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Respostas fisicas, quimicas e biomecanicas
do 0sso de ratas ovariectomizadas submetidas
a diversas ingestoes de fluor suplementar’

Physical, chemical and biomechanical bone response
of female ovariectomized rats to various intakes
of supplemental fluorine
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RESUMO

Objetivo
Este estudo investiga os efeitos do fltor suplementar sobre as caracteristicas dos 0ssos de ratas ovariectomizadas

(castradas), utilizadas como modelo de osteoporose experimental, por meio da correlacdo entre os parametros
biomecanicos e as propriedades fisicas e quimicas desses 0sso0s.

Métodos

No inicio do experimento, 78 ratas Wistar, com quatro meses de idade, foram divididas em oito grupos: grupo
basal, que gerou os parametros iniciais do experimento; grupo 1, formado por ratas nao ovariectomizadas; e
0s grupos 2 a 7, constituidos por ratas ovariectomizadas submetidas a dosagens de fluoreto de sodio (NaF) de
0, 20, 40, 60, 80 e 100mg/L em solucao, respectivamente, durante dois meses.

Resultados

A ovariectomia promoveu osteopenia, observada pelos parametros morfométricos, fisicos e quimicos,
provocando menor resisténcia biomecanica dos fémures submetidos ao ensaio de flexao. Os ossos das ratas
que ingeriram 40mg de fluor demonstraram melhores caracteristicas fisicas, bioguimicas e biomecanicas do
que os das ratas ovariectomizadas sem tratamento e os das ndo ovariectomizadas.

1 Artigo elaborado a partir da tese de L.C.P MELLO, intitulada “Influéncia do fltior sobre as caracteristicas fisicas, quimicas e
biomecanicas dos ossos de ratas ovariectomizadas”. Sdo Carlos, 2000. Bolsa FAPESP, processo 00/01627-7.
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Conclusao

Além de promover uma protecao contra a perda éssea induzida pela deficiéncia de estrogenos causada pela
castracao, o fluor melhorou a qualidade 6ssea, demonstrada pelos resultados biomecanicos aumentados em
relacdo ao grupo nao ovariectomizado.

Termos de indexacdo: biomecanica, flior, menopausa, osteoporose, ovariectomia.

ABSTRACT

Objective

This study investigated the effects of supplemental fluorine on the bone characteristics of ovariectomized
(castrated) female rats, used as a model for experimental osteoporosis, evaluating the correlation between
biomechanical parameters and the physical and chemical bone properties.

Methods

Seventy-eight female, 4-month-old Wistar rats were divided into 8 groups: the basal group, generating the
initial values for the parameters; group 1, consisting of non-ovariectomized rats, and groups 2 to 7, consisting
of ovariectomized rats that ingested increasing concentrations of supplemental sodium fluoride solutions
(NaF): 0, 20, 40, 60, 80 and 100mg/L, respectively, for two months.

Results

Ovariectomy promoted osteopenia, determined from the morphometric, physical and chemical parameters
and causing lower biomechanical resistance of the femurs submitted to flexion trials. The bones of the rats
that ingested the 40mg/L fluorine solution demonstrated better physical, biochemical and biomechanical
conditions than those of the non-treated ovariectomized and intact control rats.

Conclusion

Besides promoting protection against the bone loss induced by estrogen deficiency, fluorine improved bone
quality, which was demonstrated by the enhanced biomechanical results as compared to the intact group.

Indexing terms: biomechanics, fluorine, menopause, osteoporosis, ovariectomy.

INTRODUCAO sadores relacionam o fldor com o aumento de

Revista de Nutricdo

massa 0ssea’; necessitam-se, portanto, mais
Embora o fltor, proveniente do fluoretode  estudos sobre a relacao desse agente terapéutico

sodio, seja aparentemente benéfico paraamaioria  com a resisténcia 6ssea®.
das espécies, os efeitos da suplementacao
merecem mais estudos. E dificil estabelecer a
dosagem suplementar ideal para ingestao. Existe
variacdo de animal para animal que pode ser
influenciada por varios fatores, como quantidade
total ingerida, duracdo da ingestao ou tempo de
administracdo do fltor, solubilidade do fltior

Nesse sentido, um outro tema de especial
interesse nas diversas areas cientificas ¢ o da
osteoporose, responsavel por mais de 1,2 milhao
de fraturas por ano nos EUA, constituindo-se a
enfermidade do esqueleto de maior incidéncia
mundial>. A osteoporose é definida como uma
doenca esquelética sistémica, caracterizada por

ingerido, idade e espécie do animal envolvido,
estado nutricional geral, estresse e resposta
individual’.

