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RESUMO

Osteoporose é uma doenca metabdlica, sistémica, que acomete todos
0s 0ssos. A fratura do fémur € uma das mais graves consequéncias para o
portador de osteoporose. Cerca de 20% das pessoas com esse tipo de fratura
morrem em razao da proépria fratura ou de complicacdes ocasionadas por ela,
como embolias ou problemas cardiopulmonares. Os 80% restantes podem ficar
com algum tipo de incapacidade fisica. Este quadro € comum apds a
menopausa, devido a diminuicdo dos niveis de estrogénios circulantes. Essa
reducdo hormonal leva a uma ativagdo nos ciclos de remodelagcé@o 6ssea, com
predominio nas fases de reabsor¢do em relacdo a formac&o, devido ao
aumento do ndmero de osteoclastos na superficie dos ossos trabeculares. Os
fitoestrogenos de soja, como as isoflavonas, apresentam estrutura quimica
semelhante aos estrogenos humano. Esses compostos se apresentam de
forma natural em leguminosas e sao especialmente abundantes nos gréos da
soja. As isoflavonas presentes séao hidrolizadas no intestino por glicosidases
intestinais, liberando formas biologicamente ativas, que atuam beneficamente
no organismo humano. Este trabalho visou estudar, através de modelo animal,
como a estrutura Ossea da cabeca do fémur pode ser afetada apos a
menopausa e a influéncia dos Fitoestrogenos de soja (FS) na mineralizaco.
Para tanto, foram utilizadas 24 ratas fémeas Wistars, divididas em 3 grupos de
8 animais a saber: SHAM, OVX, OVX-FS. Os grupos OVX sofreram
ovariectomia bilateral e o grupo SHAM sofreu cirurgia ficticia de ovariectomia,
sem a remocao dos ovérios. Ao grupo OVX-FS foi administrado por via oral, o
FS na dosagem de 2mg/kg. Apés 60 dias da cirurgia, o tratamento foi iniciado e
apés 75 dias do inicio do tratamento, os animais sofreram eutandsia para
coleta das pegas. Os animais dos grupos SHAM e OVX também sofreram
eutanasia 75 dias ap6s a cirurgia. A andlise morfométrica mostrou que o
percentual de tecido 6sseo no grupo SHAM € maior que no grupo OVX
(p<0.05, ANOVA, Tukey). Entretanto, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas significantes entre o grupo OVX-FS com os demais. Dessa forma,
podemos comprovar que a supressao hormonal causa perda de massa 0ssea.
Entretanto, ndo foram detectados os efeitos do tratamento com Fitoestrégenos
de Soja.

Palavras-chave: Osteoporose. Fitoestrogenos de soja. Ovariectomia.



ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic metabolic disease that affects all bones. The
femoral fracture is one of the most serious consequences of osteoporosis.
About 20% of people dye due to this type of fracture because the fracture itself
or due to the complications, as embolisms or cardiopulmonary problems. The
80% remaining may be affected with some kind of disability. This scenario is
common after menopause due to decreased levels of circulating estrogens.
This hormonal reduction leads to an activation in bone remodeling cycles, with
predominance of the resorption phase relative to the formation, due to the
increased number of osteoclasts in trabecular bone surface. Soybean
Phytoestrogen, such as isoflavones, have chemical structure similar to human
estrogen. These compounds are naturally present in legumes and are
especially abundant in the soybeans. The isoflavones are hydrolyzed by
intestinal glycosidases in the intestine, releasing biologically active forms, which
act beneficially on the human body. In this work, how the bone structure of the
femoral head may be affected after menopause and the influence of Soybean
Phytoestrogen (FS) in the bone mineralization were studied through animal
model. For that purpose, 24 female rats were divided into 3 groups of 8 animals:
SHAM, OVX, OVX-FS. The OVX groups underwent bilateral ovariectomy and
SHAM group underwent sham surgery without removal of the ovaries. The
OVX-FS group was treated with FS, at dose of 2 mg/kg orally administered. The
treatment was initiated after 60 days of ovariectomy surgery. After 75 days after
the beginning of treatment, the animals were euthanized for sample removal.
The animals of SHAM and OVX groups were also euthanized 75 days after
surgery. The morphometric analysis showed that the bone percentage in the
SHAM group is higher than in the OVX group (p <0.05, ANOVA, Tukey).
However, there were no statistically significant differences between the OVX-FS
group in comparison with the others. Therefore, we can prove that hormone
suppression causes bone loss; however, the effects of Soybean Phytoestrogen
treatment were not detected.

