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Resumo. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da alimentacdo hiperlipidica sobre o tecido ésseo de ratas.
Cinguenta e duas ratas Wistar, pés-desmame, foram divididas em duas fases experimentais: estudo com ratas em
crescimento (n=20) e estudo com ratas ovariectomizadas (n=32). Na primeira fase, as ratas foram divididas em 2
grupos: racdo padrdo (SD) e racéo hiperlipidica (HFD), tendo duracdo de 5 semanas. Na segunda fase, as ratas
foram divididas igualmente em 4 grupos: ragdo padrdo e cirurgia simulada (SD-SH); racé@o padrdo e ovariectomia
(SD-OVX); racéo hiperlipidica e cirurgia simulada (HFD-SH); racéo hiperlipidica e ovariectomia (HFD-OVX). O
periodo total do experimento foi de 18 semanas, sendo que na quinta semana foi realizado o procedimento cirdrgico.
Apos eutanasia os 0ssos foram retirados. Os fémures foram analisados por expresséo génica dos genes PPAR-y, Runx-
2, RANKL e Catepsina-K e as tibias foram analisadas por microtomografia computadorizada, densitometria 6ssea e
ensaios mecanicos. Na fase de crescimento, a dieta hiperlipidica promoveu aumento da expressao de PPAR-y e DMO,
e nao alterou dados microestruturais e mecénicos. Na fase de castracdo, foi possivel observar que a dieta
hiperlipidica causou aumento da expressdo de PPAR-y e diminuicdo da expressdo de Runx-2. Além disso, a dieta
promoveu diminuicdo da DMO e espessura trabecular, embora ndo tenha modificado a resisténcia mecanica.
Concluiu-se com o estudo que, durante o crescimento, a dieta hiperlipidica ndo causou alteracdes significantes aos
0ss0s, mas apds deficiéncia estrogénica foi capaz de exercer efeitos deletérios ao esqueleto.

Palavras chave: Osso. Dieta Hiperlipidica. Adiposidade. Osteoporose
1. INTRODUCAO

O papel da gordura na satde 6ssea é um assunto que tem ganhado no meio cientifico, uma vez que se observa
uma mudanca nos habitos alimentares, com aumento do consumo de alimentos ultra processados, ricos em gordura e de
alto teor caldrico (Kafeshani et al., 2015; Kar e Khandelwal, 2015; Bloomfield et al., 2016). Essa mudanca no padrao
alimentar vem acompanhada de um alto indice de obesidade precoce (Sahoo et al., 2015), gerando grandes impactos
clinicos e financeiros aos sistemas nacionais de saide (Pinheiro et al., 2009). Embora seja uma condi¢&o influenciada
por fatores genéticos e hereditarios, na maioria das vezes a obesidade ocorre por um desequilibrio do consumo versus
gasto de energia, devido a fatores modificaveis, como estilo de vida sedentario e uma dieta inadequada (Ghanizadeh et
al., 2014).

Apesar de ser apontada como um fator de risco para muitas doencas cronicas (Rendina-Ruedy et al., 2016), a
obesidade, por muito tempo, foi considerada favoravel para os ossos (Lim et al., 2004; Silva et al., 2007). Os efeitos
alegadamente benéficos baseiam-se, principalmente, em uma ja bem estabelecida correlacdo entre o peso corporal € a
densidade mineral éssea (DMO)(Paula e Rosen, 2010), através do aumento da sobrecarga mecéanica (Silva et al., 2007).
No entanto, alguns estudos mais recentes mostram resultados controversos, desde a afirmativa de que essa correlagéo é
inexistente (Tintut et al., 2002; Looker et al., 2007), até uma correlagdo negativa (Matkovic et al., 1994; Hsu et al.,
2006; Zhao et al., 2008). A atual teoria mundial é de que a obesidade pode prejudicar os 0ssos e muitas vezes acelerar o
processo de perda Ossea relativos a idade. Contudo, apesar de todos os avangos cientificos no campo, ainda ha relatos
conflitantes na literatura sobre a relagdo entre dieta rica em gordura e o tecido dsseo porque os efeitos desta dieta ainda
ndo foram totalmente esclarecidos. Isso porque a idade e a maturacdo esquelética e hormonal sdo fatores que
influenciam diretamente no metabolismo 6sseo. Uma vez que o processo de aquisicdo/manutencdo 6ssea se difere nos
diferentes estagios da vida, ndo se pode esperar que os efeitos da gordura sobre 0s 0ssos sejam 0s mesmos na infancia e
no envelhecimento. Deste modo, estudos da relagdo gordura versus 0sso sobre diferentes fases da maturacdo esquelética
S80 necessarios.

