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RESUMO

A estimulacao elétrica de baixa intensidade (EE) tem sido utilizada para o reparo
0sseo, mas pouco se sabe sobre seus efeitos no tecido ésseo apés a
menopausa. Os ostedcitos provavelmente desempenham um importante papel
mediando este estimulo fisico, e poderiam agir como transdutores através da
liberacdo de sinais bioquimicos como o 6xido nitrico (NO). O objetivo deste
trabalho foi investigar os efeitos da EE no metabolismo ésseo de ratas
ovarectomizadas, e se o NO poderia ser um mediador destes efeitos. Sessenta
ratas (200-2209) foram divididas em 6 grupos: SHAM; SHAM tratado com 6mg/d
de L-NAME, um inibidor da NO sintase (SHAM-L-NAME); ovarectomizado (OVX);
OVX tratado com L-NAME (OVX-L-NAME) ou submetido a uma estimulagéao
elétrica no corpo todo do animal (OVX-EE) ou ambos (OVX-EE-L-NAME) por 12
semanas. A densidade mineral éssea (DMO) global, de coluna e membro
posterior foram medidas através de densitometria 6ssea antes e ao final do
protocolo. ApO6s o sacrificio, as tibias foram retiradas para andlises
histomorfométricas e imunohistoquimicas. A apoptose de osteocitos (técnicas de
caspase-3 e TUNEL) e expressdes da NO sintase endotelial (eNOS) e indutivel
(INOS) foram analisadas por imunohistoquimica. As ratas OVX demonstraram
significante (p<0.05 vs SHAM) diminuicdo da DMO final global, de coluna e de
membro posterior, medidas por densitometria, reducao de volume 6sseo (10% vs
25%) e numero de trabéculas (1.7 vs 3.9), e aumento das superficies de
reabsorcdo (4.7% vs 3.2%) e mineralizacdo (15.9% vs 7.7%), medidas por
histomorfometria. No entanto, apdés a EE, todos estes paradmetros foram
semelhantes aos valores do grupo SHAM e significantemente diferentes de OVX.

A EE néao foi capaz de prevenir a reducdo de volume 6sseo e numero de
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trabéculas causadas pela OVX na presenca de L-NAME (OVX-L-NAME vs OVX-
EE-L-NAME), como o fez na auséncia deste inibidor da NOS. Porém, o L-NAME
nao bloqueou os efeitos da EE na reabsorcao 6ssea (superficies de reabsorcao e
de osteoclastos) em ratas OVX. A eNOS e iNOS foram: expressas de forma
semelhante no coértex das tibias de SHAM, nao expressas em OVX, e
similarmente expressas em OVX-EE quando comparadas ao SHAM. As
expressdes de eNOS e iINOS nao foram detectadas no tecido ésseo de nenhum
grupo tratado com L-NAME. Nas ratas OVX, a porcentagem de ostedcitos
apoptoéticos (24%) foi significantemente maior do que em SHAM (11%) e OVX-EE
(8%). Todos os grupos tratados com L-NAME tiveram uma diminuicdo na
porcentagem de ostedcitos apoptoéticos. Assim, nosso estudo evidenciou que a
EE previne alguns efeitos causados pela OVX no tecido 6sseo preservando a
DMO, estrutura e microarquitetura désseas, expressdo de eNOS e INOS e
viabilidade de osteécitos. Além disso, foi demonstrado que o L-NAME bloqueia
parcialmente os efeitos da EE na estrutura 6ssea (mas nao na reabsorgao) e na
expressdao de eNOS e iINOS em ratas OVX, sugerindo que o NO possa ser um
mediador dos efeitos positivos da EE no tecido 6sseo. No entanto, nao foi
possivel identificar se os efeitos positivos da EE na viabilidade de ostedcitos
foram mediados pelo NO, pois os efeitos do L-NAME nestas células foram

semelhantes aqueles causados pela EE.

Palavras-chave: Estimulagdo  Elétrica, Ovarectomia, Oxido  Nitrico,

Histomorfometria, Ostedcitos.
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ABSTRACT

Low Intensity Electrical Stimulation (LIES) has been used for bone repair but little
is known about its effects on bone after menopause. Osteocytes probably play a
role in mediating this physical stimulus and they could act as transducers through
the release of biochemical signals, such as nitric oxide (NO). The aim of the
present study was to investigate the effects of LIES on bone metabolism in
ovariectomized rats, and if NO could be a mediator of these effects. Sixty rats
(200-220g) were divided into 6 groups: SHAM; SHAM treated with 6mg/d of L-
NAME, an inhibitor of NO synthase (SHAM-L-NAME); ovariectomized (OVX); OVX
treated with L-NAME (OVX-L-NAME) or subjected to a whole body electrical
stimulation (OVX-LIES) or both (OVX-LIES-L-NAME) for 12 weeks. Global, spine
and posterior limb bone mineral density (BMD) were measured by bone
densitometry before and at the end of protocol. After sacrifice, tibias were
collected for histomorphometric and immunohistochemistry analysis. Osteocyte
apoptosis (caspase-3 and TUNEL techniques) and expressions of endothelial NO
synthase (eNOS) and inducible NOS (iNOS) were assessed by immunostaining.
OVX rats showed significant (p<0.05 vs SHAM) decreased final global, spine and
limb BMDs, measured by densitometry, decreased bone volume (10% vs 25%)
and trabecular number (1.7 vs 3.9), and increased eroded surfaces (4.7% vs
3.2%) and mineralization surfaces (15.9% vs 7.7%), measured by
histomorphometry. In contrast, after LIES, all these parameters tended to be
similar to SHAM and significantly different from OVX. LIES was not able to prevent
the reduction of bone volume and trabecular number caused by OVX in the
presence of L-NAME (OVX-L-NAME vs OVX-LIES-L-NAME), as it did in the

absence of this NOS inhibitor. However, L-NAME did not block the effects of LIES
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on bone resorption (eroded surface and osteoclasts surface) in OVX rats. eNOS
and iINOS were: similarly expressed in tibiae cortices of SHAM, not expressed in
OVX and correspondingly expressed in OVX+LIES when compared to SHAM.
eNOS and iINOS expressions were not detected on bone of none of L-NAME
treated groups. In OVX, the percentage of apoptotic osteocytes (24%) was
significantly increased when compared to SHAM (11%) and OVX-LIES (8%). All L-
NAME treated groups showed a diminished percentage of apoptotic osteocytes. In
conclusion, our study showed that LIES counteracts some effects of OVX on bone
tissue preserving BMD, bone structure and microarchitecture, iINOS and eNOS
expression and osteocyte viability. Moreover, it was demonstrated that L-NAME
partially blocks the effects of LIES on bone structure (but not on bone resorption)
and on iINOS and eNOS expressions in OVX rats, suggesting that NO may be a
mediator of the positive effects of LIES on bone. However, it was not possible to
identify if the known positive effects of LIES on osteocyte viability were mediated
by NO, since the effects of L-NAME on these cells were similar to those caused by

LIES.

Key-words: Electrical Stimulation, Ovariectomy, Nitric Oxide, Histomorphometry,

Osteocyte.
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1. INTRODUCAO




O envelhecimento populacional € um fendmeno mundial e, segundo o
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), o Brasil tera 13 milhdes de
idosos em 2030, o que representara a sexta populacdo mundial de idosos em
nuamero absoluto. Este avango da idade sera responsavel por um grande aumento
na incidéncia de doengas crbnicas como, por exemplo, a osteoporose (Shephard,
2003).

Atualmente, estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas sofram de
osteoporose no mundo todo (Cooper et al., 1992). Aproximadamente 30% das
mulheres p6s-menopausadas tem osteoporose nos Estados Unidos e Europa, e
40% destas mulheres terdao uma ou mais fraturas devido a osteoporose até o final
da vida (Melton et al., 1992).

A osteoporose é definida como uma desordem esquelética caracterizada
por resisténcia 6ssea comprometida predispondo o individuo a um maior risco de
fratura. Neste contexto, a resisténcia Ossea corresponde a integracao entre
densidade e qualidade éssea (NIH, 2001). A organizacdo mundial de saude
(WHO, 1994) define osteoporose como densidade mineral 6ssea (DMQO) a partir
de 2.5 desvios padrao abaixo da média para mulheres adultas jovens e
caucasianas. Estudos mostram que para cada 1.0 desvios padrao da DMO média
para jovens, o risco de ocorrer uma fratura vertebral aumenta em 2 a 2.4 vezes, e
o0 risco para uma fratura ndo-vertebral aumenta em 1.7 vezes (Ross et al., 1996).
A alta incidéncia desta doenga em mulheres na p6s-menopausa ocorre devido a
queda dos niveis de estrogénio, que promove um desequilibrio entre formacao e
reabsorcado 6ssea com predominio desta ultima.

A osteoporose e suas consequentes fraturas tém um grande impacto na

saude publica pelo aumento na morbi-mortalidade e pelos custos econémicos



que, s6 nos Estados Unidos, chegam a 15 bilhées de délares por ano (NIH, 2001).
Estes niUmeros sédo ainda mais alarmantes em relacao ao futuro, pois se calcula
que, até o ano de 2050, a incidéncia de fraturas de quadril aumentara 240% em
mulheres e 310% em homens (Gulbert et al., 1997).

Um estudo com idosos (n=301) em um bairro de classe média na cidade de
Sao Paulo demonstrou a presenca de osteopenia e/ou osteoporose em pelo
menos um dos sitios analisados (vértebra ou fémur) em 92.8% das mulheres
acima de 70 anos (Camargo et al., 2005).

Nas duas Ultimas décadas, o desenvolvimento de novos medicamentos
para osteoporose possibilitou uma reducdo no risco relativo de fratura vertebral
em 50 a 65% (Zizic, 2004). Esta mesma eficacia, entretanto, ndo foi demonstrada
em relacdo a prevencao de fraturas de quadril, onde poucas medicagdes sao
capazes de propiciar algum beneficio. Além disso, efeitos adversos estdo
associados ao uso destas drogas, que mais comumente produzem alteracdes
gastrointestinais como dores abdominais, nauseas, vémitos e diarréia (Biswas et
al., 2003), além de disturbios metabdlicos e tromboembdlicos (Sgarabotto et al.,
2007). Embora raros no tratamento da osteoporose, sdo bastante temidas
complicagdes como osteonecrose de mandibula, fibrilacao atrial e epidermdlise
(Marx et al., 2007) e acabam por prejudicar a aderéncia ao tratamento a longo
prazo.

A busca por tratamentos mais custo efetivos e, se possivel, sem efeitos
colaterais indesejaveis tem sido intensa, ja se antevendo o agravamento desta
situacdo com o envelhecimento da populacdo. A possibilidade de o tecido ésseo
responder a estimulos fisicos faz disto uma alternativa em potencial para o

desenvolvimento de novas técnicas para a prevencgao de fraturas.



1.1 Tecido Osseo e Piezoeletricidade

A palavra piezoeletricidade literalmente significa “eletricidade de presséo”:
o prefixo piezo € derivado da palavra grega piezin que significa pressao. O
primeiro relato das propriedades piezoelétricas do osso foi feito por Fukada e
Yasuda (1957) que, em um estudo com o0ssos humanos, constataram a
piezoeletricidade do 0sso, pois este produziu, sob acdo de uma carga mecanica,
uma polarizacdo elétrica, convertendo entdo a energia mecénica em energia
elétrica (efeito piezoelétrico direto). Com esta descoberta, varias formas de
tratamento tém sido sugeridas baseadas nesta propriedade do osso de
transformar energia mecéanica em energia elétrica, como o ultra-som pulsado de
baixa intensidade desenvolvido por Duarte (1983).

Um campo elétrico pode ser diretamente induzido por fontes elétricas e
eletromagnéticas ou indiretamente induzido via efeito piezoelétrico. Pilla (2002),
em um estudo com osteotomias em fibulas de coelhos, demonstrou que o campo
elétrico induzido elétrica ou mecanicamente tem caracteristicas comuns de forma
de onda, e que ambos podem entregar doses similares de estimulagao elétrica ao
0ss0 em reparo. Assim, este autor cita que um importante mensageiro afetando a
atividade celular € o campo elétrico, sugerindo que o reparo e o remodelamento
0sseos possam ser modulados utilizando-se sinais mecanicos (ultra-som e

vibracao) ou elétricos e eletromagnéticos (campo eletromagnético pulsado).

1.2 Agentes Fisicos e Tecido Osseo
Ja sdo bem conhecidos, em estudos experimentais, os efeitos positivos do
ultra-som (Duarte, 1983), da terapia laser (Garavello-Freitas et al., 2003; Lirani-

Galvao et al., 2006), e da estimulagédo elétrica (EE) (Hsu al., 2003), todos de



baixa intensidade, no reparo 6sseo (Lirani & Lazaretti-Castro, 2005 — anexo 1).
Como consequéncia disto, o ultra-som pulsado de baixa intensidade tem sido
utilizado em humanos para acelerar a consolidacao de fraturas (Kristiansen, 1997;
Rubin et al., 2001; Khan e Laurencin, 2008). A EE para o reparo 6sseo também
vém sendo empregada clinicamente em casos de nao-unido 6ssea (Scott e King,
1994; Simonis et al., 2003) e fusdo de vértebras (Akai et al., 2002; Gan e Glazer
2006), e ambas as técnicas estdo aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration) americana com estas indicac¢des (Lind e Bunger, 2001).

Assim, sabe-se que estimulos mecanicos e elétricos de baixa intensidade
podem influenciar a formacdo e reabsorcdo Ossea, sugerindo que estas
modalidades também possam ser usadas clinicamente para inibir ou reverter a
osteopenia (Rubin e McLeod, 1996). No entanto, a literatura sobre os efeitos
destes agentes fisicos no tecido osteopénico ou osteoporético ainda é muito

escassa.

1.3 Estimulacao Elétrica

A estimulacao elétrica para reparo 6sseo vem sendo utilizada para retardo
de consolidacao de fraturas e pseudartrose ha mais de 3 décadas (Bassett et al.,
1974; Bassett et al., 1977; Borsalino et al., 1988). Trabalhos com cultura primaria
de células ésseas de metacarpo de bovinos submetidas a EE mostraram um
aumento significativo do conteudo de calcio e aceleragdo da formacado mineral
Ossea avaliados, respectivamente, através de um método colorimétrico e
microscopia eletrénica (Wiesmann et al., 2001), e um aumento da proliferacéo de
osteoblastos em células da calvaria de ratos recém-natos (Chang et al., 2004),

quando comparados ao grupo controle. Em fémures de ratos, a EE foi capaz de



promover a osteogénese aumentando a expressao génica do colageno tipo | e da
osteocalcina, uma proteina expressa por osteoblastos e que indica formagéo

0ssea, conforme detectado por hibridizagéo in situ (Takahashi et al., 2004).

Apesar dos diversos estudos citando os efeitos positivos da EE no tecido
0sseo, seu mecanismo de acao ainda nao foi completamente elucidado. Brighton
e cols (2001) demonstraram que 0s sinais elétricos estimulam a proliferacao de
células semelhantes a osteoblastos (linhagem MC3T3-E1) em cultura, e
aumentam os niveis de protaglandina E,, AMPc (adenosina monofosfato ciclico) e
TGFB; (fator de crescimento transformador B+). Através do uso de inibidores
metabdlicos especificos, este estudo ainda evidenciou que o aumento na
proliferacdo celular é decorrente de um incremento na concentracdo
citoplasmatica de célcio causado pela EE por um mecanismo de abertura dos
canais de calcio voltagem-dependentes (figura 1). Para melhor compreensao
deste mecanismo, é importante citar que a fosfolipase A> € uma enzima que leva
ao aumento da prostaglandina E,, que por sua vez age como um fator autocrino
e/ou paracrino para estimular a proliferacao celular e possivelmente aumentar os
niveis de caélcio intracelular (Feyen et al., 1985). Além disso, a calmodulina
ativada é conhecida por promover a sintese de nucleotideos e a proliferacdo

celular (Crocker et al., 1988; Tomlinson et al., 1984).



Estimulacao Elétrica
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Figura 1 — Desenho esquematico do mecanismo de acao da estimulacéo elétrica
por acoplamento capacitivo em cultura de células semelhantes a osteoblastos
(inhagem MC3T3-E1) proposto por Brighton e cols. (2001). PGE; =
prostaglandina E,, PLA, = fosfolipase A.. Desenho adaptado de Brighton e cols.
(2001).

Brighton e cols (2001) ainda citaram que o0 mecanismo de acdo do PEMF
(pulsed electromagnetic field) difere da EE por mobilizar o calcio intracelular, mas
que ambos tém o mesmo mecanismo final que € o aumento dos niveis de
calmodulina ativada e calcio citoplasmatico. Outros autores, no entanto,
observaram que alteracées na concentracao intracelular de calcio também podem
mediar os efeitos da EE em células da cartilagem de galinhas (Rodan et al., 1978)

e em células hepéticas humanas in vitro (Cho et al., 1999).

Silva e cols (1993) demonstraram que campos elétricos com freqiéncia

semelhante aquela do ultra-som utilizado em estimulacdo do reparo 6sseo (1.5



MHz), produzem aumento na incorporacao de calcio ibnico intracelular em
culturas de células 6sseas, através da ativacao de canais de transporte de célcio
do tipo L (sensiveis a variagao de tensao elétrica) presentes na membrana
plasmatica. Em seguida, foi demonstrado em cultura de células semelhantes a
osteoblastos humanos (linhagem MC3T3-E1) que os canais de transporte de
célcio do tipo L sdo mecano-sensiveis, ou seja, também respondem a estimulos

mecanicos (Duncan & Hruska, 1994; Chen et al., 2000).

Mais recentemente demonstrou-se que, em cultura de osteoblastos da
calvaria de ratos, o estimulo com PEMF aumentou a proliferacdo celular e a
atividade das proteinoquinases A, C e G. Estes fen6menos associaram-se a um
aumento da concentracao citoplasmatica de célcio e a ativagao da calmodulina (Li

et al., 2006).

Estudos in vitro sugerem que o PEMF atue sobre o tecido ésseo através da
regulacao de osteoclastos e osteoblastos. Em cultura de células da medula 6ssea
de ratos, o PEMF diminuiu o recrutamento de células semelhantes a osteoclastos
em 33% e a porcentagem da superficie de reabsorcdo em 29%, quando
comparado ao grupo controle. Nas culturas de células estimuladas com PEMF
notou-se uma diminuigdo significativa das concentracées de RANKL (ligante do
ativador do receptor do fator nuclear kB), assim como um aumento de 23% na
concentracdo de osteoprotegerina. Estas duas substancias sdo produzidas pelos
osteoblastos e controlam a diferenciacdo e atividade dos osteoclastos (Chang et
al., 2005). Células semelhantes a osteoblastos humanos (linhagem MG63)
também sao sensiveis ao PEMF, pois respondem a este estimulo com um
aumento significante da atividade da fosfatase alcalina, sintese de colageno e

producéo de osteocalcina (Lohmann et al., 2000).



Assim, sdo iniumeros os estudos que demonstram que a EE tem efeitos
positivos no tecido ésseo, mas sao poucos os trabalhos que avaliam seus efeitos
no tecido osteopénico ou osteoporoético. Em 1984, nos Estados Unidos, Brighton e
Pollack (1984) obtiveram a aprovacao da patente de um estimulador elétrico para
prevenir e tratar a osteoporose de desuso em membros posteriores de ratos, pois
apresentaram ao 6rgao responsavel relatos de um ganho significativo de massa
O0ssea e resisténcia mecanica, mas estes dados ndo foram publicados na
literatura cientifica, ndo servindo de embasamento para as investigacoes
subsequentes.

Embora os mecanismos de ag¢do da EE e do PEMF no tecido osteopénico
nao tenham sido elucidados, algumas investigacdes clinicas ja apontam os efeitos
positivos destes agentes fisicos em humanos. Tabrah e cols (1990) utilizaram o
PEMF no antebraco de mulheres osteoporoéticas por 3 meses e observaram um
aumento significativo na DMO do radio. Em um estudo duplo cego e randomizado,
40 mulheres pds-menopausadas foram expostas ao PEMF (n = 20) ou placebo (n
= 20) por 1h/dia, 3 vezes por semana por 3 meses (0 campo gerado expunha a
coluna vertebral e pelve). No grupo tratado houve um aumento significativo na
osteocalcina sérica e no peptideo C-terminal do pré-colageno tipo |, que sao
marcadores de formacao déssea, embora ndo tenha sido detectada variacao
significativa de massa 6ssea neste pequeno intervalo de tempo (Giordano et al.,
2001). Em 2005 nos Estados Unidos, foi criada a patente de um PEMF para tratar
osteoporose em humanos, com parametros semelhantes aos estimuladores
comercialmente disponiveis para tratar fraturas, mas novamente seus autores nao

publicaram resultado algum na literatura (Tepper et al, 2005). Desta forma, fica



claro que sao necessarios trabalhos cientificos de qualidade para elucidar os

efeitos da EE no tecido osteopénico e osteoporotico.

1.4 Ostedcitos

O conceito de que o tecido 6sseo se adapta a carga mecanica a ele
imposta data de 1892, quando Wolff descreveu que 0 0sso responde a carga
mecanica através da adaptacdo de sua microarquitetura (Wolff, 1892). Décadas
mais tarde, a capacidade Unica dos ostedcitos de se comunicar a partir da matriz
O0ssea mineralizada com elementos celulares na superficie 6ssea, medula 6ssea e
vasos sanguineos, tornou estas células os candidatos mais l6gicos para a
percepcao e resposta as deformacdes mecéanicas (Aarden et al., 1994).
Ostedcitos sdao células Osseas derivadas de osteoblastos que cessaram a
producdo de matriz 6ssea (Palumbo et al., 1990), encontram-se inseridas na
matriz 6ssea mineralizada e sdo conectadas umas as outras e a superficie éssea
através de uma rede criada por seus prolongamentos citoplasmaticos (Aarden et
al., 1994).

Atualmente sabe-se que 0s ostedcitos agem como mecanosensores e
transdutores através da liberagdo de fatores bioquimicos, como o éxido nitrico
(NO), que podem modular a atividade de osteoclastos e osteoblastos de acordo
com a carga mecanica recebida (Burger & Klein-Nulend, 1999). Assim, na
auséncia de estimulo mecanico, a viabilidade de ostedcitos decresce e 0 numero
de osteoclastos aumenta (Aguirre et al., 2006), o que propicia uma deterioracao
da microarquitetura e da DMO.

Da mesma forma, o aumento da fragilidade 6ssea resultante do uso de

glicocorticéides (Weinstein et al., 1998) e deficiéncias estrogénica (Tomkinson et
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al., 1997) e androgénica (Kousteni et al., 2001) esta associado a uma maior
prevaléncia de morte celular programada, ou apoptose, de osteécitos. Estudos
recentes tém demonstrado que a densidade de osteocitos (Ma et al., 2008) e os
niveis de produtos de NO circulantes (Wimalawansa, 2007) sao significativamente
reduzidos com a deficiéncia estrogénica, como constatado em ratas
ovarectomizadas (Ma et al, 2008) e em mulheres pds-menopausadas
(Wimalawansa, 2007).

Por outro lado, varios trabalhos evidenciam que a apoptose de ostedcitos
pode ser reduzida através da estimulacao mecéanica (Noble et al., 2003; Bakker et
al., 2004; Basso e Heersche, 2006; Tan et al., 2006). Em um estudo in vitro,
realizado com células da calvaria de galinhas, foi demonstrado que a acao do
estimulo mecéanico em ostedcitos tem como consequiéncia a inibicdo da formagao
de osteoclastos e da reabsorcao 6ssea (Tan et al., 2007).

O NO tem um importante papel na modificacdo do turnover ésseo em
resposta ao estimulo mecanico (Zaman et al., 1999) e estudos in vitro ja
comprovaram que este estimulo induz a liberacao de NO por ostedcitos (Klein-
Nulend et al. 1995a; Zaman et al., 1999; Vatsa et al., 2006). Assim, as pesquisas
relativas aos efeitos da estimulacdo mecéanica nos osteocitos estdo se tornando
esclarecedoras, enquanto que os efeitos da EE na viabilidade de ostedcitos ainda

sao desconhecidos.

1.5 Oxido Nitrico
O éxido nitrico € um importante sinalizador celular que age em diferentes
tecidos regulando uma série de processos fisiolégicos e celulares. Sabe-se que

dentre os processos regulados por ele estdo a vasodilatagcao e regulacao do tono
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vascular normal, inibicdo de agregacao plaquetaria, neurotransmissao, resposta
inflamatéria, apoptose e motilidade celular. Sua sintese ocorre via oxidagao de L-
arginina pela enzima NO sintase (NOS) (figura 2). O NO formado, de reduzido
tamanho molecular e de natureza lipofilica, é difundido para fora de suas células
de origem para células alvo, onde penetra no citoplasma e se liga ao grupamento
heme da enzima guanilato ciclase. Esta enzima assim ativada transforma o
trifosfato de guanosina (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que
entdo atua como segundo mensageiro em varias células incluindo células
nervosas, do musculo liso, mondcitos e plaquetas (Ignarro, 1990).

A NOS possui duas isoformas basicas, que sao as indutiveis por citocinas
e as constitutivas. Estas ultimas, por sua vez, podem ser neuronais ou endoteliais,
e sao reguladas principalmente pelo célcio e pela calmodulina (Marletta, 1993),
ambos citados anteriormente como importantes participantes do mecanismo de
acao da EE no osso. A isoforma indutivel da NO sintase (iNOS) foi originalmente
descrita em macrofagos ativados, mas depois foi identificada em mondcitos,
neutrofilos, eosindfilos, hepatdcitos, midcitos, fibroblastos e osteoblastos. A
isoforma neuronal (nNOS), foi encontrada primeiramente em neurbnios do
sistema nervoso central e periférico, e entdo descrita no musculo esquelético,
epitélio pulmonar e nos sistemas gastrointestinal e geniturinario. Ja a isoforma
endotelial (eNOS), foi citada como presente no endotélio vascular e em
cardiomiécitos, e posteriormente descrita em processos inflamatérios nos mais

diversos tecidos (Dudzinski et al., 2006).
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Figura 2 — Desenho esquematico da sintese de O6xido nitrico. NADP =
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; iCa*? = calcio intracelular. Adaptado
de Ralston (1997).

A isoforma predominante expressa no tecido 6sseo é a eNOS, que é
fortemente expressa em ostedcitos e condrécitos (Caballero-Alias 2004, Van't Hof
e Ralston 2001, Zaman et al. 1999). A nNOS é também expressa em ostedécitos
(Caballero-Alias 2004) e a iNOS ja foi observada em osteoclastos, osteécitos e
condrocitos (Van't Hof e Ralston 2001; Watanuki et al., 2002) em resposta a
deformacdao mecanica, e esta provavelmente envolvida na regulacao do reparo
0sseo (Diwan et al., 2000).

No tecido 6sseo, o NO é uma molécula de sinalizagao importante e é
produzida em resposta a diversos estimulos como citocinas pré-inflamatérias
(Van’t Hof & Ralston, 2001), estimulacdo mecénica (Zaman et al., 1999; Watanuki
et al., 2002; Bakker et al., 2005) e horménios sexuais (Wimalawansa et al., 1996;
Cuzzocrea et al., 2003). O estrogeno estimula a atividade da eNOS em células
osteoblasticas (Armour e Ralston, 1998) e os efeitos do estrégeno na formagéao

O0ssea podem ser atenuados em ratos knockout para eNOS (Cuzzocrea et al.,
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2003). A eNOS também faz a mediacdo dos efeitos de cargas mecénicas no
esqueleto, atuando com as prostaglandinas para promover formagcao éssea e
suprimir a reabsorcao (Van't Hof e Ralston, 2001). O NO é capaz de estimular a
diferenciacao osteoblastica em células da medula éssea humana (Huang et al.,
2008-b) e de inibir a ativacao de osteoclastos através do aumento da expressao
da osteoprotegerina e diminuicao da expressao do RANKL em cultura de células
da medula 6ssea de camundongos (Fan et al., 2004).

Varios estudos tém demonstrado que o NO pode prevenir os efeitos
deletérios da ovarectomia no tecido 6sseo em ratas (Wimalawansa et al., 1996,
Hukkanen et al. 2003) e em humanos (McFarlane et al., 2004), considerando que
os efeitos benéficos do estrégeno no tecido 6sseo incluem a supressdo de
citocinas pré-inflamatérias (Cutolo et al., 2003) e a propria sintese de NO (Ignarro,
1989), entre outros fatores. E importante ressaltar que os efeitos do estrégeno
nas propriedades mecanicas das artérias também sdo mediados pelo NO
derivado da eNOS, que se encontra suprimida em ratas ovarectomizadas (Guo et
al., 2006).

A EE também é capaz de induzir a sintese de NO em osteoblastos
humanos, e esta producao é comparavel aquela induzida por tratamento com
estrogeno (Hamed et al., 2006). Em outro estudo, Martini e cols. (2003) avaliaram
os efeitos da EE em células semelhantes a osteoblastos humanos (linhagem
MG63) e, 24 horas apds o tratamento, observaram um aumento significativo nos
niveis de osteocalcina e NO.

Além dos efeitos no tecido ésseo, em uma investigacdo com condrdcitos in
vitro foi verificado, através de inibidores especificos, que o mecanismo do PEMF

para aumentar a proliferacdo destas células envolve o NO, e a producédo de NO
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pode ser resultado de uma cascata que envolve o calcio, a calmodulina e 0 GMP
ciclico (Fitzsimmons et al., 2008). Estes autores ainda citam que o uso de L-
NAME, um inibidor da NOS, preveniu o aumento nos niveis de NO, GMP ciclico e

conteudo de DNA causado pelo PEMF nos condrécitos.