Keywords: Osteoporosis. Soybean Phytoestrogen. Ovariectomy.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose tem sido amplamente reconhecida, nas duas Ultimas
décadas, como um importante problema de satde publica. E a mais comum
doenga 0sseo-metabdlica, afetando pelo menos 30% de todas as mulheres na
pds-menopausa. As principais manifestagfes clinicas da osteoporose séo as
fraturas, sendo as mais frequentes as de vértebras, fémur e antebraco. Estas
tém grande importancia na sociedade brasileira, considerando 0 seu
envelhecimento progressivo com graves consequéncias fisicas, financeiras e
psicossociais, afetando o individuo, a familia e a comunidade. Atinge homens e
mulheres com predominancia no sexo feminino com deficiéncia estrogénica e
individuos idosos. (ROBINS and COTRAN 2005)

Existem varias causas para a osteoporose, a principal € a menopausa,
provocada pela diminuigdo dos horménios femininos (estrégenos). Os
osteoclastos aumentam sua atividade, produzindo cavidades cada vez mais
profundas. Os osteoblastos, por sua vez, também aumentam sua atividade
tentando preencher a cavidade, mas isso nao é possivel, em razao da grande
reabsorcdo que o0s osteoclastos promovem, provocando, assim, uma
diminuic&o significativa da massa 6ssea. Amadei et al (2006), estabeleceram a
hiptese de que a perda ovariana contribui para a osteoporose. Apds a
menopausa natural ocorre uma aceleragdo da perda da massa éssea, a qual
pode ser corrigida pela estrogenoterapéutica. A reposicdo de estrégenos
melhora o equilibrio do célcio nas mulheres pds-menopausa. (AMADEI, et al
2006)

A osteoporose pés-menopausal é caracterizada por uma aceleracdo da
perda de massa Ossea hormdnio-dependente que ocorre na década apos a
menopausa. Na década ap6s a menopausa, as redugfes na massa 0ssea
podem atingir até 2% do osso cortical e 9% do osso esponjoso. As mulheres
podem perder cerca de 35% de seu o0sso cortical e 50% de seu 0sso trabecular
dentro de 30 a 40 anos ap6és a menopausa. (ROBINS,COTRAN
2005)(PEREIRA et al., 2011)

A deficiéncia de estrogénio desempenha um papel preponderante neste
fendmeno e a reposicdo de estrogénio na menopausa € protetora contra a

perda de massa 6ssea.
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Os Fitoestrégenos s&o compostos que ocorrem naturalmente em
plantas, frutas e gréos, apesar de terem estruturas quimicas diferentes dos
estrégenos, tem acdo parecida no metabolismo. Apds serem consumidos sdo
convertidos por enzimas metabdlicas no intestino a composto fenol
heterociclico, por serem similares ao esteroide estrogénico, eles competem
pelo receptor de estrogénio (MARTIN et al.,1978). Existem trés grandes grupos
de Fitoestrégenos: as isoflavonas, ligninas e coumestrol. A estrutura similar aos
estrégenos favorece a competicdo por receptores estrogénicos em vérias
células, possibilitando efeito antiestrogénico, para tal, sdo atualmente uma
forma de terapia de reposicdo hormonal para aqueles com desequilibrio
hormonal (WU et al. 2004). Os pesquisadores estdo explorando o papel
nutricional destas substancias na regulagéo da colesterol e na manutengéo da
adequada densidade 6ssea pds-menopausa. A evidéncia estd acumulando que
os Fitoestrogenos podem ter acdo protetora contra diversos problemas de
saude, tais como préstata, mama, intestino e outros tipos de cancer, doencas
cardiovasculares, distarbios da fungcdo cerebral e  osteoporose,
(ADLERCREUTZ, 2002) (DUNCAN, PHIPPS, & KURZER, 2003).

Durante a menopausa, na auséncia de estrogénios, essas substancias
substituem este horménio, aliviando os sintomas indesejaveis da menopausa.
Além disso, reduzem o risco de doencas cardiovasculares e osteoporose
causados pela auséncia dos estrégenos. (DUNCAN, PHIPPS, & KURZER,
2003)

Entretanto, em condi¢des normais, quando h& presenca deste hormdnio,
as isoflavonas funcionam como antiestrégenos, competindo pelos sitios de
ligagédo dos receptores de estrégenos presentes na célula. Adlercreutz (2002)
relatou sua relagdo com a prevengdo do cancer de mama e o consumo do
isoflavonas antes e durante a adolescéncia. Porem seu excesso do horménio
0 que pode aumentar o risco para surgimento do cancer de mama. Isso explica
os efeitos benéficos encontrados em estudos epidemiolégicos, mostrando
redugcédo do risco para o cancer de mama com o consumo de soja e seus
derivados. (PEREIRA et al., 2011)

