UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio De Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia — Campus de Aracatuba

Lucas Perez Lahr

“Estudos dos efeitos do estrogeno sobre a concentracdo

plasmdtica de Ca**, P e atividade de ALP de ratas

ovariectomizadas”

Aracatuba

2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia — Campus de Aracatuba

Lucas Perez Lahr

“Estudos dos efeitos do estrogeno sobre a concentragdo
plasmdtica de Ca**, P e atividade de ALP de ratas

ovariectomizadas”

Trabalho de Conclusdo de Curso como
parte dos requisitos para a obtengao do
titulo de Bacharel em Odontologia da
Faculdade de Odontologia de
Aragatuba, Universidade  Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Orientadora: Profa. Dra. Rita Cassia Menegati Dornelles

Aracatuba

2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio De Mesquita Filho”
Faculdade de Odontologia — Campus de Aracatuba

Lucas Perez Lahr

“Estudos dos efeitos do estrogeno sobre a concentragdo
plasmdtica de Ca**, P e atividade de ALP de ratas

ovariectomizadas”

Trabalho de Conclusédo de Curso como
parte dos requisitos para a obtencgao do
titulo de Bacharel em Odontologia da
Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade  Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Aprovado em: 30/09/2010

Banca Examinadora

Prof. Dr. Rita Cassia Menegati Dornelles
Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP

Presidente

Prof. Dr. Jodo Cesar Bedran de Castro
Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP

Membro Titular

Prof. Dr. Mario Jefferson Quirino Louzada
Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP

Membro Titular



Dedicatoria



Aos meus pais Antonio Carlos de Jesus Lahr e
Sonia Regina Perez Lahr pelo apoio irrestrito
em todos os momentos de minha vida, e por
terem aceito se privar de minha companhia
pelos estudos, concedendo a mim a
oportunidade de me realizar ainda mais.

A minha irm& Natélia Perez Lahr pela amizade
e companheirismo durante todos esses anos.

Amo vocés!



Agradecimentos



Agradeco a principio a Deus, que me permitiu a inteligéncia e o
privilégio que me foi dado em compartilhar tamanha experiéncia e,
ao freqgientar este curso, perceber e atentar para a relevancia de
temas que nao faziam parte, em profundidade, de minha vida.

A minha orientadora Profa. Dra. Rita Cassia Menegati Dornelles, pelas
orientagoes precisas em todos os momentos solicitados e pela
paciéncia, nos proporcionando um aprendizado tanto profissional
como pessoal.

Aos profs. Kikue Takebayashi Sassaki e Alberto Carlos Botazzo
Delbem, pela ajuda indispensavel para a realizacdo do trabalho.

Aos meus amigos Nathalia Tuany Duarte, Lyvia Fernandes Prates e
Robert Bueno, pelo convivio fraternal e familiar, sendo de extrema
importancia para a realizacao deste trabalho.

Ao amigo e companheiro André Fattori, por estar ao meu lado nas
melhores e piores horas, sempre disposto a ajudar.

A instituicdo UNESP - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — Faculdade de Odontologia de Aracatuba, e aos
idealizadores, coordenadores e funcionarios que a compoe.



Epigrafe

“Para realizar grandes conquistas, devemos nao apenas
agir, mas também sonhar; ndo apenas planejar, mas
também acreditar.” (Anatole France)



Resumo



Lahr L.P.; Dornelles R.C.M. Estudos dos efeitos do estrégeno sobre a concentragao
plasmatica de Calcio (Ca®™), Fosforo (P) e atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)

de ratas ovariectomizadas. (Trabalho de Conclusdo de Curso — Graduagao).

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2010.

Estudos dos efeitos do estradiol sobre a concentracao
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Fosfatase Alcalina (ALP) de ratas ovariectomizadas.

