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Introducdo Geral

1. INTRODUCAO GERAL

O sistema 6sseo desempenha diversas funcdes além da protecdo de 6rgaos internos e
sustentacdo do corpo, apresentando bioquimica e metabolismo bastante complexos. O
coldgeno, além de outras proteinas nao-colagenosas e células, constituem a por¢ao organica
do 0sso; os minerais calcio, fésforo, magnésio e flior perfazem cerca de 65% do peso do
0ss0 e constituem a por¢io inorganica do tecido 6sseo (FARFAN, 1994).

O osso é um Orgdo metabolicamente ativo que sofre um processo continuo de
remodelacgao, caracterizado por formacao e reabsor¢ao dssea. Em condi¢cdes normais a taxa
de reabsor¢ao € semelhante a taxa de formagao dssea. O balanco entre estes dois processos
€ regulado por meio da a¢do de hormonios (estrogénio, vitamina D e hormdnios esterdides)
e mediadores locais (como por exemplo, as citocinas). A idade, gé€nero, presenga de
doencas metabdlicas, consumo de alguns medicamentos, entre muitos outros, sao fatores
que podem causar um desbalangco no processo de remodelagdo dssea, resultando em
alteracOes na estrutura, resisténcia e massa 6ssea (SEIBEL, 2005).

A reducdo da massa 6ssea € um fendmeno fisioldgico natural e nao patolégico, mas se
constitui no substrato para o desenvolvimento da osteoporose. A osteoporose e a osteopenia
sao diferentes estagios de doenca do sistema dsseo que resultam maior fragilidade do osso e
consequente aumento da susceptibilidade a fraturas (WHO, 2003). Na mulher
menopausada, a perda dssea estd associada a reduc@o nos niveis do hormonio estrégeno, o
qual age sobre receptores localizados nas células dsseas.

No Brasil e no mundo, a incidéncia de osteopenia e osteoporose vém aumentando,

acompanhando a maior expectativa de vida populacional.
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A alimentagdo e em particular alguns nutrientes como os minerais cdlcio e magnésio,
possuem estreita relagdo com a saide 6ssea. Recentemente, porém, hidrolisados protéicos
tém sido utilizados com finalidades clinica e nutricional, como também para melhoria de
propriedades funcionais de proteinas e alimentos de base protéica (PACHECO, 2005).

O colageno € a principal proteina dos ossos sendo que as fibras de coldgeno ainda sao
parcialmente responsdveis pelas propriedades biomecanicas do osso e também, por dar
suporte aos musculos e a pele. Os hidrolisados enzimaticos de coldgeno (HC) sdao produtos
obtidos industrialmente a partir da hidrdlise da gelatina e tém recebido atengao pelas suas

possiveis propriedades no tratamento de doengas osteoarticulares (OASSER, 1999).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O osso

O osso € um tecido extremamente ativo e apresenta metabolismo bastante complexo
por desempenhar diversas funcdes no organismo como a prote¢do aos 6rgios internos,
fornecimento de apoio estrutural e fisico aos tenddes e musculos, além de atuar como
reservatério de fons',”. Consiste de uma matriz orgénica (células e matriz) e inorgénica
(minerais)>. O componente inorginico é constituido principalmente por cristais de
hidroxiapatita (depositado inicialmente na matriz organica como sais de fosfato e cdlcio),
além de outros minerais como o magnésio, flior, potdssio e sédio. A matriz organica é
composta por coldgeno tipo I, que compreende cerca de 98% dessa fase, outras proteinas
ndo coldgenas, como os proteoglicanos, osteocalcina e integrinas, e células'*. Agua e
lipideos perfazem 5-8% da matriz 6ssea. Existem dois tipos celulares principais, os
osteoblastos e os osteoclastos’. Os osteoblastos sdo as células que sintetizam a por¢io
organica da matriz éssea responsaveis, portanto, pela formacao do 0sso; ja os osteoclastos

secretam algumas enzimas e dcidos (H+) que destroem a matriz e liberam o célcio®.

Cerca de 80% do esqueleto é constituido de tecido cortical (ou compacto) e 20%,
tecido trabecular (ou esponjoso). Com a idade, ocorre uma reducdo da massa Ossea, que €
. . 7 . . , .
diferente para o osso trabecular e cortical’. Isso ocorre, pois o tecido trabecular estd mais
exposto aos fluidos circulantes, além de possuir maior nimero de células ésseas, sendo por

) ) ) . N 8
1880, mais responsivo ao estrégeno, ou a falta dele 2.0 0ss0

trabecular estd presente principalmente nas vértebras, cranio, pélvis e epifise de ossos

> L . ~ . 10
longos; ja o osso cortical é predominante na porcao medial de ossos longos .
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2.2. Remodelacio 6ssea

O osso sofre de forma continua o processo de remodelacdo'’, que compreende na
deposicdo e reabsor¢do de material na estrutura dssea, em taxas relativamente baixas. No
caso de haver metabolismo positivo do osso, a constante de deposi¢ao (k;) estard
aumentada, com relacdo a constante de reabsorcao (k,), resultando em deposicao liquida de
componentes no estado sélido’. Sob condi¢des normais, a quantidade de material

reabsorvido é igual & quantidade de osso formado''.

O processo de remodelacdo ocorre normalmente de forma localizada, em focos
chamados de unidades multicelulares basicas de remodelagﬁoz, com ciclos estimados de 8 a
12 semanas, em humanos. E por essa razdo que o fornecimento adequado de nutrientes

pode ter um papel importante no processo de formagao e reabsor¢do de massa éssea ao

longo da vida®.

O ciclo de remodelacdo Ossea parece ser regulado por diferentes fatores, incluindo
diversas citocinas e hormonios. O primeiro estagio da remodelacdo envolve o recrutamento
de precursores de osteoclastos: IL-1 (interleucina-1), IL-6 (interleucina-6) e mondcitos, os
quais estdo presentes nos tecidos hematopoiéticos como a medula dssea, e respondem a
sinais fisicos e hormonais. Estes fatores aumentam a reabsor¢io Ossea e sdo regulados por

diversos hormonios, incluindo o estrogéniou.

Nas mulheres pds-menopausadas, a probabilidade de desenvolver osteoporose é
maior pelo fato de que a redug@o nos niveis séricos de estrégeno pode resultar em aumento
do turnover 6sseo, ou seja, ocorre um aumento da atividade de remodelagcdo 6ssea, com a
reabsor¢do excedendo a formacgdo. Desta forma, a falta de estrogeno gera um aumento na

. . ~ .. s 4 ~ ~ 4
diferenciacdo e atividade osteocldstica, que resulta em reduciao de massa dssea .
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A diferenciacdo osteoclastica € um fendmeno bastante complexo e inicia-se pela
ativacdo de mondcitos a osteoclastos maduros. As células estromais também contribuem
para a osteoclastogénse por meio da producdo de citocinas que estimulam a proliferacao

e/ou diferenciacdo de precursores hematopoiéticos dos osteoclastos'?.

Os mondcitos atingem o osso através da circulacdo sanguinea e se diferenciam em

- ~ 2 14 z - - z
osteoclastos por meio da fusdo com outras células . Apds aderir a matriz éssea, 0s
osteoclastos solubilizam os cristais de hidroxiapatita, por meio da acidificacio do meio
extracelular, e degradam a matriz organica através de enzimas (colagenases e hidrolases),

resultando em perda 6ssea'> .

Para ocorrer a diferenciacio dos osteoclastos € necessdrio a interacdo com
osteoblastos (Figura 1). Os receptores RANK e M-CSF (fator estimulador de colénia de
macrofago) presentes na membrana dos mondcitos, sdo essenciais para a diferenciacdo em
osteoclastos. O M-CSF € necessdrio para a sobrevivéncia e proliferacdo dos precursores de
osteoclastos. O RANKL ¢ um ligante encontrado na superficie dos osteoblastos, que se liga
ao receptor RANK dos osteoclastos estabelecendo um contato osteoblastos-osteoclastos.
Apbs o desacoplamento entre RANK-RANKL ocorre a maturagdo dos osteoclastos que,
neste momento, poderdo degradar os componentes minerais e organicos da matriz dssea,
por meio da secrecdo de enzimas e dcido. Em resposta aos sinais de RANKL, a
diferenciacgdo e atividade dos osteoclastos aumenta, e

a apoptose osteocléstica diminui, resultando em maior reabsor¢do 6ssea. As células “T” da

. . . <~ . oo 2,12
medula ssea também parecem ativar a reabsor¢do dssea, por meio de citocinas TNF-a =~

14,16, 17
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Os osteoblastos também secretam a osteoprotegerina (OPG), que pode se ligar ao
RANKL ou ao RANK, agindo como uma citocina antiosteoclastogénica. O estrégeno
aumenta a secre¢do de OPG, e reduz a atividade de M-CSF e RANK através da ativacdo de
citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a'*'®. O estrogénio é o principal hormdnio associado ao

metabolismo 6sseo, sendo que a reducdo nos niveis deste hormdnio pode causar aumento

no numero e atividade de osteoclastos, além de reducdo da apoptose osteoclastica.

Mondcitos Células T
, _
- 'Lf:] ~ *. N
@@ 0%
TNF - a
-1 - ;
TNF-a E(-) TNF -a
E(-) £\ F
precursores OC OC ativos ”EZ”&”SE

Diferenciagao A

e eat[vagéuh (;’ ... 3 /jﬂ;'l/[

@ & I~ e®%e Y™ O
— >/ PVUNIA VY ()

M-CFS
£ RANKL | | | RANKL

(:h_. ,f} células do
N estroma

Figura 1. Adaptado de RIGGS, 200012. OC: osteoclasto; OPG: osteoprotegerina.

Citocinas envolvidas na regulacdo da funcdo dos osteoclastos. Fatores estimulatérios da atividade
osteocldstica estdo demonstrados na cor laranja e fatores inibitérios, em azul. Efeitos positivos (+) ou

negativos (-) do estrogénio sobre os fatores regulatérios estdo na cor vermelha. O circulo maior mostra que o
TNF-a e o RANKL agem sobre diferentes receptores, mas ambos ativam sinais intracelulares que irdo

desencadear na diferencia¢do dos osteoclastos, e consequentemente na reabsor¢cdo dssea.
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2.3. Pico de massa ossea

Na infancia e adolescéncia a formagao 6ssea ¢ dominante, ocorrendo aumento do
comprimento 6sseo, que termina quando o pico de massa Ossea € atingido, por volta das
primeiras duas ou trés décadas de vida'>'®. O aumento do conteddo e da densidade mineral
Ossea sao as mudancas mais marcantes observadas entre os adolescentes, de ambos os

19 . . . . . . . 4
sexos . Quanto maior a quantidade de massa dssea que se atingir até a maturidade, maior €

o pico de massa 6ssea e o risco de fraturas na idade adulta torna-se reduzido.

