por Mcdonald e colaboradores (2008)
mostrou que a ingestdo de vitamina K que apresenta beneficios para osteoporose
pos menopausa em mulheres € dependente da presenca da ApoE, porém néo tem
associacao direta com as isoformas da mesma. Pode-se concluir, portanto, que a
ingestdo de vitamina K €& fundamental a integridade do tecido Osseo, sua
biodistribuicdo € necessaria para a sintese e mineraliza¢cdo da matriz organica mas,
ndo had uma alteracdo significativa quando se analisa o principal carreador de

vitamina K para 0s 0ssos, o0 LDL.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dvornyk%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12730742
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3.6 Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (ApoE) foi primeiramente descrita por SHORE e SHORE em
1973 como uma parte da particula de VLDL (Very Low Density Lipoproteins)
sintetizadas principalmente no figado (BLUE et al.,, 1983) e em macréfagos
(MAZZONE, 1996) e que atuam no transporte de triglicerideos do figado para os
tecidos periféricos. A ApoE possui um papel importante também na distribuicdo e no
metabolismo de colesterol e triglicerideos entre muitos organismos e tipos celulares
no corpo humano, inclusive o tecido 6sseo (MAHLEY et al., 2006). No contexto da
patogénese no tecido 6sseo, alguns estudos sugerem que o polimorfismo no gene
esta relacionado a osteoporose pds-menopausa e ao aumento do risco de fraturas
de punho, vértebras, cabeca do fémur e quadril, e baixa DMO em diferentes estudos
(PLUIJIN et al., 2002; LONG et al., 2004; SCHOFFS et al., 2004; SALAMONE et al.,
2000; SHIRAKI et al., 1997; CAULEY et al.,, 1999; KOHLMEIER et al., 1998;
JOHNSTON, 1999). Contudo, em estudo amplo realizado em mais de 5 mil
pacientes conduzido por Schoofs e colaboradores (2004) ndo foram encontradas
relacbes como os polimorfismos de ApoE na osteoporose pos menopausa. Acredita-
se que os efeitos da ApoE sejam, portanto, co-dependentes de outros co-fatores
também associados & osteoporose e ndo exclusivos da molécula (PETER et al,
2011).

A ApoE é uma proteina com peso molecular de 34 kDa composta de 299
aminoacidos (UTERMANN et al., 1979). Também se integra a uma subclasse de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) que atua no transporte de colesterol dos
tecidos periféricos para o figado. A ApoE possui um papel chave no metabolismo
desses lipidios e lipoproteinas (TAVINTHARAN et al., 2007) mantendo a integridade
estrutural das mesmas, bem como a mediacdo do transporte lipidico através da
interacdo com receptores lipoproteicos (CHAN, 2006). Baseado em dados de
cristalografia de raios X, a ApoE apresenta-se em duas bandas circulares do tipo
“ferradura” em torno de uma particula esférica de fosfolipidio. Ha interacdo com as
cabecas polares do fosfolipidio destes grupos e ndo com o ndcleo de acido graxo.
Desta maneira, a ApoE nesta particula possui a capacidade Unica de facilitar a
expansdo do nucleo e acomodar o conteido aumentado de colesterol livre seguido
da atividade da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) (CURTISS, L.K., 2000).
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N&o obstante a ApoE ser produzida principalmente pelo figado e macréfagos, niveis
baixos de expressdo génica sdo encontrados em outros tecidos, como o epitélio
intestinal (HUSSAIN et al, 1996; SRIVASTAVA, BHASIN, SRIVASTAVA, 1996). No
enterdcito a ApoE participa da montagem dos quilo microns e, na estrutura deste
proteolipideo, auxilia a internalizacdo destes complexos no figado. Portanto, a
principal funcdo da ApoE é transportar lipoproteinas solUveis em gordura, vitaminas
e colesterol do sistema linfatico para o sangue. A ApoE foi inicialmente reconhecida
pela sua importdncia no metabolismo de lipoproteinas e em doencas
cardiovasculares, em particular a aterosclerose (PANZA et al, 2007; WOJTCZAK &
SKRETKOWICZ, 2008; ROHN, 2014). Mais recentemente tem sido estudada em
relacdo ao seu papel em muitos processos biolégicos que ndo estdo diretamente
relacionados com o transporte de lipoproteinas, incluindo a doenca de Alzheimer, a
imunorregulacdo e a cognicdo (OJOPI et al., 2004). Em seres humanos, entretanto,

os resultados sdo também ainda contraditorios e inconclusivos para outras doengas.

O gene ApoE possui trés principais isoformas em humanos: ApoE2, ApoE3 e o
ApoE4; que sdo formas alélicas que os diferem entre si por um ou dois aminoacidos
nas posi¢cdes 112 e 158; diferencas essa que alteram suas estruturas e funcoes;
com consequéncias fisiolégicas. O ApoE2 esta associado a um aumento ou
diminuicdo do risco de aterosclerose. O ApoE3, encontrado em 79% da populacgéo é
considerado um gendtipo “neutro”. O ApoE4 € encontrado em cerca de 14% da
populacdo, estando relacionado com a aterosclerose, doenca de Alzheimer,
prejudicando a funcdo cognitiva, reduzindo o volume do hipocampo, fazendo
progredir a esclerose multipla, prejudicando lesbées pds traumaticas do cérebro,
provocando isquemia cerebrovascular, etc (KIM et al, 2014; POIRIERE et al, 2014;
VILLENEUVE et al, 2014). O alelo ApoE4 aumentado e a acumulagéo lipidica
oxidada no espaco subendotelial do osso pode levar & inibicdo de diferenciacdo dos
osteoblastos (PARHAMI et al., 2000; LIAO et al, 2014). No que tange a osteoporose,
contudo, a associagao da osteoporose € ainda controversa. A maior parte dos dados
obtidos da literatura, apontam a isoforma ApoE4 como fortementemente associada a
osteoporose p6s menopausa (PETER et al, 2011). Alguns artigos inclusive associam
esta isoforma com maior risco de fraturas (SHIRAKI et al, 1997; PUIJIM et al, 2002).
Contudo, em extenso estudo da coorte de Roterdam (SCHOFFS et al, 2014) foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wojtczak%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19051609
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incapaz de promover esta associagdo. O gene da ApoE é um dos principais genes
que controlam os niveis de lipidios no plasma de humanos e camundongos
(HOFKER et al., 1998). A densidade mineral 6ssea (DMO) e a renovacao do tecido
0sseo sado afetadas por fatores genéticos como 0s genes dos receptores de
estrogénio e da apolipoproteina E (ZMUDA et al., 1999). Estima-se que 50-80% da
variabilidade da DMO seja explicada por fatores genéticos (KANIS et al., 1994,
KELLY et al., 1995; POCOCK et al., 1987; GUEGUEN et al., 1995). Assim, 0 gene
gue apresenta forte correlagdo com a baixa DMO na mulher € o gene ApoE (SOUZA
et al., artigo submetido). Acredita-se que a ApoE seja, portanto, mais um co-fator na

instauracdo da doenca e ndo um agente causador per se da osteoporose.

Estudos em modelos animais tem sido de grande valia para analise da miriade de
fatores de risco que podem estar ligados a uma doenca multifatorial como a
osteoporose. Camundongos geneticamente modificados que perdem a expressao da
ApoE (chamados camundongos knock out) tem sido amplamente usados para o
estudo da aterosclerose e dos agravos ao sistema cardiovascular que a ela se
associam (IMAIZUMI, 2011). Ratos e camundongos s&do extensamente usados
também quando submetidos a castracédo (ovariotectomia ou OVX) como modelos de
osteoporose pos menopausa (para revisdo ver KOMORI, 2014). Neste trabalho,
objetivou-se estudar a interacdo da vitamina K, do estrogénio e da ApoE no
metabolismo osteomineral. Para tanto, delineou-se dois estudos paralelos onde a
interacdo vitamina K/estrogénio e ApoE/estrogénio foi escrutinada no ambito da
analise de biomarcadores soroldgicos da osteoporose, marcadores do metabolismo
mineral e andlise da ultraestrutura éssea. Resultados aqui obtidos provavelmente
auxiliardo no melhor entendimento dos efeitos destas moléculas no metabolismo

dsseo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacédo do projeto

O Comité de Etica em Pesquisa com Animais, do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES, avaliou, aprovou (no dia 14 de julho
de 2008) e acompanhou o referido estudo. Protocolo n° 002/2008 (Anexo 1).

4.2 Delineamento do estudo

Devido a complexidade e ao grande numero de fatores que se objetivou analisar
neste trabalho, entendemos que para uma melhor compreensdo deste, o estudo
deva ser dividido em dois sub projetos: Estudo da interacdo dos hormonios sexuais
e da vitamina K no metabolismo osteomineral (Estudo 1 — item 5.1); Estudo da
interacdo da ApoE e dos hormdnios sexuais no metabolismo osteomineral (Estudo 2
- item 5.7).

4.2.1 Estudo dainteracdo dos hormoénios sexuais e da vitamina K no
metabolismo osteomineral

Alguns estudos tém mostrado a relacdo entre a suplementacdo de vitamina K e o
estado hormonal de pacientes acometidos pela osteoporose (KANEKI et al., 2006;
HEISS et al, 2008; LANHAM-NEW, 2008; BINKLEY et al, 2009; IWAMOTO et al.,
2009). Contudo, muito do entendimento desta interagéo se deve ao uso de modelos
animais, principalmente ratas ovariotectomizadas (AKIYAMA et al, 1993; HARA et
al., 1994; AKIYAMA et al., 1999; BINKLEY et al.,, 2002; KOBAYASHI, HARA &
AKIYAMA, 2002). Portanto, neste trabalho utilizamos protocolos semelhantes
agueles descritos na literatura. Segue abaixo um esquema do curso temporal com
os pontos de intervencdo (Figura 6) das atividades realizadas desde a
ovariotectomia e suplementagcdo com vitamina K, até o sacrificio dos animais. Esta

organizagdo deve auxiliar no entendimento das datas em que foram realizadas as
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atividades de ovariotectomia, densitometria, inicio dos tratamentos, coleta de urina e

sacrificio.
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Figura 6 - Linha do tempo que apresenta as principais atividades realizadas, desde a primeira
densitometria (dia 0) até o sacrificio (dia 116)

Foram utilizados vinte camundongos fémeas C57 Black 6 (Mus musculus) com seis
meses de vida, mantidos em gaiolas em temperatura controlada e alimentados com
racdo e agua/agua e vitamina K3 (VK3) ad libitum, fornecidos pelo biotério do
Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular (LTCC) — responsabilidade da
Dr2 Silvana dos Santos Meyrelles. O esquema inicia-se com a primeira
densitometria (dia 0 — para estabelecer a DMO basal). No 132 dia apds a primeira
DMO foram concluidas as OVX. Cumpre ressaltar que entre os dias 0 e 12,
realizaram-se outras duas outras densitomerias para estabelecimento da linha basal
(ndo mostrado). Apds 32 dias da OVX, foi iniciado tratamento com 100 mg/dia/kg de
vitamina K do animal, através da ingestdo na agua de beber. O acompanhamento da
DMO foi feita através de andlise densitométrica nos dia 50°, 70°, 105° e sacrificio no
dia 116. Ao sacrificio, sangue, urina, érgdos e tecidos foram retirados e estocados
de acordo com o objetivo experimental a ser alcangado. Foram entdo utilizados
quatro grupos, a saber: C57BI6 SHAM operado (também chamado de selvagem ou

wild type (WT) ou controle; C57BI6 ovariotectomizado (OVX) — ambos sem
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suplementacao de vitamina K; C57SHAM e C570VX, ambos com suplementacao de
vitamina K. Ao final do tratamento, trés camundongos de cada grupo foram alocados
separadamente em gaiolas metabdlicas (Instrulab. Brasil), para coleta de urina de 24
horas. Posteriormente os animais foram sacrificados por injecdo de tiopental 40
mg/Kg (Thiopentax — Crisélia — Brasil). Foram retirados o Utero e os fémures, além
do sangue, através de puncdo cardiaca. Todos os animais foram pesados em
balanca digital imediatamente antes do procedimento cirdrgico para quantificacao
correta da dosagem anestésica. Também foram separados: o figado, o coracédo o
cérebro, o baco e os pulmdes; todos colocados em solucdo de glutaraldeido. Para
visualizarmos alguma alteragéo ultraestrutural no tecido 6sseo retiramos amostras
dos fémures dos diferentes grupos experimentais para submetermos ao Microscéopio

