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RESUMO

r

A osteoporose ¢ caracterizada por perda de massa Ossea, seguida de alteracdo
microestrutural do tecido 6sseo, de forma a aumentar a propensao do individuo a fraturas. Esta
patologia atinge principalmente mulheres apoés a menopausa, com graves conseqiiéncias sociais e
econdmicas. A utiliza¢do de fllior tem demonstrado aumentar a massa 0ssea, principalmente do
esqueleto axial. Contudo, seus efeitos sobre a qualidade ¢ssea ainda sdo controversos. O objetivo
deste trabalho foi estudar os efeitos do flior, administrado na forma de fluoreto de sddio (NaF),
sobre o tecido d6sseo de ratas ovariectomizadas (Ovx), utilizadas como modelo de osteoporose
experimental, por meio da andlise dos parametros biomecanicos, fisicos e bioquimicos das
vértebras lombares. Ratas Wistar, com 4 meses de idade, foram divididas nos seguintes grupos
experimentais: Basal (sacrificado no inicio do experimento); Intacto; Ovx; Ovx + 20, 40, 60, 80 e
100 ppm de NaF, dissolvidos na agua de beber dos animais. Os grupos foram sacrificados apos
diferentes periodos de tratamento (4, 6 ¢ 8 meses). Foram medidos os parametros biométricos,
biomecanicos, fisicos e bioquimicos do corpo vertebral (Ls) dos animais, bem como o conteido
de fltior da tibia direita. A quantidade de fliior encontrada na tibia direita dos animais mostrou boa
correlacdo numérica com a dosagem administrada, para os trés periodos de tratamento. A
ovariectomia promoveu um maior ganho de peso corpéreo dos animais; além de provocar uma
diminui¢do dos valores dos parametros biomecanicos, fisicos e bioquimicos do corpo vertebral,
para todos os periodos analisados. O tratamento com fliior em altas dosagens, 60, 80 e 100 ppm de
NaF, em periodos de 4 ¢ 8 meses de tratamento promoveu um aumento da massa 0ssea. Apesar
disto, esse aumento ndo se traduziu em maior resisténcia mecanica dos 0ssos, a0 passo que para
baixas dosagens, 20 e 40 ppm de NaF, administradas por um periodo de 6 meses, foi verificado
um efeito protetor sobre o tecido dsseo, evitando-se, assim, a diminuigdo dos valores dos
parametros biomecanicos induzida pela ovariectomia. Em conclusdo, este estudo mostrou que o
flior em baixas dosagens pode ser um agente terapéutico promissor na prevencdo da osteoporose

pés-menopausal humana.



ABSTRACT

Osteoporosis is characterised by a reduced bone mass, followed by microstructural
changes in the bone tissue, which increase the susceptibility to bone fractures. This pathology is
most commonly found in women after menopause, being responsible for severe social and
economic consequences. The use of fluoride has demonstrated the possibility to increase bone
mass, especially of the axial skeleton. However, its effects on the bone quality are still
controversial. The aim of this work was to investigate the effects of fluoride, as sodium fluoride
(NaF), on bone tissue of ovariectomized rats (Ovx), which were used as an experimental model
for osteoporosis, through the analysis of biomechanical, physical and biochemical parameters of
the lumbar vertebrae. Wistar female rats of four-month age were divided in the following
experimental groups: Baseline (sacrificed at the beginning of the experiment); Intact; Ovx; Ovx +
20, 40, 60, 80 and 100 ppm of NaF, delivered in drinking water. These groups were sacrificed
after different periods of time (4, 6, and 8 months). Biometrical, biomechanical, physical and
biochemical parameters of the vertebral body (Ls) of the animals were measured, together with
the fluoride content of the right tibia. Fluoride content present in the right tibia showed a good
numerical correlation with the administered dosage for the three different periods of treatment.
The ovariectomy promoted a higher body weight gain, and also, a decrease in the values of the
biomechanical, physical and biochemical parameters of the vertebral body of the animals for all
the periods analysed. Treatment using fluoride at high dosage levels (60, 80, and 100 ppm of NaF)
resulted in an increase of bone mass, for the periods of 4 and 8 month of treatment. However, this
increase did not induce a higher mechanical resistance of the bones, although at low dosages, 20
and 40 ppm, administered during a 6-month period, a protective effect on the bone tissue was
observed, thus preventing a decrease in the biomechanical parameters induced by ovariectomy. As
a conclusion, this study showed that low dosages of fluoride can act as a promising therapeutic

agent for the prevention of human postmenopausal osteoporosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido 6sseo e osteoporose

O tecido dsseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo, dindmico e vital, que
proporciona a integridade mecanica necessaria para locomocao e prote¢do dos 6rgaos. Além
disto, encontra-se intimamente associado a homeostase mineral, constitui-se no sitio primario
da hematopoese e dados recentes apontam para um possivel papel deste tecido como
componente do sistema imune (EINHORN, 1996).

Os ossos sdo compostos de material organico, material mineral (ou inorganico) e agua. A
fase organica tem multiplas fungdes, dentre elas, determina a estrutura e as propriedades
mecanicas 0sseas ¢ ¢ composta da matriz dssea ou ostedide e das células proprias do tecido
0sseo. A matriz Ossea, por sua vez, ¢ formada principalmente de colageno tipo I e outras
proteinas, como fatores de crescimento, citoquinas e proteinas da matriz extracelular
(osteonectina,  osteopontina, sialoproteinas  Osseas, osteocalcina, proteoglicanos,
fosfoproteinas e proteolipideos), perfazendo 98% do material organico 6sseo. Os 2% restantes
sdo formados pelas células Osseas, os osteoblastos, responsaveis pela formag¢do da matriz
0ssea, 0s osteocitos, que representam os osteoblastos que ficaram circundados pela matriz
mineralizada e os osteoclastos que sao células multinucleadas, responsaveis pela reabsor¢ao
ossea (EINHORN, 1996).

A fase mineral (ou inorganica) é composta principalmente de um mineral contendo fosfato
e calcio andlogo a hidroxiapatita. As pequenas quantidades de impurezas contidas nesta
apatita - tais como o carbonato que pode substituir o grupo fosfato, ou os ions cloro e fluor
que podem substituir o grupo hidroxila - alteram certas propriedades fisicas do cristal, por

exemplo a solubilidade, tendo efeitos criticos sobre a fungao normal (EINHORN, 1996).
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A microarquitetura O0ssea se organiza de modo a suportar os estresses mecanicos gerados
pelas atividades normais. Essa relagdo estrutura/fun¢do em adig¢@o ao papel na manutengao da
homeostase mineral, leva a um processo de formacdo e reabsor¢do do tecido dsseo, que
perdura por toda vida do individuo, chamado remodela¢do déssea (EINHORN, 1996). E
estimado que, no tecido dsseo de adultos, aproximadamente 25% do osso trabecular e 3% do
0sso cortical é renovado anualmente (DEMPSTER, 1995).

O processo de remodelagdo dssea € ciclico e envolve os seguintes estagios: quiescéncia—
ativacdo— reabsorcdo— reversdo— formacdo— quiescéncia. Durante o estidgio de
quiescéncia, a superficie 0ssea encontra-se inativa com respeito ao remodelamento, sendo
recoberta por uma fina camada de células de revestimento (osteoblastos modificados)
(PARFITT; CHIR, 1987). Essas células possuem receptores para fatores sistémicos e locais,
como paratormonio (PTH) e prostaglandina E, (PGE;), que quando estimulados, fazem com
que tais células liberem proteases e exponham uma pequena area de matriz 6ssea mineralizada
(EINHORN, 1996).

A partir de tal evento, ocorre a conversdo desta pequena superficie da quiescéncia para
atividade, referida como ativacdo. As células mononucleares do sistema fagocitario sdo
atraidas para esta superficie, ancoram-se e fundem-se, originando os osteoclastos. O estagio
seguinte € a reabsor¢do, os osteoclastos come¢am a erodir uma cavidade de forma e
dimensdes caracteristicas, denominada lacuna de Howship no osso trabecular e cone de
reabsor¢do no osso cortical. O processo de reabsor¢do pode levar de 1 a 3 semanas e ¢
seguido por um intervalo de 1 a 2 semanas, denominado reversdo. E provavel que os
mecanismos responsaveis pelo acoplamento reabsor¢ao-formagdo acontecam nesta fase. Em
seguida, tem inicio o estagio de formagdo, onde os osteoblastos sintetizam a matriz dssea que
posteriormente ¢ mineralizada, a cavidade produzida pelos osteoclastos ¢ preenchida e a

superficie dssea retorna a quiescéncia. A duragdo do estdgio de formagdo ¢é de
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aproximadamente 3 meses e o ciclo de remodelacao Ossea leva aproximadamente 4 meses
para ser completado, porém um periodo de 3 a 6 meses é requerido para o 0sso tornar-se
plenamente maduro (PARFITT; CHIR, 1987).

O processo de remodelagdo dssea € altamente regulado por fatores sistémicos e locais. Os
hormdnios reguladores de calcio - PTH, 1,25-dihidroxivitamina D e calcitonina - constituem
fatores sistémicos de relevancia para o metabolismo 6sseo. Outros hormonios que nao
participam do metabolismo do calcio no organismo podem exercer importantes efeitos sobre o
esqueleto, dentre eles, hormonio de crescimento, glicocorticéides ¢ hormonios tireoidianos.
Contudo, o hormoénio sistémico mais importante na manutengao do turnover 6sseo normal é o
estrogeno. A deficiéncia estrogénica leva a um aumento do remodelamento dsseo, com
reabsorc¢ao excedendo a formagdo, diminuindo a massa 6ssea, como observado em mulheres
pos-menopausadas. Estudos em animais sugerem que o estrogeno age alterando a producao e
atividade de fatores locais que regulam os precursores osteoblasticos e osteoclasticos (RAISZ,
1999).

Segundo Burckhardt et al. (1991), a osteoporose pode ser definida como uma patologia
caracterizada pela reducdo da massa 6ssea e deterioragdo da microarquitetura do tecido dsseo,
provocando um aumento da fragilidade 6ssea e conseqiiente aumento do risco de fraturas.

Com intuito de obter uma defini¢do mais quantitativa para diagnostico clinico, a partir de
1994, a Organizagdo Mundial da Saude definiu osteoporose e osteopenia considerando os
valores de densidade mineral 6ssea (BMD). Um individuo cuja BMD encontra-se entre 1,1 a
2,5 desvios padrao (SDs) inferior ao valor médio para adultos jovens normais apresenta
osteopenia. J4 um individuo no qual a BMD mensurada esteja abaixo de 2,5 SDs do valor
médio para adultos jovens normais deve ser considerado tendo osteoporose e naqueles em que
o valor abaixo de 2,5 SDs for acompanhado da existéncia de uma ou mais fraturas apresenta

um quadro de osteoporose estabelecida (PINTO NETO et al., 2002).
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Dois fatores determinam o nivel de massa 6ssea na maturidade, o pico de massa éssea,
que representa a maior massa Ossea atingida como resultado do crescimento normal, e a
duragio e freqiiéncia de perdas 6sseas (VAANANEN, 1991). Individuos que alcangam um
maior pico de massa 6ssea apds a adolescéncia apresentam uma protecao natural do esqueleto
quando a densidade 6ssea declina como resultado do envelhecimento, doengas ou produgao
diminuida dos esteroides sexuais (KLIBANSKI et al., 2001). Nao existe um consenso na
literatura sobre a exata idade em que o pico de massa dssea ¢ atingido. Porém, a maioria dos
autores relata que o pico de massa Ossea ¢ alcancado entre 20-25 anos (ABRAMS, 2003;
HENRY; FATAYERJI; EASTELL, 2004). Fatores genéticos, incluindo diferencas
relacionadas ao sexo e a raca, e ambientais, como nutricdo adequada, exercicios fisicos e
estilo de vida podem influenciar o pico de massa 6ssea (VAANANEN, 1991).

Ainda outros fatores de risco aceleram a perda de massa 6ssea como alcoolismo, fumo,
doengas cronicas (cirrose, artrite reumatoide), tumores, imobilizagdo prolongada, anorexia
nervosa, uso excessivo de corticosterdides e anticonvulsivantes (KAPLAN, 1995).

A osteoporose foi primeiramente categorizada em primadria e secundaria. A osteoporose
primaria ocorre quando a perda dssea € conseqiiéncia direta de desordens do tecido dsseo;
afeta mulheres ap6s a menopausa (“p6s-menopausal”’) e ambos os sexos com o decorrer da
idade (“senil”). A osteoporose secundaria se refere a perda Ossea resultante de quadros
clinicos especificos ou utilizagdo de farmacos conhecidos por reduzir a massa 6ssea. Contudo,
como a osteoporose pos-menopausal tem intima relagdo com a deficiéncia de hormdnios
gonadais, certas condigdes, como osteoporose causada por amenorréia ou tumores secretores
de prolactina, que podem ser legitimamente consideradas como formas de osteoporose
secundaria, eram tratadas como variagcdes da osteoporose primaria (MARCUS, 1996).
Adicionalmente, existe um consenso geral de que sindromes raras de osteoporose juvenil, que

ocorre em criancgas pré-puberes, e osteoporose idiopatica, que ocorre em adultos jovens de
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ambos os sexos, deveriam ser consideradas como uma entidade separada (KASSEM;
MELTON; RIGGS, 1996).

Riggs e Melton (1983) propuseram o termo osteoporose involucional para designar a
osteoporose ocorrida na idade adulta, em ambos os sexos (75% dos casos de osteoporose
primaria). Estes mesmos autores subdividiram a osteoporose involucional em duas sindromes
distintas, a osteoporose tipo I e tipo II. A osteoporose tipo I afeta mulheres dentro de 15 a 20
anos apos a menopausa, ¢ caracterizada por fraturas em sitios contendo grande quantidade de
0sso trabecular, tais como corpo vertebral, antebraco distal (fratura de Colles) e tornozelo.
Neste subtipo de osteoporose involucional, a deficiéncia de hormonios gonadicos leva a um
aumento do furnover 6sseo com reabsor¢do excedendo a formagdo. A osteoporose tipo Il
ocorre em homens ¢ mulheres a partir dos 70 anos de idade, as fraturas podem ocorrer em
0sso trabecular e cortical, sendo a fratura de quadril a mais tipica. A reducdo da massa Ossea
na osteoporose tipo II encontra-se associada a disfun¢des do metabolismo caracteristicas do
envelhecimento (formagdo dssea prejudicada, hiperparatireoidismo secundario, deficiéncias
nutricionais e de vitamina D).

A aumentada morbidade e mortalidade decorrentes da osteoporose e suas complicagdes
impdem um custo de aproximadamente 7 bilhdes de délares/ano para a sociedade australiana,
ou seja, o equivalente a um délar/dia para cada individuo naquele pais (SEEMAN; EISMAN,
2004). Dados epidemioldgicos sobre a incidéncia de osteoporose na populagdo brasileira sao
escassos, contudo, um estudo realizado em 1998 indicou que naquele ano, 94.120 pacientes
sofreram fraturas vertebrais, 37.700 sofreram fraturas femurais e 37.700 sofreram fraturas de
punho. Este mesmo estudo mostra que uma em cada cinco mulheres brasileiras acima de 50
anos de idade tem algum tipo de fratura e relata uma projecdo de fraturas osteopordticas que
pode alcancar o indice de 600.000 fraturas/ano, sendo 400.000 vertebrais e 200.000 femurais

(CARNEIRO, 2001). Embora a osteoporose seja uma patologia sistémica, as fraturas
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vertebrais sdo freqiientemente complicagdes precoces e negligenciadas da doencga, associadas
a dor e invalidez, portanto, podem ser importantes para prever o risco de fraturas futuras
(LIPPUNER, 2003).

