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RESUMO

O osso ¢ um tipo de tecido conjuntivo metabolicamente ativo que sofre um processo continuo de
renovacao e remodelagdo. A partir dos 50 anos de idade ou nas mulheres apds a menopausa esse
processo de remodelacdo se torna negativo, causando perda Ossea e conseqiientemente
osteoporose. Atualmente, os principais tipos de tratamentos para osteoporose sdo: terapia de
reposi¢do hormonal (TRH), moduladores seletivos de receptores de estrogénio (SERMs),
calcitonina, compostos bifosfonados, agentes anabolicos (peptideos da familia do paratormonio),
suplementacdo de calcio e vitamina D ou mesmo prébidticos que favoregcam a absorgdo destes
nutrientes. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estudar a biopoténcia dos
frutooligossacarideos (FOS) bem como da TRH no metabolismo de célcio em ratas
ovarectomizadas. Ratas adultas foram submetidas a um procedimento cirurgico de castragdo,
sendo divididas em dois grupos: castradas e ndo castradas. Apos esse procedimento transcorreram
30 dias e, apos esse periodo, receberam ou ndo o FOS em associacdo ou ndo com estrogénio
sintético por 20 dias (G1= Nao castrado + gavagem com FOS; G2= Nao castrado + gavagem com
agua; G3= Castragdao + gavagem com FOS + inje¢do de hormodnio; G4= Castracdo + gavagem
com FOS + injecdo de solugdo salina; G5= Castracdo + gavagem com agua + injegdo de
hormonio; G6= Castragdo + gavagem com agua + inje¢do de solugdo salina). Resultados: os
animais castrados (G3, G4, G5 e G6) tiveram um maior ganho de peso quando comparados com
os grupos controle; o FOS favoreceu a absor¢do de calcio; os niveis de calcio sérico se
mantiveram constantes em todos os grupos; a atividade da fosfatase alcalina aumentou nos
grupos G1 e G6; a administragdo conjunta de FOS e da TRH foi mais eficaz na deposicao de
calcio bem como na recuperacdo da estrutura 6ssea das ratas castradas quando comparados aos
mesmos tratamentos administrados isoladamente.

Palavras-chaves: Frutooligossacarideo; ovariectomia; osteoporose; terapia de reposicao

hormonal; menopausa.
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ABSTRACT

The bone is a type of connective tissue in men active with a continuous process of renewal and
remodeling. From 50 years old or in the women after the menopause this process of remodeling
becomes negative, leading to bone loss and consequently osteoporosis. Currently, the main types
of treatments for osteoporosis are: hormonal replacement therapy (HRT), selective estrogen
receptor modulator (SERMs), calcitonin, biphosphonates compounds, anabolic agent,
suplementation with calcium and vitamin D or even oligosaccharides that increased the
absorption of these nutrients. In this study the biopotency of the fructooligosaccharides (FOS) as
well as of the HRT in the calcium metabolism in castrated rats where investigated. Female adult
rats were castrated (OVT). After 30 days of castration the animals received FOS by gavage and
synthetic estrogen for over 20 days (G1= Sham castration + FOS; G2 = Sham castration + water;
G3=castration + FOS + estrogen; G4 =castration + FOS + saline; G5 =castration + water +
estrogen; G6 =castration + water + saline). Results: the OVT animals (G3, G4, G5 and G6)
showed higher weight than the control group, the groups treated with FOS increased the calcium
absorption; the levels of calcium in the serum were unchanged in all the groups; the activity of
alkaline phosphatase was increased in the groups G1 and G6, however the mechanism involved
seems to be different ; the association of FOS and TRH treatment improved the calcium
deposition as well as the recovery of the bone structure in OVT rats as compared to the FOS or
HRT treatment separately managed.

Word-keys: Fructooligosaccharides; ovariectomy; osteoporosis; hormonal replacement

therapy; menopause.
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Introdugdo

1)INTRODUCAO

O sistema esquelético ¢ tdo essencial a vida quanto qualquer outro sistema organico, pois
desempenha um papel imprescindivel na homeostase mineral, abriga os elementos
hematopoiéticos, oferece sustentacdo mecanica aos movimentos, protege e determina os atributos

do tamanho e forma corporais (Ranzi et al, 2000).

O osso ¢ um tipo de tecido conjuntivo metabolicamente ativo que sofre um processo
continuo de renovagio e remodelagio. E singular porque é um dos poucos tecidos que
normalmente se mineralizam e, bioquimicamente, ¢ definido por uma mistura especial de matriz
organica (35%) e elementos inorganicos (65%). O componente inorganico (hidroxiapatita de
calcio) ¢ o mineral que confere forga e resisténcia aos 0ssos, sendo o armazém de 99% do calcio,
85% do fosforo e 65% do sddio e magnésio corporais. J& os componentes organicos, incluem-se

as células Osseas e as proteinas da matriz (Ranzi et al, 2000).

Os adultos possuem dois tipos de tecido 6sseo: o tecido dsseo cortical, que € o principal
componente de ossos tubulares longos e caracteriza-se por ser compacto e rigido; e o tecido 6sseo
trabecular, que estd presente particularmente nas vértebras (onde constitui aproximadamente 50%
destas) e nas epifises dos ossos longos, caracterizando-se por ter uma estrutura mais esponjosa

(Brouns e Vermeer, 2000).
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Em individuos adultos a remodelagdo Ossea ¢ de aproximadamente 25% para o 0sso
trabecular, e de 3% para o osso cortical, sendo que o osso trabecular apresenta uma maior relagao
superficie/volume e ¢ metabolicamente mais ativo (Riggs e Melton, 1995).

Durante o crescimento e maturagdo esquelética, isto €, em torno de vinte anos, ocorre um
acumulo 6sseo de calcio na propor¢ao de 150mg/dia, prevalecendo o processo de deposicao deste
mineral através da sobreposicao da acdo dos osteoblastos sobre os osteoclastos. Posteriormente,
quando o individuo entra na idade adulta, ou seja, entre 20 e 50 anos ou até a mulher entrar na
menopausa, ocorre um equilibrio entre os processos de absor¢do e a reabsorgdo, estando o
numero ¢ atividade dos osteoblastos e osteoclastos na mesma proporgao. A partir dos 50 anos de
idade ou nas mulheres ap6s a menopausa, o processo de remodelagdo Ossea se torna negativo, ou
seja, a acao dos osteoclastos se sobrepde aos osteoblastos, causando a perda dssea associada ao
envelhecimento ocasionando o processo de osteoporose, que ocorre um aumento do risco de

fraturas em ambos os sexos, porém, particularmente em mulheres (Cashman, 2002).

A osteoporose ¢ definida como uma doenga caracterizada por baixa massa Ossea e
deterioracao da microarquitetura do tecido 6sseo, causando fragilidade 6ssea e aumento no risco

de fraturas (WHO, 1994).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1999), a osteoporose tem sido
reconhecida como um pandemia e segundo dados epidemioldgicos para os Estados membros da
Unido Européia, haverdo mudancas na pirdmide etdria com concentragdo mais acentuada no
grupo de 80 anos ou mais e neste grupo havera maior incidéncia de fraturas osteoporoticas. Esta
faixa populacional passard de 8,9 milhdes de mulheres e 4,5 milhdes de homens em 1995 para

26,4 milhdes de mulheres e 17,4 milhdes de homens em 2050, representando um aumento de

2
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50% da populagdo idosa. O comportamento das fraturas de quadril, associadas a osteoporose,
passara de 414,1 para 972 milhdes, representando assim um aumento de 134% (Lanzillotti et al,
2003).

Os fatores mais importantes para a ocorréncia deste desequilibrio em mulheres sdo a idade
e o hipoestrogenismo que ocorrem na pos-menopausa. O processo € controlado por uma
complexa inter-relagdo de hormoénios sistémicos, forca mecanica, citocinas, prostaglandinas e

fatores locais de crescimento (Riggs e Melton, 1995).

De acordo com Boonen et al, 2005 e Reid, 2002, atualmente existem varios tipos de
tratamento a curto e longo prazo para osteoporose, todos eles objetivando uma redugdo do risco
de fraturas. Esses diferentes tipos de tratamento sdo divididos em terapias farmacolédgicas e nao-
farmacoldgicas, tais como: terapia de reposicdo hormonal (TRH), moduladores seletivos de
receptores de estrogénio (SERMs), administragdo de calcitonina, compostos bifosfonados,
agentes anabolicos (peptideos da familia do paratormonio) e suplementacgao de célcio e vitamina

D.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo verificar a biopoténcia do
frutooligossacarideo (FOS), sendo este um fator favoravel para absor¢ao de calcio, e da terapia de
reposi¢do hormonal (TRH) no metabolismo de calcio em ratas ovarectomizadas. Para tal, foram
realizadas analises Osseas quantitativas e qualitativas, tais como: analise de calcio e fosfatase

alcalina séricos, calcio fecal e absor¢ao aparente bem como calcio 0sseo.
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2)REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1)Calcio

O calcio ¢ um elemento quimico do grupo IIA da tabela periddica que possui dois elétrons
de valéncia (Figura 1). Este metal em solugdo perde facilmente seus elétrons ficando na forma de
fon positivo (Ca™). Esta propriedade eletrostatica tem um efeito importante no comportamento

deste ion em solucdes aquosas e na participagdo nos processos biologicos (Wood, 2000).

O corpo humano adulto contém em torno de 1200g de calcio, que representa 1-2% do
peso corporeo. Desse total, 99% encontram-se como tecido mineralizado na forma de fosfato de
calcio e carbonato de calcio, promovendo rigidez e estrutura aos ossos € dentes. O restante 1% ¢
encontrado no sangue, no fluido extracelular, musculos e outros tecidos, exercendo um papel de
mediador da contragdo vascular e vasodilatacdo, contracdo muscular, transmissdo nervosa,

coagulagdo sangiiinea e secre¢do glandular (Cashman, 2002; Institute of Medicine, 1997).

Dentre os macro e micronutrientes propostos como possiveis determinantes da satde
oOssea e riscos de osteoporose, o célcio ¢ um dos que mostram uma maior inadequacao no que se
refere ao seu consumo na dieta (Guéguen, 2000). Guéguen (1996), por exemplo, mostrou que o
percentual de consumo de célcio da populagdo francesa era menor do que dois ter¢os da RDA

(Tabela 1).
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Figura 1. Célcio como elemento quimico.

Fonte: http://nautilus.fis.uc.pt/st2.5/bitmaps/resumo-p/r020.jpg

Tabela 1. Referéncia de consumo dietético de calcio por dia de acordo com a faixa etaria (Dietary

Reference Intake) (Food and Nutrition Board, 1998)

Faixa etaria
0-6 meses
7-12 meses
1-3 anos
4-8 anos
Homens
9-18 anos
19-50 anos
>51anos
Mulheres
9-18 anos
19-50 anos
>51 anos
Gestacao
<18 anos
>19 anos
Lactacao
<18 anos

>19 anos

RDA'/AT* (mg/d)

210
270
500
800

1300
1000
1200

1300
1000
1200

1300
1000

1300
1000

ND*
ND

2500
2500

2500
2500
2500

2500
2500
2500

2500
2500

2500
2500

UL? (mg/d)

"RDA=Ingestio Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowances)

?Al=Ingestio Adequada (Adequate Intakes)

3UL=Limite Superior Toleravel de Ingestio (Tolerable Upper Intake Level)
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Em média, 70% do calcio da dieta humana ¢ proveniente de leite e derivados, 16% de
vegetais verdes e frutas secas e 6% da agua (incluindo 4gua mineral) (Guéguen e Pointillart,

2000). Alguns alimentos e seus percentuais de calcio estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. mg de Célcio em 100g de alimento (Franco, 1999).

