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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

Influéncia da terapia de reposi¢cdo hormonal sobre a atividade de
enzimas antioxidantes, niveis de estréncio e ferro, e metabolismo 6sseo em
mulheres.

Autora: Tais Cristina Unfer
Orientadora: Tatiana Emanuelli
Co-orientador: Erico Marlon de Morais Flores
Data e Local: Santa Maria, 31 de maio de 2006

A redugédo natural nos niveis de estrogénio, que ocorre ha menopausa pode
contribuir para varios problemas de saude muitos deles também possivelmente
relacionados ao estresse oxidativo. A diminuicdo dos niveis circulantes de estrogénio
e o aumento de horménio foliculo estimulante (FSH) em mulheres na menopausa
estdo sendo associados a perda déssea. A terapia de reposicdo hormonal (TRH) é o
tratamento mais comum para atenuar os disturbios menopausicos e, as
concentragbes sanguineas de estréncio (Sr) e ferro (Fe) tém mostrado influenciar no
metabolismo 6sseo. Os objetivos deste estudo foram avaliar a influéncia da TRH na
atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e lipoperoxidagéao (TBARS); e
determinar os niveis de Sr e Fe e sua relagdo com a densidade mineral éssea
(DMO) e parametros bioquimicos em mulheres na pré e pés menopausa com e sem
TRH. As atividades das enzimas antioxidantes foram determinadas no sangue total
de mulheres na pré-menopausa (n= 18) e na pés-menopausa sem (n= 21) e com
TRH (n=19); a idade média dos grupos foi de 47, 59 e 57 anos, respectivamente. As
concentragdes de Sr e Fe foram avaliadas por espectrofotometria (espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente - ICP-MS e espectrometria de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente - ICP-OES, respectivamente), no sangue
de mulheres na pré-menopausa (n= 17) e na pés-menopausa sem (n= 20) e com
TRH (n= 19), com idade média de 47, 60 e 57 anos, respectivamente. A DMO foi
determinada na lombar (L1-L4) e no colo do fémur por absorciometria de duplo feixe
de raios-X (DEXA). Em nosso estudo TBARS, CAT e GPx ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos. No entanto, a atividade da SOD foi
significativamente menor em mulheres na pds-menopausa sem TRH (0,68+0,04
U/mg Hb) quando comparado com 0s grupos pods-menopausa com TRH (0,89+0,07
U/mg Hb) e na pré-menopausa (0,91+0,04 U/mg Hb). A atividade da SOD também
apresentou correlagao positiva com o tempo de TRH (r=0,33; p<0,05) nas mulheres
menopausadas. As concentragdes de Sr e Fe ndo diferiram entre as mulheres nao
menopausadas (33,66+3,57 pg L' e 502,09+19,90 mg L', respectivamente) e
aquelas na pos-menopausa sem (31,47+2,58 pug L' e 523,65+9,91 mg L
respectivamente) ou com TRH (29,74+3,02 ug L' e 540,30+20,24 mg L7,



respectivamente). A DMO da L1-L4 e fémur foi maior nas mulheres que ndo estavam
na menopausa (1,05+0,23 e 0,84+0,02 g/cmz, respectivamente) quando comparado
com os grupos de mulheres na pés-menopausa sem (0,90+0,37 e 0,750,02 g/cm?,
respectivamente) e com TRH (0,94+0,04 e 0,74+0,02 g/cm?, respectivamente). No
entanto, a DMO nao apresentou correlagdo com as concentragdes de metais
encontradas. A DMO foi negativamente influenciada pelos niveis de FSH (3=-0,47,
p<0,01 para DMO L1-L4 e p=-0,42, p<0,01 para DMO fémur), e pela idade (r=-0,48,
p<0,01 para DMO L1-L4 e r=-0,38, p<0,01 para DMO fémur). Concluiu-se que a TRH
antagoniza a diminuicdo da atividade antioxidante da SOD que ocorre apds a
menopausa, sugerindo o papel protetor da terapia contra o estresse oxidativo.
Também demonstramos que as concentragdes sanguineas de Sr e Fe encontradas
nao exerceram efeito significativo na DMO e outros parédmetros bioquimicos e nao
foram influenciadas pela menopausa ou pela TRH em mulheres na pré e pods-
menopausa. A diminuigdo na DMO observada foi em decorréncia do aumento nos
niveis circulantes de FSH e do processo de envelhecimento.

Palavras-chave: Terapia de reposicdo hormonal, menopausa, enzimas
antioxidantes, estréncio, ferro, densidade mineral 6ssea.
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Natural loss of estrogen occurring in menopausal process may contribute to
various health problems many of them possibly related to oxidative stress. Decrease
in circulating estrogen levels and increase in follicle stimulating hormone levels (FSH)
in menopausal status are related with decrease in bone mineral density. Hormone
replacement therapy (HRT) is the most common treatment to attenuate menopausal
disturbances and strontium (Sr) and iron (Fe) have been suggested to influence to
bone metabolism. The objectives of this study was to evaluate the influence of HRT
on the activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT, and GPx) and lipid peroxidation
(TBARS) in menopausal women and to determine blood strontium and iron levels
and their relationship with bone mineral density and biochemical parameters in pre
and postmenopausal women with or without HRT. Blood antioxidant enzyme
activities were determined in premenopausal (n=18) and in postmenopausal healthy
women without (n=21) or with HRT (n=19) (mean ages: 47, 59, and 57, respectively).
Whole blood Sr and Fe levels were determined by spectrometric methods (inductively
coupled plasma mass spectrometry - ICP-MS and inductively coupled plasma optical
emission spectrometry - ICP-OES, respectively) in premenopausal (n=17) and
postmenopausal women without (n=20) or with HRT (n=19) (mean ages: 47, 60 and
57 years, respectively). Bone mineral density (BMD) was evaluated at the lumbar
spine (BMD L1-L4) and femoral neck (BMD femur) by dual energy X-ray
absorptiometry (DEXA). TBARS, CAT, and GPx activity were not significantly
different among the groups of study. However, SOD activity was significantly lower in
postmenopausal women without HRT (0.68+0.04 U/mg Hb) when compared both to
premenopausal women (0.91+0.04 U/mg Hb) and to postmenopausal women with
HRT (0.891£0.07 U/mg Hb). SOD activity was positively correlated to the duration of
HRT in the postmenopausal groups (r=0.33, p<0.05). Blood Sr and Fe levels in
premenopausal (33.66+3.57 ug L' and 502.09+19.90 mg L™, respectively) and
postmenopausal women without (31.47+2.58 ug L' and 523.65+9.91 mg L7,
respectively) or with HRT (29.74+3.02 pg L™ and 540.30+20.24 mg L™, respectively)
were not significantly different among study groups. BMD L1-L4 and BMD femur
were significantly higher in premenopausal women (1.05+0.23 and 0.84+0.02 g/cm?,
respectively) when compared both to postmenopausal women without (0.90+0.37
and 0.75+0.02 g/cm? respectively) and to postmenopausal women with HRT
(0.9440.04 and 0.74+0.02 g/cm?, respectively). However, BMD had no relationship



with blood metal levels, but was negatively influenced by FSH levels (=-0.47,
p<0.01 for BMD L1-L4 and 3=-0.42, p<0.01 for BMD femur) and age (r=-0.48, p<0.01
for BMD L1-L4 and r=-0.38, p<0.01 for BMD femur). We concluded that HRT
antagonizes the decrease of SOD activity that occurs after menopause, suggesting
that HRT may play a beneficial role in the protection against oxidative stress. It was
also shown that the physiologic whole blood Sr and Fe levels had no significant effect
in BMD or other biochemical parameters in pre and postmenopausal women. BMD
decreased with the increased in FSH levels and with aging.

Keywords: Hormonal replacement therapy, menopause, antioxidant
enzymes, strontium, iron, bone mineral density.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertagcao sdo apresentados sob a
forma de artigos, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTIFICOS. As
secoes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos préprios artigos e representam na integra este
estudo.

Os itens DISCUSSAO E CONCLUSAO, dispostos apds os artigos, contém
interpretacbes e comentarios gerais referentes ao presente estudo e relacionados
aos artigos cientificos deste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS s3o relacionadas as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO

desta dissertacgao.



1 INTRODUCAO

A menopausa sinaliza o fim da habilidade reprodutiva feminina, em
decorréncia da diminuicao da funcéao folicular ovariana. Alteragcdes hormonais tipicas
do envelhecimento reprodutivo ocorrem apds a menopausa, como a diminuicao dos
niveis circulantes de 17p-estradiol (Ez) e aumento dos niveis de horménio foliculo
estimulante (FSH). O corpo sofre mudangas e a mulher passa a apresentar sinais e
sintomas caracteristicos da diminuicdo na produgao de estrogénios, como ondas de
calor e disfungdes urogenitais, podendo ocorrer o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares, osteoporose, Alzheimer e depressao (Sowers, 1998; Greendale et
al., 1999). Além disso, tem sido sugerido que a reducado da sintese de estrogénio
poderia ser responsavel pelo aumento do estresse oxidativo em mulheres na
menopausa (Gura, 1995; Trevisan et al., 2001; Ke et al., 2003; Bednarek-
Tupikowaska et al., 2004).

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre fatores pr6 e antioxidantes que
pode ocorrer por aumento dos fatores pro-oxidantes e/ou uma redugao das defesas
antioxidantes. Diversos estudos tém relacionado o aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) com o envelhecimento (Nohl, 1993; Finkel & Holbrook, 2000; inal
et al., 2001; Kasapoglu & Ozden, 2001) e com o desenvolvimento de doengas como
a aterosclerose (Ross, 1993; Harrison, 1997) e, mais recentemente, a osteoporose
(Basu et al., 2001). A terapia de reposi¢ao hormonal (TRH) pode ser considerada o
mais efetivo tratamento para solucionar os problemas de saude associados a
menopausa. De fato, autores sugerem que os estrogénios atenuam os sintomas da
menopausa e previnem doencas coronarianas e a osteoporose. No entanto, ainda
existem contradicbes em relagdo ao seu efeito préo e antioxidante (Liehr, 1996;
Markides et al., 1998; Nathan & Chaudhuri, 1998; Timbodeau et al., 2002). As
enzimas antioxidantes tais como catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
superoxido dismutase (SOD) protegem os organismos aerdbicos de injurias
oxidativas causadas por EROs. Alteracdes na atividade destas enzimas poderiam

ocorrer em decorréncia da menopausa e, a TRH estaria associada ao aumento na
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atividade antioxidante da GPx e CAT, em mulheres na pds-menopausa (Ozden et
al., 2001; Naziroglu et al., 2004).

A osteoporose é uma das mais sérias consequéncias fisiolégicas da
menopausa, pois fraturas osteoporéticas frequentemente resultam em morbidez e
até mesmo em morte. Estima-se que 30% das mulheres acima de 50 anos poderéo
sofrer algum tipo de fratura por osteoporose (Pinto Neto et al.,, 2002). Com base
nisso, tem crescido o interesse cientifico por novas formas de tratamento e maior
compreensao dos mecanismos hormonais e bioquimicos do metabolismo ésseo.

O estréncio (Sr) € um metal ndo essencial, que compartilha com o calcio
(Ca) de propriedades quimicas e fisioldgicas similares (Delmas, 1992; Devine et al.,
1993) e esta localizado em maior concentracdo nos ossos (Shoroeder et al., 1972),
podendo exercer um papel importante no metabolismo deste tecido (Venugopal et
al., 1978; Marie, 2006). A incorporagdo do Sr nos ossos esta diretamente
relacionada aos seus niveis plasmaticos, ao tempo de exposicdo e a renovagao
Ossea e se da por troca superficial ou substituicdo idnica (Linkins et al., 1959;
Johnson et al.,, 1968; Dahl et al., 2001). O tratamento com Sr foi associado a um
aumento da densidade mineral 6ssea (DMO) da espinha lombar e da coluna
vertebral de mulheres na menopausa e pacientes osteoporoticos, respectivamente
(McCastin & Janes, 1959; Meunier et al., 2002). No entanto, pouco se sabe a
respeito do papel de concentragdes fisioldgicas de Sr no metabolismo 6sseo.

Além do desequilibrio entre formacado e reabsorcao 6ssea, em virtude da
deficiéncia de hormbnios ovarianos, a osteoporose na menopausa esta associada a
menor absorgdo gastrintestinal de Ca. Estudos observaram que a TRH aumenta a
absorcao de Ca (Heaney et al., 1978;1997). No entanto, o tratamento a curto prazo
com estradiol nao influenciou a absorcao de Sr, quando este foi utilizado em testes
para avaliar a absor¢gdao de Ca em mulheres na pds-menopausa (Bolscher et al.,
1999; 2000). Os niveis corporeos de ferro (Fe) podem aumentar na menopausa e,
estudos sugerem que o Fe poderia exercer efeitos negativos ou positivos na DMO
de animais e humanos (Harris et al., 2003; Isomura et al., 2004; Maurer et al., 2005).

