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Efeitos da ovariectomia experimental no metabolismo ósseo de
ratas wistar adultas: um modelo para estudo da osteoporose
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Resumo
A privação dos hormônios ovarianos acarreta distúrbios endócrinos e funcionais, tais como disfunção sexual, perda da
libido, maior risco de osteoporose e de doenças cardíacas, níveis alterados de lipoproteínas, ganho ponderal, entre
outros. A osteoporose é uma patologia óssea sistêmica caracterizada por um desequilíbrio entre reabsorção e formação
óssea, resultando em um aumento da fragilidade óssea. O objetivo do nosso estudo foi descrever os efeitos da ovariectomia
(OVT) experimental no metabolismo ósseo e no ganho ponderal de ratas wistar adultas. Ratas adultas foram submetidas
ao procedimento de OVT (G1) bilateralmente ou uma falsa castração (G2). Após 30 dias, foi coletado sangue para
dosagem de estrogênio sérico e após 60 dias os animais foram sacrificados para a realização das análises séricas e ósseas. O
consumo de ração e o ganho de peso foram monitorados duas e uma vez por semana, respectivamente. As ratas OVT
apresentaram médias estatisticamente maiores (p<0,05) para o consumo de dieta, ganho de peso e atividade sérica da
fosfatase alcalina e, menores (p<0,05) para concentração de estrogênio sérico, conteúdo de cálcio, radiodensidade e
limite proporcional ósseo quando comparadas às ratas sham-operadas. Além das análises quantitativas, as ratas OVT
apresentaram fêmures com superfície com fossas de reabsorção visivelmente profundas, confirmando que ratas
ovariectomizadas são um bom modelo de estudo de osteoporose em mulheres na pós-menopausa.

Palavras-chave: ovariectomia, osteoporose,  menopausa.

1 Doutoranda. Programa de Pós-graduação em Engenharia de Alimentos. Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP.
Campinas - SP
2 Acadêmica. Curso de Graduação em Engenharia de Alimentos. Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP. Campinas - SP
3  Técnica. Laboratório de Ensaios Biológicos. Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP. Campinas - SP
4  Professor Doutor. Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP. Campinas - SP

Correspondência para / Correspondence to:
Celio Kenji Miyasaka
Av. Monteiro Lobato, 80. Caixa Postal 6121
13.083-970. Campinas – SP - Brasil
Tel.: (19) 3788-4078
Fax: (19) 3788-4060
E-mail: celio@fea.unicamp.br

INTRODUÇÃO

Os efeitos dos esteróides sexuais femini-
nos vêm sendo pesquisados na literatura. Po-
rém, devido à sua complexidade, ainda não há
consenso sobre a totalidade das funções ovaria-
nas, pois são necessários maiores estudos sobre
as diversas interações endócrinas com o meta-
bolismo corpóreo. Vários trabalhos descrevem

perda da função ovariana devido a procedimen-
tos cirúrgicos, radioterápicos e quimioterápicos,
além de quadros infecciosos pélvicos graves, com
comprometimento funcional dos ovários. A pri-
vação dos hormônios ovarianos acarreta distúr-
bios endócrinos e funcionais, tais como
disfunção sexual, perda da libido, maior risco
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de osteoporose e de doenças cardíacas, níveis
alterados de lipoproteínas, ganho ponderal,
entre outros (VASCONCELLOS et al., 2004).

A deficiência estrogênica é a causa mais
comum de osteoporose; porém a ação do
hormônio estrogênico sobre o tecido ósseo ain-
da não foi claramente definida, embora se saiba
que ele influencia na diferenciação de células
progenitoras hematopoiéticas em osteoclastos e
participa da regulação de citocinas e de fatores
locais envolvidos nos mecanismos de remodela-
ção óssea (TENÓRIO et al., 2005).

Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo descrever os efeitos da ovariectomia no
metabolismo ósseo de ratas Wistar, um modelo
para estudo da osteoporose.

MATERIAIS E MÉTODOS

Protocolo Experimental
Ratas adultas (276,0±3,4g de peso

corpóreo e 90 dias de idade) da linhagem Wistar
foram submetidas a um procedimento cirúrgi-
co de ovariectomia, sendo divididas em dois
grupos: ovariectomizadas (OVT) e sham opera-
das (CO). Passados 60 dias desse procedimen-
to cirúrgico (KALU, 1991), os animais foram
sacrificados e as análises realizadas.

O ganho de peso dos animais foi
monitorado uma vez por semana, e o consumo
de ração monitorado duas vezes por semana,
durante oito semanas.