Alimentos Cdlcio (mg)
Leite desidratado integral 909
Leite desidratado desengordurado 1500
Leite condensado 262
Queijo Cheddar 810
Queijo Minas Frescal 420
Queijo Prato 1026
Queijo Roquefort 315
Requeijao comum 80
Iogurte integral 120
Coalhada 490
Melago 211
Melado de cana 591
Farinha Lactea 260
Farinha de peixe 4600
Farinha de soja 300
Brocolos, folha 513
Brocolos, flores 400
Couve-manteiga 330
Repolho verde cozido 47
Espinafre cru 95
Alface 38
Folha de beterraba 114
Agrido 168
Figo dessecado 223
Banana prata 15
Mamao maduro 21
Tangerina 41
Goiaba vermelha 17
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2.1.1)Metabolismo de calcio

O célcio sangiiineo esta em trés formas diferentes: como ion livre (47%), complexado
com citrato ou outros acidos organicos (6,5%) ou ligado a proteinas, especialmente pré-albumina

(Linder, 1991).

A manutencdo da concentragdo sanguinea de calcio ionizado (1,1 — 1,3mmol/L) (British
Nutrition Foundation, 1989) ¢ controlada através da absor¢do intestinal, excrecdo urinaria,

secrecdo endogena e remodelagdo dssea deste mineral (Cashman, 2002) (Figura 2).

TRATCY GASTRINTESTINAL L350
00 mg

L B 200mg, FLUIDO {?
= a Mg EXTRACFLULAR S00mg

———y —= |

125mg YOmgs S0Mmg, | |

|
SR Mg Tl | 0. ChHbbrrags b

’—\ 10"
\'| RIM

£
—

L3
L

FEZAES URINA
H25mpg 20 b

Figura 2: Modelo proposto para o metabolismo de célcio (Heilberg, 2000).

Essa regulacdo envolve sistemas fisioldgicos complexos, compreendendo a interacdo de
hormoénios calcitropicos tais como paratorménio (PTH), 1,25 diidroxicolecalciferol (1,25

(OH);,D3, calcitonina e estrogénio (Guéguen e Pointillart, 2000; Cashman, 2002).
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Somente em circunstancias extremas, bem como desnutricao ou hiperparatireoidismo que

a concentragdo de célcio ionizado fica acima ou abaixo do normal (Cashman, 2002).

A secregao desses hormdnios € controlada, totalmente ou parcialmente, pela concentragao
plasmatica de calcio ionizado, formando um sistema de feedback negativo. O PTH e a 1,25
(OH),D; sio secretados quando as concentracdes de Ca™ plasmatico estdo reduzidas, enquanto
que a calcitonina é secretada quando as concentragdes de Ca™* plasmatico estdo elevadas (British

Nutrition Foundation, 1989).

2.1.1.1)Absorc¢ao intestinal e excre¢cio endogena

A absorcao intestinal de célcio ¢ o resultado de dois processos, transporte ativo
transcelular, principalmente no duodeno e porg¢do superior do jejuno, e difusdo passiva
paracelular, que ocorre por todo intestino delgado, principalmente no ileo e muito pouco no

intestino grosso (5%) (Pansu et al, 1981; Pansu e Bronner, 1999).

O sistema de transporte ativo pode se tornar saturado e ¢ dependente da proteina
calbindina. Esse sistema envolve trés estagios: passagem através da borda em escova pelos
enterocitos, difusdo através do citoplasma e secregdo através da membrana basolateral para o

liquido extracelular (Weaver e Heaney, 1999).

O célcio atravessa a membrana do enterdcito por canais através de proteinas
transportadoras ligadas a membrana (calmodulina e proteinas de membrana carreadoras de

calcio) (Bellaton et al, 1992).



RevisdoBibliografica

Uma vez no interior do enterdcito, o céalcio pode ser transitoriamente armazenado em
organelas tais como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocondrias ou, em seguida,
atravessa o citoplasma ligado a proteinas transportadoras de calcio (calbindina-D 9K), sendo

estas um fator limitante no transporte ativo deste mineral (Bellaton et al, 1992).

O calcio pode permanecer no citoplasma ligado a calbindina-D 9K ou este complexo
pode ser incorporado aos lisossomos. Estes por sua vez, sdo retirados das células contra um
gradiente eletroquimico por duas rotas: uma pequena fragdo pela troca de 3Na” por 2Ca™ e o
restante por uma bomba de cdlcio, uma Ca-ATPase ativada pelo mineral, calbindina-D 9K e

calmodulina (Bellaton et al, 1992).

O metabolito ativo da vitamina D (1,25(OH),D;) atua diretamente no controle do
transporte ativo, ja que este controla a expressao do gene da calbindina-D 9K, causando a sintese
desta proteina e assim, regulando a migra¢ao do célcio através das células intestinais. O calcitriol
também tem a¢do lipondmica, aumentando a permeabilidade da membrana e ativando a enzima

Ca-ATPase (Bronner, 1992; Bellaton et al, 1992).

O transporte de célcio por difusdo passiva ocorre de forma intercelular através das
jungdes, envolvendo movimentagdo de agua e solutos como soédio e glicose. Este tipo de
transporte nao satura, portanto, aumenta conforme o consumo dietético, desde que o calcio esteja
no intestino na forma absorvivel (Ca™). Este tipo de transporte é independente de vitamina D e

da idade (Bronner, 1992; Bellaton et al, 1992).
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Muitos componentes da dieta promovem a solubilizag¢dao do célcio, favorecendo assim sua
absorcao no ileo e intestino grosso por transporte passivo. Dentre esses componentes destacam-
se: fosfopeptideos derivados da caseina, L-lisina e L-arginina e a lactose bem como outros
carboidratos. Todas as moléculas que aumentam a osmolaridade do liquido presente no ileo,

estimulam a difusdo passiva do célcio (Pansu et al, 1979).

Outros fatores dietéticos tais como fosfatos, oxalatos, fitatos e sabdes podem formar
complexos insoluveis com o calcio, reduzindo sua absortividade em valores de pH proximo a

neutralidade, diminuindo a absor¢ao deste (Guéguen e Pointllart, 2000).

Devido a esses fatores nutricionais que interferem na absor¢do do célcio, as taxas de
absorcao intestinal oscilam entre 30% e 50%. Sendo assim, ¢ necessdrio haver um suprimento
constante de calcio dietético biodisponivel para garantir a massa 6ssea maxima do programa

genético individual (Lanzillotti et al, 2003).

Além da funcdo primordial de absorcao intestinal de célcio, o intestino também excreta
este mineral por meio de secre¢des como a bile e de maneira enddgena pelas fezes (Guéguen e

Pointllart, 2000).
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2.1.1.2)Excrecao urinaria

A perda urinaria de calcio resulta do balanco entre a filtragdo glomerular (em torno de

10g/dia) e reabsor¢do tubular, que recupera em torno de 98% do total filtrado (Broadus, 1993).

O fluxo de calcio renal também ¢ regulado por hormdnios, sendo a reabsor¢do tubular

particularmente regulada pelo PTH (Guéguen e Pointllart, 2000).

Alguns fatores dietéticos podem influenciar na perda urinaria de calcio e dentre esses
podemos citar: o consumo simultaneo de fosforo (ja que todos os alimentos ricos em calcio sdao
também ricos em fosforo) e certos constituintes dietéticos que aumentam o pH (ex: bicarbonato e

sais de potassio) (Guéguen e Pointillart, 2000).

A perda de calcio urinario pode ser potencializada por dietas ocidentais que contenham
fatores desfavoraveis tais como proteina de origem animal (especialmente proteinas que contém
altas concentragdes de aminoacidos sulfurados), sulfatos, sddio, café, chd e alcool (Guéguen e

Pointillart, 2000).

2.1.1.3)Remodelagao 6ssea

O sistema esquelético também desempenha um papel imprescindivel na homeostase de
calcio ionizado sangiiineo através da remodelacdo esquelética, mantendo sua concentragdo. Essa
remodelacdo se faz através de hormonios sistémicos, bem como por algumas citocinas. Dentre os

hormémios podemos citar: o paratorménio (PTH) e a 1,25 diidroxivitamina D3, que atuam

11
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especificamente sobre a reabsor¢cdo Ossea, influenciando na atividade dos osteoclastos; os
esterdides sexuais (androgénio e estrogénio) que tém como principal atuagdo inibir a reabsor¢ao
ossea, apesar de apresentarem receptores especificos na membrana plasmatica dos osteoblastos ¢;
a calcitonina, um hormoénio polipeptidico endogeno que também inibe a reabsorcdo oOssea
mediada pelos osteoclastos, porém, seu efeito ¢ apenas transitorio. Alguns estudos mostram que
tratamentos de longa dura¢do com calcitonina diminuem os receptores deste hormdnio nos
osteoclastos e, conseqlientemente, sua atividade de diminui¢do da reabsor¢do 6ssea (Cashman,

2002; Guéguen e Pointillart, 2000; Takahashi et al, 1995; Reginster, 1991).

Dentre as citocinas que promovem a remodelagdo dssea, podemos citar: interleucina-1 o
(IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-o (TNF-a), fator de transformacdo do
crescimento-a (TGF-a) e o fator estimulador de colonia-1 (CSF-1), que atuam nos mecanismos
de reabsorcao ossea (Kobayashi et al, 2005; Teitelbaum, 2004); ja a interleucina-18, o interferon-
vy e fator de crescimento tumoral-f (TGF-B) sdo citocinas que impedem a reabsorcido Ossea,

favorecendo a mineralizagao (Teitelbaum, 2004).

2.2)Sistema esquelético e sua constituicio

O sistema esquelético ¢ tao essencial a vida quanto qualquer outro sistema organico, pois

desempenha um papel imprescindivel na homeostase mineral, abriga os elementos

hematopoiéticos, oferece sustentacdo mecanica aos movimentos, protege e determina os atributos

do tamanho e forma corporais (Ranzi et al, 2000).

12



RevisdoBibliografica

O osso ¢ um tipo de tecido conjuntivo metabolicamente ativo que sofre um processo
continuo de renovagio e remodelagdo. E singular porque é um dos poucos tecidos que
normalmente se mineralizam e, bioquimicamente, ¢ definido por uma mistura especial de matriz
organica (35%) e elementos inorganicos (65%). O componente inorganico (hidroxiapatita de
calcio) ¢ o mineral que confere forca e resisténcia aos 0ssos, sendo o armazém de 99% do calcio,
85% do fosforo e 65% do sddio e magnésio corporais. J& os componentes organicos, incluem-se

as células Osseas e as proteinas da matriz (Ranzi et al, 2000).

A massa Ossea maxima ¢ atingida durante o inicio da idade adulta (25 anos) e sua
magnitude ¢ determinada principalmente por fatores hereditarios, entretanto, a atividade fisica,

forca muscular, dieta e estado hormonal também contribuem (Ranzi et al, 2000).

Durante o crescimento ¢ maturagdo esquelética, isto €, em torno de vinte anos, ocorre um
acumulo 6sseo de célcio na proporgao de 150mg/dia, prevalecendo o processo de deposicao deste
mineral através da sobreposicdo da acao dos osteoblastos sobre os osteoclastos. Posteriormente,
quando o individuo entra na idade adulta, ou seja, entre 20 e 50 anos ou até a mulher entrar na
menopausa, ocorre um equilibrio entre os processos de absor¢do e a reabsorcdo, estando o
numero e atividade dos osteoblastos e osteoclastos na mesma propor¢do. A partir dos 50 anos de
idade ou nas mulheres ap6s a menopausa, o processo de remodelacdo 6ssea se torna negativo, ou
seja, a acdo dos osteoclastos se sobrepde aos osteoblastos, causando a perda éssea associada ao
envelhecimento. Com isso, ocorre um aumento do risco de fraturas em ambos os sexos, porém,

particularmente em mulheres (Cashman, 2002).

13
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Sendo assim, o consumo adequado de célcio ¢ um fator critico para se alcangar um 6timo
pico de massa Ossea e modificar a propor¢do de perda Ossea fisioldgica associada ao

envelhecimento (NIH, 1994).