Nao foram encontrados estudos avaliando os niveis normais de Sr em
diferentes fases da vida reprodutiva da mulher, ou sua relagcdo com o estado
hormonal e com a densidade mineral éssea. Também s&o escassos os estudos da

influéncia da terapia de reposicdo hormonal sobre o estado oxidativo.
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Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a relagdo da menopausa e
da terapia de reposicdo hormonal com as defesas antioxidantes naturais, os niveis
sanguineos de estroncio e ferro, e o metabolismo 6sseo em mulheres na pré e pos-
menopausa. Nessa perspectiva, os objetivos especificos foram:

— Avaliar a influéncia da menopausa e da terapia de reposicdo hormonal
sobre a atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, superéxido
dismutase e catalase, e os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

—  Determinar os niveis sanguineos de estrdoncio e ferro e investigar a sua
relagdo com a densidade mineral 6ssea e parametros bioquimicos do metabolismo
0sseo, fungao renal e hepatica.

— Investigar a influéncia da idade, tempo de menopausa, niveis de
estradiol e hormdnio foliculo estimulante, terapia de reposicdo hormonal, numero de
partos, tempo de aleitamento, ingestdo de calcio, atividade fisica, hematdcrito e o
indice de massa corporal, sobre os niveis sanguineos de estroncio e ferro em

mulheres.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A menopausa

A menopausa € uma condigdo fisiolégica definida como o término
permanente da menstruagdo, devido a perda da funcdo folicular ovariana.
Clinicamente a menopausa é diagnosticada apds doze meses de amenorréia. A
determinacdo da idade de menopausa é dificil devido a variabilidade individual e
populacional. Contudo, estima-se que ocorra em média aos 51 anos de idade
(Greendale et al., 1999; Miquel et al., 2006).

O ciclo menstrual raramente cessa de forma abrupta, sendo a transicéo
menopausica (perimenopausa) o periodo durante o qual ocorre ampla flutuagdo nos
perfis hormonais marcando a transigcao da fase reprodutiva para a nao reprodutiva
(Greendale et al., 1999; Miller & Franklin, 1999). Tendéncias tedricas destacam que
a perimenopausa precede a menopausa em dois a oito anos. As representacgoes,
fisiologica e clinica da perimenopausa, ndo estdo completamente compreendidas.
Estudos propbéem que ela iniciaria quando os sistemas neurohormonais que
modulam a ovulag&do tornam-se desregulados e que subsequentemente ocorreriam
alteragdes nos ciclos menstruais (Greendale et al., 1999).

Na bioquimica clinica as alteracdes hormonais tipicas que acontecem apos a
menopausa, em comparagao com mulheres que ainda ovulam, sao as reducdes dos
niveis séricos de 17-B-estradiol (Ez), comumente referido como estrogénio ou
estrégeno, e aumento dos niveis séricos do hormdnio foliculo estimulante (FSH)
(Burtis & Ashwood, 1996).

Certos parametros bioquimicos também se encontram alterados na
menopausa. Estudos mostram que os niveis de ferro (Fe) no corpo aumentam na
pds-menopausa (Berge et al., 1994; Naimark et al., 1996), existindo uma associagao
positiva entre o indice de massa corporal (IMC) e os estoques de Fe (Milman &
Kirchhoff, 1999; Kim et al., 2000; Milman et al., 2000), bem como entre o IMC
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(Beksinska et al., 2005) e o Fe (Harris et al., 2003; Maurer et al., 2005), com a
densidade mineral 6ssea (DMO) em mulheres. Contudo, os niveis corpéreos de Fe
podem diminuir, ndo s6 devido a ma alimentagdo (Cook, 1990), mas também em
decorréncia de atividade fisica intensa (Naimark et al., 1996) e do processo
menstrual induzido (Penchkofer & Schwertz, 2000). McPherson et al. (1978),
avaliando o efeito da idade, sexo e outros fatores em parametros bioquimicos no
sangue humano, observaram que os niveis de creatinina tendem a aumentar com o
envelhecimento, enquanto o calcio e a albumina tendem a diminuir
progressivamente. Algumas dessas alteragbes ocorrem em mulheres,

aproximadamente aos 50 anos, podendo ser atribuidas as alteragdes hormonais.

2.2 Estrogénio e horménio foliculo estimulante

Estrogénios incluem varios grupos de compostos que diferem na estrutura
quimica e propriedades em geral, mas tem em comum sua funcdo bioldgica:
estimulacdo do desenvolvimento e manutencéo de caracteristicas sexuais femininas
(Miller & Franklin, 1999). Junto com a progesterona (uma progestina), participam da
regulacdo do ciclo menstrual e da manutengdo da gravidez (Burtis & Ashwood,
1996). Os receptores para estrogénio sdo abundantes em todo o corpo (Cecil, 1997),
e os compostos com atividade estrogénica também exercem efeitos extragenitais
como na distribuicdo da gordura corporal, sintese hepatica de algumas proteinas
(proteinas plasmaticas e efeito anabolizante geral), no metabolismo mineral, etc.
(Burtis & Ashwood, 1996; Silva, 1998). Nos ossos, os efeitos dos estrogénios sao
benéficos, pois diminuem a reabsorcdo e aumentam a formacdo dOssea na
puberdade (Burtis & Ashwood, 1996).

Segundo Miller & Franklin (1999), os estrogénios podem ser classificados de
acordo com sua estrutura quimica (esteroidal ou n&o esteroidal) ou ocorréncia
(natural ou sintético). Estrogénios esterdides naturais sdo o 17B-estradiol, estrona e
estriol; e ainda os estrogénios equinos que incluem equilino e equilinino; alguns dos
metabdlitos desses estrogénios sao chamados de estrogénios conjugados. Os
estrogénios sintéticos incluem esteroidais como o diacetato de 16-«c-hidroxiesterona,

etinil-estradiol e metoxi-etinil-estradiol (mestranol). Estrogénios sintéticos néo
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esteroidais incluem diestilestilbestrol, hexestrol, dinestrol, estilbenos e alguns outros
agentes terapéuticos, que podem exibir capacidade estrogénica sob certas
circunstancias, como os glicosidios cardiacos (Silva, 1998). O estradiol € o mais
potente estrogénio de ocorréncia natural. Derivado quase que exclusivamente dos
ovarios, sua dosagem no soro ou no plasma, é considerada suficiente para a
avaliacao da funcao ovariana (Burtis & Ashwood, 1996). Ademais, tanto o estradiol
quanto qualquer outro estrogénio tem a capacidade de se ligar ao receptor no citosol
da célula-alvo. Por isso, frequentemente, o termo estrogénios ou estrégenos é
genericamente utilizado para referi-los (Silva, 1998).

Devido a fungdes regulatoérias do estrogénio em varios 6rgaos e sistemas, o
déficit deste horménio provoca reagdes fisiopatoldgicas responsaveis pelos sintomas
caracteristicos da menopausa como ondas de calor, disfungbes urogenitais, atrofia e
secura vaginal, perda da libido e depressdao; bem como o aumento no risco de
desenvolvimento de doengas cronicas como as cardiopatias e a osteoporose
(Greendale et al.,, 1999). Estudos sugerem, ainda, que a diminuigdo dos niveis
circulantes de estrogénio poderia ser a responsavel pelo aumento do estresse
oxidativo em mulheres na menopausa (Gura, 1995; Trevisan et al., 2001; Ke et al.,
2003; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004).

O hormoénio foliculo estimulante (FSH) €& secretado pelas células
gonadotroficas do lobo anterior da hipofise, com a fungdo de controlar a atividade
das gbnadas. Este horménio estimula o crescimento dos foliculos ovarianos e, na
presenga do horménio luteinizante, promove a secregcdo de estrogénios pelos
foliculos maduros e a ovulagdo. Na menopausa os niveis de FSH encontram-se mais
elevados, pois a faléncia da producdo de estrogénio elimina o efeito retroativo
negativo sobre a hipdfise (Burtiz & Ashwood, 1996). Na perimenopausa, as
concentragcdes de FSH podem ser altas, como na pés-menopausa, mas retornam as
concentracdes baixas, caracteristicas da pré-menopausa, em ciclos ovulatorios
subsequentes. Assim, a dosagem de FSH no sangue ndo pode ser utilizada como
diagndstico de menopausa em mulheres que ainda menstruam (Greendale et al.,
1999). Recentemente, tem sido apontada uma correlagao negativa entre os niveis
de FSH e a densidade DMO em mulheres na pré (Sowers et al., 2003) e
perimenopausa (Sowers et al., 2003; Khan & Syed, 2004; Beksinska et al., 2005).
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2.3 A terapia de reposi¢cdo hormonal

A terapia de reposi¢cdo hormonal (TRH) consiste na administragdo exdégena
de horménios sexuais femininos, sendo efetiva para compensar os efeitos da queda
na produgdo de estrogénios apos a menopausa. A terapia hormonal € uma
intervencdo complexa, que pode provocar efeitos positivos e alguns efeitos
prejudiciais a saude, e ainda controversos, como a hiperplasia e desenvolvimento de
cancer endometrial e cancer de mamas (Greendale, et al., 1999).

As terapias de reposicao hormonal podem ser prescritas como terapia de
reposi¢cao de estrogénios (TER) ou uma combinagdo de estrogénio com uma ou
varias progestinas (Miller & Franklin, 1999), entretanto, sdo genericamente
chamadas de TRH. Os esquemas de administragdo da TRH sao: sequencial e
continuado, sendo este ultimo o mais utilizado, ja que mimetiza o ciclo menstrual
natural. As vias de administracdo sao variadas, por via oral, transdérmica, cutadnea e
intravenosa dependendo da natureza do estrogénio na composigao (Silva, 1998). As
doses e o rumo da terapia hormonal variam de paciente para paciente. Comumente,
as doses de estrogénios prescritas em associagdo com progesterona visam a
prevencgao de hiperplasia endometrial (Greendale, et al., 1999).

Estudos tém demonstrado que a terapia com estrogénios ou estrogénio mais
progesterona previne a osteoporose e reduz o indice de fraturas (WGWHII, 2002;
Cauley et al., 2003). Contudo, um estudo ndo observou diferenga significante no
efeito da TRH, com estrogénio mais progesterona sobre a DMO em mulheres (PEPI,
1996). Segundo Liu & Muse (2005), o estrogénio seria o principal agente de
atividade 6ssea na TRH e as progestinas teriam um efeito secundario. O tempo a
partir do qual a terapia hormonal comecga a proteger os ossos do risco de fraturas
ainda ndo esta determinado (Greendale, et al., 1999). O estrogénio também se
mostrou eficiente no alivio de sintomas urogenitais em mulheres recebendo terapia
hormonal per cutanea e oral, sem exercer, no entanto, nenhum efeito detectavel na
funcdo hepatica (Dupont et al., 1991). Em adigédo, estudos sdo contraditérios em
relagdo a protecdo exercida pelo uso de TRH contra o estresse oxidativo em
mulheres menopausadas (Gurdol et al., 1997; Ozben et al., 2001; Bureau et al.,
2002; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004; Naziroglu et al., 2004; Signorelli et al.,
2005).
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Baseado em estudos de observagdo populacional, mulheres na pos-
menopausa, que utilizam terapia com hormoénios, apresentam uma redugao de 30-
50% nas causas de mortalidade em relagdo as que ndo usam TRH. No entanto, é

importante considerar as diferengas individuais (Greendale et al., 1999).

2.4 Estresse oxidativo e menopausa

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre fatores oxidantes
e antioxidantes, a favor dos oxidantes, prejudicando a integridade celular (Sies,
1985; 2000). A utilizagao do oxigénio pelos organismos aerdbios gera metabdlitos
reativos, mesmo em condi¢des fisioldgicas normais. Espécies reativas de oxigénio
(EROs) sao formadas e degradadas por organismos aerébicos, sendo sua formagao
conduzida a concentragdes fisioldgicas, requeridas para a fungao celular normal, ou
quantidades excessivas que levam ao aumento do estresse oxidativo (Nordberg &
Arnér, 2001). As EROs incluem um grande numero de moléculas quimicamente
reativas e derivadas do oxigénio, como exemplo o anion radical superoxido (Oz”),
peréxido de hidrogénio (H20>), radical hidroxil (OH). As moléculas anteriormente

citadas e seu mecanismo de formacgao estao ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 - Formagao das espécies reativas de oxigénio, a partir do oxigénio molecular, com
sucessivas transferéncias de elétrons (Nordberg & Arnér, 2001).