As ratas foram mantidas em gaiolas indi-
viduais à temperatura ambiente de 24°C ± 1ºC,
ciclo de 12 horas dia-noite, alimentadas com
dieta comercial padrão (LABINAPURINA /
Agribrands of Brasil LTDA) e água deionizada
ad libitum.

O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comitê de Ética de Experimentação Ani-
mal da Universidade Estadual de Campinas
(protocol n° 641.7) em 11 de Março de 2004.

Esfregaço vaginal
O esfregaço vaginal foi realizado antes da

realização da ovariectomia, através do método
de Shorr, com a finalidade de confirmação da
maturidade sexual das fêmeas (idade adulta)

(FIGURA 1; GONZALEZ PENA et al.,
1960). De acordo com o Food and Drug
Administration (UNITED STATES, 1994), um
dos critérios propostos para modelos animais
em osteoporose é que o animal apresente ciclos
menstruais/estrais.

Castração
Após a confirmação da idade adulta, foi

realizada a castração bilateralmente utilizando-
se como anestésico pentobarbital sódico (40
mg/Kg), administrado através de injeção
intraperitoneal (REDDY; LAKSHMANA,
2003).

Determinação de estradiol sérico
A determinação sérica de estradiol foi re-

alizada através de radioimunoensaio enzimático
(3nd Generation Estradiol RIA – DSL 39100),
30 dias após a ovariectomia. Essa determinação
foi realizada no Laboratório de Determinação
Hormonal, Departamento de Reprodução Ani-
mal, Faculdade de Medicina Veterinária da
Universidade de São Paulo (USP - SP).

Cálcio sérico
O cálcio sérico foi determinado através

de kit disponível comercialmente (LABORLAB
– CAT n°00800).

Cálcio ósseo
O fêmur direito foi mantido em solução

de formaldeído (100mL/L) por 48 horas (CAR-
VALHO; CLIQUET JR, 2003), posteriormente
calcinado, e o conteúdo de cálcio determinado
por precipitação com oxalato e titulação com
permanganato de potássio (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1976).

Atividade da enzima fosfatase alcalina
sérica (FAS)

A atividade da FAS foi determinada atra-
vés de kit disponível comercialmente
(BIODIAGNÓSTICA – LB 170123-800).

Radiodensitometria
A radiografia da tíbia esquerda foi feita

com RX GE 1000 em sistema digital Gendex
Denuptix (FIGURA 2) e analisada com software
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EMAGO-?/Advanced 3.43 (EM) (Oral
Diagnostic Systems, ACTA, Netherlands)
(HAITER-NETO; WENZEL, 2005). Posteri-
ormente, as imagens foram exportadas em for-
mato TIF (tagged image file). Essas análises fo-
ram realizadas no Departamento de Radiologia
Oral – Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Universidade Estadual de Campinas (SP).

Propriedades biomecânicas
Foram realizados ensaios mecânicos de

flexão em três pontos (hydraulic serv equipment;
810 TestStar II MTS model - USA). Os ossos
foram apoiados em suas extremidades sobre dois
suportes distantes 18mm, a velocidade de apli-
cação da carga foi de 2mm/min e utilizada cé-
lula de carga 100kN. Para cada aumento de
carga aplicada no osso se obteve a deformação
gerada, o que possibilitou a construção da Fi-
gura 3 (CARVALHO, 2001).

Figura 1 - Esfregaço vaginal (1,25x; 12,5x / hematoxilina)

Figura 2 - Exemplo de radiografia da tíbia esquer-
da dos animais.

Figura 3 - Força X Deformação óssea.
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Essa determinação foi realizada no Labo-
ratório de Propriedades Mecânicas – Departa-
mento de Engenharia de Materiais – Faculda-
de de Engenharia Mecânica, Universidade Es-
tadual de Campinas (UNICAMP - SP).

Microscopia eletrônica de varredura
(MEV)

A tíbia direita foi tratada de acordo com
Carvalho e Cliquet Jr. (2003), e com Reddy e
Lakshmana (2003), e examinada em microscó-
pio eletrônico de varredura JSM-5800LV/Jeol
Serving Advanced Technology. Essa análise foi re-
alizada no Laboratório de Microscopia Eletrô-
nica do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP - SP).

