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RESUMO

A avaliagéo do contetildo mineral 6sseo é geralmente feita por meio de
técnicas densitométricas. Contudo, a aplicacdo destas técnicas em estudos
experimentais € cara e pouco acessivel. Este trabalho propde o uso do
processamento de imagens radiograficas na determinagdo comparativa da
mineralizagdo 6ssea de animais alimentados com dietas a base farelo de
arroz industrial, subproduto rico em sais do &cido fitico, agente quelante capaz
de impedir a deposicdo de calcio no fémur. A avaliagdo dos efeitos deste
subproduto como fonte mineral sobre a mineralizagdo 6ssea, contudo, ainda
nao encontra suficiente embasamento cientifico, e o emprego de técnicas de
processamento de imagens aparece como uma possivel forma de diagnéstico
nutricional.

A deposigdo de calcio, zinco, cobre e fésforo no fémur de ratos em
crescimento mostrou, em fungdo da dieta, ser uma forma de avaliar a utilizagdo
destes minerais, ja a medida de densidade Optica das radiografias apresentou
forte correlagdo com os indicadores teor de cinzas do fémur, massa seca e
conteudo de céicio, fosforo e cobre, os quais responderam ao melhoramento
da qualidade da dieta mediante suplementacgéo do farelo de arroz com calcio,
zinco e cobre. Entretanto, a suplementagdo com zinco ndo apresentou

correlagdo com os parametros acima.
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ABSTRACT

Evaluation of bone mineral content is generally done by means of
densitometric techniques. Implementation of such techniques in experimental
studies, however, is often expensive or inaccessible. This work proposes the
use of radiographic image processing for the comparative determination of
bone mineralization in animals fed rice-bran diets, which are rich in phytic acid
salts. Such salts are, in turn, powerful chelating agents capable of interfering
with calcium deposition in the bone. Evaluation of the effects of feeding this
industrial by-product as a source of mineral still requires scientific
experimentation and the application of new techniques such as radiographic
image could contribute to a better nutritional assessment.

Deposition of calcium, zinc, copper and phosphorus in the femur of the
growing rats, as a function of the quality of the diet, proved to be a viable
approach to assess the utilization of such elements. Measurement of the
optical density of radiographic plates, however, showed strong, positive
correlation with indicators such as total ash content, dry mass, calcium,
phosphorus and copper contents, which in turn, responded well to quality
improvement of the diet obtained by supplementing the bran diet with calcium,
zinc and copper. Supplementation with zinc alone, however, did not correlate

with the above parameters.
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1. INTRODUGAO

O beneficiamento do arroz gera o farelo, subproduto cujo alto contetido
de nutrientes tem estimulado a realizagdo de estudos para avaliar seu
potencial como alimento para seres humanos (BARBER, 1971; BARBER &
BENEDITO DE BARBER, 1973; GUERRA & JAFFE, 1975, TORTOSA &
BENEDITO DE BARBER, 1978; SAUNDERS, 1990; WARREN & FARRELL,
1990). Estudos realizados nesta instituicdo (TORIN, 1991) mostraram,
contudo, que o farelo de arroz ndo evidencia um bom valor nutritivo in vivo, o
que contraria as expectativas em tomo de sua indicagdo como suplemento
alimentar. O mesmo estudo indicou a hipétese de que esta limitagdo estaria
associada ao seu conteudo em &cido fitico e & agfo desse agente quelante
sobre a frag&o mineral. A verificagdo desta hip6tese, entretanto deveria ser
objeto de novos estudos.

Dos elementos que compdem a fragdo mineral do farelo de arroz,
destacam-se o zinco, o cobre e o ferro, por sua elevada concentragdo quando
comparados a outras fontes de minerais. Chama a atengdo também, por seu
baixo teor, o calcio (ADAYR, 1972; JULIANO, 1980; SAUNDERS, 1990;
WARREN & FARRELL, 1990).

Diferentes métodos tém sido usados para medir a biodisponibilidade de
minerais, dentre os quais estdo os que utilizam o ganho de peso (em especial
para o zinco) a incorporagdo do elemento em tecidos, como o fémur
(MOMCILOVIC et al., 1975; FRANZ et al., 1980a; FRANZ et al., 1980b; SHAH
et al, 1991). No caso da determinag&o da biodisponibilidade de zinco medido
no fémur, o critério utilizado justifica-se pela alta correlagdo observada entre
as reservas deste mineral e a sua disponibilidade nutricional. Morris e Ellis
(1980), encontraram em alguns experimentos que altos niveis de fitato



alimentar sdo capazes de diminuir o acumulo de zinco no fémur, sem afetar o
crescimento do animal. Eles consideraram, portanto, a determinagcdo de zinco
no fémur como um bom indicador.

Informagdes ja existentes justificam a inclusdo de caicio e cobre, além
do zinco, neste estudo.  Para o célcio, é classico o estudo de sua deposicéo
nos 0ssos, uma vez que este tecido concentra 99% da quantidade total deste
mineral no organismo (SOWERS, 1990). J& foi descrita a interferéncia
exercida pelo calcio da dieta sobre a absorgdo de zinco, principalmente na
presenga do acido fitico (ELLIS et al., 1987; XU, 1992). O cobre é também
um dos minerais pelos quais o fitato apresenta grande afinidade (REDDY et
al, 1989) e mereceria, portanto ser considerado; outras interagdes de
minerais assumem importancia nutricional, como entre o zinco, o cobre e o
fero, (SHERMAN & TISSUE, 1981; OESTREICHER & COUSINS, 1985;
STOREY & GREGER, 1987).

Assim, o teor em minerais de um alimento, obtido por analise
espectrométrica, € apenas um indicativo bruto do valor nutritivo maximo desta
fragdo, sendo necessario conhecer a forma quimica e fisico-quimica do
elemento a fim de apreciar a sua real utilizagdo, o que se tem buscado com
metodologias que empregam o modelo animal e a concentragdo de minerais
em seus tecidos.

Sabe-se hoje que o sistema 6sseo desempenha muiltiplas fungdes
relacionadas com o estado nutricional do animal (AMAYA-FARFAN, 1994). Os
ossos sdo classificados em dois tipos, cortical e trabecular, o primeiro é
composto de camadas de colageno mineralizado, densamente compactadas
fornecendo rigidez ao osso e € o principal componente do osso tubular, o
segundo € esponjoso em aparéncia, dando resisténcia e elasticidade , constitui
a principal porgdo do esqueleto axial (ARNAUD & SANCHEZ, 1990). As
células do tecido 6sseo sdo divididas em : ostedcitos (células maduras, que se

situam em cavidades no interior da matriz), osteoblastos (produtores da parte



organica da matriz) e osteoclastos (relacionadas com a reabsorgéo do tecido
0sseo). A parte orgéanica representa aproximadamente 50 % do peso da matriz
6ssea. Sendo que os ions mais abundantes sdo o fosfato e o calcio,
encontrando-se também, zinco, cobre, magnésio, potassio e sédio entre
outros. O balango homeostatico entre a deposicdo osteoblastica e a
reabsorgdo osteoclastica do osso é uma parte importante do metabolismo do
céicio no corpo (EVANS, 1976; ARNAUD & SANCHEZ, 1990; AMAYA-
FARFAN, 1994).

Os estudos das técnicas para avaliagdo do conteGdo mineral 6sseo,
além da dosagem quimica, tém apontado para o emprego de metodologias
baseadas no processamento de imagens (STEVENSON, 1989; TOTHILL,
1989; OMI et al, 1992). Entre estas metodologias, esta a fotodensitometria
radiografica (“radiographic photodensitometry”, ou “radiographic
absorptiometry”), que se baseia na medida da densidade 6ptica de fiimes com
exposigoes de ossos aos Raios-X (TOTHILL, 1989). Estes estudos podem ter
grande aplicagdo social, dada a crescente preocupagdo com o consumo de
dietas pobres em calcio, e sua possivel relagdo com a elevada incidéncia de
doencas Gsseas, como a osteoporose, que acomete 1/3 da populagéo feminina
nos EUA (WHO, 1990). A osteoporose € uma condigdo caracterizada pela
diminuicdo significativa da massa mineral 6ssea, com a consequente
fragilizacdo do osso (BRONNER, 1994).

Por outro lado, a mudanga de habitos alimentares constatada em
populagbes urbanas nos ultimos 50 anos, tem motivado o aumento do
consumo de fontes ricas em fibra (KAHLON ef a/, 1990; KAHLON et al,
1992; KAHLON et al., 1994), dentre as quais estdo o farelo de arroz. A
avaliagéo dos efeitos provocados pela ingestdo deste subproduto como fonte
mineral sobre a mineralizagdo Ossea, contudo, ainda requer maior
experimentacdo. E particularmente no estudo da ingestao de alimentos e seu



impacto na composig¢ao do sistema 6sseo que as técnicas de processamento
de imagens radiograficas aparecem como possivel forma de diagndstico
nutricional.



2. REVISAO DA LITERATURA.

2.1. Fragao mineral do farelo de arroz.

O farelo de arroz € um sub-produto industrial com uma concentragéo
mineral relativamente elevada, como demostrado por varios autores que relatam
valores variando segundo o0 grau de polimento do arroz integral, no
processamento, nas seguintes faixas: para o calcio, 140-1310 mg/kg; ferro,
130-530 mg/kg; magnésio 8650-12300 mg/kg; manganés 110-877 mg/kg; fosforo
14800-28680 mg/kg; potassio 13650-23960 mg/kg, sodio 0-29 mg/kg; zinco 80
mg/kg, cobre 0,37 mg/kg (McCALL et al., 1953; FERRETI & LEVANDER, 1974,
JULIANO, 1980; TORIN, 1991). Destacam-se dentre estes valores o calcio por ser
O unico elemento considerado como deficiente entre todos os minerais, e o
contetido em zinco e cobre por estarem bastante elevados. Sob o ponto de vista
do presente trabalho, estes trés elementos sdo de importancia vital por estarem
relacionados direta e indiretamente com a estrutura dssea.  Outro elemento em
destaque é o fosforo que se apresenta como o maior constituinte mineral do farelo
de arroz. Nao obstante, McCall et al. (1953), encontraram que 90 % deste
fésforo faz parte do acido fitico, forma na qual ndo se considera biologicamente
disponivel (CLARKE ef al., 1977).

O acido fitico ou mioinositol hexafosfato (CeH1s024Ps) (REDDY et al., 1989) é
um fator antinutricional de grande importancia em sementes, devido a sua
interferéncia na Dbiodisponibilidade de alguns minerais. O mecanismo desta
interferéncia pode ser explicado pela propria estrutura do acido fitico apresentada
na Figura 1, onde é mostrado como uma estrutura de cargas fortemente negativas,
o que lhe confere um grande potencial para complexar ou ligar moléculas
cammegadas positivamente, como cétions inorganicos e proteinas. E na presenca e
no posicionamento dos multiplos grupos fosfato do acido fitico que reside o poder
de complexar um cation com um grupo fosfato, ou entre dois grupos fosfato de



uma molécula ou entre grupos fosfato de diferentes moléculas de acido fitico

(CHERYAN, 1980).

OPOsH, OPOH,

Figura 1. Estrutura quimica do acido fitico ou mioinositol hexafosfato (CsH1s024Ps).
Adaptado de Cheryan, 1980.

Varios autores tém relatado o efeito inibidor do fitato sobre a absorgéo de
zinco, célcio, magnésio, fosforo, ferro e niquel pela mencionada formagéo de
complexos, que apresentam insolubilidades ou estabilidades relativas que
podem ser classificadas segundo a ordem de magnitude das constantes de
dissociagdo (VOHRA et al, 1965, RANHOTRA, 1974, CHERYAN, 1980
YOSHIDA, 1983: CHAMPAGNE et al., 1985, FRGLICH & ASP, 1985, HEANEY
et al, 1991, FAIRWEATHER-TAIT et al, 1992, HAN et al, 1994). Outros
pesquisadores apontam o zinco e o cobre como os ions que formam
complexos de maior estabilidade (MADDAIAH et al., 1964, VOHRA et al., 1965,
OBERLEAS & HARLAND, 1981).

O'Dell e Savage, em 1960 (apud DAVIES & NIGHTINGALE, 1975),
foram os primeiros a sugerir que a presenga de fitatos nos produtos vegetais

poderia reduzir a biodisponibilidade do zinco. Apesar de alguns autores



apontarem a pouca interferéncia do fitato sobre a absorgdo do calcio
(HARLAND et al., 1987), existem estudos que discutem a possivel interagdo do
calcio na formagdo dos complexos com o zinco, diminuindo ainda mais a
absorgcéo deste ultimo (DAVIES & NIGHTINGALE, 1975; MORRIS & ELLIS,
1980, ERDMAN & PONEROS-SCHZNEIER, 1989). Por outro lado existem
trabalhos que mostram a possivel aplicagdo dessa capacidade do fitato do
farelo de arroz de agir como agente quelante para reduzir a excre¢do renal de
céicio em pacientes com hipercalciuria (OHKAWA ef al., 1984; EBISUNO et al.,
1991; JAHNEN et al., 1992; SLAVIN & LAMPE, 1992).

