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Streszczenie: Cigza jest szczegdlnym okresem w Zyciu kobiety, ktéry powoduje miedzy innymi zmiany w matczynej
homeostazie wapniowej. Konsekwencja tego moze by¢ zaburzenie struktury kosci, prowadzace do ostabienia jej wytrzy-
matoéci mechanicznej na obcigzenia. Zbyt duze odwapnienie koSci w czasie cigzy moze by¢ takze przyczyna rozwoju
osteoporozy w pdZniejszym wieku. Celem pracy bylo oznaczenie gestos$ci kosci jak réwniez badanie wytrzymatos$ci
mechanicznej kosci ciezarnych samic szczurzych bezposrednio po porodzie.
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Wstep

Cigza jest szczegblnym okresem w zyciu kobiety, ktéry powoduje wiele fizjologicznych zmian, miedzy
innymi w matczynej homeostazie wapniowej. Konsekwencja tego moga by¢ zmiany strukturalne kosci
prowadzace do ostabienia jej wytrzymatosSci mechanicznej na obcigzenia. Zbyt duze odwapnienie ko$ci
w czasie cigzy moze by¢ takze przyczyng rozwoju osteoporozy w pdzniejszym okresie zycia kobiety.

Szkielet ptodu w terminie porodu zawiera okoto 30g wapnia [Kalkwarf i Specker 2002, Kovacs
i Kronenberg 1997]. Wiekszos¢ (25g) tego pierwiastka dostarczana jest w trzecim trymestrze cigzy [01liveri
i wsp. 2004]. Zapotrzebowanie ptodu na wapn w pierwszym trymestrze cigzy wynosi ok. 2-3 mg/d, w drugim
ok. 50 mg/d, podczas gdy w trzecim trymestrze cigzy wynosi juz 250 mg/d [Kalkwarfi Specker 2002].

Matczyna odpowiedz na zapotrzebowanie ptodu na wapn obejmuje: zwiekszenie jego absorpcji
w jelitach, zmniejszenie wydalania wapnia przez nerki oraz zwiekszony metabolizm tkanki kostnej [Cross
i wsp. 1995, Kovacs 2005].

W okresie cigzy pojawiaja sie takze zmiany adaptacyjne w poziomie 1,25[0OH].D. Juz w pierwszym
trymestrze nastepuje szybki wzrost poziomu 1,25(0OH);D i osigga maksymalne wartosci pod koniec trymestru
trzeciego. W cigzy zmienia sie takze poziom hormonéw wptywajacych na metabolizm tkanki kostnej, takich
jak prolaktyna, estrogeny, laktogen tozyskowy, tozyskowy hormon wzrostu i insulinopodobny czynnik
wzrostu-1. Hormony te mogg indukowa¢ zmiany w syntezie 1,25[0OH]2D, resorpcji wapnia w jelitach oraz
przemianach kostnych [01iveri i wsp. 2004].

Pomimo zwiekszonego wchtaniania wapnia w jelitach, czesto jego ilo$¢ nie jest wystarczajaca i organizm
musi sobie radzi¢, pobierajac wapn z kosci, co zdaniem wielu autoréw [Aguado i wsp. 1998, Sowers i wsp.
2000] prowadzi do ostabienia wytrzymatosci mechanicznej tkanki kostnej. W pracy [Paoletti i wsp. 2003]
wykazano, ze u kobiet w cigzy (pomiedzy 8 a 38 tygodniem) i podczas 6 miesiecy laktacji zwiekszajg sie
znaczgco w moczu poziomy markeréw kosciogubnych, takich jak pirydolina i deoksypirydolina. Markery te w
32, 34, 36 i 38 tygodniu cigzy korelowaly z poziomem ludzkiego hormonu tozyskowego w surowicy i wrdcity
do wartos$ci wyjsciowych w 12 miesiecy po porodzie. Jednakze w badaniu prospektywnym [More i wsp. 2003]
stwierdzono, Ze w ciazy nastepuje zwiekszenie poziomu markeréw obrotu kostnego, zaréwno
kosciotworczych jak i ko$ciogubnych, ktéry nie powrdécit do poziomu wyjsciowego nawet w 12 miesiecy po
porodzie. W pracy tej, u kobiet w cigzy oznaczane byly markery kosciotwdrcze w surowicy, takie jak:
fosfataza zasadowa swoista dla kosci, osteokalcyna i wydtuzone tancuchy peptydowe kolagenu typu I oraz
marker ko$ciogubny w moczu-deoksypirydolina.

Autorzy pracy [Urlich i wsp. 2003] mierzyli BMD (ang. Bone Minerat Density- Gesto$¢ Mineralna Kosci)
u kobiet przed zajsciem w ciaze i dwa tygodnie po porodzie. Oznaczali réwniez markery resorpcji kosci
w moczu: krzyzowe wigzania hydroksypirydynowe kolagenu typu I, krzyzowo potaczone konicowe fragmenty
peptydowe kolagenu typu I oraz markery kosciotwdrcze w surowicy: fosfataze zasadowa swoista dla kosci
i osteokalcyne. Oznaczali takze poziom wapnia catkowitego w surowicy przed cigza, podczas trwania cigzy i po
porodzie. Zaobserwowano, ze podczas cigzy BMD zmniejszato sie znaczaco w odcinku ledzwiowym
kregostupa i w kretarzu kosci udowej. Oznaczane markery resorpcji kosci osiggaty maksymalne wartosci
w trzecim trymestrze cigzy i po porodzie. Zwiekszeniu resorpcji kosci towarzyszyl obnizony poziom wapnia
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W surowicy w trzecim trymestrze. Poziom fosfatazy zasadowej swoistej dla kosci obnizyl sie w pierwszym
trymestrze, a w drugim trymestrze obnizyt sie poziom osteokalcyny. Poziom tychze markeréw zwiekszyt sie
w trzecim trymestrze i po porodzie. Powyzsze wyniki wskazujg, ze w okresie cigzy nastepuje zwiekszenie
obrotu kostnego, z przewaga procesow kosciogubnych, a resorpcja kosci osiaga maksymalne nasilenie
w trzecim trymestrze. Zmniejsza sie takze znaczagco BMD w miejscach bogatych w ko$¢ beleczkowa, czyli
w odcinku ledzwiowym kregostupa i w kretarzu kosci udowej. Opisane sa takze przypadki stwierdzenia
osteoporozy w okresie trwania cigzy oraz ztaman osteoporotycznych po porodzie [Philips i wsp. 2000, Rizzoli
i Bonjour 1996].