Diversas drogas tém sido estudadas como possiveis agentes terapicos para osteoporose. A
eficacia da ferapéutica de reposi¢dao hormonal (HRT) é bem estabelecida. Adicionalmente, a
HRT reduz os sintomas da menopausa e provavelmente, a longo-prazo, diminui a incidéncia
de doengas cardiovasculares. Contudo, efeitos colaterais, como ganho de peso e risco de
cancer sao preocupantes (WIMALAWANSA, 2000).

O raloxifeno ¢ um modulador seletivo dos receptores de estrégeno (SERM) que mimetiza
os efeitos benéficos do estrogeno sem estimular tecidos como mama e endométrio. Estudos
evidenciam que o raloxifeno diminui o risco de fraturas vertebrais em 40% a 55% em
pacientes com osteoporose. Os bifosfonatos (etidronato, alendronato e risedronato) sio
potentes agentes anti-reabsortivos derivados do 4cido pirofosfonico, Estudos randomizados ¢
placebo-controlados revelaram que os bifosfonatos aumentam a massa Ossea vertebral e
femural, além de reduzir o risco de fraturas vertebrais em 30% a 50%. A calcitonina de
salmido tem demonstrado reduzir o risco de fraturas vertebrais, contudo este agente
terapéutico, atualmente, ¢ considerado de segunda linha, tendo em vista que outros agentes
terapicos produzem resultados mais consistentes. Os flavonoides naturais (isoflavona) e semi-
sintéticos (ipriflavona) ndo tém demonstrado efeitos satisfatorios sobre a perda de massa
Ossea e adicionalmente ndo reduzem o risco de fraturas. Uma substancia analoga ao PTH,
contendo os primeiros 34 aminodcidos da molécula (PTH 1-34), parece efetivamente
aumentar a massa 0ssea, bem como reduzir significativamente o risco de fraturas (PINTO

NETO et al., 2002).
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Outros estudos utilizando doadores de oOxido nitrico (NO) e melatonina, em ratos
castrados, tém revelado efeito protetor de tais agentes sobre o tecido Osseo
(BERTONCELLO, 2001; QUEIROZ, 2002).

O fluor é um agente anabolico que tem sido investigado como agente terapéutico para
osteoporose. Em altas doses, o fluoreto estabiliza o cristal mineral dsseo e estimula os
osteoblastos a formar novos ostedides, principalmente no osso trabecular. O osso recém-
formado ¢ radiograficamente mais denso, no entanto, parece ndo ser estruturalmente normal,
visto que, tem elasticidade e forga de tensdo diminuidas (KAPLAN, 1995).

Kleerekoper (1996) relata o efeito dose-dependente do fltor sobre o tecido 6sseo, podendo
ser benéfico, no caso de dosagens limitadas ou prejudicial quando ingerido em grandes
concentragdes. Este mesmo autor ressalta a necessidade de mais estudos sobre a interagao

deste agente terapéutico com a resisténcia dssea.

1.2 Flaor

Consideracoes gerais

O fltor é um elemento quimico, ndo-metalico, altamente reativo, pertencente ao grupo dos
halogénios. E o mais eletronegativo de todos os elementos e pode reagir vigorosamente com a
maioria das substancias oxidaveis. Dado o seu excepcional carater reativo, o flior geralmente
¢ encontrado quimicamente ligado a diversas substancias formando os fluoretos, que fazem
parte da composi¢do das rochas igneas e sedimentares. Estima-se que o flior constitua
aproximadamente 0,06-0,09% do peso das camadas superiores da litosfera. Os minerais
primarios contendo flior mais comuns sdo o fluoreto de calcio (CaF,), cridlitas (NazAlFs) e

fluorapatita (Ca;oF2(PO4)s) (MCDOWELL, 1992).
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A maior fonte de flior para o homem ¢ a 4gua, as rochas contendo flior sofrem agdes
intempéricas e desprendem este mineral para as aguas subterraneas. O flior esta presente na
agua sob a forma de sais de sodio e potassio, sendo que sua concentragdo varia enormemente
de acordo com a localizagdo geografica. Aguas profundas, geotermais e de regides vulcanicas
apresentam altas concentragdes de flior MCDOWELL, 1992).

Os efeitos bioldgicos do fltior, a principio, ficaram confinados a sua toxicidade. Registros
de fluorose, em ruminantes na Islandia, datam do ano 1000, e foram associados a erupgdes
vulcanicas. Em 1931, casos de fluorose cronica endémica em humanos foram relatados em
varias partes do mundo. Gases industriais contendo flior, resultantes do processamento de
bauxita e fosfato de rocha, constituem um perigo a satide das comunidades que vivem
proximas a tais industrias. Em 1942, os primeiros efeitos benéficos do fluor comecaram a
serem explorados, estabelecendo-se uma correlagdo entre a concentracdo deste mineral na
agua de beber e a prevaléncia de caries (MCDOWELL, 1992).

No inicio da década de 60, o fluor foi administrado & pacientes com osteoporose e
demonstrou aumentar a reten¢do de céalcio nestes. Porém, estudos histologicos verificaram que
a formagao dssea aumentada, induzida pelo tratamento com flor, foi seguida por um aumento
da reabsorcdo dssea, formagao excessiva de ostedide e pobre mineralizagdo. Estes resultados
conduziram a um decréscimo no interesse pelo uso clinico do flaor. Estudos posteriores, entre
o final da década de 60 e inicio da década de 70, demonstraram que estes efeitos
desfavoraveis iniciais do tratamento com flior dependiam principalmente de trés fatores: (a)
duracdo do tratamento, (b) uso de suplementos de célcio e (¢) dose do fluoreto administrado.
Otimizacdo da dose e¢ uso de suplementos de céalcio obtiveram melhora significativa dos
resultados histoldgicos. Ja nos anos 90, a terapia com flior sofreu um novo recuo quando
estudos duplo-cegos e placebo-controlados verificaram que pacientes com osteoporose

tratados com fluor, em altas doses, apresentaram um notavel aumento do contetido dsseo
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mineral (BMC) sem qualquer alteracdo da taxa de fraturas vertebrais. Tais resultados podem
indicar que o flior tem uma janela terapéutica estreita ¢ seus efeitos sobre o tecido 6sseo

devem ser investigados em maiores detalhes (ERIKSEN; MELSEN; MOSEKILDE, 1995).

Metabolismo

Ap0s a ingestdo, o fluor ¢ absorvido no trato gastrointestinal via mecanismos passivos. A
absor¢do do fluor esta relacionada principalmente com a solubilidade do sal de fluoreto
ingerido. Fluoretos soluveis, como o fluoreto de sédio (NaF), sdo quase completamente
absorvidos do trato digestivo, enquanto formas de fluoretos menos soluveis ou de liberagao
lenta, como CaF, e fosfato de rocha, sdo pouco absorvidas (MCDOWELL, 1992). Contudo,
fluoretos de liberacao lenta, evitam picos da concentracao sérica de fltior e reduzem a irritagao
gastrointestinal, um efeito colateral comum quando se administra NaF (LIBANATI; LAU;
BAYLINK, 1996).

A absor¢do de fluor ¢ aumentada por acidez gastrica e diminuida por administragdo
concomitante de calcio, magnésio ou aluminio (ERIKSEN; MELSEN; MOSEKILDE, 1995).

A concentragdo plasmatica de flior ¢ mantida dentro de estreitos limites, controlados
principalmente pelos rins e pelo tecido 6sseo. Em humanos, aproximadamente 50% do fluor
absorvido é excretado na urina, do percentual remanescente, 99% ¢ seqiiestrado pelo
esqueleto e pelos dentes. A maioria dos tecidos moles e fluidos corpdéreos ndo acumulam
quantidades significativas de fluor, apenas os tenddes, a aorta e a placenta t€ém demonstrado

acumular tal elemento (MCDOWELL, 1992).
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Efeitos sobre o tecido dsseo

O fluor desloca os ions hidroxila (OH") da apatita dssea, formando fluorapatita. Grynpas e
Cheng (1988), analisando a dissolu¢do de ossos de ratos tratados com dieta normal e dieta
contendo altas quantidades de flior, constataram que a incorporagdo de flior ao tecido 6sseo
reduz a solubilidade dos ossos em solugdes acidas.

Posner et al. (1994), através de estudos de difragdo de raios X em ossos humanos
contendo quantidades variadas de flior, demonstraram que a maior estabilidade da apatita
nesses 0ssos devia-se principalmente a melhora da cristalinidade e substituicao isomorfica do
flior em sua estrutura. Estes mesmos autores verificaram que a melhora da cristalinidade
resulta de um aumento das taxas de crescimento do cristal e de nucleacdo e que o aumento do
conteudo de flior dos ossos foi acompanhado por um aumento do tamanho dos cristais
05s€0s.

O flior também ¢ conhecido por sua acdo mitogénica, promovendo aumento da
proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras dos osteoblastos. Os mecanismos
moleculares pelos quais o fluor aumenta a proliferacdo e diferenciacdo destas células ainda
ndo sdo plenamente entendidos, contudo, duas hipoteses de sua agdo foram propostas (Figura
1).

Em 1989, estudos demonstraram que fatores de crescimento, como fator transformante de
crescimento beta (TGF-3) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I), agiriam sobre
receptores tirosina quinase, promovendo a dimerizacdo e autofosforilagdo destes, levando a
um conseqiiente aumento da fosforilagdo de residuos de tirosina em proteinas sinalizadoras
chaves, como as da via Ras/Raf-1/ERK (responsaveis pela ativagdo de protooncogenes e
fatores de transcri¢do que aumentam a sintese de DNA e a proliferagdo celular). Neste

modelo, o flaor atuaria inibindo a atividade da tirosina fosfatase, permitindo que estas
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proteinas sinalizadoras permanegam fosforiladas por um tempo maior, potenciando a agdo dos
fatores de crescimento e conseqilientemente a proliferacao celular. Ja trabalhos posteriores, de
1994, propuseram que a ativagdo da via Ras/Raf-1/ERK seria mediada por receptores
acoplados a proteina G; e que o fluor teria um papel estimulador deste processo, formando um

complexo com o aluminio (fluoraluminato) (CAVERSAZIO; PALMER; BONJOUR, 1998).

Figura 1- Hipdteses propostas para os mecanismos moleculares de acdo do fluor sobre as
células precursoras dos osteoblastos (CAVERSAZIO; PALMER; BONJOUR, 1998).

Saville (1967) mensurou o conteudo de calcio dos membros anteriores, posteriores e
do esqueleto axial de ratos que ingeriram 2, 5 e 20 ppm de NaF na agua de beber. Este estudo
demonstrou que apenas a dose de 20 ppm foi capaz de aumentar o conteudo de calcio dos
membros anteriores e esqueleto axial.

Beary (1969) constatou um aumento da flexibilidade e reducao da forca de fémures de
ratas, obtidas em teste de flexdo a trés pontos, submetidas a uma dieta com baixo conteudo de

calcio (0,1%), ingerindo 10 e 45 ppm NaF na agua de beber.
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Wolinsky, Simkin e Guggenheim (1972) verificaram uma reducao dos valores dos
parametros biomecanicos do fémur (Stress maximo, Limite e Mddulo de elasticidade), obtidos
através de teste de flexdo a trés pontos, em ratos jovens tratados com 200 ppm de NaF por um
periodo de 2 semanas.

Riggins, Zeman e Moon (1974) observaram um aumento no didmetro da tibia de ratos
tratados com flior (50 e 100 ppm de NaF) que receberam dieta pobre em calcio (0,1%), sendo
tal aumento do diametro Osseo associado a formagdo Ossea periosteal. O mesmo estudo
demonstrou que a dose de 100 ppm NaF reduziu a forca dssea mensurada em teste de torgao.

Em ratas tratadas com 100 ¢ 150 ppm NaF por 90 dias, observou-se um aumento da
densidade mineral e volume 6sseo trabecular das vértebras lombares. Contudo, a qualidade
6ssea mostrou-se menor nos grupos tratados com fluor (SYOGAARD et al., 1995).

Zhang et al. (2000) investigaram o efeito do fluoreto de sddio, na dose de 1,0 mg de
NaF/kg de peso corporal, sobre os parametros histomorfométricos da tibia e vértebras
lombares de ratas ovariectomizadas. Tais autores demonstraram um efeito protetor parcial do
fltor contra a perda de massa Ossea.

Altas concentragdes de flaor (50 mg/L) parecem provocar um ndo-pareamento da
mineralizagcdo Ossea, sendo esse a causa primaria da diminui¢cdo da forca mecéanica dos 0ssos
analisados (TURNER et al., 2001).

Diante destas consideragdes, interessou-nos investigar o efeito do flaor sobre o tecido

6sseo em um espectro mais amplo de dosagens e diferentes periodos de ingestao.
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1.3 Modelo experimental de osteoporose pos-menopausal

Um modelo experimental de osteoporose pds-menopausal in vivo consiste de um animal
no qual a perda de massa dssea, devido a deficiéncia de hormonios ovarianos (natural ou
induzida), pode ser estudada e cujas caracteristicas e seqiliclas assemelhem-se aquelas
encontradas em mulheres pds-menopausadas em um ou mais aspectos. Desta forma, o modelo
experimental de osteoporose pos-menopausal pode ndo reproduzir exatamente as condigdes
humanas, contudo, é util para estudar alguns aspectos desta patologia, além de analisar o
efeito de possiveis agentes terapicos (KALU, 1991).

A utilizacdo de ratas ovariectomizadas (Ovx) como modelo experimental de osteoporose
pos-menopausal ¢ amplamente difundida na literatura (KALU, 1991; FROST; JEE, 1992;
MILLER; BOWMAN; JEE, 1995; THOMPSON et al, 1995; KIMMEL, 1996).
Adicionalmente, outros modelos animais de osteoporose tem sido extensivamente estudados
dentre eles camundongos, aves, coelhos, caes, porcos, ovelhas e primatas (KIMMEL, 1996).

Frost e Jee (1992) evidenciam que, apesar de certas limitacdes, como auséncia de
remodelamento haversiano e fraturas frageis, o rato consiste em um bom modelo para o
estudo da osteoporose humana, visto que os mecanismos responsaveis pelo ganho e perda de
massa 6ssea sdo os mesmos em humanos e ratos, € que o esqueleto de ambas espécies reage
similarmente a influéncias mecanicas, hormonios e drogas. Tais autores ressaltam que a
utilizagdo de ratas Ovx representaria uma reducao de aproximadamente 75% do tempo ¢ 90%
do custo comparados a estudos em caes ou primatas.