O fator genético explica aproximadamente 70% do pico de massa 6ssea obtido por
um individuozo, embora existam outros fatores que influenciam no desenvolvimento da
massa 0ssea. Do ponto de vista nutricional, o célcio parece ser o nutriente mais importante
associado ao pico de massa 6ssea’’. No entanto, diversos estudos ja evidenciaram a
importancia de outros nutrientes e alimentos sobre a manutencdo da massa dssea, como 0
potdssio, magnésio, vitamina K, vitamina C, frutas, vegetais, gorduras e proteinas, além do

aporte energético’.

A prética de exercicios fisicos, o status hormonal, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, além do uso de alguns medicamentos (principalmente corticéides), também
influenciam no pico de massa 6ssea’. Isto explica porque mulheres menopausadas diferem

tanto nos graus de perda da massa éssea.

Individuos que atingem um baixo pico de massa dssea na juventude t€m maior risco

1.7
de desenvolver osteoporose ao longo da vida'.
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2.4. Perda de massa 0ssea

A perda de massa Ossea na mulher, antes da menopausa, provavelmente é
semelhante a observada nos homens. Ap6s os 20 anos de idade, nos homens, a reabsorcao
torna-se mais predominante e o conteido mineral reduz em 4% por década. Ja nas mulheres
menopausadas, ocorre um declinio da massa Gssea de aproximadamente 15% por década'®.
Isso ocorre basicamente em funcdo do aumento do furnover ésseo, promovido pela

deficiéncia estrogénica, superposta a perda dssea associada a idade.

Existem algumas distingdes entre a osteoporose causada pela idade, e aquela
causada pela deficiéncia de estrégeno. Com a idade, tanto nos homens quanto nas mulheres,
o volume de tecido 6sseo é reduzido devido, principalmente, a redu¢cdo no ndmero e
atividade de osteoblastos, o que resulta na diminui¢do da espessura de trabéculas dsseas.
No entanto, a reducdo nos niveis séricos de estrogeno (que ocorre nas mulheres apds a
menopausa) resulta em aumento da atividade de remodela¢do d6ssea, com a reabsor¢ao

excedendo a formagio®.

O resultado do desbalanco entre a formacdo e reabsor¢do dssea sdo geralmente

a . . 1 .
mudancas na estrutura, resisténcia e no conteido mineral do osso . Assim sendo, a
deficiéncia de estrogé€nio amplifica o processo de perda dssea relativo ao envelhecimento
natural, explicando a maior incidéncia de fraturas nas mulheres idosas do que nos homens

. 23
da mesma idade™.

sz

Ja é bem estabelecido que o estrogénio pode regular o processo de remodelacdo
2 . . . . . . 17 , .. .
Ossea por meio de efeitos sobre o sistema imune e células dsseas '. Ja foi identificada a
. 24 ‘
presenca de receptores de estrogeno nos osteoblastos ©* e em células do estroma da medula

z 2 s . s - A - . .
6ssea”. Desta forma, a queda dos niveis séricos de estrogénio parece induzir a um aumento
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da secrecao de fatores que estimulam a atividade osteoclastica de forma indireta (por meio
dos osteoblastos) levando a perda de massa 6ssea; o tratamento com este hormonio parece

inibir a estimulacdo destes fatores.
2.5. Osteoporose
2.5.1. Definicao

A reducdo da massa 6ssea com a idade é um processo natural, ndo patolégico, mas
se constitui no substrato para o desenvolvimento da osteoporose’. Geralmente, o tecido
6sseo na osteoporose apresenta um contetido mineral diferente de individuos sauddveis”;
além disso, o o0sso torna-se mais fino e fragil, mais propenso ao desenvolvimento de

fraturas'®.

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde, a osteoporose € a osteopenia sio
estagios diferentes de doenga do sistema dsseo, caracterizadas por reducdo da massa dssea e
deterioracdo da estrutura do tecido Osseo, levando a maior fragilidade do osso, com
aumento da susceptibilidade a fraturas, especialmente de quadril, coluna e punho'®*’. A
osteoporose ocorre com mais frequéncia em populacdes idosas, mas pode ser resultado do
desenvolvimento inadequado do pico de massa éssea, ou a excessiva perda 6ssea durante a
idade adulta, devido a deficiéncia de estrogénio em mulheres, desnutricdo ou uso de

corticosteréides'® 2.

Valendo-se da relacio entre densidade mineral 6ssea e risco de fratura, a

. ~ . L, 1 18 N . e . . .
Organizacdo mundial de Saide ° propds a definicdo de osteoporose: “densidade mineral
dssea igual ou menor a 2,5 desvios-padrao da densidade mineral 6ssea média para mulheres

adultas saudédveis”. A osteopenia pode ser diagnosticada quando a densidade mineral dssea
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estiver entre 1 e 2,5 desvios-padrao abaixo da média para mulheres adultas sauddveis. No
entanto, a Organizacdo Mundial de Sadde recomenda a utilizacdo de outros indicadores
para o monitoramento da osteoporose e da osteopenia, além da densidade mineral 6ssea,
como o0s parametros bioquimicos séricos e urindrios. Em estudos com animais, destaca-se a
importancia da realizacdo de andlises histomorfométricas do osso e resisténcia dssea, por
meio de ensaios biomecanicos™. A bidpsia permite uma andlise direta da microarquitetura

dssea, no entanto, por ser de cardter invasivo, o uso desta técnica em humanos é limitado™.
2.5.2. Epidemiologia e aspectos sécio-economicos

No mundo inteiro a incidéncia de osteoporose vem aumentando consideravelmente
devido, em grande parte, ao aumento da expectativa de vida da populacdo, que eleva o
nimero de idosos e de fraturas osteoporéticas®’. Atualmente, estima-se que nos Estados
Unidos cerca de 25 milhdes de pessoas possuem osteoporose e 1,5 milhdes de individuos
sofram fraturas anualmente’”. As fraturas de coluna vertebral sdo as mais comuns,
atingindo aproximadamente 700.000 individuos, seguidas das fraturas de quadril, que
ocorrem em cerca de 300.000 pessoas por ano'®. O tratamento de fraturas por osteoporose

acarreta custos bastante altos para o servico de satde piblica no Brasil e no mundo™.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Sadde'®, em 1990 1,7 milhdes de pessoas no
mundo sofreram fraturas de quadril; devido as mudangas na piramide demografica, no ano
2050 este numero chegard a 6 milhdes. As fraturas de quadril estdo fortemente associadas a
morbidade, sendo que 50% dos pacientes tornam-se incapazes de andar sozinhos, 25%
necessitam de cuidado domiciliar por longo periodo de tempo e 10-20% morrem dentro de

1 -
6 meses'®. No entanto, dados recentes demonstram que as fraturas de coluna vertebral sdao
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grandes responsdveis por piora na qualidade de vida, que parece ser maior do que nos casos

de fratura de quadril®*.

No Brasil, estudos sobre densidade dssea e prevaléncia de osteoporose sao escassos,
embora seja a doenca osteometabélica mais comum®’. Adicionalmente, existem poucos
dados relacionados a utilizagdo de recursos e custos decorrentes da osteoporose pos-
menopausa. Kowalski*®, avaliando a dimenséo de recursos utilizados e custos por pacientes
com osteoporose pds-menopausa, selecionados do ambulatério de doencas
osteometabdlicas da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP), concluiu que os custos
médios totais para o Sistema Publico de Sdo Paulo foram de, aproximadamente, R$
900,00/paciente/ano, € que o0s gastos com o tratamento da osteoporose pagos pelas

pacientes representam cerca de 11% da renda familiar mensal.

Nesse sentido, propostas de intervengdes para o tratamento e prevencdo da
osteoporose, que atinjam o maior nimero possivel de pessoas e que tenham baixos custos,

devem ser implementadas.
2.5.3. Diagnostico

A avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO) é utilizada para diagnosticar
osteoporose e osteopenia. Os métodos para medir a densidade 6ssea dependem da absor¢ao
de radiagdo pelo esqueleto e a absorciometria de Energia Dupla de Raios X (DEXA) € a

técnica de densitometria mais utilizada atualmente no mundo?®.

No entanto, a utilizacdo da densidade mineral dssea como instrumento Unico de
avaliacdo do risco de fratura ndo é adequada, sendo indicado utilizar outros parametros,

além da DMO, como a qualidade 6ssea e propriedades estruturais do 0ss0°°. O termo
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“qualidade dssea” é bastante vago, mas tem sido utilizado para referir caracteristicas do
0sso que incluem a microarquitetura 6ssea, nimero e volume de trabéculas, espessura do
tecido cortical e composicdo mineral®’. Essas caracteristicas podem ser avaliadas por meio

da andlise histomorfoldgica do osso e da densidade mineral dssea.

A andlise histomorfométrica do osso é um instrumento fundamental para estudos
Osseos, principalmente para elucidar o mecanismo de acdo de novos agentes terapéuticos
sobre o processo de remodelacdo dssea e para avaliar a importancia de certos componentes

sobre a qualidade Gssea em animais expostos a algum tipo de tratamento®’.

O risco de fratura é determinado pela resisténcia Ossea, a qual depende das
propriedades geométricas (como tipo e tamanho do 0sso), das atividades celulares, e das
propriedades materiais do 0sso, que incluem contetido e composi¢ao mineral, composi¢ao e
contetdo de material na matriz, além do tamanho dos cristais de hidroxiapatita%.

Testes biomecanicos podem ser utilizados para avaliar as propriedades estruturais de
0ssos provenientes de animais de pequeno ou grande porte. Os testes mais utilizados sao:
flexdo em trés pontos, teste de compressdo e teste de torcdo. Ainda nao estd claro qual
destes ensaios representa melhor o risco de fratura®’.

Os ensaios biomecanicos relacionam uma carga a qual os 0ssos sdo submetidos e a
deformacdo apresentada pelos mesmos. O resultado pode ser graficamente demonstrado na
forma de uma curva da carga em funcdo da deformacdo, e estd relacionado com a rigidez
do osso, que é uma medida de resisténcia 2 forca aplicada. A medida que a carga aumenta,
a carga e a deformacdo aumentam de maneira linear.

Através do grifico de carga versus deformacdo € possivel analisar algumas

propriedades mecanicas do 0sso, como por exemplo, a carga maxima. A carga mixima é o
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maior valor de carga necessdrio para alcancgar a resisténcia final do osso, o que provoca a
faléncia 6ssea™. No entanto, apenas a utilizacio da carga maxima para predizer risco de
fratura ndo é suficiente. Estudos com animais comprovaram que a combinagao dos dados
de densidade mineral 6ssea e carga maxima tém boa correlagdo com o risco de fratura®’.