Sendo assim, é de grande interesse o0 estudo devido aos beneficios da
ingestdo de Fitoestrogenos, ndo s6 comos estrogenos, mas também como

inibidores de enzimas ligadas ao desenvolvimento do cancer e antioxidante.
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Para tanto, esse trabalho foi realizado em modelo animal, induzindo a
supressdo hormonal através da ovariectomia em ratas. Os mecanismos
relacionados a fisiologia 6ssea que ocorrem nas ratas ovariectomizadas séo 0s
mesmos que ocorrem em humanos, mimetizando a condi¢cdo pos-menopausa,
e deve-se, principalmente, ao desbalanceamento no turnover 4sseo, ou seja, a
reabsorcdo Ossea excede a formacdo dssea levando & desmineralizacao
(THOMPSON et al. 1995) Dessa forma, esse modelo € apropriado para
estudos relacionados a osteoporose e tem sido utilizado em muitos trabalhos
na investigacdo de novas terapias. (THOMPSON et al. 1995) (ISHIDA et al.
1998)
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2 REVISAO DE LITERATURA

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define a osteoporose como
uma condicdo em que a densidade mineral 6ssea é igual ou inferior a 2,5
desvios padrédo abaixo do pico de massa d6ssea encontrada no adulto jovem. A
definicdo clinica baseia-se tanto na evidéncia de fratura como na medida da
densidade mineral 6ssea, por meio de densitometria 6ssea (DMO), expressa
em gramas por centimetro quadrado. (DOS SANTOS n.d.).

A National Osteoporosis Foundation 2010, fundagéo norte-americana de
estudo sobre a osteoporose, caracteriza esta doenga pelo aumento da
fragilidade d6ssea e pelo risco de fratura, especialmente no que se refere a
fraturas em coluna vertebral e quadril (BERRY et al. 2010).

Segundo dados da National Osteoporosis Foundation, a osteoporose
causa mais de 8,9 milhdes de fraturas por ano, em todo o mundo, o que resulta
em uma fratura osteopordtica cada 3 segundos. Estima-se que a doenga
acometera cerca de 200 milhoes de mulheres no mundo.(JOHNELL, KANIS
2006).

A complicacdo mais temida da osteoporose € a fratura proximal de
fémur. Esta fratura resulta em mortalidade 15% maior no primeiro ano pos-
fratura comparativamente ao grupo nao afetado de idade similar. Este tipo de
fratura representa perda significativa da autonomia dos pacientes. O risco da
fratura proximal de fémur nas mulheres caucasianas, na fase p4s-menopausa é
de 14-17%, a incidéncia de fraturas do fémur aumenta exponencialmente com
a idade e apds uma fratura, menos de 20% dos pacientes recebem terapia para
prevenir futuras fraturas. (KANIS et al. 2013)

H& inumeros fatores que atenuam a perda 6ssea e consequentemente
levam a osteoporose, a deficiéncia de estrogénio é uma delas e desempenha
um papel importante. Os ovarios séo a principal fonte de estrégenos circulante,
o principal produto secretorio é o estradiol, sintetizado pelas células granulosas
a partir de precursores androgénicos. Os hormonios sexuais tém importante
papel no crescimento 0sseo e na manutencdo do pico de massa 0ssea
(ABBAS, 2005). Existem claras evidéncias de que a diminui¢gdo ou auséncia de

estrégenos leva a progressiva redugcdo da massa Ossea. Assim, na
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ooforectomia em jovens, ou na menopausa precoce, pode-se observar
acelerada perda 0ssea com instalagdo mais rapida da osteoporose a reposi¢ao
de estrogénio na menopausa é protetora contra a perda de massa 0ssea. Os
efeitos dos estrogénios sobre a massa 6ssea sdo mediados pelas citocinas. A
diminuicdo dos niveis de estrogénio sobre a massa 0ssea resulta em um
aumento na secrecdo de Interleucina-1(IL-1), Interleucina- 6(IL-6) e fator de
necrose tumoral (FNT) pelos monécitos do sangue e células da medula 6ssea.
Estas citocinas sdo indispensaveis no processo de remodelagdo Ossea:
aposicao 6ssea por osteoblasto e reabsorgédo 6ssea por osteoclastos. (ABBAS
et al. 2005)

A coordenacao da osteoclastogenese e a remodelagédo 0ssea realga-se
a interacdo de trés membros do fator de necrose tumoral (FNT): 1- ligante do
receptor de ativagdo do fator nuclear Kappa Beta (NF-kB)- RANKL 2-receptor
ativador do NF-kB- RANK e 3- osteoprotegerina (OPG). (PEREIRA et al., 2011)

