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MONITORAMENTO DOS NI'\{EIS SERICOS DE FOSFATASE ALCALINA,
CALCIO E FOSFORO APOS OSTECTOMIA EXPERIMENTAL EM
OVINOS

MONITORING SERUM ALKALINE PHOSPHATASE, CALCIUM, AND PHOSPHORUS
LEVELS FOLLOWING EXPERIMENTAL OSTECTOMY IN SHEEP.

T.S.P. M. KOGA!; G. M. MARCONDES?; A. L. V. ZOPPA3

RESUMO

Diante da necessidade de acompanhar o processo de remodelamento 6sseo em animais em recuperacéo de fraturas pode-se
utilizar o auxilio de marcadores dsseos. Estes podem ser mensurados ha urina, ou no sangue (plasma ou soro), refletindo assim
0 que acontece no organismo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel de marcadores do metabolismo Gsseo no processo
de regeneragdo de falhas dsseas em ovelhas submetidas & ostectomia circular em 1I/IV metacarpianos. Avaliar a correlagéo
entre o periodo de regeneragdo Gssea e dosagem sérica de fosforo, fosfatase alcalina e célcio. Foram realizadas coletas semanais
de sangue até completarem oito semanas para avaliar 0s niveis séricos de fosfatase alcalina, fésforo e calcio de 12 ovelhas
submetidas a ostectomia na face dorso-medial do tergo proximal em ambos 111 e IV metacarpianos, sendo que um dos membros
recebeu implante de manta 6ssea a base de quitosana, hidroxiapatita e colageno, no local da falha induzida cirurgicamente e o
outro membro ndo, sendo considerado o controle. Observou-se correlagdo entre valores de fosfatase alcalina acima do nivel da
coleta no momento pré-operatorio com significancia estatistica em D42 (valor de p = 0,03248), D49 (valor de p = 0,00032) e
D56 (valor de p = 0,000021) em relagdo a D7 (que apresentou o menor valor médio de fosfatase alcalina). Com base nos
resultados sugere-se aumento na concentragdo sérica media de fosfatase alcalina total, que pode estar correlacionado ao pico da
fase inflamatdria do processo de reparacéo 6ssea, sugerindo que a fosfatase alcalina total possa ser usada como marcador.

PALAVRAS-CHAVE: Biomarcadores. Biomaterial. Falha dssea. Ovelha. Remodelagéo dssea.

SUMMARY

Given the need to monitor the bone remodeling process in animals recovering from fractures, bone markers can be used to aid
in this process. Bone markers in urine or blood (plasma/serum) reflect bone remodeling during fracture healing. This study
investigated their role in sheep with circular ostectomy of the third and fourth metacarpals. Specifically, it assessed the
correlation between bone regeneration time and serum levels of phosphorus, alkaline phosphatase (ALP), and calcium. Twelve
sheep underwent ostectomy on the proximal third, dorso-medial surface of both metacarpals. One limb received a chitosan-
hydroxyapatite-collagen bone mat implant, while the other served as the control. Weekly blood samples were collected over
eight weeks to measure serum ALP, phosphorus, and calcium. ALP levels showed a significant increase above preoperative
values at day 42 (p = 0.03248), day 49 (p = 0.00032), and day 56 (p = 0.000021) compared to day 7 (lowest average ALP).
These results suggest an increase in average serum ALP concentration, potentially correlating with peaks during the
inflammatory phase of bone repair. This finding indicates the potential utility of ALP as a marker for bone healing.

KEY-WORDS: Biomarkers. Biomaterial. Bone blanket. Bone turnover. Sheep.
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INTRODUCAO

Os marcadores bioquimicos do metabolismo
0sseo sao substancias que retratam formagéo e reabsorgao
6sseas, sendo que o processo de formacdo é dependente da
acdo dos osteoblastos. Os marcadores de formacédo Gssea
mensuram produtos resultantes destas células, e os de
reabsorcdo, a acdo dos osteoclastos. Ambos 0s processos
estdo estritamente ligados, ou seja, um marcador que reflete
a reabsorcdo consequentemente refletira a formacédo
(VIEIRA, 1999).

Animais ostectomizados devido a desvios
angulares ou de forma experimental, tem a retirada de um
segmento dsseo do local a ser tratado (AUER; STICK,
2012; FOSSUM, 2021).

Diante da necessidade de acompanhar o processo
de remodelamento 6sseo em animais em recuperacdo de
fraturas, falhas induzidas, e até mesmo o fendmeno em si
de remodelacdo e reabsorcdo dssea, pode-se utilizar o
auxilio de marcadores 6sseos. Estes marcadores podem ser
mensurados na urina, ou no sangue (plasma ou soro),
refletindo assim o que acontece no organismo do animal
(CARDOSO et al., 2010; CAMASSA et al., 2017).

Segundo Kaneko (1997) a acdo da fosfatase
alcalina total sérica é a combinagdo de isoenzimas
produzidas no figado, 0sso, rim, placenta e intestino. As
isoenzimas produzidas no figado e no 0sso representam a
maior fragdo. A fosfatase alcalina dssea esta presente na
membrana das células do osteoblasto e € liberada por um
mecanismo ainda ndo elucidado durante a formac&o Ossea.