Kalu (1991) designou modelo de ratas maduras aquele baseado em ratas sexualmente
maduras de 3 meses de idade. Segundo este autor, os efeitos da ovariectomia no modelo de
ratas maduras manifestam-se em um més ou menos ¢ as caracteristicas da perda 6ssea sdo

muito semelhantes aquelas vistas em mulheres apdés a menopausa (aumento do furnover



Introducdo 14

0sseo, com reabsor¢ao excedendo a formagdo; grande perda de osso trabecular e uma fase

inicial de perda 6ssea rapida seguida por uma fase de perda 6ssea mais lenta).

1.4 Utilizacio de Propriedades biomecéanicas para inferir a Qualidade 6ssea

A qualidade e a massa 6ssea sdo igualmente importantes para manutencao da integridade
esquelética durante o envelhecimento. A for¢a mecanica do osso € provavelmente o pardmetro
mais relevante em relagdo ao risco de fraturas (PENG et al., 1994).

Quando os o0ssos sdo sujeitos a condigdes de carga experimentais ou fisioldgicas, seu
comportamento mecanico ¢ dependente ndo somente da massa do tecido 6sseo, mas também
de sua geometria e arquitetura (EIHORN, 1996).

Sendo assim, faz se necessario avaliar as propriedades biomecanicas Osseas a fim de
inferir a qualidade 6ssea. As propriedades biomecanicas sdo obtidas através de ensaios
especificos, sendo o teste de flexdo a trés pontos em fémur ou tibia e teste de compressdo em
vértebras os mais empregados (ENGESAETER; EKELAND; LANGELAND, 1978;
MOSEKILDE; DANIELSEN; KNUDSEN, 1993; PENG et al., 1994; KATSUMATA et al.,
1995; LEPOLA et al., 1996; IKEDA et al., 2001).

De particular interesse no estudo de doengas metabolicas 6sseas s3o as fraturas do corpo
vertebral. Este tipo de fratura resulta, predominantemente, da acdo de cargas compressivas no
eixo axial. A reducdo da capacidade de suportar carga das vértebras esta relacionada as suas
propriedades materiais e a forma como a estrutura trabecular ¢ modificada pelos processos de

perda 6ssea pos-menopausal ou relacionada ao envelhecimento (EIHORN, 1996).
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Em consideragdo ao que foi apresentado anteriormente, resume-se que:

- A osteoporose ¢ uma doenca multifatorial que acomete principalmente mulheres apos a

menopausa, apresentando graves conseqiiéncias sociais € econdmicas.

- O fluor pode ser um agente terapéutico promissor para a prevencdo da osteoporose.
Contudo, seus efeitos sobre o tecido 6sseo requerem mais estudos, principalmente em relagao

a dosagem e tempo de administragao.

- A rata Ovx é um modelo experimental adequado para o estudo da osteoporose pos-

menopausal humana.

- A correlagdo entre os parametros fisicos, bioquimicos e biomecanicos pode inferir

satisfatoriamente o estado esquelético.

1.5 Objetivo

Estudar os efeitos do flaor sobre o tecido 0sseo de ratas ovariectomizadas, utilizadas como

modelo de osteoporose experimental, por meio da andlise dos parametros biomecanicos,

fisicos e bioquimicos das vértebras lombares.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

O presente estudo utilizou ratas Wistar, com 4 meses de idade no inicio do
experimento e peso corporeo médio de 247 + 7g, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sdo Carlos e mantidas no biotério do Laboratorio de
Neuroendocrinologia/ DCF, em condic¢des de luz e temperatura controlados (10 horas claro
/14 horas escuro, temperatura de 22 + 2° C). Os animais foram alimentados com ragio
comercial (Primor® — célcio 1,5%, fosforo 0,4%, vitamina D3 1500 U.L./ kg, quantidade de
fltor ndo significativa) e 4gua a vontade.

Ao término dos diferentes periodos de tratamento (4, 6 e 8 meses), os animais foram
sacrificados por decapitagdo. A tibia direita e as vértebras foram retiradas e dissecadas de suas
partes moles. A quinta vértebra lombar (Ls) foi isolada tendo como referéncia a articulagdo da
primeira vértebra sacral (S;). Os ossos foram conservados em salina 0,9% a -20° C até o

momento das analises.

2.2 Ovariectomia

As ratas pertencentes aos grupos 3-8 (descritos a seguir) foram ovariectomizadas aos 4

meses de idade, segundo técnica descrita por Zarrow et al. (1964).

2.3 Protocolo experimental

Os animais foram randomicamente distribuidos nos seguintes grupos experimentais:



= Grupo 1: Basal - ratas sacrificadas no inicio do experimento para avaliagao

crescimento corporeo real dos animais, (KALU, 1991);

= QGrupo 2: Ratas Intactas;

= Grupo 3: Ratas ovariectomizadas + 0 ppm de NaF (Ovx);

= Grupo 4: Ratas ovariectomizadas + 20 ppm de NaF (Ovx + 20);
= Grupo 5: Ratas ovariectomizadas + 40 ppm de NaF (Ovx + 40);
= Grupo 6: Ratas ovariectomizadas + 60 ppm de NaF (Ovx + 60);

= Grupo 7: Ratas ovariectomizadas + 80 ppm de NaF (Ovx + 80);

» Grupo 8: Ratas ovariectomizadas + 100 ppm de NaF (Ovx + 100).
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do

Os grupos tratados com fluor receberam as respectivas doses de fluoreto de sodio (NaF)

na agua de beber. O tratamento dos animais iniciou-se 24 horas ap6s a ovariectomia.

Todos os grupos designados acima (exceto o Grupo 1) foram sacrificados em 3 lotes,

correspondendo a periodos crescentes de ingestdo de fluor (4, 6 ¢ 8 meses). A Tabela 1

apresenta o delineamento experimental.

Tabela 1- Grupos e lotes experimentais de acordo com o tratamento ¢ o periodo em que os
animais foram sacrificados.

Lote 4

Lote B

Lote C

Grupo 2
(Inta)

Grupo 3
(Ovx)
Grupo 4
(Ovx+20 ppm NaF)
Grupo 5
(Ovx+40 ppm NaF)
Grupo 6
(Ovx+60 ppm NaF)
Grupo 7
(Ovx+80 ppm NaF)
Grupo 8
(Ovx+100 ppm NaF)

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=4 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=6 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses

intervalo=8 meses
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2.4 Parametros estudados

2.4.1 Propriedades biométricas

Peso corporal

O peso corporal dos animais foi registrado semanalmente a fim de acompanhar o

crescimento € o estado de saude destes.

Altura do corpo vertebral (Ls)

A altura dos corpos vertebrais (h) dos animais foi mensurada com auxilio de um

paquimetro, no momento anterior a realizacao do teste mecanico de compressao das vértebras.

2.4.2 Propriedades bioquimicas

Conteudo de Fluor da tibia direita

As analises quimicas do conteudo de fluor das tibias direitas dos animais foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(FOP) - UNICAMP.

Os ossos foram desidratados em estufa por 24 horas a 90 °C, em seguida foram
triturados e colocados novamente em estufa a 90 °C por mais 24 horas. A extrag¢do do fluor foi
feita com acido cloridrico 0,5 M, apds 1 hora e sob agitacdo suave acrescentou-se 0,5 ml de

TISAB (Tampao acetato 1,0 M pH 5,0 contendo NaCl e ciclohexilenodiaminotetraacético a
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0,4 %). Este tampdo complexante de calcio continha 20 g de NaOH/I para neutralizar o HCI
(CURY, 1984).

Para andlise do contetido de fluor, utilizou-se eletrodo especifico Orion 96-09
acoplado a um analisador de ions Orion EA-940, previamente calibrados com padrdes de

fltor. Determinando-se a concentragdo de flior na amostra e sendo conhecido o peso do osso,

o resultado foi expresso em ppm (ug F/ g de 0sso).

Conteudo de Cdalcio e Fosforo do corpo vertebral (Ls)

Apbs a obtengcdo do material mineral dos corpos vertebrais dos animais (descrita
posteriormente nas propriedades fisicas), estes foram solubilizados com 4cido cloridrico 2N
(1-2 ml). Em seguida, os contetidos de calcio e fosforo foram determinados através de ensaio

colorimétrico, utilizando-se kits comerciais especificos Labtest®.

2.4.3 Propriedades biomecdnicas do corpo vertebral (Ls)

Para realizacdo dos ensaios mecanicos de compressdo das vértebras, os processos
transversos, o processo espinhoso e o arco vertebral foram retirados de modo a obter somente
o corpo vertebral. As extremidades deste corpo foram aplainadas com lixa d’agua (Norton
180) e a porg¢do cranial foi identificada com caneta marcadora.

Os ensaios de compressdo foram realizados em uma maquina universal Instron,
modelo 4444 (Figura 2). Utilizou-se uma célula de carga com capacidade méxima de 100 kgf.
Foi aplicada uma pré-carga de 10 N para estabilizar a vértebra (SAMNEGARD; AKHTER;
RECKER, 2001). A velocidade de aplicagdao de carga, durante o ensaio, foi constante de 2

mm/min no eixo cranio-caudal (MOSEKILDE; DANIELSEN; KNUDSEN, 1993;
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KATSUMATA et al., 1995; IKEDA et al., 2001) até¢ o esmagamento parcial da vértebra (2/3
da altura média do grupo).

Os valores das cargas aplicadas plotados em funcdo das deformagdes foram
registrados pelo software Instron Series IX, produzindo as curvas carga-deformagdo (Figura
3). Estas curvas apresentam duas regides bem distintas, a regido de deformagdo elastica,
correspondendo a fase linear da curva e a regido de deformacgdo plastica, correspondendo a
fase de comportamento variavel, onde ocorrem deformacdes permanentes no tecido Osseo
(TURNER; BURR, 1993). A partir de tais curvas foram determinadas as principais

propriedades biomecanicas explicitadas a seguir:

Carga maxima (N)

Corresponde a maior carga aplicada durante o ensaio.

Energia absorvida na fase elastica (J)

Corresponde a area sob a curva carga-deformacgdo até o limite eldstico (Gltimo ponto

correspondente a fase elastica da curva), obtida através de integragdo numérica, também

conhecida como Resiliéncia.

Tenacidade (MPa)

Corresponde a area total sob a curva carga-deformacdo (regido elastica + regido

plastica), obtida através de integragdo numérica.
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wl@!

Figura 2- Foto da maquina de ensaio universal Instron (modelo 4444), demonstrando um
teste de compressdo em corpo vertebral (Ls) de rato. A, célula de carga ligada a ponte de
extensometria; B, cilindro de aplicacdo de carga; C, corpo vertebral; D, suporte; E, painel de
controle.
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Figura 3- Exemplo de curva carga-deformagdo, mostrando os diversos parametros
biomecanicos: A, limite elastico; B, ponto de carga maxima; R, reta ajustada a fase elastica da
curva; Fj, forca (carga) no limite elastico; D;, deformagdo no limite elastico; F,, forca (carga)
maxima; D, deformag¢do no ponto de forca (carga) maxima.
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2.4.4 Propriedades fisicas do corpo vertebral (Ls)

Os corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos foram mantidos em agua
destilada e colocados no dessecador por 24 horas para retirada de ar dos poros ésseos. Em
seguida obteve-se os pesos imerso (Pi) e umido (Pu). Tal procedimento foi realizado no
momento anterior ao teste mecanico de compressao, visto que, o esmagamento produzido por
este dificulta as pesagens.

Apbs a realizagdo dos ensaios biomecanicos, os corpos vertebrais foram desidratados
em estufa (Funbec) a 100° C por 24 horas para obteng¢do do peso seco (Ps), em seguida, os
ossos foram queimados em mufla a 800° C por 24 horas, obtendo-se o peso das cinzas (Pc).
Todas as medidas foram realizadas em balanca eletronica (Chyo).

Com base nestes dados, o volume o6sseo foi calculado seguindo o principio de
Arquimedes e a partir deste as densidades Ossea e mineral puderam ser encontradas. Além
destes parametros, foram calculados os percentuais 6sseos de agua, material orgénico e

material mineral, segundo as formulas que seguem (MARTIN, 1990):

Volume Osseo (VO) =Py —Pi (cm’)
p

Densidade Ossea = Py (g/ cm’)
VO

Densidade Mineral = Pc (g/ cm’)
VO

Percentual Osseo de Agua = 100 x (Pu—Ps) (%)
Pu
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Percentual Osseo de Material Organico = 100 x (Ps —Pc) (%)
Pu

Percentual Osseo de Material Mineral = 100 x (Pc) (%)
Pu

Onde:
Pu - Peso do osso imido (g)
Pi - Peso do osso imerso (g)
Ps - Peso do osso desidratado (g)
Pc - Peso das cinzas 6sseas (g)

p - Densidade da 4gua (g/cm’)

2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos em cada grupo (Média + EPM), para cada pardmetro analisado,
foram comparados entre si através dos testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney, aplicados pelo software Instat 3.0, adotando o nivel de significancia p<0,05. A

probabilidade do teste obtida em cada comparagdo encontra-se no apéndice.
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Normas técnicas referentes a elaboracao deste trabalho

As referéncias e citagdes, bem como a estrutura geral deste trabalho seguem as normas
da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) — NBR 10520 e NBR 6023 (2002).
As abreviaturas dos titulos das revistas utilizadas nas referéncias estdo de acordo com

0 Web of Science e a obra Serial Sources publicada pelo BIOSIS, 1991.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de fliior, por um periodo de 4

meses, sobre a osteopenia induzida por ovariectomia em ratas.

Propriedades biométricas

A Tabela 2 e a Figura 4 apresentam os valores de peso corporal inicial e final, ganho
de peso corporal e altura do corpo vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Os pesos corporais iniciais dos animais ndo diferiram entre os grupos. O grupo Ovx
apresentou um ganho de peso corporal maior em relagdao ao grupo Intacto. Comparando-se os
grupos de ratas Ovx tratadas com flior com o grupo Intacto, observa-se um aumento do
ganho de peso corporal em todos os grupos; a maioria destes grupos nao foi diferente do
grupo Ovx para este pardmetro, apenas o grupo Ovx+80 ppm de NaF apresentou uma redugao
do ganho de peso corporal quando comparado ao grupo Ovx e aos demais tratamentos.

Ocorreu um aumento da altura do corpo vertebral dos animais pertencentes aos grupos
Intacto, Ovx, Ovx+60 e Ovx+100 ppm de NaF quando estes foram comparados ao grupo
Basal.

Pode-se observar uma redugdo da altura do corpo vertebral das ratas, comparando-se o
grupo Ovx ao grupo Intacto. Todos os grupos Ovx tratados com fliior apresentaram valores

semelhantes aos do grupo Ovx para este parametro.
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Tabela 2- Parimetros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (4 meses de

tratamento).
Grupos Parametros
experimentais  — PC final Ganho de PC Altura Ls
(8) (8) (8) (mm)
Basal (9) 248,0 +3,77 5,24+0,13
Inta (8) 251,8 5,26 289,3 5,63 37,5+ 1,40 6,49+0,11 @
Ovx (10) 241,4 +7,34 315,9+£824*% 7454377 % 596+0,14 @*
Ovx+20 (9) 241,0 +4,75 3162+7,86%  752+433% 549 +£0,27 *
Ovx+40 (7) 257,9 3,57 329,6£391*%  71,7+4,03* 5,69 £0,23 *
Ovx+60 (8) 258,8 + 1,88 3264+550*%  67,6+5,68% 573 +0,14@ *
Ovx+80 (7) 249,3 £5.44 301,1+5,39bc  51,9+4,91 *#abc 5,53 +0,17 *
Ovx+100 (6)  241,8+6,19 311,0+4,69 *b 69,2+ 3,27 *d 583 +0,18 @*

(n) Média =+ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.