Os adultos possuem dois tipos de tecido 0sseo: o tecido dsseo cortical, que € o principal
componente de ossos tubulares longos e caracteriza-se por ser compacto e rigido; e o tecido 6sseo
trabecular, que esta presente particularmente nas vértebras (onde constitui aproximadamente 50%
destas) e nas epifises dos ossos longos, caracterizando-se por ter uma estrutura mais esponjosa

(Brouns e Vermeer, 2000).

Em individuos adultos a remodelagdo oOssea ¢ de aproximadamente 25% para o 0sso
trabecular, e de 3% para o osso cortical, sendo que o osso trabecular apresenta uma maior relagao

superficie/volume e ¢ metabolicamente mais ativo (Riggs e Melton, 1995).

2.3)Osteoporose

A osteoporose ¢ definida como uma doenga caracterizada por baixa massa Ossea e
deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, causando fragilidade 6ssea e aumento no risco

de fraturas (WHO, 1994).

Como ja citado anteriormente, a massa esquelética maxima ¢ formada ao redor de 20 a 25
anos quando entdo se estabiliza, passando a haver um equilibrio que segue adiante até¢ 50 anos ou
em mulheres até a menopausa. A partir dai, um pequeno déficit na formagdo Ossea se acumula a

cada ciclo de reabsor¢do e formagdo das unidades multicelulares basicas. Isso se da porque a
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seqiiéncia de remodelagem nao ¢ completamente eficaz, prevalecendo a agdo dos osteoclastos, e
assim, a perda Ossea relacionada a idade se caracteriza como um fendmeno bioldgico normal e

previsivel (Ranzi, Vinay e Tucker, 2000; Cashman, 2002).

As influéncias mais importantes para a ocorréncia deste desequilibrio em mulheres sdo a
idade e o hipoestrogenismo que ocorre na pds-menopausa. O processo € controlado por uma
complexa interrelagdo de hormonios sistémicos, for¢a mecanica, citocinas, prostaglandinas e

fatores locais de crescimento (Riggs e Melton, 1995).

Tabela 3. Fatores de risco para osteoporose (Mahan e Escott-Stump, 1998).

Historia familiar de osteoporose

Sexo feminino

Brancos ou asiaticos

Deplecao de estrogeno

Idade (especialmente apds os 60 anos)
Sedentarismo

Tabagismo

Etilismo

Consumo excessivo de cafeina

Uso prolongado de certos medicamentos (antidcidos, esterdides, tetraciclina, anticonvulsivantes,
horménio tireoidiano exdgeno, etc)

Ingestdo inadequada de célcio ou vitamina D

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1994) propos uma estratificagdo da
osteoporose. De acordo com esta classificagdo, uma pessoa pode ser diagnosticada como
portadora de osteoporose se apresentar densidade mineral 6ssea, em relacdo ao adulto jovem,

menor que -2,5 desvios-padroes, independente da ocorréncia de uma fratura e, quando a
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densidade mineral dssea estiver entre -1 e -2,5 desvios padrdes, diagnosticada como osteopenia,

sendo as pessoas nesta condi¢ao consideradas de alto risco para fraturas.

Os dois tipos mais comuns de osteoporose sao: a osteoporose pds-menopausa (associada
a deficiéncia hormonal ovariana) e a senil (associada a idade). Ambos os tipos sdo desordens
progressivas que causam a perda da integridade do esqueleto, principalmente nas vértebras,
quadril, antebrago distal, umero e pélvis. A osteoporose senil afeta o tecido dsseo cortical e

trabecular e afeta individuos idosos de ambos os sexos (Brouns ¢ Vermeer, 2000).

J& a osteoporose pos-menopausa afeta primariamente o tecido Osseo trabecular e

[

caracteriza-se por uma aceleracdo da perda 6ssea que ocorre durante a década seguinte
menopausa. A deficiéncia de estrogénio desempenha um papel importante nesse fendmeno, e a
reposi¢do deste hormonio protege contra a perda 6ssea, sendo que este tipo de osteoporose possui
grande significancia na morbi-mortalidade de mulheres na menopausa (Brouns e Vermeer, 2000;

Ranzi, Vinay e Tucker, 2000; Reddy e Lakshmana, 2003).

A diminuicdo nas concentragdes de estrogénio circulante leva a ativagdo nos ciclos de
remodelacdo Ossea, com predominio nas fases de reabsorcdo (osteoclastos) em relagdo as de
formacgao (osteoblastos), devido ao aumento do numero ¢ da atividade dos osteoclastos na
superficie dos ossos trabeculares. Também tem sido sugerido que os osteoclastos tornam-se mais
ativos, possivelmente pela diminui¢do nas taxas de apoptose (induzidas pelo estrogénio) ao final
de cada fase de reabsorcao, resultando em grandes cavidades que sdo parcialmente reparadas pela

atividade dos osteoblastos (Writing group for the women's health initiative investigators, 2002).
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Dessa forma, a perda dssea decorrente da menopausa estd associada a excessiva atividade
¢ ao aumento no numero de osteoclastos, enquanto a perda 6ssea associada ao envelhecimento
esta mais relacionada a diminuig@o da atividade e no niimero de osteoblastos (Writing group for

the women's health initiative investigators, 2002).

Riggs (1981) e Ensrud (1995) demonstraram que a densidade mineral dssea em mulheres
diminui linearmente a uma propor¢io de aproximadamente 9,2mg/cm” por ano na faixa etaria de
30 a 96 anos e 2,5mg/cm’ por ano na faixa etaria de 67 a 69 anos e, 10,4 mg/cm” por ano acima
de 85 anos de idade, respectivamente. Ensrud (1995) também observou que o risco de fratura

aumentou em 21% para cada cinco anos apds os 85 anos de idade.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1999), a osteoporose tem sido
reconhecida como uma pandemia e segundo dados epidemiologicos para os Estados membros da
Unido Européia, haverdo mudancas na pirdmide etdria com concentra¢do mais acentuada no
grupo de 80 anos ou mais e neste grupo havera maior incidéncia de fraturas osteoporoéticas. Esta
faixa populacional passard de 8,9 milhdes de mulheres e 4,5 milhdes de homens em 1995 para
26,4 milhdes de mulheres e 17,4 milhdes de homens em 2050, representando um aumento de
50% da populagdo idosa. O comportamento das fraturas de quadril, associadas a osteoporose,
passara de 414,1 para 972 milhdes, representando assim um aumento de 134% (Lanzillotti et al,

2003).
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2.3.1)Tratamento

De acordo com Boonen et al, 2005 e Reid, 2002, atualmente existem varios tipos de
tratamento a curto e longo prazo para osteoporose, todos eles objetivando uma redugdo do risco
de fraturas. Esses diferentes tipos de tratamento podem ser divididos em terapias farmacoldgicas
e ndo-farmacoldgicas, tais como: terapia de reposicao hormonal (TRH), moduladores seletivos de
receptores de estrogénio (SERMs), administragdo de calcitonina, compostos bifosfonados,
agentes anabolicos (peptideos da familia do paratormonio) e suplementacgao de célcio e vitamina

D.

Especialmente nos primeiros anos apds a ultima menstruacao, a TRH ¢ recomendada para
prevencao da osteoporose, pois possui a capacidade de aumentar a massa 6ssea sendo a melhor
opgao para prevencao de fraturas, além de propiciar beneficios adicionais as mulheres (Torgenton

e Bell-Syer, 2001).

Outra vantagem ¢ o fato desta terapia estar disponivel sob vérias formas, doses e vias de
administragdo, ser relativamente de baixo custo e segura para a maioria das mulheres quando bem

indicada e monitorada (Torgenton e Bell-Syer, 2001).

Porém, em pacientes com tutero deve ser utilizada com cuidado, sendo necesséria a adi¢ao
de progesterona para protecdo endometrial, pois em alguns casos pode acarretar aumento na
incidéncia de cancer de mama e tromboembolismo (Writing group for the women’s health

initiative investigators, 2002).
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Convencionalmente os estrogénios mais utilizados em terapia de reposi¢ao hormonal com
efeitos benéficos sobre o 0sso sdo: estrogénios eqiiinos conjugados (0,625mg/dia), 17 B-estradiol
(1-2mg/dia) e valerato de estradiol (1-2mg/dia) via oral; 17B-estradiol (50ug/dia) transdérmico;
17 B-estradiol (1,5mg/dia) percutaneo ou nasal e; 17 B-estradiol (25-50mg/semestral) subcutaneo

(Writing group for the women’s health initiative investigators, 2002).

Os SERMs sdo compostos ndo hormonais que possuem propriedades de se ligarem aos
receptores de estrogénio em varios tecidos. Eles se comportam como agonistas em alguns tecidos
alvos, como por exemplo ossos e figado e, como antagonistas nas mamas e de acordo com a

droga, em outros 6rgaos sexuais como o utero (Riggs e Hartmann, 2003).

A primeira geracdo de SERMs (ex: tamoxifen) foi encontrada incidentalmente contra a
perda o6ssea (Ryan et al, 1991) e tem sido usado largamente como fator de prevengdo secundaria

do cancer de mama (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 1998).

J4 o raloxifene e benzotiofene (classificados com a segunda geracdo de SERMs) possuem
atividade mais seletiva que os primeiros e tem sido estudados na prevencdo e tratamento da
osteoporose, mulheres osteoporoticas tratadas por 3 anos com raloxifene reduziram o risco de

fraturas vertebrais (Ettinger et al, 1999; Boonen et al, 2005).

Em relagdo ao tratamento com o hormoénio calcitonina, a maioria dos estudos clinicos
utilizam este hormodnio proveniente do salmao, que ¢ 40 a 50 vezes mais potente do que a

calcitonina humana, sendo esta administrada por inje¢do ou aplicacao nasal (200UI de calcitonina
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nasal ¢ equivalente a S0UI injetavel). Esses trabalhos demonstraram a preven¢do da perda 6ssea

trabecular em ratas na pos-menopausa (Plosker e McTavis, 1996; Silverman, 2001).

A calcitonina pode ter também um efeito analgésico em mulheres com fratura vertebral
recente, porém este efeito ¢ independente do efeito sobre a reabsor¢do Ossea mediada por

osteoclastos (Plosker e McTavis, 1996; Carstens, 1991).

Os compostos bifosfonados podem ser divididos em dois grupos de acordo com seus
principais mecanismos de ac¢do: bifosfonados contendo nitrogénio e bifosfonados ndo contendo
nitrogénio, principalmente etidronato e clodronato. Os bifosfonados atuam preferencialmente nos
sitios de atividade de remodelacdo 6ssea. Eles atuam diretamente na maturagdo dos osteoclastos,
diminuindo sua atividade de reabsorgdo dssea através da reducdio de H' e perda de calcio,

modificando a atividade de varias enzimas (Zimolo et al, 1995).

Além disso, os compostos bifosfonados podem induzir a apoptose dos osteoclastos. O
clodronato, mas nao os aminobifosfonados, podem ser metabolizados a um andlogo da adenosina

trifosfato (ATP), no qual € toxico aos macrofagos e osteoclastos (Frith et al, 1997).

Os agentes anabolicos sao polipeptideos sintéticos chamados de teriparatida obtidos por
técnica de DNA recombinante, nos quais contém os aminoacidos 1 a 34 da regido amino-terminal
do hormonio das paratiredides (PTH) humano. Os primeiros 34 aminoacidos da molécula
completa de 84 aminoacidos do PTH endogeno (PTH-1-84) sdo responsaveis pela sua agao
bioldgica. Portanto, a teriparatida ¢ idéntica a fracdo biologicamente ativa do PTH (1-84)

endogeno e, administrada de forma intermitente, estimula a formagao de tecido 6sseo, melhora a
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arquitetura 6ssea, o que aumenta a forca dssea e leva a uma reducao do risco de fraturas (Rosen e

Bilezikian, 2001).