Assim, baseado no exposto acima, ja existem trabalhos com cultura de
células mostrando que o NO tem um importante papel na transdugcdo do sinal
elétrico no osso. No entanto, ndo ha, até o presente momento, estudos in vivo que
demonstrem que o NO possa ter alguma relacdo com os efeitos da EE no

metabolismo 6sseo.
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2. JUSTIFICATIVA




Considerando a caréncia de investigacdes sobre os efeitos do campo
elétrico na osteogénese do tecido osteoporético e visando propor alternativas de
tratamento e prevencdo de uma doenca de tao grande prevaléncia como a
osteoporose, o presente estudo destinou-se a elucidar os efeitos especificos do
campo elétrico aplicado de forma sistémica no tecido 6ésseo de ratas
ovarectomizadas. Além disso, foi verificado se o Oxido nitrico participa da
mediacao destes efeitos neste modelo experimental.

A possibilidade de prevencdo e tratamento desta enfermidade com
medidas simples e econbmicas como € a estimulacdo elétrica, traria grandes
beneficios para nossos pacientes e para a sociedade como um todo, levando-se
em conta que os recursos econémicos para a saude sao restritos e que ocorre um
aumento progressivo da expectativa de vida, resultando no envelhecimento de

nossa populacao.
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3. OBJETIVOS




Objetivo Geral:

Analisar os efeitos da estimulacao elétrica de baixa intensidade no metabolismo

6sseo de ratas ovarectomizadas.

Objetivos Especificos:

1.

Verificar se a aplicacdo da estimulacao elétrica causa alguma alteragao

significativa na densidade mineral 6ssea de ratas ovarectomizadas;

Analisar os efeitos da estimulacdo elétrica sobre parametros
histomorfométricos de remodelamento, estrutura, microarquitetura e

conectividade trabecular do tecido 6sseo de ratas ovarectomizadas;

Analisar os efeitos da estimulacao elétrica sobre a expressdo da enzima
oxido nitrico sintase e sobre a viabilidade de ostedcitos do tecido ésseo de

ratas ovarectomizadas;

Verificar se o0 Oxido nitrico participa da mediacdo dos efeitos da

estimulacao elétrica no tecido 6sseo de ratas ovarectomizadas.
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4. MATERIAIS E METODOS




Neste estudo foram utilizadas sessenta ratas Wistar (200-220g, em média
com 3 meses de idade), divididas em seis grupos: grupo SHAM, submetido
a cirurgia de ovarectomia simulada; grupo OVX, submetido a cirurgia de
ovarectomia bilateral; grupo OVX-EE, submetido a cirurgia de ovarectomia
bilateral e tratamento com estimulagdo elétrica; grupo SHAM-L-NAME
submetido a ovarectomia simulada e tratamento com L-NAME; grupo OVX-
L-NAME, submetido a ovarectomia bilateral e tratamento com L-NAME; e
por fim, o grupo OVX-EE-L-NAME, ovarectomizado, tratado com a
estimulacdo elétrica e L-NAME. Estes grupos serdo descritos

detalhadamente a seguir.

4.1 Cirurgia: Ovarectomia Bilateral

Sessenta ratas Wistar (200-220g) foram anestesiadas com xilazina
(Syntec® - 20 mg/kg) e ketamina (Agener® -40 mg/Kg), IP, para a realizacao
aleatéria de ovarectomia bilateral (n=40, OVX) ou cirurgia SHAM (n=20),
realizadas de acordo com o Modelo Cirdrgico Experimental em Estudo de
Osteoporose e protocolo descrito por Giardino e cols (1993). Este modelo
cirurgico é reconhecidamente eficaz para induzir perda de massa 6ssea em ratas
(Peng et al., 1997; Omi e Ezawa, 1995). Todas as cirurgias foram realizadas de
acordo com as normas para a pratica didatico-cientifica da vivissec¢cao de animais
(lei 6638/ 08 de maio de 1979) e com os principios éticos na experimentacao
animal (COBEA, 1991), sob condi¢des padrao de assepsia e sob anestesia geral.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Escola
Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo, sob protocolo numero

0530/06 (anexo 2).
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Os animais foram mantidos em decubito ventral, apos tricotomia e assepsia
cirurgica da regidao média dorsal. Na regido lombar foi realizada uma pequena
incisao na pele (1,5-2,0 cm), aproximadamente na metade entre o0 meio do dorso
e a base da cauda. Ap6s afastamento do musculo espinhal, os ovarios foram
encontrados rodeados por tecido gorduroso de quantidade variavel. Foram
realizados ligadura seletiva dos vasos sanguineos utero-ovariano com fio de
sutura reabsorvivel e um corte na juncao entre a tuba de Falépio e o corno uterino
juntamente com a gordura periovariana, removendo os ovarios da rata. Na
cirurgia SHAM, foi apenas verificada a existéncia de ambos os ovarios, que foram
entao preservados. Ao final, apés observar perfeita hemostasia, os planos foram
suturados (aproximacao do musculo e sutura da pele). Todos os animais
receberam o antiinflamatério nao-esterbide Ketoprofeno (Rhodia-Mérieux
Veterinaria Ltda - 0,2 ml/Kg) via intramuscular ap6s o ato cirargico, de 24/24hs por

2 dias.

4.2 Tratamentos
4.2.1 Inibidor da Oxido Nitrico Sintase

Os animais dos grupos SHAM-L-NAME, OVX-L-NAME e OVX-EE-L-NAME
(n=10 em cada grupo) receberam diariamente 06 mg/Kg de L-NAME (N®-nitro-L-
arginina methyl ester, Sigma Chemical Co., Alemanha), um inibidor da enzima
NOS, por gavagem durante todo o periodo do protocolo (12 semanas) (tabela 1).
Esta dose de L-NAME foi escolhida com base na literatura (da Cunha et al., 2004)
com o objetivo de causar um efeito inibidor da NOS sem, porém, causar uma

hipertensdo exagerada.
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4.2.2 Estimulacao Elétrica

Vinte ratas (OVX-EE e OVX-EE-L-NAME) receberam uma estimulacao
elétrica pulsada de baixa intensidade (EE) (poténcia de saida: 30 mW, tensao: 40
V pico-a-pico, freqiiéncia: 1.5 MHz, ciclo de trabalho de 1:4) em sessenta sessdes
de 20 minutos cada, 5 vezes por semana, com inicio no 7° dia pds-cirurgico, em

um total de 12 semanas de tratamento."

Tabela 1 — Seis grupos de ratas submetidas ao protocolo de 12 semanas (n=10

em cada).
GRUPO CIRURGIA TRATAMENTO
SHAM SIMULADA NENHUM
SHAM-L-NAME SIMULADA L-NAME
OVX OVARECTOMIA BILATERAL NENHUM
OVX L-NAME OVARECTOMIA BILATERAL L-NAME
OVX-EE OVARECTOMIA BILATERAL ESTIMULACAO ELETRICA
OVX-EE-L-NAME OVARECTOMIA BILATERAL ESTIMULAGCAO ELETRICA E L-NAME

O equipamento de estimulacao elétrica foi desenvolvido no laboratério de
Eletronica do Departamento de Bioengenharia da Universidade de Sao Paulo
(Sao Carlos, SP), sob supervisao do Prof. Dr. Orivaldo Lopes da Silva. Eletrodos
metalicos (30 x 21 cm) foram posicionados superior e inferiormente a gaiola dos
ratos (distdncia de 16 cm entre eles), conforme mostra a figura 3, com o objetivo
de submeter o corpo todo do animal a este campo elétrico por acoplamento

capacitivo.

' A abreviacdo de estimulagdo elétrica (EE) deste trabalho, estd como ES
(electrical stimulation) no artigo 1 e como LIES (low intensity electrical stimulation)
nos artigo 2 e 3. Todas estas 3 siglas se referem a esta mesma estimulacao
elétrica de baixa intensidade acima descrita.
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Figura 3 - Equipamento de Estimulacao Elétrica

Os animais foram mantidos sob condicbes apropriadas de luz e
temperatura (ciclos alternados de claro e escuro de 12 horas e temperatura ao
redor de 25°C) no biotério do Laboratério de Fisiologia Cardiovascular e
Respiratéria/ UNIFESP e tiveram livre acesso a agua e racdo. Na fase final do
protocolo, todas as ratas receberam 20mg/kg de tetraciclina por via intraperitoneal
(Terramicina, Pfizer, Sao Paulo, Brasil), nos dias 11 e 10 (primeira marcagao) e 5
e 4 (segunda marcacado) anteriores ao sacrificio. Esta dupla marcagdo com
tetraciclina foi utilizada para anélise de parametros dinamicos de formacao 6ssea,

pertencentes a andalise histomorfométrica, que sera abordada no item 4.6.

4.3 Densitometria Ossea

Todas as ratas foram submetidas a densitometria éssea do fémur e tibia
direitos, coluna, e corpo total, além da composi¢do corporal, no 7° dia apés a
cirurgia (para evitar uma nova anestesia e 0 manejo do animal logo apos a
cirurgia) e uma semana antes do sacrificio. O exame foi realizado na Disciplina de
Endocrinologia- UNIFESP, em aparelho Hologic 4500 A (Whaltham, MA, EUA), e

analisados por um software especifico para pequenos animais (Version 610-0691
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for QDR XP) (modelo de exame de densitometria 6ssea em ratos no anexo 3). O
coeficiente de variacdo do método foi avaliado pela andlise da variagdao de 2
medidas consecutivas apds reposicionamento dos 60 animais. O coeficiente de
variagdo maximo permitido foi estabelecido em 1%. A andlise da densitometria
Ossea foi feita por um investigador cego.

Para a realizacdo deste exame, os animais foram anestesiados com
ketamina e xilazina com a mesma dose acima citada para a cirurgia de

ovarectomia.

4.4 Parametros Hemodinamicos

A fim de acompanharmos os possiveis efeitos hemodindmicos causados
pelo tratamento crénico com L-NAME ou pela EE, foram avaliados a pressao
arterial, freqiéncia cardiaca e o débito cardiaco das ratas ao final do protocolo.

Na véspera do sacrificio, os animais foram novamente anestesiados
(xilazina-ketamina, 20-40 mg/Kg) e submetidos a canulacdo via artéria femoral
para registro direto da pressao arterial da artéria aorta abdominal com tubos de
polietileno adaptados ao tamanho do animal. As canulas foram exteriorizadas na
regido da cintura escapular para ndo provocar desconforto no animal. Vinte e
quatro horas depois, a pressao arterial (PA) foi registrada batimento a batimento
(200 Hz) por meio de um amplificador anal6gico digital (PowerLab/8SP — AD
Instruments, Australia) e, a partir do sinal de PA pulsatil, foram obtidos os
registros de pressao arterial média e freqiéncia cardiaca (FC). Todos os
experimentos relativos ao sistema cardiovascular foram realizados no laboratério
de Fisiologia Cardiovascular e Respiratéria/ UNIFESP sob a supervisido da Prof?

Dr? Céassia de Toledo Bergamaschi.
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No dia do sacrificio, os animais foram anestesiados lentamente com
uretana 1,2-1,4g/Kg IV. Foi, entdo, realizada uma traqueostomia para diminuir a
resisténcia das vias aéreas, o ar inspirado foi enriquecido com oxigénio e a
temperatura corporal foi mantida em 37°C por meio de um sistema servo-
controlado. O débito cardiaco foi estimado pelo método de termodiluicdo
utilizando o sistema Cardiomax Il (Columbus Instruments Inc.). Este sistema
permitiu a determinacado do débito cardiaco, PA e do volume sistélico e, a partir
das medicdes da PA, pdde-se determinar a resisténcia periférica total. Um
termistor foi introduzido na raiz da aorta pela artéria carétida direita e outro cateter
foi colocado até o atrio direto pela veia jugular direita, onde inje¢cdes de salina
fisioldgica foram realizadas em bélus (100uL) para estimativa do débito cardiaco

(Biancardi et al., 2007).

4.5 Preparo das Amostras

O sacrificio foi realizado logo apds os experimentos de hemodinamica
através de overdose anestésica. Em seguida, com o auxilio de um esteroscopio,
constatou-se a atrofia uterina e a auséncia dos ovarios em todas as ratas
ovarectomizadas, bem como a preservacdo destas estruturas nas ratas
submetidas a cirurgia simulada (grupo SHAM). As tibias foram dissecadas e
coletadas para analise de histomorfometria dssea (tibias direitas) e métodos de
imunohistoquimica (tibias esquerdas).

Os segmentos proximais das tibias direitas foram fixados em etanol 70%,
desidratados, embebidos em metilmetacrilato (protocolo de histologia para tecido
0sseo nao-descalcificado) e seccionados longitudinalmente com um micrétomo

Policromo S (Reichert-Young, Heidelberg, Alemanha). Secgdes de 5 um de
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espessura das amostras foram coradas com azul de toluidina (pH 6.4) e seccdes
de 7 um sem coloracdo foram preparadas para observacdo sob luz ultravioleta.
Pelo menos duas laminas n&o-consecutivas coradas e n&o-coradas foram
examinadas para cada amostra de tibia.

As tibias esquerdas foram fixadas em paraformaldeido 4% (pH 7.4) por 3 a
4 dias antes da descalcificacdo em EDTA 16% (pH 7.4) por 22 dias. A etapa do
EDTA foi realizada em um béquer, com o uso de agitador, dentro de um
refrigerador a 4° C, corrigindo o pH do EDTA e/ou trocando a solugao sempre que
necessario. Apds a descalcificacdo, as tibias proximais foram incluidas em
parafina. Seccbes longitudinais de 7 um foram realizadas e utilizadas para

métodos de imunohistoquimica descritos a seguir.

4.6 Histomorfometria Ossea

Parametros que refletem o remodelamento 6sseo foram medidos com um
método semi-automatico (Osteometrics Inc., Atlanta, GA) no Hospital do Rim/
UNIFESP sob supervisdo do Prof. Dr. Aluizio Carvalho. Estes parametros
incluem: volume ostedide como porcentagem do volume 6sseo (OV/ BV, %), a
superficie ostedide como porcentagem da superficie 6ssea (OS/ BS, %), a
superficie de osteoblastos como porcentagem da superficie éssea (Ob.S/ BS, %)
e a superficie de reabsor¢cao como porcentagem da superficie 6ssea (ES/ BS, %).
Com este método, ainda foram analisados parametros dinAmicos como: taxa de
aposicao mineral (MAR) e superficie de mineralizacao/ superficie 6ssea (MS/BS)
calculadas como superficies de dupla marcagéao + 2 marcacao simples. A taxa de
formagéo éssea/ superficie 6ssea (BFR/BS) foi calculada como (MS/BS) x (MAR)

(Chavassieux et al., 2001).
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Os parametros de estrutura, microarquitetura e conectividade 6ssea foram
mensurados através de um método automatico de analise de imagens (Bone,
Explora Nova, La Rochelle, Franga) equipado com uma camera digital Microfire
Optronic e foram obtidos com os softwares Bone e MorphoExpert (Explora Nova,
La Rochelle, Franga), especificos para histomorfometria éssea. Estas analises
foram realizadas durante o Programa de Doutorado no Pais com Estagio no
Exterior, na Université de Lyon, INSERM unidade 831, Lyon, Franca, sob
orientacdo do Prof. Dr. Pierre D. Delmas e co-orientagdo da Dra. Pascale
Chavassieux. Estes parametros foram: volume O6sseo, que expressa a
porcentagem da area trabecular ocupada por tecido 6sseo (BV/TV, %), espessura
trabecular (Tb.Th, um), separagao trabecular (Tb.Sp, um), numero de trabéculas
(Tb.N, /mm) derivados das medidas de area e perimetro de acordo com a férmula
de Parfitt (Parfitt et al., 1983), e o numero de nodos (N.Nd/TV). As abreviacoes
dos parametros histomorfométricos utilizados foram derivados da nomenclatura
padrdao do Comité da ASBMR (American Society for Bone and Mineral Research)

(Parfitt et al., 1987).

4.7 Imunohistoquimica para a Enzima Oxido Nitrico Sintase

A imunohistoquimica para a enzima NOS foi realizada em laminas de
tecido 6sseo descalcificado incluso em parafina utilizando um anticorpo policlonal
de coelho para eNOS e outra lamina com anticorpo policlonal de coelho para
INOS (Abcam, Cambridge, MA) para cada animal. O método de
imunohistoquimica foi baseado em Basso e Heersche (2006). O protocolo por nés

utilizado encontra-se detalhado no anexo 4. Resumidamente, cortes histoldgicos

28



desparafinizados (previamente aderidos em laminas) e hidratados foram
incubados em glicina por 20 minutos e em 0.2g de tripsina 250, 0.2g de cloreto de
célcio e 1M de hidroxido de s6dio em TBS por 30 minutos. Em seguida, as
laminas foram incubadas para bloqueio da peroxidase com o kit Dakocytomation
Envision® + sistema HRP, para uso com anticorpo primario de coelho (cédigo
K4010, Carpinteria, EUA) por 15 minutos, e em solucdo de bloqueio por 20
minutos. As etapas subseqlientes foram: 1) incubacdo com o anticorpo primario
(1:100) em uma camara umida a +4°C por uma noite; 2) lavagem com TBS +
0.1% Tween-20 (TBS-Tw); 2) incubacdo com anticorpo secundario de cabra anti-
coelho por 25 minutos (controles negativos sem este anticorpo); 3) lavagem com
TBS-Tw; 4) incubagdo com o substrato DAB; 5) contra-coloragdo com
hematoxilina de Mayer; 6) desidratacéo, limpeza e montagem com Eukitt.

A positividade da reacdo foi avaliada pela cor marrom, visualizada em
microscopia Optica, representando o complexo antigeno-anticorpo formado. As
regidbes contendo células NOS-positivas foram avaliadas no osso cortical e
trabecular na metéfise e didfise das tibias das ratas, com um método semi-

quantitativo com uma escala de 3 pontos (ausente, presente ++ ou +).

4.8 Ensaios para Apoptose

Foram realizadas as técnicas de Caspase-3 e TUNEL com o objetivo de se
confirmar a localizacdo das células apoptéticas. Sucintamente, a técnica de
caspase detecta a atividade da caspase-3, que é parte de uma familia de
moléculas que sdo mediadoras da apoptose, e a caspase-3 tem sido
demonstrada como uma das caspases mais ativadas no processo de morte

celular programada, sugerindo que esta tem um papel fundamental na morte
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celular (Faleiro et al., 1997). Ja a técnica de TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin
nick end-labeling) detecta a quebra de DNA intranucleoss6mica, identificando a

morte celular programada in situ (Gavrieli et al., 1992).

Todos os ensaios de imunohistoquimica (NOS, caspase e TUNEL) foram
realizados em 2007 durante o Programa de Doutorado no Pais com Estagio no
Exterior na Université de Lyon, INSERM unidade 831, Lyon, Franga, sob
orientacdo do Prof. Dr. Pierre D. Delmas e co-orientagdo da Dra. Pascale

Chavassieux.
4.8.1 Técnica de Caspase

O protocolo utilizado neste trabalho foi adaptado de Follet e cols (2007). A
técnica detalhada do método imunohistoquimico empregado encontra-se no
anexo 5. De maneira sucinta, as laminas com os cortes histolégicos
desparafinizados foram hidratados e a peroxidase enddgena foi inativada através
de incubagdo em H>O, 3% em metanol por 5 minutos. Em seguida, foram
realizadas: 1) incubacdo em 1.5% de solucdo de bloqueio de soro de cabra
(VectaStain ABC Kit) em PBS por 30 minutos; 2) incubagdo com anticorpo
primario (caspase-3(H-277), sc-7148, Santa Cruz Biotechnology, EUA) diluido
1:25 em PBS + Triton X-100 a 0.3% + albumina de soro bovino a 0.1%) a +4°C
durante 1 noite; 3) lavagem com PBS Tween; 4) incubacdo com anticorpo
secundario de cabra anti-coelho por 45 minutos; 5) incubacdo com o substrato
DAB; 5) contra-coloracdo com verde de metila; 6) desidratacdo, limpeza e

montagem com Eukitt.
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4.8.2 Técnica de TUNEL

Para esta técnica, foi utilizado o kit Klenow FragEL™ DNA Fragmentation
Detection Kit (Calbiochem, Alemanha), e o protocolo do mesmo foi utilizado,
conforme consta no anexo 6.

De forma concisa, as laminas contendo os cortes histolégicos
desparafinizados e hidratados, foram submetidas a: 1) permeabilizacdo em
2mg/ml de Proteinase K 1:100 em 10 mM de Tris (pH 8) por 20 minutos e lavadas
em TBS; 2) utilizacdo de um controle positivo com 1ug/ml de Dnase | em 1X
TBS/1 mM MgSOs por 20 minutos e lavado com TBS; 3) inativagdo de
peroxidases endégenas com H>0O, 30%, 1:10 em metanol por 5 minutos; 4)
incubacdo com Klenow equilibration buffer (1:10 com agua destilada) por 20
minutos seguido de Klenow labeling reaction mixture a 37°C por 1.5 horas, Stop
Buffer por 5 minutos e Blocking Buffer por 10 minutos, ambos a temperatura
ambiente; 5) deteccéo da atividade da peroxidase com DAB por 10-15 minutos; 6)
lavagem com &gua destilada, 7) contra-coloracdo com verde de metila; 8)

desidratacao, limpeza e montagem com Eukitt.

4.8.3 Contagem das Células Apoptoticas

Dois cortes histolégicos por animal (um corte com a técnica de TUNEL e
um com a técnica de Caspase) foram avaliados através de microscopia éptica
com aumento de 400 vezes. As medidas foram realizadas em cada cértex na
regiao proximal na metéfise e no cortex da diafise, na area central da tibia, como
ilustra a figura 4. Em cada campo de 62.5 mm? foram contados: os ostedcitos
positivamente marcados (apoptéticos), negativamente marcados (ostedcitos

vidveis), lacunas vazias e o numero total de lacunas, através do software
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Exploranova Morphoexpert (Explora Nova, La Rochelle, Franca), e suas
respectivas densidades foram expressas como porcentagem do numero total de

lacunas.

Epifise

Metafise

Diéfise

Figura 4 — Areas de medida para contagem de células apoptéticas em laminas
histolégicas de tibia de ratas. O tamanho de cada area analisada é de 62.5 mm?.

4.9 Analise Estatistica

O nivel de significancia foi estabelecido em 5% para todas as anélises.
Para a andlise estatistica dos resultados da densitometria éssea e hemodinamica,
foi utilizado o programa GraphPad Prism, versado 3.03 (GraphPad Inc., San Diego,
CA, EUA). Os grupos foram comparados por andlise de varidncia de uma via
(ANOVA) e o pébs-teste de Tukey-Kramer foi aplicado para determinar as
diferencas significativas entre os grupos e os resultados foram expressos como

média + erro padrdo da média.
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Para analise dos resultados de histomorfometria 6ssea e apoptose de
ostedcitos, foi utilizado o programa Statview, versdo 5.0 (SAS Institute, Inc., Cary,
NC, EUA). Foram realizados testes nao-paramétricos e as comparagdes entre 0s
6 grupos foram obtidas por anélise de variancia de uma via pelo teste de Kruskall-
Wallis. Se a diferenca fosse significativa, a comparacao entre os 2 grupos era
feita através do teste de Mann-Whitney. Os resultados foram expressos como

média + desvio padrdao da média.
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Abstract

Osteoporosis and its conssquent fracoares are a greal social and
medical problem mainly ooouring in post-menopasal women. Ei-
fective forme of prevention and trearment of csteoporosis associ sted
with lower cosis and the lkeas side effecis are nesded. Elecmical fizlds
are ahle to simulae catecgenssis in fraciures. bui linle is knoan about
their action on osteoporotic tissue. The aim of the present snady was o
deterrmine by bone densitometry the effecis of electrical stimulation
on ovarieciomized fermale Wistar ras. Thorty rais (220 + 10 g) wers
divided into three groups sham sirgery (SHAM), bilateral ovariec-
tomyy 0% and bilakeml ovariscbamy +electrical stimulation (O
+ ES). The O%WX +E2 group was aabmitted to a 20-min session of
lorw-intensity pulsed elecirical fisld (1.5 MHz, %0 mWicmn®) starting
on the Tth day after surgery. five imes a weslk (0wl = 55 sessions).
Global. spine and licnb bone mineral density wers meaared by doal-
energy XK-ray absorpricenetry (DOCA Hologic 450040 before surgery
and ai the end of provocol (34 days afier surgeryy Elecirical simula-
tion improwed (P < 0067 global (0.1522 = 0002, spins (01502 +
0003, and limb (01294 + 0003 giom?) bone mineral densdty com.-
pared to 0K groap (001447 £ 0000, 01539 £ 0002 and 001212 2
0001, respectively . The OV + ES group also showed agnificanily
higher global bone mineral content {9.547 = 00114 g when compared
to boih SHAM (8.65% + 0165 g and OV (8522 + 0307 g) groups
(P < Q05 We hawe demonsmated that elecmical fizlds stinmlave
osteogensis in ovarieciomired female rais. Their efficacy in os-
Eopomas remains o be demonsiraied.

Ky words

« Fars

» Dsreopornsis

» Crariecoommy

s Elecrical stimulacion
« Bone mineral density
o Dsteogerasis

Crteoporosieis charactenzed by low bons
mireral density (BMI and detenoration of
bone microarchiteciure that increazes bone
suzceplitility to frachure { 1), Posimenopansal
and genile osecporosis am the most com-
mon primary forme of bone loss seen in
clinical practice. In the development of os-

teoporags, there s often a long Latent pericd
bedore the appearance of the main clinicad
manifestation. Le.. pathalogic fractures (2).

Women are more affectsd than men be-
canse of the decrease in sexual steroads afier

menopanse, Dstanporosis avaluaed by dual-
energy M-ray ahsorpliome oy (DA accord-
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ing b0 WHO eriteria was found in 33.2% of
femnales and 16.1% of males in an eldedy
popudation from the ciry of 580 Paulo, Brazil
(31 [n white women over 30 years old. the
risk of cateoporotic frachue is nearly 4065
ower their remaining lifetime (4) and bhos a
hiugs impact on their life quality and mortad-
ify.

[n general. all available pharmscological
trestrnents for astenporoaia decreass the rela-
tive risk of a new fracture by about 50
655 (1. Mevertheless, besides the high coats
of these treatments, sdverss events such as
dyapeptic conditions (nausea. vomiting, ab-
domirel paini (51 and metabolic and thiom-
toembolic disrtances are nob infrequently
ohearved in patients mceiving any of the
available drugs for the treatment of oa-
teoporozia, limiling the compliance with this
kird of trestrnent.

Congidering ita high incidence, alterna-
tive treabments with best cost benefit rabes
for pratmenopanzal cateoporosis have been
invesligated. Since bone i3 a piemcelectnic
material - 2., when deformed it can trars-
form mechanical energy into elecincal en-
ey - soime physical agents beve been aug-
geatad. Elactrical stunulation for bone repadr
hias been used for thies decades and was
approvwed by the Food and Dioug Administra-
tion (FDA ) for peeudarthiosis and bone non-
unicnié). Mechanical or electricad stimuli of
relative low amplinde and high frequency
can influencs bene formaticn and rescrpricn
in v and de vivo, sugpesting that these
modalitiescan be uzed clinically toinhibitor
reverss ostecpena (T

The ohjective of the present shady waa to
deternine by bone dengitametry the affects
of long-term elecirical simuiation in ovari-
ectomized rate.

The study was approved by the Ethics
Commitkes for Animal Research, School of
Medicine of the Federal University of 550
Paulo. 350 Panlo, 5P, Brazil, under protocol
ournber 1381804, Thirty female Wisiar rats
(220 = 10 g} were oparated according to the

& PR Lireni Gl vz ol ol

ethical principles for animal expariments-
tion of the Intermnational Council for Labors-
tory Animal Science (8. They were sub-
jected o 20 mefkp xilazine anesthesia
(Wetbrands®, Jacarel. 5P, Brazill, and 40
mgke ketamine, ip (Vethrands™) for bilat-
eral ovariectamy (O N = 200 or sham
operation (SHAM, M = 101, The airgical
experimental maodel of avariectomy de-
seribed in the oseoporceistudy by Giasdino
et al. (9 was nsed in the present investigs-
tion since ovafiectomized fat have heen
uzad az an accepted medel of postmenc-
pauzal osteoporosis. The other 10 rats
(SHAM group) were submitied to the =ame
procedure but the ovaries were not removed.

Animals were kept in cages under appro-
priabe light and temperatice conditions (al-
ternate cyclea of 12 hoand temiparahie ap-
proceimately 250, with free access to waber
and food.

Rats were divided inio three groups (M=
10 e group: OYX and SHAM rats did not
eceive any wealment. O%X + ES s (0VY
fats arbimitted toelectrical field stimulaton)
meceived a low-intensity pulzed electrical
field weatment (1.5 MHz, 1:4 duty cyele. 30
mWiom® in 35 seasions of 20 min, five
times 5 week for 11 weeks, stiting on the
Tth day after surgery (DAS) in order to sveid
Fain due to eardy manipuiation.

The electrical field stimulation equip-
mentwas constructed in the electronics labo-
ratory of Bioengineering Depatment (Uni-
versity of 5% Panko, 5% Carlos, 5P, Bia-
Zill, Metal electodes (25 x 35 om) ware
positicned on the upper and lower paris of
thie cage in order to submit the entive body of
thie fats o this low-intensity alectical fisld
through capacitated coupling, which does
fiort cantss airy discornfort to the andmalz. The
glectrenic unit and the dosage parameters
were the same as those of low-inbensity
pulzed ultrasound. which is approved by
American FDA to accelerate bone healing
50,

All animals were submitted to bone den-
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sitometry (DA - Hologic, model 4300 4,
Walthamn, MA, UTSA) using the gpecific sofi-
ware for small animals o evaluate global,
sping and lower limb BEMD (glom?®), global
bore mineral content (BMC, 2 and body
composgition. The exam was performed in a
blind fashion on the Tth DAS and on the day
befare scrifice (84 DAS)

Girompe were compaed by ane-way anal-
yais of varance (AMOVAL The Tukey-
Foramer post test was applied o debermine
significant differences among the 3 groups,
with the kevel of significance ==t at 5% in all
aralyses. The GraphPad Prism, version 303
(GraphPad Inc., San Diego, CAL TS A sofi-
weare was usad. Data are reported as mears =
SEM.