Eletronico de Varredura (MEV). Para melhor compreensao do desenho experimental

ver Figura 7.
SHAM (C57 WT) OVX (ApoEKO)
SHAM CTRL  SHAM VK OVX CTRL OVX VK
(C57 WT SHAM) (C57 OVX) (APOEKO_SHAM) (APOEKO OVX)
) ) ) )

Figura 7 — Esquema do experimento envolvendo a ovariotectomia nos camundongos C57BI6 e
APOEKO.
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4.2.2 Estudo dainteracdo dos horménios sexuais e com a ApoE no
metabolismo osteomineral

Como dito anteriormente, a ApoE tem sido apontada como agente regulador da
DMO. Outros relatos apontam que outros fatores podem modular o efeito da ApoE
no metabolismo 6sseo (ZMUDA et al.,, 1999). No intuito de melhor elucidar esta
interacdo, foram utilizados dez (10) camundongos fémeas C57 Black 6 (Mus
musculus) e dez (10) camundongos de mesmo background genético, mas cujo o
gene APOE foi silenciado por recombinacdo somatica (BEDELL, JENKINS &
COPELAND, 1997), doravante chamados de APOE knock out (ou APOEKO).Findo o
6° més, os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com cinco
animais cada. Metade dos animais foi submetida a ovariotectomia bilateral (grupo
OVX). A outra metade foi falsamente ovariotectomizada, constituindo o grupo SHAM.
Cumpre ressaltar que o0os mesmos procedimentos cirargicos foram também
executados nos animais C57BI6 controle. Para os procedimentos cirlrgicos os
animais foram anestesiados com a associagdo de 100 mg/kg de quetamina e 10
mg/kg de xilazina. Foi feita a tricotomia da regiao abdominal. A pele e a musculatura
foram incisadas longitudinalmente e os ovarios foram identificados e expostos. No
caso do grupo OVX, foi feita a excisdo dos ovarios com sua gordura circundante,
das tubas uterinas e de uma pequena por¢ao do Utero. A hemostasia foi feita através
da ligacdo, com fio de nylon (Shalon Fios Cirargicos — Brasil), na por¢ao superior da
tuba uterina. Suturou-se a pele e a camada muscular com fio de sutura absorvivel,
categute (Shalon Fios Cirurgicos — Brasil). No grupo SHAM, ap6s a exposicdo dos
ovarios, procedeu-se a manipulacdo e recolocacdo na cavidade abdominal dos
mesmos, tudo objetivando a simulacdo de um estresse cirurgico; foi feita a sutura da
cavidade abdominal. Ao fim das cirurgias, os camundongos foram mantidos por 60
dias em gaiolas individuais. Cada um dos camundongos foi entdo alocado em
gaiolas metabdlicas (Instrulab, Brasil) Um esquema da estratégia experimental é
mostrado na FIGURA 7. Determinamos entdo os seguintes grupos: C57BI6 SHAM
operado (também chamado de selvagem ou | wild type (WT) ou controle; C57BI6
ovariotectomizado (OVX); APOEKO SHAM; APOEKO OVX. Apés dois meses, cada
animal de cada grupo foi alocado em gaiolas metabdlicas (Instrulab, Brasil) para
coleta de urina de 24h. No dia seguinte, os animais foram sacrificados por overdose
de tiopental (Thiopentax — Crisalia — Brasil). O sangue foi coletado por puncao
cardiaca e os 6rgéos e tecidos de interesse foram retirados processados de acordo
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com o objetivo a ser alcancado. Para analises histoquimicas os tecidos foram
fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2,5%. Foram
retirados pequenos fragmentos de fémures dos grupos ApoEKO/SHAM e
ApoEKO/OVX para visualizacdo no MEV e MET.

4.3 Andlise da Densidade Mineral Ossea (DMO)

A andlise da densidade mineral 6ssea dos camundongos realizadas em todos os
grupos experimentais descritos acima foi determinada nos tempos indicados e
realizada pela analise de absorciometria por dupla emissédo de raio X (Dual-energy
X-ray Absorptiometry — DXA) (Discovery 4500A, Hologic) realizado em uma sala
especifica de exames do Centro de Diagnéstico e Pesquisa de Osteoporose do
Espirito Santo (CEDOES) (Figura 8). Os esqueletos eram visualizados
tridimensionalmente através de software Discovery 12.4 e analisados com o
programa APEX 13.0 pelo Dr. Sérgio Ragi Eis (in memorian) (Anexo 2). Os
resultados de DMO sao expressos em g/cm2, através do célculo da média + erro

padrdo da média.

Figura 8 - Analise da densidade mineral 6ssea de camundongos por absorciometria por dupla
emissao de raio X (Dual-energy X-ray Absorptiometry - DXA).
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4.4 Analises Bioquimicas

O sangue coletado foi centrifugado a 6.000 x g a 4°C por 20 minutos. O soro foi
separado e imediatamente congelado a -80°C até o uso. As anadlises de calcio,
fésforo, fosfatase alcalina total (FAT), fosfatase acida tartarato resistente (TRAP) e
creatinina no soro foram determinadas espectofotometricamente (Biospectro SP-220
— Brasil) utilizando kits bioquimicos BIOCLIN (Quibasa Quimica Basica). A urina de
24 horas foi coletada e imediatamente congelada a -80°C até o uso. As analises de
excrecdo urinaria de creatinina, calcio, fésforo foram determinadas
espectofotometricamente com os kits bioquimicos BIOCLIN (Quibasa Quimica
Bésica) e tabeladas como média + erro padrdo da média. Todas as analises
procederam conforme as especificacdes do fabricante. A dosagem de vitamina K
nos soros foi realizada em High Performance Liquid Chromatography (HPLC,
Shimadzu, Brasil) através do fracionamento do soro em coluna Sepharose 18C.
Com o uso de menadiona (Sigma Aldrich, EUA) como padrao, foi possivel calcular

através da curva de calibracdo a concentracdo desta vitamina no soro.

4.5 Ensaios Imunoenziméticos (ELISA)

A excregcdo de deoxipiridinolina (DPD) na urina foi determinada por ensaio
imunoenzimético (ELISA) em leitor multiplacas (Bioclin MR-96 — Quibasa — Brasil)
utilizando o kit da Metra Biosystems (EUA). Os resultados obtidos foram corrigidos
para as variacdes na concentracdo urinaria dividindo o valor de DPD (nmol/L) pelo
valor da creatina (mmol/L) de cada amostra. Os resultados finais do ensaio foram
expressos como nmol DPD/mmol creatina. Osteocalcina total também foi
determinada por ELISA com kit préprio também da Metra Biosystems (EUA). Dados
também foram expressos como média * erro padrdo da meédia. A determinacao do
percentual de osteocalcina tri carboxilada vs. di e monocarboxilada foi obtido através
do fracionamento do soro em coluna de hidroxiapatita (Sigma Aldrich, EUA) em High
Performance Liquid Chromatography (HPLC, Shimadzu, Brasil) e posterior analise
por ELISA (Metra Biosystems, EUA).
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4.6 Histomorfometria

ApoOs o sacrificio, o utero e um fémur de cada animal foram coletados para
realizacdo da histomorfometria. Os uteros foram limpos e pesados para a
determinacdo do peso umido, e em seguida colocados em paraformaldeido 4%
tamponado para fixacdo. Depois de fixados, os uteros foram desidratados em alcool
com concentracdo crescente de 50% a 100%. Em seguida, os o6rgdos foram
diafanizados em xilol e incluidos em parafina quente (56°C) para confeccado dos
blocos. A microtomia foi realizada para a obtencéo de cortes transversais de 10um
de espessura. Os cortes foram capturados em laminas de vidro e corados em
Hematoxilina Férrica de Weigert e Eosina (Sigma Aldrich, EUA). Os fémures foram
desarticulados e limpos, sendo colocado um fémur de cada animal no formol 4%
tamponado para fixacdo. Posteriormente, os fémures foram mergulhados em EDTA
10% para descalcificacdo. Em seguida, 0s 0Ss0s passaram por um processo de
desidratacéo e inclusdo em parafina de acordo com o protocolo utilizado para os
ateros. A microtomia foi realizada para a obtengéo de cortes longitudinais de 10um
de espessura. Os cortes foram capturados em laminas de vidro, corados em

Hematoxilina Férrica de Weigert e Safranina O (Sigma Aldrich, EUA).

A avaliacdo morfométrica dos Uteros foi realizada por captura de imagens do Utero
com microscoépio de luz (BEL Photonics — Brasil) utilizando aumento final de 100x
para determinar a espessura do endométrio (distancia entre a borda superficial do
epitélio luminal e a porcdo mais interna do miométrio). Ja a avaliacdo morfométrica
dos fémures foi realizada por captura de imagens do fémur com microscépio de luz
(BEL Photonics — Brasil) usando aumento final de 40X para determinar a area da
linha epifisaria (LE) e a espessura do osso compacto (distancia entre a superficie
periosteal e a superficie endosteal). O microscopio de luz foi acoplado a uma
videocamera, sendo as imagens capturadas por meio do software de captura de
imagem Honestech TVR 2.5 e analisadas em programa Axion Vision 4.8 (Carl Zeiss
— Alemanha). Para tanto, foram preparadas laminas contendo cortes sequenciais de
utero e de fémur de cada animal. Para analise dos uteros, foram utilizados trés
campos representativos de cada lamina, os quais foram divididos em quatro
quadrantes, de tal maneira que foram obtidos doze medi¢cdes para cada variavel.

Para a andlise de fémures, foram utilizados trés campos representativos de cada
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lamina, a partir dos quais obtivemos as medidas da &rea da linha epifisaria e da
espessura do 0sso compacto. Para as medidas de osso compacto foram realizadas
duas medidas equidistantes de cada lado do osso. O resultado final para cada
animal foi determinado através da média dos valores obtidos, expresso em

micrémetros.

4.7 Andlise Ultraestrutural: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
e Microcopia Eletronica de Transmisséao (MET)

Os fragmentos 6sseos de fémures ja fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 4,0% e tampao cacodilato de sédio 0,05 M dos camundongos C57 e
ApoEKO foram poés-fixados por duas horas em solucéo contendo tetroxido de 6smio
1% e tampéo cacodilato de sodio 0,05 M em pH 7,2 a temperatura ambiente. Apos
trés lavagens de 45 minutos no mesmo tamp&o, as amostras foram submetidas a
uma série de desidratacdo em acetona. Para a MEV, o material foi fixado,

desidratado e seco pelo método do ponto critico (Bal — tec - CPDO30).