A eficacia da suplementacao de célcio e vitamina D na redugao de fraturas ndo vertebrais
foi demonstrada por Chapuy et al (1992, 1994 e 2002), j4 que a deficiéncia de calcio relacionada
ao consumo inadequado de alimentos ricos em calcio aumenta a concentragcao de hormonio PTH

sérico e conseqlientemente a perda 6ssea (NIH, 1994).

Alguns alimentos funcionais, principalmente determinados tipos de oligossacarideos
como frutooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS), tém sido sugeridos como
estimuladores da absor¢ao de minerais como o célcio, favorecendo assim o balango positivo deste

(Scholz-Ahrens e Schrezenmeir, 2002).

2.3.1.1)Frutooligossacarideos (FOS)

Os sacarideos (carboidratos) sdo acucares encontrados naturalmente em muitos alimentos

como frutas, vegetais, leite e mel. Alguns destes denominados de ingredientes funcionais também

exibem atividade fisioldgica além da func¢do nutricional ou de adogante (Nakano, 1998).

Eles melhoram a qualidade dos alimentos, promovendo uma modificagdo no sabor e nas

caracteristicas fisico-quimicas, e ainda apresentam propriedades benéficas para a saude do

consumidor (Crittenden e Playne, 1996).
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Os carboidratos que participam da dieta sdo classificados pelo peso molecular e pelo grau
de polimerizacdo (GP) em monossacarideos, oligossacarideos (2<GP>10) e polissacarideos

(GP>10) (Voragen, 1998).

Outro tipo de classificacdo, baseada nas propriedades fisioldgicas, € quanto a ser digerivel
e nao digerivel. Nesse caso héd trés principais tipos de carboidratos nao digeriveis: os
polissacarideos ndo amidicos, os amidos resistentes e os oligossacarideos nao digeriveis (NDOs).
Os NDOs mais utilizados como ingredientes em alimentos sdo os frutooligossacarideos (FOS) e

os galactooligossacarideos (GOS), sendo chamados de alimentos funcionais (Voragen, 1998).

- n&o ha hidrdlize
T Boca . crescimento bacteriano
negligenciaco

N - hidrdlise acida
Estdmage regigenciads
- néo ha shsorgdo

. - n&o ha hidrdlize
Intestine enzimatica
- n&o hé absorgio

Colon - fermentagio

Excregiio - néoha excregdo

Figura 3. Comportamento dos NDOs no trato digestorio humano.

Fonte: http://geocities.yahoo.com.br/anutricao
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Os FOS constituem um grupo de oligossacarideos derivados da sacarose e sdo isolados de
vegetais (Kaur e Gupta, 2002). Neste grupo se incluem a inulina (cujo grau de polimerizacao esta
entre 2 e 60) e a oligofrutose, que ¢ produzida pela hidrolise enzimatica parcial da propria inulina
(grau de polimerizagao sempre menor que 10, ficando em torno de 5) (Kruger et al, 2003).

Extragdo Hidrolise parcial

Inulina p Oligofrutose
(agua quente) (enzimatica)

Raizes de chicoria
(15 a 17% de inulina)

Figura 4. Processo de producdo da oligofrutose.

‘ <—m Glicose

-, - -
@

(=]

1 Frutose

Frutose

‘ ‘ <—m Frutose
‘ <—m Frutose

,
!

Figura 5. Estrutura molecular dos FOS.
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O uso dos FOS na saude e nutri¢do se da em diversas areas. Experimentos t€ém ressaltado
seu uso como um agente bifidogénico, estimulador do sistema imunolédgico, reguladores do trato
gastrointestinal, melhorador do metabolismo lipidico, redutor da incidéncia de cancer de colon,

redutor da sintese de triglicerideos, dentre outros (Kaur e Gupta, 2002) (Figura 6).

Tabela 4. Ocorréncia natural de inulina e oligofrutose em alimentos (Roberfroid et al, 1993).

Fonte Inulina (%) Oligofirutose (%) Nome cientifico
Banana 0,3-0,7 0,3-0,7 Musa sp.

Centeio 0,5-1,0 0,5-1,0 Secale cereale
Alho-por6 3-10 2,5-8,0 Allium ampeloprasmus
Trigo 1-4 1-4 Triticum asetivum
Alho 9-16 3,5-6,5 Allium sativum

Raiz da chicoria 15-20 8-11 Cichorium intybus
Aspargo (broto) 2-3 2-3 Asparagus officinalis
Alcachofra Jerusalém 16-20 12-15 Heliantus tuberosus
Alcachofra (esfera) 3-10 0,3-1,0 Cynara scolymus
Cebola 1,1-7,5 1,1-7,5 Allium cepa
Dente-de-ledo 12-15 9,5-12 Taraxacum officinale

Como agentes bifidogénicos, os FOS sdo facilmente fermentados pelas bactérias
intestinais encontradas no ceco, aumentando o nimero ¢ a atividade destas, principalmente as
bifidobactérias (Tabela 5). Este processo ¢ altamente seletivo para oligofrutoses com ligagdes

osidicas 3 1-2 (Roberfroid et al, 1993).

As reagdes ocorridas durante a fermentagdo sdo de tal intensidade que o valor do pH ¢
reduzido facilmente a partir de 7,0-7,5 para 6,0-6,5, estando esse fator associado a melhora na

absor¢ao de ions positivos e, a temperatura pode aumentar em até 0,7°C (Marquez, 1999).
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Uma vez liberada pela hidrélise das oligofrutoses, a BD-frutose atua como um substrato

de vias metabolicas distintas pelas quais as bifidobactérias oxidam os carboidratos, sendo essas

vias chamadas “vias Bifidus” (Roberfroid et al, 1993).

Nessas vias, a enzima fosfocetolase promove a fosforolise da frutose-6-fosfato e xilulose-
S5-fosfato, que produzem acetilfosfato mais eritrose 4-fosfato e gliceraldeido 3-fosfato,
respectivamente (a enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase ¢ especifica de bifidobactérias) (Figura

6 e 7) (Roberfroid et al, 1993).
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Glicose
ATP

Glicose 6P ADP

¢ f ADP ATP

Frutose 6P M Frutose

X Pi F6 P PKT

Eritrose 4P +  Acetil P

Sedoheptulose 7P + Gliceraldeido 3P

Ribose 5P Xilulose 5P

Pi

v
Ribulose 5P X5P

v /_= Pi
Xilulose 5SP ———p Acetil P
+

Gliceraldeido 3P

NAD" 2 ADP + Pi
HZO

NADH 2 ATP

Lactato « Piruvato

Figura 6. Via Bifidus para fermentacdo de hexose. (Enzimas especificas: frutose-6-fosfocetolase —

F6 Pkt e xilose-5-fosfocetolase — X5 PKT) (Roberfroid et al, 1993).
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6 CeH 1206
@ 6 ATP
9 Pi
6 ADP
9 CH;COOP 6 GA 3P
9 ADP 6 NAD™ 6 ADP + 6 Pi
9 ATP ? i 6 NADH + 6H" gi@ 6 ATP
9 CH5;COO 6P EP

6 ADP 6 H,0
6 ATP

6 CH; - CO - COO

n 2 NADH +2H"
1
4 HCOO ‘f \@ NAD"

4 CH; COOP 2 CH3 CHOH COO

4 NADH +4H"

2 CH; COO

2 Pi

~

v
2 CH3; CH, OH

Figura 7. Via Bifidus de oxidag¢do anaerdbica do metabolismo de hexose (GA 3 P: gliceraldeido-

3-fosfato e PEP: fosfoenolpiruvato) (Roberfroid et al, 1993).
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De acordo com De Vries e Stouthamer (1968) citados por Roberfroid et al (1993), a

equacdo estequiométrica da fermentacao de hexoses pelas bifidobactérias ¢ a seguinte:

6CsH 1206 + 17ADP + Pi —> 17 ATP + 4H COO" + 2CH3;CHOH COO" + 2CH;3;CH,0OH

O rendimento absoluto ou produtos parciais da fermentagdo (em particular,
acetato:lactato) podem variar a quantidade de acordo com a espécie da Bifidobacterium. Esses
parametros também podem ser influenciados pela natureza e concentragdo do substrato. Contudo,
somente alguns produtos do metabolismo das bifidobactérias pode ser fermentado novamente no

colon (ex: piruvato e lactato) (Roberfroid et al, 1993).

A principal via do metabolismo do piruvato/lactato durante a fermentagao bacteriana foi

descrita por Krebs e Kornberg (1957) e Miller e Wolin (1979) citados por Roberfroid et al (1993)

e mostrada na Figura 8.
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6 CH; — CHOH - COO

i

6, CH; — CO - COQ_

4 NADH (P) + 4H"
. 2 ATP
4 NADH(P) @
2H,0
@ 2 CO,

2 ADP + Pi
Pi + ADP
2 CH; - CH, — COO ATP 2 CH; — CHOH - COO

2 NADH + 2H"
@ 2 NAD"

2 H,0

\4

CH; - CH, - CH, - COO

Figura 8. Vias microbioldgicas do metabolismo anaerdbico de lactato/piruvato para formagao de
acidos graxos de cadeia curta.

Fonte: (Roberfroid et al, 1993).

Dessa forma, a equagdo estequiométrica da fermentacdo do frutosil pelas bactérias
intestinais pode ser representada da seguinte forma (Krebs e Kornberg, 1957; Miller ¢ Wolin,

1979 citados por Roberfroid et al, 1993).

6CsH 206 + 14 ADP + 14 Pi > 9CH; COO" + 2 CH3; CHOH COO"

+2 CH; CH, COO" + CH;3(CH;); COO™ +2CO; + 14 ATP + 2H,0 + 14H"

Baseado nesta equacdo pode-se observar que 78% dos atomos de carbono da hexosil
fermentada sdo convertidos em &cidos graxos de cadeia curta (SCFA), tais como acetato,
propionato e butirato, em uma propor¢ao de 64:21:15% respectivamente. Além dos SCFA, sdo
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produzidos lactato (17%), etanol (5%) e CO, (Roberfroid et al, 1993). Younes et al (2001) e
Mineo et al (2001), demonstraram que os acidos graxos de cadeia curta aumentam o transporte de

calcio e outros minerais no epitélio do ceco e célon de ratos.

As propriedades de dispersibilidade e a capacidade de retencdo de agua dos NDOs
determinam a habilidade das bactérias penetrarem no bolo alimentar e degradarem a fibra. Dessa
forma, os NDOs com maior capacidade de reterem agua (fibra alimentar solivel e amido
resistente) geralmente sdo mais facilmente fermentadas do que aqueles com menor capacidade de
reter dgua (fibra alimentar insoluvel), estando os FOS classificados em substancias semelhantes

as fibras hidrossoluveis em sua maioria (Marquez, 1999).

Az fibras soloveis
{(riscosas) retardam a
absorcio dos carboidratos.

Dz acidos graxzos de
acdela curta melhoratm
o3 perfis metabdlicos da

glicose e dos lipideos.
&g fibras melhoram a

funcio intestinal:
aumentam o peso fecal,
aceleram o transito e

Dz efeitos bifidogénico dos
frutooligossacaridecs e da
inulina sfo: promover uma
flora saudavel e proteger

reduzem a diarréia,

contra infecpées.
Dz frutooligossacarideos

intensificam a absorgio de
Dz acidos graxos de cadeia

curta: promovern o
desenvolvimente da mucosa
e estimulam a motilidade

A
calcio.

intestinal.

Figura 9. Efeitos benéficos das fibras no organismo animal (Gibson et al, 1995).