Ha evidéncias de que a dieta de humanos
enriquecida com fltor diminui a desmineralizacao
dos 0ss0s - a osteoporose - dos individuos mais
velhos?. Trabalhos realizados por alguns pesqui-

uma diminuicdo da massa éssea e deterioracao
da microarquitetura com consequiente aumento
da fragilidade 6ssea e maior suscetibilidade as
fraturas®. Sob condicdes anormais, a reducao da
massa 6ssea pode representar insuficiéncia de
formacao da matriz protéica na qual é depositado
o célcio. A formacao da matriz protéica depende

Rev. Nutr., Campinas, 18(5):593-600, set./out., 2005



de horménios gonadicos. Quando as concentra-
¢des dos hormonios sexuais sao inadequadas, o
anabolismo protéico é reduzido, enquanto o
catabolismo continua sem decréscimo. A maior
suscetibilidade a osteoporose entre as mulheres
mais idosas esta associada intimamente a queda
da producdo de estrogénio que acompanha a
menopausa’.

Ratas ovariectomizadas (ovx) tém sido
utilizadas como modelo animal de osteoporose
experimental, pois fornecem dados fundamentais
semelhantes aos observados no esqueleto adulto
pds-menopausico®. Embora ndo haja um animal
que atenda a todos os requisitos de modelo ideal,
a rata tem sido amplamente utilizada e aprovada,
pois, como a mulher ap6s a menopausa,
desenvolve osteopenia apds ovariectomia.

O estudo da resisténcia biomecanica éssea
é muito importante para a andlise da qualidade
de ossos susceptiveis a fraturas. O ensaio mecanico
de flexdo em trés pontos em ossos de ratos
alimentados com fluoreto de sédio demonstrou
correlacoes lineares significativas entre os niveis
de fllor e as tensdes maximas medidas, indicando
efeitos benéficos do fltor sobre a resisténcia
Ossea’.

Pelo fato de a osteoporose ser uma doenca
de grande interesse em saude publica,
principalmente em paises como o Brasil, cuja
populacdo de idosos é crescente, a utilizacdo do
fluoreto de sédio como agente terapéutico para
tratamento merece mais estudos.

Diante dessas consideracoes, interessou-
nos: investigar a influéncia do fltor, proveniente
do fluoreto de sodio, sobre as caracteristicas dsseas
de ratas ovariectomizadas, utilizadas como
modelo de osteoporose experimental; verificando
os efeitos quimicos, fisicos e a influéncia sobre a
resisténcia 6ssea em funcao de diferentes
dosagens.

METODOS

Setenta e oito ratas Wistar, virgens, com
quatro meses de idade no inicio do experimento,
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provenientes do Biotério Central (Biotério do
Laboratério de Neuroendocrinologia) da Univer-
sidade Federal de Sao Carlos, foram mantidas em
regimes de luz (dez horas no claro e catorze
horas no escuro) e de temperatura (25 + 2°C)
controlados.

Os animais foram distribuidos em oito
grupos: grupo basal (nove ratas sacrificadas com
quatro meses de idade), grupo 1 (nove ratas
intactas, isto é, ndo ovariectomizadas), grupos 2,
3, 4,5, 6 e 7 (dez ratas ovariectomizadas em
cada grupo), tratadas com, respectivamente, 0,
20, 40, 60, 80 e 100mg de fluoreto de sédio (NaF)
suplementar da marca Sigma por litro de agua,
durante dois meses, ou, aproximadamente, O; 1,2;
2,4; 3,6; 4,8 e 6mg de NaF por dia. A osteopenia
se manifesta com dois meses apds a ovariecto-
mia®, realizada segundo técnica descrita por
Zarrow et al.'® em ratas com quatro meses de
idade. Os animais foram pesados semanalmente
para controle do ganho de peso e tiveram livre
acesso a agua (média de 60mL por dia) e racao
comercial da marca Free Ribe.