Os marcadores bioquimicos do metabolismo dsseo podem refletir os processos de
formacdo e reabsorcdo Ossea, auxiliando no diagndstico e monitoramento de doencgas
osteometabélicas, assim como na avaliacio dos possiveis efeitos de uma intervengdo™'®.
Além disso, esses marcadores tém trazido contribuicdes cientificas importantes sobre a
fisiologia e a fisiopatologia do tecido 6sseo . Os marcadores bioquimicos do metabolismo
6sseo sao diversos, entretanto o nimero de marcadores utilizados na prética real € bem
menor. A fosfatase alcalina dssea e/ou total, a osteocalcina e os propeptideos do coldgeno
tipo I, sdo os principais marcadores de formacdo, sendo todos medidos em soro®’.

A interpretacdo correta dos valores dos marcadores bioquimicos requer o
conhecimento dos diversos fatores que podem interferir nos niveis dos mesmos. O horério
em que a amostra foi colhida e o tempo de meia vida podem ser responsaveis por grandes
variabilidades de resultados quando aplicados 2 mesma amostra.

Os marcadores de formacao dssea medem a concentra¢do dos produtos decorrentes
da sintese osteoblastica, uma vez que a formagao é dependente da agao dos osteoblastos; da
mesma maneira, os marcadores de reabsor¢do sdo resultantes da atuagdo do osteoclasto
sobre a matriz 6ssea>”.

As doencas Osseas alteram o padrao de producao dos marcadores bioquimicos. Apds
a menopausa, os marcadores tendem a se elevar quando comparados a idade adulta, com

um incremento maior dos marcadores de reabsorcdo. No entanto, na osteoporose pos-
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menopausa € possivel encontrar valores iguais, elevados ou reduzidos em relacdo aos
controles normais™*’.

A osteocalcina € considerada um marcador sensivel do turnover 6sseo e reflete
especificamente a atividade osteobldstica’’. Representa aproximadamente 15% das
proteinas ndo-coldgenas presentes na matriz Gssea™.

Estudos recentes t€ém sugerido que a osteocalcina estd envolvida no processo de
mineralizacdo do ostedide (matriz 6ssea recém-formada). Entretanto, embora tenha sido
descoberta hd mais de 20 anos, sua funcdo ainda ndao foi completamente elucidada.
Pesquisas realizadas com animais transgénicos, cujo gene para osteocalcina nao foi
expresso, mostram que essa proteina possui uma importante funcdo na regulacdo do
turnover 6sseo’ .

Pelo fato de que a osteocalcina € incorporada pela matriz dssea, alguns estudos t€ém
sugerido que fragmentos dessa proteina sdo liberados durante o processo de reabsor¢ao do
0850 .

A fosfatase alcalina é uma enzima localizada na membrana externa das células,
onde exerce suas atividades. A fosfatase alcalina total corresponde a soma das diversas
isoformas presentes no soro: dssea, hepdtica, intestinal, placentéria e renal, no entanto, mais
de 90% do seu valor consiste das isoformas hepdtica e dssea.

A isoforma O&ssea da fosfatase alcalina localiza-se na membrana externa dos
osteoblastos. Embora sua funcio nao tenha sido completamente elucidada, sabe-se que no
tecido Osseo ela possui uma importante acgdo sobre a mineralizacdo e formacdo do
ostedide'’, por meio da atuacdo no controle da concentracio dos inibidores da
mineralizacdo, através de um aumento dos niveis locais de fons fosfato removendo o

fosfato de outras proteinas. Estudos indicam que a atividade da fosfatase alcalina dssea é
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proporcional a formacdo de coldgeno, enquanto que a mineralizacdo coincide com uma
maior producido de osteocalcina®.

2.5.4. Tratamento

As condi¢des normais do osso nao sdo recuperadas quando um quadro de
osteoporose ja estiver instalado, no entanto, a preveng¢do e o diagnéstico precoce da
osteoporose sdo fundamentais para um tratamento mais efetivo. Estudos relatam que a
osteoporose é mais efetivamente prevenida do que tratada'®. O tratamento para osteoporose
tem o objetivo de restaurar a massa 6ssea a um nivel em que o risco de fratura seja

substancialmente reduzido’®.

Os medicamentos mais utilizados atualmente para tratamento da osteoporose pés-
menopausa incluem os estrégenos*’, os moduladores seletivos de receptores de estrogénios
(SERMs) e os bisfosfanatos™, que sdo agentes que reduzem a atividade osteocldstica.
Entretanto, existem outros medicamentos como os fluoretos, GH, e PTH44’46, que parecem
agir aumentando a deposicdo de matriz ostedide pelos osteoblastos. A vitamina D e o cdlcio
sdo indicados como substidncias complementares no tratamento da osteoporose,
independente do tratamento instituido, j4 que ambos sdo essenciais para a formacdo de

massa 6ssea”’.

Mesmo reduzindo a susceptibilidade a fraturas, os tratamentos para osteoporose nao

~ . . A . 48
Sao capazes de 1mped1r sua ocorrencia .

O uso terapé€utico de estrégeno apds a menopausa para redugdo dos sintomas (ondas
de calor, irritabilidade, disturbios de sono, dores de cabega e irritagdo vaginal) € como
~ . 4 49 1 21

agente de preveng¢do para perda de massa Ossea € bastante comum . Jiang et al

observaram que o tratamento com estrégeno em ratas adultas ovariectomizadas preservou a
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densidade mineral ssea assim como as propriedades biomecanicas do osso. Shen et al**,
estudando o efeito da administracdo de estrogeno em ratas castradas, também encontraram
resultados semelhantes.

Estudo realizado por Hughes ef al’® em camundongos sugeriu que os estrégenos
P,

podem prevenir perda 6ssea pela indugdo de apoptose nos osteoclastos. Steeve et a

também observaram que o estrégeno promoveu apoptose nos osteoclastos.

Analisando os diversos estudos, o tratamento com estrogenos parece reduzir a perda
Ossea tanto por meio da inibicdo dos fatores estimuladores de osteoclastos, como pelo

aumento da apoptose osteocléstica.

Embora a terapia hormonal com estrogenos seja amplamente utilizada por mulheres
menopausadas, e reduza o risco de fraturas, ela possui algumas restricdes em fung¢do do

aumento no risco de trombose, doencas coronarianas, cancer de mama, entre outras>>.

Neste contexto, observa-se a necessidade da realizagdo de estudos que avaliem a
seguranca e efetividade de tratamentos alternativos. Diversas pesquisas tém estudado o
efeito da ingestdo de alguns nutrientes e alimentos funcionais, como alternativa ao
tratamento farmacoldgico, para prevenir ou melhorar o quadro de osteoporose, evitando
assim os efeitos colaterais dos medicamentos e os riscos da terapia de reposi¢ao
hormonal®>**. Proteinas do soro do leite, isoflavonas da soja e coldgeno hidrolisado sdo

componentes que tém sido estudados para melhora da qualidade dssea.
2.5.5. Modelo experimental de osteoporose

A rata ovariectomizada é um modelo experimental aceito e amplamente utilizado

: L 55 22 .
para simular a perda 6ssea em mulheres menopausadas™. Dempster et al™", avaliando as
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mudancas acorridas no osso de ratas castradas, observaram que a ovariectomia induziu um
rapido aumento do furnover 6sseo, evidenciado pelo aumento da superficie de osteoclastos,
reducdo do volume trabecular e nuimero de trabéculas, concluindo que a rata
ovariectomizada pode ser usada como um modelo experimental de osteoporose e que a

perda Ossea nessas ratas € induzida pela deficiéncia de estrégeno.

No entanto, diversos estudos com ratas ovariectomizadas mostram que a perda 6ssea
nao é uniforme nos diferentes tipos de osso. O osso trabecular responde mais rapidamente a
queda dos niveis de estrégeno®, enquanto o tecido cortical parece ndo ser afetado pelo
status hormonal®’. Por exemplo, a perda 6ssea nas vértebras é maior e mais rdpida,

comparando com a didfise de fémures ou tibias.

A ovariectomia resulta em perda éssea tanto nas ratas quanto nas mulheres em
funcdo das diversas semelhangas entre os mecanismos patofisiolégicos das duas espécies.
Em ambas, a perda 6ssea ocorre mais rapidamente apds a defici€ncia de estrogénio e €
caracterizada pelo aumento do turnover 6sseo, com a reabsor¢ao excedendo a formagao.
Nas duas espécies a perda 6ssea € maior no tecido trabecular que no cortical, a absor¢ao
intestinal de cédlcio é reduzida e a resposta Ossea as intervencdes € semelhante.
Adicionalmente, as alteracdes na microarquitetura éssea também sdao similares,
caracterizadas por danos a arquitetura do tecido trabecular, com conseqiiente perda de
minerais. Estas alteragdes levam ao enfraquecimento e diminui¢do da resisténcia do

088015’29.

2.6. Colageno
O colageno ¢é a proteina mais abundante nos ossos, pele e tenddes. Cada molécula de

coldgeno é um bastdo formado pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias
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polipeptidicas. As fibras de coldgeno sdo parcialmente responsaveis pelas propriedades
biomecanicas do 0sso, como resisténcia a pressao sob o mesmo, e também, por dar suporte
aos musculos e a pele. Sao conhecidos 20 tipos diferentes de coldgeno, os quais variam em
relacdo ao comprimento de sua hélice triplice e sua funcdo, mas o tipo I € o mais abundante
no tecido 6sseo. Os aminodcidos glicina (33%), prolina (12,2%), hidroxiprolina (9,4%), e
alanina (10,7%), perfazem 65% dos aminoacidos do colégeno5 859

Em nivel celular, no reticulo endoplasmatico rugoso (RER), os coldgenos sdo
sintetizados como procoldgeno (Figura 2), que consiste de trés cadeias polipeptidicas
esquerdas, formando uma tripla-hélice direita. Ainda no RER, ocorre a hidroxilacdo dos
aminodcidos lisina e prolina. Este processo requer o dcido ascérbico, ferro e oxigénio como

14’60, além de cobre.

fatores

Um fato interessante é que a hidroxiprolina é produto da modificacdo enzimética
ocorrida ap6s biossintese da molécula do procoldgeno, ou seja, de evento pds-traducao.

As moléculas de procoldgeno sdo secretadas para o meio extracelular, onde sofrem a
remo¢dao enzimdtica de suas extremidades nao helicoidais (por meio da acdo de
colagenases), dando origem a molécula de tropocoldgeno as quais s@o entdo liberadas para
a corrente sanguinea. Estas moléculas adquirem liga¢des cruzadas, formando as fibrilas
coldgenas as que, por sua vez, se agregam para constituir as fibras de coldgeno

14
maduras'*+°,
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Figura 2. Adaptado de VARGAS, 1997%. Biosintese de coldgeno tipo L.

