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Resumo

Os portadores da hipertensao arterial sistémica apresentam uma tendéncia a perda 6ssea devido as alteragdes no me-
tabolismo do célcio. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar as porcentagens das dreas cortical, trabecular e
do canal medular em ratos hipertensos (SHR) e normotensos. Foram utilizados 24 ratos, sendo 12 SHR (6 machos e 6
fémeas) e 12 normotensos (6 machos e 6 fémeas). Apés o sacrificio e disseccéo do fémur direito, foi realizado um corte
transversal (aproximadamente 1lmm de espessura) na regido de maior didmetro do osso e o material imerso em hipo-
clorito de sédio 2% para retirada do tecido mole. As pegas foram fotografadas em um estereomicroscépio e as imagens
submetidas ao programa Image-J® para mensurag¢do (em mm?) das 4dreas cortical, trabecular e do canal medular. Os
valores encontrados foram transformados em porcentagens e submetidos 8 ANOVA e ao teste de Tukey (5%). Verificou-
se que o valor de porcentagem do canal medular foi maior nos ratos hipertensos, tanto machos (p=0,02) quanto fémeas
(p=0,01). Em relag@o as médias das porcentagens das dreas cortical e trabecular, os animais hipertensos apresentaram
valores menores, embora ndo estatisticamente significativos. Também nao foram encontradas diferencas significativas
entre machos e fémeas. Concluiu-se que os animais hipertensos machos e fémeas apresentaram aumento da porcentagem
da drea do canal medular, provavelmente em conseqiiéncia a reducdo dos ossos cortical e trabecular, o que sugere um
aumento na reabsorcio éssea nos hipertensos.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica tem sido rela-
cionada com a osteoporose em humanos’ e animais
hipertensos'!*. O mecanismo desta rela¢ao ainda nao
estd claro, porém, € sugerido que ocorra devido as
mudancas no metabolismo do cdlcio presente nos
hipertensos!>+68,

Na literatura, hé relatos de uma reducio no conte-
udo de célcio 6sseo' e na densidade mineral 6ssea nos
ratos espontaneamente hipertensos (SHR)!7,

A redugdo da massa 6ssea em hipertensos também
foi evidenciada em alguns estudos, sendo justificada por
um desequilibrio na remodelacio deste tecido, com um
predominio do processo de reabsor¢do Gsseal*!2,

Sabe-se que as caracteristicas gerais da hipertensao
primaria podem ser alteradas por influéncia dos hor-
monios sexuais'®'!. Entretanto, a maioria dos estudos
experimentais que avaliam as caracteristicas 6sseas dos
SHR foi realizada apenas em machos, sendo que poucos
comparam as diferengas entre os sexos*!3.

Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar
as porcentagens correspondentes as dreas cortical,
trabecular e canal medular em fémures de ratos hi-
pertensos (SHR) comparando-os com normotensos
e verificando as diferengas existentes entre machos
e fémeas.

Process
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MaTeriAL E METODO

Foram utilizados 24 ratos, com aproximadamente
22 semanas de idade, sendo 12 SHR (6 machos e 6
fémeas) e 12 controles normotensos (6 machos e 6
fémeas). Apds o sacrificio, os fémures direitos dos
animais foram removidos, dissecados e cortados
transversalmente no local de maior didmetro da regido
proximal da diafise. Os cortes (aproximadamente
Imm de espessura) foram colocados em hipoclorito
de sédio 2% durante dez horas, para retirada do tecido
mole, e posteriormente foram analisados em estereo-
microscépio com aumento de 12.5x. As pecas foram
fotografadas e as imagens analisadas, com auxilio do
programa Image-J® (Versdo 1,32 para Windows),
de dominio publico (http://rsb.info.nih.gov/ij/down-
load.html), do Instituto Nacional de Saide (NIH),
Bethesda, EUA.

A drea total (A) e as dreas correspondentes ao
osso cortical (AC), ao trabecular (AT) e ao canal
medular (AM) foram circundadas e mensuradas em
mm? (Figura 1). Os valores foram transformados em
porcentagem: porcentagem cortical (PC=AC/A),
porcentagem trabecular (PT=AT/A) e porcentagem
do canal medular (PM=AM/A) e avaliados separada-
mente. Os dados foram apresentados como média e
desvio-padrao (média+DP).