30



RevisdoBibliografica

Taguchi et al, 1995 demostraram que uma pequena adi¢ao de frutooligosacarideo (cerca
de 2,5 a 5%) na dieta de ratas ovarectomizadas, que sdo um modelo bem aceito de mulheres na
fase pos-menopausa, impediram a perda ossea. Kruger et al, 2003, mostraram ainda que o FOS
com diferentes graus de polimerizacao tem diferentes efeitos na absor¢do e retengdo de célcio, na

densidade 6ssea e na excrecao de colageno.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo estudar a biopoténcia dos

frutooligossacarideos (FOS) e da terapia de reposi¢do hormonal (TRH) no metabolismo de célcio

de ratas ovarectomizadas.
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3) OBJETIVOS

3.1)Objetivo geral

e Verificar a biopoténcia do pré-bidtico FOS obtido a partir da inulina (hidrolise
enzimatica) e da terapia de reposi¢cao hormonal (TRH) no metabolismo de céalcio em ratas

ovarectomizadas.

3.2)Objetivos especificos

e Determinar o contetdo de calcio nas amostras de fezes (mg/g fezes).

e Determinar a absor¢ao aparente de calcio.

e Determinar o calcio sérico.

e Determinar a atividade da fosfatase alcalina sérica.

e Determinar o conteudo de célcio no fémur direito dos animais.

e Analisar qualitativamente a epifise proximal da tibia direita através de microscopia

eletronica de varredura.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1)Ensaio biologico

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, recém-desmamadas (21 dias), provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica da Universidade Estadual de Campinas

(CEMIB), SP.

4.1.1)Delineamento experimental

As ratas foram obtidas ap6s o desmame (21 dias) e criadas até completarem trés meses de
vida (90 dias), quando foi dado inicio ao experimento. Nessa fase, tendo as ratas atingido a
maturacao sexual (sendo confirmado através da observagdo do esfregaco vaginal), as mesmas
foram submetidas a um procedimento cirurgico de castragdo, sendo divididas em dois grupos:
castradas e ndo castradas (o grupo das ratas ndo castradas foi submetido ao mesmo estresse

cirargico que o grupo das ratas castradas, simulando assim uma falsa castracao).

Apo6s esse procedimento cirurgico, transcorreram 30 dias (fase de deplecdo) para que
houvesse a potencializacdo na diminuigdo das concentragdes de calcio no organismo dos animais
e, apos esse periodo, as ratas castradas e ndo castradas, com 120 dias de idade, receberam ou nao

o FOS em associa¢do ou ndo com hormonio sintético por 20 dias (fase experimental) (Figura 10).
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As ratas foram mantidas em caixas plasticas (seis animais por caixa) até a castragao,
sendo posteriormente colocadas em gaiolas individuais. A temperatura ambiente foi de 24 + 1°C

e o ciclo de 12h/dia e 12h/noite.

O consumo de ragao foi monitorado duas vezes por semana e o peso dos animais uma vez

por semana. A dgua oferecida ad libitum durante todo experimento foi desionizada.

No final do experimento, o sacrificio dos animais foi realizado através de anestesia prévia
com pentobarbital sodico (40mg/Kg) e exsangiiinagdo retro-ocular e pungdo cardiaca (Reddy e

Lakshmana,2003).

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEEA) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (protocolo n°® 641.7 - Anexo 1).

O experimento foi realizado dividindo-se os animais em seis grupos de dez animais cada,

nos quais corresponderam aos seguintes tratamentos:

Grupo 1: Falsa castragdo + gavagem com FOS

Grupo 2: Falsa castragdo + gavagem com agua

Grupo 3: Castragao + gavagem com FOS + inje¢do de hormonio
Grupo 4: Castragdo + gavagem com FOS + inje¢ao de solugao salina
Grupo S: Castragdo + gavagem com agua + injecao de hormonio

Grupo 6: Castragdo + gavagem com agua + injecdo de solugao salina
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ratas recém-desmamadas
(21 dias)
Ratas jovens
(90 dias de idade)
| 1
Nao castradas Castradas
(+ 30 dias) (+ 30 dias)

Grupo3 Grupo4

Grupo5 Grupo6
(+ 20 dias) (+ 20 dias)

Grupol
(+ 20 dias)

Grupo2
(+ 20 dias)

Figura 10. Esquema experimental dos grupos de estudo

(+20 dias) | | (+ 20 dias)

4.1.2)Monitoracio do ganho de peso dos animais durante a fase de maturacao

sexual

Durante a fase de maturagao sexual, o ganho de peso dos animais foi monitorado uma vez

por semana a fim de se controlar o crescimento dos mesmos, como pode ser observado na Figura

11.
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Figura 11. Ganho de peso dos animais durante a fase de maturacdo sexual

4.1.3)Esfregaco vaginal

O esfregaco vaginal foi realizado ao final da fase de maturag@o sexual, através do método
de Shorr, com a finalidade de confirmagao do ciclo estral das fémeas (idade adulta) (Figura 12)

(Gonzalez et al, 1960).

Este ciclo divide-se em quatro fases: a primeira € o estro, fase do periodo sexual de
receptividade do macho (12 horas), quando a fémea permite a monta e a copula. Neste periodo
ocorre o predominio de células corneificadas na citologia esfoliativa vaginal; posteriormente,
mais especificamente 21 horas apds o estro, ocorre a fase de metaestro na qual a citologia
esfoliativa vaginal ¢ representada pela presenga de muitos leucdcitos entre poucas células
corneificadas; a fase seguinte ¢ a mais longa do ciclo estral (57 horas) e caracteriza-se por grande

quantidade de leucocitos no esfregaco vaginal e quase ausente em células corneificadas, sendo
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denominada de diestro; o ciclo termina com uma fase preparatéria do proximo estro denominada
de proestro. Nesta fase com duragdo de 12 horas, o esfregaco da citologia esfoliativa vaginal
apresenta células epiteliais nucleadas ndo corneificadas e ja ha sinais de receptividade do macho

no fim deste periodo.

A"‘- )

Diestro (44%) Proestro (8%)

Figura 12. Esfregago vaginal (1,25x; 12,5x / hematoxilina)
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4.1.4)Castracio

Ap6s a confirmagao da idade adulta, foi realizada a castragdo bilateralmente utilizando-se
como anestésico pentobarbital sodico (40 mg/Kg), sendo este administrado através de injecao

intraperitoneal (Reddy e Lakshmana,2003) (Figuras 13 a, b, c, d; Figura 14).
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Figura 13 (a, b, c, d). Fases do processo de castragao.

Figura 14. Ovério.
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4.1.5)Dosagem de estrogénio

Ap0s a castracdo, foi feita uma coleta de sangue para analise quantitativa de estrogénio

sérico através de radioimunoensaio enzimatico tipo competi¢do (Kit / In Vitro DSL) (Anexo 2).

Esta dosagem foi realizada no Laboratorio de Dosagem Hormonal, Departamento de

Reproducao Animal — Faculdade de Medicina Veterinaria / USP.

25 -

20 - a
-]
Z 15 -
S b
=%
210 =
5 4

0

Co OVT

Figura 15. Dosagem quantitativa de estrogénio sérico (p<0,05).

4.1.6)Frutooligossacarideos (FOS)

A mistura de FOS utilizada (RAFTILOSE P95) foi gentilmente cedida pela empresa
ORAFTI (Active Food Ingredients) sendo esta obtida através de hidrélise enzimatica parcial da

inulina retirada da raiz da chicdria utilizando agua quente (Figura 4).
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Essa mistura, segundo o fabricante, ¢ composta por 95% de oligofrutose com grau de

polimerizagdo de 2 a 7 e, os 5% restante constituido por glicose, frutose e sacarose.

Deste 1g de FOS administrado, somente 5% apresenta valor caldrico, o que representou

aproximadamente 0,3% do valor calorico total da dieta consumida diariamente pelos animais.

4.1.6.1)Administracao de FOS

A administragdo do FOS foi realizada diariamente durante os 20 dias finais do
experimento através de gavagem e a dosagem foi de 1g da mistura/dia, ou seja, cerca de 5% da

ingestao diaria de racdo (Ohta et al, 1998).

4.1.7)Hormonio

O hormonio utilizado foi o B-estradiol sintético (SIGMA), sendo o mesmo administrado

por inje¢do subcutanea didria na dose de 30pug/Kg/dia (Liu et al, 2004).

4.1.8)Dieta

A dieta oferecida para todos os animais durante o experimento foi uma ragdo comercial

LABINA-PURINA (Agribrands do Brasil LTDA).
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4.1.8.1)Composicao centesimal da dieta

A composicao centesimal da dieta foi realizada de acordo com as seguintes metodologias
citadas abaixo e os resultados confirmaram as especificacdes do fabricante (Tabela 5).
e Proteina: método de Kjeldahl (AOAC, 1975)
e Lipideos totais: Bligh & Dyer (1959)
e (Cinzas e Umidade: Adolfo Lutz (1985)
e Carboidratos: por diferenga

e C(Calcio: Adolfo Lutz (1976)

Tabela 5. Composic¢ao centesimal da ragdo comercial.

Composiciao Centesimal da Racdo Comercial (%)
Proteina Lipideo Carboidrato Umidade Cinzas Calcio
25,00 5,20 61,53 1,33 5,19 0,009

4.1.9)Esquema de administracio da dieta

Durante a fase experimental (20 dias finais), a ragdo era retirada no periodo da manha e

recolocada no final da tarde apos a gavagem. Dessa forma, os animais foram condicionados a se

alimentarem logo apos a administragdo do FOS.
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4.2)Determinacio de calcio

4.2.1)Fecal

A coleta das fezes foi realizada no 8° e 18° dia nos 20 dias finais de experimento durante

trés dias cada periodo, sendo os animais colocados em gaiolas metabdlicas individuais (Chonan,

Matsumoto e Watanuki, 1995; Chonan e Watanuki, 1995; Chonan e Watanuki, 1996).

As fezes foram calcinadas em mufla a 550°C por 6h e suas cinzas diluidas em acido

cloridrico 50% e acido nitrico. Posteriormente, o célcio fecal foi determinado por precipitagao

com oxalato e titulado com permanganato de potassio (Adolfo Lutz, 1976).

Cat2 + C204-2 + H20 - CaC204. H20

4.2.1.1)Absorc¢io aparente

A absorcdo aparente de célcio foi determinada pela seguinte equag¢do (Chonan e

Watanuki, 1995):

Absorcao aparente (mg/dia) = consumo diario de calcio (mg/dia) — excre¢ao fecal (mg/dia)
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4.2.2)Fémur

O fémur direito foi retirado apds o sacrificio dos animais, limpo, congelado e,
posteriormente, calcinado em mufla a 550°C por 6 h. Suas cinzas foram utilizadas para
determinacdo do conteudo de calcio a partir do método citado anteriormente (Item 4.2.1). Antes

de serem calcinados, os ossos foram mantidos em formaldeido 10 % por 48 horas (Carvalho e

Cliquet, 2003).

4.2.3)Dieta

A determinagdo de calcio na dieta foi realizada através do método citado anteriormente

(Item 4.2.1).

4.2.4)Sérico

O sangue foi coletado por exsangiiinacdo retro-ocular e pun¢do cardiaca, centrifugado a
3000rpm/10 min para obtengdo do soro e o calcio determinado por kit disponivel comercialmente

(LABORLAB) (Item 4.2.2).

4.2.5)Lavagem do material utilizado nas analises

Todo o material utilizado nas analises de dosagem de calcio foi previamente limpo com
detergente ndo idnico e posteriormente enxaguado trés vezes com agua desionizada, como

indicado no kit utilizado para dosagem de calcio sérico (Anexo 3).
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4.3)Determinacao cinética da atividade da fosfatase alcalina sérica

A atividade da enzima fosfatase alcalina sérica total foi determinada através de um kit
colorimétrico cinético disponivel comercialmente (BIODIAGNOSTICA) (Anexo 4).