H4é evidéncias de que a quantidade e composi¢ao do coldgeno 6sseo encontram-se
alterados nos tecidos osteopordticos. Paschalis ez al®', avaliando a distribui¢do de coldgeno
no osso de mulheres menopausadas que ja haviam tido fraturas, observaram caracteristicas
diferentes do coldgeno nas superficies trabeculares dos ossos, comparando com mulheres
sauddveis. Os autores sugerem que a ma qualidade do coldgeno 6sseo pode contribuir para

uma maior fragilidade do osso e, consequentemente, para um maior risco de fraturas.
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Tendo em vista a importancia do coldgeno sobre a estrutura Ossea, algumas
pesquisas t€m investigado o efeito do consumo de hidrolisado de coldgeno (HC) sobre o
metabolismo dsseo de individuos com osteoartrite e osteoporose.

2.7. Hidrolisado de colageno

A qualidade nutricional de uma proteina depende da composicdo de aminodcidos
que ela possui e da utilizagdo fisiolégica desses aminodcidos ap6s a digestdo e absorcdo®.
Os hidrolisados protéicos t€ém sido amplamente utilizados devido as suas propriedades
funcionais (em fun¢do da presenca de peptideos bioativos) e tecnoldgicas (em possuir alta
solubilidade, devido ao processo de hidrélise sob condi¢des acidas, e produzir solugdes de
baixa viscosidade mesmo em altas concentragdes). Essas duas propriedades bdésicas,
combinadas a melhora da tecnologia, tornaram o hidrolisado protéico um ingrediente
amplamente utilizado em diversos produtos alimenticios® para melhorar caracteristicas
fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu valor nutritivo®.

Hidrolisados protéicos sdo indicados no caso de algumas doencas ou condig¢des
clinicas como, por exemplo, na doenca de Crohn, colite ulcerativa e alergias alimentares. A
hidrélise extensiva dos peptideos pode resultar em produtos menos alergénicos®.

Adicionalmente, a possibilidade de liberar peptideos biologicamente ativos tem
gerado bastante interesse®. Estudos jd4 puderam evidenciar diversos efeitos dos
hidrolisados, incluindo reducio da pressao sanguinea62, diminui¢do dos niveis de colesterol
sérico, aumento da absorcao mineral e efeitos imunomodulatérios®. Postlethwaite et al®,
em 1976, ja relatava a relacdo entre peptideos de coldgeno e resposta imune, e concluia que
a atividade quimioestitica do coldgeno estaria relacionada aos peptideos, € nio a

composi¢do aminoacidica da proteina.
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Os hidrolisados possuem uma propriedade fisiolégica bastante importante, que € a
de uma absorcdo gastrointestinal mais efetiva, quando comparada as proteinas intactas, ou
mesmo 2 ingestdo de aminodcidos livres®.

Desde 1914, estudos ja haviam observado que oligopeptideos ‘“‘desapareciam” do
limen intestinal mais rapidamente que aminodcidos, sugerindo que algumas proteinas
poderiam ser absorvidas sob a forma de peptideos. No entanto, estas pesquisas foram
sumariamente ignoradas e, apenas em 1935, em estudo realizado por Heath e Fullerton, esta
teoria foi comprovada®. Diversas pesquisas foram realizadas ao longo dos anos e
atualmente sabe-se que a absorcao de proteinas ocorre tanto na forma de aminodcidos como
de pequenos peptideos, por mecanismos independentes. A absorcdo dos aminodcidos €
mediada por transportadores e € um mecanismo de absor¢do saturdvel, os pequenos
peptideos (di e tri-peptideos) sdo absorvidos intactos e podem ou nao sofrer hidrdlise intra-
celular. J4 os oligopeptideos (com quatro ou mais aminodcidos) sdo hidrolisados pelas
peptidases da borda em escova e sdo absorvidos sob a forma de aminodcidos ou como di ou
tri-peptideos®”®®. Desta forma, os hidrolisados protéicos disponiveis comercialmente se
diferenciam em relacdo 2 composicio de di, tri e oligopeptideos®.

O hidrolisado de coldgeno (HC) é um produto da industria de gelatina, atualmente
comercializado para o publico em geral pelo mercado farmacéutico, como produto de
venda livre. A sua inocuidade a saide humana é testemunhada pelo status concedido pela
FDA americano, como um produto seguro - GRAS (generally recognized as safe)’.

O HC ¢ obtido pela hidrélise limitada do coldgeno de pele suina ou bovina,
constituido por peptideos de PM entre 2,5 e 10kDa, sobre o qual existem estudos mostrando

a sua maior biodisponibilidade, efeitos provavelmente estimulatérios da regeneracdo das
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fibras colagenosas do rato e do homem, quando comparado com o coldgeno intacto ou a

gelatina’'. A gelatina possui um peso molecular da ordem dos 100kDa.

Dados recentes indicam que fragmentos de coldgeno com peso molecular menor que
10kDa sao absorvidos pelo intestino e, preferencialmente, acumulam na cartilagem e nos
ossos. Oesser’ ', investigando o tempo de absorcdo de um hidrolisado de coldgeno e sua
subseqiiente distribuicdo nos diversos tecidos de ratos, observou que 95% do hidrolisado
foi absorvido nas primeiras 12 horas apds a ingestao, indicando que mesmo os peptideos de
maior peso molecular (10kDa) foram absorvidos; a distribuicdo do hidrolisado nos
diferentes tecidos foi semelhante ao grupo controle (que recebeu apenas o aminodcido
prolina), exceto para os 0ssos e cartilagens. Esses resultados sugerem que ocorre a absor¢ao
intestinal de peptideos, mesmo de alto peso molecular, provenientes do hidrolisado de
coldgeno, e mostram que o hidrolisado € preferencialmente utilizado para ser incorporagao
aos 0ssos e cartilagens, sugerindo que a administracao oral de HC pode resultar em efeitos

benéficos sobre esses tecidos.

Estudos realizados com pacientes portadores de osteoartrose que foram tratados com
HC oral relataram uma diminuicao significativa na sintomatologia da doeng¢a, mostrando a

sua utilidade no tratamento de osteoartrose.

Adam e al’* avaliaram por meio de um ensaio duplo cego aleatorizado, em 52
pacientes com osteoartrose em pulso e joelho, o efeito da suplementacdo com 3 diferentes
produtos a base de HC (10g/dia, durante 2 meses): coldgeno hidrolisado, produzido por
meio da hidrélise enzimatica da gelatina; gelatina; gelatina + glicina + fosfato de célcio em
relacdo ao consumo de albumina de ovo, como grupo controle, sobre a dor e consumo de

analgésicos. No final do estudo os pacientes que consumiram a gelatina hidrolisada
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apresentaram maiores reducdes de dor, em relacdo aos outros tratamentos. Além disso,
esses pacientes tinham reduzido o consumo de analgésicos em relagdo ao consumo relatado
antes de iniciar o tratamento. Os autores sugeriram que o HC teria efeito analgésico e que o
“pool” de aminodcidos fornecido ao organismo pelos produtos melhorou significativamente
a matriz estrutural das articulacdes. Este estudo demonstrou efeitos benéficos da
suplementagao com coldgeno hidrolisado sobre a dor de pacientes com osteoartrose além de
ter evidenciado que a gelatina, embora tenha a mesma composi¢do aminoacidica que o HC,
ndo acarretou os mesmos efeitos sobre a dor nestes pacientes.

Beuker et al”®

observaram, em 100 pacientes tratados com 10g/dia de HC, durante 6
meses, um aumento significativo nos niveis sanguineos de hidroxiprolina, o principal
aminodcido constituinte tanto do coldgeno 6sseo como do HC, e uma redugdo da dor de
joelhos e pulsos. Os pesquisadores postularam que o efeito benéfico do HC estaria

relacionado ao aumento da sintese de coldgeno articular e cartilagem.

Adam et al”

avaliaram clinicamente o efeito do HC no metabolismo 6sseo de pessoas
com osteoporose. Para tanto, conduziram um ensaio tipo duplo-cego em 94 mulheres
menopdusicas (com menos de 80% da densidade mineral 6ssea normal), 47 foram tratadas
com calcitonina (100 unidades/3 vezes por semana) mais uma dieta rica em HC (10g/dia) e
as outras 47 receberam o tratamento com calcitonina mais placebo de lactose durante 6
meses. Observaram que os niveis de piridinolinas urindrias (marcadores de ressor¢do dssea)
estavam elevados nas mulheres no inicio do estudo, em relagdo a mulheres normais. Ao
final do tratamento, os niveis desses mesmos marcadores diminuiram significativamente

(p=0,05). Ainda, as pacientes que foram tratadas com calcitonina mais HC na dieta,

mostraram decréscimos significativamente maiores as tratadas com calcitonina mais
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placebo. Houve nas mulheres que receberam HC uma maior inibi¢do da ressorcdo Ossea,

que melhorou a resposta ao tratamento com calcitonina.

Os estudos comentados, além de demonstrarem efeitos positivos do HC 6&sseo-
articulares em humanos, provam a seguranca do uso de HC por periodos de até 6 meses, em

concentracdes de 10g/dia ja que ndo se apresentaram efeitos adversos importantes’’ ",

Um estudo realizado no Japdo, por Wu er al”, teve como objetivo avaliar a
efetividade da administracdo oral de peptideo de coldgeno sobre o metabolismo 6sseo, em
ratos adultos e em crescimento. A quantidade do peptideo oferecido aos animais foi
proporcional ao recomendado como suplemento para humanos (10g/dia para um adulto de
60 kg; grupo “Coll-17); avaliou-se também o efeito de uma quantidade 10 vezes maior
(grupo “Coll-10”), e cem vezes maior (grupo “Coll-100). Nos ratos em crescimento, a
densidade mineral 6ssea do grupo “Coll-100”, nos fémures, foi significantemente maior
que os outros grupos apds 1 més de intervencdo, entretanto observou-se uma hipertrofia
renal nesses animais. J4 nos ratos adultos, o grupo “Coll-10” apresentou um aumento da
densidade mineral 6ssea nos fémures e vértebras, apds 8 semanas de intervengao. Concluiu-
se que a administracdo oral de peptideos de coldgeno em uma quantidade 10 vezes maior
que o recomendado para humanos, trouxe efeitos benéficos para os ossos de animais
adultos, sugerindo que a ingestdao de HC pode contribuir para uma melhora na qualidade
dssea também em humanos.

Contudo, este trabalho ndo observou o efeito da administracdo de HC sobre outros
parametros quimicos dos 0ssos, como teor de proteinas, peso dsseo, além das caracteristicas

biomecanicas. Por isso, hd necessidade de mais estudos que analisem diversos parametros
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Osseos principalmente para elucidar o mecanismo de acdo do HC sob o metabolismo do
0SS0.

Nomura et al’® estudaram o efeito da ingestdo de um coldgeno hidrolisado de
origem marinha (pele de tubardo) sobre caracteristicas dsseas de ratas ovariectomizadas
como a densidade mineral 6ssea (DMO), teor de coldgeno e glicosaminoglicanos, além de
alteracdoes na histomorfologia. A densidade mineral 6ssea nos fémures dos grupos que
receberam o hidrolisado foi maior que nas ratas sham-operated que nao receberam o
suplemento. Isto foi verificado por maiores valores na DMO, além de uma densidade éssea
maior entre estes grupos. Adicionalmente, o conteido de coldgeno tipo I e de
glicosaminoglicanos aumentou, em relacdo ao grupo controle com albumina. Concluiu-se
que a ingestao do hidrolisado promoveu aumento da densidade mineral 6ssea pelo aumento
na sintese de fibrilas de coldgeno e de glicosaminoglicanos na matriz dssea, sugerindo que
o consumo de HC pode ser ttil como suplemento dietético no tratamento da osteoporose.