A producdo das estruturas quimicas intermediarias no metabolismo do
oxigénio ameaca a integridade de varias biomoléculas como proteinas (Stadtman &
Levine, 2000), lipidios e lipoproteinas (Ames et al., 1993; Yla-Herttuala, 1999), e
acido desoxirribonucleico (DNA) (Ames et al., 1993; Marnett, 2000). Propde-se que o
estresse oxidativo esteja envolvido no processo de envelhecimento, tanto por induzir
danos no DNA mitocondrial (Ames et al., 1993; Cadenas & Davies, 2000; Finkel &
Holbrook, 2000), quanto por outros mecanismos como influéncia na atividade

antioxidante celular natural (Kasapoglu & Ozben, 2001; inal et al., 2001). Estudos
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também sugerem o envolvimento de EROs, no desenvolvimento de doencas como
aterosclerose (Ross, 1993; Darley-Usmar et al., 1997) e mais recentemente na
osteoporose (Basu et al., 2001).

As enzimas antioxidantes protegem as células aerdbicas e demais estruturas
corporais de injurias oxidativas causadas por EROs, geradas durante o metabolismo
normal (Fridovich, 1978). Dentre elas estdo superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD exerce efeito protetor por detoxificar o
anion radical superoxido (O27), num processo de dismutagéo, produzindo peréxido
de hidrogénio (H2O;), que pode ser reduzido por agao das enzimas CAT e GPXx,
formando agua e liberando oxigénio (Ames et al.,, 1993; Nordberg & Arner, 2001)
(Figura 2).
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Figura 2 - Esquema simplificado nao estequiométrico dos sistemas oxidante e antioxidante nas
células (Nordberg & Arnér, 2001).

Estudos observaram uma diminuigdo nas atividades da SOD (inal et al.,
2001) e da GPx, e um aumento na peroxidacao lipidica (Kasapoglu & Ozben, 2001)
em decorréncia do envelhecimento humano. O desequilibrio entre fatores pro e
antioxidantes também tem sido envolvido nas mudancas fisiolégicas subseqtientes a
menopausa, sendo observado nesta fase maiores danos oxidativos e alteragcdes nas
atividades das enzimas antioxidantes naturais (Gurdol et al., 1997; Bednarek-
Tupikowaska et al., 2001; Ozben et al., 2001; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004;
Signorelli et al., 2005). Sugere-se que a diminuicdo na sintese de estrogénio poderia
ser a responsavel pelo aumento no estresse oxidativo em mulheres na pés-
menopausa (Gura, 1995; Trevisan et al., 2001; Ke et al., 2003; Bednarek-

Tupikowaska et al., 2004). Em virtude disto, tem sido observado um efeito protetor
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da TRH contra o estresse oxidativo em mulheres menopausadas (Ozben et al.,
2001; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004; Naziroglu et al., 2004).

O estrogénio (Figura 3) contém um grupo fenol que pode ser efetivo na
remogao de radicais hidroxil, resultando em produtos hidroxilados (Haliwell &
Grootveld, 1987). Além do mais, evidéncias consideraveis tém mostrado que o
estrogénio diminui a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o estresse
oxidativo in vitro e in vivo (Huber et al., 1989; Subbiah et al., 1993; Ayers et al., 1998;
Thibodeau et al., 2002; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004). Contudo, existem
relatos de desenvolvimento de carcinomas, estimulado pelo estrogénio, e esse efeito
genotoxico poderia estar relacionado a geracdo de radicais livres durante sua
metabolizagdo até catecol estrogénios e, subsequentemente, até quinonas (Liehr,
1990; Toniolo et al., 1995; Cao et al., 1998).

Figura 3: Estrutura quimica do estradiol.

Estudos avaliando a influéncia da TRH na atividade das enzimas
antioxidantes em mulheres na menopausa ainda sao limitados, principalmente no
que se refere a metodologia, populagdo e o tempo de terapia. Bednarek-
Tupikowaska et al. (2004), detectaram que existe uma correlagdo negativa entre o
estradiol enddégeno e a formagao de lipoperoxidos (LPO) no soro e, uma associagao
positiva entre a concentragao deste horménio e a atividade da GPx no eritrocito de
mulheres na pré-menopausa em comparacdo com mulheres na pds-menopausa.
Sugerindo a hipétese de que o estradiol exerce agao antioxidante, ndo apenas por
sua estrutura quimica, mas provavelmente devido a sua influéncia na atividade das
enzimas antioxidantes naturais das células. Outros estudos também observaram
diminuicdo nos niveis, plasmatico e eritrocitario, de substancias reativas ao acido

tiobarbiturico (TBARS) e, um aumento nos niveis de glutationa reduzida (GSH), e da
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atividade eritrocitaria e plasmatica da GPx (Ozben et al., 2001; Naziroglu et al.,
2004) e da CAT (Naziroglu et al., 2004) em mulheres na pds menopausa com TRH.
Contrariando os trabalhos anteriores, Bureau et al. (2002) n&o apontaram diferenca
na atividade eritrocitaria da GPx e da SOD entre mulheres na p6s menopausa com €
sem TRH.

Strehlow et al. (2003), constataram que o estradiol aumentou a expressao da
SOD in vitro e in vivo, aparentemente devido a ativacdo do receptor de estradiol.
Eles também demonstraram que esse efeito do estradiol é seletivo para a SOD, sem
mudancas na expressao da GPx e CAT. Suportando essa proposta, um estudo
recente demonstrou que o estradiol antagoniza a redugdo da atividade da SOD
mitocondrial em ratas ooforectomizadas (Feng & Zhang, 2005). Com relagéo a
progesterona, horménio utilizado na TRH combinada, estudos demonstraram que
esse horménio aumentou a atividade da SOD no endométrio humano, enquanto que
o estrogénio teve um efeito brando (Sugino et al., 2002).

Ainda que a suplementagdo com estrogénio possa atenuar os sintomas da
menopausa e executar funcdo na prevencao de doencas coronarianas e da
osteoporose (Miller & Franklin, 1999), existem controvérsias quanto a seu efeito pré
ou antioxidante (Huber et al., 1989; Liehr, 1990; Subbiah et al., 1993; Toniolo et al.,
1995; Ayers et al., 1998; Cao et al., 1998; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004).

2.5 Metabolismo 6sseo e menopausa

O tecido 6sseo é composto basicamente de células: os osteoblastos
(responsaveis pela formagdo Ossea) e os osteoclastos (responsaveis pela
degradacgédo éssea); e pela matriz extracelular, que é estruturada em uma porgéo
mineral (calcio e fosfato formando os cristais de hidroxiapatita) e matriz organica
(colageno tipo I). Embora as células Osseas representem uma fracdo de menor
importancia quanto ao volume dos ossos, elas regulam a distribuicdo dos
componentes inorganicos (homeostasia mineral) e a reabsor¢do e a formacgéao
continua da matriz éssea (homeostasia esquelética) (Burtis & Ashwood, 1996). O
equilibrio entre a reabsor¢dao e a formagao 6ssea € mantido por mecanismos

regulatorios complexos envolvendo fatores locais e sistémicos que atuam sob as
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células 6sseas, como hormdnios reguladores do calcio (Ca), horménios sexuais,
fatores de crescimento e citocinas (associadas ao sistema imune). A habilidade e o
numero de células dOsseas ativas determinam a produgdo de proteinas da matriz
O0ssea, enquanto outros mecanismos intrinsecos e ainda ndao completamente
esclarecidos determinam a mineralizagdo e formacédo da microestrutura (Akesson,
2003).

O Ca é encontrado em trés compartimentos corporais principais: 0Ssos,
tecidos moles e liquido extracelular. No sangue, virtualmente, todo o Ca esta no
plasma, na forma livre (50%), ligado a proteinas (40%, sendo que destes 80% ligado
a albumina e os 20 % restantes a globulinas) e complexado (10%). O Ca plasmatico
origina-se tanto da absorgédo no intestino delgado quanto da reabsorgéo dos 0ssos,
sendo mantido sempre sobre um controle homeostatico (Cohen & Roe, 2000). Os
métodos utilizados para a dosagem de calcio dosam o Ca livre (ionizado) ou total. A
fosfatase alcalina (ALP) é frequentemente utilizada como um marcador sérico da
formagao 6ssea (Burtis & Ashwood, 1996).

A densidade minera 6ssea (DMO) esta relacionada a resisténcia Ossea
(Mazess, 1982), e pode ser medida por sistemas comerciais de absorciometria de
duplo feixe de raios-X (DEXA). A densitometria dssea permite precisar a avaliagéo
da mineralizagdo dos ossos e € util para diagnosticar a osteoporose e monitorar o
tratamento (Burtis & Ashwood, 1996). As imperfeicbes na microestrutura e
diminuicdo na massa Ossea sao caracteristicas da osteoporose que € uma doencga
universal e mais acentuada em mulheres (Hich & Kerstetter, 2000). A apresentagao
clinica mais comum da osteoporose é a fratura por esmagamento dos corpos
vertebrais, fratura do quadrii ou do antebrago (Burtis & Ashwood, 1996),
determinantes para a morbidez, desintegragdo social e até mesmo a morte. A
diminuicdo na massa 6ssea € um importante fator de risco para ocorréncia de
fraturas 6sseas apos um leve traumatismo. Para diagnosticar o grau de dano 6sseo
com a utilizagdo da densidade Gssea, faz-se uma comparacao entre a medida da
DMO do paciente com o pico de massa 6ssea estimado para um adulto jovem (20 a
30 anos) e saudavel, de mesmo sexo e etnicidade. Com isso, se estabelece o
escore-T, mais detalhado no Quadro 1 (WHO, 1994).
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Categoria Critério (expresso como escore-T)

Normal DMO de até 1 desvio-padréo abaixo da média do pico de DMO de um adulto
jovem (escore-T, 0 a -1)

Osteopenia
Sem risco de DMO entre 1 e 2,5 desvios-padréo abaixo da média do pico de DMO de um
adulto jovem (escore-T, -1 a -2,5)
fraturas
Osteoporose
Com risco de DMO = 2,5 desvios-padréo abaixo da média do pico de DMO de um adulto

jovem (escore-T, = -2,5)

fraturas

Quadro 1. Critério para o diagnostico de osteoporose segundo a Organizagao Mundial da Saude
(WHO, 1994). DMO = Densidade mineral 6ssea.

A etiologia patolégica da osteoporose € multifatorial, relacionada com a
idade, sexo, genética e fatores ambientais e socio-econémicos (Akesson, 2003). Os
fatores genéticos sao muito relevantes na patogénese da osteoporose, pois sao
considerados os determinantes da massa 6ssea (Ralston, 1997). O pico da massa
Ossea atingido na maturidade esquelética (em média 30 anos de idade) também
pode sofrer influéncia hormonal da ingestdo de Ca (Hich & Kerstetter, 2000). A
deficiéncia de estrogénios na menopausa e o processo de envelhecimento séo
considerados fatores de risco para a osteoporose (Seeman et al., 1989; Minisola, et
al., 1998; Miller & Franklin, 1999). A relagdo existente entre a menopausa e a
osteoporose é baseada no numero de fraturas apés a menopausa, na diminuicao da
densidade mineral 6ssea, e na reducao de fraturas em mulheres que fazem uso de
terapias com hormdnios na menopausa (Greendale, et al., 1999). Outros fatores,
quando associados, também podem contribuir para a perda éssea. Dentre eles
destacam-se a mobilidade fisica muito intensa ou imobilizagdo, o tempo de
menopausa e a multiparidade (Cohen & Roe, 2000; Reginster, 2004).

Durante a formagdo dos ossos, os estrogénios promovem o aumento da
matriz proteica e a incorporagao de calcio e fésforo. Os efeitos dos estrogénios dao-
se diretamente nos 0ssos, por meio de receptor no citosol e dos efeitos na rede de
colageno, bem como efeito indireto através da oposi¢cao aos efeitos reabsortivos do
horménio paratiredideo (PTH). Em raz&o disto, a queda acelerada na massa 0ssea,
devido ao hipoestrogenismo, é mediada por diversos mecanismos. E pode-se dizer
gue a causa principal € a reabsorgao 6éssea aumentada (atividade osteoclastica) que
ultrapassa os limites e fica em desequilibrio com a osteogénese (atividade

osteoblastica) (Turner et al., 1994). Estudos demonstram que a acao do estrogénio
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seria mediada por um receptor de estrogénio presente nas células Osseas,
implicando na sua fungao no metabolismo 6sseo (Mano et al.,, 1996; Mitra et al.,
2006). Existem evidéncias da presenga de receptores de estrogénio ligados ao
transporte do Ca no intestino humano (Arjmandi et al., 1993). Destaca-se que a
menor absorcdo do Ca, em decorréncia do processo menopausal, € mais um
agravante para a perda 6ssea, pois resulta no balangco negativo de Ca, levando a
retirada deste mineral do osso para manter a homeostase sanguinea (Gallagher et
al., 1979; 1980).

Viu-se que os niveis de FSH aumentam na menopausa, uma vez que nao se
tem o efeito retroativo do estrogénio. Estudos observaram que os niveis circulatorios
de FSH (225,8 mlU/mL) estavam associados com uma diminuigdo progressiva na
DMO (Beksinka et al., 2005) e com o aumento de marcadores da atividade de
renovagao 6ssea em mulheres na perimenopausa (Khan & Syed, 2004).