On the Tih DAS (besaly, there was no
difference between groups regarding weight,
global BMD or global BEMC. At the end of
the 8d-day protocol (Table 15, BMD and
BMC were lower in the OVX group com-
pared to the SHAM gronp, demonstrating
the efficiency of avariectoay in our model.
Finalglotal BMD was significantly lowerin
the OWX than the OWX + ES and SHAM
groupa, @ shown in Figure 1. Percent gains
of global BMD (A% were significantly
higher inthe SHAM and OVX + ES groups
than in the O%X group. Similarly, the spine
and lower limb BMD of SHAM and OV +
ES were higher than that of the OWX group.
At the end of Weatment, the group that re-
cejved alectrical stimulation (0%X + ES)
presented a significanily higher BMC than
the O X and SHAM groups. The same oc-
curred when BMC + lean mass was com-
pared among groups, with satiztical rel-
evance for OWY + BES when comparsd o
OWX and SHAM. All data are sumimarized
in Takle 1.

Owariectomy-induced osteoporosia in
female rats is a well-accepied and estab-
lizshed model for the gudy of postmeno-
panzal eateopodagia (90, The efficacy of ova-
rigctoay inourexperimen tooild be demon-
strated by BMD values, which did oot in-

creas in the OVX group as much as in the
SHAM group. Using this model, our reailts
dernonsteated that the expesune of ovariec-
temized rats o electrical fields for 20 min a
day, five imes a week maintained the sams
bone mas @@ that detecked in the sham-
operated ratz, Thizs fact was consistent in all
bione regiore evaluated (global. spine and
lower limb),

The beneficial effects of low-intensity
electrical simulation on bone have been
demnonsteated in other models, sich as mala
ratz with disuse-induced ceteoporosgis after
Tomib dmnimiobdlization {100 or after acistic neu-
mectomy (115, Pulsed electromagnetic fields
{PEMF) can significantly suppress irabecu-
lar bone fees and restore rabecular tone
structure in balaterally ovarectomized rate
evaluated by histomorphometry (120, Howe-
ever, he present study is the first to demon-
strate the efficacy of electne stimulation to

5o

Table 1. Dusl-snengy X-roy sbscrptiomatry (DX08] pammetens obtained af the snd of

the: @xpiariment.

DA pammetans EHAM CA'X CNX + EE
AnBEMD BA32 £ 1.082° 3306 = 1103 070 = 1483°
Firal global BWD jg'omf)  0.1485 = 0.001" 0.1447 = 0.001 Q1532 = 0.002°
Firal pine BMD [gomf)  0.1511 = 0.002°  0.1383 = 0.00@ Q1502 = 0.003"
Firal loeesr limb WD 01583 = Q0E" 04243 2 0001 Di204 = 0.003"
gl

Firal global BMC () BEB3 = 0188 BS2D = 0200  0.547 = D.114™

Final BMC + lkan mass (o) 2084230 = 11080 180.640 = 040 237020 = 4.530°
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prevent bone los= in all bone regions after
oarieChomy in rats

In twmean beings. elecinc and electm-
magnetic stmulation have been safaly usad
for physical rehabilitation for a long fime,
bt thee are caly few sdies in the Literature
atmiing at the prevention of treatment of
nabenp oroeis using electrical stimulation. [n
o blind and randomized clindcal tnal, 490
post-menopausal ostesporelic palients were
exposzed at the spine and pelvis level to
PEMF ar placeto for 1 hiday. three fimes a
week for 3 months. Inthe treated gronpthere
was a significant increase in ssfum oseocal-
cin and C-terrndnal pepide of peo-collagen
iype 1 levels, both markers of bone forma-
ticn. These results sugges that PEME can
stimmlabe osteogenezis in a 3-month treat-
ment by angmenting cateablastic acivity in
postmenopausal osteoporcic women. The
authoss, however, could nobde monstrate ay
effect on BMI, but it is koown that three
montte i a short pedod of tme to cheerve
ary alteration in bone mas (133 Tabiah et
al. (14 determined the effect of 3 PEMFE on
baerdeigity of the tadii of catecp omsi-prons
wornen for a pericd of 12 weeks BMD of
thie wrested radii meaaared by single-phioton
densitomelry increased significanty in the
area during the exposure period. Their data
suggest ot propedy applied PEME . if scaled
for whiole-body use, may have climical appli-
cation in the prevention and treatment of
Dt B O ELS,

The cellular mechanizm of alectrical
gtimnlation i oot totally clear, but oabea-
blagts in culture are sensitive to alectncal
stimmiation. resuiting in an enhancament of
the biomineralization process (151, Bio-
chemical pathways are activated when elec-
trical stimulation is applied o bone cells.
Signal wransducion of the capacitated cou-
pling. the sune ag uged here, has been shown
b trarglocate Ca* ions through cell-mem-

AP E LirwniGalviiz ol ol

brane woltape-gated calcinm channels, in-
ducing an increass in cytosalic Ca® (180
Capacitated coupled electnc fields acceler-
ate cell proliferation and differentistion in
catenblast-like cells & vire and enhance
call synthesia, leading to matrix formation
and mehustion (17, PEMFE have been fe-
cenlly demonstrated o egulate cateoclasio-
penesia, bone rescdption. ostecprobagerin,
recephor sctivator of MPkB-ligand and mac-
foplege colony-stmulating factor concen-
fratione in amurine marrow culbie systam
(181,

Marini et al. 19 sudiad the effects of
an electrical field applied to ostecblast-like
hman cells in culmse. Afer 24 h of ireat-
mient they poticed a significant increase in
catencalcin and nitnc oxide (MO produc-
tion. [n amother smdy, cateoblasts of the
MICIT3-El lineage with or without an MO
aynthere inhibator (L-MMBLA) we e exposed
o PEMF sturmlation for 15 days. PEMF
gignificantly increased MO synthesis, cellu-
lag proliferation and ostecblast differentia-
tion. Thess effects ware seacciated with an
increass in MO synthesis since the sddition
of L-WMMA inhibited sl the stimulatory
affacts of PEME (200, Thua, the moat recent
hypothezis about the effects of electrical
fields on bone cells has conzidered MO pro-
duction as an esential pathrway.

O data showed a corsisently positive
affect of electrical field stimnlation on BEMD
and BMC, preventing ovariectomy-induced
cabenparosis in fernale rats. The stimulaton
of female rats with an electrical field for 11
weeks was able to prevent the bone loss
induced bty ovarectoary. Our results en-
collrage us to continue in this research field,
Audying the mechanizms of slectncal field
atimulation in bone metabalism for possible
future application to the prevention and ireat-
ment of different forma of asteoparnsis,
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Abstract

Low Intensity Electrical Stimulation (LIES) has been used for bone repair but little is
known about its effects on bone after menopause. Osteocytes probably play a role in
mediating this physical stimulus and they could act as transducers through the release of
biochemical signals, such as nitric oxide (NO). The aim of the present study was to
investigate the effects of LIES on bone structure and remodeling, NOS expression and
osteocyte viability in ovariectomized (OVX) rats. Thirty rats (200-220g) were divided into
3 groups: SHAM; OVX and OVX subjected to LIES (OVX+LIES) for 12 weeks.
Following protocol, rats were sacrificed and tibias were collected for histomorphometric
analysis and immunohistochemical detection of endothelial NO synthase (eNOS),
inducible NOS (iNOS) and osteocyte apoptosis (caspase-3 and TUNEL). OVX rats showed
significant (p<0.05 vs SHAM) decreased bone volume (10% vs 25%) and trabecular
number (1.7 vs 3.9), and increased eroded surfaces (4.7% vs 3.2%) and mineralization
surfaces (15.9% vs 7.7%). In contrast, after LIES, all these parameters tended to be similar
to SHAM and significantly different from OVX. eNOS and iNOS were: similarly
expressed in subperiosteal regions of tibiae cortices of SHAM, not expressed in OVX and
similarly expressed in OVX+LIES when compared to SHAM. In OVX, the percentage of
apoptotic osteocytes (24%) was significantly increased when compared to SHAM (11%)
and OVX+LIES (8%). Our results suggest that LIES counteracts some effects of OVX on
bone tissue preserving bone structure and microarchitecture, iNOS and eNOS expression

and osteocyte viability.

Keywords: Electrical Stimulation, Bone Architecture, Ovariectomy, Nitric Oxide,

Osteocyte.

42



Introduction

Bone formation markers are augmented in postmenopausal osteoporotic women
submitted to pulsed electrical magnetic fields, as shown by the increase on osteocalcin and
pro-collagen type I C-terminal peptide levels [1]. Low Intensity Electrical Stimulation
(LIES) has been used for bone repair for 3 decades, especially in pseudarthrosis and bone
non-union [2], but little is known about its effects on bone metabolism after menopause.
We have previously shown that LIES was able to prevent the effects of ovariectomy
(OVX) on bone mineral density (BMD) in rats [3]. Osteocytes are the cells that probably
mediate this physical stimulus and control bone turnover. The osteocytes are embedded in
bone matrix and are connected to each other, to other bone cells and to bone surfaces
through a network created by their cytoplasmatic processes. They have been suggested to
act as mechanosensors and transducers [4] through the release of biochemical signals,
which may modulate the bone remodeling. These factors remain unknown but nitric oxide
(NO) has been hypothesized to play a role in the modification of bone turnover in response
to mechanical loading. NO is produced by 3 distinct isoforms of NO synthase (NOS). The
endothelial NOS (eNOS) is the predominant isoform in bone and is strongly expressed in
osteocytes and chondrocytes [5,6,7]. The neuronal NOS (nNOS) is also expressed in
osteocytes [5] and inducible NOS (iNOS) has been observed in osteoclasts, osteocytes and
chondrocytes [6,8] in response to mechanical strain.

In vitro studies have shown that physical stimulus such as mechanical strain,
pulsating fluid flow and LIES induces the release of NO by osteocytes [7,9], MC3T3-E1
cells [10] and human osteoblasts [11,12]. It has also been shown that unloading induces
bone loss in iNOS knockout and wild-type animals, but the recovery after re-loading was

only observed in wild-type animals [8].
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In addition, NO has been suggested to mediate the effects of estrogen on bone.
Estrogen stimulates eNOS activity in osteoblastic cells [13] and the effects of estrogen on
bone formation are blunted in eNOS knockout mice [14]. Another study has shown that
eNOS may limit ovariectomy-induced increased bone remodeling [15]. Several studies
have shown that NO may counteract the effects of OVX [16,17]. In contrast, Cuzzocrea
and coll. [18] showed that iNOS plays a major role in bone loss induced by estrogen
depletion.

Thus, NO has been suggested to be a regulator of bone metabolism by mediating
the effects of estrogen [7,16,18], mechanical stimulation [7,8], pulsating fluid flow [9,10]
and shear stress [11].

Most of the previous studies have analyzed the effects of mechanical stimulation on
either bone structure, NO synthesis or osteocyte apoptosis. The purpose of the present
study was to investigate the effects of LIES on bone structure and remodeling, NOS
expression and osteocyte viability in OVX rats. For that purpose we analyzed the effects of
LIES on bone tissue of OVX rats by histomorphometry, on the expression of iNOS and

eNOS and on osteocyte apoptosis by immunostaining.

Materials and Methods

Animals and Treatments

Thirty 12-weeks old Wistar female rats (200-220g) were subjected to anesthesia
(Xilazin, Syntec®, 20 mg/kg and Ketamin, Agener®, 40 mg/Kg, IP) for bilateral
ovariectomy (n=20, OVX) or sham operation (n=10, SHAM) according to the method
described in Osteoporosis Study by Giardino and coll. [19]. Ten OVX rats (OVX+LIES)
received a low intensity pulsed electrical field treatment (output power: 30 mW, tension:

40 V peak-to-peak, frequency: 1.5 MHz, duty cycle: 1:4), twenty minutes per day, 5 times-
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a-week, starting on the 7" day after surgery, for a total of 12 weeks. Electrical field
stimulation equipment was set in the electronics laboratory of Bioengineering Department
(University of Sao Paulo, Sao Carlos, SP, Brazil). Metallic electrodes (size 30x 21 cm)
were positioned on the superior and inferior parts of the cage (16 cm apart from each other)
in order to submit the whole body of the rats to this low intensity electrical field through
capacitive coupling, and not causing any discomfort to the animals. The electronic unit and
the dosage parameters were similar to low intensity pulsed ultrasound, which is approved
by American Food and Drug Administration to accelerate bone healing [2]. Animals were
kept in cages under appropriated conditions of light and temperature (alternated cycles of
12 hours and temperature around 25°C) and had water and food ad libitum. After 12 weeks
of experiments, all animals received 20mg/kg of tetracycline intraperitoneally
(Terramicina, Pfizer, Sao Paulo, Brazil), on the 11™ and 10" days (first labeling) and 5™
and 4™ days (second labeling) before sacrifice. The double tetracycline labeling was used
for the analysis of the dynamic parameters of bone formation. This study was approved by
the Committee of Ethics in Animal Research at the School of Medicine of Federal

University of Sao Paulo, Brazil, under protocol number 0530/06.

Sample Preparation

On the day of sacrifice, right tibiae were collected for bone histomorphometry.
They were dissected and the proximal segment was fixed in 70% ethanol, dehydrated,
embedded in methylmetacrylate, and sectioned longitudinally using a Polychrome S
microtome (Reichert-Young, Heidelberg, Germany). Five pum-thick sections of the
specimens were stained with 0.1% toluidine blue at pH 6.4 and unstained sections were
prepared for the observation under ultraviolet light. At least two non-consecutive stained
and unstained sections were examined for each sample. The left tibiae were fixed in 4%

paraformaldehyde (pH 7.4) for three to four days before decalcification in 16% EDTA (pH
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7.4) for 22 days. Following decalcification, the proximal half of tibia was embedded in
paraffin. Seven-micron-thick sections of the proximal tibiae were cut longitudinally and

used for the detection of NOS and apoptosis by immunohistochemistry.

Histomorphometry [20]

The abbreviations of histomorphometric parameters used were derived from the
standard nomenclature of the ASBMR Committee [21]. Parameters of bone structure,
microarchitecture and connectivity were measured by using an automatic image analyser
(Bone, Explora Nova, La Rochelle, France) equipped with an Optronics Microfre digital
camera and were obtained with Bone and MorphoExpert softwares (Explora Nova, La
Rochelle, France) specific for bone histomorphometry: bone volume which expressed the
percentage of the cancellous area occupied by bone tissue (BV/TV, %), trabecular
thickness (Tb.Th, wm), trabecular separation (Tb.Sp, um), trabecular number (Tb.N, /mm)
derived from area and perimeter measurement according to Parfitt’s formulae [22] and
number of nodes (N.Nd/TV). The parameters reflecting bone remodeling were measured
by using a semiautomatic method (Osteometrics Inc., Atlanta, GA) and included: the
osteoid volume as a percentage of bone volume (OV/ BV, %), the osteoid surface as a
percentage of bone surface (OS/ BS, %), the osteoblast surface as a percentage of bone
surface (Ob.S/ BS, %), the eroded surface as a percentage of bone surface (ES/ BS, %).
The dynamic parameters were: mineral apposition rate (MAR) and mineralizing
surface/bone surface (MS/BS) calculated as double + 12 single labeled surfaces. Bone

formation rate/bone surface (BFR/BS) was calculated as (MS/BS) x (MAR).
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NOS immmunostaining

Immunohistochemistry was performed on one paraffin-embedded section using a
rabbit polyclonal antibody to eNOS and on another section using rabbit polyclonal
antibody to iNOS (Abcam, Cambridge, MA) for each animal. Immunostaining was
performed according to the method previously described by Basso and Heersche [23].
Briefly, deparaffinized sections were incubated in glycine for 20 minutes and in 0.2g of
Trypsin 250, 0.2g of calcium chloride and 1M sodium hydroxide in TBS for 30 minutes.
After that, sections were incubated in peroxidase blocking (Dakocytomation Envision® +
system HRP, for use with rabbit primary antibody, code K4010, Carpinteria, USA) for 15
minutes and blocking solution for 20 minutes. Sections were then incubated in the primary
antibody (1:100) in a humidity chamber overnight at +4°C. The next day, sections were
washed with TBS containing 0.1% Tween-20 (TBS-Tw) and incubated with a goat anti-
rabbit at room temperature for 25 minutes. Negative controls were incubated in buffer
without secondary antibody. Sections were washed again with TBS-Tw and peroxidase
activity was detected using DAB. Sections were counterstained with Mayer's
haematoxylin, dehydrated, cleared and mounted with Eukitt. NOS-positive cells regions
were evaluated on cortical and trabecular bone of metaphysis and diaphysis with a semi-

quantitative method with a three point scale (absent, + or ++).

Apoptosis Assays

Both Caspase-3 and TUNEL techniques were performed in this study in order to
confirm the localization of apoptotic cells. Briefly, caspase technique detects total caspase-
3 activity, which is part of a family of molecules that are mediators of apoptosis, and
caspase-3 has been shown to be one of the major activated caspases present in apoptotic

cells, suggesting that it plays a prominent role in the cell death process [24]. TUNEL, the
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method of TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling, detects DNA breaks for in situ

identification of programmed cell death [25].
Caspase

The protocol was adapted from Follet and coll. [26]. Sections were washed in 100%
methanol, 70% methanol, PBS and PBS + 0.3% Triton X-100. Endogenous peroxidase was
inactivated by incubating sections in 3% H,O; in methanol for 5 minutes for total caspase-
3. After that, incubation in 1.5% goat serum blocking solution (VectaStain ABC Kit) in
PBS was performed for 30 minutes. Primary antibody (Caspase-3 (H-277), sc-7148, Santa
Cruz Biotechnology, USA) was diluted in PBS + 0.3% Triton X-100 + 0.1% bovine serum
albumin (BSA). Caspase was used at a 1:25 dilution. Sections were incubated overnight at
+4°C and washed 4 to 5 times in PBS containing 0.1% Tween-20 (PBS-Tw). Sections
were then incubated in goat anti-rabbit secondary antibody for 45 minutes and washed
several times in PBS-Tw. Detection of peroxidase activity was performed with DAB.
Sections were then counterstained with methyl green, dehydrated, cleared and mounted
with Eukitt.

TUNEL

Klenow FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit (Calbiochem, Germany) was
used. Sections were incubated in 2mg/ml Proteinase K 1:100 in 10 mM Tris pH 8 for 20
minutes and washed in TBS. Positive control was incubated with 1pg/ml Dnase I in 1X
TBS/1 mM MgSOs for 20 minutes and rinsed with TBS. For the inactivation of
endogenous peroxidases, specimens were kept in 30% H,O, 1:10 in methanol for 5
minutes. Sections were then incubated in Klenow equilibration buffer (1:10 with dH,O) for
20 minutes, followed by Klenow labeling reaction mixture at 37°C for 1.5 hours, Stop
Buffer for 5 minutes and Blocking Buffer for 10 minutes, both at room temperature.

Detection of peroxidase activity was performed with DAB, for 10 to 15 minutes. Sections
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were then washed with dH,O, counterstained with methyl green, dehydrated, cleared and
mounted with Eukitt.
Count of apoptotic cells

Two sections per animal (I TUNEL and 1 caspase) were examined by light
microscopy at 400x magnification. Measurements were performed on 3 distinct areas: on
each cortex in the proximal part of the metaphysis and on the diaphysis cortex in the
central area of the tibia (Fig. 1). Each tissue area analyzed was 62.5 mm®. For the apoptotic
cells, positively stained (apoptotic) osteocytes, negatively stained (alive) osteocytes, empty
lacunae and the total number of lacunae were counted in each field using the Exploranova
Morphoexpert (Explora Nova, La Rochelle, France), and their densities were expressed in
percent of total number of lacunae. All the immunostaining analysis (eNOS, iNOS,
TUNEL and Caspase) were performed by the same investigator, who was blinded to the

treatment of all samples.

Figure 1. Measurement areas for apoptotic cells count on sections of female rats tibiae.

(size of each analyzed tissue area = 62.5 mm?).

Epiphysis

Metaphysis

D Diaphysis
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Statistics

Results were expressed as mean + SD. Non parametric tests were performed. The
comparisons between 3 groups were performed by a Kruskall-Wallis test. If the difference
was significant, the comparison between 2 groups was made by Mann-Whitney U test.

Significance was accepted at p < 0.05.

Results

Bone histomorphometry

Twelve weeks of ovariectomy in rats induced a significant bone loss with a
deterioration of trabecular architecture as shown by the decreased BV/TV, NdN/TV, TbN
and increased TbSp (Table 1) compared to SHAM. These alterations resulted from an
augmentation of the bone resorption and bone turnover as reflected by the increased
ES/BS, MS/BS and BFR/BS (Table 2). In contrast, after LIES, all these parameters tended
to be similar to SHAM values suggesting that LIES was able to prevent the effects of

OVX.

Table 1. Bone histomorphometry of female rats tibiae: parameters of structure,

microarchitecture and connectivity.

SHAM OVX OVX+LIES
BV/TV (% 24.848.2 10.282.5# 22+11
TbTh (um) 61.748.1 58.7+7.6 6016.5
TbN 3.9310.9 1.7240.3"# 3.69+1.8
Tb Sp (pm) 212+95.3 535.6+98# 298.54201.4
Nd.NTV (/mm? 9.59+4.7 3.65+1.2" 4.27+2.3

*p<0.05 vs SHAM and #p<0.05 vs OVX+LIES
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Table 2. Bone histomorphometry of female rats tibiae: parameters of remodeling.

SHAM ovX OVX+LIES
OV/BV (%) 0.86+1 0.43+0.7 0.66+0.5
OS/BS (%) 6.96+3.5 5.1516.7 7.213.9
Ob.S/BS (%) 1.32+0.6 0.6+0.6 0.86+0.7
ES/BS (%) 3.25+1.7 4.781.7°# 3.33+2.3
MAR (um/d) 1.88+0.5 2.5+1.4 1.3120.7
MS/BS (%) 7.702.9 15.92+7.9%# 7.6916.6
BFR/BS 0.15+0.1 0.47+0.4# 0.12+0.1

*p<0.05 vs SHAM and #p<0.05 vs OVX+LIES

NOS expression

Both eNOS and iNOS were similarly expressed in subperiosteal regions of the
cortices of metaphysis and diaphysis of tibiae of the SHAM group. eNOS and iNOS
expressions were found in cortical bone, around osteocytes (Fig. 2-1). However, after 12
weeks of ovariectomy, no expression of any of these two NOS isoforms was detected
(Table 3 and Fig. 2-I). In the group OVX+LIES, similar expressions of eNOS and iNOS
were detected in the cortical bone of tibiae diaphysis, but there were slightly less stained
regions (with positive cells) when compared to SHAM. With this method, we were not
able to visualize eNOS nor iNOS expression on osteoblasts, osteoclasts, trabecular bone

and medullae in any of the groups.
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Table 3. Semi-quantitative analysis of the expression of eNOS and iNOS on female rats

tibiae.
eNOS iNOS
++ ++
SHAM (cortical subperiosteal region (cortical subperiosteal region
metaphysis/diaphysis) metaphysis/diaphysis)
ovX - -
OVX+LIES + +
(distal cortical diaphysis) (distal cortical diaphysis)

Apoptosis

After immunostaining for cleaved caspase-3 and the label of DNA fragmentation
by TUNEL staining, strongly positive chondrocytes and osteocytes were present in cortical
bone. In OVX rats, the percentage of apoptotic osteocytes was increased, and this
difference was significant when compared to OVX+LIES group with caspase technique
and compared to SHAM with TUNEL technique (Table 4). The percentage of viable cells
in OVX group was significantly decreased but the percentage of empty lacunae was
significantly increased when compared to both SHAM and OVX+LIES groups (Table 4
and Fig. 2-II-1IT). LIES was able to significantly prevent the increase in both apoptotic

osteocytes and empty lacunae.
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Table 4. Effects of ovariectomy (OVX) and low intensity electrical stimulation (LIES) on

osteocyte viability.

SHAM OVX OVX+LIES
Caspase-3 technique
Viable osteocytes (%) ° 82.419.4 13.3¢+9.5" 83.819
Apoptotic osteocytes (%) ° 11.4+8.2 24.2+15.5% 8.2+7.6
Empty lacunae (%)° 6.2+3.5 62.5+15.9" 8.045.6
Total number lacunae (/mm2) 556.4£102 306.4+129* 493.5+123
TUNEL technique
Viable osteocytes (%) ° 84.7+t11.5 46.3+14.7* 79.5+12.1
Apoptotic osteocytes (%) ° 8.118.6 17.9+£3.4* 10.849.1
Empty lacunae (%)° 7.245.3 35.8+17.4* 9.747.2
Total number lacunae (/mm2) 591.4+123 384.4+77* 514.5+100

%expressed in percent of the total number of lacunae.
*p<0.05 vs SHAM and #p<0.05 vs OVX+LIES.

Figure 2. Expression of eNOS (I) and detection of the osteocyte apoptosis by caspase-3
immunostaining (II) and TUNEL (III) on the tibia of female rats. Arrow head: regions with
eNOS positive cells. Similar observations were made with iNOS immunostaining. Bar =

100 um (I) and 20 pm (II and III).
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Discussion

Osteocytes probably orchestrate skeletal adaptation to mechanical stimuli and NO
has been hypothesized to mediate both effects of mechanical loading and estrogens on
bone. Osteocytes produce NO in response to shear stress [9] and osteocyte apoptosis can
be prevented by NO [27]. In addition, it has been shown that, in the presence of L-NAME
- a NOS inhibitor, estrogen is totally ineffective in reversing bone loss in OVX rats,
suggesting that the protective effect of estrogens against bone loss may be mediated
through NO [16]. So, in this study, we investigated the influence of LIES on bone structure

and remodeling, eNOS and iNOS expressions and on osteocyte survival in OVX rats.

Our findings confirmed that OVX induced bone loss and microarchitecture
deterioration in consequence to an increase in resorption and bone turnover as shown by
ES/BS, MS/BS and BFR/BS. Moreover, OVX rats showed an increased percentage of
apoptotic osteocytes (109%) and empty lacunae (506%), when compared to SHAM. Others
[28] have cited that 3 weeks of ovariectomy may cause a 400% increase in osteocyte
apoptosis in tibiae of rats, but no data was found in literature about the effects of 12 weeks
of OVX on osteocyte survival. Aguirre and coll. [29] showed that unloading also augments
osteocyte apoptosis in mice, and that this change was followed by increased osteoclast
number and cortical porosity, reduced trabecular and cortical width, and decreased spinal
BMD and vertebral strength. These authors suggested that dying osteocytes are the signals
for osteoclast recruitment in their surrounding area and the resulting increase in bone
resorption and bone loss. Besides, it is known that the augmented bone fragility which
results from glucocorticoids use [30, 31], and both estrogen [32] and androgens

deficiencies [33] is also associated to a higher prevalence of osteocyte apoptosis.

Our study also demonstrated that OVX rats expressed neither eNOS nor iNOS 12

weeks after surgery, while SHAM rats expressed eNOS and iNOS mainly on the
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subperiosteal regions of the cortices of tibial metaphysis and diaphysis. These findings
suggested that eNOS and iNOS expressions were modulated by estrogen, and are in
agreement with previous studies which showed that the effects of OVX depend on NOS
expression [15, 16, 34]. In contrast, Cuzzocrea and coll. [18] concluded that iNOS could
mediate the bone loss induced by OVX in mice. However, in vitro studies corroborated the

positive effect of estrogen on eNOS activity [13].

Exposure to LIES prevented most of the effects of OVX on bone. Bone turnover
and resorption parameters were similar to those in SHAM animals and LIES was able to
preserve bone structure and microarchitecture, but not bone connectivity (Nd.N/TV) in this
bone loss model. This was in agreement with previous results showing that BMD was
maintained in OVX rats [3] or increased after fracture in rabbits [35] submitted to LIES or
to pulsed electromagnetic fields [36]. These effects of LIES on bone structure and
microarchitecture were associated to the maintenance of osteocyte viability and NOS

expression.

In the present study, LIES prevented the augmentation of osteocyte apoptosis
caused by OVX, keeping OVX+LIES group with similar levels of osteocyte survival as in
SHAM group. As far as we know, there are no other studies about the effects of LIES on
osteocyte survival, but our results are in agreement with the positive effects of mechanical
stimulation on osteocyte viability, which have already been shown in animals [37] as well
as in humans [38]. Mechanical stimulus may reduce the expression of Bcl-2 [39], an anti-
apoptotic gene product, as well as inhibit osteoclasts formation and bone resorption in
chicken calvaria cells in vitro [27]. Besides, Mann and coll. [38] showed that mechanical
stimulus prevents osteocyte apoptosis and increases bone formation rate (BFR/BS) and
alkaline phosphatase concentration on the surface of human trabecular bone. The signal

transduction pathway between mechanical stimulation and the inhibition of osteocyte
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apoptosis remains poorly understood but it is likely that the Wnt/beta-catenin pathway [40,
41] and NO [27] are involved.

We also showed that LIES could preserve eNOS and iNOS expressions on bone of
the ovariectomized rats, which is in agreement with in vitro studies that demonstrate that
electrical stimulation may increase NO synthesis on bone. In vitro studies have shown that
NO released under pulsed electromagnetic fields [42] and pulsating fluid flow [43]
stimulates osteoblastic differentiation and proliferation. Interestingly, NO was found to
increase osteoprotegerin and decrease osteoclastogenesis in bone marrow stromal cells
from OVX rats [44, 45]. Hamed and coll. [12] have suggested that in human osteoblasts,
LIES activated preferentially iNOS and that eNOS was activated by estrogen. However, in
our experiments, similar expressions of iNOS and eNOS were observed in cortical bone of
OVX rats after 12 weeks of LIES treatment. NO produced by iNOS has also been reported
to play a major role on bone formation in response to reloading after tail suspension [8]. In
a model of unloading in rats, Basso and Heersche [23] observed an augmentation in
osteocyte apoptosis, osteoclast number and a decreased bone mass which returned to
baseline values after reloading, simultaneously with marked augmentations of iNOS and
eNOS. Thus we have shown that the bone changes induced by estrogen deficiency and
LIES were associated to modifications of NOS expression but we cannot exclude that other

factors and pathways may be involved.