500 _

PC inicial

(mm)

PC final

@ g

Altura Ls

140

(9)

70 T *#abc T

Ganho de PC

Il Basal

| Inta
*

@* @ | Ovx
_— Il Ovx+20
I Ovx+40
Ovx+60
Ovx+80
Ovx+100

Figura 4- Parametros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (4 meses de
tratamento). Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60,
80 ppm NaF, respectivamente.
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Propriedades bioquimicas

Conteudo de Fluor da tibia direita

A Figura 5 exibe a relagdo entre a quantidade de flor (ppm) encontrada na tibia
direita dos animais com a dosagem de flior administrada.

Verificou-se uma correlacdo linear entre as varidveis, pois, aumentando a
concentragdo de flaor fornecida aos animais, houve um aumento proporcional da
incorporacdo deste mineral no tecido 6sseo. O indice de correlagao (r) foi 0,9397. Também foi

obtida, através de regressdo linear, a equacgdo representativa da reta, sendo esta y; = 510,98 x

—365,37.
y' =510,98x - 365,37
r' =0,9397

5000 -
T
g
= 2500 -

0

Basal Inta  Ovx Ovx+20 Ovx+40 Ovx+60 Ovx+80 Ovx+100

Figura 5- Relacdo entre o conteido de flior da tibia direita das ratas com as concentragoes de NaF
fornecidas (4 meses de tratamento).

Conteudo de Calcio e Fosforo do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 3 e a Figura 6 apresentam os valores de conteudo de calcio e fosforo dos

corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Observa-se um aumento dos parametros analisados nos grupos Intacto, Ovx+60 e
Ovx+100 ppm de NaF em relacdo ao grupo Basal. Uma reducdo dos contetdos de célcio e
fosforo foi verificada quando se comparou o grupo Ovx com o grupo Intacto.

Os grupos Ovx+60 e Ovx+100 ppm de NaF apresentaram valores maiores de contetdo
de calcio em relagdo ao grupo Ovx, ndo diferindo do grupo Intacto. As demais dosagens nao

apresentaram diferengas para os pardmetros bioquimicos estudados.

Tabela 3— Contetidos de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (4 meses de tratamento).

Grupos Parametros
experimentais Célcio Fosforo
(mg/vért.) (mg/vért.)
Basal (9) 6,55+0,52 3,57+0,21
Inta (8) 9,57 +0,30@ 4,63+ 0,15@
Ovx (10) 7,58 £0,49%* 3,89 £0,23*
Ovx+20(9) 7,11 £0,72* 3,52 £0,30%*
Ovx+40 (7) 8,52 +0,82 3,79 £0,33*
Ovx+60 (8) 8,79 + 0,34@# 425+ 0,17@
Ovx+80 (7) 7,71 £0,43%c 3,67+0,18 *c
Ovx+100 (6) 9,11 £0,51@#a 4,10 £0,28

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, ¢ vs Ovx+20, 60 ppm NaF,
respectivamente.
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Figura 6— Conteudo de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (4 meses de tratamento). Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx;
a, ¢ vs Ovx+20, 60 ppm NaF, respectivamente.

Propriedades biomecanicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 4 e a Figura 7 apresentam os valores dos parametros biomecanicos dos
corpos vertebrais das ratas dos diferentes grupos experimentais, obtidos com o teste de
compressao.

Comparando-se o grupo Intacto ao Basal, verificou-se um aumento da Energia
absorvida na fase elastica. Os resultados também demonstraram que houve redugdo da
Energia absorvida na fase eldstica, quando se comparou o grupo Ovx ao grupo Intacto, bem
como os demais parametros biomecanicos apresentaram-se reduzidos, apesar de nao
significativos.

O tratamento com fliior, nas diferentes concentragdes, durante este periodo de
ingestdo, ndo impediu a redugdo da resisténcia mecanica do tecido 6sseo induzida pela

ovariectomia, de acordo com os parametros biomecanicos estudados.
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Tabela 4 — Pardmetros biomecanicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais

(4 meses de tratamento).

Grupos
. . Parametros
experimentais — - :
Carga maxima E. absorv. Elast. Tenacidade
) 0 (MPa)
Basal (9) 114,5 + 10,1 0,0185 +0,0020 2,92 +£0,31
Inta (8) 125,2 + 13,1 0,0326 + 0,0047@ 2,98 £ 0,46
Ovx (10) 110,4 + 8,3 0,0199 + 0,0027* 2,66 0,29
Ovx+20 (9) 94,6 + 13,8 0,0164 + 0,0024* 2,27 +0,39
Ovx+40 (7) 94,7+ 10,9 0,0148 + 0,0022* 2,45+0,25
Ovx+60 (8) 90,1 £ 6,0* 0,0174 + 0,0020* 2,19+ 0,20
Ovx+80 (7) 77,0 £ 8,5@*# 0,0127 £ 0,0023* 1,85+ 0,21@*
Ovx+100 (6) 86,2 +7,4* 0,0152 £ 0,0028* 2,02+0,11
(n) Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx.
200 0,06 -
160 - |
0,04 - @
120 | @* =
z # -: - *
80 - T 0,02 | * oy i " :
40 | .
0. 0,00 -
Carga méax. E. absorv. elast.
Il Basal
S W Inta
4 | m Ovx
3 I Ovx+20
E Il Ovx+40
s
= 24 Ovx+60
1] Ovx+80
Ovx+100
0 -

Tenacidade

Figura 7- Parametros biomecanicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais
(4 meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx.
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Propriedades fisicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 5 (parte I e II) e as Figuras 8, 9 e 10 apresentam os valores das propriedades
fisicas dos corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Os resultados demonstram que, no grupo Intacto, houve um aumento da maioria dos
parametros fisicos estudados, quando este grupo foi comparado ao Basal. Contudo, a redugdo
contraditoria da densidade mineral, observada no grupo Intacto, pode ser explicada pelo
aumento do volume 6sseo ocorrido neste grupo.

Comparando-se o grupo Ovx com o grupo Intacto, observou-se uma redugdo do peso
imerso, peso tmido, peso seco, peso das cinzas e densidade dssea.

O tratamento com flior, principalmente nas doses de 60, 80 ¢ 100 ppm de NaF,
promoveu um aumento das densidades dssea e mineral, bem como do percentual de material
mineral; e ainda provocou redugdo do percentual 6sseo de dgua, quando estes grupos foram

comparados ao grupo Ovx.

Tabela 5 (parte I)- Parimetros fisicos do
experimentais (4 meses de tratamento).

corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos

Parametros

Grupos Peso imerso Peso timido Peso seco Peso cinzas Volume 6sseo

© () () © (cm’)
Basal (9) 0,016 £ 0,001 0,058 £ 0,003 0,031 £ 0,002 0,021 £ 0,001 0,042 £ 0,002
Inta (8) 0,025+0,00l@ 0,087 £0,003@  0,042£0,00l@ 0,026 +0,00l@ 0,062 £ 0,003@
Ovx (10) 0,019 £0,001* 0,076 £ 0,004@* 0,035 + 0,002* 0,023 £0,001* 0,057 £ 0,003@
Ovx+20(9) 0,018 £ 0,002* 0,069 £ 0,005* 0,033 £ 0,003* 0,021 £ 0,002* 0,051 £ 0,004@*
Ovx+40(7) 0,017 £ 0,002* 0,068 £ 0,005* 0,036 £ 0,003* 0,023 £ 0,002 0,052 £ 0,003@*
Ovx+60 (8) 0,020 +0,001@* 0,072 £ 0,002@* 0,037 £0,001@* 0,024 £ 0,001%# 0,052 + 0,002@*
Ovx+80(7) 0,018 £ 0,001* 0,065 £ 0,003*# 0,033 £ 0,002* 0,021 £0,001*c 0,047 £ 0,002%#
Ovx+100(6) 0,021 +£0,002@ 0,073 £ 0,007 0,038 £ 0,003 0,025 £ 0,002 0,052 £ 0,005

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; ¢ vs Ovx+60 ppm NaF.
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Tabela 5 (parte II)- Parimetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (4 meses de tratamento).

Parametros

Grupos Dens. 6ssea Dens. mineral %Agua %Mat. organico % Mat. mineral

(g/em’) (g/cm’)
Basal (9) 1,38 £0,021 0,49 £ 0,017 46,62 £ 0,96 17,55 £ 0,86 35,83 £1,19
Inta (8) 1,40 £0,010 0,43 +0,012@ 52,18+0,71@ 17,44 £ 0,33 30,38 £ 0,68@
Ovx (10) 1,32 £0,009@* 0,39 +0,010@ 53,69 £ 0,68@ 16,59 £ 0,39 29,72 £ 0,59@
Ovx+20(9) 1,34 +0,014* 0,41+0,012@ 52,89+ 0,95@ 16,33 £ 0,40 30,79+ 0,79@
Ovx+40 (7) 1,31 +0,028* 0,45 £0,018# 47,19+ 1,43*#a 18,89+ 1,07a 33,93 £ 1,14%#a
Ovx+60 (8) 1,38 £0,015#b 0,47 £0,014*#a 49,08 £0,90*#a 17,09 £0,27 33,84 £ 0,74*#a
Ovx+80(7) 1,38 +£0,010#a 0,45 + 0,009#a 49,88 +0,78@#a 17,58 £0,37 32,55 £ 0,50@*#

Ovx+100(6) 1,41 £0,013#ab 0,49 £ 0,012*#ad

47,04 £ 1,04*#a 18,18 £ 0,63#a 34,78 £ 0,68*#ad

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, d vs Ovx+20, 40, 80 ppm NaF,
respectivamente.

0,050 -
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Q 0’05 i @ « @* T
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Peso seco Peso cinzas
Inta Ovx Ovx+20 Ovx+40 Ovx+60 Ovx+80 Ovx+100
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Figura 8- Parimetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (4
meses de tratamento). Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; ¢ vs Ovx+60 ppm

NaF.
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Figura 9- Parametros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (4
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, d vs Ovx+20,
40, 80 ppm NaF, respectivamente.
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Figura 10- Pardmetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (4
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, d vs Ovx+20, 80
ppm NaF, respectivamente.
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3.2 Efeito do tratamento com diferentes concentracées de flior, por um periodo de 6

meses, sobre a osteopenia induzida por ovariectomia em ratas.

Propriedades biométricas

A Tabela 6 e a Figura 11 apresentam os valores de peso corporal inicial e final, ganho
de peso corporal e altura do corpo vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Os pesos corporais iniciais dos animais ndo diferiram entre os grupos. O ganho de
peso corporal do grupo Ovx mostrou-se maior, apesar de ndo significativo, quando
comparado ao grupo Intacto. Os grupos Ovx tratados com fltor, exceto a dose de 20 ppm de
NaF, apresentaram um aumento do ganho de peso corporal em relagdo ao grupo Intacto e ndo
foram diferentes do grupo Ovx para este parametro.

A altura do corpo vertebral foi maior nos grupos Ovx, Ovx+20, Ovx+60 ¢ Ovx+100
ppm de NaF, quando comparados ao grupo Basal. Pode-se observar que, surpreendentemente,
o grupo Ovx evidenciou um aumento do parametro em questdo, quando foi comparado ao
grupo Intacto. Os grupos tratados com fluor, com exce¢do do grupo Ovx+60 ppm de NaF,

apresentaram resultados semelhantes aqueles encontrados no grupo Intacto.
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Tabela 6- Parametros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (6 meses de
tratamento).
Grupos

Parametros

experimentais PC inicial PC final Ganho de peso Altura vért.

(2 (2) (2) (mm)
Basal (9) 248,0 +3,77 5,24+0,13
Inta (7) 240,1 £4,39 306,9 £ 3,73 66,7 3,12 5,09 £0,32
Ovx (8) 237,9 £3,22 316,1 £5,59 78,3 £5,53 6,12 £ 0,24@*
Ovx+20 (9) 248,4 + 4,48 316,2 £ 8,09 67,8 £5,78 5,87+ 0,20@
Ovx+40 (6) 255,8 £ 6,65 336,8 £ 9,09* 81,0 £ 5,39* 5,62 £0,18
Ovx+60 (8) 253,1+£3,17 333,51+ 4,42%# 80,4 £2,67* 5,89 £ 0,10@*
Ovx+80 (7) 236,9 £ 2,57 327,3 £ 6,87* 90,4 £ 5,52*a 4,98+ 0,23#ac
Ovx+100 (7) 243,1 £ 3,81 329,7 £5,52* 86,6 + 4,88%a 5,81+ 0,13@d

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, c, d vs Ovx+20, 60, 80 ppm NaF,
respectivamente.
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Figura 11- Parametros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (6 meses de
tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, ¢, d vs Ovx+20, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.
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Propriedades bioquimicas

Contetdo de Fluor da tibia direita

A Figura 12 mostra a relacdo entre a quantidade de fltior (ppm) encontrada na tibia
direita dos animais com a dose de fluor administrada, durante 6 meses de tratamento.

Verificou-se que as varidveis apresentaram uma relacdo linear entre si, pois com o
aumento da dose de fluor fornecida aos animais, ocorreu um aumento proporcional da
quantidade de flior (ppm) encontrada na tibia direita dos mesmos. O indice de correlagdo (r)

foi 0,9524 e a equagdo representativa da reta, obtida por regressdo linear, y, = 508,63 x —

202,34.
y?=508,63x -
20234 0,9524

500 1
0
= ]
g
~ 2500

0

Rasal Inta Ovx Ovx+20 Ovx+40 Ovx+60 Ovx+80 Ovx+100

Figura 12 - Relagdo entre o conteudo de fluor da tibia direita das ratas com as concentragdes de NaF
fornecidas (6 meses de tratamento).

Conteudo de Calcio e Fosforo do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 7 e a Figura 13 apresentam os valores de conteudo de calcio e fosforo dos

corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Os grupos Ovx+20, Ovx+40 e Ovx+60 ppm de NaF demonstraram um aumento do
conteudo de calcio do corpo vertebral em relagdo ao grupo Basal, sendo que, nos dois tltimos
grupos, observou-se conjuntamente um aumento significativo do contetido de fésforo da
vértebra.

O grupo Ovx, quando comparado ao grupo Intacto, apresentou resultados reduzidos
dos conteudos de célcio e fosforo 0sseos, todavia tais resultados nao foram significativos.

O tratamento com flior na dose de 60 ppm de NaF promoveu um aumento do
conteudo de calcio da vértebra, quando comparado ao grupo Ovx; ja em relagdo ao conteudo
de fosforo dsseo, todos as doses, exceto 80 ppm de NaF, preveniram a reducdo deste

parametro induzida pela ovariectomia.