A metodologia utiliza-se de um substrato de para-nitrofenil-fosfato e tampao aminometil-
propanol (AMP) na determinacdo cinética da atividade da fosfatase alcalina. A reagdo ocorre
entre o p-nitrofenil-fosfato, p-nitrofenol e fosfato e ¢ mediada pela fosfatase alcalina. A
velocidade de aumento na concentragdo de p-nitrofenol no meio de reagdo (medido a 450 nm no

espectofotdometro) € proporcional a atividade da fosfatase alcalina na amostra.

p-nitrofenil — fosfato ———» nitrofenol + fosfato

Fosfatase alcalina

4.4)Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A tibia direita foi retirada apds o sacrificio dos animais, limpa e congelada.
Posteriormente, foi realizada fratura manual para retirada da epifise proximal, sendo esta
analisada em microscopia eletronica de varredura (Scanning Microscope JSM-5800LV/Jeol

Serving Advanced Technology (Carvalho e Cliquet, 2003).

Para a realizagdo de tal analise, os fémures foram descalcificados através de uma solugdo

com citrato de sddio a 20% e 4cido formico a 50% (partes iguais de cada) e desidratados em
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etanol. Posteriormente, foram montados em stubs e cobertos com ouro usando-se um sputter .

(Carvalho e Cliquet, 2003; Reddy e Lakshmana, 2003).

4.5)Tratamento Estatistico

Os resultados foram submetidos a analise de variancia ANOVA, sendo utilizado o teste de
Tukey para o confronto das médias. O software utilizado STATISTICA 6.0 © for windows
(STATSOFT, 2000), considerando p<0,05 como probabilidade minima aceitdvel para diferenca

entre as médias.
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5)RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1)Ensaio biolégico

Durante a fase de deplecao (30 dias apos a castracdao), o consumo médio de ragao(g)/dia
das ratas ovarectomizadas (OVT) e controle (CO) foi significativamente diferente (p<0,05),
sendo maior no primeiro grupo (Figura 16). Esse maior consumo percebido no grupo OVT pode
estar associado a deficiéncia hormonal bem como com o maior ganho de peso deste grupo

(Figura 17).
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Figura 16. Consumo médio de racdo (g)/dia durante a fase de deplegao.

*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 17. Ganho de peso (g)/semana durante a fase de deplecao.

*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

A menopausa estd associada a mudangas adversas no peso, composi¢do corpdrea e
distribuicao de gordura no corpo da mulher. Esse aumento de peso se faz com o aumento de
tecido adiposo e diminuicdo da massa magra (Kirchengast et al, 1999). Essas alteracdes podem
estar relacionadas as alteragdes da fung@o do eixo somatotréfico, como descrito por Bernardi et al
(1998) que mulheres na pés-menopausa apresentam niveis séricos de hormonio de crescimento

menores quando comparadas com mulheres na peri-menopausa.
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Durante a fase experimental, como pode ser observado nas Figuras 18 € 19, o consumo de
racdo se manteve constante em todos os grupos (estatisticamente iguais) e o ganho de peso

permaneceu diferente (estatisticamente diferentes).

30
25 B < —Gl
a —

_ 20 | . G2
& 15 - € G4
- 2
=2 v m—5

10 7 — (36

5 _

0

1° 2° 3°

Tempo (semanas)

Figura 18. Consumo médio de ragdo (g)/dia durante a fase experimental.

*Letras idénticas indicam auséncia de diferenga estatistica entre tratamentos (p<0,05).

G1:Falsa castragdo + gavagem com FOS G2: Falsa castrag@o + gavagem com agua
G3: Castragao + gavagem (FOS) + hormoénio G4: Castragao + gavagem (FOS) +sol. salina
GS: Castragdo + gavagem (4gua) + hormonio G6: Castragdo + gavagem (agua) + sol. Salina
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Figura 19. Ganho de peso durante a fase experimental.

*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

G1: Falsa castragdo + gavagem com FOS G2: Falsa castragdo + gavagem com agua
G3: Castragdo + gavagem (FOS) + hormdnio G4: Castragdo + gavagem (FOS) +sol. salina
GS5: Castragdo + gavagem (4dgua) + hormonio G6: Castragdo + gavagem (agua) + sol. Salina

5.2)Célcio fecal / Absorgdo aparente
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Como descrito anteriormente, a absor¢do intestinal de calcio ¢ o resultado de dois
processos, transporte ativo transcelular, principalmente no duodeno e porg¢ao superior do jejuno, e
difusdo passiva paracelular, que ocorre por todo intestino delgado, principalmente no ileo e muito

pouco no intestino grosso (5%) (Pansu et al, 1981; Pansu e Bronner, 1999).

Apesar da absor¢ao passiva de calcio no intestino grosso ser de apenas 5%, esta torna-se
particularmente importante quando utilizamos carboidratos ndo digeriveis na dieta, ja que estes
sdo fermentados e produzem &cidos graxos de cadeia curta. Esses acidos graxos diminuem o pH
intestinal promovendo uma maior solubilidade do calcio (Ca™), favorecendo assim o transporte

passivo deste mineral (Griffin e Abrams, 2005).

Os resultados obtidos e apresentados na Figura 20 e 21 corroboram com a afirmacao de
Griffin e Abrams (2005), Younes et al (2001) e Mineo et al (2001), ja que a administracao didria
de FOS por gavagem fez com que a quantidade de calcio fecal fosse estatisticamente menor nos

grupos G1, G3 e G4 quando comparados com os grupos G2, G5 e G6, que ndo receberam o FOS.

Na Figura 21, podemos observar que a absor¢do aparente de célcio (Item 4.2.1.1) foi
estatisticamente maior (p<0,05) nos grupos G1, G3 e G4 quando comparados aos grupos G2, G5
e G6, sendo estes valores inversamente proporcionais a quantidade de calcio fecal. Esse resultado
reforga a acdo benéfica do FOS na absor¢do de calcio, enfatizando sua denominag¢do como

ingrediente funcional.
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Devido a essa capacidade de favorecer a absor¢do de calcio demonstrada na Figura 21, o
consumo diario de oligossacarideos ndo digeriveis na dieta deveria ser estimulado,
principalmente por individuos suscetiveis a deficiéncia deste mineral devido a condigdes
fisiologicas especificas, tais como: infancia, adolescéncia, gestacao, idosos € mulheres na pré e

p6s menopausa (Coxam, 2005).

Veereman-Wauters (2005), por exemplo, descreveu o uso de pré-bidticos incluindo

frutooligossacarideos.em alimentos infantis.
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Figura 20. Determinagdo de calcio fecal.

*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

G1, G3 e G4 = Grupos que receberam gavagem com FOS

G2, G5 e G6 = Grupos que receberam gavagem com agua
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Figura 21. Absorcdo aparente (mg Ca/dia).

*Letras distintas representam diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

G1, G3 e G4 = Grupos que receberam gavagem com FOS

G2, G5 e G6 = Grupos que receberam gavagem com agua
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5.3)Calcio sérico

Como descrito anteriormente, somente em circunstincias extremas como desnutri¢do ou
hiperparatireoidismo que a concentragao de calcio sérico ionizado sofre alteragdes ficando acima
ou abaixo do normal (1,1 — 1,3mmol/L) (British Nutrition Foundation, 1989), sendo esta
controlada através da absorcdo intestinal, excre¢do urinaria, secrecdo endogena e remodelagao

ossea (Cashman, 2002).

Como mostrado na Figura 22, apesar das diferencas de estrogénio sérico bem como da
administragdo de FOS nos diferentes grupos, interferindo respectivamente nas taxas de
remodelacdo dssea e absorcdo intestinal de calcio respectivamente, a concentragdo sérica deste
mineral se manteve constante, confirmando os dados encontrados na literatura (British Nutrition

Foundation, 1989).
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Figura 22. Determinagdo de calcio sérico.

*Letras idénticas indicam auséncia de diferenga estatistica entre tratamentos (p<0,05)

G1: Falsa castragdo + gavagem com FOS G2: Falsa castragdo + gavagem com agua

G3: Castragdo + gavagem (FOS) + hormdnio G4: Castragdo + gavagem (FOS) +sol. salina
GS5: Castrag@o + gavagem (4gua) + hormonio G6: Castragdo + gavagem (agua) + sol. salina
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5.4)Determinacio cinética da atividade da fosfatase alcalina (FA) sérica

O processo de calcificagdo envolve trés processos bioquimicos que ocorrem na interface
liquido extracelular - cristal dsseo: deposicdo Ossea, troca iOnica e perda Ossea. O processo de
deposi¢do dssea € controlado por trés tipos de fatores: humorais, teciduais e celulares. Dentre os
fatores humorais, destaca-se o produto da concentragio de fons Ca™ (mols/litro) pela
concentragdo de fons PO,H™ (mols/litro), que deve ser mantido dentro dos limites normais (0,72
x 10® mol/L, com uma amplitude que oscila entre 0,47 ¢ 1,06 x 10'6), uma vez que esta relagao

influencia na capacidade celular de deposicao de calcio na matriz ¢ssea (Houssay, 2004).

Como as fosfatases sdo enzimas capazes de hidrolisar ésteres do acido ortofosforico, que
consiste em clivar a ligagdo O-P com liberagdo de 4cido fosférico, essas tém como fungdo

fornecer ions fosfato aos sitios de calcificagdo (Houssay, 2004).

Essas enzimas existem em quase todos os liquidos e tecidos do organismo animal. Nos
seres humanos, quatro fosfatases sao codificadas por diferentes genes. Trés dessas isoenzimas
tém uma distribui¢do especifica conforme o tecido e sdo chamadas de intestinal, placentaria e
germinal. A quarta isoenzima tem ampla distribuicao, mas ¢ especialmente abundante no figado e

esqueleto (90%) (Houssay, 2004).

Um aspecto relativo ao uso e interpretacdo dos valores de fosfatase alcalina ¢ o fato de
que eles ndo elevam exclusivamente com o aumento da formagdo Ossea, mas também na
osteomaldcia ou outras condi¢des em que o metabolismo 6sseo esteja aumentado (Vieira, 2005).

Reddy e Lakshmana (2003) demonstraram um aumento na atividade da fosfatase alcalina em
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animais ovarectomizados enquanto Yoshikubo et al (2005) verificaram um aumento na atividade
da fosfatase alcalina tanto na osteogenia como na regeneracdo de escamas de peixes-dourados
tratados com 17-estradiol, sendo que a regeneracao respondeu mais sensivelmente ao hormonio,
sendo o aumento de 1,75 vezes quando comparado ao grupo que também passou pelo processo de

regeneracao, porém, sem ter recebido tratamento com estrogénio.

Como pode ser observado na Figura 23, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05) na atividade da fosfatase alcalina entre os grupos G1 e G6, sendo maior nestes do que
nos demais grupos. Esse fato sugere um aumento no metabolismo 6sseo em ambos 0s grupos,
porém, no primeiro provavelmente ocorreu um aumento no processo de calcificagdo, enquanto no
segundo um aumento no processo de perda Ossea. Essa hipotese pode ser confirmada ao
observarmos a determinagdo de calcio (Item 6.5) bem como a andlise qualitativa dssea através de

microscopia eletronica de varredura (Item 6.6).

Os grupos G3, G4 e G5 ndo apresentaram diferencga estatistica entre eles (p<0,05), porém,
quando comparados ao grupo G6, pode-se observar que houve uma substancial redugdo nos
niveis de atividade enzimatica, sugerindo que os tratamentos administrados de forma isolada ou
em conjunto foram eficazes na redugdo da perda Ossea causada pela castragdo. Além disso, os
grupos G3, G4 e G5 foram estatisticamente iguais ao grupo G2, indicando uma normalizagdo no

processo de perda oOssea.
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Figura 23. Determinagao cinética da atividade da fosfatase alcalina sérica.