Huang and coll. [46] recently suggested that osteocytes are the sensory cells that
capture electrical stimulation signals and translate them into biochemical signals; these
signals would then be transferred through the dendritic processes of osteocytes to the
effector cells such as osteoblasts and osteoclasts to initiate bone formation. In agreement
with this, we hypothesize that LIES preserved osteocyte viability and NOS expression

which could secondarily act on bone remodeling.
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In conclusion, our results suggest that low intensity electrical stimulation may
counteract some effects of OVX on bone tissue. It was shown for the first time that LIES
was able to preserve bone structure and microarchitecture, iNOS and eNOS expression and
osteocyte viability on bone of OVX rats. Further investigations are now needed to
determine whether these factors are all connected in the same mechanism of the response

of bone tissue to electrical stimulation.
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ARTIGO 3

Low Intensity Electrical Stimulation Effects are Related to Nitric Oxide

Pathway in Ovariectomized Rat Bone Tissue

Lirani-Galvao APR, Chavassieux P, Portero-Muzy N, Bergamaschi CT, Silva OL,
Carvalho AB, Delmas P, Lazaretti-Castro M.

Abstract

We have previously shown that low intensity electrical stimulation (LIES) may counteract
the effects of ovariectomy (OVX) on bone structure and microarchitecture NOS expression
and osteocyte viability in rats (Lirani-Galvao et al., Calcif Tissue Int., 2008). Osteocytes
have been hypothesized to mediate these effects by releasing biochemical signals such as
nitric oxide (NO). The aim of the present study was to investigate if the known effects of
LIES on bone of OVX rats could be mediated by NO. Sixty rats (200-220g) were divided
into 6 groups: SHAM; SHAM treated with 6mg/d of L-NAME, an inhibitor of NO
synthase (SHAM-L-NAME); ovariectomized (OVX); OVX treated with L-NAME (OVX-
L-NAME) or subjected to an electrical stimulation (OVX-LIES) or both (OVX-LIES-L-
NAME) for 12 weeks. After double tetracycline labelling, rats were sacrified and tibias
were collected for histomorphometric analysis. Osteocyte apoptosis (caspase-3 and
TUNEL) and expressions of endothelial NO synthase (eNOS) and inducible NOS (iNOS)
were assessed by immunostaining. LIES was not able to prevent the reduction of BV/TV
and TbN caused by OVX in the presence of L-NAME (OVX-L-NAME vs OVX-LIES-L-
NAME), as it did in the absence of this NO inhibitor. However, L-NAME did not block the
effects of LIES on bone resorption (ES/BS and OCS/BS) of OVX rats. SHAM-L-NAME
and OVX-L-NAME showed a diminished percentage of apoptotic osteocytes when

compared to SHAM and OVX, respectively, but this difference was not observed between
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OVX-LIES-L-NAME and OVX-LIES. eNOS and iNOS expressions were not detected on
bone of none of L-NAME treated groups, including the OVX-LIES-L-NAME group. In
conclusion, our study showed that L-NAME partially blocks the effects of LIES on bone
structure (but not on bone resorption) and on iNOS and eNOS expressions in OVX rats,
suggesting that NO may be a mediator of the positive effects of LIES on bone. However, it
was not possible to identify if the known positive effects of LIES on osteocyte viability
were mediated by NO, since the effects of L-NAME on these cells were similar to those
caused by LIES.

key-words: Electrical Stimulation, Nitric Oxide, Bone Architecture, Ovariectomy,

Osteocyte.

Introduction

Osteocytes have been suggested to act as mechanosensors, transducers (Burger and
Klein-Nulend, 1999) and mediators of physical stimuli (Ma et al., 2008) through the
release of biochemical signals, which may modulate bone remodelling. These factors
remain unknown but nitric oxide (NO) has been hypothesized to play a role in the
modification of bone turnover in response to mechanical loading.

NO participates in the regulation of many biological functions in nervous, vascular
and immune systems (Moncada et al., 1991), and it was found to be an important regulator
of bone formation (Koyama et al., 2000) and resorption (Zheng et al., 2005). Endothelial
NO synthase (eNOS) is the prevailing isoform expressed by cells of the
osteoblast/osteocyte lineage and strain may increase its activity (Zaman et al., 1999).
Inducible NO synthase (iNOS) was found to act in bone as an autocrine negative feedback
signal to limit osteoclastogenesis concurrently stimulated by RANKL (Receptor Activator

for Nuclear Factor k B Ligand) (Zheng et al., 2006).
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NO has been suggested to be a regulator of bone metabolism by mediating the
effects of estrogen (Zaman et al., 1999, Wimalawansa, 1996, Cuzzocrea et al., 2003),
mechanical stimulation (Zaman et al., 1999, Watanuki et al., 2002), pulsating fluid flow
(Klein-Nulend et al., 1995, Mullender et al., 2006, Tan et al., 2008) and shear stress
(Bakker et al., 2005), inducing the release of NO by osteocytes (Zaman 1999, Klein-
Nulend et al. 1995), MC3T3-E1 cells (Mullender et al., 2006) and human osteoblasts
(Bakker et al., 2005; Hamed et al. 2006).

Some investigations have shown that NO may counteract the effects of ovariectomy
(OVX) (Wimalawansa et al. 1996, Hukkanen et al. 2003). Besides, a randomized NIH-
funded NOVEL clinical study is currently assessing the effectiveness of topically
administered nitroglycerine (a NO donor) in the prevention of postmenopausal bone loss
(Wimalawansa, 2007).

We have previously shown that low intensity electrical stimulation (LIES) may
counteract the effects of OVX on bone mineral density (BMD) (Lirani-Galvao et al.,
2006), NOS expression, osteocyte viability, bone structure and microarchitecture in rats
(Lirani-Galvao et al., 2008"). We hypothesized that the preserved osteocyte viability and
activation of iNOS and eNOS could secondarily act on the osteoclasts-osteoblasts to
maintain bone structure and microarchitecture.

The aim of the present study was to investigate if the known effects of LIES on
bone of OVX rats could be mediated by NO. Thus we analysed the effects of NO blockage
(with L-NAME) in the response to LIES on osteocyte viability, bone structure and
microarchitecture in OVX rats. For that objective we studied the effects of LIES with or
without associated L-NAME treatment on bone tissue of OVX rats by histomorphometry,

on the expression of iNOS and eNOS and on osteocyte apoptosis by immunostaining.

" Artigo 2 do presente trabalho, submetido  revista Calcified Tissue International.
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Materials and Methods

Animals and Treatments

Sixty Wistar female rats (200-220g) were subjected to anesthesia (Xilazin
(Syntec®), 20 mg/kg and Ketamin (Agener®), 40 mg/Kg, IP) for bilateral ovariectomy
(n=40, OVX) or sham operation (n=20, SHAM) according to the method described in
Osteoporosis Study by Giardino and cols (Giardino et al., 1993). SHAM-L-NAME, OVX-
L-NAME and OVX-LIES-L-NAME (n=10 each) received daily 06 mg/Kg of L-NAME
(No-nitro-L-arginin methyl ester, Sigma Chemical Co., Germany) by gavage during the
whole protocol period (12 weeks). This dose of L-NAME was chosen based on literature
(da Cunha et al., 2004) with inhibitor effect of NOS without causing an exacerbated
hypertension. Twenty rats (OVX-LIES and OVX-LIES-L-NAME) received a low intensity
pulsed electrical treatment (output power: 30 mW, tension: 40 V peak-to-peak, frequency:
1.5 MHz, duty cycle: 1:4) in 60 sessions of twenty minutes, 5 times-a-week, starting on the

7™ day after surgery, for 12 weeks (table 1).

Table 1 — Six groups of rats submitted to 12 weeks of protocol.

GROUP SURGERY TREATMENT

SHAM SIMULATED NONE

SHAM-L-NAME SIMULATED L-NAME

(00%:¢ BILATERAL OVARIECTOMY NONE

OVX L-NAME BILATERAL OVARIECTOMY L-NAME

OVX-LIES BILATERAL OVARIECTOMY ELECTRICAL STIMULATION
OVX-LIES-L-NAME BILATERAL OVARIECTOMY ELECTRICAL STIMULATION AND L-NAME

Electrical field stimulation equipment was set in the electronics laboratory of
Bioengineering Department (University of Sao Paulo, Sao Carlos, SP, Brazil), as

previously described by our group (Lirani-Galvao et al., 2006; Lirani-Galvao et al., 2008).

67




Metallic electrodes (size 25x 35 cm) were positioned on the superior and inferior parts of
the cage in order to submit the whole body of the rats to this low intensity electrical field
through capacitive coupling. Animals were kept in cages under appropriated conditions of
light and temperature (alternated cycles of 12 hours and temperature around 25°C) and had
water and food ad libitum. After 12 weeks of experiments, all animals received 20mg/kg of
tetracycline intraperitoneally (Terramicina, Pfizer, Sao Paulo, Brazil), on the 11" and 10"
days (first labeling) and 5™ and 4™ days (second labeling) before sacrifice. The double
tetracycline labeling was used for the analysis of the dynamic parameters of bone
formation. This study was approved by the Committee of Ethics in Animal Research at the
School of Medicine of Federal University of Sao Paulo, Brazil, under protocol number

0530/06.

Sample Preparation

On the day of sacrifice, right tibiae were collected for bone histomorphometry.
They were dissected and the proximal segment was fixed in 70% ethanol, dehydrated,
embedded in methylmetacrylate, and sectioned longitudinally using a Polychrome S
microtome (Reichert-Young, Heidelberg, Germany). Five um-thick sections of the
specimens were stained with 0.1% toluidine blue at pH 6.4 and unstained sections were
prepared for the observation under ultraviolet light. At least two non-consecutive stained
and unstained sections were examined for each sample. The left tibiae were fixed in 4%
paraformaldehyde (pH 7.4) for three to four days before decalcification in 16% EDTA (pH
7.4) for 22 days. Following decalcification, the proximal half of tibia was embedded in
paraffin. Seven-micron-thick sections of the proximal tibiae were cut longitudinally and

used for the detection of NOS and apoptosis by immunohistochemistry.
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Histomorphometry (Chavassieux et al., 2001)

The abbreviations of histomorphometric parameters used were derived from the
standard nomenclature of the ASBMR Committee (Parfitt et al., 1987). Parameters of bone
structure, microarchitecture and connectivity were measured by using an automatic image
analyser (Bone, Explora Nova, La Rochelle, France) equipped with a digital camera
Microfire Optronic and were obtained with Bone and MorphoExpert softwares (Explora
Nova, La Rochelle, France) specific for bone histomorphometry: bone volume which
expressed the percentage of the cancellous area occupied by bone tissue (BV/TV, %),
trabecular thickness (Tb.Th, um), trabecular separation (Tb.Sp, um), trabecular number
(Tb.N, /mm) derived from area and perimeter measurement according to Parfitt’s formulae
(Parfitt et al., 1983) and number of nodes (N.Nd/TV). The parameters reflecting the bone
remodeling were measured by using a semiautomatic method (Osteometrics Inc., Atlanta,
GA) and included: the osteoide volume as a percentage of bone volume (OV/ BV, %), the
osteoid surface as a percentage of bone surface (OS/ BS, %), the osteoblast surface as a
percentage of bone surface (Ob.S/ BS, %), the eroded surface as a percentage of bone
surface (ES/ BS, %) and the osteoclast surface as a percentage of bone surface (Oc.S/ BS,
%). The dynamic parameters were: mineral apposition rate (MAR) and mineralizing
surface/bone surface (MS/BS) calculated as double + 12 single labeled surfaces. Bone

formation rate/bone surface (BFR/BS) was calculated as (MS/BS) x (MAR).

NOS immmunostaining

Immunohistochemistry was performed on one paraffin-embedded section using a
rabbit polyclonal antibody to eNOS and one rabbit polyclonal antibody to iNOS (Abcam,
Cambridge, MA) for each animal. Immunostaining was performed according to the method

previously described by Basso and Heersche (2006). Briefly, deparaffinized sections were
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incubated in glycine for 20 minutes and in 0.2g of Trypsin 250, 0.2g of calcium chloride
and 1M sodium hydroxide in TBS for 30 minutes. After that, sections were incubated in
peroxidase blocking (Dakocytomation Envision® + system HRP, for use with rabbit
primary antibody, code K4010, Carpinteria, USA) for 15 minutes and blocking solution for
20 minutes. Sections were then incubated in the primary antibody (1:100) and on the next
day, sections were washed with TBS containing 0.1% Tween-20 (TBS-Tw) and incubated
with a goat anti-rabbit at room temperature. Negative controls were incubated in buffer
without secondary antibody. Sections were washed again with TBS-Tw and peroxidase
activity was detected using DAB. Sections were counterstained with Mayer’s hematoxilin,
dehydrated, cleared and mounted with Eukitt. NOS-positive cells were evaluated on
cortical and trabecular bone of metaphysis and diaphysis with a semi-quantitative method
with a three point scale (absent, + or ++), as described elsewhere (Lirani-Galvao et al.,
2008).
Apoptosis Assays

Both Caspase-3 and TUNEL techniques were performed in this study in order to
confirm the localization of apoptotic cells. Briefly, caspase technique detects caspase-3
activity, which is part of a family of molecules that are mediators of apoptosis, and
caspase-3 has been shown to be one of the major activated caspases present in apoptotic
cells, suggesting that it plays a prominent role in the cell death process (Faleiro et al.,
1997). TUNEL, the method of TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling, detects DNA

breaks for in situ identification of programmed cell death (Gavrieli et al., 1992).

Caspase

The protocol was adapted from Follet and cols (2007), and was described elsewhere
(Lirani-Galvao et al., 2008). Briefly, sections were washed in 100% methanol, 70%

methanol, PBS and PBS + 0.3% Triton X-100. Endogenous peroxidase was inactivated by
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incubating sections in 3% H;0O, in methanol for 5 minutes for caspase-3. After that,
incubation in 1.5% goat serum blocking solution (VectaStain ABC Kit) in PBS was
performed for 30 minutes. Primary antibody (Caspase-3 (H-277), sc-7148, Santa Cruz
Biotechnology, USA) was diluted in PBS + 0.3% Triton X-100 + 0.1% bovine serum
albumin (BSA). Caspase was used at a 1:25 dilution. Sections were incubated overnight at
+4°C and washed 4 to 5 times in PBS containing 0.1% Tween-20 (PBS-Tw). Sections
were then incubated in goat anti-rabbit secondary antibody for 45 minutes and washed
several times in PBS-Tw. Detection of peroxidase activity was performed with DAB.
Sections were then counterstained with methyl green, dehydrated, cleared and mounted
with Eukitt.
TUNEL

Klenow FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit (Calbiochem, Germany) was
used. Sections were incubated in 2mg/ml Proteinase K 1:100 in 10 mM Tris pH 8 for 20
minutes and washed in TBS. Positive control was incubated with 1pg/ml Dnase I in 1X
TBS/1 mM MgSOs for 20 minutes and rinsed with TBS. For the inactivation of
endogenous peroxidases, specimens were kept in 30% H,O, 1:10 in methanol for 5
minutes. Sections were then incubated in Klenow equilibration buffer (1:10 with dH,0) for
20 minutes, followed by Klenow labeling reaction mixture at 37°C for 1.5 hours, Stop
Buffer for 5 minutes and Blocking Buffer for 10 minutes, both at room temperature.
Detection of peroxidase activity was performed with DAB, for 10 to 15 minutes. Sections
were then washed with dH,O, counterstained with methyl green, dehydrated, cleared and

mounted with Eukitt.

Count of apoptotic cells

Two sections per animal (TUNEL and caspase) were examined by light microscopy

at 400x magnification. Measurements were performed on each cortex in the proximal part
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of the metaphysis of and on the diaphysis cortex in the central area of the tibia (Fig. 1).
Each tissue area analyzed was 62.5 mm?. For the apoptotic cells, positively stained
(apoptotic) osteocytes, negatively stained (alive) osteocytes, empty lacunae and the total
number of lacunae were counted in each field using the Exploranova Morphoexpert
(Explora Nova, La Rochelle, France), and their densities were expressed in percent of total

number of lacunae.

Statistics

Results were expressed as mean + SD. Non parametric tests were performed. The
comparisons between 6 groups were performed by a Kruskall-Wallis test. If the difference
was significant, the comparison between 2 groups was made by Mann-Whitney U test.

Significance was accepted at p < 0.05.

Results

Bone histomorphometry

As already described by our group (Lirani-Galvao et al., 2008), 12 weeks of
ovariectomy in rats induced a significant bone loss with a deterioration of trabecular
architecture as shown by the decreased BV/TV, NdAN/TV, TbN and increased TbSp
compared to SHAM (table 2). In contrast, after LIES, except for NdAN/TV, all these
parameters tended to be similar to SHAM values suggesting that LIES was able to prevent
the effects of OVX.

After 12 weeks of treatment, L-NAME augmented TbN and NdN/TV and
decreased BFR/BS, MS/BS and MAR, when compared to SHAM (tables 2 and 3). In the
presence of L-NAME, LIES was not able to increase BV/TV nor TbN on OVX rats (OVX-

L-NAME vs OVX-LIES-L-NAME), as it did in the absence of this NO inhibitor. The
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group OVX-LIES-L-NAME presented decreased ES/BS and OcS/BS when compared to
OVX-L-NAME, demonstrating that L-NAME did not block the effects of LIES on these

parameters.

Table 2 - Histomorphometry - Structure and Architecture Parameters

Groups BV/TV (%) TbTh(um) TbN Tb Sp (um)  Nd.N/TV (/mm?)
SHAM 24,84+82 61,71+8,1 3,93+0,9 212,02+95,3 9,59+4,7
SHAML-L-NAME 37,08+7,3 64,62+16,3 5,81+0,6° 109,25+15,8 19,143,5°
ovX 10,17+2,5%® 58,69+7,6 1,72+0,3% 535,64+98% 3,65+1,2°
OVX-L-NAME 14,09+7,6° 58,03+7,9 2,32+1,0° 475,06+296,7° 3,52+2,1
OVX-LIES 21,97+11  60,03+6,5 3,69+1,8 298,50+201,4 4,27+2.3
OVX-LIES-L-NAME  15,81+9,7° 63,63+7,4 2,40+1,2° 441+232 1 6,85+7,6

30<0.05 vs SHAM, °p<0.05 vs OVX-LIES, °p<0.05 vs SHAM-L-NAME.

Table 3 - Histomorphometry - Remodeling Parameters
Groups OV/BV (%) OS/BS (%) Ob.S/BS (%) ES/BS (%) 0c.S/BS (%) MAR (um/d) MS/BS (%) BFR/BS

SHAM 0,86+1 6,96+3,5 1,3240,6  3,25+1,7 1,77+0,8 1,880,565  7,70#2,9 0,1540,1
SHAML-L-NAME 0,040  0,69+0,5 0,85+0,5 4,14+1,8 2,55+1,2 0,94+0,3*  3,8+2,0° 0,04:0,03%
ovX 0,43+0,7 5,1546,7 0,6+0,6 4,741,7%°  2,93+1,3° 2,5¢1,4  159247,9% 0,4740,4°
OVX-L-NAME 0,2610,3  4,546,3 0,83+0,3 6,25#2,3° 3,94#1,5° 1,00+0,43 5,8443,7 0,06%0,05
OVX-LIES 0,66+0,5 7,2+3,9 0,86+0,7  3,33+2,3 2,25+1,3 1,3110,7  7,6916,6 0,1210,1

OVX-LIES-L-NAME 0,16%0,2 2,72+2)7 1,0680,6  2,65+1,4 1,79+1,0 1,66+0,56 12,13+3,7 0,20+0,10
%0<0.05 vs SHAM, ®p<0.05 vs OVX-LIES, °p<0.05 vs OVX-LIES-L-NAME.

NOS expression

As we described elsewhere (Lirani-Galvao et al., 2008), both eNOS and iNOS were
similarly expressed in subperiosteal regions of the cortices of metaphysis and diaphysis of
tibiae of the SHAM group. eNOS and iNOS expressions were found in cortical bone,
around osteocytes (fig 1). However, after 12 weeks of ovariectomy, no expression of any
of these two NOS isoforms was detected (table 4). In the group OVX+LIES, similar
expressions of eNOS and iNOS were detected in the cortical bone of tibiae diaphysis,
when compared to SHAM. L-NAME blocked, as expected, both iNOS and eNOS
expressions in SHAM-L-NAME after 12 weeks of treatment. The effect of LIES on iNOS
and eNOS expressions of OVX rats was blocked by L-NAME (OVX-LIES-L-NAME
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group), suggesting that NO could be a mediator of the bone effects of LIES on OVX rats.
With this method, we were not able to visualize eNOS nor iNOS expression on osteoblasts,

osteoclasts, trabecular bone and medullae in any of the groups.

Table 4 — eNOS and iNOS expression on tibiae of rats.

Group eNOS iNOS
SHAM ++ ++
(external cortical (external cortical
methaphysis/ methaphysis/
diaphysis) diaphysis)
OVvX - -
OVX-LIES + +
(distal cortical (distal cortical
diaphysis) diaphysis)

SHAM-L-NAME - -
OVX-L-NAME - -
OVX-LIES-L-NAME - -

SHAM OvX OVX-LIES

OVX-L-NAME

Figure 1 - eNOS expression by immunostaining on cortical bone of rat tibiae from the 6
groups. Similar expressions were observed for eNOS and iNOS. Magnification: SHAM
and OVX = 100x and 200x for the other groups.
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Apoptosis

After immunostaining for cleaved caspase-3 and the label of DNA fragmentation by
TUNEL staining, strongly positive chondrocytes and osteocytes were present in cortical
bone. In OVX rats, the percentage of apoptotic osteocytes was increased, and this
difference was significant when compared to OVX+LIES group with caspase technique
(fig 2) and compared to SHAM with TUNEL technique (table 5 and fig 3). L-NAME
significantly increased the percentage of viable osteocytes and decreased osteocyte
apoptosis in SHAM-L-NAME rats only with caspase-3 technique (vs SHAM). OVX-L-
NAME showed a diminished percentage of apoptotic osteocytes when compared to OVX,
but this difference was not observed between OVX-LIES-L-NAME and OVX-LIES. As
the effects of L-NAME were the same as those of LIES, it was not possible to know if L-
NAME could prevent the effects of LIES on osteocytes survival.

Table 5 - Caspase-3 and TUNEL results (MEAN+SD)

SHAM SHAM-L-NAME OVvX OVX-L-NAME  OVX-LIES OVX-LIES-L-NAME
Caspase-3 technique
Viable osteocytes (%)* 82.4+9.4 94.4+2 4° 13.3+9.5% 90.7+3.9° 83.8+9 90.745.9
Apoptotic osteocytes (%)* 11.448.2 0.8+1.2% 24.2+155° 4.3+2.7° 8.2+7.6 4.8+3.2
Empty lacunae (%)* 6.243.5 4.7+2.2 62.5+15.9%° 5.1+1.9 8.015.6 4.5+4.0
Total number lacunae (/mm2) 556.4+102 582.9+111.9 306.4+129%°  605.5:149.8 493.5+123 492.4+108.2
TUNEL technique
Viable osteocytes (%)* 84.7+11.5 91.642.2 46.3+14.7%" 93.7+4.6° 79.5+12.1 82.647.1
Apoptotic osteocytes (%)* 8.148.6 3.1¥2.2 17.9+3.4° 1.941.5° 10.8+9.1 11.246.3
Empty lacunae (%)* 7.245.3 5.3+1.8 35.8+17.4% 4.316.0 9.747.2 6.244.2
Total number lacunae (/mm2) 591.4+123 648.5+83.4 384.4477° 645.2+228.2 514.5+100 508.5+100.9

*expressed in percent of the total number of lacunae.
3p<0.05 vs SHAM, °p<0.05 vs OVX+LIES and °p<0.05 vs OVX.
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SHAM OovX OVX-LIES

SHAM-L-NAME OVX-L-NAME OVX-LIES-L-NAME

Figure 2 - Detection of osteocyte apoptosis by Caspase-3 technique (400X).
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Figure 3 - Detection of osteocyte apoptosis by TUNEL technique (400x).
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Discussion

Osteocytes are the most abundant bone cells and are believed to be the
mechanosensors of bone, responding to mechanical stresses in interstitial fluid flow
through their canaliculi. Under physical stimuli, chemical signals such as NO play a key
role in the activity of osteoblasts/osteoclasts (Bakker et al., 2005; Hamed et al. 2006; Vatsa
et al., 2006) and osteocytes (Zaman 1999; Klein-Nulend et al., 1995; Tan et al., 2006) that
regulate bone remodeling.

Mechanically stimulated osteocytes release soluble factors that can inhibit
osteoclastogenesis induced by other supporting cells including bone marrow stromal cells
(You et al., 2008). Noble et al. (2003) have shown that mechanical loading has the capacity
to regulate osteocytes apoptosis in rats, and shear stress can prevent osteocytes apoptosis,
at least in part, via NO (Tan et al., 2006). Besides, NO was demonstrated to decrease
RANKL protein and increase osteoprotegerin (OPG) protein expressions in murine stromal
cells, which should lead to decreased recruitment of osteoclasts and positive bone
formation (Fan et al., 2004).

Studies have shown that the density of osteocytes (Ma et al., 2008) and circulating
NO products (Wimalawansa, 2007) significantly decrease with estrogen deficiency, as seen
in postmenopausal women (Ma et al., 2008). In our previous study (Lirani-Galvao et al.,
2008), we have confirmed that OVX, besides the bone loss and microarchitecture
deterioration, may decrease osteocytes density, increase osteocyte apoptosis and abolish
iINOS and eNOS expression in bone of rats. Moreover, we demonstrated that LIES could
prevent both osteocyte apoptosis and absence of eNOS and iNOS expression on bone,
induced by OVX. Thus mechanical loading, electrical stimulation and nitric oxide (NO)

have positive influences on bone physiology.
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NO production is induced by mechanical strain via upregulation of eNOS mRNA
and protein, the predominant NOS in adult bone. Rahnert et al. (2008) found that
mechanical strain may inhibit RANKL expression and this could be prevented by NOS
inhibitors (L-NAME and L-NMMA) in stromal cells of mice. In another investigation, a
pulsating fluid flow (PFF) upregulated Bcl-2 and downregulated caspase-3 expression in
osteocytes in vitro; and L-NAME attenuated this effect. In osteocytes PFF did not affect
p53 and c-Jun - transcription factors important to regulate the cell cycle - but L-NAME
upregulated c-Jun expression. This suggests that PFF inhibits osteocyte apoptosis via
alterations in Bcl-2 and caspase-3 gene expression, which is at least partially regulated by
NO (Tan et al., 2008).

However, in the present study, in vivo and chronic treatment with L-NAME
significantly increased the percentage of viable osteocytes and decreased osteocyte
apoptosis in rats after 12 weeks of treatment (vs SHAM, with caspase-3 technique). As the
effects of L-NAME on osteocytes, in all groups treated with it, were the same as those of
LIES, it was not possible to know if L-NAME could prevent the effects of LIES on
osteocyte survival. It is important to emphasize that this was the first time that L-NAME
was used in vivo and for a long period of time (12 weeks) to study the hypothesis of NO
being the mediator of electrical stimulation on bone. To confirm the biological effect of L-
NAME, arterial blood pressure was measured in all rats (at the end of the 12 weeks
protocol) before sacrifice and, as expected with the chronic use of this NOS inhibitor
(Biancardi et al., 2007), those treated with L-NAME became hypertensive (data not
shown).

Tsukahara et al. (1996) showed that oral administration of L-NAME (doses of 20
and 50 mg/dL of drinking water) for 4 weeks in rats caused hypertension but normal bone

mineral content in the lumbar spine, and the highest dose (80 mg/dl) even caused a slight
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decrease in bone mass. Pennisi et al., (2005) reported that a reduction of NO synthesis
contributes to a deterioration of bone metabolism. L-NAME (50 mg/kg/day) was used for 4
weeks in Sprague-Dawley male rats and caused a significant decrease in total body, femur
and spine BMDs and a significant increase in serum C-terminal telopeptides of type I
collagen, which indicates bone resorption (Pennisi et al., 2005). However, as far as we
known, there is no literature about the effects of 12 weeks of L-NAME treatment on bone
of rats.

In the present investigation, besides the diminished osteocyte apoptosis, 12 weeks
of L-NAME treatment (06 mg/kg/day) augmented TbN and NdAN/TV and decreased
BFR/BS, MS/BS and MAR, when compared to SHAM, demonstrated by
histomorphometry, suggesting a biphasic effect of L-NAME on bone. One possible
explanation is that the known hypertension provoked by chronic L-NAME treatment could
have caused a mechanical stimulation on bone. Turner et al. (1997) demonstrated a
positive correlation between bone formation and blood pressure (BP), suggesting that an
augmentation of BP may lead to a mechanical stimulus of bone cells. Some authors
(Okruhlicova et al., 2000) have already shown that long-lasting L-NAME treatment (40
mg/kg/day for 4 weeks) may even induce angiogenesis in rats. Aminoguanidine, a
selective inhibitor of NO production via iNOS, stimulated neoangiogenesis and osteoclast-
mediated bone remodeling in vivo in chick chorioallantoic membrane system and in
cultures chick bone marrow OC-like cells model (Collin-Osdoby et al., 2000).

Female rats treated with L-NAME for 19 days (75 mg/kg/day) presented a
reduction of 66% in mechanically induced BFR and MAR compared with the control
group. BFR and MAR were not affected by L-NAME treatment in sham-loaded limbs.
These results suggest that NO may play a role in the transduction of a mechanical stimulus

into a biological response in bone. However, L-NAME alone caused significant reductions
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in serum albumin and alkaline phosphatase and significant increases in serum blood urea
nitrogen and creatinine (Turner et al., 1996).