Em seguida, os fragmentos foram montados em suportes adequados (stub) e
metalizados com ouro (Bal - tec - SCDO50). A observacédo e as imagens foram feitas
no MEV (EVO 040 e DSEM962 — ZEISS), a uma aceleracéo de voltagem variando
até 25kV. Etapa realizada no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual do Centro
de da Universidade Estadual do Norte Fluminense.Com vistas ao processamento
para o MET, foram retirados pequenos fragmentos das epifises proximais de
fémures dos animais ApoEKO/SHAM e ApoEKO/OVX, medindo de 1 a 2 mm. Essas
amostras de 0sso, ja fixadas em solucdo de glutaldeido 2,5%, foram submetidas a
descalcificacdo com acido etilenodiaminotretacético (EDTA) durante sessenta dias.
Apés a descalcificacdo as amostras foram lavadas por 45 minutos em solucdo
tampéo de cacodilato de sddio 0,05 M. Apds a lavagem foi feita a pos-fixacdo com
tetroxido de 6smio (OSO4) a 2% por um periodo de duas horas a temperatura de
4°C. ApOs este periodo iniciou-se a desidratacdo, passando por uma série crescente
de etanol: 50°, 70°, 95°, em banhos de 20 a 30 minutos, e, etanol absoluto (100°)
com 2 banhos de 30 minutos cada. ApOs esses banhos iniciou-se a infiltracdo de
resina com uma mistura de etanol na proporcao 1:2 (spurr: etanol) por um periodo
de 3 horas. Trocamos a propor¢cao para 1:1 e deixamos por 12 horas. Passamos

entdo a proporcdo 3:1 por mais um periodo de 3 horas e de resina pura por 12
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horas, sempre no misturador rotatério. Apds este periodo, trocamos a resina,
repetindo a resina pura, deixando na estufa a 37°C por 1 hora. Ao término desse
processo foi feita a inclusdo das amostras, ficando na estufa por 24 horas a 60° -
70°C. Passado esse periodo, preparou-se os blocos para a trimagem, realizamos
cortes semifinos para observacdo em microscopio éptico; e em seguida, 0s cortes
ultrafinos foram analisados ao Microscopio Eletrbnico de Transmissdo. As
observacdes e imagens foram feitas no Microscopio Eletrénico de Transmisséo
(MET — JEOL JEM - 1400 Electron Microscope) do Laboratério de Ultraestrutura
Celular Carlos Alberto Redins, do departamento de morfologia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo.

4.8 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism®, versdo 5.0 para Windows 2007, foi empregado para
a realizacdo dos testes estatisticos e apresentacdo grafica. Para avaliacdo dos
resultados entre os diferentes grupos foi utilizado o teste de Analise de Variancia
Simples (ANOVA one way) seguido do pds-teste de Tukey para comparacéo
multipla, enquanto para comparacao de apenas dois grupos foi realizado o teste t
Student. O nivel de significancia adotado para rejeicdo da hipétese de nulidade foi
de 5% do desvio padréo. Os resultados foram expressos como média e erro-padréao
(x £ EP). Para andlise semiquantitativa utilizamos o programa Cell “Profiller”, versao
2.1.0.
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5 RESULTADOS

Como descrito anteriormente, com o objetivo de esclarecer melhor as interacdes
entre a ApoE, os horménios sexuais femininos (em particular o estrogeno) e a
vitamina K, utilizamos modelos animais de osteoporose pOs menopausa para
estudar os efeitos destas moléculas sobre varios parametros do metabolismo
osteomineral bem como sobre a ultraestrutura Ossea. N&o obstante varios
experimentos realizados aqui serem 0os mesmos executados no Estudo 1 (Estudo
da interacdo dos hormdnios sexuais e da vitamina K no metabolismo
osteomineral) e Estudo 2 (Estudo da interacdo dos hormbnios sexuais com a
ApoE no metabolismo osteomineral) optou-se por descrever os resultados obtidos

de forma separada para favorecer a compreensao do leitor.

5.1 Estudo 1 - Avaliacdo do crescimento e do peso corporal dos animais ao
longo do experimento

No decorrer do periodo experimental, antes de cada densitometria e do sacrificio, os
animais foram pesados e tiveram as caudas medidas para avaliacdo do ganho de
peso e do crescimento. Esta andlise foi realizada para que tivéssemos os dados que
nos permitissem separar a somatopausa (queda na producdo do horménio do
crescimento — Growth Hormone ou GH, agente fundamental para o crescimento e
mineralizacdo 0ssea) da menopausa (queda na producdo dos horménios sexuais
femininos) (para revisdo ver LOCATELLI & BIANCHI, 2014). Estas medidas foram
realizadas através da avaliagdo do peso corporal ao de todo o curso temporal do
experimento. Em adicdo para se avaliar se houve alteragdo no crescimento
endocondral (alongamento dos o0ssos, sabido efeito do GH) o comprimento da cauda
dos animais foi sequencialmente aferido. Em paralelo foram realizadas trés
densitometrias 0sseas (DXA) sequenciais antes da cirurgia de ovariotectomia, e
quatro outras DXA depois da ovariotectomia (OVX). Nos graficos mostrados neste
trabalho, contudo, optou-se por apresentar o dia ZERO (0) de andlise apenas por
gue esta medida ndo desviou significativamente das anteriores. Estes dados podem
ser obtidos de (O.R SOARES, 2010 - Dissertacdo de Mestrado). Resumidamente,

nao foi observado em nenhum grupo experimental significativo aumento do
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comprimento da cauda, mostrando que todos os animais estavam em sua fase
estacionéaria de crescimento. No que tange o peso corporal, foi verificado que hd um
aumento progressivo do peso nos animais, sendo que nos animais SHAM
ovariotectomizados este aumento é significante quando comparados aos outros
grupos (p<0.05). Surpreendentemente o tratamento com VK levou a um peso
corporal normal nos animais OVX (O.R. SOARES, 2010).

5.2 Validacao da ovariotectomia (OVX)

A remocéao cirargica dos ovarios em murinos tem sido extensamente utilizada para
mimetizar a menopausa que acontece em seres humanos e produzir um modelo
animal mais proximo da diminuigcdo dos horménios sexuais circulantes decorrentes
da insuficiéncia ovariana (KALU, 1991; COMPSTON, 2001). Contudo, por se tratar
de um procedimento complexo, OVX sempre precisa ser validada. Dois meses apés
a cirurgia de ovariotectomia (OVX) os animais foram sacrificados. A andlise dos
horménios estrogénio e progesterona presentes no soro mostrou uma reducao
significativa destas moléculas nos animais OVX quando comparados aos SHAM
operados (Tabela 2). Em adicdo, houve também um aumento na massa de gordura
dos animais OVX, corroborando o aumento de peso observado (Tabela 2). No dia
anterior ao sacrificio, todos os animais foram submetidos a analise de densitometria

0ssea, onde foi constatado uma consideravel diminuicdo da DMO nos grupos OVX.

Dentre os tecidos retirados das carcacas dos animais, foi dada atencao aos tecidos
onde efeitos bioldgicos da caréncia de estrogénio e/ou progesterona podem ser
observados (KALU et al, 1989). Os uteros dos animais SHAM e OVX foram limpos e
pesados para determinacdo do peso umido. Foi observado que a OVX promoveu
uma reducdao significativa do peso umido do Utero dos animais OVX (0,006 + 0,0004
g) em relacado aos camundongos SHAM (0,071 + 0,005 g) sugerindo que a queda de
estrogénio promoveu efeito biolégico pertinente. A média do peso uterino entre

esses dois grupos foi diferente (p<0,0001) (Figura 9).
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Tabela 2 — Resultados de alguns parédmetros associados aos grupos experimentais estudados.

SHAM SHAM OoVvX OvX
N&o tratado Tratado com N&o tratado Tratado
vitamina k com
vitamina K
Peso corporal 31+2 32+4 39 + 2** 34+3
9)
Massa de 194 211 39.8** 36.4**
gordura (%)
Vitamina K sérica 98 £ 20 179 + 28* 86 + 15 191 + 34*
(pg/mL)
Estrogénio sérico 902 106 + 8 23 £ 9% 27 £ 4%
(pg/mL)
Progesterona 17+ 2 20+ 1* 2+1* 3x2*
sérica (pg/mL)
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Figura 9 - Avaliacdo do peso umido dos Gteros de animais SHAM e OVX. Peso Umido do utero dos
camundongos (n=10, por grupo). ***p<0,0001 vs SHAM.
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Em complemento a analise do peso Umido dos Uteros apenas, realizou-se a
anélise morfométrica dos 6rgdos no intuito de visualizar a involugdo do endométrio
que é caracteristica da insuficiéncia ovariana (ALBRIGHT, 1947). A andlise
histomorfométrica dos Uteros mostrou que houve uma involugcéo do Gtero OVX em
relacdo ao SHAM caracterizada pela reducdo do endométrio (SHAM, 336,04 +
24,04; OVX, 164,60 + 17,78). A média da espessura do endométrio entre esses dois
grupos foi diferente (p<0,0001) (Figura 10 A-C).
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Figura 10 - Avaliacdo da atrofia do Utero por meio da medida do endométrio dos camundongos C57
fémeas SHAM e OVX (n=10, por grupo). A e B) Fotomicrografias mostrando cortes transversais do
Utero dos animais SHAM e OVX, respectivamente. C) Observa-se uma diferenca significativa da
espessura do endométrio entre os grupos relacionados. ***p<0,0001 vs OVX. Coloracdo com H/E e
aumento de 40X.
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Esses resultados demonstram o sucesso do processo de esterilizacdo dos animais e
confirmam que os camundongos dos grupos OVX realmente representavam um
modelo animal de deficiéncia dos hormdnios ovarianos em mulheres poés-
menopausa (KALU, 1991; WRONSKI et al., 1985).

5.3 Resultados de Densitometria Ossea

Foram realizadas quatro densitometrias 0ssea durante o experimento com a
finalidade de acompanhar a densidade mineral 6ssea (DMO) dos animais (Figuras
11 e 12).

Name: teste de smalls animals Sex: Female Height:
Patient 1D: 102 Ethnicity: Pediatric Weight:
DOB: Age:

Referring Physician:

Scan Information:
‘ Scan Date: 04 September 2008 ID: HO9040802
Scan Type: a Rat WB
£ Analysis: 13 December 2009 01:27 Version 12.7.3
# Rat Whole Body
x Operator:
r Model: Discovery A (S/N 4532(0)
W Comment:
DXA Results Summary:
main Region Area BMC BMD
(cm?) @) (g/em®)
GLOBAL 7.81 0.55 0.070
Region Fat Lean+ Total Mass % Fat
Mass(g)  BMC(g) Mass (g)
GLOBAL 8.1 14.2 224 364
RBARI1O1

Figura 11 - Resultado de exame de DXA realizado no CEDOES.
Fonte: CEDOES - arquivo interno (2008).
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Figura 12 - Painel representativo dos resultados de densitometria 6ssea de cada grupo experimental.
Percebemos que a vitamina K recuperou a DMO do grupo OVX/VK3 em relagdo ao grupo
OVX/CTRL.

A analise dos dados da primeira densitometria realizada ap0s a ovariotectomia
mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos (néo
mostrado). Contudo, a ultima densitometria realizada mostrou que a DMO do grupo
OVX CTRL foi menor que a do grupo SHAM CTRL (SHAM CTRL 0,0738 + 0,001 vs.
OVX CTRL 0,0684 + 0,001 n=5, p<0,05), enquanto que no grupo OVX VK3, a DMO
foi maior em relacdo ao grupo OVX CTRL. Ao compararmos o grupo SHAM/CTRL

ao grupo OVX/VKS3 esse dado néo foi estatisticamente significante (p=0,87).