*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

G1: Falsa castragdo + gavagem com FOS G2: Falsa castragdo + gavagem com agua
G3: Castragdo + gavagem (FOS) + hormodnio G4: Castragdo + gavagem (FOS) +sol. salina
GS: Castrag@o + gavagem (dgua) + hormonio G6: Castragdo + gavagem (dgua) + sol. salina
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5.5)Calcio 6sseo (féemur direito)

O sistema esquelético desempenha um papel imprescindivel na homeostase de célcio
através da remodelagdo esquelética, participando do processo de manuten¢do da concentragao
sangiiinea ionizada deste mineral. Essa remodelagdo se faz através de horménios sistémicos, bem

como por algumas citocinas (Cashman, 2002).

De acordo com a Figura 24, os grupos controle Gl e G2 bem como os grupos
ovarectomizados G3 (que recebeu os dois tipos de tratamento em conjunto) e G4 (que recebeu o
FOS como tratamento isolado), ndo apresentaram diferencas estatisticas entre eles. Esse fato
mostra que os tratamentos com FOS associado a TRH bem como a administragdo de FOS
isoladamente foram eficazes no processo de mineralizagdo Ossea, tendo estes sobrepujado a

castracao.

Porém, o grupo G4 apresentou uma tendéncia a se igualar ao grupo G5 (grupo que
recebeu como tratamento somente TRH), que teve uma menor quantidade de calcio dsseo
depositado, sugerindo que os tratamentos isolados sejam eficazes nos processos de manutengao
do calcio oOsseo e conseqiientemente da saiude deste tecido, enquanto os dois tratamentos
associados seriam mais eficazes na recuperagdo Ossea propriamente dita. Este fato pode ser
reafirmado através dos resultados obtidos na analise qualitativa 6ssea por microscopia eletronica

de varredura (Item 5.6).
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Dessa forma pode-se sugerir o uso de FOS para mulheres na pré-menopausa ou mesmo
individuos com idade em torno de 50 anos, a fim de se manter o equilibrio entre o processo de
deposigdo e reabsorcao de calcio dsseo por um periodo maior de tempo, atrasando ou reduzindo

as chances de se instalar o processo de osteoporose.

O grupo G2 também foi estatisticamente igual ao grupo G5 (recebeu como tratamento
TRH isoladamente), sugerindo que este também teve uma tendéncia a diminuir a deposi¢do de

calcio 6sseo quando comparado ao grupo controle que recebeu o FOS.

Quanto ao grupo G6, este foi estatisticamente igual somente ao grupo G5, enfatizando que

a TRH isoladamente ndo foi tdo eficaz na deposi¢ao de calcio 6sseo quando comparada aos

demais tratamentos.
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Figura 24. Determinagdo de calcio 6sseo no fémur direito.
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*Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p<0,05).

G1: Falsa castragdo + gavagem com FOS

G3: Castragao + gavagem (FOS) + hormoénio

GS: Castrago + gavagem (4gua) + hormonio

G2: Falsa castrag@o + gavagem com agua

G4: Castragao + gavagem (FOS) +sol. salina

G6: Castragdo + gavagem (agua) + sol. salina
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5.6)Analise 6ssea por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise qualitativa da epifise proximal da tibia direita das ratas através de MEV
demonstra claramente o efeito danoso que a privagdo de estrogénio causa na estrutura ossea
(Reddy e Lakshmana, 2003). Esse fato pode ser observado ao compararmos os grupos G1(Figura
25a) e G2 (Figura 25b) (controle) com o grupo G6 (Figura 25f) (ovarectomizado sem
tratamento). Nota-se que o ovarectomizado apresenta varias fossas de reabsor¢do visivelmente
profundas e conseqiientemente um osso fragilizado, enquanto os grupos controle apresentam uma

superficie integra.

Quanto aos tratamentos propostos neste estudo, com a finalidade de recuperar a estrutura
ossea danificada, podemos observar que a administracdo de frutooligossacarideos (G4) (Figura
25d) ou da terapia de reposicdo hormonal (G5) (Figura 25¢) isoladamente recuperou de forma
parcial a estrutura Ossea desses animais, porém, ndo o suficiente para uma reestruturacao
completa, como observado no grupo G3 (Figura 25c¢). Esse grupo recebeu os dois tratamentos de
forma conjunta e apresentou uma qualidade o6ssea substancialmente melhor que os demais
ovarectomizados, apresentando uma superficie integra, continua e sem fossas de reabsor¢ao,

muito semelhante aos grupos controle (G1 e G2).

Esse resultado sugere que para se obter uma recuperagdo total da qualidade dssea em
animais ovarectomizados, deve-se utilizar o tratamento com frutooligossacarideos associado a
terapia de reposicdo hormonal, j& que a associagdo desses tratamentos foi melhor do que os

mesmos administrados isoladamente, como observado também na determinagdo de calcio 6sseo.
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Figura 25. Analise qualitativa da epifise proximal da tibia direita de ratas castradas ou ndo através
de microscopia eletronica de varredura. (a)G1: Falsa castragdo + gavagem com FOS; (b)G2:
Falsa castragdo + gavagem com agua; (¢)G3: OVT + gavagem com FOS + injecdo de hormonio;
(d)G4: OVT + gavagem com FOS + injecdo de solucdo salina; (e)G5: OVT+ gavagem com agua

+ injecdo de hormonio; (f)G6: OVT + gavagem com agua + injecdo de solugdo salina.
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6)CONCLUSOES

A administragdo diaria de FOS aumentou a absorcdo aparente de calcio intestinal,
favorecendo a deposi¢do Ossea deste mineral.

O célcio sérico se manteve em concentracdes constantes, apesar dos diferentes tipos de
tratamento.

A atividade da fosfatase alcalina sérica foi maior nos grupos G1 e G6, sugerindo um aumento
no metabolismo 6sseo em ambos os grupos. O primeiro devido ao aumento no processo de
formacao 6ssea induzido pelo FOS e o segundo devido ao aumento no processo de perda
Ossea induzido pela ovarectomia (OVT sem tratamento). Os grupos G3, G4 ¢ G5 nado
apresentaram diferenca estatistica entre eles, porém, quando comparados ao grupo Go6,
podemos observar que houve uma satisfatoria redu¢do nos niveis de atividade enzimatica,
sugerindo que os tratamentos administrados de forma isolada ou em conjunto foram eficazes
na reducdo da resorcao Ossea. Além disso, esses grupos foram estatisticamente iguais ao
grupo G2, indicando uma normaliza¢do no processo de remodelagao dssea.

A concentragao de calcio no fémur direito dos animais mostrou que a associa¢ao do FOS e da
TRH sobrepujou a castragdo bem como os tratamentos administrados isoladamente e, o efeito
do tratamento com FOS de forma isolada foi superior a TRH.

Através da analise qualitativa da epifise proximal da tibia direita das ratas também podemos
observar que a administracdo de FOS associada a TRH foi mais eficaz na recuperagdao da
estrutura ossea dos ratos OVT do que esses mesmos tratamentos administrados de forma

isolada, como a concentragao de calcio 0sseo.
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Anexo 1
.ﬂ& Universidade Estadual de Campinas e a““
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CEEA-IB- LHHICAME

Comissdo de Etica na Experimentaciio Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADOD

Certificamos que o Protocole ne 647-1, sobre "AYALIACAO DA ABSORCAG DE
¥ B 3
GALACTOOLIGOSSACARIDED EM RATAS CASTRADAS" sob a responsabilidade
de Profa, Dra, Celio kenil Mivasaka/Claudia Cardoso Nette estd de acardo
com s Principios Eticos na Expéerimentacdu Anlmal adotados pelo Colégla Brasielro
de Experimentacio Anlmal {[COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etira na
Experimentacdo Animal {CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 11 de Marca de 2004,

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® §42-1, entitled "EVALUATION OF THE CALGIUM
GALACTQOLIGOSSARIDED IN CASTRATED RATS", is in agreement with the
Ethlical Principles for Animal Research gstablisned by the Brazilian College for Animal
Experimentation {COBEA). This project was approved by the institutional Committee
for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAME] on March

11, 2004,
3]
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Profa. Dra. Liana Verihaud F:—itin‘l{i_a}énso
Presidente - CEEA/TB/UNICAMP Secretdria - CEER/IBUNICAMP
LUNLYERSIOADE ESTADUAL [T CAHFLAAS <ELEFDRE 4% LY 378 €728
INETETLT CE WU, K lA TAK SE 5 128T 0

CIOADL LM weRSITARSA 2EF ERIAL wal
Cro 13.081-970 - CAMPINAS - 5P - BRASIL

80



Anexos

Anexo 2

81



Anexos

Anexo 3

CAT N2 00800
Somente para
Usgin Vitro

DEFIMNIGAC

O reste & leto pare determingr o nivale de cdlcio, que & o
resporsavel pefa contragdo muscular, fransmissio nenosa @
coagulagio sanglinea. O hormdnio paratiracédaano & o vitamina 0
aumgnlam a absoogdiio de il do acte gasiroinieslical e
aumentam a fberagdo do cdlsio para os ossos na esdstacia de
daficit.

FISIOPATOLOGIA
O ciliciy quands & removida por dasmingalizacio pode  causas
fragiidade deces o fraburas,

SIGNIFICADD CLINICD

Valoras efavatos - Higaparabrecidismo, alcaiosa, grangs consuma
e ilcio, Chipendtaminose, hiparirecidisme, wemia, transplanta
rorsl, mistoma dliple, Trstecas, calcalo . panal, | axesticika am
axcagsn, indhioios acamados por penoses prolengacos.

valores baixas - Dimrdin, atuso de loamo, inflecgies sdras,
queimaduras, hipaparalireodismo, alaoalisma, pancrisalite,
daticiénda renal crénica, absorgdo deliciente da caldo.

INTERFERENCIAS

Falsos valores efevados - Eslnégenos, saiz de calcio, vilamina D,
antigzidos, disds rica em caksio.

Fnisos waleres balxes - Corizona, ganlemicing, melisiling, uso
axcassive de laganie, hepanna, insulna, mitramicina, data pobre
e cdlcio, clomaio de 6050 nravanasa.

METODG
Colodmélnos de Pento Final

LINEARIDADE E ESTABILIDADE D REAGAD

A reapho d bnear gtd 20 mgidl. Para valones supedoras ubdizar 10
yl ga amoste e mdtiplicer o resultedo final por 2. & cor final ga
redAgAn 6 astival por 3 horas

COMPOSIGAD DO KIT

Feative Padrio CAT M_E 00801

Solucho eslabilizaeda de Calso = 10 mgpidl
Wodume = & mL

Raative CFX CAT M= 00802

Eolucéa astabiizade de Crasolftaleing
Complaxend = 3,7 mmoell Volume = 315 ml
Faatve Tampda CAT M. 00803

Solupdo do AbP = 0.2 mmealiL. pH=11
wWelumie = 250 mbL

MATERIAL NAQ FORMECIDG (NECESSARID)

Espactmfalimetrs ou Calonimaing

Micropipalas & pipalas capares go redic of wolumas indicados: na
técrica.

Tubos de engak,

Riefidgio au Crandmatro.

VIRA UTIL E ARMAZENAMENTD
{r kit @ sstival #%8 sau vencimanio mpresso na calka, guando a
temparaiure ambion e,

PRECAUCOES

O kit o contéen darvados de Sangua humano, pondém, considarar
qualguar amosra de pacients como potanclalmante Infactanta,
Evitar o cantats dirato com as amesirns

WA prmelar reapenbes au amesiras com a bosa .

Deacartar g gobrag dag reagies da acordo com s Boas Prificas
de Laboratdric am local pripro para materias potenclalmenta
mfactantes,

AEG. M.S. M2 10248810027

CALCIO

METODO COLORIMETRICO |

LABORLAB

AMOETRA

Sore ou wing, nie usar plasma, pois o5 anlicoaguianios complesam
a cileio danda ragullados arrdiess.

A determinacio na urina requar uma digla prévia de pelo menos 3
dias livre da cdlcio (efiminar faita 8 2aus dedvadas).