In our study, LIES was not able to prevent the reduction of BV/TV and TbN caused
by OVX in the presence of L-NAME (OVX-L-NAME vs OVX-LIES-L-NAME), as it did
in the absence of this NO inhibitor. However, L-NAME did not block the effects of LIES
on bone resorption (ES/BS and OCS/BS) of OVX rats. Consequently, it may be suggested
that NO partially mediates the effects of LIES on bone, mediating the effects of LIES on
bone structure but not on bone resorption.

Diniz et al. (2002) investigated if the effects of pulsed electromagnetic fields
(PEMF) stimulation on the osteoblast proliferation and differentiation were mediated by
the increase in NO synthesis. They used osteoblasts MC3T3-E1 cell line cultures in the
absence or in the presence of the NO synthase inhibitor L-NMMA. PEMF (for 15 days)
increased significantly the nitrite concentration, DNA content and alkaline phosphatase
activity, but these effects were partially blocked by L-NMMA. The authors concluded that
PEMF stimulatory effects on the osteoblasts proliferation and differentiation were
mediated by the increase of NO synthesis. Moreover, in osteoblast-like cells, the anabolic
effects of PEMF may be partly mediated through the activation of eNOS, among other
proteins (Schnoke and Midura, 2007) and PEMF may regulate osteoclastogenesis, bone
resorption, OPG and RANKL concentrations in marrow culture system (Chang et al.,
2005). These data support our results with electrical stimulation, which showed that NO
may be a mediator of the positive effects of LIES on bone structure.

In the present investigation, as expected, L-NAME blocked iNOS and eNOS
expressions in SHAM-L-NAME group. According to our previous data (Lirani-Galvao et
al., 2008), LIES may prevent the blockage of eNOS and iNOS expressions caused by OVX

(OVX-LIES vs OVX). However, in the presence of L-NAME (OVX-LIES-L-NAME
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group), this prevention was not possible, suggesting that NO could be a mediator of the
effects of LIES on bone of OVX rats.

Electric stimulation may also act through NO signaling on other cell types, such as
human chondrocytes. L-NAME prevented the pulsing electric field (PEF)-stimulated
increase in NO, cGMP, and DNA content in these cultured cells. The transduction pathway
for PEF-stimulated chondrocyte proliferation involves NO, which results from a cascade
that involves calcium, calmodulin, and cGMP production (Fitzsimmons et al., 2008).

In conclusion, our study showed that L-NAME partially blocks the effects of LIES
on bone structure (but not on bone resorption) and on iNOS and eNOS expressions in
OVX rats, suggesting that NO may be a mediator of the positive effects of LIES on bone.
Nevertheless, it was not possible to identify if the known positive effects of LIES on
osteocyte viability were mediated by NO, since the effects of L-NAME on these cells were
similar to those caused by LIES. It is important to accentuate that this was the first time
that L-NAME was used chronically for such a long period of time (12 weeks) to evaluate
the role of NO on bone of rats; more specifically, to evaluate the hypothesis of NO being
the mediator of electrical stimulation on bone. Apart from the NO pathway, we also
suggest that more studies should be performed in order to investigate which other

mechanisms could be involved in the transduction of electrical sign into bone tissue.
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6. CONSIDERACOES FINAIS




O artigo 1 demonstrou que a EE melhorou a DMO e o conteldo mineral
6sseo (CMO) de ratas ovarectomizadas, mantendo-os com niveis semelhantes
aos atingidos pelo grupo SHAM. Enquanto que as medidas de DMO dos grupos
SHAM e OVX-EE aumentaram significativamente ao longo do estudo, o grupo
OVX nao apresentou diferenca em relacdo ao seu basal e tornou-se
significantemente inferior aos outros 2 grupos. Nao foi possivel demonstrar, no
entanto, uma reducao da massa 6ssea medida pela densitometria no grupo
ovarectomizado. Acreditamos que isto se deveu ao fato de termos utilizado ratas
jovens (12 semanas de idade) somado ao curto periodo do estudo. Entretanto,
tivemos o cuidado de avaliar, no momento do sacrificio, a efetividade da
ovarectomia através do exame do utero atrofico em todas as ratas que haviam
sido submetidas a este procedimento. Assim, a estimulagdo elétrica por 11
semanas propiciou que as ratas ovarectomizadas mantivessem um ganho de
massa éssea equivalente ao ganho do grupo SHAM.

A densitometria éssea é reconhecidamente um método util para avaliagao
de massa éssea em ratos, tendo sido largamente utilizada na literatura cientifica
(Nagy et al., 2001). No entanto, esta técnica ndo possui a capacidade de avaliar a
qualidade e a estrutura 6ssea, aspectos muito melhor detalhados na anélise
histomorfométrica (Libouban et al., 2002). Assim, as amostras de tibia das ratas
ovarectomizadas do presente trabalho, submetidas a técnica de histomorfometria
O0ssea, demonstraram microarquitetura Ossea deteriorada e volume G6sseo
diminuido (BV/TV), sugerindo que a densitometria éssea ndo tenha tido uma boa
acuracia para detectar estas mudancas neste modelo experimental.

Um estudo sobre os efeitos do PEMF no tecido désseo de ratas

ovarectomizadas, revelou que seis semanas de tratamento aumentaram a
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espessura cortical das tibias e os niveis de fosfatase alcalina plasmatica das
ratas, indicando maior formacéao éssea (Sert et al., 2002). Em uma investigacao
com individuos portadores de osteoporose devido a lesdo medular, o PEMF foi
utilizado nos joelhos destes sujeitos e, em 3 meses de tratamento, houve um
aumento significante de 5.1% na DMO de joelho enquanto que os individuos nao
tratados tiveram uma queda de 6.6% neste mesmo parametro (Garland et al.,
1999).

A unidade eletrénica e os parametros de dosagem da EE foram os mesmos
do ultra-som pulsado de baixa intensidade, que ja foi aprovado pela FDA
americana para acelerar o reparo 6sseo no caso de fraturas (Lind e Bunger,
2001). Carvalho e Cliquet-dunior (2004) utilizaram o ultra-som pulsado de baixa
intensidade no fémur de ratas ovarectomizadas por 4 semanas e observaram um
aumento significativo do CMO do fémur proximal, o que estd de acordo com
nossos resultados com a EE ap6s 11 semanas de tratamento. No entanto, em
uma investigagao clinica, o ultra-som pulsado de baixa intensidade foi utilizado
por 6 semanas no calcaneo de pacientes com lesdo medular recente (1 a 6
meses) mas ndo foram encontradas quaisquer alteragcdes nos resultados da
densitometria 6ssea (Warden et al., 2001). E importante ressaltar que o ultra-som
€ um excelente método para o tratamento de fraturas, por estas serem localizadas
e de facil acesso para o cabecote do ultra-som. No entanto, quando se trata de
uma doenca sistémica como a osteoporose, a EE citada no presente trabalho
parece ser um método mais apropriado por expor o corpo todo do animal a
estimulagéo.

No artigo 2, investigamos se a EE teria algum efeito sobre a viabilidade de

ostedcitos, a expressdo de NOS e sobre parametros histomorfométricos. A
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escolha destes parametros foi feita apdés uma detalhada revisao bibliografica, que
nos mostrou que os mesmos tém sido apontados como possiveis mediadores
intra e intercelulares na transducdo dos efeitos de estimulos fisicos,

especialmente a estimulacdo mecanica, sobre o tecido ésseo.

No estudo de Basso e Heersche (2006), o modelo de suspensédo pela
cauda em ratos (por 2 semanas) causou um aumento na apoptose de ostedcitos,
namero de osteoclastos e diminuicdo na massa 0ssea, que regressaram aos
valores basais com o retorno da carga, juntamente com aumento da expressao de
eNOS e iINOS. Em nosso trabalho, as ratas OVX, 12 semanas apos a cirurgia,
demonstraram microarquitetura éssea deteriorada, aumento da porcentagem de
ostedcitos apoptéticos e auséncia da expressado de eNOS e iINOS no osso cortical
de tibias, evidenciando, mais uma vez, que estes fatores estdo provavelmente

interligados quando se trata de perda 6ssea.

A perda 6ssea e a deterioracdo da microarquitetura, com aumento do
turnover e da reabsorcdo 6ssea causados pela ovarectomia nas ratas do grupo
OVX, ja sdo bem conhecidos e freqlientemente citados na literatura (Fuchs et al.,
2008; Chang e Chang, 2003). Além disso, em nosso estudo, houve um aumento
de 109% de ostedcitos apoptoticos, nas tibias das ratas OVX, 12 semanas apos a
ovarectomia. Outros autores (Tomkinson et al., 1998) observaram um aumento de
400% na porcentagem de ostedcitos apoptoéticos em tibia de ratas 3 semanas
apds a cirurgia, mas nao foram encontrados na literatura dados referentes a 12

semanas apdés a ovarectomia.

Armour e Ralston, em 1998, demonstraram que o estrégeno aumenta a
expressao de eNOS em cultura de células semelhantes a osteoblastos. Nossos

resultados, por outro lado, complementam tais achados, pois demonstraram que a
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deficiéncia de estrdgeno causada pela ovarectomia induziu a auséncia de
expressdao de NOS no tecido ésseo de ratas. Estudos anteriores ja haviam
evidenciado que os efeitos da ovarectomia dependem da reducédo na expressao
da NOS (Grassi et al., 2006; Wimalansa et al., 1996; Samuels et al., 2001). Grassi
e cols (2006) demonstraram, em cultura de células de medula éssea de
camundongos, que a ovarectomia causa um declinio na expressao da eNOS apoés
a cirurgia, corroborando com nossos resultados. Entretanto, estes autores
verificaram ainda que apés 10 semanas da ovarectomia estes valores voltaram ao
normal. Por outro lado, contradizendo o acima exposto, Cuzzocrea e cols (2003)
afirmam que a iINOS poderia mediar a perda éssea induzida por ovarectomia em
camundongos. Animais knockout para iINOS e wild-type tratados com inibidor
especifico da INOS ndo apresentaram perda éssea 5 semanas apds ovarectomia,
0 que levou os autores a sugerir que a iINOS seria um mediador dos efeitos

negativos da deplecao estrogénica no tecido dsseo.

Demonstramos, ainda no artigo 2, que a EE preservou a viabilidade de
ostedcitos, a expressao de eNOS e iNOS, a estrutura e a microarquitetura 6ssea
em ratas ovarectomizadas. Além disso, a EE preservou o turnover 6sseo e a
reabsorcao 6ssea em niveis similares aqueles do grupo SHAM, sem, no entanto,
preservar a conectividade éssea. Estes dados sao inéditos na literatura
internacional e a maioria dos dados relativamente comparaveis aos nossos foram

obtidos com estimulacao mecénica.

Nossos resultados corroboram com os de Chang e Chang (2003) que
utiizaram um PEMF para prevenir a perda 60ssea em ratas ovarectomizadas e
obtiveram um aumento significativo do volume 6sseo e numero de trabéculas e

diminuicdo do espacamento trabecular na metafise proximal da tibia. Em outro
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estudo, ratas ovarectomizadas ha oito semanas receberam um implante de titanio
na metafise proximal da tibia, e a regido foi tratada com PEMF ou vibracao
mecanica. Apds 2 semanas de tratamento, foi constatado que o volume 6sseo e 0
namero de trabéculas ao redor do implante eram significantemente maiores nos
grupos tratados com PEMF e vibracdo quando comparados ao controle (Akca et

al., 2007).

Rubin e cols (2002) demonstraram, através de micro-tomografia
computadorizada, que a vibragdo mecanica por um ano é capaz de aumentar o
CMO em 10.6%, o numero de trabéculas em 8.3% e diminuir o espacamento
trabecular em 11.3% em fémures de ovelhas fémeas adultas intactas, quando
comparadas as controles. Estes resultados, entretanto, ndo foram confirmados
em ratas intactas submetidas a vibracao, mas um efeito positivo foi observado em
ratas ovarectomizadas. A vibracdo em ratas ovarectomizadas causou um
aumento significativo da area cortical e do perimetro periosteal e endosteal
(Rubinacci et al., 2008). Como se acredita que o estimulo mecéanico sobre o0 0sso
€ transformado em elétrico e assim transmitido para o interior das células,
modificando seu metabolismo, é bastante sugestivo que a estimulagcédo elétrica
possa ser utilizada diretamente sobre este tecido induzindo modificacdes
metabdlicas semelhantes. Assim, apesar de ndo haver na literatura estudos sobre
os efeitos da EE sobre a microarquitetura éssea, nossos resultados encontram
fundamentacdo e estdo de acordo com os dados de diversos autores que
utilizaram outros agentes fisicos, como o PEMF e a vibragdo mecanica, para

melhorar estes parametros histomorfométricos na perda éssea por ovarectomia.

Além de prevenir a perda 6ssea causada pela ovarectomia e tratar fraturas,

agentes fisicos como o PEMF e a EE podem ser utilizados, respectivamente, para

93



prevenir a osteonecrose (Ishida et al., 2008) e tratar a osteoartrite (Brighton et al.,
2008) em modelos experimentais. Em um estudo com fémures de coelhos, foi
demonstrado que o tratamento com PEMF por 4 semanas apés injecao de
metillprednisolona (20 mg/kg), diminui a incidéncia de osteonecrose causada pelo
corticosterdéide em relacéo ao grupo controle (37.5% vs 65%) (Ishida et al., 2008).
A EE também demonstrou efeitos positivos em tecido osteoartritico de joelho de
humanos em cultura, causando um aumento significativo na producdo de
colageno e proteoglicanas, e na expressdao de RNA mensageiro de colageno tipo
Il e agrecanas, o que culminou com uma preservacdo da matriz cartilaginosa

(Brighton et al., 2008).

Huang e cols (2008-a) sugeriram recentemente que os ostedcitos sao as
células sensoriais que captam os sinais da EE e os “traduzem” na forma de sinais
bioquimicos; estes sinais seriam entdo transferidos através dos processos
dendriticos dos ostedcitos para as células efetoras, como osteoblastos e
osteoclastos que iniciariam a formacdo Ossea. No presente estudo, a EE
preservou a viabilidade de osteécitos apds 12 semanas de tratamento em ratas
ovarectomizadas. Estes resultados sdo comparaveis a diversos trabalhos que ja
citaram os efeitos positivos da estimulacdo mecéanica sobre a viabilidade de
ostedcitos. Em um trabalho experimental com ratos cujas ulnas foram submetidas
a periodos de cargas mecanicas compressivas, houve uma reducéo relativa de
40% na apoptose de ostedcitos em apenas 3 dias de tratamento. No entanto,
quando a intensidade da carga mecanica foi duplicada, houve dano no tecido
0sseo bem como um aumento de 800% no numero de ostedcitos apoptéticos
(Noble et al., 2003). E importante ressaltar que a carga mecanica é necessaria

para a fisiologia 6ssea, porém, quando em excesso, leva a fadiga do tecido,
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podendo dar origem a micro-lesbes que causam a morte celular de ostedcitos
(Verborgt et al,. 2000).

Em amostras de osso trabecular humano mantidas em cultura, foi
observado que a estimulagdo mecéanica previne a apoptose de ostedcitos e
aumenta os niveis de fosfatase alcalina na superficie 6ssea (Mann et al., 2006).
Além disso, o tratamento medicamentoso com bifosfonatos (Plotkin et al., 1999),
hormonio paratireoidiano (Jilka et al., 1999) e hormdnios sexuais (Kousteni et al.,
2001) previne a apoptose de ostedcitos, levantando a hip6tese de que a
preservacao da integridade da rede de ostedcitos contribui para a eficacia anti-

fratura destes agentes.

O mecanismo de transducao do sinal mecanico para inibir a apoptose de
ostedcitos continua pouco conhecido, mas sugere-se que o NO tenha um
importante papel neste processo (Tan et al., 2006). A estimulacdo mecénica
aumenta a liberacdo de NO por osteocitos (Klein-Nulend et al., 1995a) e por
células semelhantes a osteoblastos em cultura (Mullender et al., 2006). Bakker e
cols (2005), em um trabalho com células ésseas de mulheres osteoporoéticas,
observaram que o estrogeno e a estimulagdo mecanica aumentam a sintese de
NO e prostaglandina E,, e que estes tém efeito aditivo na producédo destas

moléculas quando utilizados concomitantemente.

Além disso, diversos estudos com cultura de células semelhantes a
ostedcitos, osteoblastos e progenitores de osteoblastos identificaram outros
provaveis participantes dos mecanismos de mecanotransduc¢do no osso (Duncan
e Turner, 1995). Rawlinson e cols (1996) sugerem a existéncia de canais ibnicos
regulados mecanicamente. As integrinas, que sdo moléculas responsaveis pela

adesao das células a matriz extracelular, também estdo envolvidas na
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transmissao do estimulo mecanico no tecido 6sseo (Pavalko et al., 1998; Leucht
et al., 2007), assim como a producao de prostaglandina E; pelos osteoblastos via
ativacao de proteinas G em resposta aos estimulos mecanicos (Reich et al.,
1997). De acordo com Robinson e cols (2006), a via de sinalizacdo Wnt/beta-
catenina também parece estar envolvida na resposta dssea fisiolégica normal ao
estimulo mecanico. Estes autores demonstraram neste estudo, in vivo e in vitro,
que a ativacao desta via aumenta a sensibilidade de osteoblastos/ostedcitos a
carga mecanica. No entanto, apesar de inimeras moléculas e vias de sinalizacao
terem sido associadas a transdugdo de sinais mecanicos, sugere-se um papel de
destaque as prostaglandinas e ao NO, pois estes sao rapidamente liberados pelas
células estimuladas mecanicamente e possibilitam uma comunicagao intercelular
na rede tridimensional de células ésseas (Liedert et al, 2006).

Na presente investigacdo, também demonstramos que a EE é capaz de
manter a expressao de eNOS e iNOS no tecido 6sseo de ratas ovarectomizadas.
Assim, constatamos que as alteracées da microarquitetura 6ssea e da viabilidade
de ostedcitos induzidas por deficiéncia estrogénica e pelo tratamento com EE
estdo associadas a modificagdes na expressao de eNOS e iNOS, nao excluindo o
fato de que outros mecanismos possam estar envolvidos.

Assim, com base nos resultados do artigo 2, demonstramos que a EE foi
capaz de preservar a estrutura do tecido 6sseo em ratas ovarectomizadas e que
este fenbmeno acompanhou-se da preservacao da viabilidade dos osteécitos, que
possivelmente mantiveram a expressao de eNOS e INOS. Nossa hipétese do
provavel mecanismo de acao da estimulagéo elétrica no tecido ésseo é de que os
ostedcitos seriam as células capazes de captar o sinal elétrico e traduzi-lo em

mediadores intracelulares, como o NO produzido através da ativagdo das enzimas
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eNOS e iNOS. O aumento na producdo de NO associa-se a um aumento de
formacao éssea pelos osteoblastos (Diniz et al., 2002; Vezeredis et al., 2006) € a
uma diminuicdo da reabsorcao 6ssea pelos osteoclastos (Fan et al., 2004; Wang
et al., 2004), que a longo prazo, manteriam a qualidade éssea. Para testar esta
hipotese, utilizamos um potente bloqueador das NOS (L-NAME), a fim de avaliar
se os efeitos da EE estariam sendo mediados pelo NO, o que resultou no artigo 3.

Sendo o NO um potente vasodilatador, 0 aumento dos niveis da pressao
arterial (PA) causado pelo uso do L-NAME €& bem conhecido e esperado
(Biancardi et al., 2007). Assim, neste trabalho, utilizamos uma baixa dose de L-
NAME (Da Cunha et al., 2004) para evitar uma hipertensdo grave a ponto de
inviabilizar o protocolo de 12 semanas. Por este motivo, as alteragdes
cardiovasculares foram monitoradas antes do sacrificio dos animais. Como era de
se esperar, as médias da PA dos animais dos grupos SHAM-L-NAME (156.5+16
mmHg), OVX-L-NAME (188.4+2.6 mmHg) e OVX-EE-L-NAME (14520 mmHg)
foram respectivamente maiores do que as dos grupos SHAM (107.8£13 mmHg),
OVX (116.9+7.6 mmHg) e OVX-EE (114.4£9.6 mmHg). Por outro lado, nao
observamos alteragdes hemodinamicas com o uso prolongado de EE, o que
confirma a seguranca deste procedimento. Ao final do experimento foram
avaliados PA, freqiéncia e débito cardiaco, que ndo se mostraram diferentes

entre os grupos OVX -EE e OVX n&o tratados com L-NAME (anexo 12).

O efeito bloqueador do L-NAME sobre a NO sintase no tecido 0sseo
também foi obtido, uma vez que o grupo SHAM-L-NAME, tratado com esta droga,
nao expressou eNOS ou iINOS na tibia. No entanto, o uso do L-NAME por 12
semanas causou efeitos inesperados no tecido 6sseo, como a diminuicdo da

apoptose de ostedcitos e aumento da conectividade 6ssea (grupo SHAM-L-NAME
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vs SHAM). Um efeito semelhante foi observado por Turner e cols (1997), que
sugeriram que o estimulo mecanico causado pela hipertensdo arterial e pela
neoangiogénese (Okruhlicova et al., 2000) tenham estimulado os ostedcitos,
sensiveis a pressoes de fluidos extracelulares (Klein-Nulend et al., 1995b). Desta
forma, nao foi possivel detectar se o L-NAME seria capaz de bloquear os efeitos
do EE nos ostedcitos, pois ambos aumentaram a viabilidade destas células. Além
do mais, ndo foram encontrados na literatura trabalhos a respeito da viabilidade

de ostedcitos em animais in vivo tratados com L-NAME.

Por outro lado, sabe-se que a via do NO esta presente em uma série de
sistemas e tecidos e seu blogqueio poderia desencadear alteracées ndao medidas
em nosso estudo. Shankar e cols (2000) demonstraram que camundongos
knockout para eNOS e nNOS apresentam resisténcia a insulina e que o NO
parece ter um importante papel na modulacdo da sensibilidade a insulina e
metabolismo de carboidratos. Em outra investigacdo, foi demonstrado que
camundongos knockout para eNOS (eNOS-/-) apresentavam varias
anormalidades Osseas, como uma acentuada reducdo do volume e formacéao
O0ssea em animais adultos jovens (6 a 9 semanas) através de histomorfometria
0ssea, mas que a partir da 122 semana de vida, estes valores se assemelhavam
aos normais (camundongos wild-type). A reducdo na formacado 6ssea nao foi
relacionada a um aumento do numero ou atividade de osteoclastos, mas sim a
osteoblastos nao-funcionais. O numero de osteoblastos e a atividade de
mineralizacdo eram reduzidos nos animais eNOS-/-, e os osteoblastos da
calvaria in vitro apresentavam proliferacao e diferenciacdo diminuidas (avaliadas
respectivamente através da atividade da fosfatase alcalina e deposicao mineral)

(Aguirre et al., 2001).
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O uso do L-NAME, em altas doses, por 4 semanas em ratos machos nao
causou alteracbes na DMO no estudo de Tsukahara e cols (1996) (até 80
mg/kg/dia), enquanto que Pennisi e cols (2005) reportaram um decréscimo
significativo de DMO total, de fémur e de coluna, com a dose de 50 mg/kg/dia de
L-NAME. Estes dados nado estdo de acordo com nossos resultados, que
demonstraram um aumento de 16,6% na DMO total das ratas SHAM-L-NAME que
foram tratadas com este inibidor da NOS (06 mg/kg/dia) por 12 semanas - quase
o dobro de ganho de massa éssea quando comparado ao grupo SHAM (8,5%)

(anexo 7).

Na andlise histomorfométrica, além do maior nimero de trabéculas e da
maior conectividade, as ratas SHAM-L-NAME apresentaram uma diminui¢cdo na
velocidade de formacdo e mineralizacao 6ssea (BFR/BS, MS/BS e MAR, vs
SHAM), sugerindo um efeito bifasico do L-NAME. Nossa interpretacao para estes
achados foi a de que esta diminuicao na formacédo e mineralizacdo haviam sido
precedidas por um aumento na formacdo, que resultou em maior numero de
trabéculas e de conectividade. Porém, é importante lembrar que esta é a primeira
investigacdo com ratos in vivo que utiliza o L-NAME por um periodo prolongado
(12 semanas) para estudar o tecido ésseo, o que limita a discussdo de nossos

resultados, mas que, por outro lado, abre uma nova linha de investigacao futura.

Em um trabalho com osteoblastos em cultura, Diniz e cols (2002)
concluiram que os efeitos estimulatérios do PEMF na proliferacao e diferenciacéo
de osteoblastos sdo mediados pelo aumento da sintese de NO. Os osteoblastos
(linhagem de células MC3T3-E1) foram utilizados com ou sem um inibidor de
NOS (L-NMMA - N®-monomethyl-L-arginine) e entdo submetidos a estimulagdo

PEMF por 15 dias. O PEMF aumentou significativamente a sintese de NO, a
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proliferacdo celular e a diferenciacdo de osteoblastos, determinados por maiores
concentragdes de nitrato no meio condicionado, conteudo de DNA e atividade da
fosfatase alcalina, respectivamente. Estes efeitos estdo associados ao aumento
da sintese de NO, ja que a adi¢cdo de L-NMMA inibiu estes efeitos estimulatérios

do PEMF nas células.

Turner e cols (1996), em uma investigagcao experimental, demonstraram
uma reducado de 66% nas taxas de formacao e mineralizacdo éssea (BFR/BS e
MAR) dos fémures das ratas tratadas com estimulo mecéanico e L-NAME, quando
comparadas as ratas apenas estimuladas mecanicamente. Do mesmo modo, em
nosso trabalho, foi demonstrado pela primeira vez in vivo que o NO pode ser um
mediador dos efeitos da EE no tecido 6sseo. No presente estudo, o L-NAME foi
capaz de bloquear os efeitos da EE na expressao de eNOS e iNOS e na estrutura
O0ssea em ratas ovarectomizadas. Os animais OVX tratados com EE néo
expressaram eNOS e iINOS no tecido ésseo quando os mesmos estavam sendo
tratados com L-NAME (grupo OVX-EE-L-NAME). A EE néao foi capaz de prevenir
a reducao de BV/TV e TbN causada pela ovarectomia na presenca de L-NAME
(OVX-L-NAME vs OVX-EE-L-NAME), como ocorreu na auséncia deste inibidor de
NO. Porém, o L-NAME nao bloqueou os efeitos da EE na reabsorcao éssea
(ES/BS e OCS/BS) de ratas OVX. Assim, sugerimos que o NO possa ser um
mediador dos efeitos da EE na expressao de eNOS e iNOS e na estrutura éssea,

mas nao na reabsorcéo.

Com base neste trabalho, sugere-se que a estimulacdo elétrica de baixa
intensidade seja um método eficiente na prevencdo dos efeitos deletérios da
ovarectomia sobre o tecido ésseo. Embora seja vasta a literatura que confirma a

importancia dos estimulos mecéanicos e elétricos sobre o tecido 6sseo, poucos
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sdo os trabalhos que se aprofundaram na investigacdo das possiveis vias
metabdlicas que intermedeiam estes efeitos. Desta forma, sdo fundamentais
novas pesquisas cientificas destinadas a melhor descrever os seus mecanismos

de acao.

Além disso, baseado em nossos achados e fundamentado em outros
estudos ja existentes na literatura, o uso da estimulacdo elétrica de baixa
intensidade para a prevencao da osteopenia e osteoporose em mulheres pos-
menopausadas parece bastante promissora e interessante. Além de ser
aparentemente in6cua em relacdo a efeitos adversos, poderia se tornar uma
alternativa pratica e economicamente viadvel para substituir os tratamentos
farmacolégicos que trazem consigo efeitos colaterais, acabando por restringir seu

uso em uma parcela dos pacientes osteoporéticos.

Entretanto, sabemos que a transferéncia para a espécie humana de
conhecimentos obtidos em estudos experimentais deve ser feita com bastante
cautela. Para que a indicacdo de uma terapia ndo medicamentosa como esta seja
validada em seres humanos, estudos randomizados prospectivos e de longa
duragdo devem ser implementados de maneira controlada. Caso contrario,
alternativas terapéuticas potencialmente valiosas como esta podem acabar caindo

em descrédito e nunca passarem a ser realmente utilizadas na prética clinica.
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7. CONCLUSOES




Os resultados do presente estudo nos permitiram concluir que:

1.

A estimulacao elétrica de baixa intensidade proposta nesta intervencao
foi capaz de neutralizar os efeitos da ovarectomia sobre a densidade

mineral 6ssea de ratas ap6s 11 semanas de tratamento.

A estimulacao elétrica de baixa intensidade preservou a estrutura e a
microarquitetura éssea em ratas ovarectomizadas, sem, no entanto,

melhorar a conectividade trabecular.