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho teve aprovagdo da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da FMRP/USP (188/2013). Para
esse estudo, foram utilizadas 52 ratas wistar, com 3 semanas de vida. O estudo foi dividido em duas fases, sendo na
Fase 1 (n=20) estudadas as ratas durante o crescimento e na Fase 2 (n=32) estudadas ratas apds ovariectomia.

Os animais da Fase 1 foram divididos igualmente em 2 grupos: alimentados com dieta padrdo (SD) ou com dieta
hiperlipidica (HFD) durante o periodo experimental de 5 semanas. Os animais da Fase 2 foram divididos igualmente em
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4 grupos experimentais: dieta padrdo — sham (SD-SH), dieta padrdo — ovariectomia (SD-OVX), dieta hiperlipidica —
sham (HFD-SH) e dieta hiperlipidica — ovariectomia (HFD-OVX). Nessa fase do experimento, as ratas foram
alimentadas com a racdo experimental referente a cada grupo durante 18 semanas. Na 5% semana de experimento foi
realizado o procedimento cirtrgico de ovariectomia ou cirurgia simualada (sham).

2.1. Alimentacéo

A racdo padrdo para ratos (SD) foi a AIN-93 (Reeves et al., 1993) e a racdo hiperlipidica foi a AIN-93 modificada
de modo a conter 60% da energia na forma de gordura proveniente de gordura animal.

2.2. Procedimentos cirdrgicos

Os procedimentos cirlrgicos foram realizados apenas nos grupos experimentais da Fase 2. Para a retirada dos
ovarios as ratas foram anestesidas com injecdo intramuscular de ketamina e xilazina e apds constatacdo dos efeitos
anestésicos foram realizadas a tricotomia, assepsia e antissepsia da regido dorsal do animal. Foi realizada insicao
dorsolateral na pele e incisdo linear na musculatura para localizacéo e exposicdo do ovario. O ovario foi retirado apds
ligadura da trompa uterina que, posteriormente, foi novamente realojada na cavidade abdmoninal. As camadas muscular
e subcutanea foram suturadas e 0 mesmo procedimento foi realizado no lado contralateral. As ratas destinadas aos
grupos SH passaram pelos mesmos procedimentos, exceto a ligadura da trompa uterina e retirada do ovario. Ap6s o
procedimento cirdrugico foi realizada analgesia por 5 dias com brupernorfina (0,03 mg/kg) (Macedo et al., 2016).

2.3. Controle de massa
Todos os animais passaram por controle semanal de massa corpérea do inicio ao fim do experimento.
2.4. Eutanasia e coleta de materiais

A eutanasia dos animais ap6s 5 semanas de experimento (Fase 1) ou apds 18 semanas de experimento (Fase 2)
seguiu 0 mesmo protocolo, sendo realizada por anestesia com doses letais de ketamina e xilazina. Imediatamente apés a
morte, foram retirados os o0ssos fémures (destinados a analise de expressdo génica), tibias direitas (direcionadas para
Microtomografia computadorizada) e tibias esquerdas (direcionadas para densitometria e analise mecanica).

2.5. Analises
2.5.1. Anélise de Expressdo Génica

Para analisar a expressdo génica, 0 RNA foi extraido por meio de um kit de extracdo de RNA (Promega®, Sao
Paulo, Brasil) e quantificado por espectrofotometria de absor¢do (Eppendorf®, Hamburg, Alemanha). O cDNA foi
sintetizado a partir do RNA por meio de um kit de transcricdo reversa de alta capacidade (Applied Biosystems, EUA).
Foi realizado sequenciamento para os genes Proliferador de Peroxissoma Gama (PPAR-y), Fator de Transcri¢do
Relacionado ao Runt 2 (Runx-2), Ligante do Receptor do Ativador do Fator nuclear Kappa B (RANKL), Catepsina-K e
o gene referéncia foi o B-actina. A medida quantitativa da expressdo do mRNA foi feita por transcriptase reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real, por meio do sistema Tagman®RT-PCR (Life
Technologies, S&o Paulo, Brasil). A expressao relativa de cada gene foi calculada baseando-se no threshold cycle (Ct).
Os resultados foram analisados de acordo com o célculo de 2%, cujo resultado representa a expresséo relativa de
mMRNA em ordens arbitrarias (Livak e Schmittgen, 2001), sendo:

ACt = Ctgene — Ctgene alvo 1)
AACt = ACtgrupo — ACtcontrole 2
2.5.3. Microtomografia Computadorizada

A analise microtomografica foi realizada em um sistema P-CT de alta resolucdo (SkyScan Bruker®, Kontich,
Bélgica). Cinco o0ssos de cada grupo foram escaneados e a reconstrucdo das imagens obtidas apos escaneamento foram
feitas por meio do software NRecon® (Bruker®, Kontich, Bélgica). A regido de interesse delineada foi a metéfise
proximal da tibia, que contém principalmente osso trabecular. A reconstrugdo foi selecionada manualmente, comegando
imediatamente apds a placa de crescimento proximal por uma extensdo de 3,0mm. O osso trabecular foi isolado do
cortical por meio de segmentagdo manual. O software CTAN® (versdo 1.13.11.0, Bruker, Kontich, Bélgica) foi
utilizado para determinar o nivel de limiar ideal de binarizagdo dos histogramas da imagem. Os dados quantificados da
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arquitetura trabecular foram a espessura trabecular (Th.Th), o nimero de trabéculas (Tb.N) e separacéo trabecular
(Tb.Sp). As medidas morfométricas 6sseas e a nomenclatura estdo de acordo com as recomendagdes da American
Society of Bone and Mineral Research (Bouxsein et al., 2010).

2.5.4. Andlise de Densitometria Ossea

A densidade mineral 6ssea (DMO) foi aferida por meio de Densitometria de Absorciometria de Raio-x de Dupla
Energia (DXA). As tibias foram alinhadas e escaneadas com a face anterior voltada para cima. As imagens adquiridas
foram analisadas na regido de interesse (ROI), sendo padronizada na regido proximal da tibia, imediamente abaixo da
cartilagem de crescimento. O ROI teve area padréo de 0,09cm2.

2.5.2. Anélise Mecanica

As propriedades mecanicas de forca maxima e rigidez relativa foram avaliadas por meio de ensaios mecanicos de
baixa velocidade. Foi utilizada uma Maquina Universal de Ensaios DL10000 (EMIC®, S&o José dos Pinhais, Brasil).
As tibias foram posicionadas em um suporte de 2 apoios com 25mm de distancia entre eles. O ensaio realizado foi o de
flexdo em 3 pontos, com aplicagdo da carga na velocidade de 1,0 mm/min no sentido péstero-anterior da tibia. Uma pré-
carga de 5N e um tempo de acomodacdo de 30 segundos foram adotados.

2.5.2. Estatistica

A estatistica foi realizada no programa SPSS versdo 20.1. Para os resultados da Fase 1, a comparagdo foi feita grupo
a grupo com o teste T-Student ou teste Mann-Whitney. Os dados de FSH da Fase 2 também foram comparados entre
dois grupos, sendo utilizado o teste Mann-Whitney. O peso corporal até a 5% semana de experimento, comparado pelo
teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Os demais dados da Fase 2, foram avaliados conforme a influéncia das
varidveis (cirurgia e dieta) sobre os fatores fixos. Foi utilizado o teste de modelos lineares generalizados, com teste
complementar de Bonferroni. Foi adotado nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS
3.1. Fasel

A massa corpérea dos animais da fasel foram similares entre os grupos no inicio do experimento (p=0,257), bem
como apés a primeira semana (p=0,185). Entretanto, apds a 22 semana, o grupo HFD apresentou maior massa corporal
do que o grupo SD (p=0,004). Apos a 32 semana, a massa corporal estava novamente igual entre os grupos (p=0,380).
Ap0s a 4% semana, 0 grupo HFD apresentou, hovamente, maior massa corporal comparado ao grupo SD (p=0,022). Por
fim, ao final do experimento, o grupo HFD apresentou maior massa corporal comparado ao grupo SD (p=0,022).

A expressdo relativa do gene PPAR-y foi estatisticamente maior no grupo HFD comparado ao grupo SD (p=0,028).
No entanto, ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para os genes Runx-2 (p=0,952),
RANKL (p=0,505) e Catepsina- K (p=0,987).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos quanto a espessura trabecular (p=0,802), ao nimero de
trabéculas (p=0,374) e separacéo trabecular (p=0,360).

A DMO do grupo HFD foi estatisticamente maior do que o grupo SD (p=0,020), no entanto, ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos para for¢ca maxima (p=0,348) ou rigidez relativa (p=0,680).