A forma Ossea da fosfatase alcalina tem maior
predominancia na infancia até o fim do crescimento
longitudinal, sendo que depois disso, a forma hepatica sera
mais circulante (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO,
2002).

Para que haja associa¢do da elevagao da fosfatase
alcalina dssea, os fendbmenos 6sseos devem ser de grande
magnitude, como numa fratura, por exemplo, sendo assim
utilizada como marcador de atividade de doenga ou
parametro de resposta ao tratamento instituido
(SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).

Segundo Swenson e Reece (1996) e Ciosek et al.
(2021), o célcio e o fosforo funcionam como principais
elementos estruturais do tecido 6sseo, estando mais de 99%

Tabela 1- Periodo de coleta.

do total do calcio corporal e mais de 75% do total do
fosforo, nos ossos e dentes. Eles estdo presentes no 0sso,
principalmente como sais de apatita e como fosfato de
célcio e carbonato de calcio. Além de ser o arcabouco
estrutural, 0s 0ssos também séo reserva corporal de célcio
e fésforo. Durante os periodos de deficiéncia alimentar ou
quando as necessidades aumentam, o célcio e o fésforo séo
rapidamente mobilizados dos 0ssos para manter 0s niveis
normais.

O fosforo estd relacionado em processos
metabolicos, incluindo os que envolvem os tampdes nos
fluidos corporais (SWENSON; REECE, 1996: CIOSEK et
al., 2021).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 12 ovelhas fémeas adultas néo
prenhes, com idade de 4 anos, higidas da raca Santa Inés,
oriundas do municipio de Jarind- S.P. Os animais foram
alimentados a base de feno de tifton e 4gua a vontade, além
de ragdo comercial peletizada, levando em consideracéo
uma dieta de manutencdo. Os animais foram mantidos em
regime de estabulaco por todo o periodo de estudo.

Os animais foram identificados e vacinados
contra clostridioses e vermifugados de acordo com o peso
vivo com moxidectina.

Exames laboratoriais pré-operatérios como perfil
renal, hepatico e hemograma completo, além de dosagem
sérica de calcio, fésforo e fosfatase alcalina foram
realizados sete dias antes do procedimento cirdrgico, sendo
considerado (DO0). Foi realizada a ostectomia circular
unicortical na face dorso-medial do osso metacarpiano Il
e IV (MARCONDES et al., 2015). De forma randomizada,
3 animais continham biomaterial no membro direito e 3
animais continham biomaterial no membro esquerdo, com
0 membro contralateral servindo de controle. Foram
realizadas colheitas de sangue para mensuracéo sérica de
calcio, fésforo e fosfatase alcalina total semanalmente, até
completarem 8 semanas de pds-operatério (Tabela 1). A
coleta de sangue foi realizada através venopuncao jugular,
em tubo seco. Foi utilizada somente a fragao sérica e para
sua obtencdo o material foi centrifugado por 5 minutos em
rotagdo de 3500 rpm.

15diasde | 21diasde | 28 diasde | 35diasde | 42 diasde | 49 diasde | 56 dias de
7 dias de pds
Pré-operat6rio pos pos pos pos pos pos pos
cirdrgico
cirGrgico | cirGrgico | cirGrgico | cirGrgico | cirdrgico | cirdrgico | cirlrgico
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8
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O soro foi armazenado em eppendorf
transldcidos, previamente identificados com o ndmero e
data da coleta de cada animal.

Ap6s centrifugagdo, a porcdo sérica da amostra
foi analisada pelo kit Biosistem por analise enzimatica e

colorimétrica, feita no aparelnho LABMAX 240® para
fosfatase alcalina, fosfato e célcio.

Os gréficos de calcio (Gréafico 1), fosforo (Grafico 2)
e fosfatase alcalina total (Gréafico 3) foram elaborados a
partir das médias obtidas no programa Excel, permitindo a
avaliagdo desses pardmetros ao longo do tempo.

Gréfico 1 - Concentragdo Sérica de Célcio (mg/dL) média por dia de colheita.
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Gréfico 2 - Concentragdo Sérica de Fésforo (mg/dL) média por dia de colheita.
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Grafico 3 - Concentragdo Sérica de Fosfatase Alcalina Total (U/L) média por dia de colheita.
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Os resultados foram submetidos a avaliagdo
estatistica, utilizando-se do programa R (R Core Team,
2014) e o pacote PMCMR (POHLER, T.,2014).
Primeiramente foi realizado teste de normalidade para ver
se as amostras apresentavam distribuicdo normal. Como
nem todas as amostras seguiram uma distribuicdo Normal
(valor de p<0,05) recomendou-se 0 uso de um teste ndo
paramétrico. A partir destes dados, foi possivel fazer
analise estatistica baseada no teste de Friedman
(FRIEDMAN, M., 1937) em conjunto com o Teste Post-
Hoc de Nemenyi (DEMSAR, J., 2006) com nivel de
Significancia (o)) considerado de 0,05.