Finalmente, h& algumas controversias em relagdo & interferéncia das fibras
alimentares na utilizagdo dos minerais. Alguns autores sugerem que as fibras
podem diminuir os niveis séricos de calcio e ferro, assim como nitrogénio e
minerais em geral, quando ingeridas em elevadas quantidades (KELSAY, 1978).
Drews et al. (1979), trabalhando sobre as possiveis alteragdes que diferentes
tipos de fibra poderiam produzir na utilizagdo de minerais, encontraram que a
suplementacdo da dieta de adolescentes com hemicelulose incrementava
significativamente a excregdo fecal de cobre, zinco e magnésio, fenémeno
que ndo foi observado na suplementagdo com pectina. Stasse ef al.
(1979), obtiveram resultados semelhantes para sbdio, potassio, calcio e
magnésio. Ja Franz ef al. (1980b), e Morris & Ellis (1980), em experimentos com
ratos, ndo encontram relagdo entre o consumo de fibra e a diminuig¢do da

biodisponibilidade de zinco.

2.2. Tecido 6sseo.

O esqueleto tem entre suas fungdes principais o suporte, movimento,
formagéo de células sanglineas na medula 6ssea, protegdo de alguns orgdos
como cérebro, coragéo e pulmdes, e o armazenamento de minerais.

A unidade basica da estrutura do tecido 6sseo é o dsteon, que esta

constituido de minerais e outras substancias inorganicas dispostas em



camadas concéntricas ou lamelas, no centro de cada 6steon ha um canal
chamado canal central ou Harvesiano, através do qual passam vasos
linfaticos, sangue e nervos. As células maduras ou ostedcitos estio
localizadas em pequenas cavidades entre as lamelas do 6steon chamadas de
lacunas. Diminutos canais (canaliculos) encontram-se distribuidos ao longo do
0sso, conectando lacunas adjacentes entre si e com o canal central. Estes
canaliculos sdo formados por extenses citoplasmaticas das células maduras,
chamadas de osteoblastos (EVANS, 1976), (Figura 2).

Epifise

Sistema Harvesiano

Periosteo

Diafise \

jh}“ Peridsteo

Canal
Harvesiano

Lamela™_

Osso compacto
esponjoso

Célula dssea
(ostedcito)

Figura 2. Representagao da estrutura do tecido 6sseo (EVANS, 1976).



A secrecdo de colédgeno e substancia fundamental pelos osteoblastos
da inicio & produgéo 6ssea. O colageno polimeriza formando fibras colagenas,
e o tecido resultante torna-se ostedide, estrutura similar a cartilagem, com a
diferenca de que os sais de calcio precipitam nela. A medida que o ostedide é
formado alguns osteoblastos ficam envolvidos no seu interior € sdo chamados
de osteocitos. O o0sso estd sendo continuamente depositado pelos
osteoblastos e absorvido por células multinucleadas localizadas nas cavidades
do osso, as quais sdo chamadas de osteoclastos. O balango homeostatico
entre a deposigio osteoblastica e a reabsorgdo osteoclastica do osso é
parte importante do metabolismo de calcio no corpo (EVANS, 1976;
GUYTON, 1978). Os processos de formagdo e destruicdo do osso sdo
normaimente regulados por um mecanismo acoplado entre o acréscimo e a
reabsorcdo. Se este balango é interrompido, ocorrera uma perda continua do
mineral 6sseo (TOTHILL, 1989).

Na estrutura do osso encontram-se basicamente dois tipos de tecidos, o
osso trabecular, encontrado principalmente no esqueleto axial, constituido por
tecido esponjoso, e o osso cortical, que é bastante compacto e se encontra
principalmente no esqueleto apendicular. Este tipo de tecido esta composto
por camadas de colageno mineralizado e cimentadas entre si (MUNIR, 1989;
AMAYA-FARFAN, 1994).

Ossos longos como o fémur podem ser considerados como 0ssos
“tipicos” , tendo a sua estrutura formada por uma armag&o de material rigido
(matriz 6ssea), coberta por uma membrana de células e fibras (peridsteo); héa
tecido cartilaginoso recobrindo juntas ou em regides de crescimento, nervos e
vasos sanguineos permeando toda a estrutura. Um osso como o fémur esta
formado por extremos alargados ou epifises, principalmente de tecido
esponjoso e uma porgéo comprida, ou diafise, formada por osso compacto. A
membrana intema do osso é chamada de endosteo e a externa de peridsteo,

que contém as células formadoras de 0sso ou osteoblastos (Figura 2).



O tecido 6sseo é composto de minerais (aproximadamente 60-65 % do
peso do 0sso), proteina, dgua e lipides. O colageno ¢é a proteina principal da
matriz 6ssea, sobre a qual a hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH),] é depositada
(AKESSON et al., 1994), também existem outras proteinas nao colagenosas,
que sao principalmente sintetizadas por células do tecido conectivo, a andlise
quimica dos minerais das matrizes calcificadas indicam que outros ions além
do calcio e fosforo, estéo presentes nestes tecidos. Alguns deles ( magnésio,
ferro, s6dio e cloreto) sdo absorvidos na superficie dos cristais de
hidroxiapatita e firmemente sequestrados, enquanto outros (zinco, estroncio,
flior e carbonato) s&o incorporados como parte da fase mineral e faciimente
liberados pelo osso (GUO et al., 1988; BOSKEY, 1988 apud PETERSON et a/.,
1992).

Existem duas doengas nutricionais de importancia, relacionadas com o
esqueleto, a osteoporose e osteomalacia. Osteoporose é definida como uma
diminuicdo na massa dssea, com perda de minerais e proteinas, como
consequéncia de um desequilibrio entre a formagdo e reabsor¢éo do osso,
principalmente da porgéo trabecular. A osteomalacia é caracterizada por uma
inadequada mineralizag&o ou excessiva reabsorgio do osso (SOWERS, 1990;
AMAYA-FARFAN, 1994). Funcionalmente, um 0sso osteoporético apresenta
uma grande fragilidade e é mais propenso a fraturas espontaneas ou por
traumas minimos (SANDERS & ALBRIGHT, 1987; BRONNER, 1994).

A osteoporose tem se convertido em problema de saude publica nos
Estados Unidos, afetando 25 milhées de americanos (STRAUSE et al., 1994),
com uma seérie de implicagdes de ordem econémica, médica e o que & mais
importante, uma diminuicdo na qualidade de vida dos pacientes com esta
doenga (SAHA, 1990). Prevengdo é provavelmente a melhor forma de combate
as sequelas produzidas pela doenga. Existem algumas evidéncias do efeito
positivo da ingesta de céicio sobre a formag&o méxima da massa 6ssea, tanto
em humanos quanto em animais (MATROVIC ef al., 1979: MATROVIC et al,
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1990, HEANEY, 1991; ABRAMS & STUFF, 1994). Sowers ef al. (1985)
encontraram que um consumo maior de célcio estava associado com uma
massa 0ssea maxima em mulheres entre 20 e 35 anos; Sandler ef al. (1985),
trabalhando com mulheres pés-menopausicas, determinaram a massa éssea
encontrando valores maiores naquelas que consumiram leite durante a
infancia e adolescéncia comparados com os das que somente consumiran leite
durante a infancia. Linhares et al. (1986), em trabalho realizado com criangas
brasileiras de diferentes classes socioecondmicas, concluiram que as criangas
com deficiéncias nutricionais pertencentes as camadas menos privilegiadas da
populag&o apresentaram alto risco de sofrer problemas relacionados com a

formacg&o do esqueleto e maturagdo sexual.

2.3. Fatores nutricionais relacionados com o tecido 6sseo.

A ma nutricho mineral, vitaminica ou protéica, prejudica
significativamente o crescimento, desenvolvimento do esqueleto e maturagio
6ssea. Alguns dos principais fatores que afetam a mineralizagdo dos 0ssos
s&o a deficiéncia de vitamina D, célcio, fésforo, zinco e cobre (ROOT, 1990),

0s quais serao comentados a seguir:

2.3.1. Vitamina D

A vitamina D exerce fungdo na absorgio de calcio pelo trato intestinal e
nos mecanismos de deposi¢éo e reabsor¢do na matriz dssea. A forma ativa da
vitamina D é o 1,25-diidroxicolecalciferol que participa do controle da
concentragdo de calcio no plasma como pode ser visto na Figura 3.
Inicialmente o colecalciferol é convertido no figado em 25-hidroxicolecalciferol,
0 qual é convertido nos rins para a forma ativa da vitamina D;s, o 1.25-
diidroxicolecalciferol. Para esta reagdo é necessaria a presenga do
paratorménio (PTH). O 1.25-diidroxicolecalciferol estimula a produgdo de uma

proteina fixadora de calcio no citoplasma das células epiteliais do intestino.
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Colecalciferol {Vitamina D3}

. Inibicdo

calciferol| ... :

25-Hidroxicol
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Ativagdo

1,25-Diidrocolecalciferol

(D

Paratormonio

Epitélio
intestinal

Proteina fixadora de cdlcio ;
l . Inibicdo

Absorcdo intestinal de cdlcio

l

Cdicio plasmatico

Figura 3. Ativagéo da vitamina D; e sua fung&o no controle da

concentragao plasmatica de calcio.

Adaptado de Guyton, 1978.
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Na Figura 3 também pode ser observada a existéncia de um mecanismo
de retroalimentagdo negativa onde o aumento da concentracio de calcio no
plasma, produz uma inibigao da secregdo de paratorménio, controlando dessa
forma tanto a concentragdo plasmatica de 1,25- diidroxicolecalciferol quanto a
de calcio (GUYTON, 1978), sendo que este aumento na concentragio de
calcio estimula o processo de mineralizag&o 6ssea (ROOT, 1990). O distarbio
esquelético mais caracteristico da deficiéncia de vitamina D é a osteomalacia,
que pode produzir deformidades no osso do adulto e raquitismo durante a
infancia. Em adultos a osteomalacia € menos grave, sendo que defeitos na
mineralizagdo devem estar presentes por muitos anos para produzir
manifestagbes clinicas (TENENHOUSE, 1990). A diminuigdo no calcio ou
fosfato do liquido extracelular, causada pela deficiéncia de vitamina D,
aumenta a secreg@o do paratorménio para proteger o corpo da hipocalcemia,
estimulando assim a reabsorgéo 0ssea para restaurar o nivel sérico de calcio,
(GUYTON, 1978; TENENHOUSE, 1990; WEAVER, 1990).

2.3.2. Calcio e fésforo

O calcio é o mineral mais abundante do corpo humano. Noventa e nove
porcento do calcio no corpo encontra- se nos ossos, sendo um dos principais
constituintes da fase mineral (CHAN, 1991). Os sais que sd@o depositados na
matriz organica do osso sdo compostos principalmente de calcio e fosfato.

O controle da concentragdo sanguinea de célcio (2,2-2,4 pmol/dl) é feito
por um sistema homeostatico complexo que regula a absorgdo intestinal, a
reabsorgéo 6ssea e a excregdo urindria. O paratorménio (PTH), a calcitonina
do intestino, 1,25-diidroxicolecaliciferol, assim como os niveis de fosfato e
magnésio, fazem parte desse sistema. Aumento no nivel de fosfato estimula a
secrecdo do PTH, devido a queda na concentragdo relativa de calcio,
reduzindo assim a reabsorgdo renal de fosfato; isto é, aumentando a sua
excrecao urinaria. Esta redugédo de fosforo no soro se traduz em aumento da
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concentragéo relativa de célcio o que por sua vez resulta em inibicdo da
produgédo do PTH e retorno a reabsorgdo normal de fosfato. Por outro lado
esse aumento nos niveis de calcio também promove a secrecdo do horménio
calcitonina que inibe a liberagdo de calcio pelos ossos (GUYTON, 1978,
ALLEN 1982; SGARBIERI, 1987).

Contrariamente ao que ocorre com o célcio, o papel do fosforo da dieta
em limitar a formagdo do pico de massa Ossea, esta relacionado com o
excesso deste elemento na dieta. Consumo de grandes quantidades de fosforo
quando a ingestédo de célcio é adequada ou baixa, podera ocasionar um
hiperparatiroidismo secundario e perda progressiva de massa Ossea
(KRISHNARAO & DRAPER, 1972; CALVO, 1993). Os requerimentos
nutricionais destes elementos sdo geralmente expressos em termos absolutos
e guardando uma relagdo de céicio para fésforo, que em ratos é de 2:1
(DRAPER et. al., 1972). Tylavsky & Anderson (1988), em experimento com
mutheres lacto-ovovegetarianas em idade pds-menopausica, encontraram que
a ingestao de fosforo causou efeitos negativos sobre o contetido mineral e
densidade éssea. Existe controversia em relacdo ao efeito do fosforo na
osteoporose. Consumo elevado deste elemento tem sido relacionado com a
inducéo de hiperparatiroidismo e perda de massa 6ssea em camundongos,
coelhos, cavalos e porcos, entre outros (SCHRYVER et al., 1971; ANDERSON
& DRAPER, 1972, DRAPER et al, 1972; BELL et al, 1980). No entanto,
estudos in vitro sobre metabolismo celular, encontram que altas concentragdes
de fosforo inibem a reabsor¢éo 6ssea e aumentam a mineralizago e sintese
de colageno (RAISZ & LORENZO, 1980 apud CALVO, 1993). Yates et al.
(1991), demonstraram que a inibigdo da reabsorcdo Ossea por fosfato
organico, em niveis fisiol6gicos, é mediada por redugdo na formagéo de
osteoclastos e diminuigdo da atividade dos osteoclastos maturos.