Cigza powoduje zmiany w postawie, powodujgc przesuniecia potozenia Srodka ciezkosci ciata
i hiperlordoze odcinka ledzwiowego kregostupa, ktdére, naktadajac sie na maly, lecz przewlekly ubytek
w masie kostnej, moze prowadzi¢ do uszkodzenia ostabionej ko$ci. Autorzy pracy [Philips i wsp. 2000] badali
metoda densytometryczng kosci kobiet w cigzy z objawami osteoporozy, takimi jak: bél plecéw, ztamania
kompresyjne kregéw lub bélem biodra. Kobiety obserwowano do o$miu lat po porodzie. BMD do szeSciu
miesiecy po porodzie pozostawato niskie. Po tym okresie BMD zwiekszato sie stopniowo, az do dolnej granicy
normy, ktéra osiggato w okresie czterech lat po porodzie. Ta odwracalna utrata masy kostnej mogta by¢
spowodowana przez ciaze. Jednak u badanych kobiet nie mozna byto wykluczy¢ obnizonej wartosci BMD
i istnienia osteopenii przed cigza.

Wplyw cigzy na metabolizm tkanki kostnej jest ztozony i nie do konca poznany. Doniesienia literaturowe
dotyczace wplywu cigzy na tkanke kostng sa nadal niejednoznaczne. Wielu autoréw [Eisman 1998, Kalkwarf
i Specker 2002, Karlson i wsp. 2001, Kaur i wsp. 2003, More i wsp. 2003] uwaza, Ze cigza nie ma wptywu na
wystapienie ztaman osteoporotycznych w okresie poporodowym.

Celem tej pracy bylo badanie wytrzymato$ci mechanicznej kosci ciezarnych samic szczurzych
bezposrednio po porodzie.

Badania wytrzymato$ciowe w warunkach laboratoryjnych wyizolowanych prébek kos$ci umozliwiajg
doktadniejsza ocene wydolnos$ci podporowej i ochronnej kosci, niz pomiary ich gestosci [Filip 2007].

Materiatl i metody

Badania przeprowadzono za zgodg Komisji Etycznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Czes¢
doswiadczalng wykonano w Centralnej Zwierzetarni UM w Lublinie, znajdujacej sie pod stalym nadzorem
weterynaryjnym.

Badania przeprowadzono na szczurach bialych szczepu Wistar CRL: (WI)WUBR, pochodzacych
z Osrodka Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych (Rembertéw, Warszawa, Polska). Wszystkim zwierzetom
doswiadczalnym zapewniono state warunki otoczenia oraz staty dostep do wody i paszy [Gorska 2000, White
2001]. Zywiono je wylacznie standaryzowana pasza bryki eto wa LSM® (Wytwérnia Koncentratéw
i Mieszanek Paszowych Agropol s.j; Motycz, Polska). Zuzycie pokarmu i wypitej wody monitorowano
codziennie. Do do§wiadczen uzyto zwierzat o $redniej wadze poczatkowej 200-250 g.

Po aklimatyzacji trwajacej dwa tygodnie, dziewicze samice podzielono na dwie grupy: kontrolng (K)
i doswiadczalng (E) liczace po 8 osobnikéw. Samice z grupy do$wiadczalnej taczono na noc z samcami
w stosunku 5:2. O skutecznej kopulacji $wiadczyta obecnos¢ plemnikéw lub czopu, zawierajgcego mieszanine
nasienia i ztuszczonego nabtonka pochwy w porannym wymazie pochwowym. Za pierwszy dzien cigzy
uznawano dzien zaplemnienia.

Metodyka badan i pomiaréw

W okresie eksperymentu wszystkie zwierzeta obserwowano co najmniej trzy razy dziennie.
W odstepach trzydniowych kontrolowano takze mase ciata samic. W 21 dniu cigzy samice uSmiercano przez
dekapitacje z uzyciem specjalnie przystosowanej gilotyny laboratoryjnej. Smieré nastepowata poprzez
przerwanie ciggtosci rdzenia kregowego bez naruszenia ciggtosci powtok zewnetrznych. W tym samym
okresie w analogiczny sposdb u$miercano samice nieciezarne z grupy K. Do badan pobierano kosci udowe.
Pobrane kosci oczyszczano z tkanek miekkich. Probki do badan biomechanicznych kosci przechowywano
w temperaturze -15°C. Ocene jakos$ci tkanki kostnej szczuréw w grupie eksperymentalnej i kontrolnej
przeprowadzono na podstawie pomiaréw gestosci kosci i badan wytrzymatosciowych.

W pracy oceniano $rednig gestos¢ kosci, zdefiniowang jako stosunek masy catej kosci wraz z nasadami
i zawartymi wewnatrz ptynami fizjologicznymi do jej objetosci. Gestos¢ kosci okreslano metoda
hydrostatyczna.
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Badanie parametréw biomechanicznych kosci przeprowadzano za pomoca tr6j punktowej proby
wytrzymatoSciowej na zginanie [Olchowik 2002]. Testy wytrzymatosciowe prébek kosci udowych wykonano
przy uzyciu skomputeryzowanego zestawu urzadzenia Lloyd, typu LRX. Przed wykonaniem badan
wytrzymatosciowych ko$ci udowe rozmrazano w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Po rozmrozeniu
uktadano je na specjalnie skonstruowanej podstawce i poddano poprzecznym obcigzeniom z szybkosScig
2 mm/min, powodujac ztamanie.