Apds o sacrificio dos animais por deca-
pitacdo, os fémures e as tibias direitos foram
obtidos por meio da retirada de tecidos moles com
a utilizacdo de tesoura e bisturi. Foram separados
individualmente, colocados em sacos plasticos,
identificados e congelados em solucao salina 0,9%
a-20°C.

Os fémures foram descongelados doze
horas antes de serem submetidos aos ensaios
mecanicos de flexdo a trés pontos. Utilizou-se uma
maquina de ensaio universal Instron 4444,
acoplada a uma célula de carga com capacidade
de medir até 100kgf. A carga foi aplicada na face
antero-posterior (ou céncava) pela melhor
adaptacao ao suporte. Os 0ssos foram apoiados
sobre dois suportes distanciados de 21,70mm.
A forca foi aplicada na porcao medial 6ssea, a
uma velocidade constante de 0,5cm/min, até o
momento da ruptura do o0sso. A cada incremento
de carga aplicada ao material foi registrada a
deformacao correspondente para construcao do
grafico carga x deformacéo, por meio de um
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software da maquina de ensaio. A partir desse
grafico foram calculadas as propriedades
biomecanicas: carga maxima (maior carga
aplicada durante o ensaio), carga de ruptura (carga
obtida no momento de ruptura do 0ss0), rigidez
(inclinacéo da curva do gréfico carga x defor-
macao) e resiliéncia (energia absorvida na fase
elastica), que corresponde a drea sob a curva carga
x deformacao.

Apbs o teste de flexao, os fémures foram
mantidos em &gua destilada e colocados no
dessecador durante 24 horas para retirada do ar
dos poros 6sseos com auxilio de uma bomba de
vacuo. Como 0 0sso estava imerso por ocasiao
da retirada de ar dos poros, a 4gua ocupou o
espaco liberado. Pelo principio de Archimedes,
obteve-se o volume do osso para céalculo da
densidade 6ssea e densidade mineral. A cinza
mineral dos ossos foi obtida apds calcinacdo em
mufla a 800°C por 24 horas, conforme estudos
de Martin'",

Apos solubilizagao das cinzas dos fémures,
as concentracdes de calcio e fosforo foram
determinadas por colorimetria utilizando kit
comercial de marca Labtest.

O contetdo de fltor foi determinado nas
tibias secas em estufa a 100°C por 24 horas. Apos
extracdo com HCI 0,5 M utilizou-se eletrodo espe-
cifico Orion 96-09, acoplado ao analisador de fons
Orion EA-940 do Laboratério de Bioquimica Oral
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade Estadual de Campinas.

Foi utilizado o teste de Tukey com
procedimento General Linear Model (GLM) do
software Statistical Analysis Systems (SAS)'? para
verificar se houve diferenca significativa entre os
tratamentos. O nivel médio de significancia foi
estabelecido em 5%.

RESULTADOSEDISCUSSAO
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Foi obtida uma relacao linear e diretamente
proporcional entre a concentracao de fltior na dgua
fornecida aos animais e a encontrada nas tibias

das ratas, o que permite concluir que houve livre
incorporacao do fluor ao tecido 6sseo, resultados
ja relatados na literatura'® (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracbes (médias + desvio-padrao) de fltor das
tibias direita dos animais dos diferentes grupos
experimentais.

Concentracao final de fltor nas

Grupos experimentais tibias (mg) 2 meses

M =+ DP
Basal (inicial) 540 =+ 39
Intactas 681 + 55
Ovx 662 = 76
Ovx + 1,2mg/dia (F) 1625 =+ 249
Ovx + 2,4mg/dia (F) 2083 =+ 272
Ovx + 3,6mg/dia (F) 2008 =+ 367
Ovx + 4,8mg/dia (F) 2553 + 359
Ovx + 6mg/dia (F) 3395 + 336

Neste estudo observou-se que as ratas
ovariectomizadas tiveram maior ganho de peso
corporal que as nao ovariectomizadas. Fato ja
descrito na literatura®, porém nao foi verificada
nesses grupos alteracao significativa nos diametros
da diafise dos fémures (Tabela 2). Resultados
também demonstrados por S@gaard et al.’ e,
provavelmente, esse aumento de peso se deva
ao acumulo de gordura corporal.