O paratormodnio € o regulador mais importante do 1,25-
diidroxicolecaiciferol (1,25(0OH),D;); Portale et al. demostraram em diversos
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estudos (1986, 1987 e 1989) que o fosforo da dieta pode regular a produgéo e
concentragéo sérica do 1,25(0H),D; em homens normais.

Populagbes com elevados requerimentos de calcio , como criangas e
adolescentes podem ter comprometimento na sua formagdo 6ssea por causa
de desequilibrios entre os nutrientes, como é o elevado consumo de fésforo

juntamente com baixa ingestao de calcio (MASSEY, 1993).

2.3.3. zinco e cobre.

O zinco € um nutriente essencial para o crescimento, desenvolvimento e
replicagdo celular Este elemento faz parte de mais de 70 metaloenzimas
envolvidas nas principais rotas metabdlicas, tais como a desidrogenase
alcodlica, superoxido-dismutase, RNA e DNA polimerases, anidrase carbénica,
fosfatase alcalina, frutose 1,6-bifosfatase, aminopeptidase, carboxipeptidase e
colagenase (DANFORD, 1989). Em fungdo da importancia do zinco nos
diferentes processos metabdlicos, a sua deficiéncia seréd manifestada
principalmente nos tecidos em processo de divisdo celular e de crescimento.

Estudando a distribuigdo do zinco no osso por intermédio de técnicas
histoquimicas e microradiogréficas, Haumont (1961, apud CALHOUN et al.,
1974) encontrou que o zinco se encontra localizado nas proximidades dos
locais de calcificagdo, o que sugere a importancia do zinco na osteogénese.
Durante o processo de mineralizagio do 0sso, o zinco é progressivamente
incorporado e permanece no tecido totalmente calcificado, do qual é removido
somente por reabsorcdo 0ssea (HAMBIDGE et al, 1986). A mobilizagdo do
zinco do osso em estados de deficiéncia deste elemento tem sido motivo de
controvérsias entre diversos autores; alguns sugerem que o zinco € liberado
do osso lentamente e redistribuido a outros tecidos para suportar o
crescimento em periodos de deficiéncia de zinco na dieta, indicando que o
esqueleto serve como uma reserva de zinco (BROWN ef al., 1978; COLHOUN
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et al, 1978; GIUGLIANO & MILLWARD, 1984). No entanto, outros estudos em
ratos com deficiéncia de zinco encontraram que a mobilizacdo de zinco do
esqueleto é baixa, a ndo ser que exista uma deficiéncia simultanea de célcio
(HURLEY & SWENERTON, 1971; TAO & HURLEY, 1975; MASTERS et al,
1986). Diminuig&o do contetido de zinco em ossos de ratos com deficiéncia
profunda de zinco, com e sem deficiéncia de calcio, foi explicada por Murray &
Messer (1981) como sendo consequéncia de uma queda na deposicdo de
zinco e n&o como um aumento na reabsorgdo, sendo que a disponibilidade de
zinco para o esqueleto é dependente da taxa de reabsorgdo e ndo do "status"
em zinco, entendendo-se assim o esqueleto como um sequestrador de zinco e
ndo como um reservatorio. Esses autores encontraram que a relagio Zn/Ca
depositada no osso de ratos, com e sem deficiéncia de zinco, aumentava com
a deficiéncia de calcio, sugerindo que existe substituigdo parcial do zinco pelo
calcio na fase mineral durante periodos de depleg¢do de calcio. Por outro lado,
a deficiéncia de zinco na dieta produziu poucas mudangas no contetido em
calcio do osso.

Em adig&o, e como foi mencionado anteriormente o zinco esta envolvido
na atividade da anidrase carbonica e colagenase, enzimas zinco-dependentes,
que tém um papel importante nos processos de reabsorgdo e remodelagdo
6ssea (WALLWORK & SANDSTEAD, 1990). Tem sido demonstrado que
deficiéncia de zinco em ratos diminui a sintese de colageno.

A essencialidade do zinco em sistemas bioldgicos foi demostrada pela
primeira vez em Aspergillus niger em 1869. Posteriormente, em 1926 a mesma
foi estabelecida para plantas superiores e, em 1934, para ratos em
crescimento (PRASAD, 1989). Em humanos foi detectada deficiéncia de zinco
pela primeira vez por Prasad ef al. (1961, 1963a;1963b), em popula¢des do
Ird e Egito com retardo no crescimento, desenvolvimento sexual e problemas
na pele. Os pacientes estudados consumiam somente p&o de trigo sem

qualquer ingest&o de proteina animal e praticavam a geofagia.
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Reinhold et al. (1973), demonstraram que em dietas contendo adequada
concentragao de zinco, determinada por andlise quimica, a presencga de fitato,
inibia a absorgdo de zinco, fato que foi corroborado para farelo de arroz
(TORIN et al, 1993). A concentragio de célcio na dieta também tem sido
apontada por diversos autores, como responsavel por alterar o requerimento
deste mineral em animais (FORBES, 1960, 1964; MORRIS & ELLIS, 1980:
ELLIS et al, 1987, XU, 1992). O &cido fitico é considerado como sendo o
fator mais importante na limitagdo da biodisponibilidade de zinco. Ele esta
presente em muitos produtos de origem vegetal, principalmente em grdos
integrais e leguminosas (SANDSTEAD, 1991). Os primeiros trabalhos que
descreveram os efeitos inibitérios do fitato e calcio foram realizados por O'dell
& Savage em 1960 (apud DAVIES & NIGHTINGALE, 1975), e Oberleas et al.
(1966), usando frangos e ratos. Solomons et al. (1979) apontaram que o acido
fitico e outras substancias ligantes de zinco presentes nos alimentos
consumidos principalmente por populagbes mais pobres, podem produzir
efeitos significativos sobre a retengio deste micronutriente.

O cobre é um elemento essencial para a fungéo de varias enzimas, como
a citocromo C oxidase, superdxido dismutase, tirosinase, B-hidroxilase da
dopamina, lisil oxidase e ceruloplasmina (DANKS, 1988 apud NOGARA, 1994).

Nos animais superiores, a principal proteina estrutural do tecido
conectivo e 6sseo é o coldgeno, sendo que a matriz organica do osso contém
95 % de fibras de colageno. A sintese desta proteina requer a enzima lisil
oxidase, a qual precisa de cobre como cofator (SIEGEL et a/., 1970; CARNES,
1971; MILLS, 1992). Problemas no processo de osteogénese e deformidades
6sseas foram encontrados em animais com deficiéncia de cobre (BAXTER,
1951, WILSON et al., 1981). Tanaka et al. (1980), observaram em imagens
radiograficas de ossos de criangas com deficiéncia nutricional de cobre uma

osteoporose geral, que pode ser recuperada com suplementag&o de cobre.
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Varios fatores séo conhecidos por afetar a disponibilidade do cobre,
como € o caso da frutose, que aumenta o requerimento do mineral (FIELDS et
al., 1986; KOH et al, 1989), altos niveis de zinco na dieta, que afetam a
absorgéo e transporte do Cu (FESTA ef al, 1985, KOH et al, 1989), e a
presengca de acido fitico (VANCAMPEN & SCAIFE, 1967; DAVIES &
NIGHTINGALE, 1975; GREGER et al., 1978; FISHER et al., 1981).

2.4. Métodos de avaliagao mineral 6ssea.

A tentativa de estabelecer técnicas adequadas para medir ou avaliar a
biodisponibilidade de minerais tem levado & busca de indicadores de facil
aplicacdo, preciséo, seguranga e baixo custo. Entre os métodos conhecidos
para a avaliagdo do conteldo mineral 6sseo, com especial referéncia ao

calcio, podem ser mencionados:

Radiogrametria, fotodensitometria radiografica, absorgdo simples e dupla de
energia de raios X (SXA, "single energy x-ray absorptiometry" e DEXA ou
DXA, "dual-energy x-ray absorptiometry”), absorgdo de fétons mono e
bienergéticos (SPA, "single-photon absorptiometry e DPA, “dual-photon
absorptiometry), tomografia computadorizada, andlise por ativago de néutrons
e histomorfometria (MUNIR, 1989; TOTHILL, 1989; WEAVER, 1990
PRENTICE et al., 1994, PETERSON et a/., 1992).

A radiogrametria foi introduzida por Barnett & Nordin (1960) e Virtama &
Mahénen (1960). O método baseia-se em medidas morfométricas do osso
cortical , € aplicavel somente aos ossos do esqueleto apendicular. Apesar de
ser simples, n&o reflete com seguranga o contetido mineral absoluto e néo
mede a porosidade intercortical do osso (TOTHILL, 1989; MUNIR, 1989)

A fotodensitometria radiografica € um dos métodos mais antigos para
medicdo do mineral 6sseo, depende fundamentalmente da medida de
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densidade Optica de filmes de raios X de ossos. O grau de branqueamento da
imagem no filme é medido por um fotodensitdmetro, dando uma medida
indireta do conteido mineral 6sseo (MUNIR, 1989). Esta técnica requer o uso
de uma referéncia que idealmente deveria ter o mesmo numero atémico e
gravidade especifica do mineral 6sseo. Solugdes de sais de calcio ou potassio,
metais pesados e outros tém sido utilizados para tal fim, mas o aluminio é
considerado como o mais reprodutivel, e com acessibilidade para seu uso. A
densidade Optica da imagem da referéncia é comparada com a da leitura feita
no osso de interesse e, mediante interpolagdo, pode ser determinado o
contetdo mineral do osso que sera expresso em equivalentes de aluminio no

caso de ser esta a composi¢ao da referéncia.

As técnicas que usam medigdo por absorgdo como o SPA e SXA, sdo
especificas para ossos do esqueleto apendicular. Com o SPA mede-se a
intensidade de um feixe de radiag&o de fétons monoenergéticos, transmitido
através do osso com um contador de cintilagdo,0 que permite a quantificagao
do mineral 6sseo. Ja 0 SXA ¢ analogo ao SPA, com a diferenga de que a
fonte radioativa utilizada com este ultimo é substituida por uma fonte de raios
X. (OSTEOMETER, 1995). Os métodos que envolvem 2 raios de diferente
energia como o DPA e DEXA s&o usados para medigdes em qualquer parte do
corpo. Todos estes métodos que usam técnicas de medidas de absorgio
“absorptiometry” baseiam-se na atenuagio da energia que ocorre quando ha
penetragéo de raios y ou raios X através da regido de interesse (TOTHILL,
1989), a atenuagdo cumulativa entre os limites do osso é convertida em massa
do mineral ésseo pelo uso de materiais de calibragdo ou de referéncia.
Prentice et al. (1994), esclarecem que estes resultados s&o também expressos
como densidade mineral 6ssea (BMD, "bone mineral density"), sendo que esta
€ uma medida irreal de densidade j& que vem dada em g/cm’ , ou seja o

resultado de dividir o conteido mineral 6sseo (g/cm) pela largura do osso em
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estudo. No caso dos métodos de energia simples e nos casos de energia
dupla, o valor se origina dividindo o contetido mineral 6sseo (9) pela area do
osso (cm?). Os mesmos autores sugerem que apesar da expressio densidade
mineral 0ssea n&o ser ajustada aos valores reais obtidos com estas diferentes
tecnicas, esta seria a melhor forma de padronizagdo para diferengas entre
tamanhos de ossos, facilitando assim a comparagéo entre individuos com uma

populagéo referéncia.

Na tomografia computadorizada, é obtida a imagem de uma fina fatia
transversal do corpo a qual pode ser quantificada gerando uma distribuicdo
dos coeficientes de atenuagio e portanto algumas medidas da densidade
mineral 6ssea (TOTHILL, 1989). A tomografia computadorizada ndo é muito
utilizada devido, principalmente, & alta exposigdo a radiagdo, alto custo e
pouca precisdo (WEAVER, 1990, OSTEOMETER, 1995).

A anadlise por ativagdo de néutrons considera o fato de que 99 % do
calcio corporal estd no esqueleto, assim quando o corpo é irradiado com
néutrons, muitos dos seus elementos constituintes tornam-se radioativos e
podem ser identificados e quantificados examinando as caracteristicas da
emiss@o dos raios gama (TOTHILL, 1989). Weaver (1990) considera que a
aplicagéo desta técnica ndo é viavel, exceto para propdsitos de pesquisa, em

fungéo do custo elevado e exposigdo a altas doses de radiagdo direta.