Tabela 7— Contetdos de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (6 meses de tratamento).

Grupos Parametros
experimentais Calcio Fosforo
(mg/vért.) (mg/vért.)
Basal (9) 6,55+ 0,52 3,57+0,21
Inta (7) 7,78 £0,71 3,57+0,32
Ovx (8) 6,94 + 0,33 3,34 +£ 0,15
Ovx+20(9) 8,20+ 0,48@ 3,83 £0,18#
Ovx+40 (6) 8,30+ 0,58@ 4,37 £ 0,24@#
Ovx+60 (8) 9,13+ 0,57@# 4,71 £ 0,28@*#a
Ovx+80(7) 6,32 +0,28abc 3,27 £ 0,11abc
Ovx+100 (7) 8,02 +0,45d 4,15+0,22#d

(n) Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.
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Figura 13— Contetido de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (6 meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a,
b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.

Propriedades biomecanicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 8 ¢ a Figura 14 apresentam os valores dos parametros biomecanicos dos
corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais, obtidos com o teste de
compressao.

O grupo Intacto ndo foi diferente do grupo Basal para todos os pardmetros
biomecanicos analisados.

O grupo Ovx mostrou uma reducdo dos valores dos parametros carga maxima e
tenacidade, quando comparado aos grupos Intacto e Basal. A suplementacdo com fliior, nas
doses de 20 ¢ 40 ppm de NaF, promoveu um aumento significativo da carga maxima e

tenacidade, quando tais grupos foram comparados ao grupo Ovx.
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Tabela 8— Parametros biomecanicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais
(6 meses de tratamento).

Grupos
. . Pardmetros

experimentais — - :

Carga maxima E. absorv. Elast. Tenacidade

) ) (MPa)

Basal (9) 114,5 £ 10,1 0,0185 £ 0,0020 2,92 £0,31
Inta (7) 119,5+£6,3 0,0252 £ 0,0035 2,45+0,19
Ovx (8) 71,9 £ 8, 4@* 0,0147 £ 0,0032 1,52 £ 0,25@*
Ovx+20 (9) 106,2 + 7,4# 0,0231 £ 0,0012@# 2,41 £0,26#
Ovx+40 (6) 107,2 £ 6,9# 0,0199 £0,0017 2,58 £0,18#
Ovx+60 (8) 88,2 + 7.4@* 0,0182 £ 0,0031 2,27 +£0,18#
Ovx+80 (7) 73,3 £2,7@*ab 0,0118 £0,0008@*ab 1,40 £ 0,16@*abc
Ovx+100 (7) 84,0 + 4,1@*ab 0,0151 £0,0011*a 2,02 £0,15bd

(n) Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, c, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.
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Figura 14- Parametros biomecanicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais
(6 meses de tratamento). Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * wvs Intacto;
#vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.
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Propriedades fisicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 9 (parte I e II) e as Figuras 15, 16 e 17 apresentam os valores das
propriedades fisicas dos corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.

O grupo Intacto ndo apresentou diferenga em nenhum dos parametros fisicos
mensurados, quando foi comparado ao grupo Basal. O grupo Ovx exibiu um aumento do peso
umido, volume oOsseo e percentual Osseo de agua em relagdo ao grupo Basal; em
contrapartida, apresentou uma redu¢do da densidade mineral e percentual de material mineral,
quando comparado a este grupo.

Comparando-se o grupo Ovx ao grupo Intacto, pdde-se observar aumento do volume
6sseo ¢ uma reducdo das densidades dssea e mineral, do percentual de material mineral e
aumento compensatorio do percentual 6sseo de agua.

Os grupos Ovx+40 e Ovx+60 ppm de NaF apresentaram um aumento do peso imerso,
peso seco, peso das cinzas, densidade Ossea, densidade mineral e percentuais de material
organico ¢ mineral e redugdo do percentual 6sseo de dgua em relagdo ao grupo Ovx. Ressalta-
se que o grupo Ovx+60 ppm de NaF exibiu um aumento do peso imerso, peso umido, peso

seco e volume 6sseo, quando foi comparado ao grupo Intacto.
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Tabela 9 (parte I)- Parimetros fisicos

experimentais (6 meses de tratamento).

do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos

Parametros

Grupos Peso imerso Peso timido Peso seco Peso cinzas Volume dsseo

(© () () © (cm’)
Basal (9) 0,016 £ 0,001 0,058 £ 0,003 0,031 £ 0,002 0,021 £ 0,001 0,042 £ 0,002
Inta (7) 0,018 £ 0,002 0,061 £ 0,007 0,032 £ 0,003 0,021 £ 0,002 0,043 + 0,005
Ovx (8) 0,018 £ 0,001 0,076 = 0,004@ 0,034 £ 0,002 0,021 £ 0,001 0,057 £ 0,003@*
Ovx+20 (9) 0,020 £ 0,001@ 0,078 = 0,005@ 0,037 £ 0,002 0,023 £ 0,001 0,057 £ 0,004@*
Ovx+40 (6) 0,022 £ 0,001 @# 0,079 £ 0,003@ 0,039 £ 0,002@# 0,025 £ 0,001@# 0,057 £0,002@
Ovx+60 (8) 0,024 £0,001@*# 0,085 + 0,004@* 0.042 £ 0,002@*# 0,026 £ 0,002@# 0,061 £ 0,003@*
Ovx+80(7) 0,015+ 0,0004#abc 0,059 +0,003#abc 0,029 + 0,001#abc 0,018 £ 0,001abc 0,044 +0,003#abc
Ovx+100 (7) 0,019 £0,001@cd 0,075 £ 0,003@d 0,036 £ 0,002d 0,023 £ 0,001d 0,055 £ 0,002@d

(n) Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, c, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.

Tabela 9 (parte II)- Parimetros fisicos do

experimentais (6 meses de tratamento).

corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos

Parametros

Grupos Dens. dssea Dens. mineral %Agua %Mat. organico % Mat. mineral

(g/em’) (g/em’)
Basal (9) 1,38 + 0,021 0,49 +£0,017 46,62 + 0,96 17,55+ 0,86 35,83+ 1,19
Inta (7) 1,42 £ 0,017 0,50+ 0,017 47,12 £0,80 17,72 £ 0,35 35,16 £0,92
Ovx (8) 1,32 £0,0178* 0,36+ 0,011 @* 55,73 £ 0,83@* 17,03 £ 0,52 27,24+ 0,53@*
Ovx+20(9) 1,36 £0,014* 0,41 £0,009@*# 52,89 £043@*# 16,93 £0,61 30,18 + 0,54@*#
Ovx+40(6) 1,38 +0,012# 0,44 £0,010@*# 50,36 + 1,47#a 17,95 + 1,19# 31,69 + 0,56@*#
Ovx+60 (8) 1,39 £0,011# 0,43+£0,013@*# 51,24+£0,70@*#a 18,21 £ 0,34# 30,55 £ 0,79@*#
Ovx+80(7)  1,34+0,011%c 0,42+ 0,013@*# 50,73 1,07@*# 17,94 £ 0,67 31,34+ 0,77@*#
Ovx+100 (7) 1,35 £ 0,001*c 041+£0,013@*#* 51,27+ 1,23@*# 18,16 0,47 30,58 + 0,90@*#

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, ¢ vs Ovx+20, 60 ppm NaF,
respectivamente.
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Figura 15- Pardmetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (6
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20,
40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.
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Figura 16- Pardmetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (6
meses de tratamento). Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20,
40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.
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Figura 17- Parametros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (6
meses de tratamento). Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a vs Ovx+20 ppm
NaF.
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3.3 Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de flior, por um periodo de 8

meses, sobre a osteopenia induzida por ovariectomia em ratas.

Propriedades biométricas

A Tabela 10 e a Figura 18 exibem os valores de peso corporal inicial e final, ganho de
peso corporal e altura do corpo vertebral dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Os pesos corporais iniciais dos animais ndo diferiram entre os grupos. Comparando-se
o grupo Ovx com o grupo Intacto, observou-se um aumento do ganho de peso corporal das
ratas ovariectomizadas.

Os grupos tratados com fluor, nas doses de 20, 80 e 100 ppm de NaF exibiram um
aumento deste parametro em relagdo ao grupo Intacto, sendo que as duas ultimas doses
promoveram um ganho de peso corporal superior aquele observado para o grupo Ovx. Os
grupos Ovx+40 e Ovx+60 ppm de NaF apresentaram valores aumentados de ganho de peso
corporal em relagdo ao grupo Intacto, porém, estes ndo foram significativos.

A altura do corpo vertebral dos animais pertencentes aos grupos Intacto, Ovx+80 e
Ovx+100 ppm de NaF apresentou-se maior, quando estes foram comparados ao grupo Basal.
Ocorreu uma reducdo da altura do corpo vertebral dos animais do grupo Ovx em relagdo ao
grupo Intacto.

Os grupos Ovx+20, Ovx+40 e Ovx+60 ppm de NaF apresentaram redugo da altura do
corpo vertebral dos animais, quando foram comparados ao grupo Intacto; ndo diferindo do
grupo Ovx. Os grupos Ovx+80 e Ovx+100 ppm de NaF ndo foram diferentes do grupo Intacto

para o parametro em questao.
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Tabela 10- Pardmetros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (8 meses de

tratamento).

Grupos Parametros

experimentais PC inicial PC final Ganho de peso Altura vért.

(2 (2 (2 (mm)

Basal (9) 248,0 +3,77 5,24+ 0,13

Inta (10) 250,4 £ 4,49 312,5+£7,32 62,1 £4,19 6,19+ 0,12@
Ovx (8) 251,3 £ 6,03 328,4 +£3,31 77,1 £3,53* 5,16 £0,23*
Ovx+20 (7) 259,4 +£2.32 3424 £5,11* 83,0 +4,53* 5,23 £0,15%*
Ovx+40 (10) 245,4 +£ 4,30 318,2+8,15a 72,8 £5,12 5,53 +0,19*
Ovx+60 (8) 243,1 £2,82 314,6 £ 5,71a 71,5 £ 3,86 5,26 £0,27*
Ovx+80 (6) 238,2 £ 6,64 337,2+6,91*c 99,0 £ 5,47*#bc 6,23 + 0,16@#abc
Ovx+100 (6) 239,7 + 3,66 336,5 £5,63 96,8 £ 6,57*#bc 5,73+ 0,17@a

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢ vs Ovx+20, 40, 60 ppm NaF,
respectivamente.
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Figura 18- Parametros biométricos das ratas dos diferentes grupos experimentais (8 meses de
tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢ vs Ovx+20, 40, 60 ppm
NaF, respectivamente.
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Propriedades bioquimicas

Contetdo de Fluor da tibia direita

A Figura 19 mostra a relacdo entre a quantidade de flior (ppm) encontrada na tibia
direita dos animais com as concentragoes de flior administradas.

Observou-se uma relagdo linear entre as varidveis, pois, aumentando a concentragao de
fluor fornecida aos animais, ocorreu um aumento proporcional da quantidade deste mineral
mensurada no tecido 6sseo. O indice de correlagdo (r) foi 0,9588. Também foi obtida, através

de regressao linear, a equagao representativa da reta, y3 = 507,77 x — 228, 74.

y>=507,77x - 228,74

r’=0,9588
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Figura 19- Relagdo entre o contetido de fluor da tibia direita das ratas com as concentragdes de NaF
fornecidas (8 meses de tratamento).

Conteudo de Calcio e Fosforo de corpo vertebral (Ls)

A Tabela 11 e a Figura 20 apresentam os valores de conteudo de calcio e fosforo dos

corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Estes dados mostram que o grupo Intacto apresentou um aumento dos conteudos de
calcio e fosforo do corpo vertebral em relagdo ao grupo Basal. O grupo Ovx evidenciou uma
reducdo destes parametros bioquimicos, quando comparado ao grupo Intacto.

Os grupos de animais que receberam as dosagens de 20, 80 ¢ 100 ppm de NaF,
exibiram valores aumentados de conteudo de calcio do corpo vertebral em relagdo ao grupo
Ovx, contudo tais resultados ndo foram significativos. Com relagdo ao conteudo de fosforo

0sseo, ndo houve diferenga entre os grupos tratados com flor e o grupo Ovx.

Tabela 11- Conteudos de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (8 meses de tratamento).

Grupos Parametros
experimentais Célcio Fosforo
(mg/vért.) (mg/vért.)
Basal (9) 6,55 +0,52 3,57+£0,21
Inta (10) 9,55+ 0,55@ 4,89+ 0,27@
Ovx (8) 7,72 £ 0,70 * 3,78 £0,38%*
Ovx+20(7) 8,52+ 0,48@ 4,18 +£ 0,24
Ovx+40 (10) 7,44 £0,52* 3,78 £0,23*
Ovx+60 (8)  7,84+0,75 3,77 £0,27*
Ovx+80(6) 9,41 +0,89@ 4,41+0,41
Ovx+100 (6) 8,57 +0,60@ 3,94 £ 0,25%

(n) Média = EPM. p<0,05: @ vs. Basal; * vs Intacto.
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Figura 20— Contetdo de Calcio e Fosforo do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (8 meses de tratamento). Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto.

Propriedades biomecanicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 12 e a Figura 21 apresentam os valores dos pardmetros biomecanicos dos
corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Quando comparado ao grupo Basal, o grupo Intacto apresentou valores maiores,
apesar de nao significativos, em todos os parametros biomecanicos analisados. O grupo Ovx
exibiu uma redugdo dos valores de carga maxima, energia absorvida na fase elastica e
tenacidade, comparado ao grupo Intacto; esta reducdo apesar de ndo ter sido significante,
evidencia o efeito deletério da ovariectomia sobre a resisténcia mecanica dos 0ssos.

Apenas a dose de 20 ppm de NaF provocou uma tendéncia a valores maiores de carga
maxima e energia absorvida na fase elastica. Os grupos Ovx+80 e Ovx+100 ppm de NaF nao
diferiram do grupo Ovx para todos os parametros biomecéanicos estudados. As doses de 40 e
60 ppm de NaF promoveram reducdo da carga maxima e tenacidade em relagdo ao grupo

Ovx.



Resultados 52

Tabela 12— Pardmetros biomecénicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais

(8 meses de tratamento).

Grupos
. . Parametros
experimentais — - :
Carga maxima E. absorv. Elast. Tenacidade
N) ) (MPa)
Basal (9) 114,5+ 10,1 0,0185 +0,0020 2,92 +£0,31
Inta (10) 1439+ 11,5 0,0287 + 0,0044 3,51+£0,32
Ovx (8) 127,2 £ 16,8 0,0203 + 0,0045 2,95 +£0,52
Ovx+20 (7) 130,4+7,9 0,0293 £ 0,0044@ 2,62 £0,30
Ovx+40 (10) 71,9 £ 7,6@*#a 0,0130 + 0,0026@*a 1,65 £ 0,17@*#a
Ovx+60 (8) 82,2 £ 7,4@*#a 0,0118 £ 0,0016@*a 1,64 £ 0,15@*#a
Ovx+80 (6) 94,3 £ 10,5*%a 0,0147 £ 0,0019*a 2,14+ 0,16*b
Ovx+100 (6) 103,5 £ 7,3*b 0,0139 + 0,0006@*a 2,01 £0,16@*
(n) Média = EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b vs Ovx+20, 40 ppm NaF,
respectivamente.
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Figura 21- Parametros biomecanicos do corpo vertebral das ratas animais dos diferentes grupos
experimentais (8 meses de tratamento). Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx;
a, b vs Ovx+20, 40 ppm NaF, respectivamente.
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Propriedades fisicas do corpo vertebral (Ls)

A Tabela 13 (parte I e II) e as Figuras 22, 23 e 24 apresentam os valores das
propriedades fisicas dos corpos vertebrais dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Quando comparado ao grupo Basal, o grupo Intacto exibiu um aumento do peso
umido, peso seco, peso das cinzas e volume 0sseo. Este aumento do volume 6sseo levou a
reducdo das densidades 0ssea e mineral observada neste grupo.