Tem sido demonstrado que o Fe € um importante mineral para as células,
incluindo os osteoblastos (Parelman et al., 2006). O Fe € um dos elementos tragos
mais abundantes no corpo humano (Linder, 1991) e o término dos processos
menstruais pode promover o aumento nos estoques de Fe (ferritina) (Berge et al.,
1994; Naimark et al., 1996). Estudos verificaram que o excesso de Fe na dieta
acumularia nos osso e poderia estar envolvido na patogénese da osteoporose em
ratas na pos-menopausa (Isomura et al., 2004). No entanto, um aumento na
ingestao de Fe (>20 mg) foi associado a uma melhora na DMO em mulheres com
uma ingestdo de Ca de 800-1200 mg/dia e em mulheres com uso de TRH (Harris et
al., 2003; Maurer et al., 2005).

No momento atual, ndo € possivel reverter a osteoporose estabelecida.
Entretanto, a intervengao precoce consegue evitar o seu desenvolvimento e a
intervengao tardia pode deter a progressdo do disturbio uma vez desenvolvido,
evitando o risco de fraturas. Em geral, os agentes farmacologicos diminuem a
reabsor¢gdo 6ssea promovendo secundariamente o ganho de massa 6ssea ou sao
de efeito anabdlico e produzem aumento direto na massa dssea. Atualmente, os
tratamentos para osteoporose incluem a suplementagdo da dieta com calcio e
vitamina D, os tratamentos adicionais com estrogénios (TRH), calcitonina,
bisfosfonatos, fluoretos, moduladores seletivos de estrogénio e mais recentemente o
Ranelato de Estroncio (Protelos®) (Akesson, 2003; Marie, 2006). A maioria dos

estudos sobre o efeito da TRH (estrogénio ou estrogénio mais progesterona)
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demonstraram aumento na DMO dos ossos do quadril e espinha dorsal de 1-4%
(Greendale et al., 1999). O ranelato de estrobncio € um sal de acido ranélico
divalente, contendo dois atomos de estréncio estavel por molécula, agindo
simultaneamente na inibicdo da reabsor¢cdo e na estimulacdo da formacao déssea
(Meunier, 2001).

2.6 O Estroncio (Sr)

Os elementos trago podem estar envolvidos no metabolismo humano e tem
crescido o interesse por seus papeéis nos processos fisiolégicos. Em biologia e
patologia humana o Sr tem chamado menos atengdo que outros dois importantes
metais divalentes, ou seja, Ca e magnésio (Mg), sendo mais um objeto de estudo
académico do que de interesse clinico. Embora isso seja verdade, o interesse no
papel biolégico do Sr aumentou apos o desenvolvimento da droga ranelato de
estroncio como agente antiosteoporético (Nielsen, 2004).

O Sr é um metal alcalino terroso, utilizado industrialmente em tubos de raios
catdédicos de televisores em cores, pirotecnia, no refinamento do zinco,
dessulfirizagdo do ago, ceramicas, pigmentos para pintura, lampadas fluorescentes,
radiologia e medicamentos (ATSDR, 2004).

A populacdo em geral esta exposta ao Sr através do ar, agua e alimentos. A
Agéncia de Protecdo Ambiental norte americana (Environmental Protection Agency —
EPA) estabelece uma dose de 0,6 mg Sr/ kg de peso corporal/dia (que equivale a 42
mg de Sr por dia para uma pessoa de aproximadamente 70 kg), como sendo a
quantidade de Sr estavel que pode ser ingerida diariamente sem causar efeitos
prejudiciais a saude de adultos e criangas (ATSDR, 2004). A ingestdao de Sr por
humanos, via alimentos e agua, caracteriza a presenga natural de pequenas
quantidades fisiolégicas deste elemento nos tecidos moles, sangue e 0ssos
(ATSDR, 2004). Uma dieta normal pode conter de 2 a 4 mg Sr/dia, na maioria
derivado de alimentos vegetais (Nielsen, 2004). Comar et al. (1964 apud NIELSEN,
2004, p. 584), observaram que a razao Ca/Sr nos tecidos e fluidos corporais reflete a
razdo Ca/Sr da dieta e estudos demonstram que a concentragdo de Sr no sangue
humano pode estar na faixa de 30 pg L™ (Burguera et al., 1999; Azparren et al.,
2000).
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O Sr, o Ca e o Mg, formam cations divalentes nos fluidos biolégicos e tem
diversos graus de ligacao a proteinas plasmaticas, observando-se que o Sr e o Ca
competem pela ligagdo as proteinas no soro ou no plasma (Walser, 1969, apud
NIELSEN, 2004, p. 583) e compartilham de propriedades quimicas e fisiolégicas
similares (Delmas, 1992; Devine et al., 1993). Torna-se aparente por estudos em
animais que o Sr pode substituir o Ca em muitos processos biolégicos como a
contragdo muscular e coagulagdo sanguinea, que sao promovidos tanto pelo Ca
quanto pelo Sr, mas no caso deste ultimo em menor grau (Nielsen, 2004).

Considerado um metal trago no corpo humano, o Sr esta distribuido no
plasma, fluido extracelular e tecidos moles (El Solh & Rousselet, 1981), mas a maior
parte do Sr do corpo esta localizada nos ossos (Shoroeder et al., 1972). Em animais,
a incorporagao do Sr nos ossos € diretamente relacionada a dose administrada, aos
niveis plasmaticos de Sr, ao tempo de exposi¢ao e a renovagao 6ssea (Dahl et al.,
2001).

Normalmente a discriminagdo entre o Ca e o Sr, ocorre em condicdes
fisiologicas, na absorgédo gastrintestinal, excregéo renal, transferéncia placentaria e
na secrecdo mamaria (Comar et al., 1969, apud NIELSEN, 2004, p. 584).
Geralmente, o Sr € menos absorvido que o Ca no trato gastrintestinal, o que pode
ser atribuido ao menor peso molecular do Ca (Waserman et al., 1961, apud
NIELSEN, 2004, p. 585). Sabe-se também que a vitamina D aumenta a absorgao
intestinal de Sr e que o0 excesso de Ca, em relagdo ao Sr ingerido, pode inibir a
absorcao do Sr. Além do mais, a absorcéo intestinal de Sr em ratos, teve uma
correlagdo negativa com a idade (Marcus & Lengermann, 1962, apud NIELSEN,
2004, p. 585). Entretanto, ndo se tem conhecimento de estudos desse efeito em
humanos. Ao contrario do Ca, o Sr ndo estd sobre controle homeostatico, e a
quantidade total de Sr no corpo e no sangue é constantemente controlada por um
mecanismo de retrocontrole (feedback). No entanto, isso n&o exclui a possibilidade
de que os niveis de Sr possam ser influenciados pelo Ca e por horménios (Nielsen,
2004).

O Sr (200 mL de solucao teste com 2,5 e 5,0 mmol SrCl,), tem sido utilizado
para avaliar a absorgao intestinal de Ca em mulheres recebendo estradiol (2 mg/dia),
devido a possivel estimulagdo do transporte ativo de Sr pelo horménio (Bolsher et
al., 1999; 2000). De fato, estudos demonstram que a TRH aumenta a absorgao
gastrintestinal de Ca (Heaney et al., 1978; 1997). No entanto, Bolsher et al. (1999;
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2000) nao observaram efeito do estradiol (2 mg/dia, doses maiores que a fisiolégica),
na absorcao intestinal de Ca avaliada pelo teste de absor¢dao com Sr, em mulheres
na pés-menopausa.

N&o ha relatos de toxicidade por superdose de Sr em humanos (Nielsen,
2004), entretanto, foi observado hipocalcemina, por aumento da excregéo renal de
Ca em ratos (Skoryna et al., 1985; Morohashi et al., 1994).

2.6.1 O estréncio e o metabolismo 6sseo

O Sr pode exercer um importante papel no metabolismo 6sseo (Dow &
Stanbury, 1960; Marie, 2006), devido sua grande afinidade e incorporagado nos 0ssos
por troca superficial ou substituicao idnica (Likins et al., 1959). Estudos com animais
tém demonstrado, efeitos positivos e negativos do Sr sobre o metabolismo ésseo,
sendo estes dependentes da dose utilizada, do calcio da dieta, da fungao renal, da
espécie animal utilizada, do sexo e da parte do esqueleto analisada no experimento
(Dahl et al., 2001; Marie et al., 2001).

Estudos avaliando os efeitos do Sr nas células 6sseas in vitro, sugerem que
este elemento inibe diretamente o recrutamento e a atividade dos osteoclastos,
reduzindo a reabsor¢ao; e aumenta a replicacao pré-osteoblastica e a sintese de
colageno, fornecendo um mecanismo para o aumento na formagao 6ssea (Marie et
al., 2001) (Figura 4). Existem evidéncias experimentais in vivo de que a
administragcado de Sr em doses baixas (4 nmol/kg/dia) reduz a reabsorgao e estimula
a formacdo 6ssea (Matsumoto, 1976; Ferraro et al., 1983; Reinholt et al., 1984;
Canalis et al., 1996), resultando no aumento da massa éssea sem causar danos a
mineralizagao dos ossos de animais (Marie et al. 1985; Marie & Hott, 1986; Grynpas
& Marie, 1990; Grynpas et al., 1996) e sugerindo o efeito benéfico do Sr no
tratamento da osteoporose. Confirmando tais hipdteses, estudos em mulheres
brancas e menopausadas, tratadas com ranelato de estroncio (517 mg Sr?*/dia)
(Meunier et al., 2002) e em pacientes osteoporoticos (McCaslin & Janes, 1959),
constataram um aumento na densidade mineral éssea da espinha lombar e coluna
vertebral, respectivamente. Em analises de parametros bioquimicos em animais com
osteopenia, o ranelato de Sr aumentou a atividade da fosfatase alcalina, refletindo

uma maior formagao 6ssea (Marie et al., 2001). Estudos demonstraram que o lactato
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de Sr (Shorr & Carter; 1952 apud MARIE et al., 2001, p. 124) aumentou a retencao
de calcio nos ossos e houve uma redugao na incidéncia de fraturas em pacientes
osteoporéticos, recebendo o ranelato de estroncio (Meunier et al.,, 2004), o que
poderia ser uma explicacdo plausivel a hipétese de que uma deficiéncia de Sr
poderia estar relacionada a fraturas por osteoporose. Contudo, estudos oésseos,
avaliando os efeitos do Sr em pacientes ndo osteoporéticos ainda sdo escassos.
(Nielsen, 2004).

Formacédo 6ssea Degradacédo 6ssea
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Figura 4 - Mecanismo de acao do estroncio nas células 6sseas. O estroncio estimula a replicagao
pré-osteoblastica, levando a um aumento na sintese da matriz éssea. Por outro lado, o estrdncio inibe
a diferenciagéo e a atividade osteoclastica. Pré-Ob: pré-osteoblastos; Ob: osteoblastos; Pré-Oc: pré-
osteoclastos; Oc: osteoclastos; +: efeito estimulatério; -: efeito inibitério. (Marie et al., 2001).

Altas doses de Sr (maiores que 4 nmol/kg/dia) podem prejudicar o
metabolismo 6sseo, e os efeitos prejudiciais do Sr na mineralizagdo 6ssea podem
ser devido a redugao na absorcédo intestinal do Ca (Neufeld & Boskey, 1994) ou a
substituicdo do Ca pelo Sr na apatita (Grynpas & Marie, 1990; Grynpas et al., 1996),
bem como a alteragdes na matriz cartilaginosa (Reinholt et al., 1985). Foi observada
uma reducao de 13% do Ca no soro de ratas, jovens recebendo uma dose oral alta
de carbonato de Sr (Morohashi et al., 1994).

Em ratos de ambos os sexos recebendo 110 mg de cloridrato de Sr/dia,
observou-se um aumento no numero de eritrocitos (ATSDR, 2004). A mineralizagéo
O0ssea em ratos com faléncia renal crénica foi prejudicada pela administracdo de Sr
(200 mg/kg/dia) (Oste et al., 2005), sugerindo que a diminuicdo na fungao renal em
mulheres na pds-menopausa poderia aumentar a concentracdo de Sr nos 0ssos €

promover osteomalacias. Nao foram localizados estudos avaliando os efeitos
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hepaticos e renais do Sr em humanos. Adicionalmente, tem sido sugerido que o
excesso do Sr nos ossos, devido a faléncia renal crbénica, pode ser em parte
responsavel por prejuizos na mineralizagdo 6ssea, observados nesses pacientes
(Blumenthal & Posner, 1984; appud MARIE et al., 2001, p. 125).

Ainda existe uma necessidade de maiores informagdes sobre a relagao entre
0 Sr e 0 metabolismo 6sseo, bem como sobre a renovagao do Sr nos 0ssos em
diferentes fases da vida e a relagdo entre variagbes nos niveis sanguineos deste
metal e as alteracbes no metabolismo 6sseo em populacbes ndao expostas ou

tratadas.