A histomorfometria é um método que permite a andlise da estrutura,
padrao e avaliagio da qualidade do osso. Esta técnica também possibilita a
medi¢ao de indices como formagéo e reabsorgdo 6ssea (MENUIER, 1988). A
histomorfometria tem como desvantagens o custo, tempo de execugdo e
treinamento de pessoal especializado para a sua realizagdo; portanto ndo é
pratica para estudos de rotina sobre biodisponibilidade mineral (PETERSON et
al., 1992).
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3. OBJETIVOS.

O presente trabalho tem como objetivos principais estudar:

1. o efeito de dietas a base de farelo de arroz, na composigao do fémur de rato

em crescimento, em termos de cinza total, calcio, fésforo, zinco e cobre.

2. as consequéncias de suplementar a dieta basal com Ca, Zn, Cu e Fe, de
forma simples e combinada, no que se refere & deposigio de calcio, fésforo,

Zinco e cobre.

3. a possivel correlagéo entre a deposigdo de zinco, calcio e cinzas totais e a
densitometria Ossea, expressa em equivalentes de massa de aluminio,
medidos no fémur de ratos alimentados com dietas formuladas a base de

farelo de arroz.
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4. MATERIAL E METODOS.

4.1. Material
4.1.1. Ingredientes e dietas.

4.1.1.1. Ingredientes.

Foram preparados 17 tipos de dietas ndo purificadas utilizando os
seguintes ingredientes:
Farelo de arroz estabilizado e desengordurado fornecido em forma de pellets,
pela IndUstria Riograndense de Oleos Vegetais Ltda. (IRGOVEL, Pelotas-
RS). O farelo foi posteriormente moido em um moinho de facas (Maquinas
Renard, MFC-180-71-01).
A caseina comercial utilizada continha 12,8 g N/100g. Todas as dietas foram
elaboradas para conter 10% de proteina
Oleo: na preparagcdo das dietas foi empregado 6leo comercial de milho
(Mazola, Refinagdes de Milho, Brasil), para atingir 8% de lipides.
Mistura vitaminica: foi utilizada mistura vitaminica recomendada pelo American
Institute of Nutrition (1977, AIN-76).
Minerais: Os minerais utilizados para a preparagdo das dietas seguiram 0s

valores de requerimentos segundo AIN-76.

4.1.1.2. Dietas.

Foram elaboradas utilizando um misturador SIAM-TWEEDY TW 70 N°
204 para garantir a sua homogeneidade. A formulacdo das dietas com farelo
de arroz foi feita de forma que elas se apresentassem isocaléricas (203,89 +
4,6 kcal/100g) e isoprotéicas (10,24 + 0,25 g/100g). Os minerais Zn, Ca, Cu e

22



Fe (ZnS0,.7H.0, CaHPO,.2H,0, CuCO; e citrato férrico) foram acrescidos a
uma dieta Basal (Tabela 1) de farelo de arroz, 6leo de milho e mistura
vitaminica, &s expensas dos carboidratos, para fornecer 2 niveis de Zn e Ca
(50 e 100%), baseados nos requerimentos destes ions (AIN-76), assim como
combinagbes com Cu e Fe, no nivel de 100%. Paralelamente foi elaborada
uma dieta de farelo com acréscimo de mistura mineral completa (Comp) e
outra utilizando caseina como fonte protéica (Cas). Na Tabela 2 apresenta-se

o protocolo dos diferentes tratamentos, para a formulagdo mineral das dietas.

Tabela 1. Composigcéo da dieta Basal.

Ingredientes Quantidade
. (9)
Farelo de arroz 879
Mistura vitaminica' 20
Oleo vegetal® 47
Amido de milho® 54
' AIN-76

2 Oleo de milho Mazola, Refinagdes de Milho, Brasil.
® Maizena, Refina¢ées de Milho, Brasil.
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Tabela 2 . Protocolo dos tratamentos com os quatro minerais.

Dietas Farelo Caseina Zinco Célcio Cobre Ferro Mistura
Comp.’
Basal -- - - - - -
Comp - - - - -
Cas - X - - - -
Zn-50 X - (50%) - - - -
Zn-100 X -- (100%) - -- - -
Ca-50 X - - (50%) — - -
Ca-100 X -- - (100%) - -- --
Zn-Ca X — (100%) (100%)  -- - -
Zn-Cu X - (100%) - (100%) - --
Zn-Fe X - (100%) - - (100%) -
Ca-Cu X - - (100%) (100%)  -- -
Ca-Fe X - - (100%) - (100%) -
Zn-Ca-Cu X - (100%) (100%) (100%)  -- -
Zn-Ca-Fe X - (100%) (100%)  -- (100%) -
Zn-Ca-Cu-Fe X - (100%) (100%) (100%) (100%)  --
Zn-Cu-Fe X - (100%) - (100%) (100%) -
Ca-Cu-Fe X - — (100%) (100%) (100%) -
' AIN-76
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4.1.2. Animais.

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus) machos da linhagem
Wistar, com 21 dias de nascidos e peso médio de 59,56 + 9,16 g;
provenientes do CEMIB-UNICAMP.

4.2. Métodos.
4.2.1. Andlises quimicas.

O farelo de arroz e as dietas foram submetidos as seguintes
determinagbes analiticas:
Umidade, proteina e cinzas (A A.C.C., 1983).
Lipides (BLIGH & DYER, 1959).
Fibra alimentar soltvel e insoluvel (ASP et al.,1983).
Inibidores de tripsina (KAKADE et al., 1969)
Acido fitico (HARLAND & OBERLEAS, 1977: LATTA & ESKIN, 1980).
Minerais (Zn, Ca, Cu, Fe e P): Foram determinados por espectrometria de
emissdo atémica por plasma indutivamente acoplado (ICP-AES); BAIRD ICP
2000, ap6s a destruigdo da matéria organica por incineragio das amostras a
500°C e adi¢&o de &cido nitrico concentrado (Merck), que foi evaporado até
secura em placa aquecedora (Coming, DC-351). As cinzas foram diluidas com
acido nitrico a 2,5% para a preparagdo das solugbes utilizadas no
espectrometro.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.

4.2.2. Ensaios biol6gicos.

4.2.2.1. Tratamentos.

Para todos os tratamentos do ensaio, os animais foram distribuidos

aleatoriamente em 17 grupos de 6 ratos cada, e mantidos em gaiolas
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individuais de ago inoxidavel por periodos de 21 dias (com 2 dias de
adaptagdo prévia) em ambiente com controle de temperatura e iluminagao
(ciclos de luz-escuriddo aiternados a cada 12 horas). Também foi montado um
grupo de 6 animais recém desmamados (grupo Zero) que foram sacrificados
no inicio do trabalho com a finalidade de obter os pardmetros iniciais sem
nenhum tipo de tratamento.

O controle de peso e ingesta foi feito duas vezes por semana. As dietas
e agua deionizada estavam disponiveis em todos os horarios. Todos os
materiais que poderiam estar em contato direto com os animais ou dietas eram
de aco inoxidavel, vidro ou plastico para minimizar qualquer tipo de
contaminagéo mineral e foram rotineiramente submetidos a descontaminagéo
mediante sucessivas lavagens com &cido nitrico (10 %) e agua deionizada. No
final dos ensaios os animais foram sacrificados com éter etilico para a
dissecgao do fémur esquerdo.

Com a finalidade de facilitar o estudo das varias interagdes emergentes
do tratamento estatistico, os 17 grupos experimentais, foram segregados em
cinco Blocos (A a E). Os grupos integrantes de cada Bloco foram selecionados
de acordo com a expectativa de possiveis interagdes, da seguinte forma:

- O primeiro Bloco (A) foi formado por 5 dietas a saber: dieta Basal de farelo de
arroz, as dietas Ca-50 e Ca-100 (dieta Basal + calcio a 50 e 100% do
requerimento), a dieta Comp (dieta Basal + mistura mineral completa) e uma
dieta referéncia, Cas, igual a anterior mas substituindo o farelo de arroz por
caseina como fonte protéica.

- O segundo Bloco (B) além das dietas Basal, Ca-50, Ca-100 e Comp, incluiu
as dietas Zn-50, Zn-100 (Basal + zinco a 50 e 100% do requerimento), e Zn-Ca
(Basal + zinco e calcio a 100% do requerimento).

- O terceiro Bloco (C) compreendia, além das dietas Basal, Comp, Ca-100 e
Zn-Ca, as dietas Ca-Cu (Basal + célcio e cobre ambos a 100% do
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requerimento) e Ca-Cu-Zn (Basal + calcio, cobre e zinco, todos a 100% do
requerimento).

- O quarto Bloco (D) era formado pelas dietas Basal, Zn-100, Comp, Zn-Ca,
Ca-Cu-Zn descritas anteriormente mais a dieta Zn-Cu (Basal + zinco e cobre,
ambos a 100% do requerimento ).

- O quinto Bloco (E) estava composto pelas dietas Basal, Comp e Fe-Zn (Basal
+ ferro e zinco a 100% do requerimento), Fe-Ca (Basal + ferro e calcio, ambos
a 100% do requerimento); Fe-Zn-Ca (Fe-Zn + célcio a 100% do requerimento);
Fe-Zn-Cu igual a anterior, substituindo o calcio pelo cobre; a dieta Fe-Ca-Cu
(Fe-Ca + cobre a 100% do requerimento) e, finalmente a combinagdo dos 4
minerais na dieta Fe-Zn-Ca-Cu, todos a 100% do requerimento.

Foi ainda definido um Bloco especial (Bloco 1) composto de todos os grupos

do Bloco A, mais o grupo Zero

4.2.2.2. Tecidos.

Foi feita a remogdo cuidadosa dos musculos e tecidos conectivos dos
fémures coletados utilizando pequenos besouros chamados dermestides
(CASEZ et al., 1994) , para a sua posterior secagem em estufa a 65 °C durante
24 horas. Seguidamente foi realizada a pesagem dos ossos, assim como as
diferentes medigGes e exposigdes radiograficas. Os fémures foram finalmente
calcinados e as cinzas obtidas em mufla a 500 °C durante 24 h. Apds a
pesagem, as dimensbes de didmetro e comprimento foram obtidas. utilizando

paquimetro (Somet) com sensibilidade de 0,0025 mm.

4.2.2.3. Exposigoes radiograficas.

A fim de padronizar as condigbes operacionais para a exposi¢do do
material 0sseo a irradiagdo, foram feitos testes utilizando uma referéncia de
densidade conhecida (Al, p = 2,69 glcm’), variando a tensdo e a corrente do
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tubo de raios X, bem como empregando diferentes tipos de filmes
radiograficos. Findo este periodo de padronizacéo, foi escolhida como
referéncia uma escala de aluminio com 4 niveis de 0,3; 0,6;: 0,9 e 1,2 mm de
espessura; construiram-se (CEB-UNICAMP) 4 escalas iguais, as quais foram
posicionadas ao redor do campo contendo os ossos de cada grupo a ser
radiografado (cada grupo composto por 6 0ssos). Isto permitiu avaliar se houve
variagdo no campo de exposicdo e minimizar as possiveis interferéncias
introduzidas por fatores como a qualidade do filme, revelagéo e oscilagbes de
voltagem. Com a finalidade de manter constante a regido a ser radiografada
entre as diferentes dietas utilizou-se uma mascara de aluminio que foi
colocada ao redor do campo, sempre na mesma posigao (Figura 4).

Para a realizagdo das exposigdes radiograficas foi utilizado o
equipamento para mamografia CGR modelo Senographe-500t, com os
seguintes parametros de exposigdo: tensdo= 25 kVp, corrente x tempo= 16
mAs, e foco fino. O filme selecionado foi o da Kodak (Diagnostic film, MRM-1,
18x24 cm), e para a revelagdo utilizou-se o processador de filmes Kodak (RP
X-OMAT Processor).

4.2.2.4. Medida indireta do conteido mineral 6sseo.

As imagens obtidas a partir das exposigbes radiograficas foram
processadas, para se obter medidas da densidade Gptica dos ossos e condilos
(grau de branqueamento das imagens). Mediante equipamento Optico,
constituido por uma camera monocromatica com dispositivo de imagem CCD
(diodo de carga acoplada, Hitachi KP-M1/KP-M1EK) e uma fonte de luz
fluorescente homogénea com difusor acrilico, os sinais analégicos da camera
foram convertidos em digitais pelo hardware “Frame Graver’ instalado em
computador convencional gerenciado por um software de processamento de

imagem (Global Lab., versdo 2.10). O equipamento Optico assim como a
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assessoria para a utilizagdo do mesmo foram fornecidos pela SDC Engenharia,
Sistemas, Eletronica, Importagdes e Exportagdes Ltda., Sdo Paulo. O esquema
do equipamento éptico utilizado pode ser visualizado na Figura 5.