A amoslre 58 mantém por uma samana rafrigaraga.

TECHICA

O mataral a8 &ar uiilizado, Wwbos de anspio, pondsiras de
micropipelas, pipetas, ebs, devem eslar rigerossmenta [mMpos, livies
de edicie & da tragos de enticoaguiantas, Aconsalhamos lava-1o com
detgrgenie -nde nico ou com solucio dgida de dokio minard
lawando apde, VARES vazas com gua deionizads.

A tEenich se cargcledre poe Absorbdnciag dos Blathks it baias,

Igiturns acima de (U0 indicam contaminegas grosseia poe cilcio @
% realivad davem der desprazadas.
Colocar em 2 fubos da anseie, marsades  Plpedrds) a D

[dasconhieciso):

P o
Feative CFX 20 L a0l
Rpativa Tampia 3.5 mL 3.5 mi

Misturar, ler as Absorbinclas dos blanks intemcs 8F o B0 em
Egpactrololdmetre a 570 nm oy em Coladmetre cam filire warmelhn
[SE0-540 nm), zarendo o sparelho com Agua deionizada. Lego apds,
ARG
Padaio
Amioshna 2 ub
Mizturar, apds 10 minulas rapelin as leiums, P e D,

o0 aik.

CALCULOS
Célgin mpidl = DB xf

onde, 1= 10l
PR

Os walpmes dos  Reatvos, Padrio & Amosie,  podem e
gurmnaniados  gu diminuides  canlorme o aparclhn ablizads, por

exemplo:

Feativo CFX 20ul
Rieativa Tampiio 1.5 mi
Padrdicfamasina il
DOSAGEM NA URINA

Colatar o weina e 24 horas {schre 30 mil, de HCL a 5I:r=_."=:|_
Completar a 2 lilros com Agua decnizeda. Homoganaizar o realrar
8 1&cnica ooma No Son ergrigands 20 pL desia amesir

CALCULDS
Calein Urindris mg'24 homas = D-ED x 200 mgd horas
P-BP

VALOAES DE REFERENCIA
Soro = 8.5 8 10,5 mgidl
Urna = B0 a 200 mg/25 horas

APRESENTAGAC
Fil sufidhanle pasa T 0 1256 reagdas
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Anexo 4
FOSFATASE ALCALINA - AMP
1.FINALIDADE
Taste cinetico para dy inag3o da atividade da fosfa Icalina (FAL) no sorg, usando Amino-Metil-Propanol (AMP) como tampéo.
2.INTRODUCAO
A encia de dr todologias para determinacdo da FAL contribuiu ao longo dos anos para dificultar a comparagdo de resultades . As metodologias

is, como Bodansky, King & Armstrong ou Bessey-Lowry, co!urirneu'icas,gra:icamente estdo em em desuso, com o advento de metodologlas cinétlcas_, mais
especificas e reprodutiveis. A metodologia Laborclin utiliza-se de um substrato de para-nitrofenil-fosfato e tampao aminometil-propanal (AMP) na determinacao
cinética da atividade da fosfatase alcalina.

3. IMPORTANCIA CLINICA i
A fosfatase alcalina & encontrada nos osteoblastos, figado, intestines e placenta, sendo excretada pela bile. Atividades elevadas de fosfatase alcalina sdo observadas
em diversas enfermidades, tais como: osteite deformante, ra uitismo, osteomaldcia, metdstase 6ssea, hiperparatirecidismo, sarcoma ostecgénico & doenca de
Paget. Nas doengas hepatoEiIiar&s, a atividade da fosf: Icalinz & Gtil no di 5stico da ictericia obstrutiva.

4. AMOSTRA
a- Preparo do paciente
Apesar de ndo essencial, recomenda-se que o paciente seja instruide 2 manter um jejum de cerca de 8-12h antes da coleta.

b-Tipos de amostra : ;

-Soro: deve ser a amostra de escolha, recém-coletado, isento de hemalise & separado do codgulo o mais rapido possivel apos a coleta. o

—;,I_asmq: evitar o uso de plasma coletadocom  ditrato, EDTA ou oxalato, podendo usar plasma recém-coletado com heparina, isento de hemélise e separado o mais
rapido possivel apos a coleta.

- Armazenamento e estabilidade

A analise deve ser processada o mais rapidamente possivel apés a coleta, pois em temperatura ambiente a atividade da FAL na amostra aumenta cerca de 1?3 g %ga
6h, e em geladeira (2-8 °C) o acréscimo fica em redor de 2% a cada 24h, Todas as amostras congeladas, devem ser descongeladas e mantidas em tepe ra
ambiente por 18-24 h antes de se realizar a andlise, I J2 plena reativagdo da enzima. A prética de se congelar a amostra é desaconselhada devido ao
aumento Ja descrito que se verifica no periodo de descongelamento.

d-Critérios de rejeicio )

As amostras hemolisadas, que ap sinaic dec inac3o microbiana ou que tenham side descongeladas eimedi ente enviadas para andlise devem ser
rejeitadas.

e-Pr o5 ' =

Todas as amostras devem ser n'-;anipuladas com extrema cautela, pois podem veicular diversas doengas infecto-contagiosas (hepatite, SIDA etc.). Seu descarte deve
ser felto preferencialmente apos sua autodavacio, s evitar sua eliminagdo diretamente no meio ambiente. Igual cuidado se recomenda no descarte dos
outros materiais como penteiras pldsticas, seringas e agulhas.

5. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO
a- Registro no Ministério da Sadde: 100.970.10090.

b- Principio de Técnica

p-nitrofenil-fosfato + p-nitrofenol + fosfato (reac3o mediada pela fosfatase alcalina) 3

O tampdo AMP atua como receptor de fosfato liberado, 2lém de regular o pH do meio e acelerar a reacio. A velocidade de aumento na da concentragde de p-nitrofenal
no meio de reacdo (medido 2 405 nm) & proporcional 2 atividade da fosfatase alcalina na amostra.

c- Reagentes

- Substrato fosfatase alcaling : apds reconstituido contém 16 mmol/L de p-nitrofenil-fosfato. v

< &m:mua;n%mm :composto por solugSo tamponada contendo estabilizante e preservative, 0,35 mmol/L de AMP (aminometil-propanol), 2 mmol/L de EDTA,
1 mmol/L de sal de zinco, 2 mmoal/L de sal de magnésio, com pH final 10,4 £0,05 (a 25°C).

-Preparo do reaégente de trabalho: Adicionar ao frasco contendo o substrato em pé a quantidade de reagente reconstituinte que consta em rétulo, homogeneizando
suavemente ate sua completa dissolugdo.

d- Armazenamento e estabilidade 3

Qs componentes do conjunto podem permanecer até 72h em temperatura ambiente para fins de transporte, No laboratério devem ser armazenados em qeladeira (2-
8°C) aonde se mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo, desde que isentos de contaminacao quimica ou bioldgica. O reagente de trabalho apés
preparado se mantém estdvel poraté 10 dias em geladeira (2-8 °C) desde gue isento de contaminaco quimica ou biolégica. N3o congelar.

e-Precaucdes e cuidados especiais
Os reagentes destinam-se ao uso diagnéstico in vitro, ndo devendo ser ingeridos ou entrarem contato com os olhos, pele e mucosas.

6. MATERIALS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém ndo fornecidos)
- Espectrofotdmetro, fotocolorimetro ou equipamento automatizado dotado de com partimento de leitura termostatizado;
- Pipetas graduadas de vidro;

- Micropipetadores;

- Crondmetro.

7. PROCEDIMENTO TECNICO (par= equipamentes manuais & semi-automaticos)
- Deixar reagentes e amostras uirirem temperatura ambiente ;
- Selecionar a temperatura de 37 °C e ajustar o comprimento de onda a 405 nm (a cubeta deve ter 1 cm de passagem de luz);

8.CALCULOS
- Inicialmente calcular a variagio ou delta de absorbancia por minuto (AA/min):

(A3min-A2min)+({A2min-Almin)+(A1min-Ainicial)
3
- Multiplicar o valor de AA/min pelo fator 2764 de forma a obter a atividade da fosfatase alcalina em U/L na amostra.

AA

9. RESULTADOS

- Unidade utilizada: U/L

- \rak]:resde referéncia

- Adultos: 25-118U/L
- Recém-natos: até 295U/L
=1-12anos: ats 413 U/L

-Meninos 12-15anos: até 590 U/L .

Meninas de 1?—15 2nos e meninos de 15-20 anos podem aproximar seus valores aocs de adultos ou aos de cria ngas, dependendo portanto da atividade osteobldstica
(crescimento).

Para as meninas acima de 15 anos e meninos acima de 20 anos, os valores referenciais igualam-se aos verificados em adultos.

83




Anexos

10. LIMITAGOES DO METODO

-Limites de diluicao .

0 reativo de trabalho possui um limite para determinar a atividade da FAL, 770 U/L, limite este que, caso seja excedido, implica na necessidade da diluicio da amostra
em solugao fisioldgica (NaCl 0,85%) e conseqlente repeticdo da andlise.

- Interferentes
Muitas interferdncias verificam-sa principaimente por problemas na conservagio ou manipulacio das amostras. Para uma melhor apreciacio de interferentes nesta
reacso, recomendamos 2 lefurs dos textos de Tietz e Young.

11. CONTROLE DA QUALIDADE
iais necessarios

- Materiais
Amastras de controle originarias de pool de soros preparados pelo proprio laboratério o/ou controles de origem comercial, mapas e graficos de controle.

- Periodicidade
Ao iniciar o trabalho com um nowo lote de reagentes recomenda-se avaliar os mesmos quanto a precisdo e exatido. Durante a execugdo da rotina, recomenda-se
avaliar uma amostra de controle em paralelo 2 cada bataria de testes.

-Interpretacdo e avaliacio i v
Como o objetivo do controle de qualidade € garantir que os resultados liberados ssjam compativeis com a realidade do paciente, o laboratério deve definir quais s3o

0s pardmetros de controle adotados bem como as medidas para possivels acBes cometivas.

12.ESTATISTICASDOM
- Precisdo: Foi calculado um coefidente de variacioentre 1,4 - 1,2 % na andlise de 2 pools de soros com valores compreendidos entre 77 U/Le 199 U/L.

- Exatidao; A andlise de regresso linear entre 53 amostras ficou na falxa entre 48 2 793 U/L, comparanda-se a metodologia Laborelin com outro métado similar de
boa procedéncia comerdial, conforme 2 equacio:
Y(LB) = 1,10 x mét. referéncia + 5,0

O coeficiente de correlac3o obtido foi 0,999,

13. GARANTIA DA QUALIDADE
A Laborclin obedece o disposto na Lsi 5.078/50 - Cddigo de Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor desempenho, & necessario @

- que o usudrio conheca e siga rigorosaments o presente procediments téonico;

- que 0s materiais estejam sendo armazenados em condiches adequadas;

- que os equip S & demais acessonios necessari ;jam em boas condicBes de uso , manutencdo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto & submetido 2 testes especificos, que sdo repetidos peridicamente até a data de vencimento expressa em
rétulo. Os certificados de analise de cada lote am ser solicitados junto a0 SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente, bem como em  caso de dividas ou quaisquer
problemas de origem técnica, através do telefons Cux—21-557-1188. Quaisguer problemas que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por fatha da Laborclin ser3o resolvidos sem Snus 2o diente, conforme o disposto em lei.
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15. INFORMACOES COMPLEMENTARES

- Os protocolos de programacgéc para equipamentos automaticos podem ser solicitados junto ao SAC ou pela internet no site www. laborclin.com.br;

- Conforme descrito no item referente s amostras, os materiais de controle liofilizados apds sua reconstituicdo passam igualmente a ter um aumento na atividade
da FAL , porém este aumento é em proporgdo maior, atingindo entre 50-100% a cada 24h 2 37 'Ce cerca de 10% caso armazenado em geladeira (2-8°C).
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