O RANKL é uma proteinas transmembranar do tipo I, e sua principal
funcdo é estimular a diferenciacdo dos osteoclastos e inibir a apoptose dos
mesmos. Expresso em osteoblastos imaturos, o mesmo pode ser liberado da
superficie celular por clivagem proteolitica e ligar-se ao RANK ou OPG. A OPG
€ uma proteina sollvel que pode inibir a diferenciacdo de precursores dos
osteoclastos em osteoclastos e pode regular a reabsorcéo dos osteoclastos, é
formada pelos osteoblastos quando estes reagem com citocinas, como 0s
estrégenos. Quanto ao RANK, é uma proteina de membrana do tipo | e é
expresso na superficie de células progenitoras mieloides, pré osteoclastos,
osteoclastos maduros e em células dendriticas. O RANK é uma via
osteoclastogénica critica que envolve o receptor de superficie do osteblasto.
RANKL é ligante o RANK. A OPG compete pela ligagdo com o RANKL,
reduzindo a ligagdo RANK-RANKL, sendo um parametro importante para o
controle de reabsorcéo 6ssea, ja que essa interagdo tem papel no controle dos
graus de reabsorcédo. (PEREIRA et al., 2011)

Além dos mecanismos citados anteriormente, a vitamina D e o célcio
atuam de forma essencial ha manutencdo da massa 6ssea.

A vitamina D € um composto equimolecular de lumisterol e vitamina D2.
E obtida pelo organismo naturalmente quando a pele é exposta a luz solar, sua

funcdo é de aumentar a absorcéo intestinal de céalcio. O calcio exerce algumas
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funcdes no corpo humano, especialmente no tecido 6sseo(BANKOFF et al.
1998)

Os 0ssos concentram noventa e nove por cento (99%) do célcio total,
sendo constantemente renovados, tendo como estimulo a forca mecanica. Os
seus niveis sdo regulados através de dois horménios, o hormonio
paratireoidiano (PTH) e a calcitonina (CT), que estéo envolvidos na regulagéo e
concentracdo de ions de calcio no plasma. O PTH ativa os osteoclastos
mobilizando o célcio nos ossos , aumenta a reabsorcéo tubular renal de calcio,
conservando assim o célcio livre e aumenta a conversdo renal de vitamina D
para sua forma ativa. A CT & um hormdnio polipeptidico que participa
ativamente da homeostase esquelética como regulador do metabolismo
mineral e dsseo, interferindo na acdo do paratormdnio na manutengdo da
massa 0ssea, pois promove o aumento da atividade osteoblastica.(Cristina et
al. 2004) (ROBINS, COTRAN 2005)

A prevencdo é a atitude mais eficiente, enfatizando a formacéo méaxima
de massa 6ssea entre os 20 e os 30 anos de idade, que corresponde ao “pico
de massa Ossea’. Conforme mencionado, em mulheres pds-menopausa o
processo de perda é6ssea é acentuado. Algumas mulheres sofrem perda de
massa 6ssea acima de 1% ao ano; entretanto, ao final de cinco anos podem ter
perda superior a 25%. Essa caréncia estrogénica pode persistir até 40 anos
apds o inicio da menopausa. Assim, a cessa¢do da funcdo ovariana esta
diretamente associada a uma intensa perda 0ssea. (GRAEF, LOCATELLI et al.
2012)

A reposicdo hormonal com estrégenos, estd associada com uma
reducao de fraturas, porém ha controversas entre os riscos e beneficios dessa
terapia, que pode variar entre os pacientes. Em relagcéo aos seus efeitos sobre
a pressdo arterial, é de grande valia considerar que o estrogénio afeta a
vasodilatagdo, tanto local quanto sistémica, pois nas paredes das artérias
existem receptores de estrogénio, os quais, quando estimulados, provocam
vasodilatagdo. O uso frequente desse tipo de medicagdo como terapia de
reposicdo hormonal comegou a ser questionado depois de um estudo realizado
pela Women’s Health Initiative (WHI) em 2002, o qual relatou numerosos

efeitos adversos, em diversos sistemas do organismo da mulher climatérica,
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dividindo, assim, as opinifes de especialistas quanto aos riscos e beneficios de
tal terapia. . (GRAEF, LOCATELLI et al. 2012)

Como terapia alternativa a reposi¢do hormonal, a literatura aponta, entre
outros tratamentos, os Fitoestrégenos da soja. Os Fitoestrogenos tém
sido alvo de inumeros estudos que sugerem seu potencial como uma terapia
alternativa visando a reducdo do risco de desenvolvimento de alguns
problemas de saude. Possui atividades hormonais e ndo hormonais, as quais
podem explicar alguns dos efeitos obtidos no consumo de dietas riscas em
soja. (QUEIROZ, 2006)

Os estrogenos e o0s progestagenos, principais horménios esteroides
ovarianos, apresentam semelhangcas estruturais por serem derivados do
colesterol, os Fitoestrogenos apresentam semelhancas tanto quimicas quanto
funcionais quando comparados com os estrogenos enddgenos, sendo que 0S
Fitoestrégenos possuem um anel fendlico em sua estrutura, o que € um
requisito essencial para a ligagdo ao receptor estrogénico. (QUEIROZ
2006)(MARTIN, HOUSTON 1987).