Utilizando uma escala de tons de cinza para as imagens radiograficas
dos ossos e referéncias (escalas de aluminio), se fez a avaliagdo do contetido
mineral 6sseo, estimado em equivalentes de massa de aluminio (EqAl)
(TOTHILL, 1989), uma vez que a mesma & proporcional a sensibilizagcdo do
filme pelos raios X. Estes calculos foram feitos da seguinte forma: calibragio
das escalas (niveis a, b, c e d), escolhendo-se uma area de leitura dos tons de
cinza constante, sendo esta de 598 pixels ou 12, 558 mmZ. Considerando que
1 pixel (menor unidade de leitura ptica) é equivalente a 0,021 mm?, e sabendo
a altura dos niveis da escala, foi feito o calculo do volume de cada um.
Também obteve-se a massa utilizando o valor da densidade do aluminio (2,69
g/cm®). Com o valor médio dos tons de cinza das 4 escalas (y) e a massa de
aluminio de cada nivel (x) foi contruida uma reta referéncia para cada
exposicao radiografica. Esta reta foi utilizada para determinar os valores em

equivalentes de massa de aluminio do osso todo e do céndilo separadamente.

4.2.3. Anélise estatistica.

Os dados foram tratados por analise de varidncia (ANOVA) e as
diferengas entre as medias foram avaliadas utilizando o teste de Tukey a um

nivel de significancia de 5%.
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Figura 5. Esquema do equipamento Optico utilizado na digitalizacdo de
imagens. A: CCD camera monocromética com dispositivo de imagem CCD
(diodo de carga acoplada). B: Imagem radiografica. C: Fonte de luz fluorescente
homogénea com difusor acrilico. D: CPU convencional com “Frame Graver”
instalado, gerenciado por software de processamento de imagem, Global Lab.
(versdo 2.10) que converte os sinais anal6gicos capturados pela CCD em
digitais. E: Monitor para a observagéo das informagdes matematicas extraidas das
imagens digitalizadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Andlises quimicas.
5.1.1. Composigdo quimica.

Na Figura 6 sdo apresentados os resultados obtidos para as diferentes
analises quimicas realizadas no farelo de arroz, dentre os quais destacam-se
os valores de fibra alimentar e cinzas.

A frag&o insoluvel da fibra alimentar esta na ordem de 34 % e a solavel
em 5 %. Diversos autores relatam valores que variam entre 20 e 34 % para a
fibra total (WEBER & CHAUDHARY, 1987, TOPPING et al, 1990:;
SAUNDERS, 1990; TORIN, 1991) e valores entre 1,8 e 4 % a fibra soltvel
(SAUNDERS, 1990; TORIN, 1991). Os valores relativamente elevados da fibra
soluvel s@o importantes j& que esta tem sido associada por varios
pesquisadores com a diminuig&o do colesterol total e da fragdo de lipoproteina
de baixa densidade (LDL) em humanos e animais consumindo diversos
farelos, entre os quais se destacam o de aveia e arroz (KIRBY, 1981:
VAHOUNY, 1982; KAHLON, et al., 1989; SHINNICK et al., 1988, TOPPPING
et al, 1990, KAHLON, et al,, 1992; ROUANET et al, 1993; KAHLON, et a/,
1994).

O elevado conteddo em cinzas encontrado no farelo de arroz (11 %),
comparavel com o encontrado por varios autores que relatam valores entre 6 e
18 % (BARBER, 1971; GUERRA & JAFFE, 1975: TORTOSA & BENEDITO DE
BARBER, 1978, BARBER & BENEDITO DE BARBER, 1980; JULIANO, 1980:
SAUNDERS, 1990; TORIN, 1991) foi um indicador da riqueza mineral deste
subproduto.

Os resultados da analise da composigéo mineral (Tabela 3) mostraram,
como era de se esperar pelo alto teor de cinzas, que o farelo de arroz
apresenta-se como um subproduto rico em ferro, cobre, fésforo e zinco. O
unico elemento encontrado em baixa concentracdo foi o cdicio, estes
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Figura 6. Composicdo quimica do farelo de arroz (g/100g).

Valores médios e desvios-padrdo de um minimo de 3 determinagées.
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resultados estdo de acordo com os relatados por Primo et al, (1970);
Barber (1971); Barber & Benedito de Barber (1980); Saunders (1990) e
Torin (1991).

Tabela 3. Composi¢cao em Zn, Ca, Cu, Fe e P do farelo de arroz

Mineral Farelo de arroz
Zn (ug/g) 80 + 4,29
Ca (%) 0,07 +0,002
Cu (pglg) 24,90 + 0,67
Fe (ug/g) 310+7,99

P (%) 2+0,23

Valores médios e erros-padrao de 2 determinagdes

Nas Tabelas 4 e 5 sdo apresentados os resultados da composicao
centesimal e mineral (zinco, calcio, cobre, ferro e fésforo), respectivamente,
das dietas elaboradas para os ensaios bioldgicos. E interessante observar que
para os diferentes minerais, todas as dietas, inclusive a Basal, cobrem os
requerimentos de Zn, Cu, P e Fe. O calicio permaneceu deficiente nas dietas

Basal e todas aquelas onde o elemento n&o é acrescido a nivel de 100 %.
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Tabela 5. Composicdo em zinco, calcio, cobre, ferro e fosforo da dietas

experimentais.

Dietas Zn (19/9) Ca (%) Cu(ugrg)  Fe (Lg/Q) P (%)

Basal 70+22 0051000 11,2%07 240+2  2,20+0,16
Comp 78+34 0501000 149%1,1 203+2  2,4610,02
Cas 11+19 050+000 7,0x07 24+2 0561003
Zn-50 76+10 0051000 10634 234 +1 21510,11
Zn-100 86+15 005+001 112108 225+3 213015
Ca-50 62+19 027002 74106 210+ 1 2,34+0,07
Ca-100 65+22 052+002 73107 226+2  2,52+0,17
Zn-Ca 79+18 054002 7109 2102  2,51+0,08
Cu-Zn 83+19 0041000 148102 223+2  2,09+0,07
Fe-Zn 82+17 004000 103+03 2742  2,16+0,10
Ca-Cu 67+19 0561003 132111 14412 2081016
Fe-Ca 68+21 054002 82104 265+2 211007
Zn-Ca-Cu 80+25 0481006 145:06 133+2  252+0,18
Fe-Zn-Ca 79+22 050004 69101 276 +2 2,480,111
Fe-Zn-Ca-Cu 80+22 050+004 14,7103 273+2  2,45+0,16
Cu-Zn-Fe 81+26 004+000 14,7%13 269+2  2,0710,10
Fe-Ca-Cu 66+19 051000 14,0109 259+2 2431017

Valores médios e erros-padrao de 2 determinagdes por dieta.
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5.1.2. Inibidores de tripsina.

No farelo de arroz analisado néo foi detectada atividade dos inibidores
de tripsina, resultado que coincide com o relatado por Torin (1991). Poucos
trabalhos (BARBER et al., 1978; BENEDITO DE BARBER & BARBER, 1978;
TORTOSA & BENEDITO DE BARBER, 1978) relatam a presenga destes
antinutrientes no farelo de arroz como um todo. E factivel encontrar alguma
atividade antitriptica no gérmen, a qual se encontra distribuida pelo farelo,

sendo esses baixos niveis facilmente eliminados com o tratamento térmico.

5.1.3. Acido fitico.

A andlise do conteudo de &cido fitico no farelo de arroz revelou
concentragbes de 6,47 t+ 0,25 e 6,39 + 0,15 g/100g, coincidindo com
resultados encontrados por Erdman (1979), Weber & Chaudhary
(1987), Warren & Farrell (1990), Torin (1991) e Torin et al., (1994). Sao
poucos os produtos conhecidos com teor tdo elevado de fitatos. Entre eles
encontram-se a farinha de gergelim desengordurada com 5,17 e a farinha de
algodao com 4,8 % (CHERYAN, 1980). A presenga destas concentragdes de
fitato no farelo de arroz foi considerada de grande importancia para a analise
dos resultados dos ensaios biologicos, devido & conhecida interferéncia
deste agente quelante na disponibilidade bioldégica dos minerais,
principalmente com relagdo a utilizagdo de zinco e calcio (ERDMAN, 1979;
CHERYAN, 1980; CHAMPAGNE et al., 1985; FROLICH & ASP, 1985) ou seja

os elementos chave na interpretagéo deste trabalho.

5.2. Ensaios biolégicos.
5.2.1. Deposi¢édo mineral 6ssea.

No inicio do ensaio, o grupo Zero foi sacrificado e seus fémures

extraidos para determinagdo das cinzas, a fim de se avaliar comparativamente
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o efeito da alimentagdo com dietas a base de farelo de arroz (suplementadas
ou nao), sobre a deposigdo mineral 6ssea. Na Figura 7 pode-se observar que
0 consumo da dieta Basal de farelo de arroz produziu uma diminuigao de 23 %
no conteudo de cinzas dos fémures, com relagdo ao inicio do experimento
(grupo Zero). Ja o acréscimo de caicio a 100 % do requerimento tanto na
forma isolada (dieta Ca-100) ou complementada (dieta Comp) ndo modificou o
teor de cinzas obtido com o Zero. Por outra parte, comparando o grupo Zero
com a dieta de caseina observou-se que esta apresentava uma resposta
positiva, medida através do aumento no teor de cinzas, de 21 %. Estes
resultados mostraram que de fato o uso do farelo de arroz produziu uma perda
no conteudo mineral 6sseo dos animais em fase de crescimento; ou seja, de
animais que apresentavam uma demanda grande de minerais na dieta, em
relagdo aos animais recém desmamados.

E importante destacar que a dieta Basal apresentou deficiéncia de
calcio, o que j& ndo aconteceu com as dietas Ca-100 e Comp, as quais
supriam o requerimento total em calcio, e calcio mais os outros minerais,
respectivamente. Entretanto, & evidente que nem a suplementagdo com calcio,

nem com a mistura mineral completa atingiu o nivel de rendimento
observado quando o farelo foi totalmente excluido da dieta (Cas). O anterior
deixa clara a baixa eficiéncia com que os minerais do farelo, assim como
aqueles a ele adicionados, sao aproveitados pelo animal.

Na tabela 6 apresentam-se os resultados dos teores de cinzas nos
fémures, calcio, zinco, cobre e fosforo obtidos dos diferentes tratamentos. Os
Blocos formados com os diferentes grupos para a realizagdo da anélise
estatistica ja foram detalhados na secgdo 4.2.2.1.
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Cinzas (%)

60 + 3,0
Cas

c
Comp 516+13

) Zero 496 + 3,0°
S
Q
0O Cca-100 489 +1,1°
Ca-50 436 +4,1°
38,1+ 3,5°

Basal

Figura 7. Conteudo em cinzas (%) dos fémures do Bloco 1, constituido pelos

seguintes tratamentos: Basal: dieta de farelo de arroz (composi¢do na Tabela 1).
Ca-50: Basal + 50 % do requerimento de caicio (AIN-76). Ca-100: Basal + 100 % do
requerimento de calcio (AIN-76). Comp: Basal + mistura mineral completa. Cas: igual
a dieta Comp, substituindo o farelo de arroz por caseina. Zero: animais sacrificados

ao inicio do ensaio.
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Tabela 6. Conteudo de cinzas (%) e deposigéo de zinco, célcio, cobre e  fésforo

dos fémures dos animais submetidos aos diferentes tratamentos
alimentares.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (19) P (%)
Basal 38,13+3,51 1363+1,39 1573+1,80 2,19+020 8,38+0,51
Comp 51,56 +1,34 17,56 £+0,91 30,70+3,33 3,97 +0,27 1550+ 1,68
Cas 59,98 £+2,96 30,79+3,18 31,03+1,31 493+0,32 20,86+1,12
Zn-50 3567 +3,11 1783+168 1582+0,51 237+030 8,73+0,53
Zn-100 3827 £1,02 1853+222 16,06+1,57 2,21+0,37 8,86+0,91
Ca-50 43,59 +4,10 1293+1,47 17,27 +1,33 2,33+0,20 9,24 +0,59
Ca-100 4891+1,13 1449+1,78 20,84+1,79 291+0,14 11,84 +0,57
Zn-Ca 50,07 +£1,05 13,31+£1,51 19569+255 261+040 10,83 +1,22
Zn-Cu 4089 +3,32 1434+240 10,77+066 188+0,22 7,38+0,35
Zn-Fe 41,31+3,48 13,03+1,07 1436+185 203+028 8,1211,02
Ca-Cu 49,18 £ 4,20 12,16+0,88 2240+293 3,12+0,17 11,61 +0,94
Ca-Fe 47,36 £ 4,41 14,58 +3,53 2068+2,17 298+0,20 11,60+1,20
Zn-Ca-Cu 48,12+289 13,16+1,96 20,24+287 2,89+0,30 10,95+1,25
Zn-Ca-Fe 47911412 1577+2,80 19,19+247 3,20+0,31 11,80+ 1,04
Zn-Ca-Cu-Fe 51,02+2,74 12,32+1,33 1826+2,71 2,80+0,38 11,53+1,48
Zn-Cu-Fe 38,53+1,27 1430+1,65 97310,74 2,07+034 6,99+0,55
Ca-Cu-Fe 4946 +238 11,80+1,78 1541+1,19 2,81+020 11,19+1,02

Valores médios e desvios-padrédo de 6 animais por tratamento.
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Na tabela 7 (Bloco A) pode-se observar que para o parametro cinzas no
fémur o maior valor encontrado foi o da dieta de caseina com todos os

minerais (Cas), como foi anotado anteriormente.