RESUMO

O estradiol desempenha importante atuacdo em tecido reprodutivo e nao-
reprodutivo, que influencia o crescimento na puberdade, regula a maturacédo dssea e
mantém a massa O0ssea em mulheres e nos homens apds a puberdade. Na
menopausa, a deplecao de estradiol esta associada com varias doengas, que incluem
a reabsorcdo Ossea. Atualmente, a tentativa da medicina é fazer a reposigao
hormonal, mas sem causar maiores danos ao organismo. O objetivo do presente
estudo foi definir sistematicamente o efeito dose-resposta de estradiol no tecido ésseo
de ratas ovariectomizadas. Ratas Wistar (6 meses) foram selecionadas apds analise
do ciclo estral, e ovariectomizadas (OVX). Apés 15 dias receberam pellets contendo
6leo de milho ou estrogénio com 100, 200 e 300 ug de 17p-estradiol, durante 60 dias.
Apos este periodo, e sob anestesia (xylazina-4mg/kg; ketamina-40mg/Kg), o sangue
foi coletado da veia jugular e em seguida os animais foram sacrificados pelo excesso
de anestésico para a remogao dos fémures. O sangue foi centrifugado e o plasma
armazenado em freezer para posteriores determinagdes bioquimicas de calcio,
fésforo, fosfatase alcalina e estradiol. Os fémures foram retirados para realizacédo de
calcinacdo em mufla e dosagem de calcio, fésforo e fluoreto. A concentracao
plasmatica de calcio foi semelhante entre os grupos. O fésforo foi significativamente
menor no grupo de animais OVX tratados com 100 pug de estradiol e a fosfatase

alcalina foi menor nos animais que receberam 200 pg de estradiol. A concentragao de



célcio e fésforo na cinza mineral dos ossos foi semelhante entre os grupos. Ja a
concentragao de fluoreto na cinza foi menor nos animais que receberam 300 ug de
estradiol. De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o grupo de

ratas OVX tratadas com 100 ug de estradiol apresentou melhor mineralizagdo éssea.

Palavras chave: Osteoporose. Estrogeno. Ovariectomia.
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Abstract

Estrogen plays an important role in both reproductive and non-reproductive tissues, it
influences pubertal growth, regulates bone maturation, and maintains bone mass in
women and in men after puberty. In menopause, the deficiency of estrogen production
is associated to various diseases, which includes bone resorption. Today, the medicine
attempt is to make the hormone replacement, but without causing further damage to the
body. The objective of this study was to define sistematically the dose—response effect
of estrogen on the bone of ovariectomized rats. Wistar rats (6 months) were selected
after the analysis of estrous cycle, and ovarietomized (OVX). After 15 days, they
received pellets containing corn oil or estrogen with 100, 200 and 300 ug of 17p—
estrogen, during 60 days. After this period and under anesthesia (xylazine-4mg/kg;
ketamine-40mg/Kg), blood was collected from the jugular vein, then the animals were
sacrificed by the excess of anesthetic to remove the femurs. The blood was centrifuged
and plasma stored in a freezer for subsequent biochemical determination of calcium,
phosphorus and alkaline phosphatase. The femurs were removed for carrying out the
calcinations in a muffle. The plasma concentration of calcium was similar between
groups. Phosphorus was significantly lower in the group of OVX animals treated with
100 ug of estrogen and alkaline phosphatase was lower in animals that received 200 pg
of estrogen. The concentration of calcium and phosphorus in bone mineral ash was
similar between groups. However the concentration of fluoride in the ash was lower in
animals that received 300 pg of estrogen. According to the results, we can conclude
that the group of OVX treated with 100 ug of estrogen showed better bone
mineralization.

Key words: Osteoporosis. Estrogen. Ovariectomy.
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Atualmente ha numero grande de pesquisas cientificas envolvendo disfungées
Osseas, em especial a osteoporose. O processo de reabsor¢cao 0ssea esta se tornando
mais compreensivel a cada dia. Como ja se sabe, a osteoporose esta relacionada, em
sua maioria, as mulheres apds a menopausa, quando ha deple¢cdo da produgao de
estrégeno (Manolagas et al., 2002).