Typowy przebieg zaleznosci sily (F), przyktadanej do srodkowej czesSci trzonu kosci udowe;j,
w zalezno$ci od przemieszczania gltowicy (1) przedstawiono na rys.l. Na podstawie zdjetych charakterystyk
wytrzymatos$ciowych okre$lano maksymalng site (Fmax) (punkt A na rys.l) okre$§long mianem wytrzymatosci
lub sity tamigcej, oznaczajgcej obciagzenie krytyczne, przy ktéorym dochodzi do pekniecia kosci.

—

[mm]

Rys. 1. Zalezno$¢ ugiecia trzonu kosci udowej od obcigzenia [Olchowik 2002].

Oznaczano ugiecie trzonu kos$ci udowej (Imax) do punktu maksymalnego obcigzenia odksztatcenie kosci
5max Spowodowane tym obcigzeniem:

[ max
do (D)

o max =

gdzie:
do - $rednica trzonu kosci udowej w miejscu ztamania.

Ze stromego, prostoliniowego odcinka charakterystyki wytrzymato$ciowej obliczano sztywnos$¢ kosci,
jako tangens kata nachylenia prostoliniowego odcinka wytrzymatosciowej charakterystyki [Martin 1990]:

AF
H= 2
Al @

Obliczono takze naprezenie w punkcie maksymalnego obcigzenia (Nmax) [Kaneps i wsp. 1997]:

lxn ax Lr I max
N max 4] ] = (3)

gdzie:

L - odlegto$¢ miedzy punktami podparcia trzonu kosci udowe;j,
rimax - maksymalny promien zewnetrzny trzonu kKosci udowe;j,
I - osiowy modut bezwtadnosci
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(¥ r = r Lir
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4

gdzie:

rimin - minimalny promien zewnetrzny trzonu kosci udowej,
r2max - maksymalny promien wewnetrzny trzonu kosci udowej,
r2min - minimalny promien wewnetrzny trzonu Kosci udowe;j.

Wiekszos¢ mechanicznych obciazen, przenoszonych przez kosci podczas codziennej aktywnosci fizycznej
organizmu, wywotuje w tkance kostnej naprezenia, powodujace odksztatcenia sprezyste. Odksztatcenia kosci
w tym zakresie s3 odwracalne, tj. ustepuja z chwilg usuniecia obcigzenia mechanicznego. W tej pracy okreslano
wartos$¢ sity na granicy sprezystosci (Fp), ugiecie (L) i odksztatcenie (8p) spowodowane jej dziataniem oraz
powstajace pod jej wptywem naprezenie w kosci (Np).

Naprezenie obliczano z zaleznosci (5):

["/7 ["'Imu.\'

- 4] (

A7
aY,

wh

)

a odksztatcenie trzonu kosci z zaleznosci (6):

. Ip
op=—
do (6)
Analizy istotnosci réznic mierzonych parametréw dokonano za pomocg test U (Manna-Whitneya).
W analizie statystycznej wykorzystano program komputerowy SIGMASTAT 3.5 (Systat Soft Inc). Za istotne
statystycznie uznano réznice, dla ktérych wspétczynnik istotnosci (p) byt mniejszy od 0,05.

Wyniki badan

W badanej populacji szczuréw nie stwierdzono zgonéw samic. Nie obserwowano takze zmian w ich
zachowaniu. Otrzymane $rednie wartosci gestosci badanych prébek kosci w stanie wilgotnym i okreslanych
parametréw biomechanicznych w poszczegélnych grupach zwierzat przedstawiono w tabeli 1. W tabeli 1
podano wartosci Srednie mierzonych parametréw, odchylenie standardowe oraz poziomy istotnosci réznic
pomiedzy grupami zwierzat.

Tabela 1. Wartosci gestosci i parametréw biomechanicznych kosci wraz odchyleniami standardowymi (SD) oraz
poziomami istotnos$ci réznic pomiedzy grupami zwierzat (p): d-gesto$¢, Fmax- sita w punkcie maksymalnego
obcigzenia, lmax- zgiecie do punktu maksymalnego obcigzenia, 5max- maksymalne odksztatcenie kosci do
momentu ztamania, Nmax- naprezenie w punkcie maksymalnego obcigzenia, H- sztywno$¢ trzonu kosci, Fp-
sita na granicy sprezystosci, Ip- ugiecie trzonu koéci do granicy sprezystosci, 8p- odksztatcenie trzonu kosci do
granicy sprezysto$ci, Np.- napreZenie na granicy sprezystosci, s- pole przekroju warstwy korowej

K E
ca radni wartos¢ P
warto$¢ Srednia SD , X SD
$rednia

d [kg/mi] 1663,27 22,05 1521,39 27,78 0,0001
Fmax [N] 138,25 14,79 117,08 7,33 <0,0027
Imax [mm] 1,08 0,13 1,33 0,24 0,0214
5max 0,2 0,01 0,25 0,04 0,0041
Nmax [MPa] 6,5 0,87 4,89 0,82 0,0019
H [N/mm] 334,04 27,68 246,96 29,27 <0,0001
FpIN] 93,34 14,91 72,99 7,24 0,0037

Ip [mm] 0,34 0,09 0,43 0,13 0,1297
5p 0,09 0,02 0,12 0,04 0,0786

Np [MPa] 4,44 1,0 3,68 0,69 0,0986
s [mm?] 6,76 0,52 6,46 0,67 0,3341
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Jak wynika z przeprowadzonych badan cigza w spos6b znamienny statystycznie (p<0,05) wplyneta na
gesto$¢ kosci udowych, powodujac obnizenie jej wartosci. W grupie samic ciezarnych byta ona nizsza o 8,53%
w stosunku do grupy kontrolne;.