Tabela 7. Conteudo de cinzas (%) e deposigdo de zinco, calcio, cobre e
fosforo dos fémures dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco A.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (ug) P (%)
Basal 38,13+3,51° 13,63+1,39° 15,73+1,80° 2,19+0,20° 8,38+0,51¢
Ca-50 43,59 +4,10° 1293 +£1,47° 17,27 £+1,33¢ 233+0,20° 9,24 +0,59<

Ca-100 48,91 £1,13¢ 14,49 +1,78° 2084+ 1,79> 2,91+0,14> 11,84 +0,57°
Comp 51,66 £ 1,34 17,56 +0,91° 30,70 +3,33c 3,97 £+0,27¢ 15,50 + 1,68¢
Cas 59,98 £2,96¢ 30,79 £3,18¢ 31,03+1,31¢ 4,93+0,32¢ 20,86+ 1,124

Valores médios e desvios-padrdo de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa
(p <0,05).

Entretanto, considerando os minerais de forma individual, vemos que a
deposigéo de calcio no osso do animal alimentado com a dieta Basal e Ca-50
foi inferior aquela obtida com as dietas Ca-100, Comp e Cas, sendo que entre
as duas ultimas ndo existiu diferenga significativa. Isto mostra que o Ca da
dieta completa foi depositado com a mesma eficiéncia que o da dieta de
caseina. Todavia, o efeito desta suplementagio sobre a deposi¢éo de Zn, Cu e
P foi estatisticamente diferente. Ressalte-se, contudo, que o contetido destes
minerais nos fémures dos animais do tratamento com a dieta completa, apesar
de ser maior que o observado com a dieta Basal, ndo atingiu os valores da
dieta de caseina. Isto vem em apoio a hipétese de que o acréscimo de calcio a

uma dieta cuja disponibilidade de zinco estd prejudicada pela presenga de
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fitatos resultaria em deficiéncia ainda maior de Zn (MORRIS & ELLIS, 1980;
FORBES ef al., 1983; FORBES ef al., 1984, FORDYCE et al., 1987). Por outra
parte, pode-se observar que o cobre, mesmo tendo uma deposigdo menor,
tanto pela dieta Basal quanto pela completa em relacdo a dieta de caseina,
apresentou uma concentragcdo no fémur dos animais da dieta completa 19%
menor que a da dieta de caseina. Ja para o zinco esta diferenga foi de 43%.
Estes resultados podem ser pelo menos em parte interpretados segundo o
exposto por Lee ef al. (1985), e Cousins (1985). Esses autores sugerem que a
redugéo na absorgdo do zinco pela presenga de &cido fitico produz um
aumento na fracdo de cobre disponivel, devido a uma menor produgéo de
metalotioneina (proteina que liga tanto Zn quanto Cu), permitindo assim a
passagem de mais cobre do Iimen para o sistema circulatério.

Nas Tabelas 8 e 9 (Blocos B e C) pode-se ver o aumento no teor de
cinzas emrelacdo & dieta Basal quando as dietas foram suplementadas
com calcio.

Tabela 8. Conteudo de cinzas (%) e deposigdo de zinco, caicio, cobre e
fosforo dos fémures dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco B.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (1g) P (%)

kBarsaI 387,713 + 3,51‘ ” 1363¢ 1,39° 15,73 + 17,80‘ 2419 + b,zoa 8,38 + 0,51°
Zn-50 35,67 +3,11* 17,83 +1,68" 1582+0,51° 2,37+0,30° 8,73+0,53°
Zn-100 38,27 +1,02° 18,53 +222° 16,06 +1,57° 2,21+0,37° 8,86 +0,91°
Ca-50 4359 +4,10" 12,93 + 1,47 17,27 +1,33° 2,33+0,20° 9,24 +0,59°
Ca-100 48,91+ 1,13° 14,49+ 1,78 20,84+ 1,79° 291+0,14° 11,84 +0,57°
Zn-Ca 50,07 + 1,05° 13,31 + 1,51 19,59 +2,55° 2,61+0,40° 10,83 + 1,22
Comp 51,56 + 1,34° 17,56 +0,91° 30,70 +3,33° 3,97 +0,27° 15,50 + 1,68°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p < 0,05).
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Tabela 9. Conteudo de cinzas (%) e deposicdo de zinco, caicio, cobre e
fésforo dos fémures dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco C.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (ug) P (%)

Bés;iw | 3813 +3,51° 13,63+ 1,39" 1573 +1,80° 2,19+0,20° 8,38 +0,51°
Ca-100 48,91+ 1,13° 14,49+1,78° 20,84 +179° 2,91+0,14 11,84 +0,57°
Zn-Ca 50,07 + 1,05 13,31+ 1,51* 19,59 +2,55° 2,61+0,40° 10,83 +1,22"
Ca-Cu 49,18 + 4,20 12,16 +0,88* 22,40+2,93" 3,12+0,17° 11,61+0,04"

Zn-Ca-Cu 48,12 +289°

Comp 51,56 + 1,34°

13,16 + 1,96° 20,24 +2,87° 2,89+ 0,30 10,95+ 1,25°

17,56 + 0,91°

30,70 + 3,33°

3,97 +0,27° 15,50 + 1,68°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p <0,05).

Analisando a deposigdo dos minerais no Bloco B (Tabela 8), evidencia-

se aumento no contetido de Ca 6sseo quando a suplementacgio da dieta Basal

é feita com este mineral a 100%, independente de ser uma suplementagéo

simples (Ca-100) ou composta (Zn-Ca). O aumento, contudo, ndo igualou o

valor obtido com a dieta completa; ou seja, a dieta Basal que foi suplementada

com todos 0s minerais necessarios para o animal, nas propor¢gées adequadas.

Resultados similares aos obtidos com o calcio foram encontrados para o

fosforo. O acréscimo de zinco & dieta Basal (Zn-50 e Zn-100) produziu

aumento no conteudo 6sseo de zinco, do mesmo nivel que o observado com a

dieta completa. Por outro lado, as dietas suplementadas com calcio ndo

melhoraram a deposi¢éo deste mineral, inclusive a dieta contendo zinco e

calcio (Zn-Ca), resultado légico se se considerar que o Ca exerce um efeito

negativo sobre a disponibilidade do zinco na presencga de fitato. Isto também
confirma o relatado por Brown et al. (1978), que encontraram que a deposigéao

de zinco no fémur de ratos é independente da deposicéo de calcio e fosforo.
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Para cobre e fésforo, a tendéncia foi a mesma que para o caicio, ou seja:
aumento na deposi¢cdo, quando a suplementagdo da dieta Basal foi feita com
célcio a 100%.

Na Tabela 9, onde todos os tratamentos (com excegéo da dieta Basal)
tém suplementagéo simples ou composta com céicio a 100 %, observou-se que
a deposicdo deste mineral aumentou em todos os tratamentos, sendo
entrentanto maior no caso da dieta completa; da mesma forma como foi visto
no Bloco B. Com relagdo ao zinco, nédo foi observada diferenga significativa
entre os tratamentos a ndo ser para a dieta completa, onde se repete o caso
do Bloco B, onde somente as dietas com acréscimo simples de Zn
apresentaram uma maior deposi¢cdo deste mineral. No caso do Bloco C, o
acréscimo de zinco as dietas foi exclusivamente de forma combinada ou
acompanhada de outro (s) mineral (ais), € sempre na presenga de célcio, que
afeta a disponibilidade do Zn. Em adigdo, percebe-se que a resposta a
suplementag&o com cobre foi influenciada pela presenga de calcio nas dietas,
melhorando a utilizagdo do microelemento. Pode ser dito também que o
estimulo & deposigdo de cobre causado pela suplementacdo especifica com
cobre foi da mesma ordem de grandeza da produzida pela suplementacdo
apenas com caicio (Ca-100). Consistente com o registrado para as cinzas,
observou-se ainda que a suplementagdo com todos os minerais (Comp)
induziu a mais alta deposi¢do destes quatro minerais.

A andlise do efeito do acréscimo de zinco a dieta Basal na forma
simples e combinada pode ser feita por meio da Tabela 10 (Bloco D).
Observou-se que a dieta Zn-100 néo trouxe diferenga no teor de cinzas dos
ossos dos animaisem relagéo a dieta Basal. O que nao foi uma surpresa pois
tambem n&o houve elevagdo nos teores de cinzas provocados pelas dietas Zn-
50 (Tabela 8) e Zn-100. Por sua vez, as dietas com acréscimo de zinco e
cobre (Zn-Cu, Zn-Ca-Cu) néo introduziram nenhuma mudanga na deposicio

de zinco, quando comparadas com a dieta Basal.
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Tabela 10. Conteudo de cinzas (%) e deposi¢do de zinco, célcio, cobre e
fosforo dos fémures dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco D.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (ug) P (%)
Basa-i- - 3813i 351 1363i139 15,73+ 1,80 2,19+0,20° 838+ 0,51““
Zn-100 38,27 +1,02*° 18,53 +2,22° 16,06 +1,57° 2,21+0,37" 8,86 +0,91°
Zn-Ca 50,07 +1,05 13,31+ 1,51 19,59 +2,66° 2,61+0,40° 10,83 +1,22°
Zn-Cu 40,89 +3,32° 14,34 +2,40° 10,77 +0,66° 188+022" 7,38+0,35°
Zn-Ca-Cu 48,12+289° 13,16+ 1,96 20,24+2,87° 2,89+0,30° 10,95+ 1,25°
Comp 51,56+ 1,34° 17,56 +0,91° 30,70 + 3,33 3,97 +0,27° 15,50 + 1,68°
Valores médios e desvios-padrdao de 6 animais por tratamento.

Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p < 0,05).

Ja a suplementagdo em zinco, junto com calcio, mas ndo com o cobre,
trouxe melhorias na deposi¢cdo de minerais em geral (cinzas) e de Ca, P e Cu
em particular, embora nenhuma melhoria tenha sido observada na deposigéo
do préprio Zn.

Se o calcio adicional ndo trouxe melhora na deposigdo do zinco, seja
através da dieta Zn-Ca ou da Zn-Ca-Cu, o seu efeito positivo no aumento da
deposigéo do proprio calcio foi bem claro. Uma melhor deposi¢ao de cobre, por
sua vez, foi estimulada pelo acompanhamento de Ca (ou Ca + Cu) na dieta
suplementada com Zn, mas n&o pela mistura binaria e balanceada de Zn + Cu.

A falta de uma resposta melhor & suplementagdo com zinco apenas,
assim como o retrocesso que se registrou com a adigéo de calcio (dieta Zn-Ca)
pode ser explicada em parte pela interferéncia que o Ca exerce sobre a

disponibilidade do Zn, como foi explicado para o Bloco B e pela
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conhecida interagdo negativa que ocorre entre o cobre e o zinco (MAGEE &
MATRONE, 1960; VAN CAMPEN & SCAIFE, 1967; VAN CAMPEN, 1969:
HALL et al.,, 1979; O'NEIL-CUTTING et al., 1981, OESTREICHER & COUSINS,
1985, STOREY & GREGER, 1987). Efeito que pode justificar o fato de que a
deposi¢do de calcio, cobre e fosforo no Bloco D apresentou o menor valor
para a dieta Zn-Cu.

Outras trés observages surgem da Tabela 10. Em primeiro lugar, e
consistente com o achado nos outros Blocos, apenas a dieta Comp gerou os
mais altos valores de cinzas, sendo que estes foram reflexo de aumentos
condizentes para Zn, Ca, Cu e P. Isto em desacordo com o produzido pelas
outras dietas, onde houve as vezes aumento no parametro cinzas, mas queda
no de alguns minerais; ou uma situagdo como a da dieta Zn-100, que ndo
resultou em alteragdo das cinzas embora tenha garantido uma maior
deposigdo de zinco.

Em segundo lugar, o efeito compensatério da dieta Zn-Cu resultou de
fato em uma drastica descalcificagdo, com queda (n&o significativa) na
deposigéo de fésforo, mas sem aumento no cobre. Tal variagéo foi responsavel
por uma alteragdo notével da relagdo Ca/P e deixou perguntas quanto a
estrutura fisico-quimica da fase mineral do osso e, inclusive, dos minerais que
tenham entrado em substituigdo ao calcio.

Por uitimo, a tendéncia seguida pelo aparecimento do zinco, mais uma
vez, sugere a existéncia de fatores que regulam a sua deposigdo no osso,
além da relagéo Zn/Cu.