Embora este estudo tenha analisado caracteristicas histomorfoldgicas e quimicas do
0sso, nao foi verificado se a melhora da DMO e o aumento do teor de coldgeno
promoveram alteracdes nas caracteristicas biomecanicas do o0sso, o que seria de
fundamental importancia ja que a resisténcia Ossea estd fortemente associada ao risco de
fraturas.

Esses resultados sobre a utilizagdo do hidrolisado de coldgeno no tratamento de
osteoporose parecem encorajadores, entretanto sdo ainda escassos e, portanto, novas
pesquisas em humanos e em animais, sdo justificidveis para se estabelecer o verdadeiro
potencial do HC, assim como seu mecanismo de acdo sobre a fisiologia 6ssea, quando

consumido via oral como ingrediente ou suplemento alimentar.
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Propde-se a suplementacdo da dieta com HC no tratamento da osteoporose e
osteopenia, como uma possivel terapia alternativa para pacientes com restricdes para as
terapias medicamentosas cldssicas, ou como coadjuvante alimentar para os casos em que
nao hd restricdo. A proposta estd fundamentada no fato de que a sua administracdo €
segura, pois se trata de um derivado da gelatina, produto alimenticio ja utilizado ha muito
tempo. O HC pode ser incorporado a dieta de diversas maneiras, com caracteristicas

sensoriais aceitas pela populagcdo e com baixo custo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito fisioldgico-metabdlico da administracao oral de hidrolisado de
colageno (HC) sobre os marcadores bioquimicos, caracteristicas composicionais,
biomecanicas e histoldgicas de ratas ovariectomizadas, modelo experimental de

osteoporose.

3.2. Especificos

- Avaliar o efeito do consumo de HC suplementar, em compara¢do ao consumo de
gelatina, sobre os marcadores bioquimicos de formacdo Ossea (osteocalcina e fosfatase
alcalina séricas).

- Avaliar o efeito da ingestao de HC suplementar, em comparacdo ao consumo de
gelatina, sobre caracteristicas histomorfologicas de fémures e vértebras.

- Avaliar o efeito do consumo de HC suplementar, em comparacdo ao consumo de
gelatina, sobre a resisténcia d6ssea, em fémures e vértebras, utilizando dados de carga
maxima.

- Avaliar o efeito da ingestdo de HC suplementar, em comparacdo ao consumo de
gelatina, sobre a composi¢do quimica Ossea, por meio da andlise do teor protéico, de

minerais, umidade e cinzas.
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Efeito da suplementacao alimentar com hidrolisado de colageno nos
marcadores bioquimicos e nas caracteristicas composicionais,

biomecanicas e histologicas 6sseas de ratas osteopénicas

Elisa Jackix, Floréncia Cineo, Jaime Amaya-Farfan

RESUMO

A osteoporose constitui a enfermidade do esqueleto de maior incidéncia mundial e €
caracterizada por redu¢do da massa Ossea levando ao aumento da susceptibilidade a
fraturas. Nas mulheres, a osteoporose estd associada a queda dos niveis de estrogé€nio, que
acompanha a menopausa. O coldgeno compreende cerca de 95% das proteinas dos 0ssos, €
¢ parcialmente responsavel pelas propriedades biomecanicas do osso. Os hidrolisados
enzimaticos de coldgeno (HC) sdo produtos obtidos a partir da hidrélise da gelatina e t€ém
recebido atencdo por suas propriedades no tratamento de doencgas osteoarticulares.
Objetivo: avaliar o efeito de um HC sobre caracteristicas 6sseas em modelo osteopénico
com ratas. Métodos: 48 ratas adultas foram divididas em 6 grupos: 3 ovariectomizados, 1
sham-operated e 2 intactos, tratados com dieta AIN-93 M, suplementada com HC ou
gelatina (controle), em dois niveis: (1) quantidade equivalente a 5X ao recomendado para
humanos (10g/D), e outro (2) com nivel 10X maior. Ap6s 8 semanas, 0s ossos do fémur e
da coluna vertebral foram extirpados, e o sangue coletado; determinaram-se osteocalcina e
fosfatase alcalina sérica, e no osso, determinou-se peso, teor protéico, contetido mineral
(Ca, Na, Zn, Fe, K, P, Mg, Mn, Pb e Cu). Realizou-se também a andlise de cortes
histolégicos dos diferentes grupos. Avaliou-se a resisténcia biomecanica por meio dos
testes de flexdo em trés pontos nos fémures e compressao nas vértebras. Resultados: As
vértebras do grupo que recebeu a maior dosagem de HC suportaram uma carga 4X maior, e
tiveram percentuais de proteina 6ssea e valores de osteocalcina maiores, do que aquelas que
ndo tiveram suplementacdo ou receberam gelatina (p<0,05). A andlise histoloégica mostrou
maior espessura das trabéculas dsseas nos fémures e vértebras das ratas que receberam HC.
Conclusao: O HC contribuiu para uma maior conservacao, composicao e resisténcia dssea,
quando comparado a gelatina.

Palavras-chave: coldgeno; hidrolisado protéico; osteoporose; ovariectomia.
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Effect of consumption of collagen hydrolyzate as food supplement on the
biochemical markers and on the compositional, biodynamic and

histological characteristics of the bone of osteopenic rats

Elisa Jackix, Floréncia Cineo, Jaime Amaya-Farfan

SUMMARY

Osteoporosis, the skeletal disease of highest incidence in the world is characterized by the
reduction of bone mass and commonly leads to increased susceptibility of fractures. In
women, osteoporosis is associated to the cessation of estrogen secretion and menopause.
Collagen accounts for approximately 95% of the bone proteins and is to a large extent
responsible for its biomechanical properties. Collagen hydrolyzates (CH) consist of
mixtures of peptides obtained by a partial hydrolysis of gelatins, which have received
considerable scientific attention as potential repositories of osteoraticular tissues.
Objective: to evaluate the effect of supplementing the diets of ovariectomized rats with a
commercial CH upon the compositional, biomechanical and histological characteristics of
the bone. Methods: 48 adult female rats were divided into 6 groups: 3 of them
ovariectomized, 1 sham-operated and 2 intact, fed the AIN 93-M diet, supplemented with
either CH or gelatin (Control), in two levels: (1) a dose equivalent to 5x the amount
suggested for humans (10g/D) and (2) a dose 10x greater. After eight weeks of treatment,
the bones of femurs and vertebrae were excised the blood collected and serum osteocalcin
and serum alkaline phosphatase determined. For the bone, gross weight, protein and
mineral content (Ca, Na, Zn, Fe, K, P, Mg, Mn, Pb and Cu) were determined. Histological
analysis of bone tissue sections was also performed to compare the different treatments.
Biomechanical strength was assessed by means of 3-point flexion and compression tests of
the femurs and vertebrae, respectively. Results: the vertebrae of the ovariectomized group
that received the higher dosage of CH withstood a load 4x greater and exhibited higher
levels of protein and osteocalcin content than those that received the gelatin or no
supplementation at all. Histological analysis of the femurs and vertebrae of castrated rats
that received the CH showed greater thickness than those receiving the gelatin
supplementation. Conclusion: CH consumption as a diet supplement by the ovariectomized
rat had an unequivocal contribution in the conservation or preservation of bone mass not
seen when gelatin was used as a supplement.

keywords: collagen; protein hydrolyzate; bone; osteoporosis; ovariectomy; gelatin.
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1. INTRODUCAO

A osteoporose constitui a enfermidade do esqueleto de maior incidéncia mundial,
sendo responsdvel por 1,5 milhdes de fraturas por ano nos EUA'. O tratamento de fraturas
por osteoporose acarreta custos bastante elevados para o servico de satide publica no Brasil

e no mundo’.

A osteopenia e a osteoporose sao diferentes estagios da doenga dssea, caracterizadas
pela reducdo da massa Ossea e deterioragao da estrutura do tecido 6sseo, levando a maior
fragilidade do osso, com aumento da susceptibilidade a fraturas. A osteoporose ocorre com
mais freqii€ncia em populagdes idosas, mas pode ser resultado do desenvolvimento
inadequado do pico de massa Gssea, ou a excessiva perda 6ssea durante a idade adulta >*.
Nas mulheres, a osteoporose estd intimamente associada a queda dos niveis de estrogénio,

que acompanha a menopausa’.

Diversos estudos tém utilizado a rata castrada como modelo experimental para simular
a osteopenia ou osteoporose em mulheres menopdusicas, em fun¢do das semelhancas entre
0s mecanismos biolégicos responsdveis pelo ganho e perda de massa 6ssea®'’. A perda de
massa Ossea que ocorre na mulher apés a menopausa, assim como na rata castrada €
decorrente, principalmente, da reducdo nos niveis séricos de estrogénio'?.

Geralmente, o tratamento da osteoporose inclui o uso de bifosfanatos, raloxifeno,
derivados de paratormodnio, ou a terapia hormonal (TH) que, quando associados a
exercicios fisicos, suplementacdo de vitamina D e cdlcio promove uma melhora na massa
O0ssea e reducdo do risco de fraturas. No entanto, a TH aumenta os riscos do

desenvolvimento de cancer e os medicamentos utilizados podem acarretar efeitos colaterais
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indesejdveis'’. Neste contexto, observa-se a necessidade da realizacio de estudos que
avaliem a seguranga e efetividade de tratamentos alternativos.

O colageno compreende cerca de 95% das proteinas dos ossos, e € abundante também
na pele e tenddes'!. Sdo conhecidos 20 tipos diferentes de coldgeno, os quais variam em
relacdo ao comprimento de sua tripla-hélice, os residuos glicidicos e a sua funcdo, mas o
tipo I € predominante no tecido ésseo. As fibras de coldgeno sdo parcialmente responsaveis

N

pelas propriedades biomecanicas do o0sso, como resisténcia a pressdo sob o mesmo, e
também, por dar suporte aos musculos e a pele 1516

A alimentagdo e alguns nutrientes especificos possuem uma estreita relacdo com a
saude 6ssea. Hidrolisados protéicos tém sido utilizados tanto com finalidades clinica e
nutricional como para melhoria de propriedades funcionais de proteinas e alimentos de base
protéica'’. Sabe-se que os di e tripeptideos sdo absorvidos mais rapidamente, quando
comparados aos aminodcidos livres ou a proteina intacta. Adicionalmente, algumas
pesquisas evidenciaram efeitos dos hidrolisados relacionados a acdo bioativa dos peptideos,

18’19, aumento da absor¢do mineral e -efeitos

como reducdo da pressdo sanguinea
imunomodulatérios™.