Cigza w istotny spos6b wplyneta rowniez na wartosci parametréw biomechanicznych okres$lanych
w punkcie maksymalnego obcigzenia. Warto$¢ sity tamigcej trzon kosci udowej samic ciezarnych byta
mniejsza o 15,30%, ugiecie trzonu kos$ci udowych do punktu maksymalnego obcigzenia byto wieksze
0 23,14%, o odksztalcenie o 25,00% w stosunku do grupy kontrolnej. Rowniez w grupie samic ciezarnych
stwierdzono istotnie mniejsze (p<0,01) wartos$ci naprezen w punkcie maksymalnego obcigzenia (zmiana
24,76%). Cigza w sposdb znamienny statystycznie wptyneta takze na sztywnos¢ kosci, powodujac obnizenie jej
wartosci o0 26,06%.

Otrzymane wartos$ci parametréw biomechanicznych, okreslone w punkcie maksymalnego obcigzenia,
wskazuja na negatywny wptyw cigzy na tkanke kostng, co moze wynika¢ z nasilonej przebudowy tkanki
kostnej pod koniec cigzy oraz obcigzenia kos¢ca matki przez rozwijajacy sie ptod.

Istotne znaczenie dla oceny wlasciwosci mechanicznych koSci majg parametry okreslone w zakresie
obcigzen powodujacych odksztalcenia sprezyste. Odksztatcenia kosci w tym zakresie sg odwracalne, czyli
ustepuja z chwilg usuniecia obcigzenia mechanicznego. Parametry okreslone na granicy sprezystosci maja
istotne znaczenie dla okreslenia jakos$ci tkanki kostne;j,

poniewaz podczas codziennej aktywnosci fizycznej organizmu w tkance kostnej powstajg naprezenia nie
przekraczajace zakresu odksztatcen sprezystych. Powyzej tego punktu ko$¢ ulega trwatemu odksztatceniu,
ktére moze by¢ wynikiem powstawania w niej mikropekniec.

Przeprowadzone testy biomechaniczne wykazaly istotne statystycznie réznice (p<0.05) w warto$ciach
sity powodujacej odksztatcenie trzonéw kosci udowych do granicy sprezystosci pomiedzy badanymi grupami
(tabela 1). Warto$¢ ta byta nizsza o 21,80% w grupie samic w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobny
charakter zmian obserwowano w warto$ciach naprezen, odpowiadajacych zakresowi odksztalcen
sprezystych trzondw kos$ci udowych. Wartosci te byly nizsze o 17,01% w grupie samic ciezarnych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jednakze zmiany te nie byly znamienne statystycznie (p=0,0986). Nie
stwierdzono takze istotnych réznic w wartosciach ugiecia trzonéw kosci udowych do granicy sprezystosci,
natomiast réznice w odksztatceniach byty marginalnie istotne (0,0786). Nalezy jednak podkresli¢, ze kosci
samic ciezarnych odksztatcaty sie bardziej. Zaréwno ugiecie jak i odksztatcenie trzonu kosci udowej do
granicy sprezystos$ci w grupie samic ciezarnych byto o ok. 25% wieksze niz w grupie kontrolne;j.

Otrzymane wyniki badan wskazuja na wieksze uplastycznienie trzonéw kosci udowych u ciezarnych
szczurzyc. Ko$éci samic ciezarnych odksztatcaly sie bardziej pod dziataniem mniejszej sily. Wieksze
odksztatcenia trzonéw kosci udowych moga by¢ przyczyna zaburzen w statyce ko$¢ca w pézniejszych latach.
Jak wynika z przeprowadzonych badan biomechanicznych i pomiaréw gestosci kosci, cigza powoduje istotny
ubytek masy kostnej i obnizenie parametréw decydujacych o wytrzymatosci kosci na obcigzenia mechaniczne.

Wiasnosci biomechaniczne koéci (twardo$¢, wytrzymatos$¢ i elastyczno$¢) determinowane sa miedzy
innymi przez ich mikroarchitekture (potozenie, odstepy, grubos¢ i integralnos¢ beleczek) oraz jej geometrie
(ksztalt, wielkos$¢, a takze grubo$¢ warstwy korowej) [Filip 2007]. W przypadku zadziatania sit znieksz-
tatcajacych, ewentualne ztamania powstajg najcze$ciej na zewnetrznej powierzchni trzonu kosci diugich.
Z tego wynika, ze strukturg, okreslajacg wytrzymato$¢ kostng na ztamania, jest warstwa korowa kosci.

W przeprowadzonym eksperymencie nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian wartoSci pola
przekroju warstwy korowej trzonu kosci udowej w miejscu ztamania pomiedzy grupami zwierzat (tabela 1).
Jednakze obserwowano tendencje do zmniejszania tego parametru w okresie cigzy. Stad mozna wnioskowac,
ze istotne zmiany parametréw mechanicznych nie wynikaty z geometrii kosci, ale ze zmian w mikro-
architekturze tkanki kostnej. Rdwniez autorzy pracy [Matsumoto i wsp. 2000] nie stwierdzili istotnych zmian
szerokosci i powierzchni przekroju warstwy korowej kosci udowej mierzonych metodg fotodensytometrii
w okresie cigzy.

Dyskusja

Otrzymane wyniki badan potwierdzajg liczne doniesienia literaturowe. Autorzy pracy [Honda i wsp.
2000] obserwowali obnizenie BMD oraz parametréw histomorfometrycznych kregéw ledzwiowych i kosci
udowej okresie cigzy, zas [Bowman i wsp. 2002] obnizenie BMD przynasady ko$ci piszczelowej. Utrata tkanki
kostnej byta zalezna od liczby mtodych w miocie [Peng i wsp. 1988, Tojo i wsp. 1998].