A estimulagao elétrica de baixa intensidade preservou a viabilidade de
ostedcitos e preveniu a apoptose dos mesmos no tecido 6sseo de ratas

ovarectomizadas;

A estimulacao elétrica de baixa intensidade preservou a expressao das
enzimas o6xido nitrico sintase endotelial e indutivel no tecido ésseo de

ratas ovarectomizadas;

O L-NAME foi capaz de bloguear os efeitos da estimulacao elétrica de
baixa intensidade na expressao da enzima 6xido nitrico sintase e na

estrutura 6ssea de ratas ovarectomizadas;

O oxido nitrico € um provavel mediador dos efeitos da estimulacéo

elétrica de baixa intensidade no tecido 6sseo de ratas ovarectomizadas.
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ANEXO 1 — Artigo de Revisao: Lirani & Lazaretti-Castro (2005)

Evidéncins da Acio de Agentes Fisicos Solve
o Metabolismeoe do Tecido Osseo ¢ Seus
Potencinis Usos Clinicos revisao

RESUMO Ana Paula R. Livani
A agdo de agentas felcos como o ks, o uticksom pulsado & campos Marise savetti-Castro
alético e alatrarmagnético (odos de bakaintanddads) no tacicos dsseo
tarn sido muito estudada, revelando que estas 530 capazes de estirmular
a ostacganasa, dcalanar a consolidagdo de fraturas @ aumentar a
rrcssa Sesaa, O uso dastas modalidadas tarapduticoos fol primaramante
boseade na descoberta de que o tecido dssec & um material ple-
oelético, Bto &, qua quando deformado fomase capdz de garar urna
polaizacdo & trarsformar  energia mecdnica em détrica, o qua ampliou
as possibildades terapéuticas sobre este tecido, O presente trakalho
tarn por objetivo aprasantar o5 avidéncias dos efaltos fisiolbgicos
discomer solre o macanismos de agdo dastes agentes felcos sokre o
rmstabolisme Ssseo, com bass em artiges publicado: na litercbura
clentifica iIntemacional. (Arq Bras Endocrinel Metak Z005; 49/6:691-8%6)

Dasertores: Utrasorm; Laser; Campo elétrico; Oaso; Osteogéness

ABSTRACT
Euidan_cos of Physical Agents Aclion on Bone Melabolism and their
'Ilrl'?hnhilk:“";mlr:kt | ' b oas low kovel | " | Disipling de Endocrinalogin,
o action of physkcal agents such as low kevel laser tharapy, 1ow- n o de Medici
Intensity pukad utraeound ard ekectical and slectromagnetic fialds on L,;‘::ﬂ:;;t ;r;;ﬂj ‘;?::;

bone have bean offen studied, showing that thay ara able to promate A
ostacganess, occelerate fracture corsolidation and augment bone FPaulo (EPM/UNIFESF), 5o
s, Tha uza of thesa thampeutic modalities was fist bosed on the Paulo, SP.
firding that bona s a plezoskectric mataral, that rmeans it can ganarate

polaization when daformed, transforming  mechanical energy into

electic anargy, and thie has widen thamapautic possibiities to bony

tezue, The presant work aims to prasant evidanceas of physiclogic affacts

and mechanisms of action of thess physcal agents on bone

rmetalolism, bosed on aricles publshed in intematioral sciantific

litaratura. (Arg Bras Endecrinel Metab 2006;49/6:891-896)

Keywords: Ultrazound; Laser; Electic field: Bone; Osteogensesis

A\-‘[DA AINDA CARREGA UMA MARCA de sua origem no fato de que a
atividade elétrica ¢ intrinseca a todos os processos vivos, ¢ todo tecido
biclogico tem alguma forma de reagio elétrica sob tensio mecinica. Célu-
las ¢ tecidos respondem a uma vasta gama de energias elétrica ¢ magnetica
externamente aplicadas e 5o fracos emissores de energia eletromagnetica.
Esta interagao eletromagnética forma a base para as modalidades eletro-
terapéuticas utilizadas em fisioterapia (1).

A resposta de reparo dsseo pode ser acentuada atraves de varios me-
todos, como pela estimulagao bicquimica por horménios ou fatores de
crescimente, pelo enxerto Gsseo ou pela estimulagao fisica por modalidades
mecinicas ¢ eletromagnéticas (2).
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Os fisiatras e fisioterapeutas tém se utilizado
amplamente destes metodos fisicos para tratamento de
lestes do sistema musculo-esquelético. Entretanto, as
justificativas para cstas aplicagfes fogem ao clinico que
nao circula por estas areas da terapéutica. Pelas carac-
teristicas particulares do tecido dsseo, 05 estimulos me-
canicos ¢ cletromagnéticos vém sendo utilizados <
investigados para uma série de alteragBes patoldgicas.

O presente trabalho tem por objetivo apresentar
ao clinico as bases fisiclogicas e 0s mecanismos de agao
dos principais agentes fisicos ja dassicamente utiliza-
dos na reabilitagio, e ainda aqueles que potencialmen-
te poderac ser utilizados para o tratamento ¢ pre-
vengao de alteragies no metabolismo dssco, com basc
em arigos publicados na literatira cientifica inter-
nacional .

0SS0 E PIEZOELETRICIDADE

A palavra piczocletricidade literalmente significa
“eletricidade de pressan™ o prefixo piezo & derivado
da palavra grega piezin, que significa pressio.
Piczoclewicidade ¢ uma polarizagio clétrica produzida
por certos materiais, como algumas moléculas <
cristais, quando submetidos a uma deformagio meci-
nica. A estrutura do coligeno dsseo preenche as carac-
teristicas de material piczoelétrico, que sob deforma-
¢io mecanica (como a produzida por tragio, com-
pressio ou torgao) pode sofrer modificagBes espaciais,
produzindo uma polarizagao elétrica.

O primeiro relato das propriedades piczocle-
tricas do osso foi feito por Fukada e Yasuda (3), que,
em um estudo com ossos humanos, constataram a
piczocletricidade do osso, pois este produziu, sob
agdo de uma carga mecnica, uma polarizagio ele-
trica, convertendo entio a energia mecinica em
encrgia clétrica (efeito piczocletrico direto). Com
esta descoberta, nova onda de trabalhos de pesquisa
s iniciou, tendo como tema central o conhecimento
¢ ouso da eletricidade como meio para atingir o osso
por processos terapeuticos. Desde entio, a ele-
tricidade ¢ a necessidade de reparo dsseo tém sido
associados (4).

O efeito inverso tambeém existe, isto ¢, onde o
estresse mecdnico pode ser produzido por um campo
eletrico. O efeite piezodétrica inverse ¢ obtido
quando se aplica um campo elétrico a um material
piczoclétrico, como por exemplo o osso, que se
deforma mecanicamente. Esta deformagao mecinica
produzida atinge a atividade celular por estimular o
movimento do fluide intersticial no osso, contri-

a9z

buindo para o aumento do transporte de nutrientes e
metabalitos (50,

O campo elétrico ¢ diretamente induzide por
fontes eletromagnéticas ¢ indirctamente pelo movi-
mento mecinico dos fluidos iGnicos e efeito piezoe-
letrico. Pilla (6) propoe que o campo elétrico no meio
mecanico do osso em reparo ou remodelamento pode
agir como um estimulo de crescimento. Assim, este
autor cita que o primeiro mensageiro afetando a
atividade celular ¢ o campo cletrico, sugerinds que o
repare ou remodelamento dssco possa ser modulado
utilizandose sinais mecinicos (ultra-som ¢ vibragio)
ou cletromagnéticos (campo eletromagnetico pulsado
e radiagio laser).

ESTIMULAGAO ELETRICA E ELETROMAGNETICA

A estimulagio elétrica para reparo dsseo existe ha 3
decadas € € um ratamento aprovade pela FDUA ( Food
and Desg Administeation) americana para retardo de
consolidagao de fraturas e pseudartrose (2). Em 1984
nos Estados Unidos, Brighton e cols. (7)) patentearam
um estimulador elétrico nao invasive para prevenir e
tratar osteoporose, mas apenas bascado em um estudo
com ratos que foram submetidos i neurectomia parcial
do nervo datico.

Pulwed Elecevomagneric Fields (PEMF) € um ter-
mo restrito a campos eletromagnéticos pulsados que
induzem no osso padroes de voltagem de forma de
onda similar aquela resultante de deformagio mecanica
natural (8). PEMF ¢ um agente terapéutico que causa
efeito bolégico independente de qualquer influéncia
térmica, conforme constatado por Smith e cols. (9],
que examinaram os efeitos desta estimulagio no dia-
metro de arteriolas no musculo cremaster de ratos.

Varios estudos experimentais tem demonstrado
que campos eletromagneticos pulsados podem acelerar
o reparo ossco de fraturas em animais com resultados
significativos relativos & atividade osteoblastica em
osteotomia de metacarpo de cavalos (10), maior taxa
de aposigio mineral, menor porosidade no cortex adja-
cente i linha da osteotomia ¢ melhores propricdades
mecanicas em tibias de caes (11), todos tratados com
PEMF em relagao aos controles.

Modclos cxperimentais de retardo de conso-
lidagao permitiram a demonstragio da eficicia dos
IPEMF= em ratos (12) e em coelhos (13). Os PEMEs
podem causar uma redugao significativa na perda de
volume dssco apos o tratamento (12), bem como
maiores velocidades de reparc em até 4 semanas, au-
mentando a resisténcia mecinica ossca ( 130,
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Trabalhos com cultura de células dsseas sub-
metidas & estimulagio elétrica produziram, em celulas
de metacarpo de bovinos, uma aceleragio da formagao
mineral ossea (14) ¢ em cclulas de calvaria de ratos
recém-natos, um aumento da proliferagio de osteo-
blastos (15), quando comparados ao grupo controle.
Alem disso, Diniz e cols. (16) relataram que os efeitos
cstimulatorios do PEMF na proliferagao e diferen-
clagan de osteoblastos sio mediados pe]o aumento da
sintese de oxido nitrico.

Brighton € cols. (17}, em um estudo com cam-
pos clétricos ¢ cdetromagncticos, indicaram que os
sinais elétricos estimulam a proliferagao celular em cul-
tura de cclulas osscas. Este estude ainda cita que este
aumento na proliferagio seja decorrente de um
aumento na concentragio ctoplasmatica de calcio, que
ocorre por dois mecanismes: pela abertura dos canais
de calcio voltagem-dependentes, ou pela mobilizagao
do calcio contide em compartimentos intracelulares
para o citoplasma, conforme demonstrado com o uso
de inibidores metabolicos especificos.

Em uma investigagao clinica, Bassett e cols.
(18) analisaram o uso de PEMF no tratamento de
retardo de consolidag@o cssea, juntamente com en-
xerto dssco, em pacientes adultos, por uma media de
4 meses, ¢ obtiveram cura em 87% dos casos quando o
campo cletromagnético pulsado foi utilizade, quando
comparado com os controles sem tratamento.

Evidencias de que estimulos mecanicos ou ele-
tricos de relativa baixa amplitnde ¢ alta frequéncia
podem influendiar a formagio ¢ reabsorgio dsseas su-
gerem que estas modalidades possam ser usadas clini-
camente para inibir ou reverter osteopenias (5).

Em um estudo cego ¢ randomizado, 40
pacientes com osteoporose pos-menopausa foram
cxpostas ao campo eletromagnetico pulsado {PEMEF)
(100Hz) (n= 20) ou placcbo (n= 20) por 1h/dia, 3
vezes por semana por 3 meses (o campo gerado
cxpunha a coluna vertebral e pelve). No grupo tratado
observou-se um aumento significativo na osteocalcina
scrica ¢ no peptides C-terminal do pro-coligeno tipo
L{IICT), que sio marcadores da formagio dssea. Estes
resultados sugerem que PEMFs podem estimular a
osteogénese em trés meses de tratamento, por au-
mentar a atividade osteoblastica, em mulheres pos-
menopausadas com osteoporose (19).

Pouco se sabe sobre a eficacia do campo eletrico
ou eletromagnético quando comparados a outras mo-
dalidades terapeuticas como o laser ¢ o ultra-som, tam-
bem usados para acelerar o processo de reparo dsseo, €
em qual fase do reparo dsseo cada um destes agentes
fisicos ¢ mais eficaz.

Arg Bras Erdocinal Metoo wal 49 n® & Dezsmbro 2005

ULTRA-SOM

Diesde quando Fukada e Yasuda (3) constataram a pie-
zoclewricidade do osso, preconizou-se o uso do ultra-
som pulsado de baixa intensidade { LIPUS — low ingen-
sity prelved sltvasoren d) (1, 5MHz, ciclo de trabalho 1:4,
30mW /em?) para acelerar o reparo Gssec com base na
semelhanga do mesmo com o processo narural de cura
de fraturas (20). O processo natural de reparo de fra-
turas comega quando os restos celulares e coagulos
sanguineos sio removidos por macrofagos, ¢ ha pro-
liferagao de enddsteo © perigsteo proxime ao local da
fratura formando um colar conjuntive que da origem
aum tecido dsseo imataro por ossificagio endocondral
¢ intramembranosa, formando entio o calo ossco. A
descarga de peso ¢ outros estimulos mecinicos deter-
minam 1 remodelasio deste calo ds=eo, fazendo com
que o tecido dsseo primirio scja reabsarvido por os-
teoclastos ¢ substituido por tecido dsseo lamelar for-
mado por osteoblastos (21). Muitos trabalhos experi-
mentais (2022-24) ¢ clinicos (4. 25-27) ttm sido
publicados desde entio e, atmalmente, esta modalidade
terapéutica € bem estabelecida, aprovada pela FDA
americana ¢ amplamente utilizada.

Segundo Duarte (20), o ultra-som pulsado atin-
ge o tecido dssco por uma sucessao de impulsos, cada
um deles resultando em um sinal eletrico como res-
posta do osso. Dai por diante, o processo de formagao
do osso ¢ regulado pelo campo elétrico assim formado
¢ ometabolismo dsseo € estimulado eletricamente. No
entanto, o mecanismo de interagio do ultra-som com
o tecido dsseo ainda € alvo de especulagio cientifica,
pois ha autores que acreditam que o ulra-som possa
cxercer uma forga mecdnica nas cclulas de tecidos
moles no local da fratura (22), ou que as ondas de
pressio geradas pelo ultra-som possam mediar a ati-
vidade biologica dirctamente pela deformagac meca-
nica da membrana celular ou, indirctamente, pelo efei-
to eletrico cansado por esta deformacio (26).

Existem cvidéncias de que campos eletricos varia-
wveis, com freqiiénca semelhante aquela do ultra-som
utilizado em estimulagio de formagio Gssea, produzem
aumento na incorporagio de calcio idnico intracelular
em culmuras de cclulas osseas, atraves da ativagio de
canais de transporte de clcio do tipo L (sensiveis a va-
riacao de tensio elétrica) presentes na membrana plas-
matica (28 ). Mais tarde, foi determinado que os canais
de transporte de calcio do dpo L sio mecano-sensiveis,
ou seja, respondem a estimulos mecinicos (29,30,

Atraves de histomorfometria ossea demonstrou-
se que a estimulagio ultra-sbnica pode acelerar a rege-
neragio trabecular dssea em femures de ratos dn rime

823
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(31), em tibias de ratos én rive com fratura recente
(32) ¢ em modelo experimental de nao-unido de fra-
tura de tibia de ravos (220,

Chang ¢ cols. (33) investigaram os efeitos do
wltra-som pulsado e das microondas no reparo de
fraturas em coclhos ¢ obtiveram aumento na neotor-
magdo Gssea © Na resisténcia i torsao apenas no grupo
tratado com ultra-som, o que os permitin afirmar que
nao foi o dfeito térmico que estimulou a formagio dssea.

Em modelo experimental de pseudartrose de
tibia de ratos (22, o ultra-som pulsado de baixa inten-
sidade foi utilizado com sucesso para acelerar o pro-
cesso de reparo ossco. Apos seis semanas de tratam ento
diario (20 minutos por dia), 50% das fraturas tratadas
foram consolidadas, enquanto nenhuma fratura do gru-
po controle obteve cura neste intervalo de tempo. O
wltra-som também pode melhorar as propricdades me-
canicas de ossos fraturados de ratos diabeticos, como
demonstrado em um estudo de Gebauer e cols. (23).

Diversos estudos clinicos comprovam a eficacia
do ultra-som no reparo dsseo, como o de Heckman «
cols. (26), que verificaram seu efeito na cura de fraturas
corticais de tibia de 66 pacientes como um comple-
mento ao tratamento ortopedico convencional. O tra-
tamento se iniciava 7 dias apds a fratura ¢ consistia em
uma aplicagio diaria de 20 minutos por 20 semanas ou
at¢ que o avaliador considerasse a fratura curada. Ao
final do tratamento houve uma diminuigio estatis-
ticamente significativa no tempo total de cura clinica «
radiologica no grupo tratado. Cento e vinte dias apos a
fratura, 88% das fraruras do grupo tratado estavam
curadas, comparadas com 44% do grupo placebo.

Um estudo clinico multcéntrico, prospectivo,
randomizado e duplo-cego com controle placebo foi
conduzido por Eristiansen e cols. (27) para testar a cfi-
cacia do LIPUS na redugio do tempo de cura radicla-
gica de fraturas de radio que foram tratadas com mani-
pulagio ¢ gesso. Trinta pacientes receberam o watamen-
to que se iniciou sete dias apos a fratura, € foi realizado
por 20 minutos didrios por 10 semanas, e outros trinta
pacientes receberam tratamento placebo. O tempo de re-
paro foi significantemente menor no grupo tratado: 61
+ 3 dias comparado com 98 = 5 dias no grupo placeba.

E interessante notar que ambos cstudos de
Kristiansen e cols. (27) ¢ Heckman e cols. (268) obti-
veram uma redugao no tempo de reparo das fraturas
muito semelhante com a utilizagio da estimulagao
wltra-sdnica. Ambas foram em torno de 40% quando
comparados acs grupos nao tratados.

Ohutras investigagSes clinicas ainda tiveram suces-
5o com o uso do LIPUS para tratar fraturas com plexas de
tibias (34 ¢ fraturas de alto impacto de ossos longos (35).
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O mecanismo especifico pelo qual o ulra-som
pulsado de baixa intensidade acelera o reparo sseo
continua assunto de especulagao cientifica; no entanto,
em termos de mecanismos fsicos, o ultra-som pode
exercer uma forga mecanica nas celulas de tecidos
moles no local da fratura (22, Duarte (20) sugeriu a
investigagio do cfeito piczoclétrico com o objetivo de
esclarecer se este efeito em ossos fm pive € apenas de-
vido ao material como transdutor ou se as células tam-
bem se comportam como um transdutor num fend-
meno cooperativo,

LASER

A aceleragao do reparo dsseo causada pela terapia laser
de baixa intensidade (LLLT — Low level Lawr Therapy)
¢ freqiientemente citada na literatura (36-46), prin-
cipalmente em casos de fraturas experimentais, mas seu
uso em humanes ainda nao foi aprovado pela FDIAL

Silva Janior ¢ cols. (41) estudaram a agao do
LLLT em um modelo de defeito osseo em fémur de
ratos, € a morfometria computadorizada demonstron
maior mineralizagao 7 dias apos a crurgia no grupo
tratado. A aplicagao diaria de LLLT por mais de scte
dias acelera a necformagio trabecular de acordo com
estudo feito com fratura de tibia de ratos (381, Em
outra investigagio com ratos, os animais com fratura
transversal total no terpo médio da tibia (fixagao
interna com fio de Kirschner) que receberam LLLT
apresentaram carga maxima e rigidez do calo da gbia
significantemente maiores que no grupo controle
(371 Além dis=o, em um estudo feito com fraturas de
tibia em 292 ratos, Barushka e cols. (39) demons-
traram que a LLLT pode aumentar a atividade ¢ o
numero de osteoblastos € osteoclastos, como obser-
vado no incremento da atividade de fosfatase alcalina e
fostatase acida tartrato-resistente.

Lirani (32) demonstrou que, em fraturas de
tibia de ratos, a terapia laser ¢ capaz de acelerar o
processo de reparo. Tibias de ratos com osteotomia
parcial submetidas a LLLT apresentaram significancia
estatistica quanto i resisténcia 3 carga em ensaio me-
canico de flexio (44) ¢ maiores nimero e superficie de
asteoblastos € volume ¢ superficie de ostedide na ana-
lise histomorfometrica (32), indicando aceleragao do
processo de reparc dsseo com predominio de forma-
¢io ossea no 192 dia pds-cirrgico.

De acordo com Micolan e cols. (43), a LLLT
aumenta a atvidade de reabsorgio ¢ formagao dssea
em fraturas de fémures de ratos. Cinco dias apds a
cirurgia, o volume dsseo € a superficie de osteoclastos
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do grupo tratado eram maiores que o controle, € em
quinze dias pés-cirirgicos a superficic de osteoblastos
¢ a taxa de aposigio mineral eram também estatisti-
camente maiores no grupo tratado com laser. A LLLT
estimula o crescimento da area trabecular e a con-
comitante invasao de osteoclastos durante a primeira
semana de tratamento pas-osteotomia experimental de
tibia, € acelera a organizacao de colageno da matriz ac
final da segunda semana (42).

Um trabalho que avaliou os efeitos da LLLT
em celulas osteoblasticas humanas utlizou doses dia-
rias de laser GaAlAs (830nm, 90mW, densidades de
cnergia de 1,7 a 25,17 /em?) por ate 10 dias, ¢ o an-
mento do caldo intracelular indicou que estas celulas
respondem a LLLT {47). A radiagio laser em estagios
precoces da cultura estimula significantemente a pro-
liferacio celular, a atividade da fosfatase alcalina e a ex-
pressio génica de osteocalcina (48), o que nao ccorren
em datas posteriores (além de 21 dias) na cultura de
ateoblamr-like cells isoladas da calvaria de fetos de ratos
que toram irradiados com laser Ga-Al-As (830nm,
S00mW, 3,82]/cm?). Isto sugere que o estimulo a
formagio dssea decorrente da LLLT atue apenas em
estagios proliferatives ¢ precoces da diferenciagan de
precursores imaturos, ¢ nao em estagios tardios.

CONCLUSAC

Existem muitas evidéncias cientificas que demonstram
o5 cfeitos bioldgicos positivos do laser, ultra-som ¢ do
campo elétrico, todos de baixa intensidade, sobre o
tecido dsseo. Mo entanto, comparar os cfcitos destas
diferentes modalidades terapéuticas no csso tem sido
uma tarefa ardua, pois os parimetros, tempos de
tratamento ¢ doses de enengia utilizados em cada estu-
do sao muito distintos. Alem disso, ¢ dificil saber qual
a dose de energia necessaria para estimular a osteo-
genese em diferentes estados biologicos como, por
cxemplo, no osso normal, naquele com atraso de con-
solidagao ou no osteoporotico. Apesar dos compro-
vados efeitos positivos destas modalidades na prome-
cao da osteogénese, estudos precisam ser realizados a
fim de definir os melhores parametros como tempos
de tratamento e doses de energia, além de dados de
seguranga © possiveis maneiras de sensibilizar a res-
posta bioldgica 4 estimulagio mecanica e elétrica sabre
as varias qualidades de osso.

A energia eletromagnética pode ser uma forma
cconomica de tratar uma scrie de alterages osscas de
mancira cficiente. Para que isto ocorra, ¢ fundamental
a disseminagio destes conhecimentos ja amplamente
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comprovados em ensaios experimentais € em amima
nobile. As questdes que abordem scguranca para seu
uso crdnico na especie humana, entretanto, necessitam
ser melhor estabelecidas em estudos a longo prazo.
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Anexo 2 — Aprovagédo do Comité de Etica— UNIFESP
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H : Fauio

S&o Paulo, 12 de maio de 2006.
CEP 0530/06

llmo(a). Sr{a).

Pesquisador(a) ANA PAULA REBUCC! LIRANI GALVAO

Co-Investigadores: Cassia de Toledo Bergamaschi, Orivaldo Lopes da Silva, Marise Lazaretti Castro (orientadora)
Disciplina/Departamento: Endocrinologia’/Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Uso do campo elétrico de baixa intensidade em ratas ovarectomizadas:

efeitos sobre o tecido dsseo e sistema cardiovascular e sua correlacdo com a producéc de oxido nitrico”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: experimental, categoria B.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: nao se aplica.

OBJETIVOS: Avaliar os efeitos do campo elétrico pulsado de baixa intensidade sobre o sistema esquelético e
cardiovascular em ratas ovarectomizadas, correlacionando-os com a producdo de oxido nitrico.

RESUMO: Estudo com 80 ratos wistar. Anestésico: ketamina e xilazina, uretana. Analgésico: ketoprofeno. Eutanasia:
ketamina e xilazina. Quarenta animais, distribuidos em 4 grupos, serdo submetidos a ovarectomia bilateral. Outras 20
ratas serdo submetidas ao mesmo procedimento, mas sem a retirada dos ovarios. As ratas serdo divididas em 6
grupos: grupos OVX e Sham nédo receberdo qualquer tratamento. Os grupos OVX L-NAME e sham L-NAME
receberao 06mg/kg diarios de L-NAME por gavagem. O grupo OVX EE, as ratas serdo submetidas a um campo
elétrico pulsado de baixa intensidade em 60 sesstes de 20 minutos diarios a partir do 7 dia pos-cirtrgico, 5 vezes
por semana. A mesma estimulacdo elétrica sera dada ao grupo OVX EE L-NAME. Todos os animais serdo
submetidos & densitometria 6ssea, canulaco para afericdo de parametros hemodinamicos, coleta de sangue para
analise dos niveis de osteocalcina, calcio ionizado e 6xido nitrico, coleta de urina para dosagem de 6xido nitrico e
extracdo de tibias para analise histomorfométrica e fémures para ensaio mecanico..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo fundamentado, visando avaliar o efeito do campo elétrico pulsado de baixa
intensidade, no sistema ¢sseo e cardiovascular, em ratas ovarectomizadas.

MATERIAL E METODO: Descreve os procedimentos, utilizando metodologia de dominio da equipe envolvida.
DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento externo - R$ 1315,50.

CRONOGRAMA: 36 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 7/5/2007 ¢ 1/5/2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU

o projeto de pesquisa referenciado.

Rua Botucatu. 572 - 1% andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Atenciosamente.

Prof. Dr. José Osmar Medina Pesta
Coordenador do Comité de Ftica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo’ Hospital S&o Paulo
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Anexo 3 - Exemplo de Exame de Densitometria Ossea em Rato

UNIFESP-DISC. DE ENDOCRINOLOGIA
RUA BORGES LAGOA, 800

SAQ PAULO, SP
Name: OVX L-NAME 5 Sex: Female ' Height:
Patient ID: 00000009375 Ethnicity: S Weisht
DOB: - DR i e e

Referring Physician: ANA PAULA

Scan Information:

Scan Date: 14 March 2006 ID: N0314060L
Scan Type: aRat WB
Analysis: 03 May 2006 12:59 Version 12.3:3
Rat Whole Body
Qperator:  GENI
Model: Discovery A (S/N 45274)

Comment:

DXA Results Summary:
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Anexo 4 — Protocolo de Imunohistoquimica para Oxido Nitrico Sintase
Protocolo baseado em Basso & Heersche (2006).
Preparar Solugoes:
Solucao Tris HCI (para 200mL):
e 1.2g de tris (tris base — hidroximetilaminometano, ref 1.08382.0100, Merck)
e 50mL de agua destilada
e 38.4mL de HCI 0.2N
e Completar com a4gua destilada até 200mL
TBS (100mL):
e 100mL de tris HCI
e 0.9g de NaCl
e 0.01g de BSA (A-7888, Sigma)
Solucao de Glicina:
e 100 mM em tampéao tris 0.5M
e 0.075¢ de glicina diluido em 10mL de TBS
Solucao de Tripsina:
e 0.2g de tripsina 250 (Trypsin 1:250 — tissue culture grade, ref 0458-50G,
Amresco)
e 0.2g de cloreto de calcio
e 1M de hidréxido de sédio (pH 7.8) (2.59)
e TBS (62.5mL)
TBS Tween:
e 25mL de TBS

e Tween 0.05% (10uL de tween 20 puro) (Tween 20, ref 822184, Merck)
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Continuagao - Imunohistoquimica para Oxido Nitrico Sintase
12 dia
Lamina contendo corte histologico (espessura de 5 ou 7um) de tecido 6sseo
descalcificado incluso em parafina.
1) Banhos:
e 3 x 5min - metilciclohexano (ou xilol)
e 2x5min - etanol 100%
e 1 x10 min - etanol 70%
e 2 x5 min - agua destilada
2) Limpar cuidadosamente com papel toalha (ref 7102, Kimtech) sem tocar no
corte histoldgico. Circundar corte com caneta Dako pen (ref S2002, Dako).
3) Colocar gotas cobrindo o corte:
e Solucao Tris HCI — 5 min
e Solucao de Glicina — 20 min
e Solugao de Tripsina — 30 min
e Peroxidase blocking (reagent ready to use, ref S2001, Dakocytomation,
Dako) - 15 min
e Solugao de blogueio (TBS + 10% soro de cabra) - 20min
e Diluicao eNOS/ iINOS — 1: 100 em TBS+1% soro de cabra (normal goat
serum, ref X0907, Dako)
Obs: Foram utilizados os anticorpos rabbit polyclonal to iINOS (ab3523, Abcam) e
rabbit polyclonal to eNOS (ab5589, Abcam).

4) Deixar na camara fria a 4° C durante uma noite.