Tratamento estatístico
Os resultados foram submetidos à análi-

se de variância ANOVA, com a utilização do
teste de Tukey para o confronto das médias. O
software utilizado foi o STATISTICA 6.0 for
windows, -STATSOFT, 2000, considerando-se
p<0,05 como probabilidade mínima aceitável
para diferença entre as médias.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Ensaio biológico
Após a castração, o consumo médio de

ração(g)/dia bem como o ganho de peso das
ratas ovariectomizadas (OVT) e controle (CO)
foram significativamente diferentes (p<0,05),
sendo maior no primeiro grupo (FIGURA 4;
FIGURA 5). Esses resultados confirmam da-
dos encontrados na literatura para ganho
ponderal, como, por exemplo, Szabo e colabo-
radores (2000), que descreveram o mesmo efei-
to em gatas ovariectomizadas, Melton e cola-
boradores (2000), em ratas adultas, e por
Vasconcellos e colaboradores (2004) em ratas
jovens e adultas.

Esses resultados podem estar associados
à deficiência hormonal, já que o período pós-
menopausa está associado a mudanças adversas
no peso, na composição corpórea e na distri-
buição de gordura no corpo da mulher. Esse

aumento de peso se faz com o aumento de teci-
do adiposo e diminuição da massa magra
(KIRCHENGAST et al., 1999). Essas altera-
ções podem estar relacionadas às alterações da
função do eixo somatotrófico, como descrito por
Bernardi e colaboradores (1998), segundo os
quais mulheres na pós-menopausa apresentam
níveis séricos de hormônio de crescimento me-
nores quando comparadas com mulheres na
peri-menopausa. Outra hipótese seria a dimi-
nuição dos níveis de leptina após ovariectomia
(YONEDA et al., 1998; SHIMOMURA et al.,
2002).

Dosagem de estrogênio sérico
Como podemos observar na Figura 6, o

procedimento cirúrgico de ovariectomia redu-
ziu significantemente (36%) a concentração

Figura 5 - Ganho de peso (g)/semana após a castração.
Nota: Letras distintas representam diferenças estatisticamente
significativas entre os grupos (p<0,05).

Figura 4 - Consumo médio de ração (g)/dia após a cas-
tração.

Nota: Letras distintas representam diferenças estatisticamente
significativas entre os grupos (p<0,05).
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Radiodensitometria
Nas análises de radiodensidade, foram

realizadas radiografias na mesma posição da tí-
bia esquerda dos animais, como pode ser obser-
vado na Figura 7. Obtidas as imagens, foi esco-
lhido um ponto comum na epífise de todos os
ossos e realizadas as medições de escala de cin-
za.

Os resultados de radiodensidade (FIGU-
RA 7) suportam o que já foi descrito previa-
mente para os resultados encontrados no con-
teúdo de cálcio ósseo (TABELA 1). As ratas
OVT apresentaram diferenças significativas
(p<0,05) quando comparadas aos animais do
grupo CO, tendo apresentado uma média de
escala de cinza menor (OVT=97,8; CO=129,0
escala de cinza) que o grupo CO.

Propriedades biomecânicas
Nas análises das propriedades

biomecânicas, o osso é apoiado nas duas epífises

Figura 6 - Dosagem de estrogênio sérico.
Nota: Letras distintas representam diferenças estatisticamente
significativas entre os grupos (p<0,05).

sérica de estrogênio, sugerindo que ratas
ovariectomizadas são um bom modelo para es-
tudo de desordens causadas pela menopausa,
fase fisiológica do organismo feminino em que
os ovários cessam a produção tanto de estrogênio
quanto de progesterona.

Cálcio sérico, ósseo e atividade da
fosfatase alcalina óssea

A concentração sérica de cálcio se man-
teve constante, confirmando os dados encon-
trados na literatura, visto que somente em cir-
cunstâncias extremas, como desnutrição ou
hiperparatireoidismo, a concentração sérica desse
mineral ionizado sofre alterações, ficando aci-
ma ou abaixo do normal (1,1 – 1,3mmol/L)
(TAKADA et al., 1997).

O conteúdo de calcio ósseo dos animais
do grupo OVT foi menor (OVT=255,0±6,9;
CO=373,2±31,0 mgCa/g osso), e a atividade
da fosfatase alcalina foi maior (OVT=25,4±1,0;
CO=14,1±0,7 mol/L) (p<0,05), quando com-
parados ao grupo CO.

Esses resultados são um indicativo de
aumento do metabolismo ósseo, ou seja, de
processo de perda óssea. O Centro de Medici-
na Diagnóstica Fleury (2003) e Yoshikubo e
colaboradores (2005) também descrevem um
aumento da atividade da fosfatase alcalina na
osteomalácia ou outras condições onde o meta-
bolismo ósseo está aumentado, sugerindo a per-
da óssea causada pela ovariectomia (TABELA
1).