3 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigos cientificos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas, encontram-se nos préprios artigos. As apresentagbes dos artigos
estdo baseadas na verséo final de impressao (Artigo 1) e na versao para submisséo
(Artigo 2). Em anexo (Anexo 1) encontra-se o roteiro para a edigdo do artigo

numero dois, que sera submetido a publicacdo na Revista Maturitas.
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3.1 Artigo 1

INFLUENCE OF HORMONE REPLACEMENT THERAPY ON BLOOD
ANTIOXIDANT ENZYMES IN MENOPAUSAL WOMEN

Artigo no prelo na Revista Clinica Chimica Acta
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Abstract

Background: Natural loss of estropen occurfing in menopansal process may contribule o various health problems many of them possibly
related to oxidative stress. Hormone replacement therapey (HRT) is the most common reatment 1o attenuate menopausal disturbances, This
study was aimed at evaluating the influence of HRT on the activity of antioxidant enevmes (superoxide dismutase, S0D; catalase, CAT; and
glutathione peroxidase, GPx) and lipid peroxidation (thioharbituric acid reactive substances, TBARS) in menopausal women,

Methods: Blood antionidant eneyvme activities were determined in premenopausal (n= 18} and in postmenopausal healthy women without
(n=21) or with {n= 19} HET (mean ages: 47, 59, and 37 vears, respectivel v).

Remdis: TBARS, CAT, and GPx activity were not significantly different among the proups of study. However, 50D activity was
significantly lower in postmenopausal women without FRT (068004 Uimp Hb) when compansd both o premenopansal women
(0,891 =004 g Hb) and to postmenopansal women with HRT (089007 Wmg Hb) 50D activity was positively correlated to the
duration of HRT in the postmenopansal groups (ro 033, p0003),

Conclusions: HRT antagonizes the decrease of S0D activity that occurs afler menopanse, sugpesting that HRT may play a benaficial role in
the protection apginst oxidative strass.

2 2006 Elsevier BV, All rights reserved.

Keywords: Meonopase; Hormone replacemant therapy; Catlase; Glutathione permovidase; Supemoxide dismntase; Thicharbituric acid reactive substances

1. Introduction

Menopause 5 a physiological process that occurs i
healthy women usually between 50 and 55 years old [1].
This process is associated with a decrease in circulating

Abbreviations: ALT, alanine aminotransterase; AST, aspartate amino-
transferase; BML body mass index; CAT, catalase; E;, 1Tp-cstradiol; FSH,
tollicle-stimulating hormone; (P, glutathione pemaidase; Het, hematocrit;
HRT, homone meplacement therapy; MDA, malondialdchyde; MADPH,
nicotinamine adenine dinucleotide phosphate reduced; 50D, suporoxide
dismnase; TBARS, thiocharbituric acid reactive substances.

* Comresponding author. Tel.: =55 55 3220 B547; tax: =55 55 3220 K353,

Fomail address: 1ati@eerutzm br (T, Emanuelh).

DA -ERELE - see front matter © 2006 Elsevier BV, All rights resenved.
doi: 101016 . cca 200601006

estrogen levels (E;b an increase in follicle stimulating
hormone levels (FSH) and interruption of ovanan function
and menstrual bleeding. Some studies indicate that the
natural loss of cstrogen may contribute to an increased nisk
of cardiovascular disease after menopause, and imcreasing
health problems such as osteoporosis, hot flashes, depres-
siom, and neurodegenerative diseases such as Alzhemmer
[2.3]. Among the therapeutic agents available to attenuate
some health problems mentioned above, hormone replace-
ment therapy (HRT) is the most commenky used [3.4].
Although estrogens may attenuate menopausal symp-
toms and play a major role in the prevention of osteoporosis
and coronary heart discase, there is confroversy concerning

OCA-10191; Mo of Pages 5
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their pro- and antioxidant effects [5- 8], Estrogen contains a
phenol ning that can effectively scavenge hydroxyl radicals,
giving tise to hydroxylated products [9]. Besides, consid-
erable evidence have shown that estrogen decreases the
production of reactive oxygen species (ROS) and oxidative
stress both in wvitro and in wvivo [10-13] Hence, the
decrease in estrogen synthesis in postmenopausal women is
thought to be responsible for enhanced oxidative stress
[13-16]. However, there 15 a known relationship between
endometnal adenocarcinoma and the chronic presence of an
estrogenic stimulus that is not balanced by progesterone
secretion [17]. The genotoxic effect of estrogen has been
related to the generation of free radicals durng its
metabolism to cathecol estrogens and subsequently  to
quinones [18,19].

Antioxidant enzymes protect aerobic cells against the
oxidative injury caused by ROS that are gencerated during
normal metabolism [20]. Either an overproduction of ROS
or a deficiency i enzymatic and non-ereymatic antioxidant
systems may result in oxidative stress, which is considered
responsible for a number of pathological conditions
humans and also for the aging process [21,22] Oxidative
stress has also been mmplicated in physiological changes
occurring after menopause, as mereased oxidative damage
and changes in antioxidant enzymes have been observed m
this phase [13.23-25] However, studics cvaluating the
influence of HRT on antioxidant enzyme activities m
postmenopausal women are limited (GPx [26], 50D and
GPx [27], CAT and GPx [28]), and one of these studies [28]
refers to a small period of HRT (6 wecks). In order to
determine if HRT influences blood antioxidant enzymes and
lipid peroxidation we evaliated the activity of superoxide
dismutase (30D, catalase, glutathione peroxidase (GPx),
and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the
blood of premenopausal and postmenopausal healthy
women without or with HRT.

2. Materials and methods
2.1, Human subjects

Subjects were recruited among women patients of
Rheumatology Ambulatory from Santa Maria University
Hospital. This study was approved by the local Ethics
Committee (CEFFCCSUFSM no. 1532°2004) and all the
women gave their mformed consent prior to the inchusion n
the study. Subjects were given a short guestiomnaire to
obtain information about tace, age, menopause state,
smoking, alcohol consumption, physical exercise, HRT,
and diagnosed discases. Women with case history of
aleoholism, smoking, diabetes, and thyroid chronie disease
are excluded. Fifty-cight women were included in the study
and divided into 3 groups: premenopawsal women (r=18),
postmenopausal women without HRT (=21} and post-
menopausal women with HRT (#=19). Premenopausal

women were those with regular menses, while postmeno-
pausal women were those =12 months of amenorrhea.
Women under HRT were taking conjugated estrogens (13),
estradiol (1), or estrogen phus progestin (5).

2.2 Sample collection

Blood samples were taken from the cubical vein after
overnight tasting. Heparmized blood was mmediately used
for aspartate and alanine aminotransferases (AST and ALT),
creatinine, hemoglobin (Hb), and hematoerit (Het) analysis,
and the remaining blood was stored at — 20 *C for no more
than 1 week for analvses of antioxidant enzymes activity.
Mon-hepannized blood samples were centnfuged and the
serum obtained was used for analyses of hormone and
TBARS levels.

2.3. Biochemical and hematological parameters

AST, ALT, creatnine, and Hb were determined by
routine kits (Roche Diagnostics, Mannheim, Germary ).
Het was also determined.

2.4 Hormone assavs

Serum Ea and FSH levels were determined by immuno-
assay with Immulite® Estradiol and Immulite® 2000 FSH
kits (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA).
The lmmits of quantification for the Ea and FSH assavs were
20 pg/ml and 0.10 mIU/ml, respectively.

2.5 Activity of blood antioxidant enzymes and TEARS

GPx activity was determined using ghitathione reductase
and MADPH. The method is based on the oxidation of
NADPH. which is indicated by the decrease in absorbance
at 340 nm [29]. 50D activity was determined spectropho-
tometnically [30] based on the ability of 30D to mhibit the
autooxidation of adrenalin to adrenochrome at alkaline pH.
Catalase activity was measwred spectrophotometrically [31]
using hydrogen peroxide as substrate. Serum TBARS levels
were measured spectrophotometrically [32]. Absorbance of
the supernatant was measired at 535 nm and TBARS
concentration was calculated wsing a molar absorption
coefficient of 1.56 = 10° M~ 'em™ .

2.6, Statistical analvsis

Data were analyzed by one-way analysis of vadance
(ANOVA), followed by Duncan’s test when appropriate.
Results are cxpressed as meanst standard error (S.EM.)
The association between biochemical parameters, activity of
antioxidant enzymes and charactenstics of the three study
groups were cvaluated by Pearson's correlation for varables
that had a normal distnibution and by Spearman’s rank order
correlation for vanables that did not exhibit a normal
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Tahle 1
Characteristics of the smdy groups (means ¢ 5. E.M.)

Premenopansal women (g =18)

Postmenopansal women
without HRT {r=21)

Postmenopanzsal women
with HET (= 149)

Age (years) 471411
Dmration of menopazee {monts) [
Duration of HRT {months) i
BMI 261 i

so7+1.1" 5754100
1744 19 143413
o EI0+15E"

260409 154411

Diitterent letters withm the bne indicate significant ditterences among groups { p=<0.05).

disribution. SO activities of estrogen-alone group and
estrogen plus progesterone  group were compared using
Mann- Whitney test. Data were analvzed using the
Statistica® 6.0 software system (Statsoft Inc., 2001

3. Resulis

Charactenstics of the study subjects are shown in Table 1.
The mean age of premenopausal group was significanthy
lower than mean age of postmenopausal groups, but no
difference was observed between both postmenopausal
groups. The state i menopause and HRET were wed
classify the patients. No significant difference was observed
in the duration of menopawse of both postmenopausal
groups. Women of the HRT group had an average of 53
months of hormone therapy. No significant difference in the
body mass index (BMI) was observed among groups.

As expected, serum E; levels were significantly higher m
premenopausal than in postmenopausal groups, while FSH
levels were lower (Table 2). However, no significant
difference was observed between both postmenopausal
groups. AST, ALT, creatinine, and Het, which are indicators
of hepatic, renal, and blood disturbances, were within the
normal range and were not significantly different among the
three groups of study (Table 2).

Blood activity of antioxidant enzymes and serum
TBAERS levels of the studied groups are shown in Table 3.
TBARS levels, CAT, and GPx activitics were not signifi-
cantly different among the groups of study. Howewver, 50D
activity was significantly lower in postmenopausal women
without HRT when compared both to premenopausal
women and to postmenopausal women with HRT. Some
studies revealed that activity of antioxidant enzvmes may be
aftected by aging [33,34]. Considering that the mean age of
premenopausal group was significantly lower than those of

Tahle 2
Binchemical parameters of the three study groups (means+ S E M)

postmenopausal groups (Table 1) and that blood 50D
activity was ncgatively cormrelated with age (r=-042,
p=0.01), we also evaluated the differences of SOD activity
among groups by analysis of covanance, using age as a
covarate. This statistical analysis revealed the same result at
p=i.l.

In the postmenopausal groups duration of HRT was
positively correlated with SOD activity (#=033, p<0.05),
but not with GPx or CAT activities. Howewver, no significant
correlation was found between 30D and either Ea or FSH
levels. Interestingly, there was a tendency (Mann—Whitney
test, p=0.104) of higher 30D activity in women that used
estrogen phis progesterone (10610014 Umg Hb, n=5)
when compared to those that used only estrogen (.83 4 0.08
Usmg Hb, m=13). Duration of menopause was not
correlated with any blood antioxidant enzyvme activity.

4. Discussion

In this study we evaluated if HRT could influence the
antioxidant status of postmenopausal women by affecting
erzymatic antioxidant defernses. We observed no differences
in blood GPx or CAT activities due to menopause. These
data are m agreement with previows fmdings for CAT
activity [23], but contrasts with studies that found lower
plasma GPx activity in postmenopausal women [23.25].
Erythrocyte GPx activity was demonstrated to be reduced
with agmg [34]. The age difference between pre and
postmenopausal groups of our study (47 vs. 59) was smaller
than that found in those studies (41 ve 64 and 32 vs 52,
respectively), which may have accounted for the discrep-
ancies in the results.

inal et al [33] found a reduction of 30D activity with
aging. In the present study we found a significant reduction
of 50D activity duc to menopause that was not related to

Premonopausal women (r= 1)

Postroenopaw=al women withot HRT {(w=21)

Postmenopauzal women with HRT (g =19

E; {pz/ml) TLO+ 173 23.5+2 5%
FSH {mil/ml) TR+ 6.5 TSO+E I
AST (1LY 0422 LRG0
ALT (I 126449 17.24 1.4
Creatinine {mg/ml)  0.7940.03 LRI
Het (%) 306405 IRRE0T

LR R
434618
133424
M E4 34
061+ (2
A b

Ditterent letters withm the hne indicate significant ditterences among groups { p<005)
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Tahle 3
Adtivity of antioxidant eneymes of the three study groups (meanst 5 E.M.)