Os Fitoestrégenos apresentam diversos beneficios, em relacdo a
incidéncia de complicagcBes Osseas diversos estudos apontam que o estrogénio
pode agir diretamente sobre os osteblastos em virtude de um mecanismo
mediado por receptores, e assim, modular a matriz extracelular e diversas
proteinas envolvidas na manutencdo da mineralizacdo Ossea, limitando a
reabsorcdo. (GRAEF, LOCATELLI et al. 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

A osteoporose é uma doencga degenerativa constantemente associada a
ocorréncia de fraturas devido a grande fragilidade dos ossos e ocorre com
grande frequéncia no fémur. Pesquisas que envolvem terapias dessa doenca
sdo de grande importancia e podem ser conduzidas experimentalmente a partir
do modelo de ovariectomia em ratas. Sendo assim, o estudo da acdo dos
Fitoestrégenos de Soja na estrutura éssea da cabeca do fémur € de grande

interesse cientifico e social.
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4 OBJETIVO

Estudar através da microscopia a influéncia dos Fitoestrogenos de soja
na estrutura éssea da regido do fémur em ratas ovariectomizadas, através da

comparagao com o grupo de ratas ovariectomizadas néo tratadas e com ratas

normais.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Local e Grupos de Estudo

Foram utilizadas neste estudo 24 ratas adultas Wistar, com 90 dias de
idade, obtidas do Biotério da USC, Universidade Sagrado Cora¢cdo. Durante o
periodo experimental, foram mantidas em caixas plésticas, alimentadas com
agua e racdo ad libitum, num ambiente de temperatura e luz controladas (ciclo
de 12 horas, claro e escuro). Os animais foram aleatoriamente distribuidos em

3 grupos experimentais de 8 animais cada, descritos a seguir:
1. OVX - sofreram ovariectomia

2. OVX-FS - sofreram ovariectomia e serdo tratadas com Fitoestrégenos de

soja dose 2mg/kg diaria.

3. SHAM - sofreram 0 mesmo tratamento cirdrgico sem a remogdo dos

ovarios

5.2. Delineamento Experimental

Ap6s o periodo de 90 dias (maturagdo sexual) os animais foram
submetidos ao esfregago vaginal para comprovagdo da maturidade sexual.
Posteriormente, os grupos OVX e OVX- FS sofreram ovariectomia bilateral e os
animais do grupo SHAM sofreram a mesma cirurgia sem a remogdo dos
ovarios. Os grupos de animais foram preservados por 60 dias até o inicio do
tratamento com os Fitoestrégenos de Soja. Nessa ocasido, o procedimento de
esfregaco vaginal foi repetido para se comprovar a supressdo hormonal. O
tratamento se estendeu por 75 e apoOs esse periodo as ratas sofreram

eutanasia, conforme o delineamento cronolégico (Figura 1).

A administracdo do medicamento (Extrato seco de Glycine Max 40% - 150
mg- SoyFemme, Aché) foi realizada por via oral, na dose de 2mg/Kg/dia,
diluindo-se o medicamento na agua que era ingerida pelos animais, conforme
informagdes da bula do medicamento para consumo humano. Anteriormente foi
determinado o consumo hidrico médio de 100mL de agua por animal e a

diluicéo foi ajustada para esse valor de consumo (2mg/100mL).
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Figura 1 Delineamento cronoldgico

Inicio do
tratamento com
Fitoestrogéno de

Soja
90 dias 60 dias 75 dias de
Maturagdo sexual Preservacdo tratamento
|
[ |
Nascimento l Ovariectomia l Eutandsia
Comprovagao do ciclo Comprovagdo do ciclo
| estral estral )

Periodo experimental de 225 dias

5.3 Comprovacéao do Ciclo estral
Foram realizados esfregacos vaginais para a determinacdo da
regularidade do ciclo estral de acordo com a técnica descrita por SHORR
(1941), com a finalidade de comprovacéo da maturidade sexual.(SHORR 1941)
e da supresséo hormonal conforme a figura 1.