A osteoporose € patologia esquelética em que a massa 0ssea € perdida, levando
a deterioracdo da arquitetura 6ssea e aumento do risco de fratura éssea. Fraturas
vertebrais e microfraturas do colo femural comumente ocorrem e tém implicacdes
sociais e de saude graves para as pessoas que sofrem da doenga (Bandeira, 2000).
Estima-se que uma em cada trés mulheres e um em cada cinco homens com idade
superior a 50 anos ira sofrer fratura osteoporética (Melton et al., 1989). Alguns estudos
evidenciam que a existéncia do risco de ocorrer uma fratura osteoporética € superior a
de desenvolver cancer de mama em mulheres brancas (Cummings et al., 1995).

Durante a adolescéncia, a densidade éssea aumenta rapidamente, atingindo o
maximo em aproximadamente 10 anos apds a conclusao do crescimento do esqueleto.
No envelhecimento, o equilibrio entre reabsor¢cdo e deposi¢do torna-se negativo,
porque a quantidade de reabsor¢cdo excede a deposicéo (Szejnfeld, 2000). Nos 10
anos seguintes a menopausa, as mulheres perdem perto de metade do seu osso
esponjoso e cortical, um terco da sua massa éssea devido a perda 6ssea acelerada
causada pela deplecao de estrogeno. Em contraste, os homens perdem cerca de 30%
menos de massa Ossea durante a sua vida. Quando este desequilibrio torna-se
clinicamente significativo, uma pessoa é diagnosticada com osteoporose.

No osso ha processo continuo de remodelagdo pela agdo conjugada de
osteoclastos (osso reabsorvido) e osteoblastos (osso formando), os quais funcionam
como uma unidade basica multicelular (Frost, 1991). A osteoporose é geralmente

atribuida a desequilibrio na agcdo conjugada das células onde ocorre a reabsorgao
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Ossea osteoclastica, sem combinar a formacgao 6ssea osteoblastica. Um fator que pode
dar origem a esse desequilibrio é a deficiéncia de estrogeno, como ocorre em mulheres
pos-menopausicas, pois tem sido demonstrado que esta deficiéncia afeta a atividade
dos osteoclastos (Oursler, 1998). Essa disfungdo metabdlica ocorre porque receptores
de estrogeno nos osteoclastos ativam-se com a falta de estrégeno, reagindo com o
aumento da atividade dos osteoclastos. Embora haja também receptores de estrogeno
nos osteoblastos, estes respondem a falta de estrogeno com a diminuigdo de suas
atividades (Blair, 1998). Assim, durante o processo de continua remodelagdo do
esqueleto, ha maior taxa de reabsor¢cdo do que de formacgao éssea. Com isso, as
mulheres perdem em torno de 30 a 50 por cento do osso trabecular e 25 a 35 por cento
da massa Ossea cortical. A doenca resulta em mais de 40 % das mulheres pos-
menopausicas sofrendo fratura 6ssea de punho, coluna e quadril (colo do fémur)
durante suas vidas.

No tecido Osseo, os osteoblastos sdo formados a partir de células
mesenquimais, adipdcitos e células estromais. Sao células produtoras de proteinas e
secretam colageno tipo | (inicio da mineralizagdo). Ja os osteoclastos se originam a
partir de células hematopoiética de linhagem mieldide (Junqueira et al., 1999). Sao
células grandes e multinucleadas, as quais promovem a reabsor¢do Ossea. Para a
diferenciacao e fungdo dos osteoclastos, € necessaria a produgéo de fatores (citocinas)
por osteoblastos e células estromais. Os receptores da maioria dos fatores osteoliticos
sdo encontrados em osteoblastos, ndo em osteoclastos (Rodan e Martin, 1981). Esses
osteoclastos reabsorvem osso em resposta a fatores liberados por osteoblastos
ativados.