Premonopainsal
women (g =18)

Postroenopansal women
without HRET (r=21)

Postreenopm=al wormen
with HET {n =1%)

$00D {Ll/mg Hh) DEIE Tt
CAT {mg HyOu/min'g Hb) 3H540.24
{iPx (umol NADPH/min/g Hh) 2204 16

TBARS {umol MDA/ sorum) 6044 0,22

s " 089 007
369022 3634025
0EL LG ELLS
5HE540.23 5.5740.22

Diitterent latters within the line indicate significant ditterences among groups {p <0.05). HRT: hormone replacement therapy. S0OD: superoxide dismntase. CAT:
catalase. (3P ghitathione porcetidase. TBARS: thioharbihuric acid reactive substances. MDA malondialdchyde.

the aging process. 50D catalysis the dismutation of
superoxide radical mto hydrogen peroxide and plays a key
mole in the protection against oxidative stress [35]. Three
isoforms of the 50D have been wdentified, the cvtosolic
Cu-~Zn 50D, the mitochondrial Mn S0D, and the
extracellular 30D [36]. An explanation for the decreased
SOD activity could be Cu or Zn deficiencies that are not
unusual in the menopause [37,38].

GPx and CAT activities also did not differ in postmen-
opausal women with and without HRT. These results are in
agreement with data from Bureau et al. [27] for GPx and
Nazirogh et al. [28] for CAT and GPx. In contrast, Ozden et
al. [26] found significantly higher erythrocyte GPx activity
in postmenopausal women under HRT.

We observed that HRT antagonizes the decrease of 30D
activity that occurs after menopause. Accordingly, lower
lipid peroxidation, and higher erythrocyte reduced glutathi-
one (GSH) were found in postmenopausal women with
HRT when compared to those without HRT [13.26,28],
suggesting that HRT is beneficial in the protection against
oxidative stress. However, in the present study a protective
effect of HRT on lipid peroxidation could not be observed,
since we found no increase in lipid peroxidation of
postmenopausal women without HRT when compared to
the premenopausal group.

Swehlow et al [39] observed that Es increases the
expression of 30D both in vitro and n vivo apparently duc
to estrogen receptor activation. They also demonstrated that
this effect of E; is selective for 30D, with no changes in GPx
or CAT. This mechanism could explain the higher blood 30D
activity observed m women with HRT m the present study.
Supporting this proposal, a recent study demonstrated that E,
antagonizes the reduction of mitochondrial SOD actreity
observed in ovariectomized rats [40].

In the present study women under HRT were taking
cither estrogen (#=13) or estrogen plus progestin (#=5).
However, no correlation was found between 30D and E»
levels. Hence, we cannot rule ouwt the mvolvement of
mechanisms other than estrogen i the effect of HRT on
SOD. In fact, m human endometrium, progesterone was
demonstrated to increase SOD activity, while estrogen had
weak effects [41]. In the present study there was a
tendency of higher 50D activity in the estrogen plus
progesterone group when compared to the estrogen alone
group. Henee, future research could be amed at clanfying

the effect of the different hormones used m HRT on S0OD
activity.
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Abstract

Objectives: The objectives of this study was to determine blood strontium and iron
levels and their relationship with bone mineral density (BMD) and some biochemical
parameters in premenopausal and postmenopausal women without or with hormone

replacement therapy (HRT).

Methods: Whole blood strontium (Sr) and iron (Fe) levels, bone mineral density,
follicle stimulating hormone (FSH), 17B- estradiol (E»), creatinine, albumin,
hematocrit, blood calcium, aspartate and alanine aminotransferases and alkaline
phosphatase activity were determined in premenopausal (n=17) and
postmenopausal women without (n=20) or with (n=19) HRT (mean ages: 47, 60, and

57 years, respectively).

Results: Blood Sr (ug L") and Fe (mg L) levels in premenopausal (33.66+3.57 and
502.09£19.90) and postmenopausal women without (31.47+2.58 and 523.65+9.91)
or with (29.74+£3.02 and 540.30+20.24) HRT were not significantly different among
the studied groups. BMD L1-L4 and BMD femur (g/cm?) were significantly higher in
premenopausal women (1.05+0.23 and 0.84+0.02) when compared both to
postmenopausal women without (0.90+0.37 and 0.75+0.02) and to postmenopausal
women with (0.94+0.04 and 0.74+0.02) HRT. However BMD had not relationship with
blood metal levels. E2 levels were lower in postmenopausal women without HRT,

while FSH levels were higher in both postmenopausal groups (p<0.05).

Conclusions: Physiologic whole blood Sr and Fe levels had no significant effect in
BMD and other biochemical parameters in pre and postmenopausal women.

However, BMD was negatively influenced by FSH levels and associated with age.

Keywords: Menopause; Follicle stimulating hormone; Blood strontium; Blood iron;

Estrogen.
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Introduction

Menopause is defined as the permanent loss of menstruation after a period
of amenorrhea lasting over 1 year. It starts between 40 and 55 years of age, with 50
years being the mean age of initiation [1]. This process is associated with decreased
circulating estrogen and increased follicle stimulating hormone levels (FSH) [2].
Estrogen deficiency causes an imbalance between bone resorption and formation
and possibly also impairs intestinal absorption of calcium [3,4]. This hormonal change
underlies the increased prevalence of osteoporosis in postmenopausal women,

which is characterized by low bone mass, enhanced bone fragility, and fracture risk.

Iron (Fe) is the most abundant trace element in the human body and the
cessation of menstruation leads to increased iron body stores [5]. Some studies
revealed that dietary iron overloaded is accumulated in bone and could be involved in
the pathogenesis of metabolic bone diseases such as osteoporosis in rats and low

bone density in humans [6-8].

Strontium (Sr) is found nearly everywhere in small amounts, and humans can
be exposed to low levels of this metal by air breathing, food intake, and water
drinking [9]. Sr is a bone-seeking trace element that has various effects on bone
metabolism depending on the dose [10]. The intestinal absorption, bone deposition,
intestinal and renal elimination of Sr are similar to those calcium (Ca) and the major
body Sr concentration is found in the bone [11,12]. Sr incorporation in bone is directly
related to its plasma levels, the time of exposition and the remodeling activity of the
bone [13]. There is experimental evidence that administration of a low Sr dose
reduces bone resorption and increases bone formation, resulting in increased bone
mass in normal animals and osteoporotic postmenopausal patients [14-16]. In
contrast, a high dietary intake of Sr may disturb mineralization and induce bone

abnormalities [17].

Estrogen replacement therapy increases Ca absorption efficiency [18] due to
the presence of estrogen receptors in intestinal mucosa cells [19]. However, there
are few studies on the effects of hormone replacement therapy (HRT) on intestinal
absorption of Sr [20,21] and no study on its effect on blood Sr levels. It has been

demonstrated that postmenopausal women with HRT had better iron status
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parameters (iron, total iron-binding capacity, and ferritin) than postmenopausal
women without HRT [22]. In addition, some authors showed that dietary iron at
physiological levels can positively influence bone mineral density in postmenopausal
women on HRT [23,24]. But, these studies have not evaluated the total blood iron
levels or their correlation with bone mineral density in pre and postmenopausal
women. The objective of this study was to determine blood strontium and iron levels
and their relationship with bone mineral density and some biochemical parameters in

premenopausal and postmenopausal women without or with HRT.

2. Methods

2.1. Human subjects

Subjects were recruited among women patients of Rheumatology
Ambulatory from Santa Maria University Hospital. This study was approved by the
local Ethics Committee (CEP/CCS/UFSM n°® 152/2004) and all the women gave their
informed consent prior to the inclusion in the study. Subjects were given a short
questionnaire to obtain information about race, age, menopause state, smoking,
alcohol consumption, physical exercise, HRT, parity, duration of lactation, Ca
supplementation, Ca food intake (7 days record) and diagnosed diseases. Women
with case history of alcoholism, smoking, diabetes, cardiovascular disease, and
thyroid chronic disease were excluded. Fifty-six healthy women were included in the
study and divided into three groups: premenopausal women (n=17), postmenopausal
women without HRT (n =20), and postmenopausal women with HRT (n=19).
Premenopausal women were those with regular menses, while postmenopausal
women were those >12 months of amenorrhea. Women under HRT were taking
conjugated estrogens (13), estradiol (2), or estrogen plus progestin (4).
Premenopausal and postmenopausal group with HRT had 6 and 15 women with
osteopenia, respectively; while postmenopausal group without HRT had 6 women

with osteoporosis and 10 with osteopenia.
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2.2. Bone mineral density

Measurements of bone mineral density were taken at the lumbar spine (L1 to
L4 a.p.) and femoral neck by dual energy X-ray absorptiometry. Bone disease status
was determined following World Health Organization (WHO) guidelines. Osteopenia
is defined as a T score between -1 and -2.5 and osteoporosis as a T score less than -
2.5, where T score is the number of standard deviations below the mean peak bone

mass of young sex-matched healthy adults.

2.3. Sample collection

Blood samples were taken from the cubical vein after overnight fasting.
Heparinized blood was immediately used for analyses of aspartate and alanine
aminotransferases (AST and ALT), creatinine, albumin, hematocrit (Hct), blood
calcium, and alkaline phosphatase (ALP) activity, and the remaining blood was
stored at -20°C for analyses of Sr and Fe levels. Non heparinized blood samples

were centrifuged and the serum obtained was used for analyses of hormone levels.

2.4. Biochemical assays

ALP, albumin, creatinine, AST, ALT, and total calcium were analyzed by a
routine kits (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Hematocrit was analyzed in
COULTER® STKS"™ Hematology Flow Cytometer by hematology analyzer. Serum E;
and FSH levels were determined by immunoassay with IMMULITE® Estradiol and
IMMULITE® 2000 FSH kits (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA,
USA). The limit of quantification for the E; and FSH assays were 20 pg/mL and 0.10

mIU/mL, respectively.

2.5. Blood Sr and Fe levels

Frozen blood samples were thawed at room temperature (25°C) and
homogenized using an ultrasound bath. Subsequently 250 uL of homogenized
samples were transferred to quartz vessels of a high pressure microwave digestion
system (Model Multiwave 3000, Anton Paar, Austria), concentrated nitric acid (6 mL)

was added, vessels were closed and the follow program was carried out: 20 min at
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1400 W and 20 min at 0 W for cooling. After, the samples were diluted to 25 mL with
water. Sr was determined using inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS, Model ELAN DRC II, Perkin Elmer, USA) equipped with a cyclonic spray
chamber, with nebulizer gas flow set at 1.11 L min™, radiofrequency power of 1300 W
and mass charge ratio (m/z) of 88. Fe was determined using inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES, Model OPTIMA 4300 DV, Perkin
Elmer, USA) equipped with a cyclonic spray chamber, with nebulizer gas flow set at
1.50 L min™, radiofrequency power of 1450 W, axial view and wavelength of 238.204
nm. Calibration was performed from standard analytical curve using a multi-
elementar reference solution from 50 to 1000 ng L™ for Sr and from 0.5 to 5.0 mg L™

for Fe. Spiked samples (containing 200 ng L™') were used for accuracy check.

2.6. Statistical analysis

Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Duncan’s test when appropriate. Data that did not follow normal distribution were
analyzed by Kruskal-Wallis test, followed by a post-hoc test when appropriate.
Results were expressed as means + standard error of mean (SEM). The association
between biochemical parameters, and characteristics of the three study groups were
evaluated by Pearson’s correlation for variables that had a normal distribution and by
Spearman rank order correlation for variables that did not exhibit a normal
distribution. A multivariate linear regression analysis was also employed to estimate
the independent contribution of each individual variable to metal levels and BMD.
The selection of predictors was based on (1) whether the variable was statistically
significant at the p<0.05 level and (2) whether the inclusion of that variable increased
the percentage of variance explained. Data were analyzed using Statistica® 6.0

software system (Statsoft Inc., 2001).

2. Results

Characteristics of the study subjects are shown in Table 1. The mean age of
premenopausal group was significantly lower than mean age of postmenopausal

groups, but no difference was observed between both postmenopausal groups. The
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state in menopause and HRT were used to classify the patients. No significant
difference was observed in the duration of menopause of both postmenopausal
groups. Women of the HRT group had an average of 83 months of hormone therapy.
No significant difference in time of nurse, parity (children’s number), duration of Ca
supplementation, Ca food intake, or bone mass index (BMI) was observed among
groups. Race and physical exercise were not significantly different among the three

groups of study (data not shown).

As expected, serum E; levels were significantly higher in premenopausal
than in postmenopausal women without HRT, while postmenopausal women with
HRT had intermediate E, levels. FSH levels were significantly lower in
premenopausal than in postmenopausal groups (Table 2). However, no significant
difference was observed in FSH levels between both postmenopausal groups. In a
previous study in this population we showed that AST, ALT, creatinine, and Hct that
are indicators of hepatic, renal and blood disturbances were within the normal range
and were not significantly different among the three groups of study (data not shown)

[25]. ALP, albumin, and total Ca were also similar among the three groups.