E importante destacar que em trabalho anterior (TORIN et al, 1994)
encontrou-se que o acréscimo simples de 50 % do requerimento de zinco a
dieta basal produziu aumento na eficiéncia alimentar da mesma ordem que o
produzido com a dieta Comp, o que implica que uma vez superada a baixa
disponibilidade de Zn da dieta Basal ndo necessariamente ocorrera uma 6tima

utilizacdo deste mineral, pois apesar de se registrar aumento na taxa de
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crescimento dos animais, o estado de equilibrio metabdlico parece estar
alterado. Isto pode ser deduzido dos achados de Brown et al. (1978);
Giugliano & Miliward (1984) e Zhou et al. (1993), que sugerem que o zinco do
0sso pode ser mobilizado e redistribuido a outros tecidos para suportar o
crescimento minimo durante periodos de deficiéncia de zinco.

Estes resultados podem ser interpretados como resposta metabdlica as
diversas tentativas de rebalancear o perfil mineral, onde dietas com Ca + Zn
ou Ca + Zn + Cu exercem ambas um efeito positivo na neutralizagio da
desmineralizagdo causada pelo consumo de uma dieta de farelo de arroz, ao
invés que dietas s6 com Zn ou Zn + Cu como suplemento.

Finalmente no Bloco E (Tabela 11), onde foi feita a introdugéo do ferro
nas dietas, de forma associada a outros minerais, foi possivel observar que o
teor de cinzas estava diretamente relacionado com a presenga de calcio e néo
do ferro nas dietas. O mesmo aconteceu com a deposigéo do calcio, cobre e
fosforo. J&4 para o zinco, observou-se que as respostas aos diferentes
tratamentos ndo diferiram estatisticamente da obtida com o grupo Basal,
excetuando o grupo Comp que apresentou a maior deposigdo deste mineral.
Esses resultados sdo compativeis com os encontrados por Storey & Greger
(1987), que ndo detectaram relagdo entre o consumo de ferro e a retengdo de
zinco em tibias de ratos.

Cabe salientar na Tabela 11 a incidéncia de uma drastica diminui¢éo da
relacdo Ca/P. De forma analoga ao discutido no Bloco D, a tentativa de
ministrar suplementagdo equilibrada de zinco e cobre resultou na perda
acentuada de calcio (nivel 38 % inferior ao obtido com a dieta Basal) e
redugéo da relagédo Ca/P. Considerando que as misturas Ca-Cu-Fe e Zn-Ca-
Cu-Fe ndo mostraram esse efeito depressivo do cobre sobre a deposigdo do
calcio, sugere-se que a deficiéncia de céicio na dieta pode ser seriamente
agravada por suplementagdes de cobre, mesmo em relagdo balanceada com o
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Tabela 11. Contetdo de cinzas (%) e deposicdo de zinco, calcio, cobre e
fosforo dos fémures dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco E.

Tratamento Cinzas Zn (ug) Ca (%) Cu (ug) P (%)

Basa}w :;8,13 +3,51" 13,63+1,39" 1573 +1,80° 2,19+0,20° 8,38+ 0,51‘7;
Zn-Fe 41,31 +3,48" 13,03+1,07° 14,36+ 185" 2,03+028° 812+1,02°
Ca-Fe 47,36 + 4,41° 14,58 +3,53° 2068 +2,17° 2,98+0,20° 11,60+ 1,20°
Zn-Ca-Fe  47,91+4,12" 1577 +2,80° 19,19+2,47° 320+0,31° 11,90 + 1,04°
Zn-Cu-Fe  38,53+127" 1430+1,65° 973+0,74° 2,07+0,34° 6,99 +055°
Ca-Cu-Fe 4946 +2,38° 11,80+1,78° 1541+ 1,19 2,81+0,20° 11,19+ 1,02'
Zn-Ca-Cu-Fe 51,02+2,74' 1232+1,33" 1826+2,71" 2,80+0,38° 11,53 + 148"
Comp 51,56 + 1,34' 17,56 +0,91° 30,70+ 3,33° 3,97 +0,27" 15,50 + 1,68°

Valores médios e desvios-padrdo de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa

(p <0,05).

zinco. O autor declara ndo ter conhecimento de tal interagdo através
da literatura. Ndo € possivel afirmar também se a interagdo Ca x Cu ocorre a
nivel de absorgao ou a nivel de ostedcito.

Tendo-se confirmado o fato de que a reposigdo de qualquer ferro
perdido atraves do acido fitico ndo afetaria a deposicdo dos minerais
neste estudo, a analise dos resultados obtidos neste trabalho se restringiu aos
Blocos A, B, C e D.

Estes resultados, permitem verificar que a deposicdo dos minerais
zinco, calcio, cobre e fésforo no fémur de ratos constitui um bom avaliador da
sua utilizagdo, como foi sugerido por Franz et al. (1980a) e Momcilovic (1975).
Esses autores recomendam a utilizag&o deste tipo de analise para estudos de

biodisponibilidade mineral em ratos.
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5.2.2. Deteminagdes fisicas.

Nas Tabelas 12 a 15 apresentam-se os resuitados de peso dos animais
e peso, diametro e comprimento dos fémures dos ratos submetidos aos
diferentes tratamentos e organizados nos Blocos A, B, C e D, descritos
anteriormente.

A Tabela 12 mostra o efeito da tentativa de se rebalancear a dieta Basal
com céicio. Evidencia-se primeiramente o retardo no crescimento do animal
com ambos os niveis de suplementagdo, ndo se manifestando diferenga
significativa entre as dietas Ca-50 e Ca-100. Por outro lado, o maior
rendimento em ganho de peso corporal e comprimento femoral foi mostrado

pela dieta Comp, seguida pela Cas.

Tabela 12. Peso corporal e peso, didmetro e comprimento dos fémures dos
animais submetidos aos tratamentos do Bloco A.

Tratamento Peso rato Peso osso Diédmetro Comprimento
@ (9  (mm)  (mm)
Basal 107,44 + 542° 0,12+0,019° 2,86+0,13"* 25,03+0,62°
Ca-50 80,57 +2,62° 0,11+0,008" 2,68+0,14® 23,20+0,29°
Ca-100 78,71 +839° 0,12+0,010° 2,70+0,20° 23,33+0,62°
Comp 130,51+ 7,78° 0,17 £0,018° 3,07 +0,15° 2594 +0,29°
Cas 114,42 +3,55° 0,19+0,009° 3,18+0,07° 25,60 + 0,46°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa

(p < 0,05).
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Os decréscimos ponderais, ainda abaixo do valor basal, nao
correlacionaram com o efeito positivo que o calcio trouxe para o teor de cinzas,
Ca e P dos fémures, registrados na Tabela 7. Tampouco foi esperado o fato de
que a dieta Comp tenha superado o desempenho da Cas, sendo que a Tabela
7 aponta uma tendéncia inversa com relagéo a deposigdo de minerais no 0sso.

O efeito da suplementagdo com calcio nos pesos dos fémures,
entretanto, embora nao tenha sido positivo para as dietas Ca-50 e 100, ndo
resultou em diminuigdo da massa 6ssea. Também a massa 6ssea produzida
pelas dietas Comp e Cas guardou alguma relagéo com os teores de cinzas e
calcio (Tabela 7).

De modo geral os resultados da Tabela 12 sugerem que as variaveis
didmetro e comprimento-do-osso n&o responderam claramente a
suplementagao singular do farelo de arroz com célcio.

Por sua vez, o parametro peso corporal, visto em relagdo as medidas
fisicas do osso, sugere que a queda do peso do animal ocasionada pelo
acréscimo simples de calcio a dieta de farelo resuita em alteragdes
metabolicas varias, dentre as quais, as que tangem ao metabolismo geral sdo
sensivelmente afetadas e as que se relacionam com o metabolismo 6sseo néo.

Nas Tabelas 13, 14 e 15 (Blocos B, C e D), pode se comprovar a
afirmacéo feita para o efeito do calcio no peso corporal. Isto é, toda vez que se
introduz o céicio como suplemento, o organismo reage com a perda de massa,
independente de o macroelemento estar acompanhado de cobre ou zinco. Ja o
efeito da suplementagdo com zinco amplamente conhecido através da
literatura (PRASAD, 1989), estimulou o aumento, tanto do peso corporal, como

0 crescimento
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Tabela 13. Peso corporal e peso, didmetro e comprimento dos fémures dos animais
submetidos aos tratamentos do Bloco B.

Tratamento

Basal
Zn-50
Zn-100
Ca-50
Ca-100
Zn-Ca
Comp

Peso rato

9
107,44 + 5,42°

116,22 + 525°
107,52 + 5,42°
80,57 +2,62°
78,71 + 8,39°
79,77 +7,11°
130,51+ 7,78°

Peso osso

Q)
0,12 + 0,019*

0,13+0,012°
0,13 + 0,009
0,11 + 0,008%
0,12 + 0,010%
0,11 +0,011°
0,17 +0,018°

Didmetro
(mm)
2,86 +0,13°
3,06 +0,17°
2,88+0,11*
2,68 +0,14°
2,70 + 0,20°
2,68 +0,17°
3,07 +0,15°

Comprimento
(mm)
25,03 + 0,62
25,62 + 0,32
24,80 + 0,50
23,20 + 0,29°
23,33 + 0,62°
23,05 + 0,73*
25,94 + 0,29°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p < 0,05).
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Tabela 14. Peso corporal e peso, diametro e comprimento dos fémures dos animais
submetidos aos tratamentos do Bloco C.

Tratamento

Basal
Ca-100
Zn-Ca
Ca-Cu
Zn-Ca-Cu
Comp

Peso rato

Q)

107,44 + 5,42°

78,71 + 8,39°
79,77 £7,11°
77,91 £ 4,49
75,23 +7,45°

130,51+ 7,78°

Peso osso

Q)
0,12 +0,019°

0,12 +0,010°
0,11+ 0,011°
0,12 +0,014°
0,12 +0,012°
0,17 +0,018°

Diédmetro
(mm)
2,86 +0,13°
2,70 + 0,20®
2,68 +0,17*
2,80+0,17*
2,64+0,13"
3,07 +0,15°

Comprimento
(mm)
25,03 +0,62°
23,33+ 0,62°
23,05+0,73°
22,84 +0,70°
22,63 +0,88°
25,94 + 0,29°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa

(p < 0,05).
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Tabela 15. Peso corporal e peso, didmetro e comprimento dos fémures dos animais
submetidos aos tratamentos do Bloco D.

Tratamento Peso rato
(9)

Basal 107,44 + 5,42°
Zn-100 107,52 + 5,42°
Zn-Ca 79,77 +7,11°
Zn-Cu 90,60 + 2,96°
Zn-Ca-Cu 75,23 +7,45°
Comp 130,51+ 7,78°

Peso osso

(9)
0,12 + 0,019*

0,13 + 0,009
0,11 £0,011°
0,09 + 0,011°
0,12 +0,012°
0,17 £ 0,018°

Diémetro
(mm)
2,86 +0,13
2,88+0,11°
2,68 +0,17°
3,06+0,17°
2,64+0,13°
3,07 £ 0,15°

Comprimento
(mm)
25,03 + 0,62*
24,81 + 0,50
23,05+0,73°
25,62 + 0,32
22,63 +0,88°
25,94 + 0,29°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.

Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente

(p < 0,05).
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5.2.3. Fotodensitometria.

Para a avaliagdo da fotodensitometria como possivel método de analise
do conteudo mineral ésseo, incluiram-se os dados de Equivalentes de massa
de Aluminio total do Bloco 1 (descrito na seg&o 4.2.2.1) que incluiu os fémures
do Bloco A, mais aqueles extraidos do grupo Zero, estes ultimos utilizados
como indicador das caracteristicas do tecido 6sseo antes dos tratamentos. Os
resultados correspondentes aos equivalentes em massa de aluminio total
(EqAI) dos fémures do Bloco 1 podem ser vistos na Figura 8, que mostra maior
densidade, expressa em EgAl, dos fémures dos animais alimentados com a
dieta de caseina, quando comparados com os outros grupos. E importante
ressaltar que a administragdo da dieta Basal ndo produziu nenhuma mudanca
no parametro, fato nao consistente com 0s resultados obtidos para as cinzas
(Figura 7).