Em alguns grupos tratados com fltior (40 e
60mg/L de agua), observou-se que o ganho de
peso aumentou, e em outros grupos (20, 80 e
100mg/L de agua), diminuiu em relagdo ao grupo
2 (ovariectomizado sem tratamento). Resultados
semelhantes também foram observados na
literatura™.

A média para densidade 6ssea do grupo
nao ovariectomizado foi superior a do grupo basal
e a do grupo ovariectomizado sem tratamento.
Os grupos tratados com fltor apresentaram médias
maiores de densidade 6ssea quando comparados
a0s grupos ovariectomizado sem tratamento, ndo
ovariectomizado e basal. Nesse caso, o fltor
promoveu um aumento de massa 6ssea,
bloqueando os efeitos da reabsorcdo 6ssea
provocada pela deficiéncia de estrogenos, causada
pela castracao.

Rev. Nutr., Campinas, 18(5):593-600, set./out., 2005



Segundo Kalu®, os valores de massa 6ssea
devem ser considerados validos quando se
apresentarem menores em ratas ovariectomizadas
do que em ratas do grupo basal. Os resultados de
nosso estudo demonstraram reducdo da densidade
6ssea e mineral do grupo ovariectomizado sem
tratamento, quando comparada com a do grupo
basal e com a do grupo ndo ovariectomizado e,
sobretudo, valores superiores para os animais
ovariectomizados tratados com fltor suplementar,
quando comparados com os do grupo ovariecto-
mizado sem tratamento (Tabela 2), dados que
evidenciam o efeito protetor do flGor contra a
osteopenia provocada pela castracdo. Tais
resultados se mostram coerentes com os
encontrados por S@gaard et al.’®, que analisaram
0ss0s de ratas Wistar castradas, tratadas com agua
contendo varias concentracoes de fltor.
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O grupo ovariectomizado também apre-
sentou valores médios menores dos teores 6sseos
de célcio e fésforo em relacao aos do grupo nao
ovariectomizado, corroborando os achados de
Nordsletten et al.®. Esses resultados demonstram
uma desmineralizacdo decorrente da osteopenia,
resultante da deficiéncia de estrogenos (Tabela
3). Os grupos tratados com fltior, comparados com
0s animais do grupo basal, grupo néao
ovariectomizado e ovariectomizado sem
tratamento, na maioria dos casos apresentaram
resultados superiores para o contetido de célcio.
Entretanto, observou-se reducdo nao significativa
dos teores de fésforo nos grupos tratados com
doses suplementares de até 60mg/L, quando
comparados com o grupo ovariectomizado sem
tratamento e com o grupo nao ovariectomizado.
Beary'” comprovou melhoria na qualidade 6ssea
de ratas Sprague-Dawley que receberam

Tabela 2. Propriedades fisicas e morfométricas (valores médios e desvio-padrao) dos fémures direitos dos diferentes grupos no final

do experimento, exceto para o Basal.

Densidade Didmetro
Ganho de peso(g)

Grupos Mineral (g/cm?) Ossea (g/cm3) Menor (mm) Maior (mm)

M + DP M = DP M + DP M + DP M + DP
Basal (inicial) - - 0,69 0,05 1,72 = 0,04 2,40 £ 0,10 3,30 = 0,10
Intactas 27 £ 5 0,72 =+ 0,07 1,79 = 0,05# 2,60 + 0,20# 3,50 + 0,20#
Owvx 45 + 9% 0,62 + 0,08* 1,70 £ 0,09* 2,70 + 0,20# 3,50 + 0,20#
Ovx +1,2mg/dia 48 = 17* 0,72 += 0,07+ 1,82 = 0,06+# 2,80 + 0,20# 3,30 = 0,20#
Ovx + 2,4mg/dia 37 + 7% 0,78 + 0,11+# 1,80 = 0,11+# 2,70 = 0,10# 3,60 = 0,30#
Ovx + 3,6mg/dia 41 + 14* 0,73 = 0,15+ 1,86 = 0,06+# 2,70 = 0,10# 3,70 = 0,20#
Ovx + 4,8mg/dia 45 + 16* 0,78 = 0,09#+ 1,77 = 0,07+# 2,70 + 0,30# 3,70 = 0,20#
Ovx + 6mg/dia 48 + 13* 0,84 =+ 0,09#+ 1,85 = 0,09+# 2,70 + 0,20# 3,60 + 0,30#

n=9-10; p<0,05 (Teste Tukey); #vs basal; *vs intacto; + vs ovx.