No significant differences were observed in whole blood Sr and Fe levels
among the three study groups (Table 3). Blood Sr and Fe levels had no significant
correlation with BMD, race, time of nurse, parity, physical exercise, AST, ALT,
creatinine, duration of HRT, Ca food intake, duration of Ca supplementation, or
biochemical parameters of bone metabolism (blood Ca and ALP activity) (data not
shown). In table 4 a significant model was generated by multivariate linear regression
analysis for blood Fe levels. Hct% and BMI were significant predictors of blood Fe
levels, explaining 51% and 24% of the variance respectively. However, no significant
model could be generated for blood Sr levels using the variables studied (data not

shown).

The mean BMD L1-L4 and BMD femur were significantly higher in
premenopausal women (Table 3). No significant difference was observed in BMDs
between both postmenopausal groups. Considering that the mean age was
significantly different among the three study groups (Table 1) and that BMD L1-L4
and BMD femur were negatively correlated with age (r= -0.48, p<0.01 and r= -0.38,
p<0.01, respectively), we also evaluated the differences of BMD among groups by

analyses of covariance, using age as a covariate. This statistical analyses revealed
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that age is a determinant in the difference of BMD L1-L4 among the groups at
p<0.05. Table 5 shows the independent contribution of individual variables to bone
density using multivariate linear regression analyses fitted to data. Significant models
were generated for BMD L1-L4 and BMD femur. FSH was the only significant
predictor for BMD L1-L4, explaining 47% of the variance, while FSH and BMI were
significant predictors for femoral BMD, explaining 42% and 27% of variance,

respectively.

3. Discussion

Considering a need for assessment of the role of Sr in health and disease and
increased knowledge on strontium concentrations in different biological samples and
populations, in this study we evaluated whole blood Sr levels and its relationship with
BMD in pre and postmenopausal women without or with HRT. Sr levels found are in
agreement with values previously reported for humans (around 30 ug L) [26,27].

However, these studies did not specify the characteristics of the studied subjects.

In contrast to Ca, Sr is not under homeostatic control in the sense that its total
amount in the body and its level in biological fluids, for example, the blood is not kept
strictly constant by an accurate feedback mechanism [28]. This does not exclude the

possibility that Sr levels could be influenced by Ca or hormones.

The intestinal absorption of Sr has been studied as a marker of Ca absorption
in postmenopausal women [20,21]. These studies evaluated the influence of short-
term HRT on the absorption of a single Sr dose and observed no effect of HRT on
metal absorption. However, to our knowledge no previous study evaluated
physiological blood Sr levels in different stages of the reproductive life of women, or
the effects of a long term HRT on Sr levels. We observed no difference in blood Sr

and Ca levels due to menopause or HRT.

Considering that Sr is very similar to Ca in its physiological behavior and some
competition between both metals could occur, we evaluated the relationship between
blood Sr levels and Ca intake (diet or calcium supplementation). We observed no
significant relationship between these variables in the present study. Also, no

difference on Ca intake was observed among the study groups. The intestinal Sr
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absorption in rats decreases with age, but this case with humans is unknown [28]. In
the present study we observed no significant relationship between blood Sr levels

and age.

Beneficial effect of low doses of stable strontium in the treatment of
osteoporosis was reported almost half a century ago [29]. Studies have shown that
strontium as a stable element exerts opposite effects on bone formation and
resorption when administered to both animals and human subjects [14,15]. However,
in the present study we found no relationship between blood Sr levels and bone
mineral density (BMD) in pre and postmenopausal women, with or without HRT. Our
study groups received no Sr supplementation and were exposed only to background
levels of this metal. Thus, we suggest that physiological levels of Sr apparently do not

influence bone metabolism.

We observed no significant difference in whole blood Fe levels due to
menopause or HRT. Most previous studies evaluated Fe-ferritin blood levels and we
found no other studies that evaluated whole Fe blood levels in the group of
population evaluated in the present study. However, a previous study found similar
whole blood Fe levels in women post parturition (477 mg L) [30]. It is known that in
addition to diet, iron stores also vary by sex, physiologic demands such as growth
and pregnancy [5,31,32], loss of iron due natural or hormone-induced menstruation
[22] and accretion of iron body stores due to menopause [5]. Multivariate linear
regression analysis for blood Fe levels (Table 4) showed that Hct% and BMI were
significant predictors of blood Fe levels. In fact, other authors had already reported a
positive association between BMI and Fe stores [33,31]. It has been demonstrated
that increased levels of iron intake (>20 mg) were associated with greater BMD at
several bone sites among women with a greater Ca intake (800-1200 mg/d) [23].
However, in our study whole blood Fe levels were not associated with BMD or
calcium intake in pre and postmenopausal women, with or without HRT. Similarly,
Michaelsson et al. [34] also found no association between Fe intake and BMD in

women.

We found significant differences in BMD between pre and postmenopausal
women, which were related to differences in age. In fact, aging is associated with
gradual reductions in bone mineral density [35]. Using multivariate linear regression

analyses FSH was found to be a negative significant predictor for BMD L1-L4 and
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BMD femur, while BMI a positive significant predictor for femoral BMD. Elevations of
FSH levels is associated with progressive bone loss in pre and perimenopausal
women, supporting the hypothesis that alterations in hormone concentration may
promote bone loss before that final menstrual periods [36,37]. This relation may be
more important than age, as raised FSH is an indicator for menopause [37]. In
addition we found that BMI is also a significant predictor for femoral BMD. These data
is in agreement with a recent study showing that the loss in BMD for an increase in
FSH levels was greater for women of lower BMI than for their counterparts with
relatively higher BMI [37]. In fact, body weight has been consistently linked to
postmenopausal bone loss, with less bone loss associated with more weight gain
[38]. No study was found evaluating the effects of Sr in the liver or kidney and we
found no relationship between physiologic Sr levels and indicators of hepatic and

renal function like AST, ALT and creatinine levels.

Our study showed no difference in the physiological whole blood levels of Sr
and Fe among pre and postmenopausal women without or with HRT. Also, no
significant relationship was observed between blood Sr or Fe levels and BMD or the

other biochemical parameters analyzed.
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Table 1

Characteristics of the study groups (means = S.E.M.)

Postmenopausal
Premenopausal . Postmenopausal
women without
women women with HRT
(n=17) AR (n=19)
n= n=
(n=20)
Age (years) 46.94 + 1.15° 59.80 + 1.10° 57.53 + 1.08°
Duration of
menopause 0? 177.00 + 20.08° 143.47 + 12.98°
(months)
Duration of HRT b
0° 0? 83.00 £ 15.80
(months)
Time of nurse
9.35+3.14 21.66 + 12.53 15.76 + 4.88
(months)
Parity
_ 1.47 £ 0.30 26+0.34 2.37£0.45
(children’s number)
Ca supplementation
0.35+0.35 0.37 £0.30 410+ 2.24
(months)
Ca food intake
, ., 36.31£10.16 47.25 +11.17 35.05+7.00
(portions per week)
BMI (Kg/m?) 26.33 £ 0.95 25.97 £ 0.92 25.45+1.08

Values within the same line that have no common superscript are significantly

different (p<0.01). HRT: hormone replacement therapy. BMI: body mass index.

"Portions of Ca-rich food consumed per week.
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Table 2

Biochemical analyses (means + S.E.M.)

57

Postmenopausal
Premenopau _ Postmenopausal
women without
sal women women with HRT
(n=17) "Rt (n=19)
n= n=
(n=20)
p 68.15 + ) )
E>(pgdL™) 23.69 + 2.65 30.50 + 3.68%
18.09°
FSH (mlU mL™) 19.06 + 6.93%  77.47 +8.59° 64.33 + 6.14°
Blood Ca (mg dL™) 9.46 £ 0.10 9.66 +0.12 9.21+0.18
Albumin (g dL™) 442 +0.10 4.39 £ 0.09 4.26 £ 0.07
Alkaline phosphatase (UI L")  64.76 + 4.93 72.10 £ 4.11 65.21 £ 3.20

Values within the same line that have no common superscript are significantly

different (p<0.05).

AST: aspartate aminotransferase; ALT: , alanine aminotransferase; Hct: hematocrit;
Ez: 1783- estradiol; FSH: follicle stimulating hormone.



Table 3
Blood metal levels and BMD of the three study groups (means £+ S.E.M.)

Premenopausa Postmenopausal Postmenopausal
| women women without HRT women with HRT
(n=17) (n =20) (n=19)
Fe (mg L") 502.09 £ 19.90 523.65 £ 9.91 540.30 £ 20.24
Sr(ugL™ 33.66 £ 3.57 31.47 £ 2.58 29.74 £ 3.02
BMD L1-L4 (g/lcm?)  1.05+ 0.23? 0.90 £ 0.37° 0.94 + 0.04°
BMD femur (g/cm?)  0.84 + 0.022 0.75+0.02° 0.74 +0.02°

Different letters within the same line indicate significant differences among groups

(p<0.01).
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Table 4

The independent contribution of each individual variable to blood iron levels by

multivariate linear regression analyses

R Student’s t- p-value
test
Fe
Hct% 0.51 4.49 0.00004

BMI (Kg/m?) 0.24 2.14 0.037




Table 5

60

The independent contribution of each individual variable to BMD L1-L4 and BMD

femur by multivariate linear regression analyses

R Student’s t-test p-value
BMD L1-L4 (g/cm?)
FSH (mIU mL™) -0.47 -3.97 0.0002
ALP (UIL™) -0.17 -1.39 0.17
Sr(ug L) 0.13 1.09 0.28
BMD femur (g/cm?)
FSH (mlU mL") -0.42 -3.52 0.0009
BMI (Kg/m?) 0.27 2.26 0.028




4 DISCUSSAO

A diminuicdo na produgdao de estrogénio, ocorrida na menopausa, esta
associada ao aumento do estresse oxidativo (Gura, 1995; Trevisan et al., 2001; Ke
et al., 2003; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004) e ao desenvolvimento de doengas
como a osteoporose (Sowers, 1998; Greendale et al., 1999). Evidéncias sugerem
que o estrogénio reduz a produgcédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o
estresse oxidativo in vivo e in vitro (Huber et al., 1989; Subbiah et al., 1993; Ayers et
al., 1998; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004). No entanto, o seu papel como anti ou
pré-oxidante ainda é controverso (Huber et al., 1989; Liehr, 1990; Subbiah et al.,
1993; Toniolo et al.,, 1995; Ayers et al.,, 1998; Cao et al., 1998; Bednarek-
Tupikowaska et al., 2004). No presente estudo observou-se que a menopausa nao
exerceu influéncia nas atividades da glutationa peroxidase (GPx) e da catalase
(CAT). Esse resultado esta de acordo com Gurdol et al. (1997), que ndo observaram
diferenca na atividade antioxidante da CAT no sangue de mulheres na pré e pos-
menopausa. Entretanto, em outros estudos observou-se menor atividade plasmatica
da GPx em mulheres na pés-menopausa (Gurdol et al., 1997; Signorelli et al., 2005).
Também, tem sido observada redugao na atividade eritrocitaria da GPx com o
envelhecimento (Kasapoglu & Ozben, 2001). A diferenca de idade entre os grupos
do presente estudo foi menor (47 vs. 59 anos para mulheres na pré e poés-
menopausa) do que nos outros estudos citados (41 vs. 64 e 32 vs. 52,
respectivamente), o que pode ter contribuido para a discrepancia nos resultados.

inal et al. (2001) propdem que a atividade da superdxido dismutase (SOD)
diminui com o processo de envelhecimento. De fato, foi observada uma significante
reducdo na atividade da SOD devido a menopausa. Entretanto, esta reducéo nao foi
relacionada com o processo de envelhecimento. Sabe-se que a SOD catalisa a
dismutagao do radical superdoxido em peréxido de hidrogénio e executa um papel
chave na protecdo contra o estresse oxidativo (Salo et al.,, 1988). Existem trés
isoformas da SOD, a Cu-Zn SOD citosdlica, a Mn SOD mitocondrial, e a SOD
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extracelular (Landis & Tower, 2005). A deficiéncia de Cu ou Zn sdo comuns na
menopausa e poderiam ser uma explicagcdo para a diminuicdo na atividade
antioxidante da SOD (Strain, 1988; Lowe et al., 2002).

As atividades antioxidantes da GPx e da CAT nao foram influenciadas pela
terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) em mulheres na pés-menopausa. O que esta
em acordo com o resultado obtido por Boreau et al. (2002) para a GPx e com
Naziroglu et al. (2004) para a CAT e GPx. Entretanto, Ozben et al. (2001)
encontraram um aumento significativo na atividade da GPx eritrocitaria em mulheres
na pés-menopausa recebendo TRH, em relacdo as que n&o recebiam a reposicao.