Ze wzgledu na ryzyko ekspozycji ptodu na promieniowanie jonizujace istnieje niewiele badan
oceniajacych mase tkanki kostnej w trakcie trwania cigzy u ludzi. Badania z uzyciem densytometru SPA/DPA
nie ujawnily istotnych zmian w gestosci kosci korowej i gabczastej w okresie cigzy. Moze to wynika¢ ze zmian
w wadze oraz sktadzie organizmu kobiety, co mogto prowadzi¢ do zafatszowania zmian gestosci tkanki
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kostnej [Kovacs 2005]. Badania gestosci kosci z wykorzystaniem densytometru DEXA wykonano przed cigza
(w okresie od 1 do 8 tygodni wcze$niej) i po porodzie (bezposrednio po porodzie i 6 tygodni p6zniej). Badanie
autoréw [Ritchie i wsp. 1998] nie wykazato zmian w gestosci kregéw odcinka ledzwiowego kregostupa,
podczas gdy [Karlson i wsp. 2001, Kovacs i Fuleihan 2006, Namgung i Tsuang 2003, Ollauson i wsp. 2008,
Pearson i wsp. 2004] stwierdzili obnizenie o 4-7% gestosSci tkanki kostnej odcinka ledzwiowego kregostupa
oraz kretarza kosci udowej, kosci biodrowej, bez zmian w szyjce kosci udowe;j.

W okresie cigzy zmniejsza sie znaczaco BMD w miejscach bogatych w ko$¢ beleczkows, czyli w odcinku
ledzZwiowym kregostupa i w kretarzu kosci udowej [Holmberg- Marttila i wsp. 1999, Urlich i wsp. 2003].
Autorzy pracy [More i wsp. 2003] stwierdzili, Ze w okresie cigzy nastepuje ubytek masy kosci bogatej
zarowno w kos$¢ beleczkowa. W koncowym okresie cigzy, stwierdzili istotne obnizenie BMD mierzonego
w dystalnej czesci kos$ci promieniowej. Stad wynika, Zze wapn potrzebny do prawidtowego wzrostu szkieletu
ptodu, w okresie cigzy jest pobierany zaré6wno z kosci beleczkowej, jak i zbitej.

Badania z wykorzystaniem ultrasonograficznego pomiaru gestosci tkanki kostnej w trakcie cigzy
wykazaty postepujacy spadek gestosci kosci pietowej [Akesson i wsp. 2004, Olejniczak i wsp. 2001, To i Wong
2009, To i wsp. 2003] oraz proksymalnych paliczkéw 2-5 palca dtoni [Aguado i wsp. 1998, Hellmeyer i wsp.
2006, Martina i wsp. 2009, Tranauilli I wsp. 2004]. Najwieksza utrata tkanki kostnej wystepowata u kobiet
wczesniej nierodzacych (pierworddek) oraz u tych, ktére nie osiagnety jeszcze szczytowej masy kostne;.
Z wiekszg utratg masy kostnej korelowaty dodatkowo niska aktywnos$¢ fizyczna, béle kregostupa w okresie
ciazy, niskie poczatkowe BMD przed cigza, nagromadzenie tkanki ttuszczowej ciata, obciazenia wynikajace
z grawitacji oraz nadci$nienie indukowane cigzg [Kaji i wsp. 2007, Promislow i wsp. 2004, Sowers [ wsp. 2000,
To i Wong 2009, To i wsp. 2003].

Autorzy pracy [OBrien i wsp. 2003] wykazali, ze odpowiednia suplementacja wapnia w cigzy pozwala
zredukowa¢ matczyna resorpcje kosci. Zauwazyli oni, ze warto§¢ BMD po porodzie korelowata z podaza
wapnia w cigzy- wieksza podaz wapnia dziatata protekcyjnie na kos¢ beleczkowa. Autorzy pracy [Jankirman
i wsp. 2003] wykazali, ze suplementacja wapnia w dawce 1200 mg na dobe w diecie w trakcie trzeciego
trymestru cigzy pozwolita zredukowac utrate matczynej tkanki kostnej o 14%. Podobne wyniki badan
uzyskali badacze [Avendano-Badillo i wsp. 2009]. Zwiekszone spozycie wapnia przez ciezarne Kobiety
korelowato z nizszg resorpcja kostng. Natomiast autorzy [Ollauson i wsp. 2008] nie zaobserwowali wptywu
suplementacji wapnia na redukcje resorpcji kostnej u dorostych kobiet.

Otrzymane wyniki badan biomechanicznych sg zgodne z wynikami pracy [Peng i wsp. 1987] w ktorej
najwieksze zmiany w statyce kosc¢ca stwierdzono u szczura po pierwszym cyklu reprodukcyjnym (cigza
+ laktacja). Istotne zmiany parametréw biomechanicznych utrzymywaty sie do 5 miesiecy po zakonczeniu
karmienia. ROwniez autorzy pracy [Glade 1993, Hawkins i Stover 1997] zaobserwowali obnizenie ugiecia
maksymalnego i ugiecia na granicy sprezysto$ci oraz naprezenia maksymalnego i na granicy sprezystosci
w okresie cigzy oraz obnizenie sity famigcej kosci Srédstopia u klaczy.

Whioski

Otrzymane wyniki badan wskazuja na negatywny wplyw cigzy na wtasciwosci mechaniczne tkanki
kostnej i wydaje sie, ze zmianom tym mozna zapobiega¢ przez odpowiednig suplementacje wapnia. Ze wzgledu
na réznice miedzygatunkowe, przedstawione w pracy wyniki nie mogg by¢ bezposrednio przenoszone na
ludzi. Konieczne jest prowadzenie dalszych badan, takze klinicznych, w celu potwierdzenia wptywu cigzy na
tkanke kostng kobiet. Pozwoli to na doktadniejsze poznanie czynnikéw ryzyka rozwoju osteoporozy, ztaman
kostnych czy tez uszkodzenia Sciegien.
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Summary: Pregnancy as the unique period in the life of every woman stimulates changes in mother’s calcium homeosta-
sis. Consequently, one can observe disorders in bone structures, which lead to debility of their mechanical endurance for
load. Excessive decalcification of bones during pregnancy may also contribute to the development of osteoporosis in later
years. The aim of the study was not only to determine bone density but also to test mechanical bone endurance of female
rats immediately after labour.