139



Continuagao - Imunohistoquimica para Oxido Nitrico Sintase

22 dia

4) Preparo dos cortes:

Lavar cortes cuidadosamente com TBS tween

Banhos no TBS tween (3 x 15 min)

01 gota do anticorpo secundario’ em cada corte (com excegdo do controle
negativo, que sera coberto por TBS) 25 min

Lavar cortes com TBS tween

Banhos (3 x 15 min) no TBS tween

01 gota de DAB preparado? (1 gota de DAB chromogene+ 1 mL tampao) 5
a 15 min. Cobrir com papel aluminio durante esta etapa

Lavar com agua destilada

Cobrir cortes com gotas de hematoxilina de Mayer (1/3 hematoxilina de
Mayer + 2/3 4gua destilada - filtrar) 30 seg

Banho em &gua corrente (3 x 5 min)

5) Desidratar e montar:

Banho em é&lcool 70% (1 x 10 min)

Banho em éalcool 100% (1 x 10 min)

Banho em metilciclohexano (2 x 10 min)

Montar lamina com laminula e Eukitt (mounting medium for microscope

preparations stable, R10-20/21-28, S925-27)

'Kit HRP: Kit Dakocytomation envision R + system HRP para uso com anticorpos
primarios de coelho (ref K4010, Dako). Este kit contém: peroxidase block, DAB
substrate buffer + DAB chromogen e labeled polymer HRP anti rabbit. Este kit
também sera utilizado na técnica de Caspase.
2Usar luvas para manipular DAB. Tudo o que tiver contato com DAB, deixar de
molho em agua com cloro antes de descartar.
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Anexo 5 - Protocolo de Imunohistoquimica para Apoptose — Técnica de Caspase
Protocolo baseado em Follet e cols. (2007).
Preparar Solugoes:
PBS para 1 litro:
e 8.18g NaCl
e 0.20g KClI
e 0.20g KH2PO4
e 2.15g NaxHPO4. 7H,0 (Fosfato de Soédio, Dibasic, 7-Hydrate, Crystal)
e B800mL de agua destilada (para comecar, entdo adicionar sais e completar
até 1 litro com mais agua destilada). pH 7.4.
Solucao 3% H,0, / metanol:
e 100 c de H202 30% (UN 2014 — R:22-41S26-29, Merck)
e 900 pL de metanol
Solucao de bloqueio:
e 5mL de PBS
e 75 L de soro de cabra normal (VectaStain ABC kit)
PBS/T/BSA:
e 100 mL PBS
e 0.3mL de Triton x-100 (ref 11869, Merck)
e 0.1gde BSA
Solucao do anticorpo primario (preparar na hora de usar — para 10 cortes):
e 960 puL de PBS/T/BSA
e 40 pL de caspase-3 ((H-277); SC-7148, rabbit polyclonal 19gG; Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, Ca, Estados Unidos).
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Continuacao - Imunohistoquimica - Técnica de Caspase
PBS Tween:
e 100 mL de PBS
e 0.1 mL de Tween 20 (cuidado com medida pois tween é extremamente
viscoso0)
12 dia
Lamina contendo corte histolégico (espessura de 5 ou 7um) de tecido dsseo
descalcificado incluso em parafina.
1) Banhos:

e 3 x 5min - metilciclohexano (ou xilol)

2 x 5 min - etanol 100%

1 x 3 min - etanol 90%

1 x 3 min - etanol 80%

1 x 3 min - etanol 70%

Deixar laminas em PBS
2) Limpar cuidadosamente sem tocar no corte histolégico. Circundar corte com
caneta Dako pen (ref S2002, Dako). Realizar os proximos banhos:

e 2 x5 min—-metanol 100%

1 x 5 min — metanol 70%

2 x5 min - PBS

1 x 10 min — PBS + 0.3% Triton X-100
e 1x5min—-PBS

3) Colocar gotas cobrindo o corte:
e Limpar cuidadosamente os cortes

e 5 min na solugao 3% H>O, / metanol
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Continuacao - Imunohistoquimica - Técnica de Caspase
e Retirar solugdo acima e cobrir com PBS por 5 min
e Retirar PBS (com toalha de papel) e aplicar solucao de blogueio por 30 min
(cdmara umida)
e Drenar solucdo de bloqueio e aplicar solucdo do anticorpo primario e
encubar em solugao por uma noite (minimo de 16hs) a 42 C
22 dia
4) Preparo dos cortes:

e Retirar solugao do anticorpo primario e lavar 4-5 vezes com PBS Tween

Limpar com toalha de papel e aplicar gotas do anticorpo secundario (kit
HRP?) - 45 min
e Retirar solucao do anticorpo secundario e lavar 4-5 vezes com PBS Tween
e Limpar corte e aplicar solugdo DAB?®. Observar mudanca de cor (o tempo
varia de 20 a 60 seg para corte de tibia de rato)
e Lavar varias vezes com PBS para interromper coloragdo com DAB
e Deixar cortes cobertos com PBS
5) Contra-colorir, desidratar e montar (banhos):
e Solucao de verde de metil 5% (3 min)
e Etanol 95% - 10 mergulhos
e FEtanol 100% - 10 mergulhos
e Metilciclohexano - 10 mergulhos e depois deixar até montar a lamina.

e Montar lamina com laminula e Eukitt.

3Produto do kit HRP — mesmo kit citado no anexo 4.
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Anexo 6 - Protocolo de Imunohistoquimica para Apoptose - Técnica de TUNEL
Protocolo do usuério (Rev. 10 agosto de 2005) do kit Klenow FragEL DNA
Fragmentation Detection Kit (cat. No. QIA21, CalbiochemEMD Bioscience,
afiliada a Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Preparar solucdes: °
Solucao de Proteinase K:
e 2mg/mL de Proteinase K* 1:100 em 10mM de Tris pH 8*
e Misturar 1 uL de 2mg/mL de Proteinase K com 99 uL de 10mM de Tris por
corte
* Tris pH 8 = 0.60g de Tris em 500mL de agua destilada
Solucao 71X Klenow Equilibration Buffer:
e 10 pL de 10X Klenow Equilibration Buffer®
e 90 plL de agua destilada
Solucao Klenow Labeling Reaction Mixture:
e Centrifugar com vortex o tubo de Klenow Labeling Reaction Mix* e a
enzima Klenow* separadamente, antes de usar
e Para cada corte histoldgico, transferir para um tubo de centrifuga limpo
(mantido no gelo): 58.4 pL de Klenow Labeling Reaction Mix e 1.6 pL da
enzima Klenow
Conjugado Diluido (para um corte):
e 2yl de 50X Conjugate®

e 98 L de Blocking Buffer*

* Incluso no kit Klenow FragEL DNA Fragmentation Detection Kit
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Continuacao - Imunohistoquimica - Técnica de TUNEL

Obs: Para cortes de tibia de ratos, 1mL de qualquer solucdo é suficiente para
cobrir 24 corte histolégicos, desde que bem demarcados com caneta Dako pen.
Protocolo:

Lamina contendo corte histologico (espessura de 5 ou 7um) de tecido Osseo
descalcificado incluso em parafina.

1) Banhos:

e 3 x 5min - metilciclohexano (ou xilol)

2 x 5 min - etanol 100%

1 x 3 min - etanol 90%

1 x 3 min - etanol 80%

1 x 3 min - etanol 70%

Deixar laminas em PBS ou TBS
2) Limpar cuidadosamente sem tocar no corte histolégico. Circundar corte com
caneta Dako pen (ref S2002, Dako).
3) Permeabilizacao:

e Cobrir todo o corte com a solugdo de Proteinase K por 20 min

e Lavarcom TBS

e Retirar excesso de liquido e secar ao redor do corte
4) Controle Positivo:

e Cobrir o corte controle positivo (do kit TUNEL) com 1ug/mL de DNasel
(RNase Free, cat AM 2222, Ambion — the RNA Company) diluido em 1X
TBS/ 1 mM MgSO4* (deixar as outras laminas em TBS) por 20 min

e Lavar com TBS

145



Continuacao - Imunohistoquimica - Técnica de TUNEL
e Retirar excesso de liquido e secar ao redor do corte
*IXTBS/ 1 mM MgSO4 = 0.012g de MgSO; diluido em 50mL de TBS.
Continuacao — Imunohistoquimica - Técnica de TUNEL
5) Inativacéo de Peroxidases Endbgenas:
e Cobrir todo o corte com 3% H.O, / metanol (ja citado no protocolo de
caspase) por 5 min
e Lavarcom TBS
e Retirar excesso de liquido e secar ao redor do corte
e Cobrir todo o corte com 1X Klenow Equilibration Buffer por 20 min
e Retirar excesso de liquido, com cuidado para nao tocar no corte
e Aplicar a Solucao Klenow Labeling Reaction Mixture
e Cobrir cada lamina com parafilme ou cobrir tudo com papel aluminio
e Colocar laminas em camara fria e incubar a 37° C por 1.5 horas
e Lavarcom TBS
e Cobrir cortes com Stop Solution (no kit). Incubar por 5 min em temperatura
ambiente
e Lavarcom TBS
e Retirar excesso de liquido e secar ao redor do corte
6) Deteccao:
e Cobrir cortes com Blocking Buffer por 10 min
e Retirar cuidadosamente o Blocking Buffer e aplicar gotas do conjugado
diluido nos cortes
e Colocar laminas em camara umida e incubar em temperatura ambiente por

30 min
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Continuacao - Imunohistoquimica - Técnica de TUNEL
e Preparar solugdo de DAB 5 min antes de acabar a etapa anterior (1 gota de
DAB do kit HRP diluido em 1mL do buffer)
e Lavarcom TBS
e Retirar excesso de liquido e secar ao redor do corte
e Cobrir cortes com solugdo de DAB por 10 a 15 min
e Lavar com agua destilada
7) Contracoloracao (banhos):
e Solucao de verde de metil 5% (3 min)
e Enxugar ao redor do corte com toalha de papel
e Etanol 100% - 2-4 mergulhos
e Enxugar ao redor do corte com toalha de papel
e FEtanol 100% Il - 2-4 mergulhos
e Enxugar ao redor do corte com toalha de papel
¢ Metilciclohexano (ou xilol) - 2-4 mergulhos
e Enxugar ao redor do corte com toalha de papel

e Montar lAmina com laminula e Eukitt.
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Anexo 7 — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO SHAM
DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
total total coluna | coluna | m.inf. m.inf.
Ratas | . .. DMO | ... . . .
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/en?) | (g/lem?) (g/em?) | (g/em?) | (g/em?) | (g/enp?)
1 0,1377 | 0,1449 | 5,2288 | 0,1290 | 0,1480 | 0,1070 | 0,1320
2 0,1385 | 0,1473 | 6,3538 | 0,1190 | 0,1560 | 0,1060 [ 0,1330
3 0,1389 | 0,1524 | 9,7192 | 0,1310 | 0,1670 | 0,1090 | 0,1400
4 0,1358 | 0,1486 | 9,4256 | 0,1250 | 0,1390 | 0,1170 [ 0,1330
5 0,1406 | 0,1505 | 7,0413 | 0,1410 | 0,1600 | 0,1030 [ 0,1250
6 0,1460 | 0,1510 | 3,4247 | 0,1500 | 0,1680 | 0,1240 [ 0,1280
7 0,1280 | 0,1442 | 12,6563 | 0,1470 | 0,1430 | 0,1350 [ 0,1530
8 0,1376 | 0,1551 | 12,7180 | 0,1440 | 0,1470 | 0,1170 | 0,1260
9 0,1384 | 0,1513 | 9,3208 | 0,1460 | 0,1410 | 0,1200 [ 0,1290
10 0,1370 | 0,1490 | 8,7591 | 0,1280 | 0,1440 | 0,1090 | 0,1340
Média | 0,1379 | 0,1495 8,43 0,1360 | 0,1511 | 0,1147 | 0,1333
DP 0,005 0,001 1,062 0,011 0,003 0,010 0,002
GRUPO SHAM
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa Massa
Ratas | , .. total CMO e ..
inicial final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
(2) (2)
1 7,35 8,57 16,73 197,00 206,00 | 268,30
2 6,98 8,70 24,67 203,50 215,00 | 266,00
3 7,06 8,42 19,39 205,00 220,00 | 269,00
4 6,69 7,85 17,37 189,20 205,00 | 252,00
5 7,31 8,73 19,49 203,80 221,00 | 255,40
6 8,53 8,49 -0,55 203,30 213,00 | 260,60
7 8,62 7,14 -17,08 177,30 201,00 | 253,00
8 6,36 8,59 35,17 209,00 211,00 | 239,30
9 7,57 9,38 23,86 208,40 220,00 | 254,00
10 7,35 9,88 34,44 209,60 206,00 | 218,20
Média 7,38 8,69 17,35 206,82 211,80 | 253,58
DP 0,77 0,17 15,39 11,09 7,28 9,55
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Continuacdo — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO SHAM-L-NAME

DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
total total coluna | coluna | m.inf. m.inf.
Ratas | . .. DMO | ... . . .
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/em?) | (g/em?) (g/em?) | (g/em?) | (g/em?) | (g/em?)
1 0,1250 | 0,1510 | 20,8000 | 0,1300 | 0,1580 | 0,1090 | 0,1420
2 0,1290 | 0,1540 | 19,3798 | 0,1350 | 0,1570 | 0,1110 | 0,1420
3 0,1390 | 0,1530 | 10,0719 | 0,1430 | 0,1620 | 0,1250 | 0,1320
4 0,1260 | 0,1510 | 19,8413 | 0,1270 | 0,1550 | 0,1080 | 0,1320
5 0,1300 | 0,1510 | 16,1538 | 0,1360 | 0,1580 | 0,1160 | 0,1340
6 0,1220 | 0,1410 | 15,5738 | 0,1170 | 0,1440 | 0,1090 | 0,1250
7 0,1300 [ 0,1500 | 15,3846 | 0,1310 | 0,1530 | 0,1090 | 0,1320
8 0,1290 | 0,1540 | 19,3798 | 0,1370 | 0,1580 | 0,1170 | 0,1430
9 0,1370 | 0,1530 | 11,6788 | 0,1400 | 0,1650 | 0,1270 | 0,1390
10 0,1260 | 0,1490 | 18,2540 | 0,1330 | 0,1590 | 0,1100 | 0,1320
Média | 0,1293 | 0,1507 16,65 0,1329 | 0,1569 | 0,1141 | 0,1353
DP 0,005 0,004 3,588 0,007 0,006 0,007 0,006
GRUPO SHAM-L-NAME
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa | Massa
Ratas | , ., total CMO e
ln(lg;al final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
1 6,50 9,01 38,62 210,70 199,60 | 260,10
2 6,19 9,17 48,14 207,20 192,60 | 258,10
3 7,39 9,05 22,46 203,10 214,00 | 246,10
4 6,46 9,13 41,33 197,70 191,30 | 251,80
5 7,00 9,73 39,00 227,10 208,60 | 282,50
6 6,16 8,21 33,28 205,30 205,00 | 248,90
7 6,70 8,86 32,24 206,10 202,70 | 250,00
8 6,80 9,20 35,29 216,40 201,80 | 264,80
9 7,51 9,34 24,37 197,50 217,40 | 245,40
10 6,43 8,48 31,88 181,50 194,60 | 240,10
Média | 6,71 9,02 34,66 205,26 202,76 | 254,78
DP 0,47 0,43 7,68 12,12 8,77 12,26
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Continuacdo — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO OVX
DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
Ratas total total DMO coluna | coluna | m.inf. m.inf.
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/em?) | (g/enm?) (g/em?) | (g/em?) | (g/em?) | (g/em?)
1 0,1406 | 0,1396 | -0,7112 | 0,1410 | 0,1420 | 0,1150 | 0,1270
2 0,1370 | 0,1443 | 5,3285 | 0,1350 | 0,1490 | 0,1190 | 0,1420
3 0,1392 | 0,1432 | 2,8736 | 0,1320 | 0,1350 | 0,1120 | 0,1380
4 0,1380 | 0,1452 | 5,2174 | 0,1300 | 0,1410 | 0,1140 | 0,1380
5 0,1399 | 0,1449 | 3,5740 | 0,1340 | 0,1440 | 0,1280 | 0,1480
6 0,1470 | 0,1470 | 0,0000 | 0,1370 | 0,1310 | 0,1030 | 0,1270
7 0,1394 | 0,1427 | 2,3673 | 0,1420 | 0,1340 | 0,1160 | 0,1160
8 0,1410 | 0,1420 | 0,7092 | 0,1530 | 0,1280 | 0,1240 | 0,1180
9 0,1410 | 0,1470 | 4,2553 | 0,1490 | 0,1400 | 0,1190 | 0,1200
10 0,1390 | 0,1380 | -0,7194 | 0,1300 | 0,1420 | 0,1140 | 0,1250
Média | 0,1402 | 0,1447 3,31 0,1383 | 0,1393 | 0,1164 | 0,1212
DP 0,003 0,001 1,108 0,008 0,002 0,007 0,001
GRUPO OVX
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa Massa
Ratas | , .. total CMO e ..
1n(1;al final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
1 7,19 9,15 27,24 181,40 214,00 | 290,00
2 7,12 8,37 17,52 171,70 210,00 | 289,00
3 6,95 8,60 24,75 179,20 200,00 | 294,00
4 7,25 8,57 18,24 185,10 212,00 | 310,00
5 6,88 7,79 13,21 163,50 210,00 | 258,00
6 9,19 9,19 0,00 172,40 200,00 | 302,00
7 6,56 791 20,63 190,30 205,00 | 286,00
8 6,97 8,11 16,36 187,00 210,00 | 251,00
9 6,96 8,83 26,87 237,40 220,00 | 305,00
10 6,96 8,63 23,99 217,80 217,00 | 297,00
Média 7,20 8,52 18,88 189,94 209,80 | 288,20
DP 0,69 0,21 7,71 6,01 6,27 18,34
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Continuacdo — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO OVX-L-NAME

DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
Ratas total total DMO coluna | coluna | m.inf. m.inf.
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/em?) | (g/em?) (g/em?) | (g/em?) | (g/em?) | (g/em?)
1 0,1280 | 0,1430 | 11,7188 | 0,1260 | 0,1350 | 0,1070 | 0,1250
2 0,1190 | 0,1430 | 20,1681 | 0,1240 | 0,1360 | 0,0980 | 0,1270
3 0,1240 | 0,1490 | 20,1613 | 0,1250 | 0,1410 | 0,1110 ] 0,1350
4 0,1330 | 0,1530 | 15,0376 | 0,1330 | 0,1460 | 0,1210 ] 0,1330
5 0,1310 | 0,1460 | 11,4504 | 0,1410 | 0,1360 | 0,1230 | 0,1270
6 0,1280 | 0,1520 | 18,7500 | 0,1340 | 0,1520 | 0,1110 | 0,1240
7 0,1320 | 0,1470 | 11,3636 | 0,1350 | 0,1400 | 0,1130 | 0,1240
8 0,1230 | 0,1470 | 19,5122 | 0,1230 | 0,1370 | 0,1110 | 0,1230
9 0,1260 | 0,1510 | 19,8413 | 0,1300 | 0,1420 | 0,1190 | 0,1330
10 0,1230 | 0,1400 | 13,8211 | 0,1280 | 0,1400 | 0,1050 | 0,1130
11 0,1260 | 0,1480 | 17,4603 | 0,1330 | 0,1400 | 0,1140 | 0,1280
Média 0,1266| 0,1472( 16,30 0,1302( 0,1405| 0,1121 0,1265
DP 0,004 0,004 3,697 0,006 0,005 0,007 0,006
GRUPO OVX-L-NAME
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa Massa
Ratas | , .. total CMO ...
inicial final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
(2 (2)
1 6,52 9,47 45,25 214,90 204,90 | 302,70
2 6,07 9,87 62,60 229,00 205,00 | 306,90
3 6,33 9,11 43,92 219,10 203,00 | 284,00
4 6,77 9,10 34,42 226,00 208,30 | 280,80
5 6,88 9,42 36,92 210,70 197,00 | 277,00
6 6,43 9,77 51,94 217,10 203,40 | 293,10
7 6,83 9,18 34,41 209,00 209,90 | 273,90
8 6,36 8,95 40,72 232,80 194,90 | 276,80
9 6,54 9,69 48,17 234,80 194,80 | 307,10
10 6,44 9,54 48,14 230,40 203,60 | 309,20
11 6,35 8,87 39,69 216,40 189,00 | 276,40
Média 6,50 9,36 44,20 221,84 201,25 | 289,81
DP 0,24 0,34 8,42 9,09 6,44 14,23
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Continuacdo — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO OVX-EE

DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
total total coluna | coluna | m.inf. m.inf.
Ratas | . .. DMO | ... . .
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/em?) | (g/em?) (g/em?) | (g/em?) | (g/em?) | (g/em?)
1 0,1432 | 0,1544 | 7,8212 | 0,1410 | 0,1620 | 0,1110 [ 0,1350
2 0,1394 | 0,1463 | 4,9498 | 0,1320 | 0,1490 | 0,1120 [ 0,1320
3 0,1270 | 0,1463 | 15,1969 | 0,1320 | 0,1470 | 0,1170 [ 0,1380
4 0,1305 | 0,1460 | 11,8774 | 0,1340 | 0,1580 | 0,1140 [ 0,1320
5 0,1425 | 0,1577 | 10,6667 | 0,1160 | 0,1430 | 0,0900 [ 0,1220
6 0,1469 | 0,1582 | 7,6923 | 0,1320 | 0,1440 | 0,1160 [ 0,1310
7 0,1390 | 0,1570 | 12,9496 | 0,1350 | 0,1460 | 0,1140 [ 0,1300
8 0,1472 | 0,1512 | 2,7174 | 0,1330 | 0,1470 | 0,1040 [ 0,1220
9 0,1411 | 0,1540 | 9,1425 | 0,1300 | 0,1480 | 0,1060 [ 0,1180
10 0,1401 | 0,1510 | 7,7802 | 0,1350 | 0,1590 | 0,1200 [ 0,1340
Média | 0,1397 | 0,1522 9,70 0,1320 | 0,1502 | 0,1104 | 0,1294
DP 0,006 0,002 1,483 0,006 0,003 0,009 0,003
GRUPO OVX-EE
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa | Massa
Ratas | , ., total CMO ..
ln(lg;al final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
1 8,02 9,41 17,39 235,30 218,00 | 312,20
2 7,60 9,40 23,70 233,40 220,00 | 278,30
3 6,93 9,40 35,62 238,70 219,00 | 337,70
4 7,63 9,44 23,79 239,10 215,00 | 302,00
5 8,02 10,22 27,57 239,90 220,00 | 337,60
6 7,97 9,41 17,99 235,50 213,00 | 296,00
7 7,95 9,54 20,03 236,20 206,00 | 237,40
8 8,14 9,68 18,96 236,40 218,00 | 278,40
9 7,32 9,22 25,98 235,70 216,70 | 309,30
10 7,57 9,50 25,39 237,40 210,00 | 304,50
Média 7,71 9,55 23,64 237,96 215,57 | 299,34
DP 0,38 0,11 5,51 4,58 4,64 29,74
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Continuacdo — Resultados: Densitometria Ossea

GRUPO OVX-EE-L-NAME

DMO | DMO A% DMO DMO | DMO DMO
total total coluna | coluna | m.inf. m.inf.
Ratas | . .. DMO | ... . .
inicial final total inicial final Inicial Final
(g/en?) | (g/lem?) (g/em?) | (g/em?) | (g/lem?) | (g/enp?)
1 0,1200 | 0,1330 | 10,8333 | 0,1130 | 0,1290 | 0,1080 | 0,1160
2 0,1360 | 0,1540 | 13,2353 | 0,1300 | 0,1440 | 0,1240 | 0,1350
3 0,1320 | 0,1500 | 13,6364 | 0,1310 | 0,1460 | 0,1210 ] 0,1330
4 0,1360 | 0,1470 | 8,0882 | 0,1410 | 0,1320 | 0,1190 | 0,1370
5 0,1240 | 0,1380 | 11,2903 | 0,1320 | 0,1280 | 0,1050 | 0,1120
6 0,1350 | 0,1550 | 14,8148 | 0,1340 | 0,1480 | 0,1160 | 0,1260
7 0,1280 | 0,1430 | 11,7188 | 0,1300 | 0,1310 | 0,1070 | 0,1150
8 0,1270 | 0,1390 | 9,4488 | 0,1250 | 0,1320 | 0,1030 | 0,1110
9 0,1340 | 0,1530 | 14,1791 | 0,1410 | 0,1390 | 0,1110 ] 0,1230
10 0,1300 | 0,1490 | 14,6154 | 0,1340 | 0,1450 | 0,1100 | 1,1250
11 0,1370 | 0,1570 | 14,5985 | 0,1420 | 0,1460 | 0,1260 | 0,1340
Média | 0,1308 | 0,1471 12,41 0,1321 | 0,1382 | 0,1136 | 0,2152
DP 0,005 0,008 2,183 0,008 0,007 0,008 0,288
GRUPO OVX-EE-L-NAME
CMO CMO A% CMO
total total+massa | Massa Massa
Ratas | , .. total CMO o ..
1n(1;al final (g)| total magra final |inicial (g)| final (g)
1 6,01 8,92 48,42 201,30 199,40 | 285,40
2 7,21 9,97 38,28 226,40 222,40 | 281,80
3 6,54 8,86 35,47 214,20 199,00 | 265,50
4 6,60 9,30 40,91 180,80 199,40 | 292,60
5 6,23 8,26 32,58 208,50 198,30 | 272,70
6 7,06 9,54 35,13 213,20 214,10 | 273,20
7 6,42 8,53 32,87 215,10 205,90 | 266,80
8 6,29 8,22 30,68 203,70 198,10 | 275,70
9 6,74 8,34 23,74 212,60 199,20 | 283,00
10 6,96 8,60 24,43 211,90 209,80 | 295,00
11 7,24 9,98 37,85 215,40 209,40 | 301,00
Média 6,66 8,96 34,58 209,37 205,00 | 281,15
DP 0,39 0,62 6,74 10,99 7,71 11,09
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Anexo 8 — Resultados: Expressao de eNOS e iINOS

GRUPO SHAM
Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metafise iNOS diafise
1 ++ ++ ++ ++
2 ++ ++ + ++
3 + ++ ++ ++
4 ++ ++ ++ ++
5 ++ ++ ++ +
6 ++ + ++ ++
7 ++ ++ ++ ++
8 ++ ++ ++ ++
9 ++ ++ ++ ++
10 ++ ++ ++ ++
Predominio ++ ++ ++ ++
GRUPO SHAM-L-NAME
Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metafise iNOS diafise
1 - - - -
2 - - - -
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 - - - -
7 - - - -
8 - - - -
9 - - - -
10 - - - -
Predominio - - - -
GRUPO OVX
Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metiafise iNOS diafise
1 - - - -
2 - - - -
3 - - - -
4 - - - -
5 - - - -
6 - - - -
7 - - - -
8 - - - -
Predominio - - - -
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Continuacao — Resultados: Expressao de eNOS e iNOS
GRUPO OVX-L-NAME

Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metafise iNOS diafise

OO N kW
1
1
1
1

Predominio - - - -

GRUPO OVX-EE

Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metafise iNOS diafise

1 - + - ++
2 + + - +
3 - + - +
4 - + - +
5 - + - +
6 - + + +
7 + + - +
8 - ++ - +
9 - + - +
10 - + - +
Predominio - + - +

GRUPO OVX-EE-L-NAME

Ratas eNOS metafise eNOS diafise iNOS metafise iNOS diafise

O 001N DN B W —
1
1
1
1

Predominio - - - -

155



Anexo 9 — Resultados: Viabilidade de Oste6citos — Técnica de Caspase

GRUPO SHAM
Ratas | campos | wrovidveis | .. :c |apoptiticos|apoptiticos | vazias |vazias | total | lac/mm2
1 1 30 75 7 17,5 3 7.5 40 645,
2 19 70,4 6 22,2 2 7.4 27 435,5
3 36 857 3 7.1 3 7.1 42 677,4
2 1 36 047 2 53 0 0,0 38 612,9
2 31 26,1 3 2.3 2 56 3 590,6
3 2% 03,3 0 0,0 2 6.7 30 4339
3 1 a3 20,5 3 12,2 3 7 41 661,53
2 39 243 6 13,0 1 22 4 741,9
3 29 53,5 0 0,0 2 6,5 3 500,0
4 1 3l 216 6 15,8 1 26 38 612,9
2 30 72,9 7 12,4 1 26 38 612,9
3 32 76,2 2 15,0 2 48 42 677.4
5 1 26 52,9 0 0,0 2 7.1 28 451,6
2 26 26,7 1 3,3 3 10,0 | 30 4339
3 25 203 0 0,0 3 07 | 2% 4516
6 1 24 527 3 10,3 2 6.5 20 47,7
2 3 57,1 1 29 0 0,0 34 5434
3 34 250 y 50 4 10,0 | 40 645,
7 1 13 7510 4 16,7 2 2.3 24 37,1
2 13 591 6 27,3 3 136 | 22 3543
3 21 7500 4 143 3 07 | 2 4516
2 1 15 692 i 23,1 2 7.7 2 4154
D 1 41 27,2 4 2,5 2 473 47 758,1
2 36 70,6 12 23,5 3 59 51 222,6
3 34 59,5 4 10,5 I 0,0 38 612,9
Média 289 824 40 114 20 62 | 350 | ss64
DP 70 o4 20 B2 1,0 3.5 77 1024
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Continuacéo — Resultados: Técnica de Caspase

GRUP O SHARM-L-NAKE

Ratas | campos |nroviiveis | =~ | .. .. ] .
viiveis |apopitoticos |apopiiticos | varias | wazias | total | lac/mml
1 1 7 20,0 2 6,7 1 33 30 4539
2 40 05,2 0 0,0 2 4.8 42 6774
3 40 100,0 0 00 0 00 40 65,2
2 1 44 100,0 0 0,0 0 0,0 44 09,7
2 45 10a,0 0 00 0 00 49 790,3
3 44 91,7 0 0,0 4 8.3 42 7742
3 1 pial 929 0 0,0 2 7.1 28 4516
2 34 944 0 0,0 2 58 36 5806
3 21 91,2 0 0,0 2 2.7 23 3710
4 1 34 91,9 0 0,0 3 8.1 37 596,8
2 35 100,0 0 0,0 0 0,0 35 564.5
3 38 Qa7 0 0,0 3 7.3 41 6613
5 1 47 85,5 5 2.1 3 55 55 2871
2 31 100,0 0 0,0 0 0,0 3l 00,0
3 30 93,8 0 0,0 2 6,3 32 516,1
& 1 30 938 2 6,3 0 0,0 32 514,1
2 25 80,2 0 0,0 3 o7 3 500,0
3 21 91,3 0 00 2 8.7 43 3710
7 1 26 029 0 0,0 2 7.1 28 4516
2 45 2E,0 0 0,0 1 20 50 208,5
3 35 10,0 0 0,0 1] 0,0 35 56,5
Media 34,7 944 04 08 15 4,7 36,7 5829
DFP ] 24 12 12 13 4.2 8.9 111.9
GRUPO OVE
Ratas | campos | nrovidvels | .. ;o | apoptoticos |apoptitics | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 é,0 17,6 17,0 50,0 11,0 324 34,0 5484
2 1,0 3.4 14,0 50,0 13,0 48,4 28,0 4516
2 1 2.0 11,1 2.0 11,1 14.0 TiE 12,0 2903
2 0,0 0,0 3,0 23,1 10,0 76,9 13,0 2097
3 1 30 25,0 1.0 83 g0 66,7 12,0 193,5
2 50 29,4 3,0 17,6 o0 329 17,0 2742
4 1 20 12,5 30 188 11,0 BE,E 16,0 58,1
2 10 7.1 20 143 11,0 TE6 14,0 258
Media 25 133 56 242 109 625 190 3064
DFP 21 9.5 5.8 15,5 1,8 159 7.3 128,89
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Continuacéo — Resultados: Técnica de Caspase