Y

As ratas foram submetidas a citologia vaginal esfoliativa, através da
insercdo de soro fisiolégico e posterior aspiracdo do material com uso de uma
micropipeta (Figura 2). Em seguida, o material aspirado foi espalhado em
lamina e submerso em alcool absoluto para fixagdo. Posteriormente, 0 material

coletado foi analisado microscopicamente para caracterizagcao do ciclo estral.
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Figura 2 Procedimento para coleta do material para citologia esfoliativa

_—

5.4 Procedimentos Cirurgicos

5.4.1 Anestesia e Assepsia

Para a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos, os animais foram
submetidos a anestesia geral com administracdo pré-anestésica de relaxante
muscular por via intramuscular (IM) de cloridrato de xilazina (Rompum®-Bayer,
Sao Paulo, Brazil) 10mg/kg de peso corpéreo, seguido pela administracéo
intramuscular de anestésico geral de cloridrato de cetamina (Dopalen® -
Vetbrands) 90mg/kg de peso corporeo.

Ap6s o inicio de acdo da anestesia foram realizados os procedimentos
de tricotomia e desinfeccdo na regido a ser operada com PVPI
(polivinilpiloridona), conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3 Animal sedado com a tricotomia realizada e desinfeccao da regido a ser operada

u

g

5.4.2. Técnica cirargica — Ovariectomia

Foram realizadas ovariectomias bilaterais com incisdes em ambos o0s
flancos, exposicdo dos ovarios e remocéao cirdrgica dos mesmos, ilustrado na
figura 3. Em seguida foi realizada a sutura do plano mais interno com fio
reabsorvivel (Vicryl 4-0®, Johnson & Johnson) e da superficie cutanea com fio
de seda (Seda 4-0®, Johnson & Johnson). As cirurgias SHAM (cirurgias
ficticias) foram realizadas expondo-se os ovarios e em seguida os retornando
intactos para a posicao original e foram feitas as suturas por planos, com o
objetivo de simular o estresse cirdrgico. ApOs as cirurgias, 0s animais
receberam uma dose didria por 7 dias de Enrofloxacino (Flotril® 2,5% -
Schering-Plough) numa dose de 10,0mg/kg de peso corpéreo por via

intramuscular.
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Figura 4 Cirurgia de ovariectomia. A: localizacdo da &rea operada. B,C:Incisdo. D:
Divulséo do tecido. E: Exposi¢do da tuba uterina. F,G: Ligadura da tuba uterina. H: Remoc¢é&o

do ovério (ovariectomia) I: Sutura em planos.

5.5 Preparo das Pecas

Decorrido os periodos de observacdo de 75 dias os animais sofreram
eutanasia com administracdo EV de Barbitiricos na dose de 150,0mg/kg de
peso animal associado a lidocaina 10mg/mL ao Tiopental. Em seguida o fémur
foi retirado. Subsequentemente, as pecas foram fixadas em formol a 10% por
48 horas (figura 5), para que posteriormente fossem feitas as analises

macroscopica e microscopica.
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Figura 5 Peca fixada em formol

5.6 Analise Macroscépica
Os espécimes foram analisados macroscopicamente nas suas

dimensoes, coloragéo e fotografados em lente de aproximacéao.
5.7 Analise Microscopica

As pecas fixadas em formol a 10% por 48 horas foram descalcificadas
usando EDTA18% (acido etilenodiaminotetracético) e incluidas em parafina. Os
cortes microscopicos foram obtidos no sentido longitudinal, na regido do
cabeca do fémur, com seis micrometros de espessura e corados pelo método

da hematoxilina/eosina (H.E.) e Tricomico de Masson..

As laminas foram observadas no fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i,
acoplado a um analisador de imagens (Image Pré-Plus® 5.1). Todas as
imagens foram salvas para posterior andlise cuidadosa de todas as estruturas

e tecidos presentes, observando-se principalmente a neoformacao 6ssea.
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Figura 6 A: ilustracdo macroscoOpica do fémur em preparo para o corte. B: local do corte da

cabeca do fémur. C: corte transversal realizado na cabeca do fémur.

5.8 Histomorfometria

Para realizar as morfometrias das imagens utilizou-se o programa
Imaged. A figura abaixo representa um exemplo de morfometria, com a area
definida (16x16), que foi padronizada para todos os grupos. Foi feita a
contagem da area com espaco medular, e entdo calculou-se a porcentagem
final de tecido 6sseo e espaco medular. Os dados quantitativos foram
analisados pelo teste ANOVA e foram considerados estatisticamente diferentes

guando p<0.05.

Figura 7 Exemplo de morfometria- Image J
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6 RESULTADOS

Durante o periodo experimental ndo foram observadas alteracdes no
comportamento dos animais em decorréncia dos procedimentos. Nao houve

perda de animais durante os procedimentos cirdrgicos e nem no pas-cirargico.