RESULTADOS

O Teste de Friedman indicou uma diferenca
significativa nos niveis de célcio ao longo do tempo (p =
0.001803). A andlise post-hoc de Nemenyi revelou que
essa diferenga ocorreu entre 0s momentos D2 e D5 (valor
de p =0,023) e 0s momentos D2 e D8 (valor de p = 0,026).

Ainda, o Teste de Friedman indicou diferenca
significativa na concentracdo de fésforo ao longo dos
momentos (p = 0,003054). O teste Post-Hoc de Nemenyi
indicou que esta diferenga ocorreu entre 0s momentos Pré
e D5 (valor de p = 0,03651) e os momentos Pré e D6 (valor
de p =0,00072).

A fosfatase alcalina também apresentou diferenca
significativa em sua concentracdo através do Teste de
Friedman (p = 0,000005397686). Através do Teste Post-
Hoc de Nemenyie localizamos que essa diferenca ocorreu
entre 0s momentos D1 e D6 (valor de p = 0,03248); os
momentos D1 e D7 (valor de p = 0,00032); 0s momentos
D1 e D8 (valor de p = 0,000021); os momentos D2 e D8

(valor de p = 0,00915); e os momentos D3 e D8 (valor de
p = 0,00915).

Ao comparar os graficos das médias de cada um
dos marcadores com seus respectivos valores de
significancia estatistico apds aplicacdo dos devidos testes
pbde-se observar uma correlacdo entre um leve decréscimo
da curva de fésforo com o D5, seguido de leve acréscimo
da curva em D6; valores de fosfatase alcalina acima do
nivel da coleta em pré-operatdrio no grafico correlacionado
com significancia estatistica em D6, D7 e D8em relagéo a
D1 (que apresentou o menor valor médio de fosfatase
alcalina) e em relagdo ao exame pré-operatorio (valor
inicial).

DISCUSSAO

Segundo Pugh (2004) os valores normais de
calcio para ovelhas adultas ndo prenhes deveriam ser de
11,5a12,8 mg/dL, mas os valores obtidos encontravam-se
abaixo do normal para a espécie que variavam de 10.34 +
0.71 mg/dL, com decréscimo maior ap0s intervencdo
cirlrgica devido a atividade remodeladora 6ssea. Seebeck
et al. (2005) encontrou valores de concentracdo média do
célcio ligeiramente maiores entre a 4% e a 5* semana ap0ds a
realizacdo de defeito 6sseo de 3 mm na tibia de ovinos. No
caso do fosforo, ndo houve mudanga mantendo os valores
séricos préximos da normalidade que deveriam ser de 5,0
a 7,3 mg/dL, e os valores encontrados neste experimento
foram de 5,01 + 1,25 mg/dL (PUGH, 2004).

No atual estudo, a concentracdo de fosfatase
alcalina total sérica foi em torno de 71,73 £ 40,27, com
diferenca estatistica entre 0 momento D2 e D8 e inicio do
aumento da média da concentracdo de fosfatase alcalina
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entre 0s momentos D1 e D2, e em D3 e D8. Esses
resultados condizem com achados de Marcondes et al.
(2015), que observou um pico do aumento de temperatura
na termografia em ovinos adultos, fémeas submetidas a
ostectomia de 111/ IV metacarpianos com 14 a 21 dias de
pos-operatdrio, 0 que pode estar relacionado ao pico da fase
inflamatoria do processo de reparacdo éssea nessa espécie.
Seebeck et al. (2005) encontraram diminuicéo do valor de
fosfatase alcalina durante o periodo de regeneracéo 6ssea
pos fratura (entre a 5% e 9% semana de pds-operatorio).

Segundo  Nobrega (2014), em equinos
submetidos a ostectomia e sujeitos a implante de
biomaterial de outra natureza, foi encontrado pico de
fosfatase alcalina sérica total com 30 dias de pos-
operatorio, mas, sem 0 aumento de temperatura
termograficamente em mesmo periodo. No presente
estudo, observou-se aumento da concentracdo da fosfatase
alcalina total sérica em mesmo momento que Marcondes et
al. (2015) observou um aumento da temperatura
termografica em ovinos (D5). Além disso, 0S ovinos
apresentaram sinais de regeneraco dssea em menor tempo
de pos-operatério (entre 14 e 21 dias) do que 0s equinos
(com 30 dias de pds-operatdrio). Em humanos, o pico de
fosfatase alcalina é encontrado em torno da 72 semana pos
fratura, retornando ao valor basal no final da consolidacéo
(CHAUDHARY et al., 2021).

CONCLUSAO

Foi encontrado aumento na concentragdo sérica
média de fosfatase alcalina total, que pode estar
correlacionado ao pico da fase inflamatéria do processo de
reparagdo Ossea, demonstrando que a fosfatase alcalina
total pode ser usada como marcador, porém, o0 uso de
outros marcadores de formagdo 6ssea como osteocalcina,
ou fosfatase alcalina dssea, por exemplo, poderiam mostrar
com mais clareza o comportamento ésseo isoladamente.
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