Os hidrolisados enzimaticos de colageno (HC) s@o produtos obtidos a partir da hidrélise
da gelatina e ja sdo comercializados para o publico em geral pelo mercado farmacéutico,
como produto de venda livre. A sua inocuidade a satide humana € testemunhada pelo status
concedido pela FDA americana de GRAS (generally recognized as safe)B. Esse produto
tem recebido atencdo pelas suas possiveis propriedades no tratamento de doencas

osteoarticulares. No entanto, sdo poucos os estudos que buscaram estudar o efeito

fisiologico da administrag@o oral de hidrolisado de coldgeno sobre o 0sso osteoporotico.
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Diante dessas consideragdes, este estudo teve como objetivo principal investigar o
efeito da administracdo oral de hidrolisado de coldgeno, como suplemento protéico, sobre
os marcadores bioquimicos de formacdo Ossea, resisténcia biomecanica, e composi¢ao
Ossea e caracteristicas histolégicas de ratas ovariectomizadas, utilizadas como modelo

experimental de osteoporose.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Quarenta e oito ratas da linhagem Wistar, provenientes do Centro Multidisciplinar
para investigacao Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
foram mantidas em gaiolas individuais, em ambiente com controle de temperatura 22+2°C
e ciclos de luz-escuro alternados a cada 12h. O experimento foi aprovado pelo Comité de
Etica, do Instituto de Biologia da UNICAMP (anexo 1).

Aos trés meses de idade os animais foram divididos em 6 grupos: 3
ovariectomizados (“OVX”), 2 intactos (“I”), os quais ndo sofreram qualquer procedimento
cirirgico, e um grupo sham-operated, submetido apenas a uma cirurgia simulando a
ovariectomia. Embora n3o haja um consenso no tempo para que a osteopenia ou
osteoporose se desenvolva nas ratas, alguns estudos referem que a osteopenia se manifesta

A Z . 221,22
um mes apos a ovarlectomia™’

. Neste estudo a ovariectomia foi realizada segundo técnica
descrita por CARVALHO? em ratas com 3 meses de idade. O controle de ganho de peso e

consumo alimentar das ratas foi feito trés vezes por semana.

44



Introducdo Geral

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com cetamina, 80 mg/kg, e
xilazina, 8 mg/kg>. Amostras de sangue foram coletadas por puncio cardiaca e as vértebras
e fémures, extirpados.

2.2. Dietas

Agua e racdo comercial (Nuvital, Curitiba) foram oferecidas ad libitum até os 4
meses de idade. Ao iniciar o tratamento com HC (apds a instalacio de um quadro de
osteopenia), a alimentagdo passou a ser controlada utilizando-se como referéncia o
consumo dos grupos intactos, a fim de minimizar o aumento do peso corpéreo das ratas
associado 2 ovariectomia®’. O tratamento teve oito semanas de duracdo (até 0 momento em
que as ratas completaram 6 meses de idade).

Para a formulagdo das dietas experimentais utilizaram-se os ingredientes
recomendados pelo American Institute of Nutrition para ratos adultos®. Na dieta
tratamento, suplementou-se HC (GELITA South America), adicionado na forma de pé as
dietas experimentais. A dieta controle foi suplementada de gelatina, grau farmacéutico,
também na forma de pd, de acordo com a quantidade de HC adicionado as experimentais.
A composi¢do centesimal das dietas utilizadas encontra-se no anexo 2 e o protocolo
dietético para os diferentes grupos experimentais, na tabela 1.

A quantidade de HC suplementada foi em dois niveis: HCS, proporcional a 5 vezes
a quantidade recomendada como suplemento para humanos (10g/dia para um adulto de

60kg), e HC10, ou duas vezes o nivel 5.
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Tabela 1. Protocolo dietético

Grupos Tratamentos Dosagens Dosagens
(g/D)

OVX-HC5 Hidrolisado de coldgeno 0,207 equivalente a 5x a dose (10g/D) para
humanos

OVX-HC10 Hidrolisado de colageno 0,415 equivalente a 10x a dose (10g/D) para
humanos

OVX-G Gelatina 0,415 equivalente a 10x a dose (10g/D) para
humanos

I-G Gelatina 0,415 equivalente a 10x a dose (10g/D) para
humanos

I-HC Hidrolisado de coldgeno 0,415 equivalente a 10x a dose (10g/D) para
humanos

SHAM-HC  Hidrolisado de colageno 0,415 equivalente a 10x a dose (10g/D) para
humanos

2.3. Composicao quimica dos fémures e vértebras

Determinou-se o teor de Ca, Na, Zn, Fe, K, P, Mg, Mn, Pb e Cu por meio de
espectrometria de emissdo atdmica por plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) em
equipamento BAIARD ICP 2000, do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL; cinzas
(A.A.C.C., 1990)* e proteinas totais pelo método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1975)*,
utilizando como fator de conversdo de proteinas: 6,25.
2.4. Parametros fisicos dos fémures e vértebras

Os ossos foram limpos por meio da retirada dos tecidos moles com a utiliza¢do de
tesoura e bisturi. Realizou-se a medi¢do do peso de todos os ossos e didmetros menor e
maior das epifises dos fémures.
2.5. Parametros biomecanicos

Ap6s extirpacdo, os ossos foram armazenados individualmente, envoltos em gases
umedecidas com solucdo salina (0,9% de NaCl) e, congelados a -20°C durante um més.

Para o ensaio, fémures e vértebras foram descongelados por 12 horas e mergulhados em

46



Introducdo Geral

solucdo salina (0,9% de NaCl), onde permaneceram por mais aproximadamente 4 horas,
segundo técnica descrita por MELLO?.

Realizou-se o teste de flexdo em trés pontos para os fémures, e o teste de
compressao nas vértebras. No teste de flexao em trés pontos os fémures foram apoiados em
suas extremidades, sobre dois suportes distanciados 18 mm. Foi entdo aplicada uma forca
na por¢ao medial do osso. No teste de compressao as vértebras foram apoiadas sobre uma
superficie plana. Para ambos os testes a velocidade da forca aplicada foi de 2mm/min. A
cada incremento de carga registrou-se a deformagdo correspondente para construcdo do
gréafico carga vs deformacgao, por meio do software acoplado ao equipamento MTS modelo
TestStar II, da Faculdade de Engenharia Mecanica/UNICAMP. A partir desse grafico
calculou-se a carga maxima, que corresponde a maior carga aplicada durante o ensaio, até o
momento de ruptura do 0sso”".

2.6. Analise histolégica do tecido 6sseo

Com o objetivo de observar alteracdes nas caracteristicas das trabéculas dsseas,
cortes histolégicos coletados de animais submetidos aos diferentes tratamentos foram
descalcificados, corados e fotografados em microscépio de luz. As imagens foram
capturadas em camera digital, e processadas no programa Image Pro-Plus do Departamento
de Histologia e Embriologia, Instituto de Biologia da UNICAMP.

2.7. Marcadores bioquimicos de formacao éssea

Fosfatase Alcalina Total e Ossea: foi realizada pelo laboratério LAB&VET (SP)* em soro.

A fracdo dssea (termoldbil) foi determinada por diferenca entre a fragcdo total e a termo-
estdvel (hepdtica, intestinal, placentdria, Nagao, Regan e Kasahara).
Osteocalcina: determinada em soro, por meio de imunoensaio enzimatico (Metra

Osteocalcin - Quidel).
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2.8. Tratamento estatistico dos dados

A andlise dos dados foi feita pela ANOVA multivariada do software GraphPad
Instat 3, utilizando-se o teste de Tukey para verificar as diferencas entre os tratamentos, no

nivel minimo de significancia convencional de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Modelos de osteoporose experimental geralmente sdo representados pela rata
ovariectomizada. O tratamento da osteoporose com proteina do soro do leite, isoflavonas da
soja e estradiol, por exemplo, tem sido utilizado em ratas ovariectomizadas para suprimir os
efeitos da reducdo dos niveis de estrogénio, ocasionados pela ovariectomia. Este estudo
utilizou a rata castrada para avaliacdo do efeito do HC sobre algumas caracteristicas dsseas.

Analisando a evolucdo de peso apds a cirurgia, observou-se que as ratas
ovariectomizadas tiveram maior ganho de peso comparado com as intactas e sham-
operated (Figura 1), embora sem diferencas significativas na ingestdo alimentar entre esses

grupos (p=0,1198).
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Figura 1. Evolucdo ponderal das ratas dos diferentes grupos experimentais registrada

durante as 11 semanas apds ovariectomia.
n = § ratas por grupo; p<0,05 (teste Tukey): * vs intactos (I-G e I-HC) e Sham-operated (SHAM-HC).

Apesar do maior ganho de peso nos animais castrados em relacio aos intactos, ndo
foram encontradas diferengas nos didmetros das didfises dos fémures entre os grupos.

Tais resultados se mostram coerentes com os encontrados na literatura®” 2%, O
maior ganho de peso nas ratas castradas parece estar associado a falta do efeito regulatério
do estrogénio sobre a gordura corporal. Segundo HIDAKA'', as ratas ovariectomizadas
consomem maior quantidade de alimento e o utilizam mais eficientemente, o qual €
consistente com o fato de que os grupos ovariectomizados ganharam mais peso, mesmo na
condicdo de consumo pareado. Entende-se que a auséncia do estrogé€nio precipita o
actimulo da gordura corporal e o desenvolvimento da osteoporose.

O sucesso da ovariectomia também pode ser verificado no momento do sacrificio

dos animais, uma vez que o tecido uterino encontrava-se atrofiado.
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Figura 2. Valores médios e erro padrao dos teores protéicos das vértebras, obtidos apds 8

semanas de suplementacao, nos diferentes grupos.
n= 6 ratas por grupo;

* p<0,05 (teste Tukey): OVX-HCI10 vs OVX-G;

T p<0,05 (teste Tukey): OVX-HC10 vs SHAM-HC

O conteddo protéico das vértebras nas ratas castradas que receberam HC na maior
propor¢ao foi maior quando comparado as ratas que consumiram gelatina, indicando que o
hidrolisado pode contribuir para um maior teor de proteinas no osso de ratas osteopénicas.
Quanto aos fémures, embora os resultados ndo tenham apresentado diferenga estatistica no
teor protéico entre os grupos experimentais (p=0,1914), as ratas castradas que receberam
HC apresentaram fémures com maior teor protéico em relagdo as castradas, com gelatina
(22,3% e 21,3%, respectivamente).

O HC e a gelatina possuem a mesma composi¢do aminoacidica, entretanto, a
gelatina ndo acarretou em aumento no teor protéico nas vértebras ou fémures. Os
resultados encontrados sugerem que o maior teor de proteinas, encontrado nas vértebras,
pode ser decorrente de uma absor¢ao mais efetiva do hidrolisado em relagao a gelatina.