Key words: pregnancy, labour, bone tissue, bone density, biomechanical parameters of bones

Introduction

Pregnancy is the unique period in the life of every woman, which (among other things) causes many
physiological changes in mother’s calcium homeostasis. Consequently, one can observe disorders in bone
structures, which lead to debility of their mechanical endurance for load. Excessive decalcification of bones
during pregnancy may also contribute to the development of osteoporosis in later years.

A foetal skeleton at labour contains around 30g of calcium [Kalkwarf and Specker 2002, Kovacs and
Kronenberg 1997). The majority (25g) of this element is provided in the 3rd term of pregnancy [Oliveri et al
2004]. Foetus’s demand for calcium in the 1st term is c.2-3 mg/d, in the 27 ¢.50 mg/d and in the 34 it reaches
250 mg/d [Kalkwarf and Specker 2002].

Mother’s response for foetal demand for calcium includes: its increased absorption in intestines, de-
creased expel through kidneys and higher metabolism of bone tissue. [Cross et al 1995, Kovacs 2005].

During pregnancy one can observe adaptive changes in the level of 1,25[0H], D. As early as the 1st term,
1,25[0H]. D rapidly increases and reaches max. values towards the end of the 3 term. The level of hormones
influencing the metabolism of bone tissue (PRL, estrogens, human placental lactogen, placental growth hor-
mone, insulin growth factor 1) also changes during pregnancy. The aforementioned hormones can induce
changes in the synthesis of 1,25[0H] D, calcium resorption in intestines and bone transformations [Oliveri et
al 2004].

Despite the increased calcium absorption in intestines, the amount is frequently unsatisfactory and
an organism must adapt, absorbing calcium from bones. According to many authors (Aguado et al 1998,
Sowers et al 2003) it leads to the debility of mechanical endurance of bones. In the study [Paoletti et al 2003]
it can be seen that in the case of pregnant women who are between 8-38 week of pregnancy as well as during
the first 6 months of lactation urine contains the increased level of osteoclastic markers such as Pyr and DPyr.
The markers in the 32, 34, 36, 38th week of pregnancy correlated with the level of human placental hormone
in serum and returned to their initial values within 12 months after labour. Prospective study [Mora et al
2003], however, showed that the level of bone turnover markers (both osteoclasts and osteoblasts) failed to
return to the initial level within 12 months after labour. In the study, certain osteoblastic markers were
marked, such as: alkaline phosphotase which is specific for bones, osteocalcin, prolonged peptide chains of
Type-I collagen and osteoclastic marker in urine - DPyr.

The authors of the study [Urlich et al 2003] measured BMD (Bone Mineral Density) in women before
pregnancy and two weeks after labour. They also defined markers of bone resorption in urine: cross-link hy-
droxypyridine bonds of Type-I collagen, cross-linked end fragments of peptides of Type-I collagen and osteo-
clastic markers in serum: alkaline phosphotase and osteocalcin. The level of calcium in serum before and after
pregnancy was also measured. It has been observed that BMD decreased significantly during pregnancy in the
lumbar and trochanter regions. Measured markers of bone resorption reached max. values in the 3rd term and
after labour. The elevated resorption of bones was accompanied by the lower level of calcium in serum in the
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3rd term. The level of alkaline phosphotase decreased in the 1st term and the level of osteocalcin decreased in
the 2nd term. The level of these markers increased in the 3t term and decreased after labour. The aforemen-
tioned results show that the increased bone turnover can be observed during pregnancy, with the predomi-
nant influence of osteoclastic processes. Bone resorption reaches its max. value in the 3rd term. BMD de-
creases significantly in the regions which are rich in substantia spongiosa (lumbar region and trochanter).
Certain examples of osteoporosis during pregnancy and osteoporotic fractures have also been described in
the work [Philips et al 2000, Rizzoli and Bonjour 1996].

Pregnancy changes posture, shifting the centre of gravity and causing lumbar hyperlordosis which, when
imposed on a small chronic loss in bone structure, may lead to bone damage. The authors [Philips et al 2000]
used the densitometric method to test bones of pregnant women who had the symptoms of osteoporosis,
such as: back pains, compressive fractures of vertebrae or hip pain. Women were observed up to 8 years after
labour. BMD remained low up to 6 months after labour. After that period, BMD gradually increased to the
lower value of the norm which was achieved after 4 years. This reversible loss of bone tissue could be the re-
sult of pregnancy. The existence of lower BMD and osteoporosis before pregnancy cannot, however, be ex-
cluded.

The influence of pregnancy on the metabolism of bone tissue is complex and not entirely studied. The
scientific material that deals with the influence of pregnancy on bone tissue is still ambiguous. Many authors
[Eisman 1998, Kalkwarf and Specker 2002, Karlson et al 2001, Kaur et al 2003, More et al 2003] consider
pregnancy as irrelevant as far as osteoporotic fractures in post-labour period are concerned.

The aim of this research was to test the mechanical bone endurance of female rats immediately after la-
bour.

Conducted in a laboratory, endurance tests of isolated bone samples facilitate more detailed analysis of
support and protective endurance of bones than density measurements [Filip 2007].

The material and the method

The research was conducted with the consent of The Ethics Committee of Medical University in Lublin.
Experiments were carried out in the Central Animal House of Medical University in Lublin, which is under
constant vet supervision.

The research was conducted on white lab rats of Wistar strain CRL: (WI)WUBR, coming from The Centre
for Breeding Laboratory Animals (Rembertéw, Warszawa, Polska). All animals were provided with stable sur-
roundings, fresh water and feed [Gorska 2000, White 2001]. They were fed with standardized briquetted feed
LSM (Agropol - Motycz, Poland). The consumption of feed and water was monitored daily. Animals used for
the experiments initially weighted c.200-250g.

After the two-week acclimatization, virgin females were divided into 2 groups: control (K) and experi-
mental (E), consisting of 8 specimen. Experimental females were joined with males with the proportion of 5:2.
Effective coitus was confirmed by the presence of spermatozoon or bungs containing the mixture of sperm
and exfoliated vagina epithelium. The day of insemination was considered to be the beginning of pregnancy.