6.1Comprovacéo do Ciclo Estral

Aos 90 dias de idade, comprovou-se através do esfregaco vaginal que
foi realizado por 5 dias consecutivos, que as as ratas estavam em seus ciclos
normais atingiram a maturidade sexual. Apds 60 dias da ovariectomia, foi
realizado o esfregago vaginal novamente, em todos 0s animais e observou-se
grande nuamero de leucdcitos, caracterizando a fase Diestro, caracteristico da

gueda dos estrdégenos.

6.2 Analise Macroscopica

Ndo houve diferencas macroscoOpicas entre as pecas removidas dos
grupos estudados: OVX, OVX-FS e SHAM nos periodos observados.

Figura 8 Exemplo de peca removida
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6.3Analise Microscopica

A Figura 9 mostra uma fotomicrografia do corte transverso do fémur de
uma peca do grupo OVX 75 dias, mostrando suas principais estruturas, nota-se
qgue ha formacdo das lacunas 6sseas decorrentes da desmineralizacdo 6ssea
causada pela menopausa induzida pelos procedimento cirdrgicos.

Figura 9 Fotomicrografia do grupo OVX 75 dias mostrando as principais estruturas. Ampliacéo
de 4 vezes, coloragdo H.E.

Substancia Esponjosa

Linha Epifisal

Cartilagem Articular

Lacuna Ossea

A area da cabeca do fémur onde foi realizada a comparagédo entre os
grupos foi padronizada em forma de quadrante conforme a Figura 10.
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Figura 10 Area padronizada para morfometria

A figura 11 mostra os 3 grupos de forma que pode-se comparar
visivelmente as diferencas entre eles. A imagem A é o corte da cabeca do
fémur do grupo OVX (ndo tratado), onde observamos uma reducédo de matriz
0ssea em comparacgao a imagem B, que representa o grupo OVX-FS (tratado),
que demonstra uma menor perda de massa 0ssea. A imagem C, € um exemplo
de fotomicrografia do grupo SHAM (controle) com perda de massa 6ssea,
sugerindo uma acao protetora do Fitoestrégenos na reducédo de matriz 6ssea.

6.4 Histomorfometria

Figura 11Fotomicrografia comparativa da regido da cabeca do fémur do grupo: (A) OVX (B)
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A figura 12 mostra o gréfico comparativo do percentual de tecido 6sseo,
obtido por morfometria, entre os grupos estudados. Os resultados da
histomorfometria foram avaliados estatisticamente pelo teste ANOVA e Tukey.

Figura 12 Porcentagem de tecido 6sseo de acordo com os grupos. *p < 0.05
ANOVA, Tukey
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7 DISCUSSAO

Existem varias causas para a osteoporose, a principal € a menopausa,
provocada pela diminuicdo dos hormbdnios femininos (estrégenos). A
osteoporose pos-menopausal é caracterizada por uma aceleragéo da perda de
massa 0ssea horménio-dependente que ocorre na década apos a menopausa.
Na década ap6s a menopausa, as reducdes na massa 6ssea podem atingir até
2% do osso cortical e 9% do osso esponjoso. As mulheres podem perder cerca
de 35% de seu osso cortical e 50% de seu osso trabecular dentro de 30 a 40
anos apos a menopausa.(ROBINS , COTRAN 2005)(PEREIRA et al., 2011)

O uso terapéutico dos estrogenos € disseminado, sendo comumente
utilizados na reposicdo hormonal apés a menopausa, pois produz inameras
acbes fisioloégicas, incluindo efeitos no desenvolvimento, acbes
neuroenddcrinas e a¢cdes no metabolismo de minerais, carboidratos, proteinas
e lipideos. (AMADEI, 2006).

Como alternativa a reposi¢cdo hormonal a literatura aponta como terapia
os Fitoestrogenos da soja, que sdo compostos que ocorrem naturalmente em
plantas, frutas e gréos, apesar de terem estruturas quimicas diferentes dos
estrégenos, tem acdo parecida no metabolismo. Apds serem consumidos s&o
convertidos por enzimas metabdlicas no intestino a composto fenol
heterociclico, por serem similares ao esteroide estrogénico, eles competem
pelo receptor de estrogénio. (MARTIN & HOUSTON, 1987).

Os fitoestrogenos afetam positivamente os ossos indicando que soja é
uma terapia eficaz, e quase equivalente, alternativa & dose baixa de
estrégenos. (BEDELL, et al, 2014)

Além da agdo semelhante aos estrégenos enddgeno, os Fitoestrégenos
sdo bons agentes antioxidantes e antiinflamatérios, diminuindo os sintomas da
menopausa, e atuando na redugéo do LDL, diminuindo riscos de doengas
cardiovasculares. (SANCHES et al, 2010).