A funcdo do estrégeno no metabolismo 6sseo € de regular, nos osteoblastos, a
expressao de genes que codificam o colageno tipo |, a fosfatase alcalina, osteopontina,

osteocalcina e osteonectina. Aumentar a diferenciagdo dos osteoblastos, inibir agentes
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reabsortivos como interleucinas, prostaglandinas e fator estimulador de macréfago,
produzir antagonistas dos receptores para interleucinas (Compston, 2001) s&o outras
importantes fungdes do estrégeno.

Essas informacbdes evidenciam a necessidade da busca por tratamentos e
terapias de prevencgao eficientes que amenizem os efeitos da osteoporose sistémica,
como perda de massa 0ssea, perda de dentes e outros fatores desenvolvidos por essa

disfuncdo. Tais pesquisas buscam proporcionar maior qualidade de vida a populacio.



OBJETIVO
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O objetivo desse trabalho foi analisar e comparar as concentracées dos
marcadores de atividade celular do metabolismo 6sseo entre os grupos experimentais
de ratas Wistar (6 meses) intactas e ovariectomizadas tratadas ou ndo com diferentes

concentracdes de estradiol (100, 200 e 300 pg).



MATERIAIS E
METODOS
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Animais:

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados ratas da linhagem Wistar (6
m), mantidas em gaiolas coletivas (cinco animais/caixa) em ambiente com temperatura

entre 22 + 2°C, com ciclo de luz controlada (12/12 h) e acesso livre a agua e ragao.

O protocolo experimental do presente trabalho foi aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia da UNESP, campus

de Aracatuba (n° 009436-2010).
Ciclo estral:

O esfregacgo vaginal de todos os animais foi colhido para verificagdo do ciclo
estral, por volta das 9h da manha, segundo a técnica de Evans & Long (1922) e
analisado a fresco ao microscopio optico durante 15 dias. Somente foram aceitos no

trabalho animais que apresentam ciclo estral regular.

Ovariectomia:

A ovariectomia (OVX) foi realizada através de incisbes laterais e
exposicao das porcdes distais do utero para a remocao dos ovarios, sob anestesia com
cloridrato de quetamina (Vetaset — Fort Dodge/ 50 mg/Kg p.c., i.p.) e xilazina
(Coopazine - Coopers Brasil Ltda/25 mg/Kg p.c., i.p.). Apds a cirurgia os animais

receberam dose profilatica de antibiético (Pentabidtico Veterinario, 0,2 mL/animal, i.m.).
Terapia Substitutiva:

Apds 15 dias da OVX os animais foram anestesiados com halotano e
receberam implante subcutaneo de polietileno (Silastic®, Dow Corning), contendo 6leo

de milho (grupo OVX/O), 100, 200 ou 300 pg de 17B-estradiol (grupo OVX/Ey). Os
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implantes foram mantidos durante 60 dias, sendo realizada troca, aproximadamente, a

cada 30 dias.

Experimento:

Apos 60 dias da reposicdao hormonal, os animais foram anestesiados para coleta
sanguinea, de acordo com técnica descrita por Harms e Ojeda (1974), para dosagem
de marcadores de atividade celular do metabolismo 6sseo. Em seguida, foram
sacrificados por dose excessiva de anestésico e foram retirados os fémures.

Andlises:

Foram realizadas analises bioquimicas para verificagao da atividade celular do

metabolismo 6sseo (calcio, fosforo e fosfatase alcalina).

Calcio: As determinagcbes de calcio foram realizadas através de método
espectrofotométrico (Kit). O calcio reagiu com a purpura de ftaleina em meio alcalino,

formando um complexo de cor violeta. A absorbancia foi determinada em 570 nm.

Fosforo: as determinagdes de fésforo foram realizadas através do método
espectrofotométrico de Daly e Ertingshausen (1972) modificado, utilizando Kits
comerciais. O fosforo inorganico reage com o molibdato de amdnio na presenga de acido
sulfurico, resultando na formagao de um complexo fosfomolibdato n&o reduzido, que foi

determinado em 340 nm.

Fosfatase Alcalina: A fosfatase alcalina foi determinada por método de Roy (1970)
modificado, com o emprego de kits comerciais, através de reagdao de ponto final,

utilizando como substrato timolftaleina monofosfato.