A TRH reverteu a diminuicdo na atividade da SOD ocorrida apos a
menopausa, sugerindo que esta terapia seja benéfica na protegdo contra o estresse
oxidativo. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos, onde foi encontrada
menor peroxidagao lipidica, e maior quantidade de glutationa reduzida eritrocitaria
(GSH) em mulheres na pés-menopausa com TRH quando comparado com mulheres
sem a TRH (Ozben et al., 2001; Bednarek-Tupikowaska et al., 2004; Naziroglu et al.,
2004). Contudo, no presente estudo a TRH néo interferiu na peroxidagao lipidica, e
nao foi observado aumento neste parametro nas mulheres na pés-menopausa sem
TRH, quando comparadas com o grupo de mulheres na pré-menopausa.

O estradiol aumenta a expressdo da SOD tanto in vitro quanto in vivo,
aparentemente devido a ativagdo de receptor para estrogénio, e esse efeito do
estradiol é seletivo para a SOD, sem influenciar na atividade da GPx ou CAT
(Strehlow et al., 2003). Este mecanismo poderia explicar a maior atividade
antioxidante da SOD observada nas mulheres que fazem uso da TRH apds a
menopausa. Sustentando esta proposta, um estudo recente, mostrou que o estradiol
impediu a reducdo na atividade da SOD mitocondrial em ratas ooforectomizadas
(Sugino et al., 2002).

As formas de TRH utilizadas pelas mulheres no estudo foram estrogénios
conjugados (13), estradiol (1), ou estrogénio mais progesterona (5). Nao foi
observada correlagao entre os niveis de estradiol e a atividade da SOD no presente
estudo. Assim, ndo se pode descartar o envolvimento de outros mecanismos, além
do estrogénio, no efeito da TRH na atividade antioxidante da SOD. De fato, estudos
demonstraram que a progesterona aumenta a atividade da SOD no endométrio
humano, enquanto o estrogénio tem pouco efeito (Sugino et al., 2002). No presente

trabalho foi observado uma tendéncia de maior atividade da SOD nas pacientes que
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tomavam estrogénio mais progesterona, quando comparado com o grupo que
utilizava apenas estrogénio.

Estudos mostram que a terapia de reposicédo com estrogénios (TER) previne
a osteoporose e reduz o indice de fraturas (WGWHII, 2002; Cauley et al., 2003) e
que o estroncio (Sr) (Janes & MacCaslin, 1959; Munier et al., 2002) e o ferro (Fe)
(Harris et al., 2003; Maurer et al., 2005) estariam relacionados com melhoras na
densidade mineral 6ssea (DMO). N&o foram encontrados na literatura estudos
avaliando os niveis totais de Sr e Fe no sangue de mulheres na pré e pos-
menopausa, com e sem TRH.

O nivel total de Sr foi de 33,66 pg L' em mulheres ndo menopausadas, e de
30,60 pg L™ em mulheres na pés-menopausa. E importante salientar que os niveis
de Sr encontrados referem-se aos valores basais da populagdo em estudo, ja que
nao foi administrado Sr, e as pacientes ndao apresentam histérico de exposicao a
niveis de Sr superiores aos ambientais. De fato, a populacdo em geral esta exposta
ao Sr através do ar, agua, solo e alimentagao (ATSDR, 2004), e os suplementos de
célcio (Ca) comercializados no Brasil apresentam niveis consideraveis de Sr (~ 427
pg/unidade de comprimido) (Frizzo et al., 2004). Os niveis sanguineos de Sr
observados estdo de acordo com estudos prévios que encontraram em torno de 30
ug L™ de Sr no sangue humano (Burguera et al., 1999; Azparren et al., 2000). No
entanto, esses estudos néo especificaram o grupo populacional avaliado.

Estudos demonstraram a existéncia de receptores para estrogénio no
intestino (Arjmandi et al., 1993) e que a administracdo de 17B-estradiol estaria
associada ao aumento na absor¢gdo de Ca em ratos (Arjmandi et al., 1994).
Considerando que o Sr apresenta propriedades similares ao Ca e que o estrogénio
pode afetar a absorcdo de Ca, poderia existir uma relacido entre os niveis de
estrogénio e a absorgao de Ca e Sr em mulheres na pés-menopausa. Contudo, no
presente estudo os niveis sanguineos de Sr e de Ca nao foram influenciados pela
menopausa € TRH, e ndo houve correlagdo entre os niveis de estradiol e a
concentragcdo de Sr e Ca no sangue das mulheres. Bolscher et al. (2000), também
nao encontraram efeito modulador de estrogénios na absorcéo gastrintestinal de Ca,
avaliada por teste de absor¢dao com Sr, em mulheres na pds-menopausa e nao
osteoporéticas. O Ca inibe a absorgédo de Sr (Nielsen et al., 2004), e a preferéncia na
absorcao do Ca pode ser atribuida ao seu menor peso molecular (Waserman et al.,
1961, apud NIELSEN, 2004, p. 585) e ao fato de que a absorgdo do Sr, em ratos,
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diminui com a idade (Nielsen et al.,, 2004). No entanto, ndo existem trabalhos
avaliando o efeito da idade na absor¢cdo de Sr em humanos. No presente estudo,
n&o foi observada relagdo significativa entre a idade e os niveis sanguineos de Sr. A
ingestdo de Ca na dieta e a suplementagdo com Ca, ndo influenciaram nos niveis
sanguineos de Ca ou Sr das mulheres estudadas. Ao contrario do Ca, o Sr ndo esta
sobre controle homeostatico, verificando-se que a quantidade total de Sr no corpo e
os niveis em fluidos biolégicos, como o sangue, estdo em manutengao constante por
retrocontrole (Nielsen et al., 2004).

O ranelato de Sr aumentou a DMO da lombar e da coluna vertebral em
mulheres menopausadas e pacientes osteoporéticos (McCaslin & Janes, 1959;
Meunier et al.,, 2002). Ndo foram encontrados na literatura, estudos avaliando a
influéncia das concentragées fisioldgicas de Sr na DMO de mulheres. Os efeitos
positivos do Sr nos ossos se devem simultaneamente a estimulagao da formacéao e
inibicdo da reabsorcao 6ssea (Marie et al., 2006). Contudo n&o houve relacao entre
os niveis de Sr e a atividade sanguinea da fosfatase alcalina, que é um marcador de
formagdo Ossea, confirmando que em concentragbes fisiologicas de
aproximadamente 32 ug L™, o Sr nao interfere no metabolismo 6sseo de mulheres.

Os estoques de Fe aumentam na menopausa (Berge et al., 1994; Naimark et
al., 1996) e estudos mostram que o aumento da ingestdo de Fe esta associado a um
aumento na DMO em mulheres (Harris et al., 2003; Maurer et al., 2005). N&o foram
encontrados estudos avaliando os niveis totais de Fe no sangue de mulheres na pré
e pdés-menopausa. Assim, os niveis totais de Fe encontrados no presente estudo
foram mais altos do que o observado por Shang & Hong (1997) em mulheres no
estado pds-parto (477 mg L™). Os niveis de Fe encontrados ndo foram influenciados
pela menopausa e TRH, e né&o interferiram na DMO da populacdo estudada.
Michaelson et al. (1995), também nao encontraram relacdo entre Fe e DMO em
mulheres. A analise de regressao multivariada mostrou que o hematdcrito e o indice
de massa corporal (IMC) foram indicativos para os niveis de Fe.

Embora ndo se tenha observado influéncia dos niveis de Sr e Fe no
metabolismo 6sseo, as mulheres na pré-menopausa tinham uma DMO maior que as
mulheres na pos-menopausa. Essa maior DMO estava relacionada a menor média
de idade dos individuos desse grupo, ndo sendo atribuido nenhum efeito da TRH na
DMO. De fato, o envelhecimento esta associado a redugdo gradual na DMO

(Wahner et al., 1983). Foi observada neste estudo uma correlagao positiva entre os
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niveis de estradiol e a DMO (lombar e colo do fémur), confirmando o fato de que a
diminuicdo dos niveis de estradiol poderia estar relacionada a perda O6ssea em
mulheres na menopausa (Greendale et al., 1999). Além disso, verificou-se no que a
DMO diminuiu com o tempo de menopausa. Por analise de regressdao multipla
observou-se que 0s niveis sanguineos do hormoénio foliculo estimulante (FSH)
podem ser utilizados para prever a DMO tanto na lombar (L1-L4) quanto no colo do
fémur. Também foi observado que a diminuigdo na DMO do fémur pelo aumento do
FSH foi maior em mulheres com menor IMC. Confirmando a hipétese de que o
aumento progressivo nas concentragdes séricas de FSH esta associado com a
perda 6ssea em mulheres (Sowers et al., 2003; Khan & Sued, 2004; Beksinska et al.,
2005) e que a diminuigdo na DMO em relagdo ao aumento de FSH é maior em

mulheres com menor IMC (Beksinska et al., 2005).



5 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicam que:

— A menopausa e a terapia de reposi¢do hormonal (TRH) ndo afetaram a
atividade da catalase nem da glutationa peroxidase.

— TRH impediu a diminuicdo da atividade da superdxido dismutase
(SOD) em mulheres na pos-menopausa, sugerindo que a TRH poderia ter um papel
benéfico na protecao contra o estresse oxidativo.

=  Os niveis sanguineos de Sr e Fe, em mulheres no climatério, ndo
influenciaram a densidade mineral 6ssea, parametros do metabolismo dsseo, nem a
funcao renal ou hepatica.

—  Parametros como idade, tempo de menopausa, niveis circulantes de
estradiol (E;) e horménio foliculo estimulante (FSH), TRH, tempo de aleitamento,
ingestao de calcio, atividade fisica, hematdcrito e indice de massa corporal (IMC),
nao influenciaram os niveis sanguineos de Sr em mulheres; ao passo que, o
hematdcrito e o IMC foram indicadores dos niveis sanguineos de Fe.

— A diferenga na DMO observada nas regides, lombar (L1-L4) e colo do
fémur, em virtude da menopausa deveu-se, principalmente, a diferenga de idade
entre os grupos.

— Altos niveis de horménio foliculo estimulante (FSH) estavam
associados a perda 6ssea da lombar (L1-L4) e do colo do fémur em mulheres, e a
diminui¢ao na densidade mineral 6éssea do colo do fémur foi maior em mulheres com

menor indice de massa corporal.
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7.2 ANEXO 2

Questionario aplicado as mulheres participantes deste estudo
Este questionario foi aplicado por um pesquisador treinado que explicava as

pacientes cada uma das questodes.
FICHA DA PACIENTE

CODIGO DE IDENTIFICACAO:

Nome:

Endereco:
Cidade:
Estado: CEP:
Telefone:

1. Data de nascimento:

2. Raca: ( ) negra ( ) branca ( ) amarela

3. Menstruacao: ( )normal ( )irregular ( ) menopausa — Ha quanto

tempo?

4. Historico obstétrico (filhos):

5. Tempo de aleitamento:

6. Pressao arterial:

7. Fumante: ( ) Sim ( )Nao n°de cigarros por dia?

8. Consumo de bebida alcodlica: ( ) Sim ( ) Nado n°de doses por semana?

9. Pratica de exercicio fisico: ( )NaoFaz ( )Leve ( )Moderado ( ) Intenso



10. Doencas diagnosticadas: ( ) ja tratadas ( ) em tratamento
) diabetes. Qual?

81

) doengas enddcrinas (Tiredide). Qual (s)?

) doencas renais. Qual (s)?

) doengas cardiacas /ou vasculares (varizes). Qual (s)?

) doencgas pulmonares. Qual (s)?

(
(
(
( ) doencas da medula éssea. Qual (s)?
(
(
(

) outras doengas. Qual (s)?

11. Medicagdes em uso :

12. Terapia de Reposicdo com Hormonios: ( )Sim ( ) Nao

Ha quanto tempo?

Tipos de Hormonios usados (TRH):
( ) estrogénios conjugados

( ) estradiol

( ) estradiol + Progesterona

(

) outro e/ou nome comercial do medicamento usado na terapia hormonal

13. Usa Calcio (suplemento): ( )Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Tipos de Calcio:

( ) industrializado

( ) industrializado com vitamina D
( )manipulado
(

) manipulado com vitamina D

14. Usa ou usou Corticoides: ( ) Sim ( )Nao Quantotempo?

15. Apds os 45 anos ja sofreu algum tipo de fratura em algum dos locais
abaixo citados:
( ) quadril ( ) coluna vertebral () fémur ( ) punho

16. Consome regularmente algum (s) desses alimentos abaixo citados? Com

gue freguéncia?



82

Leite (n° copos por dia):

)
) Leite em p6 (n° de colheres por dia):
)

logurte (unidades por dia):

(
(
(
(

) Queijo (n° fatias por dia):

( ) Peixes (sardinha, linguado...) (porgbes por semana):

) Vegetais verdes escuros (porgdes por dia):

(
( ) Améndoas (unidades por semana):
(

) Soja (por¢des por semana):

( ) Melado (n° colheres por dia):

Avaliacdes antropométricas (para calculo do indice de massa corporal — IMC):

17. Peso:

18. Altura:
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