O grupo Ovx obteve uma redugdo do peso das cinzas, comparado ao grupo Intacto, e
evidenciou valores menores dos demais parametros fisicos (exceto percentuais 6sseos de dgua
e de material organico), porém essa redugdo ndo foi significativa.

Comparando-se os grupos que receberam as diferentes doses de flior com o grupo
Ovzx, verifica-se que as maiores concentragdes (60, 80 e 100 ppm de NaF) aumentaram alguns
parametros fisicos, especialmente o peso imerso, densidades dssea e mineral e percentual de

material mineral.

Tabela 13 (parte I)- Pardmetros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos
experimentais (8 meses de tratamento).

Parametros

Grupos Peso imerso Peso (imido Peso seco Peso cinzas Volume 6sseo

(@) (@) (@) ) (cm?’)
Basal (9) 0,016 £ 0,001 0,058 £ 0,003 0,031 £ 0,002 0,021 £ 0,001 0,042 £+ 0,002
Inta (10) 0,019 £ 0,001 0,083 £0,004@ 0,042 +£0,002@ 0,027 £ 0,001@ 0,064 = 0,002@
Ovx (8) 0,013£ 0,002 0,067 £ 0,007 0,034 £ 0,003 0,021 £ 0,002* 0,055 £ 0,005@
Ovx+20(7) 0,015 +0,001 0,072 £0,004@ 0,036 £ 0,002 0,023 £ 0,001 0,057 £ 0,003@
Ovx+40 (10) 0,018 £ 0,001 0,072 £ 0,004@ 0,035 £ 0,002* 0,021 £0,001* 0,054 + 0,003@*
Ovx+60 (8) 0,019 £0,001#a 0,067 £ 0,002@* 0,032 £0,001* 0,021 £0,001* 0,048 £ 0,002@*a
Ovx+80 (6) 0,024 £ 0,001@*#abc 0,083 £ 0,004@c 0,041 £0,003@c 0,027 £0,001 @bc 0,060 + 0,003@c
Ovx+100 (6) 0,018 + 0,002 0,067 £ 0,005* 0,037 £ 0,002 0,023 £ 0,002 0,049 + 0,003*d

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.
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Tabela 13 (parte II)- Paridmetros fisicos do
experimentais (8 meses de tratamento).

corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos

Parametros

Grupos Dens. 0ssea Dens. mineral %Agua %Mat. % Mat.

(g/em’) (g/em’) organico mineral
Basal (9) 1,38 £ 0,021 0,493 £ 0,017 46,62 + 0,96 17,55 £ 0,86 35,83 £1,19
Inta (10) 1,29 £0,013@ 0,415+ 0,010@ 48,65+ 0,41 19,11 £ 0,47 32,32+ 0,48@
Ovx (8) 1,22 £ 0,026@ 0,379+ 0,014@ 49,33 £ 1,51 19,72 £0,75 30,95+ 0,96@
Ovx+20(7) 1,26 £0,009@ 0,408 £ 0,013@ 49,39+ 0,97@ 18,26 £ 0,33 32,35+ 0,85@
Ovx+40 (10) 1,34 +£0,016%#a 0,393 + 0,009@ 51,65 £ 0,81@* 18,99 £ 0,58 29,36 £ 0,46@*a
Ovx+60 (8) 1,39 +£0,011*#ab 0,428 £ 0,011@#b 51,94 £ 1,02@* 17,17 £0,73 30,90 £ 0,77@
Ovx+80 (6) 1,40 +0,012*#ab 0,450 + 0,013*#b 50,30 £ 0,92@ 17,46 £ 0,68 32,23 + 0,64@b
Ovx+100 (6) 1,38 +0,023*#a 0,483 £0,010*#abcd 44,85+ 1,57*abcd 19,99 £ 0,93¢c 35,16 £ 0,69*#abcd

(n) Média + EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20, 40, 60, 80 ppm
NaF, respectivamente.
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Figura 22— Parametros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (8
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢ vs Ovx+20,
40, 60 ppm NaF, respectivamente.
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Figura 23— Parametros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (8
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20,
40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.
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Figura 24- Parametros fisicos do corpo vertebral das ratas dos diferentes grupos experimentais (8
meses de tratamento). Média £ EPM. p<0,05: @ vs Basal; * vs Intacto; # vs Ovx; a, b, ¢, d vs Ovx+20,
40, 60, 80 ppm NaF, respectivamente.
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4 DISCUSSOES

4.1 Parametros biométricos

Neste trabalho observou-se que as ratas dos grupos ovariectomizados (Ovx) apresentaram
um aumento do ganho de peso corporal quando comparadas as ratas intactas do mesmo
periodo. Este efeito da ovariectomia sobre o ganho de peso corpéreo dos animais foi relatado
por outros autores (MOSEKILDE; DANIELSEN; KNUDSEN, 1993; PENG et al., 1994;
MILLER; BOWMAN; JEE, 1995; THOMPSON et al.,, 1995; JIANG et al., 1996;
GIAVARESI et al., 2001).

Thompson et al. (1995) demonstraram que o ganho de peso corporal acentuado em ratas
Ovx ¢ devido a um aumento da quantidade de gordura corporea, sem qualquer alteragdo da
massa magra destes animais. Miller, Bowman e Jee (1995) ressaltam que este aumento do
ganho de peso corporal poderia ser um mecanismo de compensar a perda ¢ssea induzida pela
ovariectomia, aumentando o estresse mecanico sobre 0s 0ssos.

De modo geral, o tratamento com flior ndo teve influéncia sobre o ganho de peso corporal
dos animais, concordando com os resultados obtidos por Beary (1969), Marie e Hott (1986) e
S@igaard et al. (1995). Contudo, alguns grupos (Ovx+80 ppm - 4m; Ovx+80, 100 ppm - 8m)
apresentaram resultados discordantes com relacdo a este parametro. Wolinsky, Simkin e
Guggenheim (1972) verificaram um marcante decréscimo do ganho de peso corporeo de ratos
tratados com alta dose de flior (200 ppm) e associaram tal resultado a uma redug¢dao do
consumo de alimento. Cheng, Huang ¢ Low (1994) também observaram um ganho de peso
corporal diminuido em ratas tratadas com 4 mmol/L de NaF, por um periodo de 4 meses.

Os grupos intactos dos periodos de 4 e 8 meses de tratamento exibiram um aumento da

altura dos corpos vertebrais quando foram comparados ao grupo Basal, indicando que houve
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crescimento dos animais em tais grupos. Surpreendentemente, este aumento da altura do
corpo vertebral ndo se verificou nos animais do grupo Intacto do periodo de 6 meses de
tratamento. Segundo Kalu (1991), em ratos sexualmente maduros, o crescimento dsseo ¢
consideravelmente mais lento, mas ndo cessa, portanto, faz-se necessaria a inclusdo de um
grupo de animais sacrificados no inicio do experimento para servir como controle Basal,
evitando interpretagdes erroneas dos resultados.

Os grupos Ovx dos periodos experimentais de 4 ¢ 8§ meses evidenciaram uma redugdo da
altura do corpo vertebral em relagdo ao grupo Intacto, contrastando com os resultados obtidos
por Katsumata et al. (1995) e Ikeda et al. (2001) que ndo verificaram diferenca entre os

grupos Ovx e Intacto para este parametro.

4.2 Parametros bioquimicos

Conteudo de fluor da tibia direita

Apesar de ndo ter sido mensurada a quantidade de dgua fluoretada ingerida pelos animais,
a incorporagdo do fltior administrado pode ser verificada determinando-se o conteudo deste
mineral presente no tecido 6sseo dos animais.

O conteudo de flior encontrado nas tibias das ratas dos grupos Basal, Intacto ¢ Ovx, nos
diferentes periodos experimentais, ¢ conseqiiéncia das quantidades minimas deste mineral
existentes na agua de torneira e na ra¢ao fornecida.

Observou-se uma rela¢do linear entre as doses de flaor fornecidas as ratas e as
concentragdes deste elemento encontradas na tibia direita das mesmas, em todos os periodos
de tratamento. Autores como Modrowski et al. (1992), S@gaard et al. (1995) e Turner et al.

(1996) também observaram esse efeito acumulativo do fluor em ossos de ratas.
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A retengdo esquelética de flaor € proporcional a quantidade ingerida, ¢ a taxa de
incorporagao de flior nos ossos diminui com o tempo de tratamento. Ainda, verifica-se uma
grande variagdo do contetido de fluor de diferentes ossos e de areas diferentes dentro de um
osso longo (SUTTIE, 1980).

S@gaard et al. (1997) analisaram o conteudo de flior de diferentes compartimentos
0sseos — o0sso cortical, colo femoral e corpo vertebral — em ratas submetidas ao tratamento
com doses diferentes de flaor (1,0 e 10,0 mg/kg.dia) e observaram que as vértebras
incorporaram quantidades maiores de flior quando comparadas aos outros compartimentos
Osseos analisados, em ambas dosagens. Segundo estes autores, a incorporagdo de fliior ao
esqueleto ¢ dependente das superficies de remodelamento, sendo assim, sitios 6sseos ricos em
0sso trabecular, que apresenta uma alta taxa de remodelamento, acumulariam maiores

quantidades de fltor.

Conteudo de cdlcio e fosforo do corpo vertebral

Os animais dos grupos intactos dos periodos de 4 ¢ 8 meses de tratamento exibiram um
aumento dos parametros bioquimicos 6sseos quando comparados aos animais do grupo Basal.

A ovariectomia promoveu uma diminui¢do dos contetdos de célcio e fosforo 6sseos, em
todos os periodos de tratamento, este resultado esta de acordo com os trabalhos de Modrowski
et al. 1992 e Giavaresi et al. 2001.

O tratamento com flior, na maioria dos grupos, aumentou a retenc¢ao de calcio nos corpos
vertebrais, protegendo o tecido désseo contra os efeitos danosos da ovariectomia. Saville
(1967) verificou um aumento da concentragdo de calcio mensurada no esqueleto axial de ratos

ingerindo agua fluoretada (20 ppm). Adicionalmente, este efeito protetor do flior sobre os
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parametros bioquimicos 6sseos também foi observado por outros autores (MODROWSKI et
al. 1992; GIAVARESI et al. 2001).

Todavia, alguns estudos ndo demonstram nenhum efeito do flior sobre o conteudo de
calcio dos ossos (DESHMUKH; MERANGER; SHAH, 1970; JIANG et al., 1996;

GRYNPAS et al., 1996).

4.3 Parametros fisicos e biomecanicos do corpo vertebral

Correlacionando-se os parametros fisicos ¢ biomecanicos com a altura do corpo vertebral
e os conteudos de calcio e fosforo dsseos, percebe-se que os animais dos grupos intactos dos
periodos de 4 e 8 meses de tratamento exibiram o crescimento esperado pela curva ponderal
desta espécie. Ja os animais intactos do periodo experimental de 6 meses ndo apresentaram o
comportamento esperado com relagdo ao crescimento, provavelmente por conta de alguma
variabilidade bioldgica ocorrida neste lote de animais.

Kalu (1991) defende que, no modelo de ratos sexualmente maduros, a perda 6ssea so ¢é
verdadeira quando a massa dssea final mensurada para o grupo Ovx for inferior aquela
encontrada no grupo Basal. Neste estudo, observou-se uma diminui¢do dos valores das
densidades 6ssea e mineral das ratas do grupo Ovx, em relagdo aos grupos Basal e Intacto,
para todos os periodos de tratamento. Adicionalmente, as ratas ovariectomizadas exibiram
uma reducdo do percentual 6sseo de material mineral compensada por um aumento do
percentual dsseo de dgua, em todos os periodos analisados.

A ovariectomia promoveu uma redugdo dos valores de carga maxima, energia absorvida
na fase elastica e tenacidade das vértebras, obtidos no teste de compressdo, em todos os
periodos de tratamento, corroborando os resultados encontrados na literatura (MOSEKILDE;

DANIELSEN; KNUDSEN, 1993; PENG et al., 1994; JIANG et al. 1996; SOGAARD et al.,
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1997; SAMNEGARD; AKHTER; RECKER, 2001). A ovariectomia provocou um desbalango
do remodelamento 6sseo, levando a uma redu¢do da densidade mineral 6ssea e aumento da
fragilidade dos ossos, refletida pela deterioracdo dos parametros biomecanicos, evidenciando
a eficacia do procedimento metodolégico em promover osteopenia nos animais.

Os grupos tratados com fluor em altas dosagens (60, 80 ¢ 100 ppm de NaF) por periodos
de 4 ¢ 8 meses, apresentaram um aumento das densidades 6ssea e mineral, indicando que a
terapia com flior promoveu um aumento da massa Ossea. Porém, este aumento da massa
Ossea ndo se refletiu em maior resisténcia mecanica dos 0ssos, visto que uma reducdo dos
valores de todos os parametros biomecanicos mensurados foi observada em tais grupos. Este
efeito negativo do fliior, em altas dosagens, sobre a biomecanica 6ssea foi relatado por outros
autores (RIGGINS; ZEMAN; MOON, 1974; RIGGINS et al., 1976; SOGAARD et al., 1995;
JIANG et al., 1996; TURNER et al., 1996; GIAVARESI et al., 2001).

Ream (1981) realizou analises histologicas dos fémures de ratas tratadas com 120 ppm de
NaF por 4 semanas e observou um aumento das camadas de ostedide na superficie periosteal
da diafise femoral, bem como um retardo da mineralizagdo do ostedide produzido. Este autor
inferiu que a mineralizag@o deficiente do novo tecido dsseo formado poderia estar associada a
uma deposi¢ao anormal das fibras de coldgeno e mudangas da fase mineral 6ssea provocadas
pela ingestdo de alta dose de fluor.

Posteriormente, Turner et al. (2001) demonstraram que ratas submetidas a uma dieta com
baixa concentra¢ao de célcio e tratadas com 50mg/L de fluor apresentaram um aumento da
quantidade de ostedide ndo-mineralizado e uma diminui¢ao da for¢a mecanica das vértebras.
Segundo tais autores, o ndo-parcamento da mineraliza¢do 6ssea, induzido pelo fluor, parece
ser a causa primaria da reducao da resisténcia mecanica dssea.