Tabela 3.Valores médios e desvio-padrao dos teores ¢sseos de Calcio, Fosforo e Fltor das tibias direitas no final do experimento,

exceto para o Basal.

Calcio (mg) Fosforo (mg) Fluor (mg)
Grupos

M + DP M + DP M + DP
Basal (inicial) 205 + 5 101 = 3 540 + 39
Intactas 212 = 17 106 = 10 681 +  55#
Ovx 198 + 15* 104 = 9 662 =+ 76#
Ovx + 1,2mg/dia (F) 207 = 11 97 + 8 1625 + 249#*+
Ovx + 2,4mg/dia (F) 205 + 19 97 + 9 2083 + 272*+#
Ovx + 3,6mg/dia (F) 216 + 26# 101 = 10 2008 + 367#*+
Ovx + 4,8mg/dia (F) 249 + 16#*+ 115 = 9 2553 + 359#*+
Ovx + 6mg/dia (F) 26 + 20#*+ 119 = 8 3395 + 336#*+

n=9-10; p<0,05 (Teste Tukey); # vs basal; * vs intacto; + vs ovx.
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adequacdo de calcio nas dietas, quando
comparada a de ratas dos grupos que receberam
tratamentos com fllor sem suplementacdo de
calcio. Nossos resultados também confirmam essa
importancia do calcio na qualidade ¢ssea. Nesse
caso, a desmineralizacdo presente nos 0ssos dos
animais castrados, comprovada pelos valores
menores do contetido 6sseo de célcio e fosforo,
nao ocorreu nos 0ssos dos animais que receberam
tratamento com fltor. A maior parte dos animais
que recebeu fltor suplementar apresentou maiores
densidades 6ssea e mineral, e também maiores
teores de célcio e fésforo.

A manutencao da qualidade 6éssea
(densidade 6ssea e mineral) observada neste
estudo, resultante do aumento do metabolismo
de célcio, também foi demonstrada por
Deshmukh et al.’®, que avaliaram os efeitos do
fluoreto sobre o teor de célcio nos ossos de ratos.
O grupo alimentado com fluoreto apresentou teor
de célcio 15% maior que o controle. O fluoreto
tem a habilidade de estimular a formacéo de osso
por meio do aumento da atividade osteoblastica™.
Alguns autores, como Kleerekoper?, atribuem
efeitos benéficos desse agente terapéutico a
atividade osteoblastica aumentada, podendo esse
mineral ser utilizado como um agente anabdlico
anti-reabsortivo, promovendo, consequentemen-
te, melhorias na mineralizacao e qualidade 6ssea.

Os efeitos danosos provocados pela
castracao, observados por meio de parametros

fisicos e biogquimicos, refletiram-se sobre a biome-
canica. Observou-se reducdo da carga maxima,
rigidez, resiliéncia e carga de ruptura, estando de
acordo com dados relatados por outros autores™.

O grupo basal apresentou valores para
resiliéncia, rigidez, carga méaxima e de ruptura
inferiores ao do grupo nao ovariectomizado
(Tabela 4). Os efeitos da castracao reduziram os
valores dos parametros biomecanicos do grupo
ovariectomizado em relacdo ao nao ovariectomi-
zado. Os animais tratados com fltor suplementar
obtiveram melhor recuperacdo desses parametros,
guando comparada a dos animais do grupo
ovariectomizado sem tratamento. Resultados
menores para carga maxima, carga de ruptura,
resiliéncia e rigidez também foram observados
neste estudo para o grupo ovariectomizado,
guando comparados com os do nao ovariecto-
mizado.