3.1. Fase 2

A massa corporal dos animais da fase 2 foram estatisticamente iguais do inicio do experimento até a 5 # semana
(p>0,05), quando foi realizado o procedimento cirirgico. Apos a cirurgia, a OVX teve influencia positiva na massa
corporal na 10? semana (p=0,019) e ao final do experimento (p=0,030). A dieta hiperlipidica influenciou positivamente
na massa corpdrea em todas as semanas ap0s o procedimento cirdrgico (p<0,05).

A cirurgia OVX (p=0,005) causou diminui¢do na expressédo relativa de PPAR-y, enquanto que a dieta hiperlipidica
(p=0,048) causou aumento do mesmo. A interacdo cirurgia*dieta ndo foi estatisticamente significante (p=0,076). A
cirurgia ndo influenciou na expressdo de Runx-2 (p=0,835), mas a dieta hiperlipidica resultou em menor expressao
desse gene (p=0,033). A interacdo cirurgia*dieta também foi influente (p=0,049), mostrando que o grupo HFD-SH teve
valores estatisticamente menores que os grupos HFD-OVX (p>0,001), SD-OVX (p<0,001). A expressdo de RANKL
ndo foi influenciada pela cirurgia (p=0,087), pela dieta (p=0,233) nem pela interacdo cirurga*dieta (p=0,178). A
cirurgia OVX (p<0,001) resultou em maior expressdo de CTPS-K, mas a dieta (p=0,615), bem como a interacéo
cirurgia*dieta (p=0,783) ndo foram influentes na expressdo desse gene.
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Foi possivel observar que a cirurgia OVX resultou em maior espessura trabecular (p=0,008) menor ndmero de
trabéculas (p<0,001) e menor separagdo trabecular (p<0,001), demonstrando uma piora significativa na qualidade dssea.
A dieta hiperlipidica resultou em menor espessura trabecular (p=0,029), também indicando piora na qualidade
microestrutural.

A cirurgia OVX (p<0,001) e a dieta hiperlipidica (p=0,009) resultaram em menor DMO tibia, mas a interacédo
cirurgia*dieta ndo foi estatisticamente significante (p>0,05). A cirurgia (p=0,442), a dieta (p=0,519) e a interacdo
cirurgia*dieta (p=0,394) ndo foram estatisticamente significantes para a propriedade de forca maxima. Da mesma
forma, a cirurgia (p=0,615), a dieta (P=0,306) e a interacdo cirurgia*dieta (p=0,730) também ndo foram significativas
para rigidez relativa (Fig 1).
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Figura 1. Resultados das analises 6sseas obditas na Fase 2 do experimento

3. DISCUSSAO

O objetivo desse trabalho foi estudar a relacdo entre a gordura e o osso utilizando uma dieta rica em gordura
saturada em um modelo animal de ratas em crescimento e ovariectomizadas. Nossos resultados mostraram que durante
o0 crescimento a dieta hiperlipidica ndo causa alteragBes microestruturais e mecanicas nos 0ssos, embora seja capaz de
aumentar a DMO. J4 tardiamente, ap6s ovariectomia, a dieta hiperlipidica causa piora na qualidade microestrutural e
DMO, mas ndo altera pardmetros mecanicos.

As dietas hiperlipidicas, caracterizadas por terem 35% ou mais da energia na forma de gordura (Hariri e Thibault,
2010), tém sido usadas como modelos de indugdo a obesidade em diversos estudos experimentais (Riant et al., 2009;
Halade et al., 2010; Fujita et al., 2016). A ingestdo excessiva de lipideos pode levar ndo s ao aumento da massa
corporal e IMC (Jensen et al., 2016), mas também pode gerar alteracfes sistémicas e comprometer a salde dssea (Liang
etal., 2010).

Primeiramente, o presente estudo avaliou ratas em crescimento para compreender os primeiros efeitos fisiologicos
do consumo de gordura sobre 0s 0ssos. Esse estudo é relevante, considerando a alta epidemia de obesidade infantil,
visto que as criancas sdo altamente atraidas pelo consumo inadequado de nutrientes (De Onis et al., 2010 ). Além disso,
o efeito da obesidade no esqueleto, durante o crescimento, ainda ndo foi totalmente explicado e compreendido, pois
embora um maior risco de fraturas em criangas obesas tenha sido relatado (Stagi et al., 2013), muitas vezes a DMO esta
aumentada nesses individuos. Uma vez que o consumo de dietas pode afetar a aquisicio de massa 0Ossea, O
entendimento dessa relagdo precocemente é necessario, ja que a aquisicdo insuficiente de massa 6ssea pode refletir em
problemas osteometabdlicos futuros (Morais e Burgos, 2007). Podemos observar que o efeito sistémico da dieta
hiperlipidica, além do aumento de massa corpérea, foi principalmente relacionado ao aumento da expressdo do gene
PPAR-y nas ratas em crescimento. Esse gene relaciona intimamente com a sintese de proteinas ligadas a adipogénese.