GRUPOQ OVE-L-NAME

Ratas |campos |nrovidvels | .. i |apoptéticos |apoptitices | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 5210 94,5 20 36 1,0 1, 55,0 227,1
2 1310 22,7 40 7.7 51 9.6 52,0 238,7

2 1 17,0 65,4 6.0 23,1 30 11,5 26,0 4154
2 330 26,2 40 10,5 1,0 2,6 32,0 612,

3 2910 90,6 0,0 0,0 3 9.4 32,0 516,1

3 1 4210 90,6 1,0 1,9 41 7,5 530 2548
2 27,0 93,1 20 6.9 0,0 0,0 29,0 47,7

3 390 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 39,0 629,

4 1 4310 20,6 1,0 21 41 2,3 42,0 774,2
2 21,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 21,0 338,7

3 1310 91,5 1,0 21 30 6,4 1710 7381

5 1 26,0 23,0 30 0.7 20 6,5 31,0 500,
2 22,0 06,6 1,0 3.4 0,0 0,0 29,0 4677

6 1 26,0 96,3 1,0 37 0,0 0,0 27,10 4355
2 2210 28,0 1,0 41 el 2,0 25,0 43,2

3 30,0 93,5 0,0 0,0 20 6,3 32,0 516,1

Média 329 90,7 17 43 19 5,1 365 | 6055
DF 10,4 30 1,7 27 1,7 1,9 11,1 1493

158



Continuacéo — Resultados: Técnica de Caspase

GRUPO OVX-EE
Ratas | campos | nrovidveis | .. . | apoptoticos |apoptoticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 g 66,7 1 333 0 0,0 12 1935

y 15 7510 5 2510 0 0,0 20 32,6

3 16 69,6 3 13,0 4 17,4 23 371,0

2 1 26 53,0 3 97 2 6,5 31 00,0
y 30 75.0 4 10,0 6 1511 40 645,

3 35 79,5 3 6.3 6 13,6 44 708,7

3 1 75 206 3 07 3 07 31 500,0
y 27 844 3 9,4 2 6,3 32 516,1

3 2% 933 1 33 1 33 30 4239

4 1 73 252 1 3.7 3 11,1 17 4355
y 22 75,9 5 17,2 2 6,5 20 67,7

3 41 932 1 13 2 45 44 7097

3 1 30 90,9 1 30 2 6,1 33 53,3
2 20 1,4 3 10,7 5 17,9 28 4516

3 23 38,5 2 7.7 1 38 26 49,4

g 1 17 03,1 7 6.9 0 0,0 70 4677
y 41 272 4 8,5 2 43 47 758,1

3 27 79,4 y 59 5 14,7 34 5484

7 1 17 205 0 0,0 2 10,5 1 06,5
y 1% 100,0 0 0,0 0 0,0 1% 200,3

3 35 946 1 17 1 27 37 5063

Z 1 79 20,6 3 53 4 11,1 36 30,6
2 22 78,6 0 0,0 6 21,4 28 4516

3 24 857 2 7.1 2 7.1 28 4516

5 1 21 724 1 13,2 ] 13,2 10 467.7
y 26 26,7 y 6.7 2 6.7 30 4239

3 21 70,0 6 20,0 3 10,0 30 4239

10 1 43 05,6 0 0,0 2 14 45 25,8
y 44 91,7 0 0,0 4 2,3 45 7742

3 39 97,5 0 0,0 1 2,5 40 645,

Média 26,8 838 23 g2 246 g0 | 316 | 4935
DP 5,7 9,0 1,7 74 L, 57 5,7 1234
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Continuagéo — Resultados: Técnica de Caspase

GRUP O OVE-EE L-NAME

Ratas | campos | nrovidveis | . .. apopitticos |apoptétices | vazrias | vazias | total | lac/mm2
1 1 4 87,1 6 122 0 0.0 47 7581
2 38 88,4 3 7.0 2 47 43 6935

3 37 213 2 6,1 4 12.1 33 5323

2 1 28 875 3 0.4 1 31 32 516,1
2 24 820 1 37 2 7.4 27 4355

3 40 820 5 11,1 0 0,0 45 7252

3 1 19 26,4 0 0,0 3 13.6 22 3543
2 24 229 2 7.4 1 3.7 27 4355

3 14 77.3 1 56 3 16,7 12 2903

4 1 35 07,2 0 0,0 1 13 36 5806
2 60 100,0 0 0,0 0 0,0 60 9677

3 6 100,0 0 0,0 0 0,0 6 4194

5 1 22 246 3 115 1 33 26 4104
2 14 773 3 16.7 { 56 18 2003

3 37 07 4 0 0,0 { 26 33 6120

6 1 34 07,1 0 0,0 1 2.0 35 5645
2 16 229 1 56 { 56 12 2903

3 20 90,9 2 9.1 0 0,0 2 354.3

7 1 10 76,9 0 0,0 3 23,1 13 2097
2 17 89,5 1 53 { 53 19 06,5

3 33 04,3 1 2.0 { 2.9 35 564.5

g 1 21 100.0 0 0.0 0 0.0 21 7387
2 32 04, 1 2 50 0 0,0 34 543 4

3 19 826 2 8.7 2 2.7 73 3710

9 1 30 100,0 0 0,0 0 0,0 30 4530
2 29 100,0 0 0,0 0 0,0 29 4677

3 4 100,0 0 0,0 0 0,0 4 661,3

Média 278 90,7 14 48 11 45 03 | 4924
DP 110 59 16 3.2 1.1 40 102 10,2
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Anexo 10 — Resultados: Viabilidade de Ostedcitos — Técnica de TUNEL

GRUPQ SHAM
Ratas | campos | nrovidvels | .. ;e |apoptiticos |apoptiticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 35 254 4 5,8 2 49 41 661,35

2 3l 72,1 12 279 0 0,0 4 63,5

3 30 50,9 0 0,0 3 9,1 3 5333

2 1 50 03,7 2 3,2 2 3.2 63 1016,1

2 41 100,0 0 0,0 0 0,0 A1 661,3

3 42 22,4 1 2,0 2 157 51 22,6

3 1 3l 03,9 0 0,0 2 6,1 Ex) 53,3

2 43 93,5 . 43 1 2.2 46 741,9

3 2% 100,0 I 0,0 I 0,0 28 4516

1 1 27 06,4 0 0,0 1 36 2% 4516

2 23 100,0 0 0,0 0 0,0 73 371,0

3 37 02,5 3 7.5 0 0,0 40 645,2

5 1 23 20,0 3 2.6 4 11,4 35 564,5

2 21 72,4 5 17,2 3 10,3 20 467,7

3 26 634 9 220 5 144 41 661,53

6 1 28 22,4 2 59 4 11,8 34 5434

2 17 60,7 7 250 4 143 28 451,6

3 29 65,9 10 227 5 11,4 4 7087

7 1 3l 06,9 1 31 0 0,0 32 516,1

3 23 852 0 0,0 4 148 27 435,53

2 1 25 69,4 6 16,7 5 13,5 36 5306

2 36 27,3 2 49 3 73 A1 661,3

3 43 03,5 i 0,0 3 6,5 4 41,9

9 1 28 20,0 3 5.6 4 11,4 35 564,53

2 3l 7.5 6 150 3 7,5 40 65,2

3 3% 26,4 3 6,5 3 6.2 4 7087

Média a2 84,7 3,1 8,1 27 72 378 | s914
DP 56 11,5 33 2.6 2.1 53 2.6 1230
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Continuacao — Resultados: Técnica de TUNEL

GRUPQ SHARM-L-NAME

Ratas | campos | nrovidvels | .. ;e |apoptiticos |apoptiticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 40 5.9 2 4.4 3 6,7 45 25,8

2 50 100,0 0 0,0 0 0,0 59 0516

3 32 01,4 1 2,9 2 57 35 564.5

2 1 34 1000 0 0,0 0 0,0 34 5434

2 43 96,0 0 0,0 2 40 50 806,5

3 3% 02,7 1 2,4 2 459 41 661,53

3 1 41 053 0 0,0 2 47 43 693,53

2 30 100,0 0 0,0 0 0,0 30 4339

3 22 846 2 7.7 2 7.7 26 45,4

4 1 42 933 2 4.4 1 2,2 45 25,8

2 34 04,4 0 0,0 2 54 36 30,6

3 30 53,2 0 0,0 4 11,8 34 5484

5 1 26 72,2 g 222 2 54 36 5306

2 36 272 3 7,3 2 49 41 661,3

3 45 07,5 I 0,0 1 2,2 46 741,

g 1 35 718 3 6,7 7 154 45 25,8

2 50 90,9 2 3,6 3 5,5 55 57,1

3 39 95,1 0 0,0 2 49 41 661,53

Média 278 91,6 13 3,1 2,1 53 412 | 6485
DP 0,0 2,2 20 2,2 L6 1,3 5.4 534

GRUPO OVX

HED L] HIo O nro lac. Oalac nro lac Hro

Ratas | campos | . eic | vidveis |apoptoticos |apoptiticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 5 250 3 151 12 60,0 20 22,6

2 6 L6 3 1548 10 52,6 19 306,5

2 1 g 50,0 3 16,7 6 33,3 15 200,3

2 11 440 4 16, 10 40,0 25 403,2

3 1 15 62,5 g 250 3 12,5 24 37,1

y 24 64 7 12,9 6 16,2 37 506,

Média 117 | 463 43 179 78 358 238 3844
DP 6,4 14,7 16 3.4 31 17.4 6,4 77,0
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Continuacao — Resultados: Técnica de TUNEL

GRIUP O OVE-L-NAME

Rafas | campos | .. eis | vidweis apoptoticos |apoptétices| vazias | vazias total | lac/mm2
1 1 25 20,6 0 0,0 é 19,4 31 00,0

2 19 26,4 0 0,0 3 136 22 3548

3 20 00,6 0 0,0 3 0.4 32 516,1

2 1 44 036 3 6.4 0 0,0 47 7521

2 31 93,9 2 6.1 0 0,0 33 5323

3 33 100,0 0 0,0 0 0,0 33 5323

3 1 44 057 1 2.3 1 2.2 46 7410

2 60 08,4 1 16 0 0,0 61 0830

3 64 94,1 1 1,5 3 44 63 10963

4 1 45 97,3 0 0,0 1 2.2 46 7419

2 23 225 2 7.7 1 3,3 26 419 4

3 30 05,3 1 3,3 0 0,0 31 00,0

Média 272 | 037 09 19 15 43 307 6452
DP 143 46 10 1,5 19 6,0 14,1 228,2
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Continuacao — Resultados: Técnica de TUNEL

GRUPO OVX-EE

Hro 0 HED 0 nro lac %plac. | nro lac. Hro
Ratas | campos | .. ois | viaveis |apoptoticos |apoptoticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 14 50,0 g 22,6 4 21,4 2% 4516
2 22 66,7 7 21,2 4 12,1 33 5323

3 41 57,2 3 6.4 3 6.4 47 758,1

2 1 16 72,7 5 22,7 1 45 22 3548
2 26 70,3 g 21,6 3 2,1 37 96,3

3 51 29,5 5 82 1 1,3 57 0194

3 1 32 04,1 2 59 0 0,0 34 5434
2 17 27.1 4 12,9 0 0,0 31 500,0

3 44 07 8 0 0,0 1 2.2 45 7252

4 1 19 65,5 7 24,1 3 10,3 20 467,7
2 12 66,7 2 11,1 4 222 15 2903

3 15 69,2 2 i 6 23,1 26 4194

5 1 17 62,0 5 20,0 3 12,1 25 403,2
2 13 26,7 0 0,0 2 13,3 15 241,9

3 73 92,0 0 0,0 2 20 25 4032

é 1 15 714 5 13,8 1 42 21 38,7
2 33 76,7 6 14,1 4 9,3 43 6935

3 34 773 0 0,0 10 227 44 705,7

7 1 20 78,4 1 27 7 18,7 37 06,3
2 34 29,5 1 24 3 759 3% 612,

3 27 544 3 9.4 2 6,3 32 516,1

g 1 25 20,6 3 9.7 3 9.7 31 500,0
2 49 92,5 2 38 2 38 53 £54,3

3 33 1000 0 0,0 0 0,0 33 5323

9 1 24 558 11 256 2 126 a3 6935

2 23 22,5 3 11,5 0 0,0 26 49,4

3 30 73,2 5 22,0 2 459 41 661,3

10 1 17 75,0 2 54 7 19,4 36 5306
2 34 29,5 0 0,0 4 10,5 3% 612,9

3 32 53,9 1 28 3 8.3 36 5306

Média 275 | 795 35 10,8 32 9.7 34,1 5145
DP 10,0 12,1 3,0 51 2,5 7.2 08 100,4
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Continuacao — Resultados: Técnica de TUNEL

GRUPO OVE-FE-L-INARME

Ratas | campos | .. ois | viaveis |apoptoticos |apoptoticos | vazias | vazias | total | lac/mm2
1 1 34 27,2 4 10,3 1 16 9 625,
2 21 65,6 g 25,0 3 9,4 32 516,1

3 28 50,0 5 143 2 57 35 564.5

2 1 2 78,5 5 15,2 2 6,1 33 5323
2 15 65,2 g 348 0 0,0 3 371,0

3 17 65,4 2 7.7 7 26,9 26 49,4

3 1 16 76,2 2 0,5 3 14,3 21 38,7
2 34 22,9 6 14,6 1 2.4 41 661,3

3 19 26,4 1 45 2 9,1 22 3542

4 1 28 757 5 13,5 4 10,2 37 5062
2 45 26,5 3 58 4 7.7 52 838,7

3 15 78,3 5 21,7 0 0,0 23 3710

5 1 19 82,6 3 13,0 1 43 23 3710
2 15 65,2 3 13,0 5 21,7 3 371,0

3 19 1000 0 0,0 0 0,0 19 306,5

é 1 33 246 3 7.7 3 7.7 30 625,
2 33 100,0 0 0,0 0 0,0 33 5323

3 23 058 1 42 0 0,0 24 3971

7 1 27 27,1 3 0.7 1 3.2 31 500,0
2 32 91,4 3 846 0 0,0 35 564,5

3 27 57,1 0 0,0 4 12,9 31 500,0

g 1 28 75,7 g 243 0 0,0 37 5063
2 33 73,3 12 26,7 0 0,0 45 725,38

3 25 20,6 § 19,4 0 0,0 31 500,0

9 1 2 78,8 5 15,2 2 6,1 33 5323
2 42 25,7 5 29 3 54 56 0032

3 35 87,5 2 50 3 7,5 40 6452

Média 268 | 826 40 11,2 19 6.2 32,7 508 5
DP 8.6 7.1 2,9 6.3 1,9 472 53 1002
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Anexo 11 - Resultados: Histomorfometria Ossea

1) Parametros de Remodelamento Osseo

GRUPO SHAM
Ratas | OV/BV (%) | OS/BS (%) [ Ob.S/BS (%) | ES/BS (%) | 0c.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (un/d)| BFR/BS
1 0,47 10,5700 1,3886 5,8368 2,7783
2 0,40 4,0480 0,3195 3,0260 1,9208
3 0,12 2,8183 0,9649 1,0789 0,7753
4 0,89 8,5781 0,8208 2,1288 1,1190
5 0,25 4,4143 1,7577 2,6081 1,3341 8,8377 2,0101 0,18
6 0,30 3,8076 0,9600 3,3373 2,1447 4,3601 1,4341 0,06
7 0,29 6,1619 1,1692 2,6193 1,5087 8,2208 1,7208 0,14
8 0,92 12,3441 22178 2,3103 1,2833 12,5305 2,1124 0,26
9 0,59 9,8593 1,7753 6,8809 3,2041 5,3922 1,3617 0,07
10 4,13 1,8078 27241 1,5231 6,8666 2,6720 0,18
Média 0,86 6,96 1,32 3,26 1,77 7,70 1,89 0,15
DP 1,08 3,46 0,58 1,76 0,78 2,90 0,49 0,08
GRUPO SHAM-L-NAME
Ratas | OV/BV (%) | OS/BS (%) | Ob.S/BS (%)| ES/BS (%) | 0c.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (um/d)| BFR/BS
1 0,0392 0,7530 0,3839 2,6370 1,7597 6,1354 13716 0,08
2 0,1051 1,3719 1,0569 5,6652 3,5891 0,3791 0,7789 0,00
3 0,0000 0,0000 0,8445 1,7008 0,9644 6,9509 1,3930 0,10
4 0,0377 0,5893 0,7223 3,1150 1,7906 3,6076 0,8776 0,03
5 0,0508 0,7548 1,6706 7,0229 4,4445 2,8421 0,5950 0,02
6 0,0783 1,3966 1,5571 5,5312 3,2901 3,5951 0,9211 0,03
7 0,0014 02111 0,3450 2,8401 1,7561 3,0313 0,6305 0,02
8 0,0358 0,4455 0,2525 4,6205 2,7758 3,9264 0,9648 0,04
Média 0,04 0,69 0,85 4,14 2,55 3,81 0,94 0,04
DP 0,04 0,50 0,54 1,84 1,17 2,02 0,30 0,03
GRUPO OVX
Ratas | OV/BV (%) | OS/BS (%) | Ob.S/BS (%) | ES/BS (%) | Oc.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (um/d)| BFR/BS
1 0,0000 0,0000 0,4865 2,5279 1,4035 14,3944 3,6156 0,52
2 0,0130 1,4499 0,3546 3,6075 1,9475 10,3726 1,9319 0,20
3 0,0000 0,0000 0,0000 5,4730 2,9885 17,0038 2,2959 0,39
4 0,0000 0,0000 0,4049 32142 1,7496 24,5697 2,4407 0,60
5 0,0000 0,0000 1,0926 4,4075 3,5256 8,5228 1,5221 0,13
6 0,7816 14,2130 1,7365 7,8796 5,5089 42101 0,4524 0,02
7 0,7244 11,8389 0,6908 5,3552 3,0922 24,8869 5,2636 1,31
8 1,9372 13,6763 0,0000 5,1400 3,2322 23,4044 2,4651 0,58
Média 0,43 5,15 0,60 4,70 2,93 15,92 2,50 0,47
DP 0,70 6,75 0,58 1,67 1,30 7,90 1,43 0,40
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Continuacéo - Resultados: Parametros de Remodelamento Osseo

GRUPO OVX-L-NAME

Ratas | OV/BV (%)| OS/BS (%) | Ob.S/BS (%)] ES/BS (%) | Oc.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (um/d] BFR/BS
1 0,1491 3,9922 0,5915 9,9632 5,8070 12,1465 1,3691 0,17
2 0,1677 1,6729 0,8629 5,9532 3,7546 2,3839 1,0523 0,03
3 0,9330 19,0953 1,4628 6,3888 3,8382 7,9193 1,0297 0,08
4 0,1368 1,9246 0,7456 7,8300 5,5090 9,9891 0,6156 0,06
5 0,5033 6,6520 0,7916 5,9568 3,3674 4,8653 1,0440 0,05
6 0,1891 2,6841 0,6150 5,4450 3,5435 2,3344 0,2882 0,01
7 0,0000 0,0000 0,6322 1,6785 1,0197 2,9553 1,6902 0,05
8 0,0000 0,0000 0,9058 6,7554 4,6626 4,1575 0,8859 0,04
Média| 0,26 4,50 0,83 6,25 3,94 5,84 1,00 0,06
DP 0,31 6,28 0,28 2,34 1,49 3,73 0,43 0,05
GRUPO OVX-EE
Ratas | OV/BV (%)| OS/BS (%) | Ob.S/BS (%)] ES/BS (%) | 0c.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (um/d] BFR/BS
1 0,9771 9,7793 1,4702 1,0248 0,8296 2,7068 12918 0,03
2 1,4762 13,9311 1,9205 1,9382 1,5872 5,5844 2,5520 0,14
3 0,2844 4,7130 0,8457 1,2151 0,9208 2,0405 0,7836 0,02
4 0,1939 52614 1,7772 4,9325 3,0242 1,6649 0,3935 0,01
5 1,6126 12,2744 0,0000 4,3049 3,6710 10,9897 2,1983 0,24
6 0,1863 4,5939 0,0000 4,1360 2,7961 2,4993 0,2287 0,01
7 0,5306 5,8904 0,9596 4,8523 2,6380 15,1569 1,6286 0,25
8 0,1814 2,3758 0,0000 0,2851 0,6609 8,4158 1,1938 0,10
9 0,4635 59751 0,7340 7,2999 4,1342 20,1120 1,5650 0,31
Média| 0,66 7,20 0,86 3,33 2,25 7,69 1,32 0,12
DP 0,56 3,89 0,76 2,32 1,29 6,58 0,77 0,12
GRUPO OVX-EE-L-NAME
Ratas | OV/BV (%)| OS/BS (%) | Ob.S/BS (%)] ES/BS (%) ] Oc.S/BS (%) | MS/BS (%) [MAR (um/d)] BFR/BS
1 0,5737 7,5052 1,0514 42279 3,2799 17,5939 1,5685 0,28
2 0,0745 1,0274 0,3904 1,9909 1,7511 10,4197 0,9933 0,10
3 0,2092 43112 0,6186 3,8560 2,5749 12,5160 2,3919 0,30
4 0,0000 0,0000 1,5441 1,4612 0,8127 12,0752 0,9825 0,12
5 0,0000 0,0000 0,3312 1,5439 0,8335 8,0547 1,9910 0,16
6 0,1396 3,6774 1,3481 12218 0,7042 8,0808 1,5336 0,12
7 0,1116 2,5301 1,2641 42827 2,5870 16,1488 2,2025 0,36
Média| 0,16 2,72 1,06 2,65 1,79 12,13 1,67 0,21
DP 0,20 2,71 0,62 1,40 1,04 3,70 0,56 0,10
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Continuacdo - Resultados: Histomorfometria Ossea

2) Parametros de Estrutura, Microarquitetura e Conectividade Ossea

GRUPO SHAM
Ratas BV/TV (%) | TbTh (um) | Tbh N | Th Sp (um) | Nd.N/TV (/mm?)
1 19,53 56,37 3,46 232,28 3,88
2 10,01 52,31 1,91 470,05 4,26
3 17,15 50,35 3,41 243,23 7,37
4 24,45 59,46 4,11 183,74 8,60
5 24,27 64,43 3,77 201,00 9,84
6 21,26 59,78 3,56 221,39 6,99
7 24,56 59,38 4,14 182,38 7,05
8 35,20 73,51 4,79 135,33 16,88
9 37,30 77,24 4,83 129,85 18,40
10 34,72 64,32 5,40 120,93 12,61
Média 24,85 61,71 3,94 212,02 9,59
DP 8,25 8,09 0,92 95,28 4,69
GRUPO SHAM-L-NAME
Ratas BV/TV (%) | TbTh (um) | Tb N | Tb Sp (um) | Nd.N/TV (/mm?)
1 30,75 57,04 5,39 128,45 17,06
2 48,35 99,49 4,86 106,28 15,28
3 37,94 71,87 5,28 117,54 17,59
4 44,84 69,35 6,47 85,30 24,81
5 35,10 56,11 6,26 103,74 18,69
6 27,94 47,49 5,88 122,48 20,79
7 30,49 52,89 5,76 120,61 15,38
8 41,19 62,76 6,56 89,62 23,21
Média 37,08 64,62 5,81 109,25 19,10
DP 7,33 16,28 0,61 15,76 3,53
GRUPO OVX
Ratas BV/TV (%) | TbTh (um) | Tb N | Tb Sp (um) | Nd.N/TV (/mm?)
1 8,48 60,91 1,39 657,32
2 7,01 52,70 1,33 698,64 2,26
3 9,08 54,60 1,66 546,45 3,31
4 9,70 57,92 1,68 538,98 3,47
5 11,68 69,97 1,67 529,06 4,70
6 7,76 46,56 1,67 553,75 2,13
7 13,03 63,77 2,04 425,63 4,31
8 10,29 54,21 1,90 472,42 3,44
9 14,50 67,59 2,15 398,52 5,58
Média 10,17 58,69 1,72 535,64 3,65
DP 2,48 7,56 0,27 97,96 1,18
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Continuagéo - Resultados: Parametros de Estrutura, Microarquitetura e
Conectividade Ossea

GRUPO OVX-L-NAME

Ratas | BV/TV (%) | TbTh um) [ TbN [ Tb Sp (um) | Nd&.N/TV (/mm?)

1 21,82 65,61 3,33 235,03 6,29

2 8,11 49,05 1,65 555,57 1,94

3 13,07 57,01 2,29 379,12 3,82

4 20,26 69,32 2,92 272,92 6,06

5 7,44 51,53 1,44 640,94 1,68

6 4,72 51,34 0,92 1035,56 0,82

7 23,21 62,36 3,72 206,27 4,08

Média 14,09 58,03 2,33 475,06 3,53

DP 7,64 7,88 1,04 296,67 2,15

GRUPO OVX-EE

Ratas | BV/TV (%) | TbTh um)| TbN | Tb Sp (um)| Nd.N/TV (/mm?)

1 15,50 57,50 2,70 313,44 711

2 18,84 56,51 3,33 243,39 7,49

3 15,23 56,98 2,67 317,16 781

4 17,89 62,78 2,85 288,11 4,89

5 10,22 69,15 1,48 607,62 2,74

6 7 44 57,94 1,28 721,15 1,18

7 44,84 69,35 6,47 85,30 2,03

8 35,10 56,11 6,26 103,74 2,13

9 27,94 47,49 5,88 122,48 3,94

10 26,67 66,43 4,01 182,64 3,38

Média 21,97 60,02 3,69 298,50 4,27

DP 11,03 6,51 1,81 201,42 2,32

GRUPO OVX-EE-L-NAME

Ratas | BV/TV (%) | TbTh (um) | TbN [ Tb Sp (um) | Nd.N/TV (/mm?)

1 17,26 62,46 2,76 299,51 5,87

2 37,34 72,55 5,15 121,75 24,88

3 17,41 70,78 2,46 335,86 5,46

4 6,46 58,99 1,10 853,96 1,95

5 11,76 65,81 1,79 493,95 1,74

6 13,44 56,24 2,39 362,08 7,90

7 7,07 52,24 1,35 686,35 1,78

8 15,75 70,03 2,25 374,49 522

Média 15,81 63,64 2,41 441,00 6,85

DP 9,67 740 1,25 232,13 7,63
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Anexo 12 — Parametros Hemodinamicos

GRUPO SHAM
Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 94,5 2348 139,6 1134 127,0 402,6
2 71,5 1776 151,6 74,2 96,4 402,6
3 79,3 164,8 136,6 102,4 118,0 481,8
4 81,0 188,7 101,8 77,4 91,6 429.8
5 96,0 228.,0 122,4 109,0 117,2 4214
6 94,1 22,7 121,6 82,3 96,6 422,6
7 96,4 208,5 117,7 96,0 108,0 462,6
Média 87,6 203,6 127,3 93,5 107,8 431,9
DP 10,1 27,0 16,5 15,7 13,4 29,9
GRUPO SHAM-L-NAME
Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 61,8 146,4 199,7 155.3 170,0 4223
2 62,7 146,8 171,0 115,7 139,3 4270
3 66,3 154,6 157,7 123,7 135,0 431,0
4 71,3 1713 177,3 127,0 152,0 4233
5 54,3 131,5 203,0 147,0 168,0 413,0
6 58,9 160,7 170,3 130,7 147,0 366,0
7 90,9 220,1 171,3 143,7 158,7 413,3
8 63,6 162,5 209,0 163,0 182,0 3923
Média 66,2 161,7 182,4 138,2 156,5 411,0
DP 112 26,5 18,8 16,6 16,2 21,8
GRUPO OVX
Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 120,0 293,0 128,0 1140 122,0 410,0
2 114,0 265,0 140,0 82,0 110,0 430,0
3 111,0 281,0 156,0 102,0 129,0 388,0
4 108,7 335,1 121,4 114,6 118,0 401,0
5 1140 262,5 1272 123,0 1254 4362
6 117,4 279.6 119,0 97,0 109,3 420,0
7 1224 258,0 119,0 100,0 109,3 4743
8 109,3 273,2 120,7 116,7 119,0 418,7
9 116,2 2871 117,7 106,7 110,3 397,0
Média 114,8 281,6 127,7 106,2 116,9 419,5
DP 4,7 232 12,7 12,5 7.6 25,8
GRUPO OVX-L-NAME
Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 71,2 182,0 195,7 1733 185,7 393,0
2 64.9 136,5 208,0 174,0 191,3 4743
3 62,7 155,1 202,3 177,7 189,7 4043
4 68,0 152,0 200,0 172,3 187,0 450,0
Média 66,7 156,4 201,5 174,3 188,4 430,4
DP 3,7 18,9 5.1 23 2.6 383

DC = Débito Cardiaco, VS = Volume Sistélico, PAS = Pressao Arterial Sistélica, PAD = Presséo

Arterial Diastolica, PAM = Pressao Arterial Média, FC = FreqUéncia Cardiaca
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Continuagao - Parametros Hemodinamicos

GRUPO OVX-EE

Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 121,5 250,3 1257 90,7 107,3 486,0
2 118,9 244.9 137,3 117,0 123,7 485,7
3 118,1 243,0 145,0 107,3 120,0 486,0
4 117,3 346,3 136,2 78,6 103,8 338,8
5 129,0 313,1 126,0 117,0 120,0 412,0
6 114,9 298,5 1243 1213 123,0 385,7
7 73,3 217,7 123,3 113,8 118,5 379,8
8 100,4 219,6 102,8 94,3 99,0 457,5
Média 111,7 266,7 127,6 105,0 114,4 428,9
DP 17,5 47,0 12,7 15,4 96 57,6
GRUPO OVX-EE-L-NAME
Ratas DC VS PAS PAD PAM FC
1 80,6 205,1 206,0 125,7 160,3 395,3
2 73,6 198,6 212,0 136,0 171,0 375,0
3 95,5 234,7 168,5 94,5 124,3 406,8
4 91,7 1746 167,0 120,7 140,7 526,0
5 106,1 201,8 131,3 121,0 1287 526,0
Média 89,5 203,0 177,0 119,6 145,0 4458
DP 12,8 21,4 32,9 15,3 20,2 74,1
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