Pl

A

FIGURA 1 — Metodologia empregada para a morfometria das dreas Osseas cortical, trabecular e do canal medular (em mm?2), realizada por meio do

programa Image J.
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Para cada porcentagem (PC, PT ou PM), a andlise

estatistica foi realizada em duas etapas. Na primeira,
houve arealizac@o da andlise de variancia (ANOVA-dois
fatores) e do teste de Tukey (5%) para todos os grupos de
animais, avaliando a relacdo entre a presenca da hiper-
tensdo e o sexo. Na segunda, foi aplicado ANOVA (um

fator) para machos e fémeas independentemente.

REsuLTADOS

As médias das porcentagens das dreas cortical,
trabecular e do canal medular estdo expostas na Tabela
1 e representadas na Figura 2.

Tabela 1 — Médias*desvio-padrao correspondentes as porcentagens das areas cortical (PC),
trabecular (PT) e do canal medular (PM) nos animais normotensos e hipertensos,
machos e fémeas

PC PT PM
Normotenso Macho 60,4+5 17,93+4,99 21,66+2,17
Hipertenso Macho 58,31+6,38 12,84+7,76 28,86+3,96
Normotenso Fémea 59,05+5,5 17,74+8,37 23,21+4,93
Hipertenso Fémea 58,07+5,47 10,23+2,17 31,37+4,01
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FIGURA 2 — Médias dos dados referentes as porcentagens das dreas cortical (PC), trabecular (PT) e do canal medular (PM) nos animais normotensos

e hipertensos, machos e fémeas.
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Ap6s a aplicacdo do ANOVA (dois fatores) para
PC, PT e PM, verificou-se que o p referente a inte-
racdo entre o sexo e a presenca da hipertensdo ndo
foi estatisticamente significante para nenhuma das
porcentagens.

Como machos e fémeas apresentaram padrdes
semelhantes (Figura 2), aplicamos ANOVA (um
fator) para os valores de PC, PT e PM dos animais
machos e fémeas separadamente. Pudemos verificar p

significante apenas para os valores de PM, tanto para
machos (p=0,02) quanto para fémeas (p=0,01), com
a presenca de maior canal medular nos animais hiper-
tensos de ambos os grupos. Os valores de p para PC e
PT foram, respectivamente: p=0,54 e 0,20 (machos) e
p=0,76 e 0,59 (fémeas).

Na Figura 3, pode-se notar os cortes 6sseos refe-
rentes aos animais normotensos e hipertensos, machos
e fémeas.

FIGURA 3 — Fotografia das pegas dsseas em estereomicroscopio (aumento original de 12.5). a) animal do grupo normotenso macho, b) animal do grupo
normotenso fémea, ¢) animal do grupo hipertenso macho, d) animal do grupo hipertenso fémea.

DiscussiAo

O presente estudo demonstra uma alteracdo no
valor percentual da drea do canal medular dos fémures
dos animais hipertensos, fato este que se relaciona com
achados de diversos autores'**71213 og quais notaram
caracterfsticas 6sseas distintas nos SHR, quando com-
parados aos controles normotensos.

No nosso trabalho, os valores de PC, PT e PM
foram calculados em cortes transversais. Dessa forma,
em relag@o aos valores corticais e medulares, usamos
a mesma metodologia de outros estudos*>'2, entre-
tanto, para a mensuracio dos valores trabeculares, a
literatura relata a realizagdo de cortes longitudinais'?,
o que difere do nosso trabalho.
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Outra diferenca € que os trabalhos encontrados
na literatura avaliaram a morfometria 6ssea em ti-
bias*>!2, entretanto em nossa metodologia utilizamos
fémures.

Nossos valores referentes a PM foram estatisti-
camente maiores nos animais hipertensos em relagao
aos normotensos, tanto em machos quanto em fémeas.
Comparando com os trabalhos que avaliaram ratos ma-
chos, nossos achados confirmam os resultados de Izawa
etal.* (1985), porém discordam de Wang et al.!? (1993),
0s quais nao encontraram nenhuma diferenca estatistica
entre estes valores. Em relacdo ao canal medular das
fémeas, nosso trabalho difere do de Liang et al.®> (1997),
pois estes autores niao encontraram diferenca estatistica
entre a PM das ratas hipertensas e normotensas.
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Apesar de ndo significantes, as médias referentes
a PC e PT foram menores nos animais hipertensos de
ambos os sexos e dessa maneira, acreditamos que a dis-
creta reducao do osso cortical somada a diminui¢@o do
0sso trabecular foi responsavel pelo aumento do canal
medular. O célculo das édreas feito em porcentagem foi
realizado justamente para ndo haver resultados distor-
cidos devido as diferentes areas totais dos 0ssos, carac-
teristicas que podem ser visualizadas na Figura 3.