Estradiol: Foi realizada dosagem da concentragao plasmatica de estradiol de todos os
animais utilizados no projeto de pesquisa proposto, utilizando o kit para estradiol Maia

(Adaltis Italia S.p. A), por radioimunoensaio.
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Fluoreto, Calcio e Fésforo: Os fémures limpos (descarnados) foram colocados em
estufa a 90°C durante 12h. Em seguida, com a utilizagdo de cortador de osso, foi obtido
0,5 cm do tergco médio do fémur. Essas fragdes de osso foram pesadas e em seguida
foram colocadas em mufla a 600°C para a realizagdo da calcinacdo, conforme estudos
de Martin (1990). A mufla foi ligada por 15’ a temperatura de 600°C e em seguida os
cadinhos foram colocados e mantidos por 30’. Passado esse periodo, foram retirados e
pesados juntamente com os ossos. Os cadinhos foram recolocados na mufla com os
0ssos onde permaneceram por 12h. Apds este periodo, os cadinhos foram retirados e
colocados no dessecador para esfriar. Em seguida, os cadinhos com o0s 0ssos
queimados foram pesados. Com auxilio de pistilo, os ossos foram pulverizados e
aliquotas de 4-5 mg foram pesadas e armazenadas em eppendorfs para a realizagdo das
dosagens da concentracao de fluoreto que foi realizada pelo método de dosagem TAVES

(1970), calcio e fosforo.

Analise Estatistica:

Utiizamos as médias + EPM para apresentacdo dos resultados. As
comparagdes multiplas dos resultados foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado foi de P<0,05

para todas comparacoes.



RESULTADOS



A andlise do esfregago vaginal das
ratas com 06 meses confirmou as 04 fases do ciclo
estral, conforme apresentado na figura 1. A
caracteristica clinica dos cornos uterinos e a analise
do ciclo estral confirmaram o sucesso da OVX e da
reposicao hormonal nos animais dos grupos OVX
tratados ou ndo com E,. O esfregaco vaginal das
ratas dos grupos OVX/OM apresentou
predominédncia de leucdcitos, caracterizando o
diestro, e seus uteros atroficos. Nos animais OVX
pré-tratados com Ej, foi verificado a presenca de

células coniformes anucleadas e utero maior,

quando comparado com os das ratas OVX/Oleo.

A concentragcdo plasmatica de
estradiol foi significativamente maior no grupo de
ratas intactas e menor no grupo de ratas OVXs. O
tratamento de 8 semanas com pellets contendo
100, 200 ou 300 upg de estradiol, propiciou

concentragdo plasmatica elevada do esteroide de

maneira dose-dependente (Fig. 2).
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Fig. 1. Fases do Ciclo Estral

de ratas Wistar. Fonte:
MARCONDES FK; BIANCHI FJ;
TANNO AP. Braz. J. Biol. V.62,
2002. L= leucodcitos; E= células
epiteliais/nucleadas; C= células

anucleadas e cornificadas.
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Fig. 2: Concentracdo plasmatica de estradiol de ratas intactas, ratas OVX que
receberam pellets com 6leo de milho (OM), pré-tratadas com 100, 200 e 300 ug de
estradiol. *p<0,05 vs Intactas; "p<0,05 vs 200ug de E,; *p<0,05 vs 300ug de E,. N=

6-8 animais/grupos.

Na figura 3 estdo representados graficamente os resultados das médias e
EPM da concentragdo plasmatica de calcio (a), fosforo (b) e fosfatase alcalina (c).
Os resultados obtidos evidenciam que a OVX e o tratamento com as diferentes
concentragbes de estradiol ndo alteraram significativamente a concentragao
plasmatica de calcio (Fig.3a). Entretanto, o pré-tratamento com 100 ug de estradiol
em ratas OVX desencadeou concentragcéo de fosforo significantemente menor (Fig.
3b).