Conforme Pereira et al (2011), o osso trabecular tem cerca de 50% de
chance de ser afetado pela desmineralizacdo o6ssea no periodo poés-
menopausa. Portanto, € de grande importancia estudar a acdo benéfica da
influéncia do fitoestrogeno de soja sob a estrutura 6ssea do fémur.
(ABBAS,2005).
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Com isso, este trabalho teve como objetivo analisar, em modelo animal,
a estrutura do fémur apos supressdo hormonal, a influéncia do fitoestrogenos
de soja como tratamento. Os grupos de animais foram aleatoriamente
distribuidos em OVX-FS (tratado), OVX (néo tratado) e SHAM (controle).

A andlise microscopica aponta morfologicamente que o grupo OVX
apresenta maior area de lacunas Osseas em relagcdo aos demais grupos,
indicando que os fitoestrogenos de soja podem ter tido um papel
preponderante na manutengdo da massa 0ssea, como apontam estudos
realizados em mulheres na pds menopausa, que o consumo de isoflavonas
pode atenuar a perda de massa 6ssea. (ALEKEL et al. 2000).

A analise morfométrica aponta que héa diferenca estatistica significante
(p<0.05, ANOVA, Tukey) no grupo OVX (nédo tratado) em relagdo ao SHAM
(controle), comprovando a perda O6ssea causada pela supressdo hormonal.
Porém, ndo foi observada diferenca estatistica significante (p>0.05, ANOVA)
entre o grupo OVX-FS (tratado) e OVX (néo tratado). Umas das possibilidades
€ de ndo ter ocorrido uma dosagem uniforme entre 0s animais, pois a
administragdo foi na dgua de beber e n&do por gavagem.

Os fitoestrogenos apresentam diversos beneficios em tratamento
relacionados a incidéncia de complicagcfes 6sseas. Diversos estudos apontam
gue o estrogénio pode agir diretamente sobre os osteoblastos em virtude de
um mecanismo mediado por receptores e assim, modular a manutencdo da
mineralizagdo Ossea, limitando a reabsor¢do. (GRAEF, LOCATELLI ET AL.
2012).

A reposicdo hormonal com estrégenos esta associada a reducdo de
fraturas. Porém ha controversas entre os riscos e beneficios dessa terapia, que
pode variar entre os pacientes.

Em geral, o uso do Fitoestrégenos parece ser muito seguro. Em
comparagcdo com a reposicdo hormonal com estrégenos, poucos efeitos
colaterais estédo relatados, sendo o mais grave, relacionado ao desconforto
gastrointestinal (BEDEL 2014). Os resultados observados fornecem
embasamento para futuros estudos e outras avaliagbes, tais como a
densitometria 6ssea, que pode contribuir no monitoramento do experimento in

vivo. Provavelmente periodos maiores de experimentacdo, doses mais
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elevadas de fitoestrogenos e outras vias de administracdo, como gavagem,

podem evidenciar melhor o efeito do tratamento com os fitoestrégenos de soja.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho puderam demonstrar que o modelo animal
de ratas ovariectomizadas € apropriado para estudo de metabolismo 6sseo sob
a supressao hormonal. Morfologicamente podemos observar o efeito protetor

do fitoestrorogeno de soja na estrutura 0ssea na regido da cabeca do fémur.
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A CEUA USC dentro de suas competéncias e seguindo normas vigentes no Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal - CONCEA analisou o projeto “INFLUENCIA DO TRATAMENTO
COM FITOESTROGENO DE SOJA NA ESTRUTURA OSSEA DO FEMUR DE RATAS OVARIECTOMIZADAS.",
sob a responsabilidade da pesquisadora Prof? Dr.2 Angela Mitie Otta Kinoshita e o considerou
APROVADO com as seguintes recomendagoes.

- Descrever melhor quais grupos sofrerdo procedimento cirurgico ovariectomia e/ou ovanectomia ficticia, ou
seja, se 0s és grupos sofrerdo o procedimento cinirgico ou somente 0s grupo SHAM (cirurgia ficticia) e
OVX (Ovariectonia) pois 0 resumo apresentado deixou duvidas quanto 30 mesmo.

2- O mimero da amostra de ratas a ser utilizadas esta diferente no N do Resumo (24 ratas) e no N da tabela 9.2
(18 ratas), bem como colocar a idade dos animais em meses.

3- Sugenimos ajustar a dose correspondente a medicagdo analgésica para 50mg/kg nos intens 10.4 e 10.8.2.

4- tendo em vista a utlizagdo do fitoestrogeno de soja, solicita-se a corregdo do item 109
(Exposigao/Inoculagdo/Administragio para SIM e completar a tabela a seguir com os dados do farmaco.

5- Tendo em vista a coleta do fémur das ratas solicita-se a corregdo do item 11 para sim e completar a tabela a
seguir de extragio de material biologico.
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