Além de promover uma mineralizacdo deficiente da matriz 6ssea formada, estudos

apontam que o flior em altas concentragcdes também poderia modificar as propriedades
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estruturais da apatita Ossea. Gross e Rodriguez-Lorenzo (2004) sintetizaram pellets de
hidroxifluorapatita com graus crescentes de substitui¢ao da hidroxila pelo flaor (0, 20, 40, 60,
80 ¢ 100% de substituicdo) e testaram as propriedades mecanicas destes, utilizando técnica de
microindentacdo. Estes autores encontraram uma redugdo dos valores das propriedades
mecanicas dos pellets proporcional ao grau de substitui¢do na hidroxifluorapatita e ressaltam
que o tratamento com altas dosagens de fliior poderia tornar os 0ssos mais frageis e propensos
as fraturas, devido a formacao de cristais de apatita altamente fluoretados.

Em contraposi¢do a estes efeitos negativos de altas dosagens de flior sobre a
biomecanica dssea, este estudo demonstrou que baixas dosagens de flior (20 e 40 ppm de
NaF), administradas por um periodo de 6 meses, aumentaram os valores de densidade mineral
Ossea e promoveram uma protecdo da integridade mecanica das vértebras, visto que nestes
grupos os valores de carga maxima e tenacidade foram superiores aqueles observados para o
grupo Ovx- 6m e semelhantes ao grupo Intacto do mesmo periodo.

Pak, Zerwekh e Antich (1995) apontam para um efeito bifasico do fluor sobre o tecido
6sseo. Em baixas concentragdes circulantes, a retengdo esquelética de fluor ¢ limitada e os
efeitos sdo benéficos; em altas concentragdes, a retencdo esquelética ¢ elevada podendo levar
a formacdo de uma matriz 6ssea mineralizada de forma anormal, resultando em uma
deterioragdo da qualidade 6ssea.

Em um estudo comparando os efeitos do estroncio e do flior sobre o tecido 6sseo,
Grynpas et al. (1996) verificaram que ratos Sprague-Dawley tratados com baixas doses de
floor (1 mg/kg PC.dia) exibiram um aumento do niimero de sitios de formagdo dssea e do
volume 6sseo das vértebras, sem qualquer efeito adverso sobre o perfil mineral, propriedades
quimicas da fase mineral dssea ou mineralizagdo da matriz.

Lehmann et al. (1998) realizaram um estudo com populagdes de duas cidades alemas e

\

demonstraram que a populacdo de Chemnitz, que vem sendo submetida a ingestdo de
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pequenas quantidades de fluor na dgua (Img/L) para prevencao de céries, apresentou um risco
de desenvolver fraturas de quadril significativamente menor quando comparada a Halle, onde
tal procedimento nao ¢ empregado.

Estudos realizados em humanos com baixas dosagens de fliior (<50 mg/dia) ou sais de
fltor de liberagdo lenta t€ém demonstrado que este mineral promove aumento da massa Ossea e
diminui o risco de fraturas vertebrais e de quadril em tais pacientes (BALENA et al., 1998;
DUURSMA; RAYMAKERS, 1998; RUBIN et al., 2001; GUTTERIDGE et al., 2002; VON
TIRPITZ et al., 2003).

Mello (2003) utilizou a mesma metodologia deste estudo e analisou as propriedades
fisicas, bioquimicas e biomecanicas dos fémures. Este autor observou que a dose de 40 ppm
de NaF, administrada por 2 e 4 meses, protegeu o tecido 6sseo contra a perda 6ssea induzida
pela ovariectomia e propiciou uma melhora da qualidade 6ssea, concordando com os
resultados obtidos neste trabalho.

O efeito do fluor sobre os fémures relatado por Mello (2003) foi mais precoce (2 e 4
meses de tratamento) em relacdo ao observado neste estudo (6 meses de tratamento). Este
resultado foi inesperado, tendo em vista que as vértebras por apresentarem maior quantidade
de osso trabecular e conseqiientemente um furnover 6sseo mais elevado, deveriam reagir mais

prontamente a terapia com flor.
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5 CONCLUSOES

A anadlise dos parametros bioquimicos, fisicos e biomecanicos das vértebras lombares de

ratas ovariectomizadas tratadas com fluoreto de s6dio, permitiu concluir que:

- O tratamento com flior em altas dosagens (60, 80 e 100 ppm), por periodos de 4 ¢ 8
meses, promoveu um aumento da massa dssea, entretanto, ndo impediu a deterioracdo da

qualidade 6ssea, induzida pela ovariectomia.

- O tratamento com fluor em baixas dosagens (20 ¢ 40 ppm), por um periodo de 6 meses,
apresentou um efeito protetor sobre a qualidade 6ssea, indicando que o fluor é um agente

terapéutico potencial para prevencao da perda 6ssea pos-menopausal.
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Tabela A- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos parametros biométricos, biomecanicos e bioquimicos dos grupos de 4 meses de tratamento.

Parametros
PC final Ganho PC Altura Carga Max. E.absorv. Tenacidade Ca++ Fosforo
(2) (2) (mm) N) Elast. (J) (MPa) (mg/vért.)  (mg/vért.)

Basal vs Inta <0,0001 0,5414 0,0152 0,9626 0,0010 0,0010
Basal vs Ovx 0,0030 0,8421 0,4470 0,6607 0,1823 0,7802
Basal vs Ovx+20 0,1135 0,2973 >0,9999 0,2581 0,4363 >0,9999
Basal vs Ovx+40 0,1738 0,2991 0,2523 0,4079 0,0907 0,8371
Basal vs Ovx+60 0,0206 0,0927 0,6730 0,0745 0,0037 0,0360
Basal vs Ovx+80 0,2991 0,0164 0,1738 0,0229 0,1142 >0,9999
Basal vs Ovx+100 0,0360 0,0663 0,1810 0,0663 0,0076 0,1810
Inta vs Ovx 0,0155 <0,0001 0,0205 0,6965 0,0434 0,5148 0,0117 0,0343
Inta vs Ovx+20 0,0152 <0,0001 0,0006 0,1388 0,0025 0,2359 0,0079 0,0025
Inta vs Ovx+40 0,0006 0,0003 0,0093 0,1206 0,0093 0,4634 0,2810 0,0401
Inta vs Ovx+60 0,0003 0,0002 0,0011 0,0281 0,0148 0,1049 0,1049 0,2345
Inta vs Ovx+80 0,1893 0,0140 0,0012 0,0059 0,0022 0,0401 0,0093 0,0059
Inta vs Ovx+100 0,0200 0,0007 0,0080 0,0127 0,0127 0,1079 0,4136 0,1812
Ovx vs Ovx+20 0,7197 0,6607 0,2110 0,2110 0,6038 0,6607 0,8421 >0,9999
Ovx vs Ovx+40 0,0878 >0,9999 0,3638 0,4747 0,1331 0,6009 0,4173 0,7396
Ovx vs Ovx+60 0,2743 0,3599 0,4082 0,0676 0,2370 0,2370 0,0434 0,1220
Ovx vs Ovx+80 0,2295 0,0031 0,0878 0,0185 0,1088 0,0878 0,6691 0,4747
Ovx vs Ovx+100 0,8749 0,2635 0,7128 0,0727 0,1806 0,1806 0,0420 0,5622
Ovx+20 vs Ovx+40 0,0907 0,6806 0,8371 0,8371 0,6065 0,6806 0,5360 0,8371
Ovx+20 vs Ovx+60 0,0745 0,2766 0,9626 >0,9999 0,7430 0,7430 0,0927 0,0745
Ovx+20 vs Ovx+80 0,1738 0,0052 0,6806 0,3510 0,2105 0,3510 0,9182 0,7577
Ovx+20 vs Ovx+100 >0,9999 0,2238 0,6070 0,4559 0,5287 0,3277 0,0496 0,2238
Ovx+40 vs Ovx+60 0,3357 0,3969 0,7789 0,4634 0,3969 0,3969 0,5358 0,1206
Ovx+40 vs Ovx+80 0,0023 0,0175 0,6200 0,1649 0,6200 0,1282 0,6200 0,9015
Ovx+40 vs Ovx+100 0,0350 0,7308 0,5338 0,4452 0,8357 0,2343 0,3660 0,4452
Ovx+60 vs Ovx+80 0,0059 0,0401 0,4634 0,4634 0,3357 0,4634 0,0401 0,0140
Ovx+60 vs Ovx+100 0,0813 0,5728 0,6620 0,6620 0,2284 0,7546 0,6620 0,4908
Ovx+80 vs Ovx+100 0,2343 0,0140 0,2343 0,5338 0,6282 0,6282 0,0513 0,3660
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Tabela B- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos pardmetros fisicos dos grupos de 4 meses de tratamento.

Parametros

P. imerso P. timido P. seco P.cinzas  Vol. 6sseo  D.dssea  D. mineral %Agua % Mat. % Mat.

(2) (g) (2) (2) (cm®) (g/cm’) (g/cm’) organico mineral

Basal vs Inta 0,0003 <0,0001 0,0006 0,0079 <0,0001 0,2766 0,0079 0,0016 0,3704 0,0003
Basal vs Ovx 0,0653 0,0003 0,2428 0,3562 <0,0001 0,0350 <0,0001 0,0002 0,1823 <0,0001
Basal vs Ovx+20 0,1903 0,0503 0,5457 0,6048 0,0315 0,2224 0,0005 0,0005 0,0770 0,0005
Basal vs Ovx+40 0,9182 0,1142 0,2105 0,2991 0,0115 0,1738 0,1142 0,8371 0,7577 0,3510
Basal vs Ovx+60 0,0037 0,0010 0,0111 0,0592 0,0025 0,7430 0,4234 0,2359 0,1139 0,2359
Basal vs Ovx+80 0,1738 0,2523 0,5360 0,7577 0,2523 >0,9999 0,0542 0,0311 0,4079 0,0079
Basal vs Ovx+100 0,0256 0,0879 0,1135 0,0663 0,1447 0,2721 0,8639 0,7756 0,9546 0,7756
Inta vs Ovx 0,0031 0,0266 0,0062 0,0044 0,1011 0,0002 0,0545 0,1220 0,1011 0,5148
Inta vs Ovx+20 0,0003 0,0037 0,0152 0,0274 0,0274 0,0037 0,5414 0,6058 0,0927 0,6058
Inta vs Ovx+40 0,0093 0,0037 0,0401 0,0541 0,0205 0,0205 0,3969 0,0140 0,2810 0,0205
Inta vs Ovx+60 0,0019 0,0030 0,0148 0,0379 0,0104 0,2786 0,0499 0,0281 0,5054 0,0070
Inta vs Ovx+80 0,0006 0,0006 0,0022 0,0037 0,0022 0,2319 0,1893 0,0541 0,7789 0,2050
Inta vs Ovx+100 0,1419 0,1079 0,4908 0,5728 0,0813 0,4908 0,0047 0,0027 0,5728 0,0027
Ovx vs Ovx+20 0,4967 0,9682 0,9682 0,8421 0,4002 0,3154 0,0947 0,4470 0,8421 0,1823
Ovx vs Ovx+40 0,3638 0,3638 0,6691 0,8868 0,2295 0,5362 0,0250 0,0012 0,0553 0,0068
Ovx vs Ovx+60 0,0831 0,6965 0,0831 0,0117 0,2031 0,0044 0,0014 0,0021 0,1728 0,0014
Ovx vs Ovx+80 0,9623 0,0330 0,6009 0,8868 0,0136 0,0007 0,0031 0,0068 0,0702 0,0068
Ovx vs Ovx+100 0,2198 >0,9999 0,2635 0,2635 0,5622 0,0010 0,0002 0,0005 0,0160 0,0010
Ovx+20 vs Ovx+40 0,6806 0,7577 0,6065 >0,9999 0,7577 0,6065 0,2105 0,0052 0,0164 0,0311
Ovx+20 vs Ovx+60 0,5414 0,8148 0,5414 0,2766 0,7430 0,0592 0,0111 0,0111 0,1996 0,0111
Ovx+20 vs Ovx+80 0,4698 0,2991 0,6806 0,5360 0,2523 0,0418 0,0311 0,0311 0,0907 0,1142
Ovx+20 vs Ovx+100 0,2721 0,6070 0,2721 0,3277 0,8639 0,0016 0,0016 0,0008 0,0496 0,0028
Ovx+40 vs Ovx+60 0,1520 0,3969 0,3357 0,2319 0,6943 0,4010 0,3969 0,3969 0,1206 0,8665
Ovx+40 vs Ovx+80 0,3176 0,5350 0,4557 0,4557 0,2593 0,0728 0,9015 0,2086 0,3176 0,3176
Ovx+40 vs Ovx+100 0,2343 0,6282 0,5338 0,4452 0,9452 0,0140 0,1014 0,7308 >0,9999 0,5338
Ovx+60 vs Ovx+80 0,0541 0,1206 0,0939 0,0401 0,1520 0,9551 0,3969 0,5358 0,2810 0,2810
Ovx+60 vs Ovx+100 0,6620 0,8518 0,7546 0,7546 0,9497 0,3450 0,2284 0,2824 0,4136 0,4908
Ovx+80 vs Ovx+100 0,2949 0,5338 0,1375 0,1375 0,4452 0,1014 0,0350 0,0734 0,8357 0,0350
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Tabela C- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos pardmetros biométricos, biomecanicos e bioquimicos dos grupos de 6 meses de tratamento.

Parametros
PC final (g) Ganho PC Altura Carga Max. E.absorv. Tenacidade Ca++ Fosforo
(2) (mm) ™) Elast. (J) (MPa) (mg/vért.)  (mg/vért.)