Entre os grupos de ratas OVXs ocorreu alteragdo na atividade da fosfatase
alcalina. A concentracado plasmatica desta enzima foi significantemente menor no
grupo de ratas OVX tratadas com 200 pg de estradiol (Fig 3c). O tratamento com
300 ug de estradiol teve significante reducdo na concentragdo plasmatica de

fosfatase alcalina quando comparado ao grupo de ratas intactas.
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Figura 3 — Concentracao plasmatica de calcio (a), fosforo (b) e fosfatase alcalina (c)
de ratas intactas, OVX que receberam pellets com 6leo de milho OVX - OM, OVX
pré-tratadas com 100, 200 e 300 ug de estradiol. N= 6-8 ratas/grupo.

A concentragao mineral de calcio e fosforo foi semelhante entre os grupos
analisados. No entanto, a concentragao de fluoreto foi significativamente menor no
grupo de ratas OVX tratadas com 300 ug de estradiol, quando comparado aos grupos
de ratas OVXs que receberam 100 e 200 ug de estradiol e ratas intactas. Porém, a
concentragao de fluoreto foi semelhante entre os grupos de ratas OVX com OM e

tratadas com 300 pg de estradiol (Fig. 4c).
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Figura 4 — Concentragdo mineral de calcio (a), fésforo (b) e fluoreto (c) das cinzas
do fémur de ratas intactas, OVX que receberam pellets com 6leo de milho (OVX -
OM), OVX pré-tratadas com 100, 200 e 300 pg de estradiol. N= 6-8 ratas/grupo.
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DISCUSSAO



O osso é um tecido multifuncional, metabolicamente muito ativo,
constituido por populacdo heterogénea de células, em diferentes estagios de
diferenciagcdo celular que, através de uma intrincada e muito bem coordenada
sequéncia de eventos, regula a mobilizagdo e deposicdo mineral durante a vida
(Pizauro, 2002).

Os marcadores bioquimicos sao elementos liberados no corpo a partir
das transformacdes 6sseas. A contagem e comparagao desses elementos resultantes
das atividades de formacao e reabsorcao tém sido de grande utilidade para monitorar
as pequenas mudangas no metabolismo Osseo. Na doenca osteoporose, o0s
marcadores bioquimicos sdo muito importantes para se avaliar o metabolismo 6sseo
durante a monitoragdo. Eles sdo uteis para determinar com precisao os niveis de
reabsor¢céo O0ssea antes e durante o tratamento. E s&o também importantes, para a
avaliacao da eficacia do tratamento (Vieira, 1999).

O calcio é mineral essencial na composicado dos ossos. Estes sao
compostos de aproximadamente 70% deste mineral combinado quimicamente com
outros como o fosforo. O calcio é essencial também para a contragdo muscular, a
transmissao dos impulsos nervosos e para a coagulagao do sangue.

Noventa e nove por cento do calcio do organismo humano encontra-se
na composicao dos 0ssos, que constituem “depdsito” para preservar as fungdes vitais.
O calcio armazenado nos 0ssos pode ser mobilizado (reabsorgdo 6ssea) para manter
0s niveis no sangue e nos tecidos, dentro dos limites fisioldgicos.

Nos resultados obtidos neste trabalho, ndo houve diferenga significante
na concentragao plasmatica de calcio entre os grupos analisados. Isso pode ocorrer

devido ao fato de o organismo manter a concentracdo de calcio no plasma,
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presumivelmente para proteger o sistema neuromuscular e outros processos
dependentes de calcio (Pettifor et al., 1981). Embora n&o haja diferengas significativas
na concentragdo plasmatica de calcio entre os grupos, observa-se discreto aumento
na concentracdo de calcio com o respectivo aumento da concentragao de estradiol
administrado, corroborando com os estudos de Bolscher e colaboradores (1999),
onde comprovam que a deficiéncia de estradiol provocada na menopausa, por
exemplo, diminui a absorgao intestinal de calcio. Quando administrado o horménio
durante terapia hormonal, ha nitido aumento na concentracdo plasmatica de calcio,
devido ao aumento da absorcédo intestinal.