OESSER et al’®, ao investigar o tempo de absor¢do de um HC e sua distribui¢io nos

diversos tecidos de ratos observou que, 95% do hidrolisado foi absorvido nas primeiras 12
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horas apds a ingestao, o que indica que mesmo peptideos de maior PM (10 kDa) podem ser
absorvidos. Adicionalmente, observou-se uma maior deposicdo de coldgeno nos 0ssos e
cartilagens nos grupos que consumiram HC. Em estudo in vitro, realizado mais
recentemente pelo mesmo autor, observou-se uma maior estimulacdo de condrocitos
(principais células encontradas nas cartilagens) apés a adicao de HC, indicando que o HC
pode estimular a sintese de coldgeno tipo II''. A maior sintese e deposi¢io de coldgeno nos
0ss0s contribui para um aumento no teor protéico do 0sso.

NOMURA et al’’, observaram maior teor de coldgeno tipo I em ratas
ovariectomizadas que consumiram HC, em relagdo ao grupo controle (com albumina).
Nesse estudo, os autores relatam que a metodologia utilizada para quantificar o coldgeno
extrai apenas o coldgeno novo, ou seja, apenas o coldgeno que ainda nao estd preso aos
cross-linkings da matriz 6ssea. Dessa forma, o coldgeno analisado tinha sido sintetizado
recentemente, demonstrando que a suplementacdo com HC foi capaz de induzir a producao
de coldgeno tipo L.

Portanto, o maior teor protéico encontrado nas vértebras das ratas que receberam o
HC na maior proporcdo, pode ser justificado pela maior absorc¢ao de peptideos provenientes
do HC, além de uma maior deposicdo desses peptideos nos ossos. Além disso, pode ter
ocorrido um estimulo da sintese de coldgeno tipo I pelos osteoblastos, pela possivel

presenca de peptideos bioativos na proteina hidrolisada, mas ndo na intacta.
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Tabela 2. Valores médios de peso (g) e erro padrdo (fémures e vértebras) dos diferentes
grupos, obtidos apds 8 semanas de suplementacgdo.

Grupos Peso médio dos fémures (g) Peso médio das vértebras (g)
I-G 0,71 + 0,013 0,15+ 0,003
I-HC 0,62 + 0,025 0,08 + 0,005#
SHAM-HC 0,62 + 0,015 0,12 + 0,005
OVX-HC5 0,76 + 0,021*+ 0,12+ 0,013
OVX-HC10 0,73 + 0,022%y 0,14 + 0,005*
OVX-G 0,66 + 0,029 0,13+ 0,010

n=3§

Para fémures: p<0,05 (teste Tukey):

*ys I-HC

+ vs SHAM-HC

Para vértebras: p<0,05 (teste Tukey):

*ys I-HC

#vs I-G

Comparando o peso dos fémures, entre os grupos que receberam HC, observou-se
que os ossos dos animais ovariectomizados pesavam mais do que os intactos e sham
operated (Tabela 2). Esse resultado demonstra que o tratamento com HC foi capaz de
elevar o peso dsseo das ratas com osteoporose, mas ndo dos animais sauddveis, sugerindo
que a acdo dos peptideos bioativos de coldgeno sdo efetivas apenas quando a massa dssea
estiver comprometida. Adicionalmente, embora sem diferenca estatistica, o peso médio dos
fémures foi menor para o grupo ovariectomizado que recebeu gelatina, comprovando que o
tratamento com HC pode ter acarretado um aumento de peso nos fémures desses animais.
Isso pode ser reflexo de uma maior deposicdo protéica nos 0ssos, observado pelo maior teor
de proteina Ossea encontrado nos f€mures, embora ndo tenha sido significativo
estatisticamente.

No caso das vértebras, entre os grupos intactos, aquele que recebeu gelatina teve

maior peso (Tabela 2), sugerindo que para as ratas ndo osteopénicas a gelatina pareceu
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exercer um efeito aditivo sobre o peso 6sseo. Ainda com relagdo as vértebras, o grupo
intacto tratado com HC apresentou menor média de peso em relacdo ao grupo
ovariectomizado que recebeu o mesmo tratamento. Esse resultado se mostra coerente com
aqueles encontrados nos fémures, o que reforca a hipétese de que a suplementacdo com HC

tem efeito apenas nos 0ssos osteopénicos.
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Figura 3. Carga mdxima para vértebras (valores médios e erro padrdo), obtida por meio do
ensaio de compressao, apds 8 semanas de suplementagao, nos diferentes grupos.

n= 4 por grupo;

* p<0,05 (teste Tukey): OVX-HC10 vs OVX-G;

T p<0,05 (teste Tukey): OVX-HC10 vs I-G.

O desempenho mecanico do osso pode ser estudado por meio da realizacdo de testes
biomecanicos. A caracterizagdo funcional do osso, como uma estrutura dinamica pode
fornecer dados fundamentais sobre a resisténcia Ossea e conseqiientemente, sobre a
qualidade do osso.

Os resultados do ensaio mecanico (Figura 3) mostram que as vértebras das ratas que

receberam suplementacdo com HC na maior propor¢ao suportaram maior carga, em relacio
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as que receberam gelatina, indicando que o HC pode contribuir para uma maior resisténcia
do 0sso ao esfor¢o e a pressao na rata osteopénica.

Em relacio a carga méaxima nos fémures (dados nao mostrados graficamente)
observou-se que nao houve diferencga estatistica entre os grupos tratados com HC e os
tratados com gelatina (p=0,3521). Tudo parece indicar que nos fémures, a resposta ao
tratamento com HC foi diferente ao das vértebras, ja que possuem maior quantidade de
osso cortical, diferentemente das vértebras, onde o osso trabecular € predominante,
metabolicamente mais ativo e mais sensivel as altera¢cdes metabdlicas. Desta maneira, a
perda de massa Ossea no tecido trabecular resulta ser maior do que no cortical. Sendo
assim, os dados sugerem que a perda dssea no tecido cortical, causada pela ovariectomia,
ndo tenha sido suficiente para ocasionar uma alteracdo na resisténcia mecanica dos
fémures.

Assim, a carga maxima aumentada observada nas vértebras dos grupos
ovariectomizados tratados com HC pode ser o reflexo da melhora da estrutura, ou aumento
da robustez, do tecido trabecular.

Os efeitos do HC sobre a biomecénica do osso ainda ndo foram observados. No
entanto, este estudo mostrou que o HC parece contribuir para a preservacdo da resisténcia

maxima das vértebras.
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Tabela 3. Valores médios e erro padrao de osteocalcina sérica (ng/mL), analisados apds 8
semanas de suplementacao, nos diferentes grupos.

Grupos Osteocalcina (ng/mL)
I-G 7,2+0,17%

[-HC 6,32 + 0,33
SHAM-HC 7,38 +0,13*
OVX-HC5 6,39 + 0.4
OVX-HC10 5,26 + 0,43

OoVX-G 7,69 + 0,32*

n=4; * p<0,05 (teste Tukey): vs OVX-HCS.

A osteocalcina reflete especificamente a atividade osteobldstica, sendo que apds
liberacdo pelo osteoblasto, a maior parte desta proteina € incorporada pela matriz
extracelular uma vez que possui forte interagdo com o célcio e com cristais de
hidroxiapatita33. Uma pequena fragdo do total € liberada para a circulacdo, onde pode ser
detectada por meio de imunoensaios.

Os niveis séricos de osteocalcina foram maiores no grupo ovariectomizado que
recebeu gelatina, em comparacdo ao grupo tratado com HC (Tabela 3). Isso indica que a
concentracdo de osteocalcina liberada na circulagdo sanguinea foi menor nas ratas que
receberam o hidrolisado na maior dosagem porque mais moléculas de osteocalcina foram
retidas no osso, restando apenas uma pequena fracdo para ser liberada na corrente
sanguinea.

Outros estudos envolvendo a administracdo de fatores promotores da deposi¢do de
massa Ossea (PTH e estrogénio) em ratas castradas também demonstraram uma menor
concentracio sérica de osteocalcina nos grupos tratados™. A conclusio dos autores foi que

a combinacdo destes fatores deve contribuir no tratamento da osteoporose pOs-
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menopausica. SZULC e cols® , em estudo realizado com 195 mulheres idosas, por sua vez,
observaram que os niveis séricos de osteocalcina nos grupos tratados com célcio e vitamina
D foram menores do que naqueles que receberam o placebo, sugerindo que esses nutrientes
tém uma agdo indireta sobre o turnover 6sseo e podem contribuir para a manutenc¢io da
massa 0ssea.

Na Figura 4 estao expressos os resultados de fosfatase alcalina total e 6ssea, obtidos
ao final do ensaio para os diferentes grupos experimentais. Comparando, tanto os valores
de FAT, como os de FAO dos grupos ovariectomizados (OVX), os intactos (I), foi
constatado que as ratas ovariectomizadas que receberam HC na maior proporgao,
apresentaram valores estatisticamente maiores de FAT e FAO (p=0,025 e 0,0081,
respectivamente). Esse resultado ndo era esperado, pois demonstrou que a ovariectomia,
por si s, pode ter uma influéncia na massa dssea, contrdria ao aumento da atividade
enzimatica, sugerindo que a maior atividade da fosfatase alcalina € apenas compativel com
a tentativa compensatéria do organismo, mas niao necessariamente com um aumento na

massa gssea.
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Figura 4. Valores de Fosfatase Alcalina Total (FAT) e Ossea (FAO) (valores médios e erro

padrao), obtidos apds 8 semanas de suplementacdo, nos diferentes grupos.
n =4 por grupo;

FAT:

# p<0,05 (teste de Tukey): OVX-G vs I-G

FAO:

* p<0,05 (teste de Tukey): OVX-HC10 vs I-G e I-HC

T p<0,05 (teste de Tukey): OVX-G vs I-HC
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Tabela 4. Valores médios e erro padrao do contetido mineral 6sseo (mg/kg) de fémures.