5.4 Morfometria 6ssea

Para a avaliacdo da estrutura 6ssea foi realizada a histologia (Figura 13 A-D) e,
posteriormente a morfometria dos fémures dos animais dos diferentes grupos. A
analise morfométrica dos fémures mostrou que a comparacao das medidas da area
da linha epifisaria (p=0,08) (Figura 14) e da espessura do 0sso compacto (p=0,56)

(Figura 15) entre os grupos nao foi estatisticamente significante.

g ) 4§ =
| \\ i E >
54 - . ARz 2 i y
L ) RBR s \1\‘. ;< A3 R ;
7
\

Figura 13 - Fotomicrografias mostrando cortes longitudinais de fémures dos quatro grupos
experimentais. A) SHAM CTRL. B) SHAM VK3. C) OVX CTRL. D) OVX VK3. Coloragdo com
hematoxilina/safranina e aumento final de 40X.
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Figura 14 - Area da linha epifisaria (n=5, por grupo). Ndo ha diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 15 - Espessura do 0sso compacto (n=5, por grupo). Ndo hé diferencas significativas entre os
grupos.

5.5 Resultados sorolégicos, urinarios e imunoenzimatico de marcadores do
metabolismo 0sseo

Como mostrado na Tabela 3, a ovariotectomia e a administragéo de vitamina K3 nao

provocaram alteragdes significativas na excrec¢ao urinaria de célcio e fosforo entre os
grupos estudados.
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Tabela 3 - Efeitos da ovariotectomia (OVX) e da vitamina K3 na
excrecao urinaria de célcio e fésforo.

Urinade 24 h
Célcio/Creatinina  Fo6sforo/Creatinina
(mg/dL) (mg/dL)
SHAM
controle 0,077 £ 0,031 0,382 + 0,045
Vitamina K3 0,061 + 0,004 0,398 + 0,108
OVX
controle 0,065 + 0,022 0,465 + 0,111
Vitamina K3 0,068 + 0,009 0,490 + 0,109

Cada valor representa a média £ EP de 3 animais por grupo.

Contudo a fracdo de excrecdo da deoxipiridinolina (DPD/Creatinina), um marcador
de reabsorcao 6ssea, foi maior no grupo OVX CTRL que nos grupos SHAM CTRL e
SHAM VKS3. A média da excre¢cdo de DPD entre os grupos foi estatisticamente
significante (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo da excrecdo urinaria de deoxipiridinolina (DPD) (n=3 animais por grupo).
p<0,05 vs. OVX CTRL; *p<0,05 vs. OVX CTRL.

Em relacdo a concentracdo sérica de fosforo nenhum resultado significativo foi
encontrado, no entanto a concentracdo de calcio foi maior nos grupos OVX que nos
grupos SHAM (Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeitos da ovariotectomia (OVX) e da vitamina K3 na presenca
de célcio total e do fésforo no soro.

Soro
Célcio Fosforo
(mg/dL) (mg/dL)
SHAM
controle 8,952 + 0,409*"° 8,943 + 0,727
Vitamina K3 9,400 + 0,735 6,493 + 0,610
OVX
controle 13,250 + 0,036%° 8,533 + 0,901
vitamina K3 13,771 + 0,125"° 5,725 + 1,553

Cada valor representa a média + EP de 5 animais por grupo. a”’Significante
quando comparados SHAM controle vs OVX controle/OVX vitamina K3
(p<0,0001); “* Significante quando comparados SHAM vitamina K3 vs
OVX controle/OVX vitamina K3 (p<0,0001).

A concentragéo da fosfatase alcalina total (FAT) no soro foi significativamente maior
nos animais do grupo SHAM CTRL (14,499 + 0,758 Ul) que nos grupos OVX CTRL
(9,749 + 1,412 Ul) e OVX VK3 (10,465 + 0,927 Ul) (Figura 17). A medida da
concentracdo de FAT no soro entre os grupos foi estatisticamente significante
(p<0,05).
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Figura 17 - Avaliacdo da fosfatase alcalina total (FAT) do soro (onde * € estatisticamente significante,
p< 0,008 e n=5 animais por grupo). Observa-se que a OVX reduziu significativamente a FAT sérica e
a vitamina K ndo restaurou a concentracao sérica da enzima ao nivel dos controles.
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Outro marcador de absorgcdo Ossea analisado foi a osteocalcina sérica (WANG &
WANG, 2013). Foi observado que a concentragdo da osteocalcina sérica €
significativamente maior nos animais SHAM tratados com VK que nos camundongos
que so receberam o veiculo (69 + 9 pg/mL vs. 52 + 4 pg/mL, p< 0,05). E sabido que
a VK aumenta, por mecanismos ainda desconhecidos a osteocalcina circulante
(SHEARER, 2000). J& OVX levou a uma queda significativa da osteocalcina
circulante nos animais nao tratados (FIGURA 18) que foi revertida com o tratamento
com vitamina K nos animais OVX (46 + 3 pg/mL para OVX tratado com VK vs. 25 + 3
pg/mL para OVX nao tratado, p< 0,05). Contudo, é sabido que a osteocalcina
funcional é aquela que apresenta alto grau de g — carboxilagdo, fendmeno este
dependente de vitamina K (PRICE, 1993). Na Figura 19 observa-se a medida da
concentracdo seérica de osteocalcina hipercarboxilada (HYP osteocalcina) nos

diferentes grupos experimentais.
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Figura 18 - Avaliacdo da osteocalcina total no soro dos diferentes grupos experimentais. Observa-se
que a OVX reduziu significativamente a osteocalcina sérica neste grupo quando comparado ao
controle. Entretanto, o tratamento com vitamina K restaurou a concentracao sérica de osteocalcina
aos niveis do controle ndo ovariotectomizado. Surpreendentemente, o tratamento apenas com
vitamina K nos animais SHAM operados levou a um aumento significativo de osteocalcina circulante
nestes animais (*estatisticamente significante, p< 0,008 e n=5 animais por grupo).
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Figura 19 - Avaliacdo da osteocalcina hipercarboxilada (HYC) total no soro dos diferentes grupos
experimentais e analise comparativa da osteocalcina coma osteocalcina total (expressa em
percentagem — medida da HYC — OC dividida pela OC total). Observa-se que a osteocalcina HYC
segue 0 mesmo padrédo da osteocalcina total mostrada na FIGURA 18. Contudo, os tratamentos com
vitamina K elevam o percentual da HYC nos grupos experimentais tratados (*estatisticamente
significante p< 0,008 e n=5 animais por grupo).

Como esperado, os grupos tratados com vitamina K apresentam um percentual de
osteocalcina HYC significativamente elevado quando comparados com seus
controles nao tratados (FIGURA 19). Estes dados indicam que o tratamento com VK
promoveu aumento tanto da producdo da proteina quanto aumento da sua forma

funcional, com alto grau de y -carboxilacéo.

5.6 Analise ultraestrutural

A presenca de proteinas nucleadoras na mineralizagdo 6ssea como a osteocalcina €
essencial para manter a microestrutura dos 0ssos, tornando possivel o mecanismos
de remodelamento e cicatrizacdo de microfraturas de estresse (OZURU et al, 2002;
PEARSON, 2007). Para esclarecermos se o tratamento com vitamina K apresenta
também efeito na elucidacdo de microfraturas no tecido 6sseo utilizamos a técnica
de Microcopia Eletronica de Varredura (MEV). A MEV é essencial para a observagao
efetiva de componentes da organizagdo matricial 6ssea devido a sua alta
capacidade de resolucéo de superficies (LEE & HONG, 2003).Na MEV observamos

gue as imagens referentes aos animais OVX nao tratados e tratados com vitamina
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K, apresentam microfraturas, sendo que estas lesfes parecem reduzir nos animais
tratados (Figura 20). Os gréficos E, F, G e H séo referentes as microanalises feitas
de presencas de célcio e fésforo no tecido visualizado por MEV por difracdo de raios
X. (E) SHAM néo tratado, (F) SHAM tratado, (G) OVX néo tratado e (H) OVX tratado.
O que observamos é que nao ha diferenca entre as presencas de calcio e fésforo no
tecido, corroborando os dados das andlises sistémicas de calcio e fésforo (Figura
21).

Figura 20 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (escala 10um). A e B referentes
aos animais SHAM CTRL e SHAM VK3. C e D, animais OVX CTRL e OVX VK3.
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Figura 21 — Microandlises de raios X, tomadas para deteccdo de célcio e fésforo no sitio da anélise
de MEV. (E) SHAM néo tratado, (F) SHAM tratado vitamina K, (G) OVX nao tratado e (H) OVX tratado
com vitamina K. Ambos os ions foram detectados na area analisada por MEV. A técnica, contudo,
ndo permite quantificacdo, impossibilitando a conclusdo de alteracdo do conteddo mineral mas

permitindo a excluséo de alteracdo dramatica no contelldo mineral da regido 6ssea afetada.

5.7 Estudo 2 - Avaliacdo do crescimento e do peso corporal dos animais ao
longo do experimento

Na tentativa de esclarecer melhor a interagdo entre ApoE e estrogénio na
osteoporose, foi estudado o metabolismo osteomineral de camundongos fémea
ApoE Knock-out (ApoEKO) no Estudo 2 do nosso trabalho. Por se tratar de um
camundongo geneticamente modificado, alguns estudos preliminares foram
necessarios para validagdo do modelo experimental. Dentre estas analises
utilizamos a avaliacdo do curso temporal do crescimento tanto quanto ao ganho de
peso quanto ao crescimento da cauda (explicado anteriormente no Estudo 1). Para
compreender melhor o papel da APOE no metabolismo ésseo, foram realizadas uma

série de medidas, desde o desmame das camundongas APOEKO e seus controles
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WT. O crescimento 6sseo é um dos principais pardmetros para avaliagcdo da
homeostase 6ssea em individuos jovens (OTSUKI et al., 2004). O crescimento
0sseo pode ser dividido em dois componentes: crescimento endocondral (em
comprimento) e diametral (em espessura). A curva de crescimento dos animais
APOEKO (quanto analisado o peso corporal — g) mostrou-se linear e com a mesma
taxa de crescimento apresentada pelos animais WT (r = 0, 95, n = 6) até 8 meses de
idade, estabilizando apoOs este periodo até o primeiro ano de vida. Contudo os
animais APOEKO séo significativamente mais leves que 0s respectivos controles em
todos os pontos da curva (h = 6, p<0,05). Quando analisado o crescimento
endocondral dos animais - tomado o comprimento da cauda (em cm) pode-se tracar
o mesmo perfil observado pela analise do peso corporal, observando-se também por
este método que os animais APOEKO - de idades semelhantes - sdo menores
(cerca de 15% em média). Contudo, a analise do coeficiente angular das curvas (r?)
mostrou que as camundongas APOEKO apresentam uma taxa de crescimento maior
que os animais WT entre os meses de 3 — 7 de vida (r* = 0,91 para APOEKO vs. r? =
0,50 para WT), indicando que estes animais podem estar crescendo num velocidade
maior e por mais tempo que as camundongas WT. Estes dados estao representados
nas FIGURAS 22A e 22B.
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Figura 22 — Curso temporal do crescimento dos animais WT (preto) e APOEKO (vermelho) ao longo
de 12 meses, expressos em peso corporal (g) e comprimento da cauda (cm). Entretanto, os
camundongos APOEKO sejam significativamente menores que seus controles singénicos, a curva de
crescimento n&o apresentou coeficiente angular significativamente diferente entre os grupos (r* =
0,95).
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O crescimento diametral pode ser medido através do DXA, método de grande
sensibilidade que permite acuradas medicbes mesmo em pequenos animais. Neste
projeto, foi analisada a densidade mineral 6ssea (DMO, medida em g/cm?) das
camundongas APOEKO e WT. O curso temporal da DMO mostrou que nos meses 1
e 2 tantos as camundongas APOEKO e WT apresentam menor DMO. J& aos 4
meses de vida, se mantem esta diferenca significativa na DMO até os 12 meses de
idade (FIGURA 23A). Tomados conjuntamente os dados das FIGURAS 22 e 23,
pode-se concluir que ao sexto més de vida ocorre uma estabilizacdo do crescimento
endocondral e diametral dos ossos. Esta conclusao propiciou a escolha da idade de
seis meses para realizacdo da ovariotectomia (OVX) visto que esta idade € o tempo