A concentracdo mineral de calcio se manteve semelhante entre os
grupos analisados, corroborando com a teoria de homeostase do calcio no organismo
anteriormente citada.

Os resultados obtidos na analise de fosforo plasmatico mostram que
houve menor concentragéo significativa no grupo de ratas OVX tratadas com 100 ug
de estradiol, quando comparado aos grupos de ratas intactas e OVX tratadas com 300
Mg de estradiol. A homeostase do fosforo esta relacionada a alguns 6rgaos, como o
intestino e os rins, sendo importante para a absorcao de fésforo da dieta e a excrecao
na urina, respectivamente (Berndt, 1992; 2007). A vitamina D esta relacionada a
absorc¢ao intestinal de fésforo (Chen, 1974). Com isso, ha a hipétese de que o fésforo
nao tenha sido absorvido adequadamente no intestino, pela deficiéncia de vitamina D,
ou tenha sido excretado na urina. Porém, Berndt e colaboradores (2008), mostram
que a concentragao plasmatica de fosforo pode ser alterada significativamente sem
mudancas na absorcao de fosforo no intestino ou mudangas na excrecao pelos rins.
Analisando os resultados biomecanicos obtidos em pesquisa realizada com os
mesmos grupos de ratas utilizadas neste trabalho, e mesma faixa etaria, onde houve

melhor resposta a forga mecéanica o grupo de ratas OVX tratadas com 100 ug de
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estradiol, hipotetizamos a utilizagdo do fésforo na remineralizacdo 6ssea trabecular,
gue se encontra em maior concentracdo na cabega do fémur, local onde foi incidida a
forca no teste biomecéanico (Duarte, 2010). Talvez ndo verificamos maior
concentragdo mineral de fésforo no grupo de ratas OVX com 100 ug de estradiol, pois
a regido 6ssea analisada foi o tergo médio, regido de osso cortical.

A fosfatase alcalina € o marcador de formacdo Ossea mais
frequentemente utilizado (Vieira, 1999). E produzida pelos osteoblastos e estdo
aumentadas nos estados de remodelamento ésseo acelerado (Rosen, 2005). Nos
resultados obtidos neste trabalho, a concentracdo de fosfatase alcalina plasmatica
encontra-se significativamente menor nos grupos de ratas OVX tratadas com 200 e
300 pg de estradiol. Entretanto, para a interpretacdo dos valores de fosfatase
alcalina 6ssea deve ser considerado o fato de que eles ndo aumentam
exclusivamente com o aumento da formacdo Ossea, mas também em alteracbes
O0sseas como na osteomalacia. Ja na osteoporose, os valores de fosfatase alcalina
estao usualmente dentro da normalidade. Como o método utilizado para analise da
fosfatase alcalina nao foi tecido-especifico, devemos considerar a existéncia de
producao extra-0ssea, frequentemente hepatica, pois mais de 90% do seu valor
corresponde as isoformas hepatica e 6ssea. A forma Ossea, secretada pelos
osteoblastos, predomina na infancia até o fim do crescimento longitudinal, quando
entdo a hepatica passa a ser a forma circulante mais abundante. Hoje ainda € o
marcador de formagdo déssea mais frequentemente utilizado (Vieira, 1999; Bikle,
1997). Assim, hipotetizamos que a diminuicdo significativa da fosfatase alcalina
detectada nos animais OVX pré-tratados com 200 e 300 ug de E, pode ser resultado
de alteragcdo hepatica. As alteracbes decorrentes da hipofosfatasia sugerem