Elemento Grupos
(mg/kg) OVX-HC10 -G OVX-HC5 OVX-G SHAM-HC I-HC
Cilcio 193569 + 3063 200822 +9550 189200 + 6984 173010 + 21149 198447 + 330 159295 + 11673*
Cobre 26+ 1 27+1 26+ 1 20 +3 2542 19+2%
Ferro 62+6 76 + 14 72+38 62+22 65+ 12 42412
Potéssio 2120 + 88 1852 + 106 1875 + 206 1784 + 120 F 17801 + 196 1502 + 180 F
Manganés 0,86 + 0,26 0,65 + 0,08 0.84 +0,15 0,69 + 0,08 2,02+ 1,32 0,65 + 0,21
Sédio 5044 + 91 5256 + 249 4948 + 125 5077 + 174 5106 + 35 4681 + 181
Fésforo 82012 + 68721 + 86407 + 62505,9 +
93286+ 1706 86199+ 4107 3403 14876 562 8996,44
Chumbo 0 0 0 0 0 0
Zinco 185 + 10 211+ 12 180 +7 155 +25 177 +5 135+ 8 %
Magnésio 3187 + 44 3449 + 124 3246 + 91 2737 + 374 3157 + 87 2338 + 122%#
n = 4; p<0,05 (teste de Tukey):
*ys I-G
T vs OVX-HC10
#vs OVX-HCS
Tabela 5. Valores médios e erro padrao do contetido mineral 6sseo (mg/kg) de vértebras.
Elemento
(mg/kg) Grupos
OVX-HC10 -G OVX-HC5 OVX-G SHAM-HC I-HC
204678 +
Cilcio 157190 + 9393 189792 + 6943 194675 + 4889 181225 + 9487 178198 + 1945 2377
Cobre 9,27 +7.82 7,62 +7.28 3,12+2,63 10,78 + 4,82 18,08 + 1,66 4,54 +2,65#
Ferro 231+ 54 206 + 67 183 +21 106 + 19 106 + 17 473 +29
Potdssio 2441 + 3205 + 2486 + 1083 + 1088 + 520 +
179 333 251 194 % 344 1% 195
Manganés ND ND ND ND ND ND
Sédio 4623 + 5491 + 5812+ 4276 + 4391 + 4238 +
162 193 281 377 399 257
Fésforo 74915 + 91804 + 93333 + 83874 + 82077 + 94722 +
3930 3915 3372 4708 2719 1064
Chumbo ND ND ND ND ND ND
Zinco 239 + 256 + 275 + 244 + 254 + 284 +
45 5 18 2 11 10
Magnésio 2746 + 3498 + 3387 + 3410 +
156 116 91 ND 107 ND
n=4; p < 0,05 (teste de Tukey):
*vs I-G
T vs OVX-HC10
#vs SHAM-HC
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O contetido mineral dsseo encontrado estd descrito nas Tabelas 4 e 5. Os valores de
massa Ossea devem ser considerados validos quando forem menores nas ratas
ovariectomizadas do que as do grupo basal®®. Este estudo ndo utilizou um grupo sem
suplementagao nenhuma, ji que o objetivo era comparar o efeito da suplementagdo de
hidrolisado de coldgeno com a gelatina. Por isso, compararam-se as médias entre o grupo
ovariectomizado consumindo o HC e a gelatina. Embora sem diferenca estatistica,
observou-se uma maior concentracdo de minerais (cdlcio, cobre, potdssio, manganeés,
fosforo, zinco e magnésio) nos fémures e vértebras das ratas que receberam o hidrolisado
de coldgeno, quando comparado as que receberam gelatina. Ou seja, os animais castrados
que foram suplementados com gelatina (grupo controle) apresentaram quantidades menores
de minerais dsseos.

Este resultado evidencia que a ingestdo de HC contribuiu para um aumento do
conteddo mineral ésseo, o que nao foi visto nos animais osteopénicos suplementados com
gelatina. Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos realizados por Wu e al'*
e Nomura et al*. Em ambos observou-se um aumento da densidade mineral ssea nos
grupos que receberam tratamento com HC, embora ndo tenham qualificado os minerais
0sseos.

Observa-se que, tanto nas vértebras como nos fémures, houve uma maior
concentracdo de potédssio entre os grupos castrados que receberam o hidrolisado de
coldgeno comparado com o castrado, com gelatina (p<0,05). Adicionalmente, entre os
grupos intactos, aquele que recebeu gelatina teve uma concentracdo dssea de cdlcio, cobre,
fosforo e magnésio significativamente maior nos fémures, sugerindo que o hidrolisado nao
tem efeito benéfico sobre o osso de ratas sauddveis e que, nestes casos, a gelatina parece

aumentar mais o conteido mineral dsseo do que o hidrolisado. Ainda com relagdo aos
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fémures, o grupo intacto que recebeu hidrolisado teve a menor concentragdo de minerais
em relagcdo a todos os outros grupos.

FUGITA e colaboradores (2002), estudaram o efeito da suplementacdo, por um
periodo de 4 meses, de cdlcio com coldgeno sobre a dor nas articulagdes em mulheres
idosas com osteoartrite. Os autores observaram que os grupos tratados tiveram reducdo da
dor, comparando com os grupos placebo. FUGITA sugere que este fato pode estar
associado a uma redugdo na reabsorcao 6ssea, € que o coldgeno pode agir sobre o sistema
imune, impedindo ou reduzindo a liberagdo de citocinas que estimulem a reabsor¢ao dssea
por meio da liberacio de colagenases. Portanto, os peptideos de coldgeno parecem
contribuir para a preservacdo de massa 6ssea, também pela a¢do sobre o sistema imune.
Entretanto, no atual estudo isso ndo foi verificado, embora sejam informacgdes que nos

auxiliam a explicar e entender os resultados encontrados.
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Figura 5. Microscopia da epifise de fémur de ratas ovariectomizadas que receberam dieta
suplementada com gelatina (OVX-G). Coloragdo com hematoxilina eosina. Aumento de 20

X. (OT) Tecido Osseo Trabecular; (TC) Tecido cartilaginoso.

Figura 6. Microscopia da epifise de fémur de ratas ovariectomizadas que receberam dieta
suplementada com hidrolisado de colégeno (OVX-HC10). Coloragdo com hematoxilina
eosina. Aumento de 20 X. (OT) Tecido Osseo Trabecular; (TC) Tecido cartilaginoso.
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Figura 7. Microscopia da vértebra de ratas ovariectomizadas que receberam dieta
suplementada com gelatina (OVX-G). Coloragdo com hematoxilina eosina. Aumento de 20
X. (T) Trabéculas; (OT) Tecido Osseo Trabecular. (TC) Tecido Cartilaginoso.

Figura 8. Microscopia da vértebra de ratas ovariectomizadas que receberam dieta
suplementada com hidrolisado de colégeno (OVX-HC10). Coloragao com hematoxilina
eosina. Aumento de 20 X. (OT) Tecido Osseo Trabecular. (TC) Tecido Cartilaginoso.
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As fotografias histolégicas dos fémures das ratas ovariectomizadas podem ser
observadas nas figuras 5 e 6; as vértebras podem ser observadas histologicamente nas
figuras 7 e 8. As imagens obtidas pela microscopia de luz evidenciam algumas diferencas
estruturais da regido da cabeca femural e nas vértebras entre os grupos ovariectomizados
tratados com gelatina e HC.

A presenca de trabéculas e de tecido 6sseo foi observada qualitativamente, ndo se
utilizando métodos morfométricos. A formacdo e reabsorcdo Ossea nos fémures foram
analisadas nas epifises, onde hd maior presenca de tecido esponjoso, o qual é mais
susceptivel a alteracdes, por ser mais vascularizado.

No grupo que recebeu dieta suplementada com hidrolisado de coldgeno, observam-
se trabéculas Gsseas mais espessas quando comparado ao grupo controle (com gelatina). E
possivel observar no grupo tratado com o hidrolisado uma menor perda de osso trabecular
do que no grupo que recebeu gelatina.

Esses resultados sugerem que no grupo ovariectomizado suplementado com gelatina
houve diminuicdo de tecido 6sseo com aumento da reabsor¢do Ossea, observada pelo
adelgacamento das trabéculas, o que torna o osso mais susceptivel a fraturas. A
suplementagdo com gelatina ndo foi capaz de suprimir a perda dssea causada pela
ovariectomia.

Em relacdo as vértebras, a andlise qualitativa das fotos histolégicas mostra tecido
trabecular §sseo mais espesso € maior conectividade entre as trabéculas no grupo castrado
que recebeu HC, comparado aquele que recebeu gelatina.

Resultados semelhantes foram observados por NOMURA et al’?, a0 comparar a
administracdo de um hidrolisado de coldgeno contra albumina (grupo controle) em ratas

ovariectomizadas. Neste estudo o autor encontrou maior nimero de trabéculas dsseas nas
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ratas castradas que receberam albumina, quando comparado com o grupo suplementado
com o hidrolisado, sob as mesmas condigdes.

Estudos que analisem as caracteristicas morfométricas sdo necessdrios para
esclarecer a acdo do HC sobre o nimero e espessura de trabéculas no osso de ratas

osteopénicas.

4. CONCLUSAO

No presente estudo demonstrou-se que a rata ovariectomizada pode ser utilizada
como um modelo experimental seguro para simular a perda 6ssea em mulheres
menopausadas. Isto pode ser evidenciado pelo aumento de peso nas ratas submetidas a
castracdo e pela atrofia dos ovérios.

Em relacdo a suplementacdo com o HC observou-se que o tratamento com esta
proteina mostrou ser eficaz, quando analisamos determinados parametros como a
osteocalcina, resisténcia mecanica e teor protéico.

Adicionalmente, a andlise dos cortes histologicos indica diferencas estruturais entre
os grupos tratados e o controle, com maior preservagao de tecido trabecular 6sseo no grupo
ovariectomizado que recebeu HC.

Entretanto, o efeito benéfico do HC nao foi igualmente verificado nas vértebras e
nos fémures, o que pode ser justificado pela diferenca nos tipos de tecido presentes
predominantemente em cada um desses tipos de 0sso.

A administracdo oral de HC foi capaz de aumentar a massa dssea, especialmente nas
ratas ovariectomizadas, evidenciando que a ingestdao de peptideos de coldgeno traz efeitos
benéficos em ratas osteopénicas. Isto sugere que esses efeitos também possam ser

observados em mulheres menopausadas. No entanto, mais estudos em humanos e animais
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devem ser realizados para comprovar a eficicia e elucidar o real mecanismo de acdo destes

hidrolisados sobre o metabolismo dsseo.
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Composicao centesimal das dietas utilizadas

Grupo % cinzas' % umidade” Y%proteinas’ % lipideos® % carboidratos’
experimental
OVXHCS5  2.27+0.28 772+028  13,12+047  425+0,14 72,33 + 0,88
OVX HC 10 2.45+0,66 777+049  13,78+028 4,85+ 0,01 71,31 + 1,66
ovX G 2,25 +0,92 7,37 + 0,45 15,43+ 1,71 4,93 +0,44 69,96 + 1,42
SHAM HC 2,42 + 0,09 8,45 + 0,68 13,78 + 0,6 4,04 + 0,28 70,78 + 0,3
1G 2,64 +0,01 7,8 +£0,28 15,43 +0,3 4,59 + 0,36 69,54 + 0,46
IHC 2,1+0,1 8,17+ 0,17 13,78 + 0,18 4,53 + 0,09 72,30 + 0,19

1. Obtida pelo método cinzas (A.A.C.C., 1990)°°

2. Obtida pelo método Instituto Adolfo Lutz, 1985.

3. Obtidas pelo método de Kjeldahl (A.0.A.C., 1975)”

4. Obtidos pelo método de Bligt & Dyer, 1959

5. Obtidos por diferenga.
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