mais curto onde se pode separar a somatopausa da “menopausa” obtida pela

cirurgia.
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Figura 23 - Andlise por absorciometria por dupla emissao de raio X (DXA, medida em g/cmz). A)
Curso temporal da Densidade Mineral Ossea (DMO) do WT SHAM (preto) e APOEKO (vermelho).
APOEKO mostrou diminuicdo da DMO comparado ao WT desde o quarto més de vida. B) Densidade
Mineral Ossea (DMO) do WT/SHAM (preto), APOEKO/SHAM (preto listrado), WT/OVX (vermelho),
e APOEKO/OVX (vermelho listrado). O camundongo APOEKO mostrou baixa DMO comparado aos
animais WT (n = 6, p< 0.05). Também a OVX levou a uma diminuicdo na DMO em ambos o0s
camundongos APOEKO e WT. Entretanto, ndo foram observadas mudancas quando comparados os
camundongos APOEKO OVX e WT OVX.

Na Figura 23B, podemos observar o efeito da OVX em ambos os animais WT e
APOEKO. E observado que nos animais OVX C57BI6/WT ha uma diminui¢io
significativa da DMO (0,068 + 0,01 g/cm? vs. 0,072 + 0,01 g/cm?, n = 5, p<0,05). Em
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adicdo, a OVX também promoveu uma diminui¢céo significativa da DMO nos animais
APOEKO quando comparados aos APOEKO SHAM operados (FIGURA 23B). N&o
houve, contudo, dimuicdo significativa na DMO entre os animais WT/OVX e o0s
animais APOEKO/OVX, sugerindo que os hormoénios sexuais e a ApoE possam
atuar pelo mesmo mecanismo na reducdo da DMO.

De posse destes resultados, objetivamos determinar véarios parametros do
metabolismo 6steomineral nestas condi¢cdes experimentais. Os parametros utlizados

e 0s resultados obtidos sdo expressos na TABELA 5.

Através dos dados obtidos no estudo 1 nos camundongos C57 controle (WT),
utilizamos os animais WT/SHAM e WT/OVX para compara-los com os dados obtidos
no estudo 2 nos camundongos ApoE. As validacdes metabdlicas experimentais de

ambos 0s grupos sdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Perfil metabdlico de todos os grupos experimentais no momento do sacrificio
(camundongos de 8 meses de envelhecimento). *Estatisticamente significativo quando comparado ao
C57WT SHAM (p<0.01);** Estatisticamente significativo quando comparado ao C57/WT SHAM
(p<0.01); *** Estatisticamente significativo quando comparado ao C57/WT OVX (p<0.05); #
Estatisticamente significativo quando comparado ao APOEKO SHAM (p<0.05).

Perfil metabdlico WT WT APOEKO APOEKO
(n=8) SHAM OVX SHAM OVX

Peso do corpo (g) 2912 37 + 4* 24 +£3 34 + 3**
Célcio total sérico (mg/dL) 8+2 16 + 3* 15+ 1** 20 + 3#
Fosforo total sérico (mg/dL) 14+2 18 + 2% 16+£2 19 + 1#**
Excrecdo urinaria de calcio 210 +50 478 £35% 489 £59% 521 + 102
(mg/24h)
Excrecdo urinaria de fosforo 234+14 391+56% 434+76% 987 + 96+
(mg/24h)
DPD/creatinina urinaria 47 +8 98 +12* 112+32* 131+ 19%#
Estrogénio sérico (pg/mL) 902 6+1* 84+6 7 £2#
Progesterona sérica (pg/mL) 172 2+ 1% 22+4 14+2

Diametro do Endométrio (um) 330+£29 130+22* 360+ 23* 120 + 8**
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Tabela 6 - Perfil metabdlico de todos os grupos experimentais no momento do sacrificio
(camundongos de 8 meses de envelhecimento). *Estatisticamente significativo quando comparado ao
C57/WT SHAM (p<0.01);** Estatisticamente significativo quando comparado ao C57/WT SHAM
(p<0.01); *** Estatisticamente significativo quando comparado ao C57/WT OVX (p<0.05); #
Estatisticamente significativo quando comparado ao APOEKO SHAM (p<0.05).

N =4 WT SHAM WT OVX APOEKO SHAM APOEKO OVX
Fosfatase  Alcalina 187 + 69 131+ 40 290 * 10* 256 + 16**
sérica (FA, Ul)

Osteocalcina 123+ 34 287 £ 23* 187 £ 40* 100 + 10*
(pg/mL)

Fosfatase Acida 27+19 107 + 30*** 7+3 128 + 40%**
Tartarato Resistente

(TRAP, UI)

Tomados conjuntamente, os dados dos marcadores do metabolismo osteomineral
descrevem que OVX promove uma queda significativa dos hormdnios sexuais
circulantes em ambos as cepas de camundongos (ver dados da quantificacdo de
estrogénio e progesterona na Tabela 5). De modo semelhante, ocorre uma
simultanea diminuicdo do endométrio e queda na DMO (ver Tabela 5 e Figura 23B)
corroborando um efeito sistémico da caréncia destes horménios. Em adicdo hd um
aumento significativo da excrecdo urinaria de fésforo em ambos os grupos (ver
Tabela 5). Outros parametros, contudo apresentam efeitos muito diferentes quando
compara-se 0s animais WT e APOEKO. O calcio urinario (medido em carga
excretada, mg/24h) é significantemente elevado nos animais APOEKO SHAM
guando comparados com seus controles. Em sendo assim, mesmo a OVX
promovendo um aumento da carga de calcio excretada na urina, ndo ha diferenca
significativa entre os animais APOEKO SHAM e OVX visto que a condi¢do basal de
perda de calcio urinario ja € elevada nestes animais (Tabela 5). Esta elevagdo da
carga urinaria de calcio explica, em parte, a baixa DMO apresentada nos animais
APOEKO.

Ao analisar algumas moléculas preditoras da formacdo e da reabsorcdo 0Ossea,
pode-se observar que a OVX aumentou significativamente as concentragbes de
Fosfatase &cida Tartarato Resistente (TRAP) no soro e a fracdo de excrecado urinaria
de deoxipiridinolinas (DPD), marcadores de reabsorcdo Ossea (Tabelas 5 e 6). E
sabido que o DPD é gerado pela quebra de colageno realizada pelos osteoclastos
durante sua ativagdo (DELMAS et al, 1991; DELMAS, 2004; McCORMICK, 2007; HU
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et al, 2003). Portanto, pode-se concluir que OVX leva a uma maior reabsor¢cdo 6ssea
nestes animais. Surpreendentemente, mas ainda corroborando os dados de DMO e
excrecdo de célcio e fosforo na urina, a fracdo de excrecdo de DPD também é
significativamente elevada nos animais APOEKO independente da OVX (112 + 32
para os APOEKO SHAM vs. 47 + 8 para os WT SHAM, p<0.05). Nao ha efeito aditivo
neste parametro, contudo, quando comparados os animais APOEKO OVX com seus
controles SHAM (ver Tabela 4). Os biomarcadores de formacdo O0ssea Fosfatase
Alcalina (FA) e osteocalcina apresentam aumento significativo de suas
concentracbes nos soro dos animais APOEKO quando comparados as seus
controles ndo operados. A OVX, contudo, promove efeitos opostos nestes
parametros.

No intuito de visualizar se as alteraces metabdlicas observadas nos parametros
descritos anteriormente refletem na ultraestrutura do tecido ésseo, foram analisados
os fémures (n = 3 cada grupo) pela Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Foi
obervado que os camundongos ApoEKO apresentam muitas microfraturas nos seus
0ssos quando comparado ao camundongo WT (Figuras 24B — 24A). Os animais
WT/OVX parecem recrutar mais células de reabsorcdo éssea em relacdo aos
animais ApoEKO/OVX (Figuras 24D — 24C). Em adicdo, a OVX em animais

APOEKO parece agravar as microfaturas observadas no fémur destes animais.

Figura 24 - Imagens representativas da Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) de fémures de
camundongos WT/SHAM (A), APOEKO/SHAM (B), WT/OVX (C), e APOEKO/OVX (D). Todos os
camundongos APOEKQO maostraram diversas micro-fraturas nos seus 0ssos quando comparados aos
camundongos WT (n = 3, escala 10 uym).
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Tomados juntos estes dados indicam que a deficiéncia da ApoE leva a uma
profunda mudanca na ultraestrutura 6ssea, com a presenca de microfraturas em
adicdo a baixa DMO observada. Estes efeitos sdo aumentados pela deficiéncia de
estrogénio nos camundongos ApoEKO/OVX. Estes dados sugerem também que a
deficiéncia de ApoE leva a uma profunda mudanca na estrutura e densidade ésseas.
Também nossos dados sugerem que a ApoE e o estrogénio tém modo de acéo
diferentes no metabolismo 6sseo em camundongos.

Apés considerar as validacdes ultraestruturais da superficie 6ssea observadas a
Microscopia Eletronica de Varredura nos animais ApoEKO, passamos a analisar os
fragmentos das epifises proximais de fémures dos animais ApoEKO/SHAM e
ApoEKO/OVX na Microscopia Eletrénica de Transmissdo. Depois de processadas
nossas amostras foram analisadas no Microscépio Eletronico de Transmisséo (JEOL
- JEM - 1400) do Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins
(LUCCAR). Foram feitas 76 imagens sendo 36 em animais ApoEKO/SHAM e 40 em
animais ApoEKO/OVX. As andlises ultraestruturais do tecido 6sseo dos animais
ApoEKO/SHAM e ApoEKO/OVX mostraram imagens onde podemos identificar a
presenca de células 6sseas, matriz extracelular, bem como organelas relacionadas
as atividades destas células. Nas Figuras das imagens selecionadas dos animais
ApoEKO/SHAM e ApoEKO/OVX, podemos identificar quantidades de fibras
colagenas tipo |, caracteristicas do tecido 0sseo, reticulo endoplasmatico rugoso,
responsavel pela sintese e secrecdo de colageno, ribossomos, mitocondrias,
lisossomas, vacuolos, dentre outras organelas. De posse destas imagens,

procedemos analises qualitativas das mesmas, como segue:

Na figura 25A temos a imagem sugestiva de uma célula osteoprogenitora em
atividade de sintese, com nucleo eucromético de contorno regular, quantidades de
reticulo endoplasmatico rugoso no citoplasma e fibras colagenas do tipo | no meio
extracelular em um animal ApoEKO/SHAM. Na figura 25B, visualizamos uma
imagem sugestiva de uma célula osteoprogenitora apresentando vacuolizagédo
citoplasmatica com perda de continuidade do envoltério nuclear em um animal
ApoeKO/OVX. Na figura 26A e B, mostramos cortes transversais de fibras colagenas
tipo |, apresentando ligagGes cruzadas pirimidinicas entre elas. Em A observamos a

imagem referente a um animal ApoEKO/SHAM, mostrando grande quantidade de
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fibras colagenas tipo I, com menor espaco entre elas e maior uniformidade entre
seus diametros, se compararmos ao animal ApoEKO/OVX, em B, onde observamos
menor quantidade de fibras colagenas tipo I, maior espaco entre elas e diametros

nao uniformes.