Methodology of experiments and measurements

During the experiment all animals were observed at least three times a day. The body mass of females
was checked in 3-day intervals. Within 21 days of pregnancy females were killed by decapitation with the use
of specially-prepared lab guillotine. Death was caused by breaking the continuity of spine. Females from K
group were simultaneously killed with the same procedure. Femurs were removed for examination. Soft tis-
sues were removed from the bones. Samples for biomechanical tests were stored in -15C. The qualitative
evaluation of bone tissue in control and experimental group was conducted on the basis of bone density
measurements and endurance tests.

The average density of bones was measured in the work, which was defined as quotient of bone mass
(with bases and physiological liquids) to its density. Bone density was determined with hydrostatic method.

The study of biomechanical parameters of bones was carried out with the use of 3-point endurance
bending test [Olchowik 2002]. Endurance tests of femur samples were conducted with the computerized set
of device Lloyd , type LRX. Femurs were defrosted before tests for 12 hours in room temperature. Afterwards,
they were laid on special tray and subjected to crosswise loads with the speed of 2mm/min, which caused
fracture.
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Typical relation between force (F) that was applied to the central part of a femur shaft and the move-
ment of a head can be seen on pic.1. On the basis of the endurance characteristics, max. force (Fmax) (point A

in pic.1) was measured. It is defined as critical load which causes fracture.
A

L_Fm.‘.’m [

Lt

Pic. 1. Relation between flexion of femur shaft and load. [Olchowik 2002].

Flexion of femur shaft (Imax) and the max. load that caused bone strain (Smax ) that was caused by the load:

[ max

do ()

O max =

where:
do - diameter of femur shaft at fracture point

Stiffness of bones was determined from the steep line segment of endurance characteristics as a tangent
of line segment gradient of the endurance characteristics [Martin 1990]:
AF

H= (2)

Stress at the point of highest load was also measured (Nmax) [Kaneps 1997]:

N = F imax L 1max (3)
max 4[

where:
L - distance between points of femur shaft support
rimax - max. outer radius of femur shaft
I - axial module of inertia

[
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Imin " Imax 2min ° 2max %
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where:

rimin - min. outer radius of femur shaft,
r2max - max. inner radius of femur shaft,
r2min — min. inner radius of femur shaft.

Most mechanical loads that bones must endure during everyday physical activity cause stress in bone tis-
sue, which leads to elastic strains. Bone strains in that sphere are reversible, i.e. they subside with the removal of
mechanical load. This work attempts to measure the force on the verge of resilience (Fp), flexion (Lp), strain (8p)
and stress in bones (Np)

Stress was measured from the relation:

—_— ]"
P 4] (

P l"'lruu.\'

W

)

bending of femur shaft was measured from the relation:

. Lp
op=—
do (06)

The analysis of important differences between the parameters was made with the use of U test (Mann-Whitney’s) A
computer programme SIGMASTAT 3.5 (Systat Soft Inc.) was used in statistical analysis. Noteworthy differences are those
whose P-value is below 0,05.

The Results

Deaths of females were not observed within a given population of rats. Changes in behaviour were also absent. Ob-
tained average values of the density of bone samples in humid state, measured biomechanical parameters within individ-
ual groups of animals are presented in Table 1. Table 1. consists of average parameter values, standard deviation and the
levels of P-value among groups of animals.

Table1. The value of density and biomechanical parameters of bones along with their standard deviations (SD) and P-values among
groups of animals (p): d - density, Fmax - force at the point of max. load, Imax - flexion to the point of max. load, Smax - max.
strain to the moment of fracture, Nmax - stress at the point of max. load, H - stiffness of shaft, Fp - force at the verge of resil-
ience, Ip - flexion to the verge of resilience, 8p - strain of shaft to the verge of resilience, Np - stress at the verge of resilience, s
—area of substantia cortalis section

K E
P
average SD average SD
d [kg/mi] 1663,27 22,05 1521,39 21,78 0,0001
Fmax [N] 138,25 14,79 117,08 7,33 <0,0027
Imax [mm] 1,08 0,13 1,33 0,24 0,0214
Smax 0,2 0,01 0,25 0,04 0,0041
Nmax [MPa] 6,5 0,87 4,89 0,82 0,0019
H [N/mm] 334,04 27,68 246,96 29,27 <0,0001
FpIN] 93,34 14,91 72,99 7,24 0,0037
Ip [mm] 0,34 0,09 0,43 0,13 0,1297
5p 0,09 0,02 0,12 0,04 0,0786
Np [MPa] 4,44 1,0 3,68 0,69 0,0986
s [mm?] 6,76 0,52 6,46 0,67 0,3341

On the basis of the test, one can observe that pregnancy influences femur density and lower its value. Within the
group of pregnant females it was 8,53% higher than in K group.

Pregnancy also significantly (p<0,05) influenced the values of biomechanical parameters, measured at the point of
max. load. The value of force that fractured femur shaft of pregnant females were 15,30% lower, flexion of femur shaft to
the point of max. load was 23,14% higher and strain 25% higher in comparison to the control group. Moreover, in the
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group of pregnant females one could observe significantly lower (p<0,01) values of stress at the point of max. load
(change 24,76%). Pregnancy notably influenced the stiffness of bones, causing the 26,06% fall in value.

Received biomechanical values, measured at the point of max. load, indicate the detrimental effect of preg-
nancy on bone tissue, which could result from intense bone turnover towards the end of pregnancy in addition to
foetal needs that strain a mother’s skeleton.

Measured within the range of load that caused elastic strains, parameters are of vital importance for testing
mechanical features of bones. Bone strains in this sphere are reversible, i.e. they subside with the removal of me-
chanical load. Parameters that are measured at the verge of resilience play a crucial role in establishing the qual-
ity of bone tissue. During everyday activities one can observe stresses which does not exceed the level of elastic
strains. Above this point a bone is permanently damaged as a result of micro fractures.