Realizando ensaio mecanico de flexdo a
trés pontos em 0ssos de ratos alimentados com
fluoreto de sédio, Nakahara® demonstrou relacoes
significativas entre os niveis de flGor e as tensdes
méaximas medidas, indicando efeitos benéficos do
flor sobre a resisténcia 6ssea. Nossos resultados
também mostram melhorias das propriedades
mecanicas dos 0ssos dos animais tratados com
fltior, quando comparados com os do grupo
ovariectomizado sem tratamento. Os grupos
tratados com flGor apresentaram maiores densi-
dades minerais, e, conseqlentemente, maiores

Tabela 4.Valores médios e desvio-padrao das propriedades biomecanicas obtidas nos ensaios de flexao a trés pontos dos fémures no

final do experimento, exceto para o Basal.

Carga maxima (n) Carga de ruptura (n) Resiliéncia (x107)) Rigidez (x10°n/m)

Grupos

M + DP M =+ DP M + DP M <+ DP
Basal (inicial) 76 = 5 81 6 16 = 1 141 = 15
Intactas 105 + 8# 89 + 8# 16 =+ 2 150 + 19#
Ovx 79 £ 6* 76 = 4#* 16 + 3 142 + 13
Ovx + 1,2mg/dia 89 =+ 12#+ 89 =+ 8#+ 22 + 6#+* 134 + 19*
Ovx + 2,4mg/dia 118 + 7 *+# 91 =+ 9#+ 23 = 3# *+ 204 + 30#*+
Ovx + 3,6mg/dia 118 + 9#+ 98 + 9#+ 22+ 2#+* 198 + 32#+*
Ovx + 4,8mg/dia 104 + 8 #+ 86 + 5+ 17 + 2 203 + 31#+*
Ovx + 6mg/dia 98 £ 11 #+ 79 £ 6 16 + 4* 190 + 35#+*

n=9-10; p<0,05 (Teste Tukey); #vs basal; *vs intacto; + vs ovx.
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valores biomecanicos, quando comparados com
0 grupo ovariectomizado sem tratamento.

Em 0ssos de ratos alimentados com dietas
deficientes em célcio e fésforo foram encontrados
valores menores para carga maxima, tensao
maxima e carga no limite elastico?®, concordando
com os resultados encontrados neste estudo em
gue houve diminuicao do célcio e do fésforo nos
grupos ovariectomizados observado pelos
parametros biomecanicos. Verificaram-se, neste
experimento, valores maiores para carga maxima,
carga de ruptura, resiliéncia e rigidez para a
maioria dos grupos tratados com fltor, que
apresentavam maiores teores de calcio nos
fémures. Nesse caso, a osteopenia induzida pela
castracdo causou desmineralizacdo 6ssea
provocando diminuicao dos parametros biomeca-
nicos. Entretanto, o efeito protetor do fltior contra
a osteopenia pode ser verificado nos resultados
biomecanicos obtidos.

Aingestao de grandes quantidades de fltor
pode causar lesdes nos ostedcitos e osteoblastos,
prejudicando a mineralizacdo 6ssea e causando
diminuicao da resisténcia?'. Nosso estudo demons-
trou que a suplementacdo com fltior a 40mg/L de
agua apresentou os melhores resultados, pois,
além de promover uma protecao contra a perda
ossea induzida pela deficiéncia de estrégenos
causada pela castracdo, melhorou a qualidade
6ssea, demonstrada pelos resultados biomecanicos
aumentados em relacdo ao grupo nao
ovariectomizado.

Dosagens altas de fltor podem causar
efeitos adversos significativos, como irritacdo
gastrintestinal, tendinites e dores das articulagdes
em humanos. Os efeitos de fluoretos sobre o
esqueleto podem ser benéficos quando estabele-
cidas dosagens limitadas, ou prejudiciais, quando
em grandes concentracoes®.

CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados,
verifica-se que os 0ssos das ratas que ingeriram
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fltor suplementar a 40mg/L de 4gua, durante dois
meses, demonstraram melhores condicdes fisicas,
bioquimicas e biomecanicas do que 0s 0ss0s dos
animais ovariectomizados sem tratamento e dos
animais nao ovariectomizados. Além de promover
uma protecdo contra a perda 6ssea, induzida pela
deficiéncia de estrégenos causada pela castracéo,
essa suplementacao de flior melhorou a qualidade
6ssea desse grupo, demonstrada pelos resultados
biomecanicos aumentados em relacdo ao grupo
nao ovariectomizado.
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