Na figura 27, podemos observar a comparacao entre as imagens (n=10) de animais
ApoEKO/SHAM e ApoEKO/OVX, no que diz respeito as areas em nandmetros
quadrados (nm2) dos espacgos entre as fibras colagenas tipo | e a variacdo de
didmetros entre as fibras em ambos os animais, expressos no desvio padrao (DP).

Nas figuras 28A e B evidenciamos imagens de células d6sseas de um animal
ApoEKO/OVX. Em A, temos a imagem de um osteoblasto em fase de maturagéo de
topografia lacunar evidenciando matriz calcificada e fibras colagenas tipo | no meio
extracelular. Em B, mostramos um ostedcito em lacuna osteocitica com canaliculos
e prolongamentos citoplasmaticos, além de matriz calcificada formando osteoide.

Fibras colagenas tipo | também sao visualizadas no meio extracelular.

Nas figuras 29A e B apresentamos imagens de fibras colagenas tipo | em corte
longitudinal, feitas em animais ApoEKO/SHAM e ApoEKO/OVX, respectivamente;
evidenciando padrdo estriado destas fibras colagenas, gerado pelo arranjo
escalonado das moléculas de tropocolageno.

Nas imagens mostradas nas figuras 25A e B de um animal ApoEKO/SHAM e
ApoEKO/OVX respectivamente, podemos observar a diminuicdo da atividade de
sintese no animal ApoEKO/OVX (fig. 25B), evidenciada pela apoptose celular com
descontinuidade de membrana nuclear, pouca quantidade de reticulo
endoplasmatico e vacuolizacdo citoplasmatica, levando-nos a crer que tais
caracteristicas podem validar ultraestruturalmente o modelo ApoEKO/OVX como

mimetizante da osteoporose pds-menopausica.

A observacao de quantidade de matriz organica no tecido 6sseo, cerca de 90% de
fibras colagenas tipo I, ao Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET), levou-nos
ao estabelecimento de critérios semi-quantitativos de analise. Utilizamos 10 (dez)
imagens (n=10) em corte transversal de cada animal, ApoEKO/SHAM e
ApoEKO/OVX e submetemos ao programa Cell “Profiller”, verséo 2.1.0.
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Nossos resultados mostraram uma maior uniformidade entre os didmetros das fibras
colagenas tipo I, menor area em nandmetros quadrados (nm?) entre elas e provavel
maior quantidade destas fibras no animal ApoEKO/SHAM em relacdo ao
ApoEKO/OVX; que apresentou ndo uniformidade entre os diametros das fibras
colagenas tipo |, maior a&rea em nm?2 entre elas e provavel menor quantidade dessas
fibras (Figura 27).

Dados que corroborariam com a literatura a0 mencionar que na osteoporose essas

fibras coldgenas estariam alinhadas frouxa e irregularmente com espacos alargados
entre elas (YUN SHEN et al., 2009).

Figura 25 - Fotomicrografia Eletrdnica de Transmissdo que sugere uma célula osteoprogenitora
apresentando grande atividade de sintese, podendo ser comprovada por nicleo eucromatico de
contorno regular, com quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso (seta) em seu citoplasma, além
de fibras colagenas no meio extracelular em cortes diversos, em um animal ApoEKO/SHAM (A). E
uma Fotomicrografia Eletrdnica de Transmissdo que sugere uma célula em apoptose apresentando
vacuolizacao citoplasmatica (seta) e perda do envoltério nuclear (*) em um animal ApoEKO/OVX (B).



74

Figura 26 - Fotomicrografia Eletronica de Transmissdo, mostrando fibras colagenas Tipo | em corte
transversal, apresentando ligagdes cruzadas pirimidinicas entre elas (setas). Em (A) observamos este
corte em um animal ApoEKO/SHAM, com grande quantidade destas fibras colagenas tipo I, menor
area em nandmetros quadrados (nm2) entre elas e maior uniformidade entre os diametros destas
fibras. Em (B), um animal ApoEKO/OVX mostrando menor quantidade de fibras colagenas tipo I,
maior area em nm? entre elas e didmetros n&o uniformes.
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Figura 27 - Observamos menor area em nm2 entre as fibras colagenas tipo | e menor desvio padrao
(DP), expresso pela uniformidade dos didmetros entre estas fibras colagenas tipo I, em um animal
ApoEKO/SHAM; e maior area em nmz2 entre as fibras colagenas tipo | e maior DP, expresso pela ndo
uniformidade dos didmetros entre as fibras colagenas tipo I, em um animal ApoEKO/OVX.
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B

Figura 28 - Fotomicrografia Eletronica de Transmissdo mostrando em (A) um Osteoblasto em fase de
maturacéo, de topografia lacunar evidenciando inicio de matriz calcificada (seta) e fibras coldgenas
tipo | no meio extracelular em um animal ApoEKO/OVX. Em (B), Fotomicrografia eletrdnica de
Transmissdo mostrando um Oste6cito em lacuna osteocitica com presenca de canaliculos e
prolongamentos citoplasmaticos (setas). Matriz calcificada elétron densa formando ostedide (*) e
fibras colagenas tipo | no meio extracelular, também em um animal ApoEKO/OVX .

Figura 29 - Fotomicrografia Eletrdnica de Transmissdo de cortes longitudinais de fibras colagenas
tipo |, evidenciando padrao estriado gerada pelo arranjo escalonado das moléculas de tropocolageno
(setas) em um animal ApoEKO/SHAM (A) e ApoEKO/OVX (B).
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6 DISCUSSAO

A osteoporose é uma doenca do metabolismo 6sseo de maior incidéncia no mundo.
A osteoporose apresenta carater multifatorial, que envolve aspectos hormonais,
genéticos e nutricionais na sua etiologia (HEISS et al., 2008). A osteoporose
causada por deficiéncia de estrogénio € a forma mais comum da doenca, e acomete
principalmente mulheres na pds-menopausa. Estudos sugerem que a perda 6ssea é
proeminente nestas mulheres, pois a reabsorcdo excede a formacdo Ossea
alterando profundamente o balanco osteomineral (ISHIDA et al., 1996; revisado por
COMPSTON, 2001; LERNER, 2006). Como consequéncia, existe um alto risco de
fraturas para o0s pacientes, subsequente imobilidade, e alta mortalidade
especialmente entre os nestas pacientes (HEISS et al., 2008). Portanto, devido a
sua prevaléncia na populacdo mundial a osteoporose tem recebido grande atencao

como grande problema de saude publica.

Tem sido sugerido que a insuficiéncia de ingestdo de vitamina K (VK) possa
contribuir negativamente para a saude do esqueleto levando ao desenvolvimento de
fraturas osteoporéticas (PRICE, 1993; SZULC et al., 1993; WEBER, 1997). Além
disso, estudos apontam que o tratamento com altas doses de menatetrenona
(menaquinona-4 ou MK4) preserva a massa 6ssea e reduz o risco de fraturas em
mulheres pos-menopausa (ORIMO et al., 1992; SHIRAKI et al., 2000). Como a Unica
funcdo fisiolégica conhecida da vitamina K até o presente € facilitar a gama
carboxilacdo de residuos de acido glutamico em um limitado nimero de proteinas,
pode-se assumir que os efeitos de todas as formas de vitamina K sdo mediados pela
y-carboxilacdo (BINKLEY et al., 2002). Neste contexto, algumas das proteinas da
matriz 6ssea que apresentam este tipo de modificacdo covalente podem caracterizar
a razdo pela qual a vitamina K apresenta este efeito positivo no metabolismo

osteomineral.

Na tentativa de esclarecer os potenciais efeitos da vitamina K (em particular a
vitamina K3 ou menadiona) no metabolismo ésseo na patogénese da osteoporose
pos-menopausa, foram utilizados camundongos fémeas ovariotectomizadas (OVX)
representando um modelo animal de deficiéncia dos horménios ovarianos. E sabido
gue mulheres pés-menopausadas apresentam perda de massa 6ssea acelerada

devido, principalmente, a diminuicdo da concentracdo circulante de estrogénio
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(KALU, 1991; WRONSKI et al., 1985). Além da perda de massa éssea decorrente da
caréncia de estrogénio, observa-se também uma deterioracdo da microarquitetura
tecidual 6ssea que se acredita aumentar a suceptibilidade a fraturas nestas
mulheres (DECHENEY, 1993; ERIKSEN, COLVARD & BERG, 1988; FRAZAO &
NAVEIRA, 2006). Portanto, este trabalho objetivou verificar o papel da vitamina K
neste modelo animal dando énfase ndo apenas aos parametros classicos do
metabolismo osteomineral, mas também a ultraestrutura tecidual 0ssea através de

técnicas de microscopia eletronica.

Neste estudo, a deficiéncia de estrogénio foi devidamente corroborada através de
uma série de determinacdes que se estendem desde a mensuracdo dos hormdnios
circulantes até aos efeitos fisioldgicos induzidos pela insuficiéncia dos mesmos. Em
todos os animais OVX por meio do peso umido do Utero, o qual reduziu apés a
cirurgia de esterilizacdo (p<0,0001). Além disso, analises histologicas ratificaram a
atrofia do Utero nos animais OVX quando comparados com os SHAM por meio da
avaliacdo da reducdo do endométrio (p<0,0001). Para avaliar o ganho de peso e o
crescimento dos animais durante o experimento foram realizadas, periodicamente, a
pesagem e a medida do comprimento da cauda. Essas medicbes foram efetuadas
sempre antes de cada densitometria e, também, antes do sacrificio. Verificou-se,
entdo, que todos 0s animais ganharam peso devido ao crescimento e que 0S
animais do grupo OVX CTRL foram os que apresentaram maior aumento no peso
(KALU et al., 1989). Portanto, de posse do modelo validado analisamos o
metabolismo mineral neste modelo. Pode-se observar que o tratamento com
vitamina K levou a uma alteracdo significativa na reabsorcdo 6ssea, que promoveu
ganho de DMO nos animais OVX. Como era de se esperar, 0 aumento das
concentracdes séricas circulantes de vitamina K levou a uma significativa alteracéo
na y-carboxilacdo da osteocalcina, proteina de grande importancia na nucleacao da
mineralizacdo da matriz 0ssea (HASCHKA et al, 1989; HADJIDAKIS &
ANDROLAKIS, 2006). Paralelamente, observamos um aumento de microfraturas nos
0ssos dos animais OVX que aparentemente sdo reduzidas pela suplementacdo com

vitamina K.