Biomechanical tests have shown substantial statistical differences (p<0.05) in the values of force causing
strains of femur shafts to the level of resilience among the groups (table 1). The value was 21,80% lower in the
group of females in comparison to the control group. Similar situation should be noted as far as stress values are
concerned. The values were 17,01% lower in the group of pregnant females in comparison to the control group.
However, the aforementioned changes were not statistically important (p=0,0986). Significant changes were also
absent in the values of flexion of femur shafts to the verge of resilience. Differences in strains were negligible
(0,0786). It is worth emphasising, nonetheless, that bones of pregnant females deformed more easily. Both flexion
and strain of femur shaft to the verge of resilience were 25% higher in the group of pregnant females than in the
control group.

The results confirm that higher strain of femur shaft can be observed in pregnant rats. Bones of pregnant fe-
males deformed more easily with less force involved. Deformations of femur shafts can influence the skeleton stat-
ics in the future. On the basis of the biomechanical research and measurements of bone density it may be stated
that pregnancy causes significant loss in bone mass and lowers parameters that influence bone endurance.

Biomechanical bone features (hardness, endurance, elasticity) are determined by their micro architecture
(position, distance, thickness) and their geometry (shape, size, thickness of cortical bone) [Filip 2007]. In the case
of deforming forces, fractures often happen on the outer layer of a femur shaft. As a result, the structure which is
responsible for bone endurance is the cortical bone.

In the conducted experiment one cannot observe the presence of important statistical values of femur cross-
section area in the place of a fracture among groups of animals (Table 1). However, certain tendency to limit this
parameter can be observed during pregnancy. Thus, the vital changes of mechanical parameters were not the re-
sult of bone geometry but rather arose from the micro architecture of bone tissue. The authors [Matsumoto et al
2000] also did not notice any crucial changes in the breadth or area of femur cross-section that was measured by
means of the photo densitometric method during pregnancy.

Discussion

The results confirm numerous scientific reports. The authors [Honda et al 2000] observed not only the re-
duction of BMD but also histomorphometric parameters of lumbar vertebrae and femur during pregnancy as well
as reduction of BMD at the head of tibia. The loss of bone tissue depended on the litter [Peng et al 1988, Tojo et al
1998].

The risk of foetus exposure to ionizing radiation has limited the number of experiments that would study the
bone tissue of pregnant women. Research with densitometer SPA/DPA did not revealed any significant changes in
cortical bone and substantia spongiosa during pregnancy. It can result from changes in weight and composition of
female organism, which could falsify changes of bone density [Kovacs 2005]. Tests of bone density, conducted
with a densitometer DEXA, were carried out before pregnancy (1 to 8 weeks) after labour (immediately after and
within 6 weeks). The authors’ research [Richie et al 1998] did not revealed any changes in bone density of lumbar
vertebrae, whereas [Karlson et al 2001, Kovacs and Fuleihan 2006, Namgung and Tsuang 2003, Ollauson et al
2008, Pearson et al 2004] observed the 4,7% decrease of bone density of lumbar region as well as trochanter and
os ilium. No changes were observed in collum femoris.

BMD decreases significantly during pregnancy in the regions which are rich in substantia spongiosa (lum-
bar region and trochanter) [Holmberg-Marttila et al 1999, Urlich et al 2003]. The authors [More et al 2003] dis-
covered that during pregnancy one can observe the loss of bone mass which is rich substantia spongiosa. To-
wards the end of pregnancy BMD decreased in the distal region of radius. Thus, calcium which is vital for foetal
development comes from substantia spongiosa and substantia compacta.

Ultrasound tests of bone density during pregnancy revealed the progressive decrease in density of cal-
caneus [Akesson et al 2004, Olejniczak et al 2001, To and Wong 2009, To et al 2009] and proximal phalanges of
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2-5 finger [Aguado et al 1998, Hellmeyer et al 2006, Martina et al 2009, Tranauilli et al 2004]. The highest loss of
bone tissue was observed in the case of primiparas and women who had not achieved the top of bone mass.
Higher loss was correlated with the lack of physical activity, back pains during pregnancy, low initial BMD, ac-
cumulation of fatty tissues, loads connected with gravity, hypertension induced by pregnancy [Kaji et al 2007,
Promislow et al 2004, Sowers et al 2000, To and Wong 2009, To et al 2003].

The authors [O’Brien et al 2003] revealed that proper calcium supplementation during pregnancy limits
mother’s bone resorption. They observed that BMD value after labour correlated with calcium intake during
pregnancy - higher intake of calcium protected substantia spongiosa. The authors [Jankirman et al 2003] proved
that calcium supplementation in the dosage of 120mg per day during the 3t term reduced the loss of mother’s
bone tissue by 14%. Similar conclusions were drawn by [Avandano-Badillo et al 2009]. Increased calcium intake
correlated with lower bone resorption. The authors [Ollauson et al 2008] did not observe the influence of calcium
supplementation on lowering bone resorption among adult women.

The results of biomechanical tests are in concordance with the results of the study [Peng et al 1987] in which
changes within skeleton statics were observed in rats after first reproductive cycle (pregnancy and lactation). Vi-
tal changes of biomechanical parameters were constant up to 5 months post weaning. The authors of study [Glade
1993, Hawkins and Stover 1997] observed the decreased value of max. flexion, flexion to the verge of resilience as
well as max. strain and strain on the verge of resilience in pregnant mares.

Conclusion

The results confirm the negative influence of pregnancy on mechanical features of bone tissue. One should be
aware that proper calcium supplementation can stop the process. On account of interspecies differences, the re-
sults presented in this research should not be transmitted to people. Further tests, even clinical, ought to be con-
ducted in order to confirm the influence of pregnancy on women'’s bone tissue. It would facilitate more detailed
description of risk factors connected with osteoporosis, bone fractures or tendon injuries.
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