Acredita-se que o mecanismo de reducdo da massa
Ossea nos ratos hipertensos ocorra devido a taxa de
reabsor¢do exceder a formacdo dssea, com a atividade
osteocldstica sendo dominante sobre a atividade osteo-
blastica'>!2, Wang et al.!? (1993) verificaram um aumen-
to do niimero de osteoclastos e reducdo do niimero de
osteoblastos e células osteoprogenitoras nos SHR, fato
este, que pode justificar um aumento na reabsor¢ao 6ssea
dos ossos cortical e trabecular nos animais hipertensos,
com conseqiiente aumento do canal medular.

Em concordancia com Wang et al.'> (1993) e Liang
et al.> (1997), ndo verificamos uma reducdo signifi-
cativa da porcentagem de osso cortical para machos
e fémeas, respectivamente. Entretanto, € relatado
que as diferengas entre o osso trabecular dos SHR e
normotensos sdo muito maiores do que em relacdo
a0 0sso cortical’.

Wang et al.'? (1993) verificaram uma redugio sig-
nificante do volume trabecular nos SHR e mostraram
uma diminui¢@o da espessura e do nimero de trabé-
culas, além de um aumento na separacio trabecular
em comparagdo com os normotensos. Em nossos
resultados ndo verificamos diferencas estatisticas da
porcentagem trabecular, apesar de uma discreta redu-
¢do nos hipertensos, fato que pode ser justificado pela
diferenca na metodologia empregada.

Apesar da maioria dos estudos ter sido realizada
em ratos machos, € importante a avaliacdo do compor-
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tamento 6sseo em fémeas, pois a osteoporose € muito
mais prevalente em mulheres do que em homens’. O
estudo de Liang et al.’> (1997) foi o tnico a avaliar a
real influéncia hormonal nas ratas fémeas hipertensas,
pois estes autores compararam fémeas ovariectomiza-
das e ndo ovariectomizadas. Nossos resultados mostra-
ram valores semelhantes entre machos e fémeas, ja que
as fémeas por nés utilizadas apresentavam condi¢des
hormonais normais. Talvez se estas fémeas fossem
ovariectomizadas, encontrariamos valores diferencia-
dos, uma vez que Liang et al.” (1997) verificaram que
a perda 6ssea foi maior nas ratas com deficiéncia de
estrégeno, o que ressalta a importancia clinica para
mulheres pds-menopausa.

Os estudos comparando machos e fémeas sdo
raros. Em relagdo a taxa de reabsorcio ssea, Wright
& DeMoss!® (2000) verificaram que na 24* semana
de vida dos animais, periodo semelhante ao do nosso
experimento, houve uma clara diferenca entre os se-
X0s, com significante aumento na taxa de reabsor¢ao
nas fémeas, principalmente SHR.

Em nosso estudo, nao verificamos diferencas
entre machos e fémeas, concordando com Inoue et
al.? (1995), os quais ndo verificaram alteracdo no vo-
lume 6sseo nem na espessura trabecular de machos
e fémeas.

CoNcLusAo

Dessa maneira, os achados do nosso trabalho
permitem concluir que os animais hipertensos apre-
sentaram aumento da porcentagem da area do canal
medular conseqiiente a reducdo dos ossos cortical
e trabecular, o que nos leva a supor um aumento na
taxa de reabsor¢do 6ssea nos hipertensos, relacionada
talvez ao aumento do nimero de osteoclastos'? e ao
metabolismo alterado do calcio'**.
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ABSTRACT

The systemic arterial hypertension patients present a bone loss tendency due to calcium metabolism alteration. The aim
of this study was to evaluate and compare cortical, trabecular and marrow areas percentage in hypertensive (SHR) and
normotensive rats. Twenty four rats were divided into 2 groups: 12 SHR (6 males and 6 females) and 12 normotenses (6
males and 6 females). After the sacrifice, the right femurs were dissected and a Imm transversal cut was performed in
the largest bone region and the material was immersed into sodium hypochlorite 2% to soft tissue removal. The sections
were photographed and analyzed by Image-J® program to measure cortical, trabecular and marrow areas (in mm?). The
values were transformed in percentage and submitted to ANOVA and Tukey test (5%). It was verified that the marrow
area percentage was higher in hypertensive rats, in males (p=0,02) and also females (p=0,01). Although cortical and
trabecular areas percentage were lower in hypertensive animals, these values were not significant. In addition, no diffe-
rence was observed between males and females rats. In conclusion, males and females hypertensive animals presented
a marrow area percentage increase maybe in consequence to cortical and trabecular area reduction, what suggests an
increased bone resorption in hypertensive animals.
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