Tabela 1 - Cálcio sérico, ósseo e atividade da
FAS*

Notas: * Médias ± EPM (p<0,05)
-Letras distintas representam diferenças estatisticamente signifi-
cativas entre os grupos (p<0,05).

Figura 7 - Radiodensidade óssea (escala de cinza).
Nota: Letras distintas representam diferenças estatisticamente
significativas entre os grupos (p<0,05).

a

b

a

b
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e a força é aplicada no centro do mesmo (diáfise),
registrando a força aplicada e a deformação do
osso (TABELA 2). A resiliência (Re) é a capaci-
dade do osso de absorver energia de forma elás-
tica, permitindo-o retornar à sua forma anteri-
or após a retirada da carga; o limite proporcio-
nal (LP) é o ponto final da região elástica; o
limite de ruptura (LR) representa o maior valor
de carga necessário para alcançar a resistência
final do osso, o que provoca a falência óssea; e a
rigidez é obtida através do cálculo da inclina-
ção da curva carga X deformação na região line-
ar (CARVALHO, 2001).

O período de 2 (dois) meses após a
ovariectomia foi suficiente somente para modi-
ficar estatisticamente (p<0,05) (TABELA 2) LP
entre os grupos, sendo menor nos animais do
grupo OVT. Esse resultado sugere que a
ovariectomia reduziu o limite de deformação
óssea, ou seja, o ponto final da região elástica
onde o osso tem a capacidade de absorver ener-
gia e retornar à sua forma anterior após a retira-
da da carga. Esses resultados podem ser expli-
cados pelo fato de a análise ter sido realizada na
diáfise de um osso longo como o fêmur, sendo

essa a porção mais compacta do osso, represen-
tando somente 3% da remodelação óssea de um
indivíduo adulto (RIGGS; MELTON, 1995;
BROUNS; VERMEER, 2000).

Análise óssea por microscopia eletrônica
de varredura (MEV)

A análise qualitativa da epífise proximal
da tíbia direita das ratas através de MEV de-
monstra claramente o efeito danoso que a pri-
vação de estrogênio causa na estrutura óssea
(FIGURA 8). A tíbia das ratas OVT (a) apre-
sentam várias fossas de reabsorção visivelmente
profundas e, conseqüentemente, um osso
fragilizado, enquanto que a tíbia das ratas do
grupo CO (b) apresentam superfície íntegra.
Esses resultados confirmam a adequação desse
modelo animal para estudos da osteoporose em
mulheres na pós-menopausa, confirmando mais
um critério proposto pela Food and Drug
Administration (UNITED STATES, 1994), de
apresentar perda óssea e aumento da remodela-
ção associados à deficiência estrogênica. Tal efeito
de perda óssea em ratas ovariectomizadas tam-
bém foi demonstrado por Reddy e Lakshmana
(2003).

Tabela 2 - Propriedades biomecânicas*

Notas:  *Médias ± EPM (p<0,05)
-Letras distintas representam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

Figura 8 - Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) da epífise da tíbia direita dos animais (a)OVT;
(b)CO.
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Effect of the experimental ovariectomy in bone metabolism of adult rats
wistar: a model for study of the osteoporosis

Abstract
The ovarian hormone privation causes functional and hormonal disorders, as sexual dysfunction,

loss of libido, increase of osteoporosis risk and heart disease, lioprotein levels change and ponderal gain.
Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by an disorder between resorption and bone formation
with a consequent increase in bone fragility. The objective of the present investigation was to describe the
experimental ovariectomy (OVT) effects on the bone metabolism and on the ponderal gain of the adults
wistar rats. Adult rats were under the OVT procedure or sham operated. After 30 days, blood was collectded
for the quantitative serum estrogen and after 60 days the animals were sacrified for the serum and bone
analysis. The dietary consumption and the weight increase were evaluated twice and once a week respectively.
The OVT rats had statistically higher averages (p>0,05) for the dietary consumption, weight gain and
alkaline phosphatase activity in the serum and lower (p<0,05) for the serum estrogen concentration,
calcium content, radiodensity and bone proportional limit comparing to the sham-operated rats. Besides
the quantitative analysis, the OVT rats had femurs with theirs surface containing deep resorption gaps,
confirming that the ovariectomy rats are a great osteoporosis study model on post menopause women.

.
Keywords: Ovariectomy, osteoporosis, menopause.
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