fortemente que a enzima participe dos processos de mineralizagao.
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Os cristais de hidroxiapatita do osso mineralizado contém quantidades
significativas de sddio, magnésio, carbonato, fluoreto e ions citrato, mas calcio e
fosforo sdo os principais constituintes. Fatores que regulam sua suplementagéo,
absorcao, deposicao e retirada do tecido dsseo contribuem para a saude, a estrutura e
a resisténcia 6ssea. Entre estes fatores, o hipoestrogenismo é determinante especial
sendo que apos a menopausa ocorre aumento da perda de calcio. Tem-se que a
piora da absorcdo intestinal de calcio exerce agdo importante na patogénese da
osteoporose. Para que o organismo tenha os seus requerimentos de calcio atendidos,
€ necessario que se encontre suficiente quantidade de calcio na luz intestinal e que a
absorcdo se faca eficientemente. Os marcadores bioquimicos da remodelacédo tém,
em tese, a vantagem de mostrar a realidade momenténea da remodelagdo 6ssea,
contrariamente a densitometria 6ssea, que poderia apenas expressa-la
retrospectivamente. Igualmente, esses exames, além de identificar as perdas rapidas
de massa Ossea, permitem predizer o prognostico das pacientes que responderao
melhor ao tratamento com as drogas anti-reabsortivas ou estimuladoras da formacao
ossea.

O fluoreto tem o potencial para aumentar a massa 6ssea por meio de
agao mitogénica de osteoblastos de maneira dose-dependente (McDowell, 1992;
Kleerekoper, 1996). Alguns estudos experimentais tém demonstrado que o fluor
também reduz a reabsorcdo Ossea, pois produz cristais de fluorhidroxiapatita
maiores e menos soluveis que a hidroxiapatita tri-calcico (Devogelaer et al., 1995).
Algumas experiéncias clinicas tém confirmado a capacidade de flior em aumentar a
espessura do osso trabecular do esqueleto axial e conteudo mineral dsseo,
enquanto outros estudos mostraram que o fluor tem influéncia modesta na
remodelagdo 6ssea de osso cortical (Schraer, 1986; Cheng, 1988). Reabsorgéo e

formacdo parecem estar em relativo equilibrio, mas o aumento da remodelacéo
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0ssea leva ao aumento da porosidade do osso cortical (Mamelle et al., 1988). Além
disso, as propriedades mecanicas do osso apds o tratamento com fluoreto em
estudos experimentais, apontaram resultados opostos, como aumento da forga
mecanica e fragilidade intrinseca do osso (Riggs et al.,, 1990). Baseado nestas
informagdes e nos resultados obtidos, sugerimos que a menor concentragdo de
fluoreto e de fosfatase alcalina detectada nos animais do grupo de ratas OVX que
receberam pré-tratamento com 300 pg de estradiol resultam em processo de
mineralizagdo menor e consequentemente em menor resisténcia 0ssea.

O conjunto de resultados obtidos neste estudo indica que a
concentracdo de 100 pg de estradiol atua controlando a taxa de formacgdo e
reabsorgcdo 6ssea em organismo com hipoestrogenismo. Quando comparados os
grupos de ratas OVX pré-tratadas com100 ug de estradiol e intactas, evidencia-se
melhor metabolismo ésseo no grupo de ratas intactas. Tal analise mostra que,
mesmo frente a concentragdo de estrégeno considerada adequada na terapia
hormonal (reposigdo exoégena), o funcionamento do proprio balango hormonal que
existe nas ratas intactas induzem a melhor resposta éssea.

Este estudo foi baseado nas evidéncias da participagcéo do estrogeno no
processo de remodelamento 6sseo, em ratas ovariectomizadas e submetidas a
terapia de reposicado hormonal, com a finalidade de determinar a concentragao do
horménio que atuaria no metabolismo &ésseo sem desencadear tumores nos
animais. A analise dos resultados obtidos por Duarte (2010) e Prates (2010)
associados aos obtidos neste estudo, evidenciam que a utilizacdo de 100 ug de
estradiol, em relagdo a 200 e 300 ug estradiol, exerce atuagédo positiva sobre o

metabolismo dsseo de ratas OVX, aos 6 meses.
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CONCLUSAO



O conjunto de resultados obtidos sugerem que a
concentragdo de 100 ug de estradiol desencadeou eficacia maior nos

indices dos marcadores do metabolismo 6sseo de ratas OVX.
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