Nas extremidades dos ossos longos do esqueleto em crescimento, entre a metafise
e a epifise, existe a cartilagem epifisaria, responsavel pelo crescimento longitudinal
do osso por um processo de ossificacdo endocondral. A ossificagcdo endocondral
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ocorre por dois processos. O primeiro consiste na modificagéo da cartilagem hialina,
ocorrendo hipertrofia dos condrécitos, reducdo da matriz cartilaginosa a finos
tabigues, sua mineralizacdo e a morte dos condrocitos. O segundo é caracterizado
pela invasdo de capilares sanguineos e células osteogénicas vindas dos tecidos
adjacentes, nas cavidades previamente ocupadas pelos condrocitos. Essas células
diferenciam-se em osteoblastos, que depositardo matriz 6ssea sobre os tabiques de
cartilagem calcificada. Dessa forma, aparece tecido 0sseo onde antes havia tecido
cartilaginoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Em alguns mamiferos, incluindo
humanos, a linha epifisaria (LE) € reabsorvida durante a maturacdo sexual em
resposta aos hormonios sexuais. Esse processo, conhecido como fechamento da
linha epifisaria, encerra o crescimento longitudinal do osso (FAUSTINI-FUSTINI;
ROCHIRA; CARANI, 1999). No entanto, em roedores, o fechamento da linha
epifisaria ndo ocorre, uma vez que o receptor de estrogénio-(a)-alfa esta presente
somente nos condrocitos de animais imaturos (BLAND, 2000; KENNEDY et al.,
1999). Ja foi verificado que o estrogénio diminui o recrutamento, a proliferacédo e a
atividade de sintese dos condrécitos, levando a reducdo da placa de crescimento.
Dessa forma, o crescimento longitudinal dos ossos é inibido (BORJESSON et al.,
2010). Kimmel (1991) sugeriu que ratas utilizadas como modelo animal de humanos
fossem ovariotectomizada ap6s os 7 meses de idade a fim de excluir as
complicacBes associadas com a ossificacdo endocondral. Nesse sentido, foi medida
a area da linha epifisaria de cada grupo estudado para avaliar o alongamento
longitudinal. Foi observado, entdo, que nao houve diferenca estatisticamente
significante da area da linha epifisaria entre os grupos. Apesar disso, percebe-se
gue houve uma diminuicdo da area da LE nos animais OVX CTRL e OVX VK
guando comparados aos SHAM, o0 que pode sugerir que nagueles grupos de
animais a deficiéncia de estrogénio ndo estimulou o crescimento longitudinal dos

0SSO0sS.

Os resultados de densidade mineral 6ssea (DMO) mostraram que ao longo do
experimento houve um aumento de DMO entre os grupos SHAM CTRL e OVX CTRL
(p<0,05), enquanto que no grupo OVX VK3, a DMO aumentou em relagdo ao grupo
OVX CTRL. De acordo com Shiraki e colaboradores (2000) a administracédo de MK4
previne fraturas e sustenta a DMO da coluna lombar em mulheres pos-menopausa.

Ademais, AKIYAMA e colaboradores (1999) mostraram que a vitamina K previne a
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perda éssea induzida por ovariotectomia em ratas, pois dentre outras analises,
observaram que a DMO de animais OVX é significantemente menor que a dos
animais SHAM, e que em animais OVX suplementados com VK2 ocorre um aumento
da DMO quando comparados aos OVX CTRL. Por outro lado, Binkley e
colaboradores (2002), trabalhando com ratas, ndo observaram nenhuma diferenca
na OVX induzindo perda 6ssea no fémur in vivo e ex vivo entre 0 grupo controle e os
grupos suplementados com vitamina K1 ou MK4. Em outro estudo do mesmo grupo,
desenvolvido com mulheres norte americanas saudaveis poés-menopausadas,
nenhum efeito da VK1 e da MK4 na DMO da espinha lombar ou no fémur foi
observado (BINKLEY et al., 2009). Por fim, Shiraki e Itabashi (2009) também né&o
encontraram nenhuma diferenca significativa na DMO de mulheres na pos-
menopausa, com diagnostico de osteoporose, ap0s 6 meses de tratamento com
MK4.,

A medida da espessura do o0sso compacto ndo revelou nenhum resultado
significativo (p=0,56) entre os grupos estudados. Akiyama e colaboradores (1993)
observaram que a OVX e o tratamento com a MK4 afeta a metéfise femoral ao invés
do osso inteiro, indicando que a perda 6ssea ocorre particularmente em porcées do
0SSO que possuem bastante osso trabecular. Mawatari e colaboradores (2000),
trabalhando com ratas, ndo encontraram diferenca significativa na analise do volume
do osso cortical entre os grupos OVX e SHAM tratados ou ndo com vitamina K.
Esses resultados, no entanto, ndo sdo compativeis com um estudo realizado com
ratas em que a area cortical foi significantemente menor no grupo OVX controle que
no grupo SHAM controle e que, apdés o tratamento, a vitamina K2 inibiu essa
diminuicdo induzida pela ovariotectomia (KOBAYASHI; HARA; AKIYAMA, 2002).
Entretanto, € sabido que a porcdo cortical 6ssea dos ratos perde o sistema
Haversiano e, por isso, esses animais possuem pouca remodelacdo de 0sso
intracortical (MOSEKILDE et al., 1995). Além disso, Riggs (1991) afirma que a perda
O0ssea pos-menopausa devido a deficiencia de estrogénio leva a uma perda

desproporcional entre 0 0sso cortical e o trabecular, sendo maior neste ultimo.

O calcio é o mais abundante mineral no organismo. Aproximadamente 1-2 kg esta
contido dentro do corpo humano, sendo que 99% compdem 0S 0Ss0S e 0s dentes.
Suas principais fungdes sao manter a integridade estrutural e regular as funcoes

metabdlicas. A absorcdo do calcio ocorre no intestino e é um evento estimulado
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principalmente pela vitamina D (1,25-dihidroxicolecalciferol), a qual induz a produgéao
de proteinas ligadoras de célcio, como a osteocalcina (revisado em LANHAM-NEW,
2008). Em contrapartida, a perda desse mineral se da por meio da excrecédo renal,
mecanismo esse também regulados por uma série de horménios (KALU et al, 1989;
KELLY & HARRIS, 1995; KOBAYASHI, HARA, AKIYAMA, 2002; LAHAM-NEW,
2008). Assim, em média, 97% do calcio filtrado é reabsorvido pelos tabulos renais e
0s 3% restante sdo excretados na urina. O equilibrio entre a absorcéo e a excrecao
mantém a concentracdo plasmatica de calcio entre 90-105 mg/L, sendo que
aproximadamente 50% encontra-se livre. Dentro do 0sso, o0 célcio esta na forma de
cristais de hidroxiapatita, os quais também contém foésforo e magnésio, o que
contribui para resisténcia 6ssea (revisado em LANHAM-NEW, 2008). O aumento da
excrecdo de calcio por mulheres na poOs-menopausa reflete um aumento da
reabsorcdo 6ssea devido a deficiéncia de estrogénio (revisado por ABRAMS, 2005).
Os resultados obtidos ao longo deste trabalho mostraram que a OVX e o tratamento
com VK3 ndo provocaram alteracdes significativas tanto nos niveis séricos de
fésforo quanto na excrecao urinaria de célcio e fésforo entre os grupos estudados.
No entanto, a concentracdo sérica de calcio foi significantemente maior nos grupos

OVX que nos grupos SHAM.

O principal fator que predispbe para o desenvolvimento da osteoporose em
mulheres € a menopausa, a qual induz uma perda Ossea acelerada devido a
deficiéncia de estrogénio. Espera-se que a andlise de marcadores de reabsorcao e
formacdo Ossea possa refletir essas mudancas, uma vez que a menopausa parece
aumentar os indices urinarios e séricos desses marcadores (TOHME et al., 1991;
SEIBEL et al., 1993). Durante a formacao do osso, a producdo da matriz colagena
precede a mineralizagdo. A fase de produgédo de matriz coldgena coincide com uma
maior producédo de fosfatase alcalina (FA), enquanto a mineralizacdo coincide com
uma maior producdo de osteocalcina (STEIN, 1993). A fosfatase alcalina € uma
enzima de superficie celular expressa em varios orgaos e tecidos. Assim, o nivel
sérico de FA é a medida de todas as isoenzimas que podem estar circulando. Em
adultos saudaveis, a contribuicdo dos niveis séricos das isoenzimas derivadas do
figado e dos ossos é aproximadamente equivalente, e 15% ou menos é proveniente
de isoenzimas intestinais (PRICE, 1993). Assim, a falta de especificidade da FA é

um fator que limita 0 seu uso em desordens caracterizadas por um desequilibrio na
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remodelacdo 6éssea como a osteoporose pés-menopausa (WATTS et al., 2001). Os
resultados aqui apresentados mostraram que a concentracédo da fosfatase alcalina
no soro foi significantemente maior nos animais do grupo SHAM controle que nos
dois grupos de animais submetidos a cirurgia de ovariotectomia. Esses resultados
ndo sdo esperados uma vez que a literatura nos mostra que apds a OVX ocorre um
aumento da atividade da FA indicando um processo ativo de formacdo e de
reabsorcdo 6ssea. E sabido ainda, que em humanos a atividade da fosfatase
alcalina aumenta ap0s a menopausa, refletindo um aumento da remodelacéo 6ssea,
e que a administracdo da vitamina K em mulheres pds-menopausa nao altera a
concentracdo da FA, enquanto que os niveis séricos de osteocalcina aumentam
significantemente. Isso indica que a VK aumenta a formacdo 6ssea ao invés de
suprimir a reabsorcao (KALU et al., 1989; AKIYAMA et al., 1993; MAWATARI et al.,
2000). Contudo, os mecanismos pelos quais ocorre este efeito necessitam de mais

dados para serem plenamente esclarecidos.

Aproximadamente 90% da matriz organica do 0sso é constituida por colageno tipo I,
uma proteina em hélice tripla. O colageno tipo | do osso tem ligagBes cruzadas com
moléculas especificas que proporcionam rigidez e resisténcia. As ligacdes cruzadas
do colageno tipo | maduro no osso sdo as ligacdes cruzadas pirimidicas, a
piridinolina e a deoxipiridinolina (DPD) (SEYEDIN; ROSEN, 1990; DELMAS, 1995).
A DPD é formada pela acdo de lisil oxidase sobre o aminoacido lisina. E liberada
para circulacdo durante o processo de reabsorcdo 6ssea (DELMAS, 1995; SEIBEL;
ROBINS; BILEZIKIAN, 1992; DELMAS et al., 1991; EASTELL et al., 1997). A DPD é
excretada ndo-metabolizada na urina e ndo é afetada pela dieta (COLWELL;
RUSSEL; EASTELL, 1993), o que a torna adequada para avaliacdo da reabsorcéo.
Neste estudo foi observado que a excrecao da DPD foi significantemente maior no
grupo OVX controle que nos grupos SHAM controle e SHAM tratado com VK3. Além
disso, percebe-se que apds o tratamento com VK3 houve uma diminuicdo da
excrecdo de DPD pelos animais do grupo OVX (dado nao significativo). Esses
resultados concordam com dados encontrados na literatura que mostram um
aumento da excrecdo de DPD tanto em mulheres pds-menopausadas em
comparacdo com mulheres saudaveis quanto em animais OVX comparados com o
grupo SHAM (SEIBEL et al., 1993; IKEDA et al., 2001; HU et al., 2003). As imagens

de cortes transversais de fibras colagenas tipo |, feitas no MET, mostraram essas
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ligagbes pirimidimicas, provavelmente diminuidas, no animal ApoEKO/OVX em
relacdo ao ApoEKO/SHAM. Areas alargadas entre as fibras colagenas tipo I, em
tese, justificaria o0 aumento da DPD urinaria nos animais ApoEKO/OVX em relacéo
aos animais WT/SHAM e WT/OVX, tipificando presenca de reabsorcdo Ossea.
Ainda, de acordo com Ozuro e colaboradores (2002), a DPD diminui gradativamente
apoés o tratamento com vitamina K2. Portanto, o aumento da concentra¢do urinaria
de DPD pode ser causado pelo aumento da remodelacao 6ssea devido a deficiéncia
de estrogénio nos animais OVX e a suplementacdo com VK3 parece diminuir a

excrecdo desse metabdlito.