Na primeira fase do estudo, observamos que, embora a DMO tenha aumentado nas ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica, esse aumento ndo foi suficiente para melhorar a resisténcia mecanica. Isso pode ser explicado pela
preservacdo da microarquitetura 6ssea. O nimero de trabéculas, a espessura trabecular e o espagamento — parametros
que determinam a qualidade dssea - foram semelhantes entre os dois grupos. Clinicamente, semelhante a algumas
observacdes entre adultos, as criancas obesas podem apresentar maior DMO em comparagdo com criangas eutroficas,
mas isso ndo significa que seus 0ssos sejam mais resistentes (Rendina-Ruedy et al., 2016).

Um segundo objetivo deste trabalho foi o de estudar os efeitos da dieta sobre os 0ssos de ratas ovariectomizadas,
para avaliar a relacdo gordura versus 0sso sobre a influéncia também hormonal. Essa escolha é relevante, visto que tem
sido evidenciado um aumento da adiposidade na medula éssea em mulheres pds-menopausicas com osteoporose,
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mostrando uma negativa associacdo entre a adiposidade e taxa de formacdo 6ssea (Yeung et al., 2005; Blake et al.,
2009; Shen et al., 2013).

Nossos achados mostraram que a cirurgia OV X aumento significativo da expressdo de Catepsina-k. Esse gene esta
intimamente ligado a reabsorcdo 6ssea, uma vez que se relaciona com a sintese de proteinas que desempenham papel
essencial na reabsorcdo do osso, degradante da matriz extracelular (Khajuria et al., 2011). Os efeitos locais que a
cirurgia OVX exerceu nos 0ss0s sdo consistentes com a literatura. As ratas castradas tém sido utilizadas como modelo
experimental de perda éssea (Thompson et al., 1995). A OVX é capaz de diminuir a DMO, prejudicando a qualidade
microestrutural do osso. Esses dados podem ser observados em nosso estudo, uma vez que a cirurgia OV X resultou em
menores valores de massa 6ssea, DMO, nimero de trabéculas, enquanto que maiores valores de espagcamento trabecular
e foram observados.

Ao contrario ao que foi observado nas ratas em crescimento, na segunda fase do experimento foi possivel perceber
uma diminuic&o significativa na DMO em resposta ao consumo de dieta hiperlipidica. Isso corrobora com a teoria atual
de que o acimulo de gordura corporal pode prejudicar a DMO durante a menopausa. Também foi observada uma
diminuicdo na espessura trabecular em ratas alimentadas com a dieta hiperlipidica. Também foi observado que a dieta
hiperlipidica, além de promover aumento da expressao relativa de PPAR-y, o esperado neste estudo, causou uma
diminuicdo na expressdo de Runx-2, gene que se associa a sintese de proteina envolvida na formacéo de tecido dsseo
(Lee et al., 2000).

Embora sejam necessarios futuros estudos, os resultados aqui apresentados sugerem que, embora haja um aumento
na DMO em resposta a HFD, ndo ha influéncia na qualidade e funcdo dssea em ratas em crescimento. Por outro lado,
apos a ovariectomia, a dieta hiperlipidica parece prejudicar o esqueleto, acentuando os efeitos negativos sobre a
mineralizacdo 6ssea causados pela deficiéncia estrogénica. Os resultados estdo de acordo com Halade et al. (2010), que
afirmam que animais mais velhos sdo mais susceptiveis aos efeitos da dieta hiperlipidica. Uma vez que as fraturas séo
ocorréncias comuns em resposta a deficiéncia estrogénica, nosso estudo sugere que a alimentagdo rica em gordura pode
representar um possivel fator de risco para ocorréncia de fraturas e problemas na recuperacdo das mesmas. Portanto,
sugere-se estudos para melhor compreensdo da relacdo entre fraturas, deficiéncia estrogénica e alimentagdo rica em
gordura.
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