A modo de ilustragdo sdo apresentadas uma série de seis fotos, com
suas respectivas imagens radiograficas, correspondentes a um fémur por
tratamento do Bloco 1, onde pode ser observada a deterioragdo consideravel
do aspecto do osso da dieta Basal, caracterizavel pela excessiva porosidade
condilar (Foto 2, Radiografia 2). Para a dieta Ca-50, apesar de se observar na
Foto 3 (Radiografia 3) alguma melhora no enchimento do o0sso,
estatisticamente ndo se observa diferenga nos EqAl quando comparada com
os grupos Zero (Figura 8, Foto 1, Radiografia 1) e Basal, isto pode ser
explicado pelo fato de o tratamento Ca-50 ser uma dieta que cobre somente 50
% do requerimento deste mineral. Ja as dietas Ca-100 e Comp produziram
ossos de aparéncia mais normal, como pode ser visto nas Fotos e
Radiografias 4 e 5, respectivamente, e nas quais nota-se uma superficie
aparentemente mais compacta, resultado que é atribuido a presenga de caicio
em nivel adequado para cobrir o0 requerimento tebrico do animal,
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Cas

Comp 18,0+ 1,7

w  Zero 13,3+0,8°

o

Q b

QO ca-100 15,6 £ 1,0
Ca-50 132+ 1,5°
Basal | 512,9 +0,6°

Figura 8. Equivalentes em massa de aluminio total dos fémures do Bloco 1,
constituido pelos seguintes tratamentos: Basal: dieta em base a farelo de arroz
(composigéo na Tabela 1). Ca-50: Basal + 50 % do requerimento de calcio (AIN-76).
Ca-100: Basal + 100 % do requerimento de caicio (AIN-76). Comp: Basal + mistura
mineral completa. Cas: igual a dieta Comp, substituindo o farelo de arroz por

caseina. Zero: animais sacrificados no inicio do ensaio.
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Foto 1.- Fémur de rato do grupo Zero (sacrificado ao inicio do ensaio)

Foto 2.- Fémur de rato alimentado com a dieta Basal (dieta em base a farelo
de arroz, vide Tabela 1)
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Foto 3.- Fémur de rato alimentado com a dieta Ca-50 (Basal + 50 % do
requerimento de calcio)

Foto 4.- Fémur de rato alimentado com a dieta Ca-100 (Basal + 100 %
do requerimento de caicio)
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Foto 5.- Fémur de rato alimentado com a dieta Comp (Basal + mistura mineral
completa)

Foto 6.- Fémur de rato alimentado com a dieta Cas (Basal + igual a dieta
Comp, substituindo o farelo de arroz por caseina)
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Radiografia 1.- Fémur de rato do grupo Zero (sacrificado ao inicio
do ensaio)

Radiografia 2.- Fémur de rato alimentado com a dieta Basal (dieta
em base a farelo de arroz, vide Tabela 1)
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Radiografia 3.- Fémur de rato alimentado com a dieta Ca-50
(Basal + 50 % do requerimento de calcio)

Radiografia 4.- Fémur de rato alimentado com a dieta Ca-100
(Basal + 100 % do requerimento de calcio)
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Radiografia 5.- Fémur de rato alimentado com a dieta Comp
(Basal + mistura mineral completa)

Radiografia 6.- Fémur de rato alimentado com a dieta Cas (igual &
dieta Comp, substituindo o farelo de arroz por caseina)
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independente, desses valores serem inferiores aos obtidos com a dieta Cas
(Foto 6, Radiografia 6). O valor de EqAI do grupo Cas foi o maior de todos, fato
que corrobora o encontrado para o teor de cinzas deste tratamento (Figura 7).

Observa-se que a medida dos EgAI refletem fielmente a variagdo dos
demais indicadores da mineralizagdo 0ssea. que apresentaram incremento a
partir do grupo Zero. Estes resultados podem ser comparados com os obtidos
por Peterson ef al. (1995), que observaram aumento do comprimento, mas
nao de volume, de tibias de ratos alimentados com dietas contendo 0,25% de
célcio (fornecendo 50 % do requerimento). Os mesmos autores observaram
que dietas com 0,5 ou 1% de célcio resultaram em maior volume da tibia.

As regressodes lineares entre os equivalentes de massa de aluminio e os
indicadores teor-de-cinzas e peso-do-fémur (Figura 9), assim como o contetdo
de calcio (Figura 10) deste Bloco, apresentam em todos os casos uma
correlagao positiva.

Na Tabela 16 apresentam-se os dados obtidos com todas as dietas,
tanto para equivalentes de massa de aluminio para o fémur total, quanto para
os condilos. A comparagdo entre estas duas medidas foi com o intuito de
verificar se as duas determinages podem ser indistintamente utilizadas em um
procedimento avaliatério de rotina. Para tanto, a partir destes dados foi
realizada uma nova regressdo linear obtendo-se uma correlagdo forte e
positiva (Figura 11), indicando a auséncia de diferenca entre a utilizagdo de
qualguer um dos avaliadores em questdo. Por essa razdo e baseados na
maior facilidade de manipular a imagem do fémur total, a analise dos
resultados dos Blocos A a D foi feita com os dados dos equivalentes de

massa de aluminio do fémur total.
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Figura 9. Regressdes lineares entre equivalentes de aluminio (EqAI) do
Bloco 1" e os seguintes indicadores: 1: peso do fémur (g). 2: teor de cinzas no

fémur (%). * Bloco 1 constituido pelos seguintes tratamentos: Basal; Ca-50; Ca-
100; Comp; Cas e Zero
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r=0,85 p=1,9x10~

40 -
. _ /
30 - * . a

25" /

1 -2
20 - -

15 4 /

104

Ca/fémur (mg)

5 -

10 12 14 16 18 20 22 24 26
EqAl (mg)

Figura 10. Regressdes lineares entre equivalentes de aluminio (EgAI) e o
conteudo em calcio dos fémures dos ratos do Bloco 1. Bloco 1 constituido

pelos seguintes tratamentos: Basal; Ca-50; Ca-100; Comp; Cas e Zero.
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Tabela 16. Equivalentes de massa de aluminio (EgAIl) dos fémures e
condilos dos animais submetidos aos diferentes tratamentos alimentares.

Tratamento

Basal
Comp
Cas
Zn-50
Zn-100
Ca-50
Ca-100
Zn-Ca
Zn-Cu
Ca-Cu
Zn-Ca-Cu

EqAl fémur
(mg)
12,88 + 0,58
18,04 + 1,74
23,23+1,75
13,00 + 0,40
13,14+ 0,21
13,21 £1,46
15,63 + 1,01
14,52 + 0,82
13,00 + 0,40
15,40 + 0,67

15,89 + 1,59

EqAI céndilos
(mg)
14,58 + 0,95
28,35+ 1,32
36,52 + 2,30
14,09 + 0,83
15,46 + 0,86
19,00 + 2,67
23,64 £ 2,53
19,13+ 2,94
14,10+ 0,83
22,60 +1,52
27,89+274

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
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Figura 11. Regresséo linear entre os equivalentes de massa de aluminio

(EqAl) dos condilos e fémures dos animais submetidos aos diferentes

tratamentos alimentares. Tratamentos iguais aos indicados na Tabela 16.
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Nas Tabelas 17 a 20 apresentam-se os resultados obtidos com os Blocos
A-D dos equivalentes de massa de aluminio para os fémures (EqAl), podendo
observar-se que para o Bioco A (Tabela 17) os EqAl aumentaram na medida
em que melhora a qualidade da dieta, sendo o maior valor aquele obtido com a

dieta de caseina.

Tabela 17. Equivalentes de massa de aluminio (EgAI) dos fémures
dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco A.

Tratamento EqAl fémur
(mg)
Basal 12,88 + 0,58°
Ca-50 13,21 +1,46°
Ca-100 1563 +1,01°
Comp 18,04 + 1,74°

Cas 2323 +1,75°

Valores médios e desvios-padrdo de 6 animais por tratamento
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Na Tabela 18 os resultados com o Bloco B mostraram que a presenca
de zinco nas dietas ndo contribuiu para uma melhora na densidade dos ossos
expressa em EgAIl, embora a presenca de calcio (tanto nas dietas Ca-100 e
Comp) tenha resultado em aumento da mesma. No caso do Bloco C (Tabela
19) o acréscimo de caicio nas dietas garantiu um incremento nos equivalentes
de massa de aluminio, sendo o valor maior aquele obtido com a dieta Comp. E
importante notar que estes resultados coincidiram com aqueles obtidos para a

deposicdo de calcio do mesmo Bloco (Tabela 9) .
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Tabela 18. Equivalentes de massa de aluminio (EgAI) dos fémures
dos animais submetidos aos tratamentos do Bioco B

Tratamento EqAl fémur
(mg)

Basal 12,88 + 0,58°
Zn-50 13,00 + 0,40°
Zn-100 13,14 +0,21%
Ca-50 13,21 + 1,46
Ca-100 15,63 + 1,01
Zn-Ca 14,52 +0,82°
Comp 18,04 +1,74°

Valores meédios e desvios-padrdao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais nao apresentam diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Tabela 19. Equivalentes de massa de aluminio (EQAI) dos fémures
dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco C.

Tratamento EqAIl fémur
(mg)

Basal 12,88 + 0,58°
Ca-100 15,63 + 1,01°
Zn-Ca 14,52 +0,82°
Ca-Cu 15,40 + 0,67°
Zn-Ca-Cu 15,89 + 1,59°
Comp 18,04 + 1,74°

Valores médios e desvios-padrao de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05).
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Para o Bloco D, (Tabela 20) o maior valor de EgAI foi observado com a
dieta Comp, em concordancia com o observado no teor de cinzas dos fémures.
Foi possivel observar também que a introdugéo de Zinco e/ou cobre nas dietas
nao promoveu mudanga substancial nos valores de EqAl dos fémures dos
animais com tais tratamentos quando comparados com a dieta Basal, situagdo

que difere do que aconteceu com a introducgao de caicio na dieta.

Tabela 20. Equivalentes de massa de aluminio (EgAI) dos fémures
dos animais submetidos aos tratamentos do Bloco D.

Tratamento EqAl fémur
L (mg)

Basal 12,88 + 0,58°
Zn-100 13,14 + 0,21
Zn-Ca 14,52 + 0,82™
Zn-Cu 13,00 + 0,40™
Zn-Ca-Cu 15,89 + 1,59°
Comp 18,04 + 1,74°

Valores meédios e desvios-padrdo de 6 animais por tratamento.
Valores com letras iguais ndo apresentam diferencga estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Finalmente pode-se observar que para todos os Biocos em que foram
divididos os grupos experimentais existe uma correlagdo forte e positiva entre
os equivalentes de massa de aluminio (EqAI) e os parametros peso e cinzas
do fémur (Fig. 12 a 15).
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Figura 12. Regressdes lineares entre equivalentes de massa de aluminio (EqAl)

do Bloco A® e os seguintes indicadores: 1: peso do fémur (9). 2: conteudo em cinzas
do fémur (%). “Bloco A constituido pelos seguintes tratamentos: Basal; Ca-50; Ca-100;

Comp; Cas.
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Figura 13. Regressdes lineares entre equivalentes de massa de aluminio (EqAI)
do Bloco B® e os seguintes indicadores:1: peso do fémur (g). 2: conteudo em cinzas
do fémur (%). ® Bloco B constituido pelos seguintes tratamentos: Basal; Zn-50; Zn-100;
Ca-50; Ca-100; Zn-Ca; Comp.
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Figura 14. Regressdes lineares entre equivalentes de massa de aluminio (EqAI)

do Bloco C* e os seguintes indicadores: 1: peso do fémur (g) 2: contetido em cinzas

do fémur (%). * Bloco C constituido pelos seguintes tratamentos: Basal; Ca-100; Zn-Ca;

Ca-Cu; Zn-Ca-Cu e Comp.
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Figura 15. Regressdes lineares entre equivalentes de massa de aluminio (EqAl)
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Ja para a deposicéo de calcio, cobre, fésforo e zinco como pode ser visto nas
Figuras 16 a19, as correlagbes entre os diferentes minerais também resultam
positivas com a excegdo do zinco que apresenta correlagdo positiva somente
no Bloco A.

Ainda n&do dispondo de uma explicagdo para esse fato, é plausivel
afirmar que a mineralizagédo do fémur do rato em crescimento correlaciona com
os valores arbitrarios de EQAl, determinados através do processamento

computadorizado da imagem radiografica do 0sso.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho, tomados em conjunto, permitem concluir:

1.- O consumo de dieta a base de farelo de arroz causa efeitos claramente

prejudiciais ao crescimento e composi¢gio mineral do osso do rato.

2.- Tentativas de suplementar o farelo com calcio ou cobre, ou os dois em
combinagdo, resulta em detrimento ainda maior da qualidade do osso,

inclusive com grande diminuigéo da relagéo Ca/P.

3.- Os parametros conteudo de Ca, Cu, e P correlacionam bem com o teor total
de cinzas do osso (excetuam-se as dietas enriquecidas com Ca e/ou Cu)
mas nao correlacionam com o conteido de Zn nem o ganho de peso

corporal.

4.- A monitorizagdo da deposi¢do dos minerais em estudo no fémur de ratos

(zinco, calcio, cobre e fosforo) constitui bom indicador da sua utilizaggo.

5.- A avaliagéo da densidade dssea pela determinagdo do paradmetro indireto
Equivalentes de Massa de Aluminio no fémur pode ser realizada
considerando a imagem do osso total ou apenas os coéndilos, com
seguranca de 0,01 %. Por raz&o de maior facilidade de manipulagéo, pode

se optar pela consideracio do fémur total.

6.- Os resultados destas experiéncias sugerem a adogio da técnica aqui
apresentada como um meio para avaliar o “status” mineral do rato. Se
usada em conjunto com outros indicadores nutricionais a mesma pode
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permitir uma abordagem mais completa em estudos sobre valor nutritivo
de alimentos e dietas, dado seu seu baixo custo, facilidade de execugéo,
e a possibilidade de aplicagdo multipla in vivo, por ser um método nédo

invasivo.
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