Deve ser enfatizado que a concentracdo de vitamina K3 utilizada neste estudo foi
farmacoldgica, nao fisioldgica. Apesar dessa alta concentracdo de VK3, nenhum
efeito consistente na ovariotectomia induzindo perda éssea foi demonstrado. Uma
possivel explicacdo para isso pode ser o fato da vitamina K ter efeitos vantajosos
para o metabolismo 6sseo somente em populacdes com insuficiéncia de célcio e/ou
vitamina D. Estudos tém demonstrado uma melhoria dos efeitos da OVX na massa
ou resisténcia 6ssea em ratos utilizando dietas contendo calcio (AKIYAMA et al.,
1999; MAWATARI et al., 2000). Além disso, outros estudos com ratos
ovariotectomizados sugerem que a suplementacdo com vitamina D pode ser
requerida para gerar efeitos benéficos da suplementacdo com vitamina K (HARA et
al., 1994; MATSUNAGA,; ITO; SAKOU, 1999).

Na avaliacdo do tecido 0sseo realizada pelo Microscépio Eletrébnico de Transmissao
(MET) podemos analisar a matriz calcificada e ndo calcificada, a estrutura dos
osteoblastos e osteoclastos, e aspectos de células Osseas nao diretamente
envolvidas no remodelamento 0sse0; como 0S ostedcitos. A matriz organica do
tecido 0sseo compde-se de 90% de fibras colagenas tipo | e outras proteinas que
representam 10%. Essas fibras colagenas apresentam diametro entre 50 e 70
nandmetros (nm). Na osteoporose as fibras colagenas foram observadas alinhadas
frouxa e irregularmente com espacos alargados, algumas delas comecando a
evidenciar diferentes graus de defeitos entre elas. Osteoblastos em inatividade de
formato irregular, ndcleo eucromatico, com pouco citoplasma, vesiculas espalhadas,
com pouco reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi (YUN SHEN et al.,
2009).
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A ultraestrutura da substancia mineral 6ssea ndo é constante, depende da textura da
estrutura e do grau de mineralizacdo 0ssea. Os osteoblastos sédo células pequenas,
mononucleadas, vindas de células mesenquimais indiferenciadas da medula 6ssea
(FRIEDENSTEIN, 1976; OWEN, 1985; MARKS AND POPOFF, 1988). Os
osteoblastos estdo envolvidos na funcdo de formacdo 6ssea (HOLTROP, 1975;
MARKS AND POPOFF, 1988). Eles sintetizam matriz éssea constituindo o tecido
ostedide, e controlam a calcificacdo da matriz organica. Os osteoblastos sdo muito
ativos, e estdo arranjados perpendicularmente a superficie 0ssea. Seus nucleos
estdo dispostos na parte oposta da superficie 6ssea. Seu citoplasma apresenta
todas as caracteristicas de células sintetizadoras de proteinas para exportar,
apresentando um abundante e frequente reticulo endoplasmatico granular e um bem
desenvolvido aparelho de Golgi. Os aspectos ultraestruturais dos osteoblastos tém
sido observados (BOIVIN et al., 1989). Mitocondrias sdo numerosas no citoplasma
dos osteoblastos. A presenca de depdsitos minerais em mitocéndrias como granulos
intramitocondriais tem sido extensivamente encontrada em varios tecidos (BOSKEY,
1981). Na superficie 6ssea em formacédo, os osteoblastos ndo estdo isolados, mas
arranjadas lado a lado, constituindo um alinhamento osteoformativo. Estes
osteoblastos se organizam em rede, comunicando-se entre si. Sao diferentes tipos
de juncdes descritas (JEANSONNE et al., 1979; WEINGER AND HOLTROP, 1974;
STANKA, 1975; MARQUART, 1977; DOTY, 1981). Todo osteoblasto secreta matriz
Ossea calcificada durante sua fase ativa. Alguns osteoblastos secretam também

matriz orgéanica; assim eles sao cercados por matriz calcificada.

Este estagio de célula 6ssea é chamado de ostedcito e esta localizado numa lacuna
osteocitica. Estas lacunas contendo ostedcitos, rodeadas por matriz ainda nao
calcificada sdo chamadas ostedide-osteocitico (PALUMBO, 1986). Os ostedcitos sédo
comunicados entre si por prolongamentos citoplasmaticos localizadas em
canaliculos através do tecido 6sseo calcificado. Esses processos sao ricos em
microfilamentos e conectam-se entre as juncdes celulares (FURSETH, 1973;
WEINGER AND HOLTROP, 1974; HOLTROP, 1975; DOTY, 1981). Os ostedcitos
aparecem em maior quantidade e maiores em 0SSO compacto em relacdo ao
esponjoso. Os ostedcitos sdo derivados dos osteoblastos, mas geralmente seus
nacleos sdo proeminentes e estdo situados no centro destas células. Tem

citoplasma menos abundante que os osteoblastos, e ocupado principalmente por
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mitocondrias, vacuolos, algum reticulo endoplasmético rugoso e raros aparelhos de
Golgi. Os aspectos ultraestruturais e a formacéo de ostedcitos tém sido descritos por
JANDE, 1971; TONNA, 1973; LUK et al., 1974; SCHULZ et al., 1974; HOLTROP,
1975). A forma e a ultraestrutura dos ostedcitos ndo sdo constantes, porém variam
conforme suas atividades. Por fim isquemias podem causar a morte dos ostedcitos
em sua lacuna periosteocitica (JAMES and STEIJN-MYAGKAYA, 1886).

O exame do tecido 6sseo pela Microscopia Eletrénica, do ponto de vista clinico, ndo
tem grande importancia ainda; entretanto a microscopia eletronica, separada ou
associada a técnicas complementares, como autoradiografias, imunocitoquimica,
microandlises e cultura de células, serdo valorizadas e totalmente necessarias para
precisar e descrever patologias ésseas. Osteoporose, osteogénese imperfeita,
doencga de Paget’s, sdo algumas mencionadas. A Microscopia Eletrbnica sera muito
usada para obter informacBes precisas sobre mudancas teciduais e celulares
(BOIVIN et al., 1989). Com o aumento da expectativa de vida e a incidéncia de
fraturas devido a fragilidade Ossea € necessario ndo soO identificar patologias
grosseiras, mas também pequenas mudancas na composi¢cao mineral e estrutural,
avaliada por microandlise e difracdo de Raio-X (OBRANT and ODSELIUS, 1984,
1985; ARSENAUT & GRYNPAS, 1988). Portanto, o uso da Microscopia Eletronica
no estudo da osteoporose pOs-menopausa ainda se restringe a experimentos com
modelos animais. No entanto, estudos com modelos animais sdo de extrema valia
para ensaios pré-clinicos de novos medicamentos e/ou novas interacdes
medicamentosas antes destas serem usadas em seres humanos. A limitacdo da
técnica para uso em seres humanos, entdo, pode ser encarada como um caso de
uso em pesquisa basica. E em alguns centros que possuem tais aparelhos, pode ser

substituida por tomografia computadorizada em 3 dimensdes (CAT-SCAN 3D).
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7 CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados mostram que duas moléculas suspeitas de
participar do interactoma das vias associadas ao efeito do estrogénio no tecido
0sseo apresentam efeitos semelhantes sobre o metabolismo ostemineral. Tanto a
vitamina K quanto a ApoE aparentemente levam a uma melhora em varios aspectos
do metabolismo osteomineral pertinente a osteoporose (diminuicdo da DMO,
acompanhada de deterioragdo da microarquitetura tecidual). Foi observado que o
tratamento com vitamina K em camundongos ovaritectomizados reduz a incidéncia
de microfraturas observadas nos animais ovariotectomizados em relacdo aos nao
tratados. Em adicdo, estes animais mesmo ligeiramente hipercalcilricos, conseguem
manter sua DMO paralelamente aumentando a sintese de osteocalcina altamente
carboxilada e diminuindo a degradacédo de colageno. A queda do estrogénio pela
OVX em camundongos APOEKO, por sua vez, ndo restaura a DMO destes animais.
Estes resultados, portanto, indicam que a ApoE é necessaria porém nao suficiente
para manutencdo do metabolismo osteomineral normal. Em adicdo, nossos
resultados sugerem que a falta de horménio e que a acdo da ApoE através de
mecanismos distintos. Os animais ApoEKO apresentam hipercalcidria e
hiperfosfataria semelhante aos animais OVX. A baixa mineralizagdo resulta em
microfraturas no camundongo ApoEKO/SHAM assim como no ApoEKO/OVX
observada na Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). A queda na atividade
celular observada ao Microscopio Eletrdnico de Transmissao (MET) no animal
ApoEKO/OVX pode valida-lo ultraestruturalmente, como modelo que mimetiza a
osteoporose pés menopausa.. A analise morfométrica das imagens em cortes
transversais de MET, nos animais ApoEKO/OVX, mostrou aumento de area em
nandémetros quadrados (nm?) entre as fibras coldgenas tipo I, em relacdo ao modelo
ApoEKO/SHAM; validando-o ultraestruturalmente como modelo mimetizante de
osteoporose pOs menopausa. Para compreensao deste modelo de interacdo, ainda
existe a necessidade de comprovagéo através de outro modelo, onde avaliar-se-a a
interacdo entre a vitamina K e a ApoE. Neste ponto, contudo, propde-se o modelo

preliminar observado na Figura 30.
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Intestinos Ducto toraxico Rede capilar
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S. cardiovascular.
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Figura 30 — O modelo preliminar proposto sugere que a deficiéncia de ApoE levaria a 0ssos mais
frageis devido a menor oferta da vitamina K aos ossos. De forma anéloga, a insuficiéncia ovariana
também contribuiria para este mecanismo, pois 0s estrogénios, entre outros efeitos, sdo capazes de
aumentar a expressdo de ApoE no figado. Consequentemente, um efeito em cascata de menor oferta
de vitaminas lipossoluveis que, somado as agfes diretas no estrogénio no tecido 4sseo, repercutem

numa progressiva degeneragéo 0ssea.
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ANEXO I

Vitdria, 5 de junho de 2006

A quem interessar possa,

Venho por meio desta, atestar nossa colaboragdo nas linhas de pesquisa
desenvolvidas no Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento, liderado
pelo Prof. Dr. lan Victor Silva, localizado no Dept. de Morfologia da Universidade
Federal do Espirito Santo. Dentre estas linhas, possuc maior interagdo com
aquelas relacionadas ao projeto ‘Estudos dos efeitos do estrogénio, da
vitamina K e da APOE sobre o metabolismo Osses” nos guais presto
assisténcia técnico-cientifica tanto na parte clinica e quanto metodol6gica
envolvendo analises de densidade mineral dssea, realizadas nas dependéncias
do Centro de Diagnostico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo
(CEDOES), sob minha diregdo.

Coloco-me a disposicao para quaisquer esclarecimentos,

Sérgio Ragi Eis, M.D.. C.C.D.

Centro de Diagnéstico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES)
R. Joao SilvaAbreu, 78

Praia do Canto - Vitéria, ES — CEP: 29055.450

Tel (27)2125-0202 e-mail: corooi coandg i
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