Basal vs Inta 0,6806 0,5360 0,1738 0,3510 0,2105 0,7577
Basal vs Ovx 0,0055 0,0079 0,4807 0,0037 0,6058 0,4807
Basal vs Ovx+20 0,0188 0,6665 0,0244 0,2973 0,0400 0,4363
Basal vs Ovx+40 0,1447 0,8639 0,4559 0,6070 0,0668 0,0360
Basal vs Ovx+60 0,0010 0,0464 0,9626 0,0927 0,0079 0,0079
Basal vs Ovx+80 0,2105 0,0012 0,0052 0,0002 0,9182 0,2523
Basal vs Ovx+100 0,0115 0,0311 0,2523 0,0549 0,0907 0,1142
Inta vs Ovx 0,2319 0,3357 0,0401 0,0003 0,1206 0,0140 0,3357 0,8665
Inta vs Ovx+20 0,2105 0,9182 0,0712 0,2523 0,8371 0,9182 0,5360 0,2991
Inta vs Ovx+40 0,0047 0,0221 0,1807 0,1375 0,3660 0,6282 0,6282 0,1014
Inta vs Ovx+60 0,0006 0,0059 0,0401 0,0205 0,2810 0,4634 0,1893 0,0140
Inta vs Ovx+80 0,0262 0,0111 0,7104 0,0006 0,0006 0,0006 0,2086 0,5350
Inta vs Ovx+100 0,0041 0,0006 0,1282 0,0006 0,0262 0,1649 0,7104 0,1282
Ovx vs Ovx+20 0,8148 0,3704 0,2359 0,0037 0,0206 0,0274 0,1139 0,0274
Ovx vs Ovx+40 0,0593 0,4908 0,1812 0,0007 0,2284 0,0080 0,1079 0,0047
Ovx vs Ovx+60 0,0379 0,2345 0,7984 0,3282 0,5737 0,0281 0,0148 0,0011
Ovx vs Ovx+80 0,2810 0,1893 0,0059 0,3357 0,3327 0,9551 0,1893 0,9551
Ovx vs Ovx+100 0,0939 0,1206 0,6943 0,4634 0,9551 0,2319 0,0939 0,0205
Ovx+20 vs Ovx+40 0,1810 0,1447 0,5287 0,9546 0,1810 0,6889 0,9546 0,0879
Ovx+20 vs Ovx+60 0,1139 0,1388 0,5414 0,1388 0,1139 >0,9999 0,1672 0,0274
Ovx+20 vs Ovx+80 0,4079 0,0311 0,0164 0,0052 0,0002 0,0052 0,0164 0,0418
Ovx+20 vs Ovx+100 0,3510 0,0418 0,9182 0,0164 0,0003 0,6806 0,9182 0,3510
Ovx+40 vs Ovx+60 >0,9999 0,6620 0,2284 0,1419 0,5728 0,1812 0,4136 0,4908
Ovx+40 vs Ovx+80 0,5338 0,2343 0,0734 0,0012 0,0023 0,0012 0,0221 0,0082
Ovx+40 vs Ovx+100 0,6282 0,8357 0,2949 0,0023 0,0513 0,0221 0,6282 0,5338
Ovx+60 vs Ovx+80 0,5358 0,1520 0,0140 0,0939 0,0721 0,0012 0,0012 0,0006
Ovx+60 vs Ovx+100 0,6943 0,3969 0,6126 0,6943 0,3969 0,5358 0,2810 0,1206
Ovx+80 vs Ovx+100 0,8048 0,7104 0,0175 0,0728 0,0728 0,0175 0,0262 0,0023
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Tabela D- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos parametros fisicos dos grupos de 6 meses de tratamento.

Pardmetros

P. imerso P. timido P. seco P.cinzas  Vol. 6ssco  D.dssea  D. mineral %Agua % Mat. % Mat.

(2) (g) (2) (2) (cm®) (g/em’) (g/em’) organico mineral

Basal vs Inta 0,4698 0,9182 0,8371 >0,9999 0,9182 0,1738 0,6065 0,6065 0,7577 0,9182
Basal vs Ovx 0,1672 0,0006 0,6058 0,8884 0,0010 0,1139 <0,0001 <0,0001 0,1996 <0,0001
Basal vs Ovx+20 0,0188 0,0028 0,1359 0,2224 0,0056 0,2224 0,0003 <0,0001 0,2581 0,0002
Basal vs Ovx+40 0,0048 0,0008 0,0048 0,0360 0,0004 0,8639 0,0176 0,0663 0,5287 0,0004
Basal vs Ovx+60 0,0016 0,0002 0,0010 0,0464 0,0002 0,6730 0,0055 0,0037 0,9626 0,0006
Basal vs Ovx+80 0,6806 0,7577 0,4698 0,1738 0,6065 0,2105 0,0033 0,0079 0,9182 0,0021
Basal vs Ovx+100 0,0418 0,0012 0,0712 0,4079 0,0002 0,1738 0,0033 0,0079 >0,9999 0,0052
Inta vs Ovx 0,8665 0,1206 0,6126 0,8665 0,0289 0,0012 0,0003 0,0003 0,1893 0,0003
Inta vs Ovx+20 0,4698 0,1142 0,2991 0,4079 0,0311 0,0079 0,0012 0,0002 0,3510 0,0012
Inta vs Ovx+40 0,2393 0,0513 0,0734 0,1375 0,0513 0,1014 0,0221 0,1014 0,0734 0,0350
Inta vs Ovx+60 0,0401 0,0140 0,0401 0,0939 0,0205 0,1520 0,0093 0,0022 0,6126 0,0037
Inta vs Ovx+80 0,3829 >0,9999 0,6200 0,3829 0,6200 0,0012 0,0070 0,0262 0,6200 0,0262
Inta vs Ovx+100 0,6200 0,0530 0,3829 0,5350 0,0530 0,0023 0,0023 0,0262 0,9015 0,0041
Ovx vs Ovx+20 0,3704 0,8884 0,3213 0,1672 0,8884 0,1672 0,0079 0,0079 0,8148 0,0016
Ovx vs Ovx+40 0,0426 0,5728 0,0426 0,0293 0,9497 0,0127 0,0007 0,0200 0,0426 0,0007
Ovx vs Ovx+60 0,0070 0,1304 0,0104 0,0207 0,4418 0,0070 0,0030 0,0019 0,0499 0,0030
Ovx vs Ovx+80 0,0401 0,0093 0,0289 0,1206 0,0093 0,2810 0,0093 0,0093 0,1206 0,0012
Ovx vs Ovx+100 0,6943 0,8665 0,0721 0,1206 0,8665 0,2810 0,0022 0,0093 0,2810 0,0022
Ovx+20 vs Ovx+40 0,2721 0,8639 0,3884 0,6070 >0,9999 0,2721 0,0879 0,0496 0,0879 0,1135
Ovx+20 vs Ovx+60 0,0745 0,3213 0,0927 0,1996 0,3704 0,0927 0,1996 0,0274 0,1139 0,4234
Ovx+20 vs Ovx+80 0,0007 0,0115 0,0164 0,0115 0,0115 0,2991 0,5360 0,1416 0,1738 0,2991
Ovx+20 vs Ovx+100 >0,9999 0,9182 0,6065 >0,9999 >0,9999 0,3510 0,9182 0,2991 0,2991 0,7577
Ovx+40 vs Ovx+60 0,2284 0,2284 0,4136 0,7546 0,2284 0,8518 0,5728 0,3450 0,3450 0,4908
Ovx+40 vs Ovx+80 0,0012 0,0023 0,0012 0,0012 0,0082 0,0734 0,3660 0,7308 0,3660 >0,9999
Ovx+40 vs Ovx+100 0,1375 0,2343 0,1014 0,1014 0,5338 0,0734 0,0734 0,3660 0,5338 0,1807
Ovx+60 vs Ovx+80 0,0003 0,0012 0,0006 0,0006 0,0037 0,0205 >0,9999 0,6126 >0,9999 0,6943
Ovx+60 vs Ovx+100 0,0140 0,1520 0,0541 0,1520 0,2319 0,0205 0,1520 0,3357 >0,9999 0,4634
Ovx+80 vs Ovx+100 0,0012 0,0041 0,0023 0,0023 0,0262 0,7104 0,5350 0,6200 >0,9999 0,6200
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Tabela E- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos parametros biométricos, biomecanicos e bioquimicos dos grupos de & meses de tratamento.

Parametros
PC final (g) Ganho PC Altura Carga Max. E.absorv. Tenacidade Ca++ Fosforo
(2) (mm) (N) Elast. (J) (MPa) (mg/vért.)  (mg/vért.)

Basal vs Inta <0,0001 0,0653 0,0789 0,2775 0,0021 0,0015
Basal vs Ovx 0,7430 0,7430 0,7430 0,6730 0,3704 0,9626
Basal vs Ovx+20 >0,9999 0,1738 0,0418 0,6065 0,0164 0,1738
Basal vs Ovx+40 0,0653 0,0030 0,0220 0,0010 0,3154 0,4470
Basal vs Ovx+60 0,7430 0,0274 0,0274 0,0025 0,2359 0,9626
Basal vs Ovx+80 0,0008 0,2721 0,5287 0,0879 0,0256 0,0663
Basal vs Ovx+100 0,0360 0,5287 0,0360 0,0256 0,0360 0,3884
Inta vs Ovx 0,0831 0,0155 0,0014 0,3599 0,2743 0,2743 0,0434 0,0266
Inta vs Ovx+20 0,0185 0,0068 0,0001 0,4173 0,5362 0,0553 0,2295 0,1331
Inta vs Ovx+40 0,6305 0,1431 0,0039 0,0002 0,0029 <0,0001 0,0185 0,0147
Inta vs Ovx+60 0,6334 0,1728 0,0031 0,0014 0,0009 <0,0001 0,1220 0,0117
Inta vs Ovx+80 0,0420 0,0010 0,7925 0,0075 0,0160 0,0047 0,8749 0,4923
Inta vs Ovx+100 0,0559 0,0010 0,0727 0,0225 0,0110 0,0017 0,2635 0,0312
Ovx vs Ovx+20 0,0541 0,3969 0,6943 0,6943 0,9390 >0,9999 0,3357 0,2319
Ovx vs Ovx+40 0,5726 0,6965 0,2743 0,0062 0,1728 0,0117 0,8968 0,7618
Ovx vs Ovx+60 0,1605 0,3823 0,6454 0,0281 0,1949 0,0499 0,6454 0,7209
Ovx vs Ovx+80 0,4136 0,0080 0,0080 0,3450 0,4980 0,5728 0,2824 0,3450
Ovx vs Ovx+100 0,1812 0,0200 0,1419 0,5728 0,3450 0,4908 0,3450 0,5728
Ovx+20 vs Ovx+40 0,0431 0,2295 0,0702 0,0007 0,0031 0,0185 0,1331 0,5362
Ovx+20 vs Ovx+60 0,0059 0,0939 0,6943 0,0022 0,0022 0,0205 0,2810 0,1893
Ovx+20 vs Ovx+80 0,6282 0,0513 0,0012 0,0350 0,0140 0,2343 0,2343 0,3660
Ovx+20 vs Ovx+100 0,4482 0,1375 0,0350 0,0513 0,0140 0,1807 0,9452 0,5338
Ovx+40 vs Ovx+60 0,5148 0,5726 0,4598 0,3154 0,9654 0,7618 0,6965 0,8968
Ovx+40 vs Ovx+80 0,2635 0,0047 0,0160 0,1471 0,4278 0,0420 0,0727 0,0934
Ovx+40 vs Ovx+100 0,2198 0,0160 0,8749 0,0160 0,1471 0,1471 0,1471 0,6354
Ovx+60 vs Ovx+80 0,0426 0,0013 0,0127 0,3450 0,3450 0,0831 0,2284 0,1812
Ovx+60 vs Ovx+100 0,0813 0,0080 0,3450 0,1079 0,3450 0,1419 0,4136 0,7546
Ovx+80 vs Ovx+100 0,8182 0,6991 0,0649 0,6991 0,3939 0,6991 0,3939 0,3095
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Tabela F- Probabilidade (p) resultante do teste estatistico aplicado aos parametros fisicos dos grupos de 8 meses de tratamento.

Parametros
P. imerso P. timido P. seco P.cinzas  Vol. 6sseo  D.dssea  D. mineral %Agua % Mat. % Mat.
(2) (g) (2) (2) (cm®) (g/cm’) (g/cm’) organico mineral
Basal vs Inta 0,2110 0,0003 0,0015 0,0172 <0,0001 0,0057 0,0003 0,0535 0,1823 0,0004
Basal vs Ovx 0,1996 0,4807 0,6730 0,8148 0,0464 0,0010 <0,0001 0,1672 0,1672 0,0006
Basal vs Ovx+20 0,4698 0,0311 0,0907 0,2991 0,0003 0,0012 0,0021 0,0418 0,8371 0,0115
Basal vs Ovx+40 0,1823 0,0220 0,1128 0,8421 0,0076 0,0653 <0,0001 0,0041 0,6038 <0,0001
Basal vs Ovx+60 0,0592 0,0360 0,8884 0,8884 0,0464 0,9626 0,0055 0,0037 0,5414 0,0006
Basal vs Ovx+80 0,0028 0,0004 0,0048 0,0120 0,0004 0,4559 0,0879 0,0176 0,6070 0,0048
Basal vs Ovx+100 0,3277 0,1447 0,1447 0,2238 0,0879 0,6889 >0,9999 0,5287 0,0879 >0,9999
Inta vs Ovx 0,0434 0,0676 0,0545 0,0434 0,0831 0,0676 0,1220 0,8286 0,8286 0,4598
Inta vs Ovx+20 0,1613 0,1331 0,1088 0,1613 0,1088 0,1613 0,2698 0,3148 0,2698 0,6691
Inta vs Ovx+40 0,7394 0,1051 0,0147 0,0115 0,0089 0,0355 0,1431 0,0068 0,6305 0,0015
Inta vs Ovx+60 0,8286 0,0085 0,0009 0,0031 0,0003 <0,0001 0,3154 0,0266 0,1011 0,1728
Inta vs Ovx+80 0,0420 0,8749 0,7925 0,7128 0,2635 0,0002 0,0420 0,2198 0,0727 0,7925
Inta vs Ovx+100 0,9578 0,0160 0,1179 0,1806 0,0017 0,0110 0,0005 0,0225 0,4278 0,0017
Ovx vs Ovx+20 0,3357 0,2810 0,2810 0,2319 0,3357 0,4634 0,2810 0,9551 0,1893 0,5358
Ovx vs Ovx+40 0,0676 0,4598 0,5726 0,6334 0,8968 0,0014 0,5726 0,1457 0,4598 0,0831
Ovx vs Ovx+60 0,0379 0,5054 0,7984 0,5737 0,7984 0,0002 0,0030 0,1304 0,0650 0,9591
Ovx vs Ovx+80 0,0080 0,1419 0,1419 0,1079 0,2824 0,0007 0,0027 0,5728 0,0593 0,2824
Ovx vs Ovx+100 0,1079 0,8518 0,3450 0,2284 0,6620 0,0013 0,0007 0,1079 0,7546 0,0007
Ovx+20 vs Ovx+40 0,1088 0,8868 0,7396 0,2698 0,9623 0,0031 0,4173 0,0878 0,5362 0,0068
Ovx+20 vs Ovx+60 0,0205 0,6943 0,1520 0,1520 0,0205 0,0003 0,1893 0,1206 0,3969 0,3969
Ovx+20 vs Ovx+80 0,0012 0,0734 0,0734 0,1014 0,3660 0,0012 0,0734 0,6282 02343 0,6282
Ovx+20 vs Ovx+100 0,1375 0,3660 0,8357 0,9452 0,1807 0,0012 0,0047 0,0350 0,1014 0,0221
Ovx+40 vs Ovx+60 0,8968 0,1011 0,3154 0,6965 0,0676 0,0085 0,0155 0,8286 0,1220 0,1220
Ovx+40 vs Ovx+80 0,0160 0,2198 0,0727 0,0110 0,5622 0,0160 0,0047 0,2198 0,0934 0,0030
Ovx+40 vs Ovx+100 >0,9999 0,4923 0,6354 0,3676 0,1179 0,2635 0,0002 0,0017 0,3132 0,0002
Ovx+60 vs Ovx+80 0,0013 0,0013 0,0047 0,0080 0,0027 0,6620 0,2284 0,2284 0,6620 0,1812
Ovx+60 vs Ovx+100 0,6620 0,9497 0,2824 0,2824 0,8518 0,9497 0,0027 0,0047 0,0426 0,0047
Ovx+80 vs Ovx+100 0,1320 0,0931 0,2403 0,2403 0,0411 0,8182 0,0411 0,0087 0,0649 0,0022
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